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Selecao de colunas para cromatografia liquida (LC)

As informacdes na secao a seguir 0 ajudarao a tomar uma decisao fundamentada sobre a coluna apropriada de
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) para sua aplicacdo, com base no uso de fase estacionaria,
propriedades do analito, requisitos de LC-MS ou especificacdes da Farmacopeia dos Estados Unidos (USP). Vocé
também encontrara uma tabela Util de fases da Thermo Scientific com especificacoes, bem como alternativas
recomendadas da Thermo Scientific para outras colunas populares.

Consulte a llustragéo Avancada para Usuario
(AUG) na pagina correspondente do produto
(ilustrado a direita) para obter ajuda e
informacodes sobre a selecao de colunas de

uso geral.

A AUG mostrara a hidrofobicidade, que
fornece a retencao relativa na coluna.
Geralmente, quanto maior a hidrofobicidade,
maior a reten¢ao de compostos neutros e
maior o conteudo orgéanico na fase moével. Um
valor mais baixo indica a necessidade de fases
maveis aquosas maiores para alcancar
retencao e resolugao comparaveis. A faixa de
pH recomendada para a coluna ¢ ilustrada,
fora da qual a vida Util da coluna diminuira.

O tamanho do poro é mostrado, com colunas

com tamanhos de poro maiores sendo mais

Hidrofobicidade

aplicaveis a analitos maiores como proteinas
ou peptideos. A porcentagem de carga de

carbono esta relacionada a hidrofobicidade.

Baixa Alta

Abaixo do icone, vocé vera os tamanhos de 0 2a8 14

particulas disponiveis, assim como o codigo
USP. Essas imagens séo projetadas para
permitir que vocé compare rapidamente as

Tamanho de poro

0 80A 300
Carga de carbono (%)

principais caracteristicas de varias fases
estacionarias, permitindo que vocé escolha 0 5 2

rapidamente a fase estacionaria mais
apropriada para sua andlise.

Para obter ajuda adicional na sele¢ao de

Tamanho de particula 2.6pm uspP L1

llustragdo Avangada para Usuario (AUG)

colunas, aproveite nossa experiéncia para
ajuda-lo a fazer a melhor escolha para sua

aplicacéo.

Fases comuns de HPLC e seus usos

Nome Grupo Fase Fase Troca
: HILIC | Aplicagcao
alternativo funcional normal |reversa [id6nica

Silica Silica Compostos organicos apolares e moderadamente polares
C1 SAS -(CHG)3 Menor retencao de todas as fases ligadas a grupos alquil para solutos
o apolares. Normalmente usada para compostos moderadamente
polares e multifuncionais
C4 Butil -C,H, . Retencdo menor do que C8, C18. Separacéo de peptideos e
proteinas
c8 MOS -CH,, Menos retentiva do que C18, normalmente usada para pequenos
. peptideos e proteinas, produtos farmacéuticos, esteroides, amostras
ambientais
C18 ODS -CH,, Maior retengéo entre as fases ligadas a alquil. Amplamente utilizada
. para produtos farmacéuticos, esteroides, acidos graxos, ftalatos,
ambientais etc.
Ciano CPS, CN -(CH,).CN Seletividade Unica para compostos polares, mais adequada do que a
base de silica para separagbes de gradiente de fase normal. Quando
o . usada em fa}se reversa, a seletividade é diferente daquela das fases
C8 e C18. Util para uma ampla gama de aplicagbes farmacéuticas e
para misturas de solutos muito diferentes.
Amino APS -(CH,),NH, HILIC: Andlise de carboidratos e outros compostos polares.
. . o Troca anidnica fraca: anions e &cidos organicos.
Fase normal: seletividade alternativa a silica. Boa para aromaticos.
Bifenil Grupo funcional: A quimica do bifenil oferece seletividade complementar a uma coluna
-(C6H4)C6H5 . C18 e a capacidade de resolver compostos isoméricos, como drogas
de abuso e esteroides.
Fenil -(CH,)CH . Compostos aromaticos e compostos moderadamente polares
Pentafluor- | PFP -CF, . Seletividade e retencéo extras para compostos halogenados, polares
fenil e isbmeros.
Diol -(CH,)s0 . . Fase reversa: Proteinas, peptideos
CH,(CH,0OH), Fase normal: Seletividade semelhante a silica, mas menos polar
SCX Trocador catidnico forte | -RSO,H- o Bases organicas
SAX Trocador anionico forte | -RN+(CH,) o Acidos organicos, nucleotideos e nucleosideos
AX Trocador anidnico -(CH,CH,NH-)_ . Acidos organicos, nucleotideos e oligonucleotideos
polietileneimina (PEI)
Carbono PGC 100% carbono Particularmente Util para a separagao de compostos altamente polares
grafitico . . que séo dificeis de reter usando colunas convencionais a base de
poroso silica e separagdo de compostos estruturalmente semelhantes (por

exemplo, isdmeros, diastereoisdmeros)
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Selecao da fase estacionaria da coluna HPLC

Antes de iniciar uma nova analise, considere as propriedades fisicas e quimicas do(s) analito(s), © modo de analise € como o(s) analito(s) irao
interagir com a superficie da fase cromatografica. Para ajudar na selecao da coluna, o guia a seguir pode ser Util.

Apolar

Solubilidade
do analito

Propriedades quimicas do analito Modo de separacéo Fase recomendada

Twa et/ Acclaim™ Modo Misto WAX-1 da Thermo Scientific™
Modo misto de fase reversa Acclaim™ Trinity P1 da Thermo Scientific™

Accucore™ C18 da Thermo Scientific™

Accucore™ RP-MS da Thermo Scientific™

Accucore™ C8 da Thermo Scientific™

Accucore™ C30 da Thermo Scientific™

Accucore™ Fenil-Hexil da Thermo Scientific™

Acclaim™ 120 C18 da Thermo Scientific™

Acclaim™ 120 C8 da Thermo Scientific™

Fase reversa Y o
Acclaim™ C30 da Thermo Scientific

Acclaim™ Fenil-1 da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ C8 da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ C4 da Thermo Scientific™

Neutro Syncronis™ C18 da Thermo Scientific™

Syncronis™ C8 da Thermo Scientific™

Accucore™ aQ da Thermo Scientific™

Accucore™ Polar Premium da Thermo Scientific™

Accucore™ PFP da Thermo Scientific™

Accucore™ Fenil-X da Thermo Scientific™

Acclaim™ PolarAdvantage da Thermo Scientific™

Solventes Moderadamente Fase reversa Acclaim™ PolarAdvantage Il da Thermo Scientific™

polares polar

Hypersil GOLD™ aQ da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ PFP da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ Fenil da Thermo Scientific™

Syncronis™ aQ da Thermo Scientific™

™

Syncronis™ Fenil da Thermo Scientific

Accucore™ C18 da Thermo Scientific™

Accucore™ RP-MS da Thermo Scientific™

Accucore™ C8 da Thermo Scientific™

Accucore™ C30 da Thermo Scientific™

™

Accucore™ Fenil-Hexil da Thermo Scientific

Acclaim™ 120 C18 da Thermo Scientific™

Acclaim™ 120 C8 da Thermo Scientific™

Fase reversa

Acclaim™ C30 da Thermo Scientific™

Basico

Acclaim™ Fenil-1 da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ C8 da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ C4 da Thermo Scientific™

Syncronis™ C18 da Thermo Scientific™

Syncronis™ C8 da Thermo Scientific™

— Acclaim™ Modo Misto WCX-1 da Thermo Scientific™

Modo misto de fase reversa Acclaim™ Trinity P1 da Thermo Scientific™
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Selecao da fase estacionaria da coluna HPLC (continuacao)

Polar

Solubilidade

do analito Propriedades quimicas do analito Modo de separacao

Efeito da retencéo polar no grafite

Fase recomendada

Hypercarb™ da Thermo Scientific™

Hypersil GOLD™ AX da Thermo Scientific™

Troca anionica

Hypersil GOLD™ SAX da Thermo Scientific™

Accucore™ Ureia-HILIC da Thermo Scientific™

Accucore™ 150-Amida-HILIC da Thermo Scientific™

Acclaim™ HILIC-10 da Thermo Scientific™

Acido
HILIC

™

Syncronis™ HILIC da Thermo Scientific

Efeito da retencéo polar no grafite

Hypercarb™ da Thermo Scientific™

Accucore™ HILIC da Thermo Scientific™

Acclaim™ Modo Misto HILIC-1 da Thermo Scientific™

Acclaim™ Modo Misto WAX-1 da Thermo Scientific™

Solventes

Acclaim™ Modo Misto WCX-1 da Thermo Scientific™

polares

™

Acclaim™ Trinity P1 da Thermo Scientific™

™

Hypersil GOLD™ Amino da Thermo Scientific

Hypersil GOLD™ HILIC da Thermo Scientific™

Syncronis™ Amino da Thermo Scientific™

™

Syncronis™ HILIC da Thermo Scientific

Efeito da retencao polar no grafite

Hypercarb™ da Thermo Scientific™

Acclaim™ Modo Misto WCX-1 da Thermo Scientific™

Troca cationica

™

Acclaim™ Trinity P1 da Thermo Scientific™

Accucore™ Ureia-HILIC da Thermo Scientific™

Accucore™ 150-Amida-HILIC da Thermo Scientific™

Acclaim™ HILIC-10 da Thermo Scientific™

™

Syncronis™ HILIC da Thermo Scientific

™

Hypersil GOLD™ Amino da Thermo Scientific

Hypersil GOLD™ CN da Thermo Scientific™

Solventes Fase normal

Hypersil GOLD™ Silica da Thermo Scientific™

apolares

Syncronis™ Amino da Thermo Scientific™

Syncronis™ Silica da Thermo Scientific™

A tabela acima recomenda colunas para a separacdo de analitos com moléculas pequenas.
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Selecao de formato da coluna para LC de baixo fluxo

O portfdlio da Thermo Scientific oferece uma ampla gama de designs de coluna e fases estacionarias otimizadas para aplicacdes de LC de
baixo fluxo. Use a tabela a seguir para ajudar vocé a escolher o formato da coluna para melhor atender as suas necessidades de aplicagéo.
Uma variedade de configuragcdes de hardware de coluna HPLC estao disponiveis, projetadas para fornecer resultados superiores para alta
velocidade, alta sensibilidade, alta eficiéncia e conveniéncia. Uma ampla gama de fases estacionarias de particulas e monoliticas permite
escolhas para uma seletividade otimizada.

Selecao de hardware da coluna para baixo fluxo

Aplicacao LC-MS Design do hardware da coluna Descricao
Andlise com alto Colunas Javelin HTS Colunas de conexao direta
rendimento Design fino, 20 mm de comprimento, 1 mm a 4,6 mm ID
Andlise com alta Colunas Acclaim PepMap nano, Colunas, nano, capilares e micro 0,075 mm a 1 mm ID; o formato nano Viper de 50 a 250 mm
sensibilidade capilares e micro de comprimento oferece conexao livre de volume morto manual a 1.000 bar
Andlise protedmica Colunas EASY-Spray Design combinado de coluna/emissor com conexao nanoViper.
Colunas de silica flexiveis aquecidas de 50 ym e 75 pm ID; 150 a 500 mm de comprimento
Colunas Acclaim PepMap nano, O nanoViper oferece conex&o livre de volume morto manual a 1000 bar

colunas Accucore nano, nanoViper Colunas de silica flexiveis de 50 pm e 75 um ID; 150 a 500 mm de comprimento
Coluna Trap 20 mm x 100 pm ID

Colunas Acclaim PepMap nano, Colunas de silica flexiveis de 50 pm e 75 um ID; 150 a 500 mm de comprimento
classica Coluna Trap 20 mm x 100 pm ID
Coluna EASY Colunas de silica flexiveis 100 mm x 75 pm

Coluna Trap 20 mm x 100 pm ID

Varias colunas HPLC, ao longo desta secao LC, também podem ser usadas para aplicagédo em LC-MS. As taxas de fluxo tipicas e a
compatibilidade da fonte de MS para essas colunas sao mostradas na tabela da proxima pagina
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Selecao da coluna para LC de baixo fluxo (continuagao)

Selecao de colunas preparadas para aplicagoes de LC de baixo fluxo

Peso Polaridade | lonizacéo
molecular | da da ID da coluna Hardware da
do analito | amostra | interface (mm) coluna

2000 - 200

Javelin HTS, Analitico

Ll Jovcin HTS, Analiico

Analitico, Javelin HTS

< 1000 Da
Analitico, Javelin HTS

Acclaim PepMap (RSLC) capilares e micro

Coluna EASY-Spray, coluna EASY, Acclaim PepMap (RSLC) nano, Accucore nano

Analitico, Javelin HTS

Alta

(ou ionizavel) Acclaim PepMap (RSLC) capilares e micro

Coluna EASY-Spray, coluna EASY, Acclaim PepMap (RSLC) nano, Accucore nano

Analitico, Javelin HTS

> 1000 Da Acclaim PepMap (RSLC) capilares e micro

Coluna EASY-Spray, coluna EASY, Acclaim PepMap (RSLC) nano, Accucore nano

Colunas Monolith para LC-MS

Peso molecular do analito ID da coluna (mm) Taxa de fluxo (uL/min) Hardware da coluna

ProSwift Monolith

> 1000 Da

O ProSwift também esta disponivel em IDs maiores para aplicacbes de alto rendimento.

o7



Selecao de colunas HPLC pelas especificagOes™ da Farmacopeia dos E.U.A

Cadigo .
USP Descricao Fase recomendada

L1 Octadecil silano quimicamente ligado a microparticulas de silica porosa ou nao porosa ou de ceramica,  Acclaim 120 C18

1,5 a 10 um de didmetro, ou uma haste monolitica Acclaim RSLC C18

Accucore C18

Accucore aQ

Accucore 150-C18

Accucore XL C18

AQUASIL C18

BetaBasic 18

BetaMax Neutral

BETASIL C18

BioBasic 18

Hyperprep HS C18

Hypersil 100 C18

Hypersil BDS C18

Hypersil GOLD

Hypersil GOLD aQ

Hypersil-ODS

Hypersil ODS-2

Hypersil Green PAH

HyPURITY AQUASTAR

HyPURITY C18

Syncronis C18

Syncronis aQ

L3 Particulas de silica porosa, 1,5 a 10 pm de didametro, ou uma haste de silica monolitica Accucore HILIC

BETASIL Silica 100

Deltabond Silica

Hypersil GOLD Silica

Hypersil Silica

Hyperprep HS Silica

Syncronis Silica

L7 Octilsilano quimicamente ligado a particulas de silica totalmente ou superficialmente porosa, de 1,5 a Acclaim 120 C8

10 pm de didmetro, ou uma haste de silica monolitica Accucore C8

Accucore XL C8

BetaBasic 8

BETASIL C8

BioBasic 8

Hypersil BDS C8

Hypersil GOLD C8

Hypersil MOS

Hypersil MOS-2

Hypersil HS C8

HyPurity C8

L8 Uma camada essencialmente monomolecular de aminopropilsilano quimicamente ligada a um suporte Hypersil APS-2

de silica gel completamente poroso, 1,5 a 10 pm de didmetro, ou uma haste de silica monolitica Hypersil GOLD Amino

Syncronis Amino
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Selecao de colunas HPLC pelas especificagcbes™ da Farmacopeia dos E.U.A

(continuacao)

Sggigo Descricdo Fase recomendada
L10 Grupos nitrila quimicamente ligados a particulas de silica porosa, 1,5 a 10 pm de didmetro, ou uma BetaBasic CN
haste de sflica monolitica BETASIL CN
BioBasic CN
DELTABOND CIANO
Hypersil BDS CN
Hypersil CPS
Hypersil CPS-2
Hyperprep GOLD CN
HyPURITY CN
L11 Grupos fenil quimicamente ligados a particulas de silica porosa, 1,5 a 10 um de didmetro, ou uma Accucore Fenil-Hexil
haste de silica monolitica Accucore Bifenilo
BetaBasic Fenil
BETASIL Fenil
BETASIL Fenil-Hexil
BioBasic Fenil
Hypersil BDS Fenil
Hypersil GOLD Fenil
Hypersil Fenil
Hypersil Fenil-2
Syncronis Fenil
L13 Trimetilsilano quimicamente ligado a particulas de silica porosa, 3 a 10 um de diametro BETASIL C1
Hypersil SAS (C1)
L14 Sflica gel com um revestimento de troca anibénica de aménio quaternario fortemente ligado Hypersil GOLD SAX
quimicamente, 5 a 10 um de didametro Hypersil SAX
Retencdo SAX (cartucho SEP)
L15 Hexilsilano quimicamente ligado a particulas de silica completamente porosa, 3 a 10 um de diametro BETASIL C6
L17 Resina de troca catiénica forte consistindo de copolimero de estireno-divinilbenzeno reticulado HyperREZ XP Carboidrato H
sulfonado na forma de hidrogénio, 6 a 12 pm de diémetro
HyperREZ XP Acidos Organicos
L19 Resina de troca cationica forte consistindo de copolimero de estireno-divinilbenzeno reticulado HyperREZ XP Carboidrato Ca
sulfonado na forma de célcio, 5 a 15 um de didmetro HyperREZ XP Alcoois de Acticar
L20 Q[upos diidroxipropano quimipamente Iigados a particulas de sflica porosa ou hibridas, 1,5 a 10 um de BETASIL Diol
diémetro, ou uma haste de silica monolitica
L21 Um copolimero de estireno-divinilbenzeno rigido e esférico, com 3 a 30 pm de diémetro HyperREZ XP RP 100
MAbPac RP
L22 Uma res?rja de troca catidnica feita de gel de poliestireno poroso com grupos de &cido sulfénico, 5 a 15 HyperREZ XP SCX
um de diémetro
L25 Embalagem com capacidade para separar compostos com peso molecular na faixa de 100-5000
(conforme determinado pelo éxido de polietileno), aplicada a polimeros sollveis em agua neutros, HyperGel AP

aniénicos e catidnicos. Uma base de resina de polimetacrilato, reticulada com éter poli-hidroxilado (a
superficie continha alguns grupos funcionais de carboxila residuais) foi considerada adequada
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Selecao de colunas HPLC pelas especificagcbes™ da Farmacopeia dos E.U.A
(continuacao)

Cadigo

USP Descricao Fase recomendada
L26 Butil silano quimicamente ligado a particulas de silica completamente ou superficialmente porosa, 1,5a  Accucore 150-C4
10 pm de diametro BetaBasic 4
BioBasic 4

Hyperprep PEP 300 C4

Hypersil GOLD C4

HyPURITY C4
L27 Particulas de silica porosa, 30 a 50 um de diametro Hyperprep Silica
L33 Embalagem com capacidade para separar dextranos por tamanho molecular em uma faixa de 4.000 a BioBasic SEC 120
500.000 Da. E esférico, a base de silica e processado para fornecer estabilidade de pH
BioBasic SEC 300
BioBasic SEC 1000
L34 Resina de troca catiénica forte consistindo de copolimero de estireno-divinilbenzeno reticulado HyperREZ XP Carboidrato Pb
sulfonado na forma de chumbo, 7 a 9 um de didametro
L38 Um empacotamento de exclusdo de tamanho a base de metacrilato para amostras hidrossoltveis Acclaim SEC-300
Acclaim SEC-1000
L40 Particulas de silica porosa revestidas com tris-3,5-dimetilfenilcarbamato de celulose, 3 um a 20 um de Hypersil Chiral OT
diametro
L43 Grupos pentafluorfenil quimicamente ligados a particulas de silica por um espagador de propil, 1,5a 10  Accucore PFP

um de diémetro

Hypersil GOLD PFP

L46 Substrato de poliestireno/divinilbenzeno aglomerado com esferas de latex funcionalizadas com amina OmniPac PAX 100
quaternaria, cerca de 9 um a 11 pm de diametro
L50 Resina multifuncional com retencéo de fase reversa e funcionalidades de troca aniénica forte. A resina OmniPac PAX-500

consiste em etilvinilbenzeno, 55% reticulado com copolimero de divinilbenzeno, 3 a 15 pm de didametro
e uma area de superficie superior a 350 m2 por g. O substrato € revestido com particulas de latex
funcionalizadas com amdnio quaternario consistindo de estireno reticulado com divinilbenzeno

L51 Particulas de silica porosa e esféricas revestidas com tris-3,5-dimetilfenilcarbamato de amilose, de 3 a Hypersil Chiral AT
10 pm de diametro

L52 Uma resina de troca catiénica forte feita de silica porosa com grupos sulfopropil ou sulfoetil, 1 a 10 um BioBasic SCX
de diédmetro

L58 Resina de troca catiénica forte consistindo de copolimero de estireno-divinilbenzeno reticulado HyperREZ Carboidrato XP Na
sulfonado na forma de sédio, 6 a 30 pm de diametro

L59 Embalagem para separagdes por exclusdo de tamanho de proteinas (separagéo por peso molecular) MabPac SEC-1

na faixa de 5 a 7.000 kDa. A embalagem é de silica esférica, 1,5 a 10 pm, ou embalagem hibrida com
um revestimento hidrofilico

L60 Gel de silica poroso e esférico, de 10 um ou menos de didmetro, a superficie do qual foi Acclaim Polar Advantage
covalentemente modificada com grupos alquil amida e capeada

Acclaim Polar Advantage Il (PA2)

Accucore Polar Premium

HyPURITY ADVANCE

Prism RP

Prism RPN
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Selecao de colunas HPLC pelas especificagcbes™ da Farmacopeia dos E.U.A
(continuacao)

Codigo
USP

Descricao

Fase recomendada

L62 Fase ligada por silano C30 em uma silica esférica completamente porosa, de 3 a 15 pm de didametro Acclaim C30
Accucore C30
L78 Um ligante de silano que consiste em grupos funcionais de fase reversa (uma cadeia alquil maior que Acclaim Modo Misto WAX-1
C8) e de troca anidnica (grupos amino primarios, secundarios ou terciarios) quimicamente ligados
a microparticulas porosas, ndo porosas ou de ceramica, 1,0 a 50 um de didmetro ou uma haste Acclaim Tensioativo Plus
monolitica
L80 Particulas de silica porosa e esférica revestidas com tris (4-metilbenzoato) de celulose, com 5 a 20 pm Hypersil Chiral JT
de didametro
L89 Embalagem com capacidade para separar compostos com peso molecular na faixa de 100 a 3000 Acclaim SEC-300
(conforme determinado pelo dxido de polietileno), aplicada a polimeros hidrossollveis neutros e
aniénicos. Uma base de resina de polimetacrilato, reticulada com éter polihidroxilato (a superficie
contém alguns grupos funcionais catiénicos residuais)
L96 Silica totalmente ou superficialmente porosa ligada por fase reversa com cadeia de alquil, projetada Acclaim C30
para reter compostos hidrofilicos e outros compostos polares ao usar fases méveis altamente aquosas,
incluindo 100% aquosa, 1,5 ym a 10 pm de diametro Accucore C30
Hypersil GOLD aQ
Syncronis aQ
L109 Particulas esféricas de carbono grafitico poroso, 3 a 30 um de didmetro Hypercarb
L111 Poliamina quimicamente ligada a particulas esféricas de silica porosa, 5 um de didametro Hypersil GOLD AX
L116 Substrato de etilvinilbenzeno/divinilbenzeno sulfonado aglomerado com microesferas de metacrilato Dionex DNAPac PA100
derivado de glicidil funcionalizado com amina quaternéria hidrofilica, aproximadamente 2 a 50 pm de
diametro
L## (Polietileno Glicol 3350, Aquagel OH 40) - Embalagem com capacidade para separar compostos Acclaim SEC-300

com uma faixa de peso molecular de 10.000 a 200.000 g/mol (conforme determinado pelo éxido de
polietileno), aplicada a polimeros hidrossoltveis neutros, anidnicos e catidnicos, composto de um
material macroporoso rigido com uma superficie hidrofilica

Acclaim SEC-1000
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Fases HPLC

As tabelas abaixo listam os sorventes para HPLC da Thermo Scientific oferecidos para separacdes de moléculas pequenas.
Consulte também a llustragao Avangada para Usuario (AUG) para cada fase do HPLC no Catélogo de Consumiveis para Cromatografia.

Tamanho o anho Area de % .
Tipo de particula b . de poro superficie de Capeamento Codigo

TG A nominal (m?/g) carbono CENERD

(Hm)
Fases Acclaim
120 C18 Silica esférica completamente porosa 2,2,3,5 120 300 18 Sim L1 -
300 C18 Silica esférica completamente porosa 3 300 100 8 Sim L1 -
120 C8 Silica esférica completamente porosa 2,2,3,5 120 300 iR Sim L7 -
Fenil-1 Silica esférica completamente porosa 3,5 120 300 13 Sim L11 -
C30 Silica esférica completamente porosa 3,5 200 200 13 Proprietario L62 -
PA Silica esférica completamente porosa 2,2,3,5 120 300 16 Sim L60 -
PA I Silica esférica completamente porosa 2,2,3,5 120 300 16 Sim L60 -
HILIC-10 Silica esférica completamente porosa 3 120 300 8 Sim - -
Trinity P1 Hibrido de silica e nano polimero 3 300 100 - Proprietario - -
Trinity P2 Hibrido de silica e nano polimero 3 300 100 - Proprietario - -
Trinity Q1 Hibrido de silica e nano polimero 3 300 100 - Proprietario - -
Modo Misto Silica esférica completamente porosa 3,5 120 300 - Proprietario - -
HILIC-1
Modo Misto WAX-1 Silica esférica completamente porosa 3,5 120 300 - Proprietario L78 -
Modo Misto WCX-1 Silica esférica completamente porosa 3,5 120 300 - Proprietario L85 -
Acido organico Silica esférica completamente porosa 3,5 120 300 - Sim - -
Tensioativo Silica esférica completamente porosa 3,5 120 300 - Sim - -
Tensioativo Plus Silica esférica completamente porosa 3,5 120 300 - Sim - -
Explosivos Silica esférica completamente porosa 2,2,3,5 120 300 - Sim - -
Carbamato Silica esférica completamente porosa 2,2,3,5 120 300 - Sim - -
Carbonila C18 Silica esférica completamente porosa 2,2,3,5 120 300 - Sim - -
SEC Esférico, resina 57 300 1000 - - - -
AmG C18 Silica esférica completamente porosa 3um 300 120 Sim
Fases Chiral
Fases Accucore
RP-MS Silica esférica de nucleo soélido 2,6 80 130 7 Sim - 176
C18 Silica esférica de nucleo sdlido 2,6 80 130 9 Sim L1 171
C8 Silica esférica de nucleo solido 2,6 80 130 5 Sim L7 172
aQ Silica esférica de nucleo sélido 2,6 80 130 9 Polar L1 173
Polar Premium Silica esférica de nucleo solido 2,6 150 90 8 Sim L60 280
Fenil-Hexil Silica esférica de nucleo solido 2,6 80 130 5 Sim L11 179
Bifenil Silica esférica de nucleo solido 2,6 80 130 5 Sim L11 178
Fenil-X Silica esférica de nucleo solido 2,6 80 130 6 Sim - 279
PFP Silica esférica de nucleo solido 2,6 80 130 5 Sim 143 174
C30 Silica esférica de nucleo soélido 2,6 150 90 5 Sim L62 278
HILIC Silica esférica de nucleo solido 2,6 80 130 - - L3 175
Ureia-HILIC Silica esférica de nucleo solido 2,6 80 130 - - - 277
Fases Accucore XL
C18 Silica esférica de nucleo solido 4 80 90 7 Sim L1 741
C8 Silica esférica de nucleo sdlido 4 80 90 4 Sim L7 742
Fase Hypercarb
Hypercarb Carbono grafitico poroso esférico 3,5 250 120 100 - - 350
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Fases HPLC (continuacao)

A [
Tamanho de Tamanho Areade % Cédigo Cédigo
USP da fase

Tipo de particula particula de poro superficie (o[} Capeamento
(um) (A) nominal (m?g) carbono

Fases Hypersil

ODS (C18) Silica esférica completamente porosa 3,5 120 170 10 Sim L1 301
ODS-2 (C18) Silica esférica completamente porosa 3,5 80 220 1 Sim L1 316
MOS (C8) Silica esférica completamente porosa 3,5 120 170 6,5 Nao L7 302
MOS-2 (C8) Silica esférica completamente porosa 5 120 170 6,5 Sim L7 303
SAS (C1) Silica esférica completamente porosa 5 120 170 2,5 Sim L13 305
Fenil Silica esférica completamente porosa 5 120 170 5 Nao L11 309
Fenil-2 Silica esférica completamente porosa 5 120 170 5 Sim L11 319
CPS Silica esférica completamente porosa 3,5 120 170 4 Nao L10 308
CPS-2 Silica esférica completamente porosa 5 120 170 4 Sim L10 318
APS-2 Silica esférica completamente porosa 3,5 120 170 1,9 Néo L8 307
Silica Silica esférica completamente porosa 3,5 120 170 - - L3 300
SAX Silica esférica completamente porosa 5 120 170 2,5 Sim L14 341
Fases Hypersil BDS
C18 Silica esférica completamente porosa 2,4,3,5 130 170 11 Sim L1 281
C8 Silica esférica completamente porosa 2,4,3,5 130 170 7 Sim L7 282
Fenil Silica esférica completamente porosa 3,5 130 170 5 Sim L11 289
Ciano Silica esférica completamente porosa 3,5 130 170 4 Sim L10 288
Fases Hypersil GOLD
seletividade C18  Silica esférica completamente porosa 1,9, 8,5, 12 175 220 10 Sim L1 250
C8 Silica esférica completamente porosa 1,9 8,5 175 220 8 Sim L7 252
C4 Silica esférica completamente porosa 1,9 8,5 175 220 5 Sim L26 255
aQ Silica esférica completamente porosa 1,9 8,5 175 220 12 Polar L1 253
PFP Silica esférica completamente porosa 1,9 8,5 175 220 8 Sim 143 254
Fenil Silica esférica completamente porosa 1,9, 8,5 175 220 8,5 Sim L11 259
CN (Ciano) Silica esférica completamente porosa 1,9,8,5 175 220 4 Sim L10 258
Amino Silica esférica completamente porosa 1,9 8,5 175 220 2 Sim L8 257
AX Silica esférica completamente porosa 1,9, 8,5 175 220 6 Néo - 261
SAX Silica esférica completamente porosa 1,9 8,5 175 220 2,5 Sim L14 263
Silica Silica esférica completamente porosa 1,9, 8,5 175 220 - - L3 251
HILIC Silica esférica completamente porosa 1,9 8,5 175 220 6 Néo - 265
Fase Hypersil Green
PAH Silica esférica completamente porosa 3,5 120 170 13,5 Sim - 311
Fases Hypersil PREP
BDS C18 Base desativada de silica esférica 3,5,10 145 185 11 Sim L1
completamente porosa
BDS C8 Base desativada de silica esférica 3,5,10 145 185 7 Sim L7
completamente porosa
ODS Base de silica esférica completamente porosa 3,5,10 130 195 10 Sim L1
BDS Si Base desativada de silica esférica 3,5,10 145 185 - Néo L3
completamente porosa
Si Base de silica esférica completamente porosa 5 130 195 - Nao L3
BDS Fenil Base desativada de silica esférica 5 145 185 5 Sim L11

completamente porosa
Fases Hypersil PREP HS

c18 Silica ultrapura esférica completamente porosa 3, 5, 10 100 350 15 sim L1

C8 Silica ultrapura esférica completamente porosa 3, 5, 10 100 350 7 Sim L7

Si Silica ultrapura esférica completamente porosa 5 100 350 - Nao L3

Fenil Silica ultrapura esférica completamente porosa 5 100 350 9 Sim L11

Fases Hypersil Chiral

JT Base de silica esférica completamente porosa 3,5,10 1000 30 N/A Néo L80

AT Base de silica esférica completamente porosa 3,5,10 1000 30 N/A Néo L51

oT Base de silica esférica completamente porosa 3,5,10 1000 30 N/A Nao L40

Fases Syncronis

C18 Silica esférica completamente porosa 1,7,8,5 100 320 16 Sim L1 971
C8 Silica esférica completamente porosa 1,7,8,5 100 320 10 Sim L7 972
aQ Silica esférica completamente porosa 1,7,8,5 100 320 19 Polar L1 973
Fenil Silica esférica completamente porosa 1,7,8,5 100 320 11 Sim L11 979
Amino Silica esférica completamente porosa 1,7,8,5 100 320 4 Sim L8 977
Silica Silica esférica completamente porosa 1,7,8,5 100 320 - - L3 970
HILIC Silica esférica completamente porosa 1,7,8,5 100 320 5 - - 975
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Selecao de colunas HPLC por fabricante

Para encontrar uma alternativa adequada da Thermo Scientific para caracteristicas da alternativa correspondam aos requisitos de sua
colunas de outro fabricante, consulte o guia de selegao abaixo. As fases  separagao.
alternativas da Thermo Scientific sdo selecionadas com base em uma A tabela a seguir ndo esta completa em termos de fabricante ou

combinagéo de semelhancas fisicas e quimicas, assim como no modo produtos oferecidos. Embora todos os esforgos sejam feitos para

de reteNngao. Nao'e' garantido que essas alternativas fornegcam a mesma garantir que as informagdes do produto fornecidas sejam as mais
retencao ou seletividade, mas devem ser adequadamente semelhantes precisas possivel, alguns erros podem ocorrer na compilagéo e

em carater para permitir que uma separagao semelhante ou melhorada  transcricso. N&o nos responsabilizamos pelo uso das seguintes
seja alcangada com alguma otimizagéo do método. O usuario deve informacdes.
consultar as informacdes individuais de cada fase para garantir que as

Fabricante Tamanhoc Area (m?%/g) s Alternativa recomendada da Thermo Scientific
de poro (A) carbono

ACE C18 AGIR 100 300 15,5 Syncronis C18
ACE C8 AGIR 100 300 9 Syncronis C8
ACE Fenil AGIR 100 300 9,5 Syncronis Fenil
ACE AQ AGIR 100 300 14 Syncronis aQ
ACE C18-300 AGIR 300 100 9 BioBasic 18
ACE C8-300 AGIR 300 100 5 BioBasic 8
ACE C4-300 AGIR 300 100 2,6 BioBasic 4
ACQUITY UPLC™ BEH HILIC Waters 130 185 - Hypersil GOLD Silica (1,9 pm)
ACQUITY UPLC HSS C18 Waters 100 230 15 Hypersil GOLD (1,9 upm)
ACQUITY UPLC BEH C18 Waters 130 185 18 Hypersil GOLD (1,9 um)
ACQUITY UPLC BEH C8 Waters 130 185 13 Hypersil GOLD C8 (1,9 um)
ACQUITY UPLC BEH Fenil Waters 130 185 15 Hypersil GOLD Fenil (1,9 pm)
ACQUITY UPLC HSS T3 Waters 100 230 11 Hypersil GOLD aQ (1,9 pm)
Aeris PEPTIDEO XB-C18 Phenomenex 100 200 - Accucore 150-C18
Aeris WIDEPORE XB-C18 Phenomenex 200 25 - Accucore 150-C18
Aeris WIDEPORE XB-C8 Phenomenex 200 25 - Accuccore 150-C4
Aeris WIDEPORE XB-C4 Phenomenex 200 25 - Accuccore 150-C4
Alltima™ HP C18 Grace 190 200 12 Hypersil GOLD
Alltima HP C18 AQ Grace 100 450 20 Hypersil GOLD aQ
Alltima HP C18 HilL.oad Grace 100 450 24 Syncronis C18
Alltima HP C8 Grace 190 200 8 Hypersil GOLD C8
Alltima HP CN Grace 190 200 4 Hypersil GOLD CN
Alltima HP Silica Grace 190 200 - Hypersil GOLD Silica
Aminex™ HPX42C Bio-Rad - - - HyperREZ XP Carboidrato Ca**
Aminex HPX72S Bio-Rad - - - HyperREZ XP Carboidrato H*
Aminex HPX87C Bio-Rad - - - HyperREZ XP Carboidrato Ca?*
Aminex HPX87H Bio-Rad - - - HyperREZ XP Carboidrato H*
Aminex HPX87N Bio-Rad - - - HyperREZ XP Carboidrato Na*
Aminex HPX87P Bio-Rad - - - HyperREZ XP Carboidrato Pb?*
AQUA™ C18 Phenomenex 125 320 15 Hypersil GOLD aQ
Ascentis™ C18 Supelco 100 450 25 Syncronis C18
Ascentis C8 Supelco 100 450 15 Syncronis C8
Ascentis Express C18 Supelco 90 150 - Accucore C18
Ascentis Express C8 Supelco 90 150 - Accucore C8
Ascentis Express F5 Supelco 90 150 - Accucore PFP
Ascentis Express HILIC Supelco 90 150 - Accucore HILIC
Ascentis Express Fenil-Hexil Supelco 90 150 - Accucore Fenil-Hexil
Ascentis Express RP-Amida Supelco 90 150 - Accucore Polar Premium
Ascentis Express Peptideo ES-C18 Supelco 160 80 - Accucore 150-C18
Ascentis Fenil Supelco 100 450 19 Syncronis Fenil
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Selecao de colunas HPLC por fabricante (continuacéo)

Fabricante Tamanhoo Area (m%/g) Alternativa recomendada da Thermo Scientific
de poro (A)

Atlantis™ dC18 Waters 100 330 12 Acclaim Polar Advantage |l
Atlantis T3 Waters 100 300 14 Hypersil GOLD
Atlantis HILIC Silica Waters 100 300 - Hypersil GOLD Silica
Atlantis dC18 Waters 100 330 12 Hypersil GOLD aQ
Capcell Core C18 Shiseido 90 150 7 Accucore C18
Capcell Pak C18 AQ Shiseido 120 300 11 Acclaim Polar Advantage |l
Cortecs C18 Waters 90 100 6,6 Accucore C18
Cortecs C18+ Waters 90 100 5,7 Accucore Polar Premium
Cortecs HILIC Waters 90 100 - Accucore HILIC
Discovery™ BIO Wide Pore C18 Supelco 300 - - BioBasic 18
Discovery BIO Wide Pore C8 Supelco 300 - - BioBasic 8
Discovery C18 Supelco 180 200 14 Hypersil GOLD
Discovery C8 Supelco 180 200 - Hypersil GOLD C8
Discovery Ciano Supelco 180 200 - Hypersil GOLD CN
Gemini™ C18 Phenomenex 110 375 14 Hypersil GOLD
Halo C18 AMT 90 150 - Accucore C18
Halo C8 AMT 90 150 - Accucore C8
Halo HILIC AMT 90 150 - Accucore HILIC
Halo PFP AMT 90 150 - Accucore PFP
Halo Fenil-Hexil AMT 90 150 - Accucore Fenil-Hexil
Halo RP-Amida AMT 90 150 - Accucore Polar Premium
HALO Peptideo ES-C18 AMT 160 80 - Accucore 150-C18
Inertsil™ C4 GL Sciences 150 320 8 Hypersil GOLD C4
Inertsil C8 GL Sciences 150 320 11 Syncronis C8
Inertsil ODS3V GL Sciences 100 450 15 Syncronis C18
Inertsil Fenil GL Sciences 150 320 10 Syncronis Fenil
Inertsil Silica GL Sciences 150 320 - Syncronis Silica
J’Sphere M80 YMC 80 — 14 Acclaim PolarAdvantage |l
Jupiter™ C18 Phenomenex 300 170 13 BioBasic 18
Jupiter C4 Phenomenex 300 170 5 BioBasic C4
Kinetex C18 Phenomenex 100 - 12 Accucore C18
Kinetex C8 Phenomenex 100 - 10 Accucore C8
Kinetex HILIC Phenomenex 100 - - Accucore HILIC
Kinetex PFP Phenomenex 100 - 9 Accucore PFP
Kinetex Fenil-Hexil Phenomenex 100 - - Accucore Fenil-Hexil
Kinetex XB-C18 Phenomenex 100 - 12 Accucore C18
Kromasil C18 Akzo-Nobel 100 340 19 Syncronis C18
Kromasil C4 Akzo-Nobel 100 340 8 Hypersil GOLD C4
Kromasil Silica Akzo-Nobel 100 340 - Syncronis Silica
LiChrospher™ CN Merck 100 350 7 Hypersil GOLD CN
LiChrospher Diol Merck 100 350 - BETASIL Diol
LiChrospher NHz Merck 100 350 5 Syncronis Amino
LiChrospher RP 18 Merck 100 350 21 Syncronis C18
LiChrospher RP-18e Merck 100 350 22 Syncronis C18
LiChrospher RP-8 Merck 100 350 13 Syncronis C8
LiChrospher RP-8e Merck 100 350 13 Syncronis C8
Luna™ C18 (2) Phenomenex 100 400 18 Syncronis C18
Luna C8 (2) Phenomenex 100 400 14 Syncronis C8
Luna CN Phenomenex 100 400 - Hypersil GOLD CN
Luna HILIC Phenomenex 200 200 5,7 BETASIL Diol
Luna NH2 Phenomenex 100 400 10 Syncronis Amino
Luna PFP (2) Phenomenex 100 400 5,7 Hypersil GOLD PFP
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Selecao de colunas HPLC por fabricante (continuacéo)

Tamanhoa . % de
de poro (A) Area (m?/g) carbono

Alternativa recomendada da Thermo Scientific

Fabricante

Luna SCX Phenomenex 100 400 - BioBasic SCX

Luna Silica (2) Phenomenex 100 400 - Syncronis Silica
puBondapak™ C18 Waters 125 330 10 Hypersil GOLD
pBondapak CN Waters 125 330 - Hypersil GOLD CN
pBondapak NH: Waters 125 330 4 Hypersil APS-2
puBondapak Fenil Waters 125 330 - Hypersil GOLD Fenil
Nova-Pak™ (HR) C18 Waters 60 120 7 Hypersil GOLD
Nova-Pak C8 Waters 60 120 Hypersil GOLD C8
Nova-Pak CN Waters 60 120 - Hypersil GOLD CN
Nova-Pak Fenil Waters 60 120 5 Hypersil GOLD Fenil
Nova-Pak Silica Waters 60 120 - Hypersil GOLD Silica
NUCLEODUR™ C18 EC Macherey-Nagel 110 340 18 Syncronis C18
NUCLEODUR C18 Gravity Macherey-Nagel 110 340 18 Syncronis C18
NUCLEODUR CN Macherey-Nagel 110 340 7 Hypersil GOLD CN
NUCLEODUR Pyramid Macherey-Nagel 110 340 14 Syncronis aQ
Nucleoshell™ RP 18 Macherey-Nagel 90 130 7,5 Accucore C18
Nucleoshell Fenil-Hexil Macherey-Nagel 90 130 4,5 Accucore Fenil-Hexil
Nucleoshell PFP Macherey-Nagel 90 130 3 Accucore PFP
Nucleosil™ 100 C18 Macherey-Nagel 100 350 17 Syncronis C18
Nucleosil 100 C18 AB Macherey-Nagel 100 350 24 Syncronis C18
Nucleosil 100 CgHs Macherey-Nagel 100 350 - Syncronis Fenil
Nucleosil 100 C8 Macherey-Nagel 100 350 9 Syncronis C8
Nucleosil 100 CN Macherey-Nagel 100 350 - Hypersil GOLD CN
Nucleosil 100 N(CHa)2 Macherey-Nagel 100 350 - Hypersil SAX
Nucleosil 100 NHz Macherey-Nagel 100 350 4 Syncronis Amino
Nucleosil 100 OH Macherey-Nagel 100 350 BETASIL Diol
Nucleosil 100 SA Macherey-Nagel 100 350 7 BioBasic SCX
Nucleosil 100 SB Macherey-Nagel 100 350 10 Hypersil GOLD SAX
Nucleosil 300 C18 Macherey-Nagel 300 100 7 BioBasic 18
Nucleosil 300 C4 Macherey-Nagel 300 100 - BioBasic 4
Nucleosil 300 CsHs Macherey-Nagel 300 100 - BioBasic Fenil
Nucleosil 300 C8 Macherey-Nagel 300 100 - BioBasic 8
Nucleosil 300 CN Macherey-Nagel 300 100 BioBasic CN
Pinnacle™ C1 Restek 120 170 Hypersil SAS
Pinnacle C18 Restek 120 170 10 Hypersil GOLD
Pinnacle C4 Restek 120 170 4 Hypersil GOLD C4
Pinnacle CN Restek 120 170 5 Hypersil GOLD CN
Pinnacle DB C18 Restek 140 - 1 Hypersil GOLD
Pinnacle DB C18 1,9 um Restek 140 - 11 Hypersil GOLD (1,9 um)
Pinnacle DB C8 Restek 140 - 6 Hypersil GOLD C8
Pinnacle DB Ciano Restek 140 - 4 Hypersil GOLD CN
Pinnacle DB Fenil Restek 140 - 5 Hypersil GOLD Fenil
Pinnacle IBD Restek 120 170 - Hypersil GOLD
Pinnacle NH: Restek 120 170 2 Hypersil GOLD Amino
Pinnacle Fenil Restek 120 170 5 Hypersil GOLD Fenil
Pinnacle SAX Restek 120 170 3 Hypersil GOLD SAX
Pinnacle Silica Restek 120 170 - Hypersil GOLD Silica
Pinnacle Ultra C18 Restek 100 - 20 Syncronis C18
Pinnacle Wide Pore C4 Restek 300 - 2 BioBasic 4
Poroshell™ 120 EC-C18 Agilent 120 120 8 Accucore C18
Poroshell 120 EC-C8 Agilent 120 120 5 Accucore C8
Poroshell 120 SB-C18 Agilent 120 120 7,5 Accucore C18
Poroshell 120 SB-Aq Agilent 120 130 - Accucore aQ
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Selecao de colunas HPLC por fabricante (continuacao)

Fabricante

Tamanhoo
de poro (A)

Area (m?/g)

% de
carbono

Alternativa recomendada da Thermo Scientific

Poroshell 120 Fenil-Hexil Agilent 120 130 9 Accucore Fenil-Hexil
Poroshell 120 Bonus-RP Agilent 120 130 9,5 Accucore Polar Premium
Poroshell SB-C18 Agilent 300 45 2,8 Accucore 150-C18
Poroshell Extend-C18 Agilent 300 45 4 Accucore 150-C18
Poroshell 300 SB-C8 Agilent 300 45 1,5 Accucore 150-C4
Poroshell 300 SB-C3 Agilent 300 45 1,1 Accucore 150-C4
Primesep™ SieLC - - - Colunas Acclaim Modo Misto
Prodigy™ C8 Phenomenex 150 310 13 Syncronis C8
Prodigy ODS2 Phenomenex 150 310 18 Syncronis C18
Prodigy ODS-3 Phenomenex 100 450 16 Syncronis C18
Prodigy ODS-3V Phenomenex 100 450 16 Hypersil GOLD
Prodigy Fenil-3 Phenomenex 100 450 10 Syncronis Fenil
Purospher™ RP-18 Merck 60 500 - Hypersil GOLD
Purospher STAR-8e Merck 120 300 - Hypersil GOLD C8
Purospher STAR RP-18e Merck 120 300 Hypersil GOLD
Waters™ Spherisorb™ C1 Waters 80 200 2 Hypersil SAS
Waters Spherisorb C6 Waters 80 200 5 BETASIL C6

Waters Spherisorb C8 Waters 80 200 6 Hypersil GOLD C8
Waters Spherisorb CN Waters 80 200 3 Hypersil GOLD CN
Waters Spherisorb NH. Waters 80 200 2 Hypersil APS-2
Waters Spherisorb ODS1 Waters 80 200 6 Hypersil GOLD
Waters Spherisorb ODS2 Waters 80 200 12 Hypersil GOLD
Waters Spherisorb ODSB Waters 80 200 12 Hypersil GOLD
Waters Spherisorb Fenil Waters 80 200 3 Hypersil GOLD Fenil
Waters Spherisorb SAX Waters 80 200 - Hypersil SAX

Waters Spherisorb SCX Waters 80 200 - BioBasic SCX
Waters Spherisorb W (silica) Waters 80 200 - Hypersil GOLD Silica
SunFire™ C18 Waters 90 340 16 Syncronis C18
SunFire C8 Waters 90 340 16 Syncronis C8
SunShell™ C18 ChromaNik 90 150 7 Accucore C18
SunShell C8 ChromaNik 90 150 4,5 Accucore C8
SunShell PFP ChromaNik 90 150 4,5 Accucore PFP
Supelcosil™ LC-1 Supelco 120 170 - Hypersil SAS
Supelcosil LC-18 Supelco 120 170 iR Hypersil GOLD
Supelcosil LC-18DB Supelco 120 170 iR Hypersil GOLD
Supelcosil LC-8 Supelco 120 170 - Hypersil GOLD C8
Supelcosil LC-CN Supelco 120 170 - Hypersil GOLD CN
Supelcosil LC-NH. Supelco 120 170 - Hypersil GOLD Amino
Supelcosil LC-Si Supelco 120 170 - Hypersil GOLD Silica
Sy mmetry™ C18 Waters 100 335 19 Syncronis C18

Sy mmetry C8 Waters 100 335 12 Syncronis C8
Synergi™ Hydro-RP Phenomenex 80 475 19 Syncronis aQ
TSKgel™ G2000SW (incl XL) Tosoh 125 - - BioBasic SEC 120
TSKgel Octil-80TS Tosoh 80 200 1 Hypersil GOLD C8
TSKgel ODS-120A Tosoh 120 200 22 Hypersil GOLD
TSKgel ODS-120T Tosoh 120 200 22 Syncronis C18
TSKgel ODS-80TM Tosoh 80 200 15 Hypersil GOLD
TSKgel Super Octil Tosoh 110 - 5 Hypersil GOLD C8
TSKgel Super ODS Tosoh 110 - 8 Hypersil GOLD
TSKgel Super Fenil Tosoh 110 - 3 Hypersil GOLD Fenil
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Selecao de colunas HPLC por fabricante (continuacéo)

TSKgel SuperSW3000 Tosoh 250 - - BioBasic SEC 300
Tamanhoo % de

Fabricante de poro (A) carbono Alternativa recomendada da Thermo Scientific
Vydac™ 201SP C18 Grace 90 - - Hypersil GOLD
Vydac 201SP Selectapore 90M C18  Grace 90 250 - Hypersil GOLD
Vydac 201TP C18 Grace 300 - - BioBasic 18
Vydac 202TP C18 Grace 300 - - BioBasic 18
Vydac 208TP C8 Grace 300 - - BioBasic 8
Vydac 214TP Grace 300 - - BioBasic 4
Vydac 218TP Grace 300 - - BioBasic 18
Vydac 218WP Selectapore Grace 300 70 - BioBasic 18
300M C18
XBridge™ C18 Waters - - - Hypersil GOLD
XBridge C8 Waters - - - Hypersil GOLD C8
XBridge HILIC Waters 130 185 - Hypersil GOLD Silica
XBridge Fenil Waters - - - Hypersil GOLD Fenil
XTerra™ MS C18 Waters 125 180 16 Hypersil GOLD
XTerra MS C8 Waters 125 180 12 Hypersil GOLD C8
YMCbasic™ YMC - - - Hypersil GOLD C8
YMC-Pack™ C4 YMC 120 300 7 HyPURITY C4
YMC-Pack C8 YMC 120 300 10 Acclaim C8
YMC-Pack CN YMC 120 300 7 Hypersil GOLD CN
YMC-Pack Diol YMC 120 300 - BETASIL Diol
YMC-Pack NH: YMC 120 - - Hypersil GOLD Amino
YMC-Pack ODS AQ YMC 120 300 16 Syncronis aQ
YMC-Pack ODS-A YMC 120 300 17 Syncronis C18
YMC-Pack ODS-A YMC 300 150 6 BioBasic 18
YMC-Pack Fenil YMC 120 300 9 Syncronis Fenil
YMC-Pack Pro C18 YMC 120 350 16 Syncronis C18
YMC-Pack Silica YMC 120 - - Syncronis Silica
YMC-Pack TMS (C1) YMC 120 300 4 BETASIL C1
Zorbax™ Eclipse XDB C18 Agilent 80 180 10 Hypersil GOLD
Zorbax Eclipse XDB C8 Agilent 80 180 8 Hypersil GOLD C8
Zorbax Eclipse XDB Fenil Agilent 80 180 8 Hypersil GOLD Fenil
Zorbax Eclipse Plus C18 Agilent 95 160 8 Hypersil GOLD
Zorbax Eclipse Plus C8 Agilent 95 160 6 Hypersil GOLD C8
Zorbax RRHT Eclipse Plus C18 Agilent 95 160 8 Hypersil GOLD (1,9 um)
Zorbax RRHT Eclipse Plus C8 Agilent 95 160 6 Hypersil GOLD C8 (1,9 um)
Zorbax RRHT Eclipse XDB-C18 Agilent 80 180 10 Hypersil GOLD (1,9 pm)
Zorbax RRHT Eclipse XDB-C8 Agilent 80 180 7,5 Hypersil GOLD C8 (1,9 um)
Zorbax RRHT SB-CN Agilent 80 180 4 Hypersil GOLD CN (1,9 pm)
Zorbax SB Aq Agilent 80 180 - Hypersil GOLD aQ
Zorbax SB C18 Agilent 80 180 10 Hypersil GOLD
Zorbax SB C18 Agilent 300 45 3 BioBasic 18
Zorbax SB C8 Agilent 80 180 6 Hypersil GOLD C8
Zorbax SB C8 Agilent 300 45 2 BioBasic 8
Zorbax SB CN Agilent 80 180 4 Hypersil GOLD CN
Zorbax SB Fenil Agilent 80 180 6 Hypersil GOLD Fenil
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Principios de uma LC rapida

Efeito do tamanho e tipo da particula

Esta bem estabelecido que as colunas
preparadas com particulas de diametro menor
geram eficiéncias mais altas em uma faixa
mais ampla de taxas de fluxo do que as
colunas de particulas maiores, conforme
mostrado no gréfico abaixo.

Uma alternativa as particulas de diametro
pequeno é a Tecnologia de Nucleo
Aprimorado usada nas colunas de HPLC
Accucore. Conforme mostrado no gréfico de
impedancia abaixo, as colunas Accucore
geram eficiéncias mais altas em tempos mais
curtos do que colunas preparadas com
particulas de 5 pm ou 3 pm e o fazem com
baixas contrapressoes.
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Aumento da taxa de fluxo

Velocidade e resolugao

A equacéao geral de resolugao cromatografica
mostra que a resolucao é diretamente
proporcional a eficiéncia. Altas eficiéncias em
uma faixa mais ampla de velocidades lineares
indicam que colunas mais curtas e/ou taxas
de fluxo mais rapidas podem ser usadas para
aumentar a velocidade das separacdes sem
sacrificar a resolugao.

A equacgéao de resolucao também mostra que
uma ampla gama de diferentes fases ligadas,
cada uma oferecendo uma seletividade
diferente, € uma maneira Util de melhorar a
resolucao.

p=1@-1) x_k
° 4 a W1 + k'

a Seletividade

N Eficiéncia

k’ Fator de capacidade

Baixa resolugao

Boa resolugao

Capacidade de pico

Como alternativa para acelerar a andlise, a
excelente resolucao oferecida por colunas de
alta eficiéncia também pode ser usada para
melhorar separacdes complexas por meio de
um aumento na capacidade de pico: o
numero de picos que podem ser separados
em um determinado tempo de gradiente.

o1+ ()

n, Capacidade de pico
ty  Tempo de gradiente
W  Largura do pico (10% da altura)

Sensibilidade

De acordo com a férmula mostrada abaixo, a
sensibilidade € aumentada em separacdes de
alta eficiéncia ao aumentar a concentracao do
pico e, portanto, a relacao sinal/ruido do

detector.
VN V
max 2 !
Ld2(1+k)
Cmax CONCENtracao no pico maximo
N  Eficiéncia
Vi Volume de injegao
L Comprimento da coluna
d, Diametro interno da coluna

[

k’ Fator de capacidade

c

Aumento da eficiéncia

Miniaturizacao

A férmula de sensibilidade também mostra
que a concentragao de pico pode ser
aumentada com o uso de colunas mais curtas
e, mais importante, com diémetros internos de
coluna mais estreitos.

Ao transferir um método para uma coluna com
geometria diferente, ajustes devem ser feitos
para os seguintes parametros:

® taxa de fluxo

® volume de injegao

® perfil de gradiente

Otimizacao

Para preservar a alta eficiéncia e, portanto, a
resolucao e a sensibilidade, o sistema HPLC
em uso deve ser otimizado para reduzir
quaisquer causas potenciais de alargamento
de pico.
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o
s} 14.0
] — completamente porosa, <2 pm
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0.0 20 40 y 6.0 8.0 100 s&o mais eficientes do que as
W (mmys) colunas de 5 pme 3 pm.
ke ~— completamente porosa, 5 um
a2 1000
Di_'i 900 completamente porosa, 3 pm
8 = 8001 — completamente porosa, <2 um
S & 700
< :%' 600 = Accucore RP-MS 2.6 um
£ 2500 : ) )
2 Limite de Pressao de HLPC Tipic
< £ 400
300 4 Dimensbées da coluna: 100 x 2,1mn
200 4
100 _ _
0 As colunas de HPLC Accucore
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- alcancam essa eficiéncia sem
Taxa de fluxo (uL/min) C

contrapressao excessiva

Condicoes e faixas ideais para colunas de HPLC Accucore 2,6 pm

ID da coluna (mm) Taxa de fluxo ideal Volume de inj. maximo Faixa de contrapressao Faixa de temperatura
2,1 400 pL/min 1L 1.000 bar 70°C
3,0 800 pL/min 3L 1.000 bar 70°C
4,6 1800 pL/min 5L 1.000 bar 70°C
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Informacodes técnicas de LC

Transferéncia de método para colunas Accucore 2,6 pm

Contendo particulas de nucleo sdlido, que sao
projetadas para um diémetro de 2,6 um e
uma distribuicdo de tamanho de particula
muito estreita, as colunas de HPLC Accucore
permitem a separacao de alta velocidade e
alta resolugao, com contrapressoes
significativamente mais baixas do que aquelas
associadas a particulas totalmente porosas
abaixo de 2 pm.

Ao transferir métodos de HPLC convencional
para uma coluna de nucleo sélido, varias
abordagens podem ser adotadas,
dependendo das necessidades analiticas. Se
as dimensdes da coluna forem mantidas e as
caracteristicas, design e didmetro da particula
forem alteradas, entao uma melhoria na
eficiéncia e, portanto, na sensibilidade,
resolucao e capacidade de pico

€ obtida. Uma segunda abordagem ¢ alterar
n&o apenas as caracteristicas das particulas,
mas também as dimensodes da coluna, o que
tem a vantagem de reduzir ainda mais o
tempo de andlise e aumentar a sensibilidade.

A compreens&o de alguns célculos praticos
pode ajudar a alcancar a escala correta e
manter um perfil de ensaio consistente entre o
método original e o transferido. Uma
abordagem idéntica pode ser usada ao
transferir uma andlise de HPLC convencional
para um método UHPLC usando colunas
preparadas com particulas completamente
porosas abaixo de 2 ym, como Hypersil
GOLD 1,9 pm e Syncronis 1,7 um.

Existem trés consideragdes principais ao
transferir um método para uma coluna mais
curta usando particulas diferentes:
escalonamento da taxa de fluxo, ajuste do
volume de injecao e ajuste do perfil do
gradiente. Elas s&o discutidas mais
detalhadamente abaixo.*

1. Escalonar a taxa de fluxo

Para manter uma separacao equivalente ao
transferir um método, é importante manter a
velocidade linear constante entre 0 método
original e o novo. A velocidade linear esta
relacionada a taxa de fluxo, ao diémetro
interno da coluna e ao tamanho da particula.
Uma equacao simples pode ser derivada para
calcular a taxa de fluxo (F,) necessaria para o
novo método. Isso é mostrado abaixo,
normalizado para tamanho de particula.

F,=F,x(d,/d ) x(d,/d,)
F, — taxa de fluxo original (mL/min)

d, -  diametro interno da coluna original
(mm)

d, - tamanho de particula da coluna
original (um)

d, -  diametro interno da coluna nova
(mm)

olp2 —  tamanho de particula da coluna
nova (um)

2. Ajustar o volume de injecao

Como os métodos baseados em nucleo
soélido sub-3 pm sé&o mais frequentemente
transferidos para colunas de volume menor, o
mesmo volume de injegao ocupara uma
proporgao maior da nova coluna,
possivelmente levando ao alargamento da
banda ou potencialmente sobrecarregando a
coluna. Portanto, é importante reduzir o volume
de injecéo para corresponder a mudanca no
volume da coluna. Novamente, uma equacao
simples pode ser usada para calcular o
volume de injegéo (V) necessario para 0 novo
método.

V=V, x(d?xL,/d*xL)

V,,— volume de injeg&o original (L)

d, -  diametro interno da coluna original
(mm)

L, — comprimento da coluna original (mm)
V,,— volume de inje¢ao novo (uL)

d, -  diametro interno da coluna nova
(mm)

L, — comprimento da coluna nova (mm)

3. Ajustar o perfil de gradiente

A transferéncia geométrica do gradiente
requer o calculo do nimero de volumes de
coluna da fase mével em cada segmento
(intervalo de tempo) do gradiente no método
original para garantir que o novo gradiente
calculado ocorra sobre 0 mesmo ndmero de
volumes de coluna, para a nova coluna.

O seguinte calculo deve ser realizado para
cada segmento de tempo do gradiente,
incluindo o reequilibrio da coluna. Ele leva em
consideracao o volume vazio de cada coluna
(V,, célculo descrito abaixo), a taxa de fluxo no
método original e a taxa de fluxo no novo
método (calculada na etapa 1 acima) e o
segmento de tempo no método original.

tp =15 X (V/V,,) x (F,/F,)

ty - Segmento de tempo no gradiente original
(min)

t,, — Segmento de tempo no gradiente novo
(min)
V., —  Volume vazio da coluna original (mL)
V, —  Volume vazio da coluna nova (mL)
F, — Taxa de fluxo original (mL/min)

F, — Taxa de fluxo nova (mL/min)

O volume vazio da coluna é o volume que nao
€ ocupado pela fase estacionaria
(aproximadamente 68% do volume da
coluna):

V. =0,68xpxrxL
V_ - volume da coluna (mL)

L — comprimento da coluna (cm)
r —raio da coluna (cm)

Um exemplo de um método transferido seguindo
as etapas 1 a 3 acima é ilustrado na
tabela a seguir:
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Ealvie: Coluna: Coluna:
T Ic-;tamente orosa 5 um. 150 x 4.6 mm Accucore RP-MS 2,6 pm, Accucore RP-MS 2,6 pm,
P P HI ’ 100 x 2,1 mm 50 x 2,1 mm
Taxa de fluxo (mL/min) 1,00 Taxa de fluxo (mL/min) 0,4 Taxa de fluxo (mL/min) 0,4
Volume de inj. (uL) 1 Volume de inj. (ub) 1,4 Volume de inj. (uL) 0,7

Tempo de gradiente (min)

Tempo de gradiente (min)

Tempo de gradiente (min)

0,0 35,0 0,0 35,0 0,0 35,0
10,0 60,0 3,5 60,0 1,7 60,0
11,0 35,0 3,8 35,0 1,9 35,0
17,0 35,0 6,0 35,0 3,0 35,0
Contrapresséao 59 Contrapresséo 218 Contrapressao 120
Resolucao 2,6 Resolucéao 2,5 Resolucao 1,5
Tempo de funcionamento (minutos) 17,0 Tempo de funcionamento (minutos) 6,0 Tempo de funcionamento (minutos) 3,0
Solvente usado (mL) 17 Solvente usado (mL) 2,4 Solvente usado (mL) 1,2

Condigdes de transferéncia do método de HPLC (150 x 4,6 mm, colunas de 5 pm) para Accucore (100 x 2,1 mm, 2,6 pm e 50 x 2,17 mm, colunas de 2,6 um).

Consideracgoes do sistema

Para obter os melhores dados usando
cromatografia rapida, é fundamental que o
sistema do instrumento de LC seja otimizado
para operar sob essas condigbes. Todos 0s
componentes do sistema para o ensaio
devem ser considerados. O volume do
sistema (ID e comprimento da tubulagéao de
conexao, volume de injecéo, volume da célula
de fluxo em UV) deve ser minimizado, a
constante de tempo do detector e a taxa de
amostragem precisam ser cuidadosamente
selecionadas, e ao executar gradientes
rapidos o volume de permanéncia da bomba
deve ser minimo.

Minimizando o volume do sistema

O excesso de volume do sistema da origem
ao alargamento da banda, o que tem um
efeito prejudicial no desempenho
cromatografico. Isso pode surgir na coluna,
no coletor de amostras automatico, na
tubulacao que conecta a coluna ao injetor e
ao detector e na célula de fluxo do detector.
Os efeitos adicionais de coluna tornam-se
mais significativos para separacoes em escala
reduzida por causa dos volumes de coluna
menores e para picos menos retidos que tém
um volume de pico mais baixo, tornando
ainda mais critico minimizar a dispersao de
coluna extra.
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Taxa de amostragem do detector

Com particulas de 1,9 pm, os parametros
operacionais podem ser otimizados para
fornecer analises rapidas. Isso resulta em
picos cromatograficos estreitos que podem
ser da ordem de 1-2 segundos ou menos
em largura. E importante fazer a varredura do
detector (seja UV ou MS) rapido o suficiente
para obter a definicdo de pico ideal, caso
contrario, a resolucéo, a eficiéncia e a precisao
analitica serao comprometidas.

Volume de permanéncia

O volume de permanéncia da bomba de
HPLC ¢é particularmente importante ao
executar aplicagdes de alta velocidade
usando gradientes rapidos, tipicos de
separagdes de alto rendimento em colunas
preparadas com pequenas particulas. Isso
ocorre porgue o volume de permanéncia da
bomba afeta o tempo que leva para o
gradiente atingir o topo da coluna. Se
considerarmos um método que usa uma
vazéo de 0,4mL/min e um gradiente rapido de
1 minuto, o gradiente tedrico atinge a coluna
imediatamente. Uma bomba com um volume
de permanéncia de 65 pL colocara o gradiente
na coluna em 9,75 segundos. Uma bomba
quaternaria tradicional com um volume de
permanéncia de 800 pL levara 2 minutos para
levar o gradiente a coluna. Para a execuc¢ao
de gradientes rapidos, isso é muito lento e
pode ser necessario introduzir um intervalo
isocratico no final do gradiente para permitir a
eluicao dos analitos.




Reduzindo a escala do método

Razoes para reduzir a escala

de um método HPLC ou LC-MS

Existem aplicacdes em que é desejavel reduzir
a escala de um método sem transferir o
método para UHPLC. Essas razbes podem ser:

® maximizar a sensibilidade quando
quantidades pequenas de amostras estao
disponiveis

® tornar a taxa de fluxo compativel com a
técnica de ionizagao na detecgao por MS

® reduzir custos ao diminuir o consumo de
solventes

Transferir método para uma coluna mais
estreita

Reduzir a escala da separacéo reduzindo o
diametro interno da coluna pode ser
necessario ao transferir um método de
detecgéo UV para MS, ou quando apenas
quantidades muito pequenas de amostras
estao disponiveis, como na descoberta de
farmacos ou protedmica. No primeiro caso, a
técnica de ionizagcao ou design da fonte
determina a melhor faixa para a taxa de fluxo
(veja a tabela acima) e em ultimo caso, a
sensibilidade do método é maximizada
porque os solutos eluem em bandas
cromatograficas mais concentradas.

Se todos os outros parametros do método
(comprimento de coluna e tamanho de
particula, quimica da coluna, composigao da
fase movel, faixa e tempo do gradiente,
temperatura de separagéao) nao forem
alterados, a mudanga para uma coluna mais
estreita requer apenas ajuste na taxa de fluxo.
F,=F, x (dczldm)2

F, — taxa de fluxo original (a ser reduzida)

1

F, - nova taxa de fluxo
d,, — diametro interno da coluna original

d., — diémetro interno da coluna nova

Isto € aplicavel para métodos isocraticos e de
gradiente. O novo método deve produzir um
cromatograma com uma resolugao e tempo
de funcionamento idénticos. Se mudangas
pequenas no tempo de retengao e resolugao
forem observadas, elas sao geralmente
causadas pelo volume de permanéncia do
sistema (discutido abaixo).

Taxas de fluxo tipicas para colunas analiticas, de calibre estreito, capilar e nanocalibre

(particulas de 5 pym)

ID da Taxa de fluxo
ideal' (uL/

min)

Faixa da taxa de
fluxo (uL/min)

coluna (
mm)

Volume de injecao

recomendado?

Fonte API

(bL)

4,6 1.000 a 1.500 1250 30 APCI ou ESI de alto fluxo
3,0 400 - 600 500 10 APCI ou ESI de alto fluxo
2,1 200 - 300 250 5 APCI ou Micro-ESI

1,0 40-60 50 1 Micro-ESI

0,5 10-25 12 0,35 Micro-ESI

0,32 4-10 5 0,15 Micro-ESI

0,18 1-3 2 0,05 Micro-ESI

0,1 0,4-1 0,5 0,015 Nanospray

0,075 0,2-0,5 0,3 0,01 Nanospray

1. Recomendado para boa eficiéncia e presséo moderada. Taxas de fluxo mais altas podem levar a vazios de
coluna. Taxas de fluxo mais baixas sao recomendadas para lavar a base da coluna ou trocar os solventes.

2. Estimativas baseadas em perda insignificante de eficiéncia e eluicao isocratica com solvente de amostra
idéntico a fase maével. Volumes maiores podem ser introduzidos em condi¢des de gradiente ou usando um

solvente de amostra mais fraco.

Transferir método para uma coluna mais
curta

Na eluicao de gradiente, a maneira mais
simples de reduzir o tempo de ciclo do
método € reduzir o comprimento da coluna.
Se todos os outros parametros do método (ID
da coluna e tamanho de particula, quimica da
coluna, composigao da fase movel, faixa do
gradiente, taxa de fluxo, temperatura de
separacao) nao forem alterados, o Unico
requisito € alterar o tempo do gradiente
usando a equacgao abaixo, onde o tempo do
gradiente € reduzido pelo mesmo fator que a
reducao no volume da coluna.

tg1Nc1= th/VCZ

ty - tempo do gradiente no método original
(min)

t, — tempo do gradiente no método novo
(min)

V., — volume da coluna original (mL)

V_, — volume da coluna nova (mL)

O volume da coluna V_ (mL) pode ser estimado

usando:
V,=0,68xpxrxL
V. - volume da coluna (mL)

L - comprimento da coluna (cm)
r - raio da coluna (cm)

Volume de permanéncia

O volume de permanéncia é tao importante para
a reducao da escala de um método quanto
para a transferéncia do método para UHPLC.
O efeito do volume de permanéncia da
separagao € mais significativo quando colunas
estreitas sao usadas em taxas de fluxo baixas.
Por exemplo, se o sistema tem um volume de
permanéncia de 2,0 mL e um ID de coluna de
4,6 mm é executado a 1 mL/min, leva 2
minutos para o gradiente atingir o topo da
coluna, no entanto, se uma coluna de 2,1 mm
de ID de coluna for usada com uma taxa de
fluxo de 0,4 mL/min, levara 5 minutos para
que o gradiente alcance a coluna. Em
separacoes de gradiente de alto rendimento
usando pequenos volumes de coluna, o
volume de permanéncia causa um aumento
no tempo de funcionamento e um tempo de
reequilibrio maior entre execugoes.

Diversas abordagens podem ser usadas para
minimizar esses efeitos:

® selecionar uma bomba com um pequeno
volume de atraso do gradiente (por
exemplo, o sistema Accela de LC de alta
velocidade da Thermo Scientific possui um
volume de atraso de apenas 65 pL);

® atrasar a injegao da amostra até que o
gradiente chegue no topo da coluna;

® aumentar a taxa de fluxo da bomba e dividir
o fluxo antes da coluna.
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Aumentando a escala do método

Razoes para aumentar a escala de um
método HPLC

® Aumentar a capacidade do método

® |solamento e purificagao de compostos alvo
® Aumentar o rendimento da amostra

Os métodos analiticos podem exigir aumento
da escala até tamanhos preparativos para
isolar e purificar compostos de misturas. Ao
escolher a melhor coluna e material de
embalagem para sua aplicagao preparativa,
considere a seletividade e capacidade de
carga do meio, bem como as dimensoes da
coluna, para fornecer os resultados de que
vocé precisa de forma mais rapida e
econdmica. Estabelecemos uma forte
reputacao para a fabricagao e fornecimento de
sflicas preparativas e fases ligadas de alta
qualidade, projetadas para fornecer os
mesmos niveis de desempenho e
reprodutibilidade de nossas linhas populares
de silica analitica, como as fases Hypersil da
Thermo Scientific.

Aumentar a escala € mais facil quando se
inicia a partir de uma coluna analitica com
meios de particulas de tamanho menor,
oferecendo a mesma seletividade que os
meios preparativos com tamanhos de
particulas maiores. As principais familias de
fases da Thermo Scientific sdo oferecidas em
varios tamanhos para complementar as
operagoes em escala de laboratdrio e facilitar
0 aumento da escala até a cromatografia
preparativa. Colunas de reconhecimento,
tipicamente de 250 x 4,6 mm embaladas com
um meio de interesse também podem ser
usadas para desenvolver a separagao. Assim
que o método for finalizado na coluna menor,
um fator de escala pode ser aplicado.
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A viscosidade da fase mével muda com a
composigao

Aumentando a escala para uma coluna
preparativa

A taxa de fluxo e a escala de carga da coluna
sd0 necessarias apenas ao alterar o diametro
interno da coluna. O escalonamento das taxas
de fluxo permite que os tempos de retengao
de pico permanegam relativamente
constantes entre colunas com diametros
internos. A taxa de fluxo de solvente tipica
através de uma coluna depende de seu
didmetro interno e do tamanho da particula do
material da embalagem da coluna. Este fator
de escala também pode ser usado para
estimar a capacidade de carga de uma
determinada coluna. Assumindo que o
comprimento da coluna é uma constante, o
fator de escala pode ser calculado usando a
seguinte formula:

Fator de Escala =d_?/d_,?

d., — diémetro interno da coluna original (mm)
d., — diémetro interno da coluna nova (mm)

A capacidade de carga da coluna e a taxa
de fluxo necessarias para as novas colunas
de ID maiores podem ser calculadas usando
este fator.

Contrapressao da coluna
A contrapressao de operagéo da coluna é
afetada pelo comprimento da coluna,
diametro interno, tamanho da particula do
meio, temperatura, propriedades do solvente
e taxa de fluxo do solvente. Ela também pode
ser afetada pelo uso de gradientes, onde a
pressao pode variar com a composi¢ao do
solvente. A contrapresséo de operagao tipica
para colunas ou cartuchos pode ser calculada
usando a seguinte equagao:
Pressao (atm) =21 x® xL x h

dp2 x d?
@ = impedancia da coluna

(1000 para colunas de ID 4,6 mm)

L = comprimento da coluna (mm)
olp = diametro da particula (um)
d = didmetro da coluna (mm)
h = viscosidade da fase movel (centipoises)

A viscosidade da fase movel varia com a
composicao. Como exemplo, a figura acima
mostra como a viscosidade da agua varia
com a adicdo de metanol ou acetonitrila. Essa
variabilidade & um componente critico na
maximizacéo do rendimento com relagao a
instrumentacao de cromatografia que esta
sendo usada.



Selecionando o meio

A selecao de meio para sua separagao
preparativa € importante. Escolha meios que
tenham uma distribuicao estreita de tamanho
de particula que fornecera colunas de alta
eficiéncia com uma contrapressao baixa, uma
vez que nao ha 'penalidades' para bloquear
frits ou impedir o fluxo. As particulas
uniformemente esféricas, com distribuicao
estreita de tamanho dos poros, aparentes nas
colunas preparativas da Thermo Scientific,
fornecem desempenho reproduzivel e uma
vida util mais longa da coluna. O meio que
esta disponivel em uma variedade de
tamanhos de particula oferece escolhas para
aplicacdes de aumento de escala com
seletividade controlada. Nos oferecemos uma
variedade de escolhas para meio preparativo
em diversos tamanhos de particulas para
adequar o seu meio a sua aplicagao.

Alta carga e alta retencao -

HyperPrep HS

Materiais com maior area de superficie podem
oferecer uma capacidade de carga maior.
Este esforco para maximizar a area de
superficie deve ser realizado de uma maneira
considerada, particularmente no que diz
respeito ao didmetro e volume dos poros das
particulas. Um volume de poros muito alto
comprometera a estabilidade e robustez da
base e um didmetro de poro muito pequeno
ird influenciar a transferéncia de massa em
detrimento da eficiéncia. A alta area de
superficie fornece maior retencao de
compostos polares. Uma alta carga de
carbono fornece uma fase robusta e estavel.
Entre em contato com o Suporte Técnico para
obter mais informacdes sobre as colunas e
meios HyperPrep da Thermo Scientific.

Forma do pico - meio Hypersil GOLD

No HPLC analitico, o uso de embalagens
baseadas em silica altamente pura
demonstrou melhorar a forma do pico. Nossos
processos de fabricagao altamente
desenvolvidos e reproduziveis garantem que
nossa principal marca analitica de meio Hypersil
GOLD também esteja disponivel em uma
variedade de tamanhos de particula
adequados para LC preparativa sem
comprometer o desempenho.

Compostos polares e isdmeros - Colunas
Hypercarb, Hypersil GOLD aQ
Frequentemente, ao lidar com compostos muito
polares, conseguir uma retengao suficiente
pode ser um desafio. Podemos oferecer uma
variedade de opc¢des para superar esse
problema comum: o capeamento polar na
Hypersil GOLD aQ fornece um mecanismo de
interagcao controlado pelo qual os compostos
moderadamente polares podem ser retidos.
Hypersil GOLD AX pode ser usada no modo
HILIC para fornecer retengao de compostos
polares. As colunas Hypercarb oferecem
seletividade verdadeiramente ortogonal para
C18 em LC de fase reversa e podem ser
usadas para reter compostos altamente
polares. As colunas Hypercarb também
podem ser usadas para diferenciar entre
compostos intimamente relacionados,
incluindo isbmeros geométricos e posicionais.

Peptideos e proteinas -

meios BioBasic e Hypersil

Quando se trata de andlise de peptideos, a
selecao correta do material de embalagem
torna-se cada vez mais importante. Ao decidir
sobre o tamanho de poro do material de
embalagem a ser usado na andlise de uma
mistura de polipeptideos, o peso molecular e
a hidrofobicidade dos peptideos devem ser
levados em consideracao. Nossa variedade
de ofertas de silica permite que o
cromatografo obtenha a melhor resolu¢ao
usando materiais com diémetros de poro na
faixa de 100 a 300 A. Uma regra geral é que
0s peptideos hidrofilicos com um peso
molecular inferior a 2.000 daltons podem ser
analisados usando um meio com menor
volume de poro, como o meio Hypersil GOLD.
Acima desse peso molecular, 0 acesso a
poros pequenos

€ restrito e separagdes tendem a ser
ineficientes. Para peptideos hidrofdbicos com
peso molecular superior a 2.000, um meio de
300 A, como o BioBasic da Thermo Scientific,
é recomendada. Para a separagéo de
peptideos pequenos ou hidrofilicos, um
material de 100 A como o HyperPrep HS
pode fornecer uma resolugao melhor.



Definicdes e equagoes de HPLC

Contrapressao

A pressao necessaria para bombear a fase
movel através da coluna. Ela é relacionada
com a viscosidade da fase maével (h), taxa de
fluxo (F), comprimento (L) e didametro (d ) da
coluna e tamanho de particula (dp) pela
seguinte equagao:

Queda da Presséao (psi-)&-—Z:—?OLnF
p ¢

L =comprimento da coluna (cm)

1 = viscosidade

F =taxa de fluxo (mL/min)

d, = diémetro da particula ( um)

d, = diémetro interno da coluna (cm)

Fator de capacidade (k)

Expressao que mede o grau de retencao de
um analito em relacao a um pico nao retido,
onde t, € o tempo de reteng&o para o pico da
amostra e t, € o tempo de retengdo para um
pico nao retido. Uma medicao da capacidade
ajudara a determinar se as mudancas de
retencéo séo devidas a coluna (o fator de
capacidade esta mudando com as mudancas
do tempo de retencao) ou ao sistema (o fator
de capacidade permanece constante com as
mudangas do tempo de retencao).

Eficiéncia (N)

Também é o numero de placas tedricas. Uma
medida da dispersao da banda de pico
determinada por varios métodos, alguns dos
quais sao sensiveis a assimetria de pico. As
mais comuns sao mostradas aqui, com as
mais sensiveis ao formato do pico mostradas
primeiro:

5-Sigma N =25(t /W)
W =largura do pico 4.4%
altura do pico
4-Sigma N =16(t,/W)
ou W = largura tangencial do pico
ou
Tangencial 13.4% altura do pico

Meia-altura N = 5,54(t_/W)
W = largura do pico 50%
altura do pico
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Volume de Eluicéo (V)

Refere-se ao volume de fase mével necessario
para eluir um soluto da coluna em
concentragao maxima (apice).

V,=Fet,

onde F é a taxa de fluxo em volume/tempo e
t, € o tempo de retencéo do pico de interesse.

HETP

Altura equivalente a placa tedrica. Uma
aplicagao da teoria da destilagéo: uma
medida da eficiéncia de uma coluna. Para
uma tipica coluna de HPLC bem embalada
com particulas de 5 pm, os valores de HETP
(ou H) estao geralmente entre 0,01 e 0,03
mm.

HETP = L/N

onde L é o comprimento da coluna em
milimetros e
N € o numero de placas tedricas.

Velocidade Linear

A taxa de fluxo normalizada pela secao
transversal da coluna. Isso afeta o
desempenho da coluna e esta diretamente
relacionada a presséao da coluna. A velocidade
linear é dada pela seguinte equagao, onde L é
0 comprimento da coluna e t, € o tempo de
ruptura de um pico nao retido:

u= —
t

0

Resolucéo (R)

A habilidade de uma coluna de separar picos
cromatograficos. A resolugao pode ser
aprimorada ao aumentar o comprimento da
coluna, reduzir o tamanho da particula,
mudando a temperatura, mudando o eluente ou
a fase estacionaria.

1 k \(o-1
=—N|—|[=—
ey
Ela também pode ser expressa em termos da

separacéo do apice de dois picos dividido
pela largura tangencial média dos picos:

— (tz — t1)

*0,5(W, + W,)

Seletividade ()

Um fator termodinamico que € uma medida
da retencao relativa de duas substancias,
fixada por uma determinada fase estacionaria
e composicao da fase movel. Onde k; e k,
sao os fatores de capacidade respectivos.

Fator de distorcao (T)

Uma medida da simetria de um pico, dada
pela seguinte equacao onde W, . € a largura
do pico a 5% da altura e f € a distancia da
fronte do pico ao ponto do apice a 5% da
altura. Idealmente, os picos devem ter forma
gaussiana

ou totalmente simétricos.

T=W,,/2f

Equacao de Van Deemter

Uma equacao usada para explicar o
alargamento de banda na cromatografia. A
equacao representa a altura equivalente de
uma placa tedrica (H) e possui trés termos. O
termo A é usado para descrever a difusao
turbulenta, que permite os diferentes
caminhos que um soluto pode seguir ao
passar sobre particulas de tamanhos
diferentes.

O termo B € para a contribuicao causada pela
difuséo molecular ou difusdo longitudinal do
soluto ao passar pela coluna. O termo C é a
contribuicao da transferéncia de massa e
permite a taxa finita de transferéncia do soluto
entre a fase estacionaria e a fase movel. u é a
velocidade linear da fase movel ao passar pela
coluna.

H=A+i+6‘u
u



Selecionando o tampao certo

Uma lista parcial de tampdes comuns e seus
valores correspondentes de pH é mostrada na
tabela de sistemas de tampoes comuns.
Talvez o tampéao mais comum de HPLC seja
alguma forma de &cido fosforico. Lembre-se
de que um verdadeiro tampao deve ter a
capacidade de resistir a mudanga de pH
quando uma amostra é introduzida em um pH
diferente, e que a capacidade do tampao é de
100% apenas no valor de pK do &cido ou da
base. Em pH 4, o fosfato € um tampao fraco e
mudaria rapidamente para um de seus valores
de pK, se uma amostra mais acida ou basica
fosse introduzida.

Como regra, deve-se trabalhar dentro de +1
unidade de pH do valor de pK, do tamp&o
para um bom controle de pH da fase movel.
As concentragdes de tampao adequadas para
HPLC tendem a estar no nivel de 10 a 100
milimolar, dependendo do tamanho e da
natureza da amostra, bem como do material
de empacotamento da coluna. Fases
baseadas em silica altamente pura com
ligacdes robustas como na faixa da Hypersil
GOLD, sao frequentemente mais compativeis
com tampdes diluidos do que
empacotamentos tradicionais.

Quando o controle em um pH mais baixo (2 a
3) é desejado, fosfato ou &cidos organicos
mais fortes, como TFA ou &cido acético, sdo
comumente usados. Se o controle em pH 4 a
5 for desejado, um tampao de acido organico,
como acetato ou citrato, deve ser
considerado no lugar do fosfato.

A figura a direita mostra a importancia de
escolher o pH correto para uma separacgao.
Mesmo pequenas mudangas no pH, sejam de
erros de medicao, complicacoes de mistura
com a bomba ou adsorgéao de agua
atmosférica na fase maovel, podem alterar
qualquer método se ele nao for
adequadamente tamponado.

Deve-se ter cuidado ao escolher uma mistura
de tampéao e modificador organico para
garantir que uma solu¢do dos dois ndo
produza um sal solido que possa causar
blogueios e contaminagao do sistema.

Os tampdes devem sempre ser lavados da
coluna analitica e do instrumento apds o uso
para evitar que 0s sais sejam depositados em
frits delicados etc.

Sistemas de tamp6es comuns

Compativel com

Tampao pK, Faixa de pH util MS
TFA 0,30 Sim
Fosfato pK, 2,1 1,1-31 Nao
pK, 7,2 6,2-8,2 Nao
pKs 12,3 11,3-13,3 Nao
Citrato pK, 3,1 2,1-41 Néo
pK, 4,7 3,7-5,7 Nao
pKs 5,4 4,4-6,4 Nao
Formato 3,8 2,8-4.8 Sim
Acetato 4,8 38-58 Sim
Tris Base (Trizma, 8,3 7,3-9,3 Sim
THAM)
Amodnia 9,2 8,2 -10,2 Sim
Borato 9,2 8,2-10,2 Néo
Dietilamina 10,5 95-11,5 Sim
Carbonato pK, 6,4 54-7,4 Sim
pK, 10,3 9,3-11,3 Sim
Trietanolamina 7,80 Sim
23 A: pH 2,1 3 B:pH 25 BETASIL C18, 5 pm, 50 x 4,6 mm
1 2 Numero da Pega: 70105-
7 7 054630
1 Eluente: 50% ACN / 50%
25 mm KH,PO,
no pH indicado
Taxa de Fluxo:  0,8mL/min
Detector: UV @ 220nm
Amostra: 1. Uracila
2. Tolmetina
4 5 3. Naproxeno
4 4. Fenoprofeno
5 5. Diflunisal
6. Indometacina
6 6 7. Ibuprofeno
701-085 701-086
0 6 MIN 0 6 MIN

Efeitos de pequenas mudangas no pH na separacido de compostos levemente ionizaveis

Selecao de tampéo para LC-MS

A escolha do tampé&o é muito dependente do
analito e dos instrumentos usados. De
preferéncia, aplicagcoes LC-MS devem usar
um tampé&o volatil para n&o formar um
deposito de contaminante na fonte. Acidos
inorganicos, tampdes nao volateis e reagentes
com pares de fons devem ser evitados.
Tampdes tipicos para LC/MS incluem:

® acetato de amonio/formato/carbonato
de hidrogénio (< 50 mm)

® 4cido foérmico/acético (0,01 — 1% v/v)

® acido trifluoroacético (< 0,1% v/v)

® trialquilamina (< 0.1% v/v) e bases aquosas
do tipo ambnia

* TRIS

® BIS-TRIS propano

Observacgao: existem instrumentos LC-MS
disponiveis, por exemplo o Surveyor MSQ LC-MS
da Thermo Scientific, que incorpora um mecanismo
de autolimpeza para reduzir o acimulo de tampdes
inorganicos na fonte durante o uso de rotina.
Deve-se ter cuidado para nao contaminar
intencionalmente a fonte do instrumento, porque
isso levara a dificuldades de operagao.
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Preparacéo de fases moveis

A preparagao correta de solvente € muito importante. Ela pode economizar muito tempo gasto resolvendo problemas de picos falsos, ruido da

linha de base etc.

Qualidade

Todos os reagentes e solventes devem ser da
maior qualidade. Reagentes em nivel de HPLC
podem custar um pouco mais que reagentes
de niveis menores, mas a diferenca na pureza
é marcante. Reagentes em nivel de HPLC nédo
contém impurezas para produzir picos falsos
em uma linha de base de cromatograma,
enquanto reagentes de niveis menores
contém tragos de impurezas, o que pode
causar picos de linha de base falsos.

Certifique-se de que qualguer agua usada na
preparagao do tampao seja da maior pureza.
Agua deionizada frequentemente contém
niveis minimos de compostos organicos e,
portanto, nao é recomendada para HPLC.
Agua ultrapura de HPLC (18 mW de
resistividade) € gerada passando agua
deionizada por uma base de troca idnica.
Instrumentos modernos de purificacéo de
agua usam esse mecanismo para produzir
agua na qualidade adequada em grandes
volumes. De preferéncia, agua em nivel de
HPLC pode ser comprada de fornecedores de
solventes.

Importante: nao armazene a agua em nivel de
HPLC em recipientes de plastico. Aditivos no
plastico podem lixiviar a agua e contamina-la.
Sempre armazene a agua em nivel de HPLC
em recipientes de vidro.

40 Fase mdvel - ndo desgaseificada

s)

20

Resposta (Millivolt;

-20

Tampoes

Todos os tampdes devem ser preparados no
dia em que séo necessarios. Essa pratica
garante que o pH do tampao nao seja afetado
por armazenamento prolongado e que nao
tenha a presenca de crescimento microbiano.
Mudancas no pH e no crescimento
microbiano afetarao a cromatografia.

Se solugdes-tampéao forem armazenadas,
lembre-se de que elas possuem um tempo de
vida finito. Consulte as monografias da
farmacopeia ou similares para maiores
informagodes sobre a validade de tampoes.

Reagentes de tampdes podem conter um
agente estabilizador, por exemplo,
metabissulfito de sédio. Esses agentes
estabilizadores frequentemente afetam o
comportamento dtico e cromatogréafico de
solugdes-tampéo, entdo, normalmente
compensa comprar reagentes que nao
possuam estabilizador. Recipientes de
reagentes solidos sao faciimente
contaminados por usos repetidos. Por essa
razdo, recomendamos que reagentes sejam
comprados em recipientes com baixo peso.

Filtracao

De preferéncia, todos os solventes de HPLC
devem ser filtrados em um filtro de 0,45 um
antes do uso. Isso remove qualquer material
particulado que possa causar blogueios. Apos
a filtracéo, os solventes devem ser
armazenados em um reservatorio coberto
para prevenir recontaminacao por poeira etc.

Filtrar solventes de HPLC beneficiara sua
cromatografia e 0 desgaste do sistema de
HPLC. Embolos de bomba, selos e valvulas
de retencao terao melhor desempenho e suas
vidas Uteis serdo maximizadas.

Desgaseificacao

Antes da fase mdével recém-preparada ser
bombeado no sistema do HPLC, ela deve ser
desgaseificada completamente para remover
todos os gases dissolvidos. Gases dissolvidos
podem ser removidos da solu¢do por:

® pborbulhar com hélio

® sonicagao

e filtragao a vacuo

Se a fase movel nao for desgaseificada,
bolhas de ar podem aparecer na pressao
baixa da célula detectora, resultando em
problemas na instabilidade do sistema, picos
de linha de base falsos etc.

A forma mais eficiente de desgaseificagao é
borbulhando com hélio ou outro gas de baixa
solubilidade. Se o método estiver disponivel,
recomendamos que a fase moével seja
continuamente desgaseificada em niveis
baixos durante a andlise. Isso inibira a
readsorcao de gases durante a analise.

Observacgao: Certifique-se de que o
reservatorio do solvente possua uma saida de
ar para a atmosfera para prevenir o aumento
da pressao dentro do reservatorio.

40+ Fase movel - desgaseificada

Resposta (Millivolts)

-20]

Minutos

Ruido de linha de base do gas na fase mével
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Comprimentos de onda de deteccao de cromoforo

Cromdforos sao grupos que absorvem luz. Seus comportamentos sédo usados para a detecgao
de analitos. Eles possuem um ou mais comprimentos de onda para detecgao, cada um com
uma adsortividade associada. A informagao contida na tabela seguinte é destinada como um guia
para cromoforos comuns. Nao é uma lista extensa.

Croméforo Amax (nm) emax (L/m/cm)
Acetilida -C==C- 175-180 6000
Aldeido -CHO 210 Forte
280 - 300 11-18
Amina -NH, 195 2800
Azidin > C=N- 190 5000
Azo -N=N- 285 - 400 3-25
Benzeno 184 46700
202 6900
255 170
Carboxila -COOH 200-210 50-70
Ester -COOR 205 50
Eter -O- 185 1000
Etileno -C=C- 190 8000
Cetona >C=0 195 1000
270 - 285 18-30
Naftalina 220 112000
275 175
312 5600
Nitrato -ONO, 270 12
-(C=C)-, aciclico 210-230 21000
-(C=Q), 260 35000
C=C-C=C 219 6500
C=C-C=N 220 23000
C=C-C=0 210 -250 10.000 - 20.000
C=C-NO, 300 - 350 Fraco
Nitrila -C==N 160 -
-ONO 220 -230 1.000 a 2.000
300 - 400 10
Nitro -NO 210 Forte
Nitroso -N=0O 302 100
Oxima -NOH 190 5000
Piridina 174 80000
NS 195 6000
251 1700
N/
Sulfona -80,- 180 Muito forte
Sulféxido >S-0 210 1500
Tioéter -S- 194 4600
215 1600
Tiol -SH 195 1400
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Reagentes de derivatizacao para HPLC

Grupo funcional

Acido carboxilico

Descricao

p-Bromofenacilato

Deteccao*
uv

0
I
R—C—0H

0

i
Br C - CH,—Br

Comentarios

Formulagao de 1,0 mmol/ml de brometo de p-bromofenacil
e 0,005 mmol/ml éter coroa em acetonitrila; pré-coluna;
niveis de detecgéo de nanomols: A__ = 260 nm'”’

Amina primaria

\Clore e Dabsil Vis
N N 0
/ @ W )i

I
cl

4-N, N-dimetilaminoazobenzeno-4’-cloreto de sulfonila
(cloreto de dabsil); pré-coluna; niveis de detecgao de
nanomols: A =436 nm®™*

FDAA, Reagente de Marfey uv 1-fluoro-2,4-dinitrofenil-5-L-amido de alanina (FDAA);
0, L0 pré-coluna;niveis de detecgao de nanomols: A__ = 340 nm.
o, Para separagdes quirais de aminoacidos.'® %%
Jﬁj e
o,
N
1
0 F
Ninidrina ) Vis Pds-coluna; niveis de deteccdo de nanomols:
oA A, = 570 nm*
oH
0
PITC 'R uv Fenilisotiocianato (PITC); pré-coluna; niveis de detecgéo de
O/ bsg picomols: A, = 254 nm?>2
o 0
TNBSA - N§-™ EC, UV 2,4,6-Trinitrobenzeno-4cido sulfénico (TNBSA); pré ou
[N I pds-coluna; niveis de detecgdo de nanomols com EC e UV,
" "o GC-0,85V; A\, =250 nm?20
0-"%
Amina secundaria Ninidrina Vis Pds-coluna; niveis de deteccdo de nanomols:
1 — 22
R—NH—R (Ver estrutura acima) Ao = 440 nm
PITC uv Fenilisotiocianato (PITC); pré-coluna; niveis de deteccao de

(Ver estrutura acima)

picomols: A = 254 nm?32¢

*EC = eletroquimico; F = fluorescéncia; UV = ultravioleta; Vis = visivel.
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Desenvolvimentos em analise de aminoacidos

Melhorias na andlise de aminoacidos pela
cromatografia de troca envolveram o sistema
analitico, assim como a instrumentagéo.
Sistemas foram desenvolvidos (variando o pH
do tampao ou forca ibnica) que funcionam
para deslocar os aminoacidos em bandas
discretas. Os sistemas de tampao sao
compativeis com analises de coluna uUnica ou
dupla de aminoacidos encontrados em
hidrolisados de proteina ou fluidos fisioldgicos.
Sistemas de tampao sao determinados pelo
contraion usado (sddio ou litio) e pelo método
de alteracdes de tampao introduzida na resina
(mudancas de etapa ou eluicao de
gradiente).®"® O componente de
tamponamento mais usado normalmente,
citrato, € adequado para solugdes abaixo de
pH 71 Tampdes séo preparados com acido
citrico ou um

sal alcalino.

Infelizmente, para trabalhos com alta
sensibilidade, o acido citrico € um contribuinte
significativo para a contaminacéo de
aminoacidos. Portanto, para obter analises
consistentes, € essencial o uso de reagentes
de alta pureza na preparagao do tampéao.
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Alternativas a troca iénica estéo disponiveis
para a separacao de aminoacidos. Como a
anélise de aminoacidos é uma das
ferramentas quimicas basicas disponiveis para
proteina, métodos mais rapidos e sensiveis
para separa¢ao e quantificagao sao
desejaveis.'” Diversos métodos de
derivatizagao usando HPLC de fase reversa
foram desenvolvidos.

Dois dos métodos mais amplamente utilizados
envolve a formacao de dansil'®'® ou
o-ftalaldeido (OPA)**?* derivados de
aminoacidos antes da analise por HPLC. Os
dois métodos oferecem uma sensibilidade
maior e um tempo de analise menor que
técnicas de derivagao pos-coluna. Outros
métodos incluem a derivatizacdo quantitativa
de aminoacidos com fenilisotiocianato (PITC) e
a separacao e quantificagéo dos derivados
resultantes de feniltiocarbonila por HPLC.
Esses derivados séo suficientemente estaveis
para eliminar a derivatizacao linear.
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Preparo e hidrolise das amostras

A extracao e purificagao de proteinas
desempenham um papel importante na
determinacéo do conteldo de aminoacidos.
Esses métodos sao baseados em uma ou
mais de suas caracteristicas fisicas (por
exemplo, solubilidade, tamanho molecular,
carga, polaridade e interagoes especificas
covalentes ou nao covalentes).

As técnicas normalmente usadas para
separar proteinas e peptideos incluem:
* HPLC de fase reversa

® cletroforese em gel de poliacrilamida

® filtracao de gel

® cromatografia de troca ibnica

® cromatografia de afinidade

® a tabela abaixo oferece uma lista mais
detalhada dos métodos para fracionar
misturas peptidicas.?

Hidrdlise

A maioria das amostras de proteinas requer
alguma forma de tratamento quimico antes
que seus aminoacidos estejam adequados
para andlise. Amostras de proteinas e
peptideos devem ser hidrolisadas para libertar
os aminoacidos de suas ligagbes peptidicas.
Acidos (normalmente HCI) sdo os agentes
mais usados para proteinas hidrolisantes.

Uma processo simplificado de hidrélise
envolve o refluxo da proteina com HCI em
excesso, entdo removendo o &cido em
excesso No vacuo.?® A proteina liofilizada é
entao suspensa em 6 N HCI em fervura
constante e introduzida no tubo de hidrdlise. A
amostra é congelada pela imerséo do tubo em
gelo seco e acetona. Antes de selar, o tubo é
esvaziado para evitar a formacéo de acido
cisteico, sulfoxido de metionina e
clorotirosina.?”

Métodos para fracionamento de misturas peptidicas.

Técnica

Centrifugacao

Esse processo minimiza a decomposicao de
S-carboximetilcisteina reduzida e analisa as
proteinas S-carboximetiladas. A hidrdlise é
conduzida em 110°C (sendo a temperatura
controlada com precisao) de 20 a 70 horas
pelo método de Moore e Stein.?® Apds a
hidrdlise, HCI residual é removido em um
evaporador rotativo. O residuo é dissolvido em
agua e levado até o pH apropriado para a
adicao da coluna analisadora.®

Propriedades das moléculas de peptideos exploradas

Solubilidade

Cromatografia de exclusdo de tamanho

Tamanho

Cromatografia de troca iénica

Carga, com certa influéncia da polaridade

Eletroforese em papel

Carga e tamanho

Cromatografia em papel Polaridade
Eletroforese de camada delgada Carga e tamanho
Cromatografia de camada delgada Polaridade
Eletroforese em gel de poliacrilamida Carga e tamanho
Cromatografia liquida de alto desempenho Polaridade

Cromatografia gasosa

Volatilidade de derivados

Extragao contracorrente

Polaridade; algumas vezes de interacoes especificas

Cromatografia de afinidade

Interacdes especificas

Cromatografia covalente ou ligagéo irreversivel

Formacéo de ligagao dissulfeto; reatividade de homosserina lactona
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