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1 Resumo do Equipamento

O Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia é um sistema analitico avancado utilizado para
a separacao, identificacdo e quantificagdo de componentes em uma mistura complexa.
O laboratério possui um sistema modular da marca Waters™ Modelo 600 , equipado
com uma bomba quaternaria (que permite a mistura automéatica de até quatro solventes
distintos) e multiplos detectores acoplados, sendo altamente versétil para pesquisas em
quimica, biociéncias e ciéncia de materiais.

2 Caracteristicas Técnicas do Equipamento

Marca/Modelo: Waters™ 600.

Sistema de Bombeamento: Bomba Quaternaria Waters 600 ( Waters 600 Qua-
ternary Pump).

Sistema de Injecao: Manual.

Coletor de Fracgoes: Fraction Collector III (permite recolher fisicamente os ana-
litos separados apds a deteccao).

Localizagao: CCMN -Laboratério de Cromatografia(LEM-104).

Financiamento: Adquirido com recursos da Finep.

3 Detectores Disponiveis e Aplicagoes

O sistema conta com trés tipos de detectores independentes, ampliando o leque de molé-
culas que podem ser analisadas:

UV-Vis por Arranjo de Diodos (Photodiode Array Waters 2996 - PDA):
Ideal para compostos que absorvem radiagao ultravioleta ou visivel (como moléculas
organicas conjugadas, proteinas e farmacos).

Indice de Refracao (Refraction Index Waters 2414 - RID): Um detector
universal, excelente para compostos que nao absorvem UV, como agticares/carboidratos,
polimeros e lipideos.



« Fluorescéncia (Multi Fluorescence Detector Waters 2475 - MFD): Alta-
mente sensivel e seletivo, voltado para compostos que emitem fluorescéncia natural
ou derivados (como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, vitamins e aminoaci-
dos).

4 Amostras que Podem ser Analisadas

o Amostras: Liquidas ou so6lidos que estejam completamente solubilizados em uma
solucao.

e Compatibilidade: A amostra deve ser completamente miscivel com a fase mével
escolhida para a corrida e quimicamente compativel com a coluna analitica utilizada.

5 Dados e Informacoes Obtidos

e Resultado Principal: Cromatograma contendo o tempo de retengao de cada ana-
lito plotado contra a unidade de medida do detector selecionado (absorbéancia, indice
de refragao ou intensidade de fluorescéncia).

o Analise Qualitativa: Identificacdo de compostos por meio da comparacao do
tempo de retencao com padroes puros.

o Analise Quantitativa: Determinacao da concentragao dos componentes através
da area ou altura dos picos cromatograficos.

6 Fase Movel e Solventes Permitidos

O sistema suporta regimes de eluigdo isocratica (proporcao de solventes constante) ou
por gradiente (proporgao varia ao longo do tempo), utilizando prioritariamente:

e Acetonitrila;
« Agua Ultrapura;
» Etanol;

o Metanol;

7 Colunas Disponiveis no Laboratoério
As seguintes colunas estao disponiveis para uso:
« pBondapak C18 Column, 1254, 10 pm, 3.9 mm x 300 mm, 1/pk;
+ pBondapak C18 Column, 125A, 10 pm, 3.9 mm x 300 mm, 1/pk;
« pBondapak C18 Column, 125A, 15 - 20 gm, 3.9 mm x 300 mm, 1/pk;

+ pBondapak Phenyl Prep Column, 125A, 10 pm, 7.8 mm x 300 mm, 1/pk;



Nova-Pak Silica Column, 60A, 4 ym, 3.9 mm x 150 mm, 1/pk;

Nova-Pak Silica Column, 60A, 6 pm, 3.9 mm x 300 mm, 1/pk;
Spherisorb C8 Column, 80A, 10 gm, 4.6 mm x 250 mm, 1/pk;
Spherisorb Amino (NH2) Column, 80A, 10 ym, 4.6 mm x 150 mm, 1/pk;
Luna 5 ym C18(2) 100 A, LC Column 250 x 10 mm, Ea;

Luna 10 zm C18(2) 100 A, LC;

Luna 10 ym NH2 100 A, LC;

Luna 5 pym Silica (2) 100 A;

Promosil 5um C18 100A, LC Column 150 x 4mm, Ea;

Protocolo Geral

. Preparo do Sistema: Configurar a fase movel com os solventes adequados na
bomba quaternaria.

. Preparo da Amostra: Garantir a completa dissolugao e realizar a filtragem obri-
gatoria.

. Configuragao da Corrida: Definir os pardmetros no software (vazao em mL.min ™,

tipo de eluigdo, tempo de corrida programado e selegdo do detector).

. Injecao: Realizar a injecao da amostra manualmente utilizando o volume adequado
em pl.

. Monitoramento: Acompanhar a corrida analitica, que costuma durar entre 10 e
40 minutos.

Cuidados Criticos e Restricoes ao Usar

Filtragem Obrigatéria: E estritamente necessario pré-filtrar todas as amostras
em membrana filtrante com poros de diametro < 0,45 pm para evitar o entupimento
das tubulagoes e a degradacao precoce da coluna analitica.

Restricao de Tampoes: Evitar o uso de solucao tampao na fase moével. Sais
podem precipitar e danificar permanentemente as bombas e vias do equipamento.

Modificadores Quimicos: O uso de qualquer modificador na fase madvel deve
respeitar rigorosamente as recomendacgoes técnicas do fabricante da coluna utilizada.
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