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Codigo: FMC510046-41000242DO/ME

Nome da disciplina: Cromatografia liquida aplicada a andlise de drogas e a outras
substancias bioativas.

N° de Créditos: 3 Total Horas-Aula:45

Docentes:

Prof. Rui Daniel S Prediger (Coordenador do PPG em Farmacologia)

Ministrante: Prof. Anicleto Poli (email: poli.anicleto@ufsc.br)

Semestre/Ano: 1/2022

Periodo: 04/05/2022 a 29/06/2022

Horario: Quarta-feira, das 08:30 as 11:30 h ou a combinar (conforme cronograma anexo)
Nuiamero de vagas: 10

Local das aulas: Sala 14, FMC, CCB, Bloco “D”, térreo. Se houver atividade em Ambiente

Virtual de Ensino e Aprendizagem (AVEA) seré através da plataforma Big Blue ButtonBN no
Moodle (Conferéncia Web).

Horario e local de atendimento a alunos:

O atendimento sera por feita por solicitagdo do académico ao professor ou através do Forum
da disciplina no Moodle.

Pré-requisitos

Nao ha. Sera dada prioridade aos alunos do programa de pds-graduagdao em Farmacologia da
UFSC.

Ementa:

Principios gerais de cromatografia liquida — Historico, conceituacdo, classificacdo,
mecanismos de separacao, fase mével e estacionaria, parametros da separagdao. Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Instrumental utilizado em cromatografia liquida.
Desenvolvimento e validagao de métodos cromatograficos. Preparo de amostras.




Metodologia de ensino:

Atividades tedricas:

Aulas tedricas: Serdo desenvolvidas presencialmente pelo professor através de
exposicao oral usando os recursos de slides.

Seminarios: Discussdo com os alunos de textos de artigos sobre os assuntos
apresentados na forma presencial pelos proprios alunos.

Aulas tedrico/praticas: Os alunos terdo uma atividade pratica demonstrativa com o
objetivo de realizar uma separagdo cromatografica e produzir os principais parametros
da cromatografia. Sobre a atividade teorico/pratica o aluno produzira um relatorio que
fara parte do seu processo de avaliacdo de desempenho na disciplina.

Frequéncia: A frequéncia as atividades serd computada pela presenca nas atividades
previstas.

Avaliacao:

A avaliagdo sera feita pela apresentacdo de semindrio e pela participacdo das
atividades teorico/praticas com a elaboracao de relatorios;

O valor de cada avaliagdo sera discutido com os alunos no inicio do curso, quando da
apresentacao do Plano de Ensino.

De acordo com normas vigentes da UFSC (Resolucao 017/CUn/97), a média da nota para
aprovacao ¢ 6,0, ficando para recuperagdo o aluno que obtiver média entre 3,0 e 6,0.

Recuperacao: A recuperacao consistira de atividades didatico-pedagdgicas executadas
pelo aluno, sob a orientagdo do professor, durante um periodo de tempo, destinadas a
adquirir competéncias sobre conteidos em que ndo obteve rendimento suficiente, de
modo a capacita-lo para realizar uma nova avaliagao.

Nova avaliagdo: Apos as atividades de recuperagdo uma nova avaliagdo sera realizada
sobre os conteudos para os quais ndo obteve suficiéncia anteriormente.



Conteudo Programatico e Cronograma:

I - PRINCIPIOS GERAIS DE CROMATOGRAFIA.

1 - Introdugdo. 2 - Historico. 3 — Classificagdao da cromatografia. 4 — Mecanismos de interagao
5 - Terminologia geral. 6 — Caracteristicas da fase movel (Componente forte e fraco), mistura
de solventes — dgua, tampodes, acetonitrila, metanol, dioxana, n-hexano, n-heptano, alcool
isopropilico, tetrahidrofurano, pH e forca i6nica. 7 - Caracteristicas da fase estaciondria
(recheio) — materiais, estrutura, forma, tamanho das particulas, porosidade das particulas,
resisténcia, eficiéncia cromatografica, aplicabilidade. 8 - Caracteristicas das colunas. 9 —
Caracteristicas da eluicdo (corrida) — Velocidade de fluxo, eluicdao isocratica, eluicdo por
gradiente, volume morto, tempo de retengdo, temperatura. 10 — Propriedades do analito
(soluto ou composto de interesse), identificagdo e quantificacdo. 11 — Inje¢do da amostra —
Efeito de volume e carga (massa). 12 - Caracteristicas do cromatograma — banda, pico (base,
altura, area, largura, ombro, cauda. 13 - Parametros qualitativos da separagao cromatografica -
razao de distribuicdo das massas ou fator de capacidade (k’), fator de separacdo (o, alfa),
retencao relativa, resolucdo, eficiéncia, seletividade, repetibilidade. 14 — Aparelhagem.

II - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE).

1- Principios de CLAE. 2 — As técnicas da CLAE. 3 — Caracteristicas das fases moveis usadas
em CLAE.

4 - Caracteristicas das fases estacionarias usadas em CLAE. 5 - Caracteristicas das colunas
usadas em CLAE.

I1I - INSTRUMENTAL UTILIZADO EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A - Instrumentos: 1. Bombas, 2. desgaseificadores, 3. Fornos para colunas, 4. Valvulas de
injecdo, 5. Auto-injetores, 6. Registradores, integradores e softwares, 7. Detectores (de
espectrometria UV — Vis, de Fluorescéncia, de Indice de refracdo, Eletroquimico, de
espectrometria de massa.

Sobre os detectores: 1. O detector ideal, 2. Principio de operagdo, 3. Limite de detecgao. 4.
Faixa de Linearidade, 5. Tipo e Volume de Cela, 6. Sensibilidade a temperatura, 7.
Sensibilidade a vazao de fase movel e suporte a gradiente, 8. Aplicabilidade.

B - M¢étodos de lonizagdo de moléculas: 1. Por impacto de elétrons, 2. Foto-ionizagado, 3.
bombardeamento de ions, 4. bombardeamento com particulas neutras, 5. por eletro-
nebulizacao (ESI), 6. térmica (ion + € -), 7. de campo, 8. quimica e 9. termo-nebulizagao.

C - Analisadores de massa: 1. O analisador magnético, 2. O time-of-flight (TOF), 3. O de
ressonancia Cyclotron e 4. O quadrupolo.

IV — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

1. Introducgdo. 2. Selecdo do ensaio e desenvolvimento de métodos cromatograficos. 3.
Protocolo Experimental Analitico - (POPs). 3. Qualidade do método. 4. Recuperacao
analitica. 5. Recuperacdo do padrdo interno. 6. Padronizagdo. 7. Padrao externo e interno. 8.
Seletividade/especificidade. 9. Calibragdo: Curva de calibragao, linearidade e tratamentos dos
dados. 10. Sensibilidade: limite de detec¢ao e quantificagdo. 11. Exatidao (viés). 12. Precisao
(variabilidade) 13. Repetibilidade. 14. Reprodutibilidade. 15. Controle de Qualidade
(amostras). 16. Estabilidade. 17. Re-ensaios (Repeticdes). 18. Robustez. 19. Registros e
documentos e sua guarda.

V — PREPARO DE AMOSTRAS
1. Extracao e purificagdo/concentragdo do analito na amostra. 2. Extra¢do liquido-liquido. 3.
Extracdo em fase solida. 4. Extragdo com membranas. 4. Automagao no preparo de amostras.



VI - ATIVIDADES TEORICO/PRATICAS DE LABORATORIO
Demonstracao da influéncia da composi¢do da fase-movel, da velocidade de fluxo, do pH e
da temperatura sobre os parametros de separacdo de drogas (padrdes) por HPLC de fase-
reversa com detec¢ao UV.
Preparo de curva de calibragdo de um analito (droga) e analise por HPLC.

2.1. Otimizacao das condi¢des de andlise para o analito pela injecdo de padrdes no

1.

HPLC.

2.2. Preparo de Curva de Calibragdo e modos de diluicao.
2.3. Analise, coleta e tratamento dos resultados e elaboragao de relatorio.

CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Data/Aula Detalhamento do conteudo

1°dia I - Principios gerais de cromatografia.

04/05/2022 Apresentacdo da disciplina; Introdugdo; Historico; Classificagcdo da

Aula 1 cromatografia;
Mecanismos de interacdo; Terminologia geral. Caracteristicas da fase
movel; Caracteristicas da fase estacionaria; Caracteristicas das colunas;
Caracteristicas da elui¢cdo; Propriedades do analito; Injecdo da amostra;
Caracteristicas do cromatograma; Parametros qualitativos da separagao
cromatografica.

2° dia IT - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

11/05/2022 Principios de CLAE; As técnicas da CLAE; Caracteristicas das fases

Aula 2 moveis usadas em CLAE; Caracteristicas das fases estacionarias usadas
em CLAE; Caracteristicas das colunas usadas em CLAE.

3°dia IIT - Instrumental utilizado em cromatografia liquida (I)

18/05/2022 Bombas; Desgaseificadores; Fornos para colunas, Valvulas de injecao;

Aula 3 Auto-injetores; Registradores, integradores e softwares. Detectores (de
espectrometria UV — Vis, de Fluorescéncia, de Indice de refracao,
Eletroquimico, de espectrometria de massa).

4° dia IV - Desenvolvimento e validacdo de métodos cromatograficos (1)

25/05/2022 Introdugao; Sele¢do do ensaio ¢ desenvolvimento de métodos

Aula 4 cromatograficos; Protocolo Experimental Analitico - (SOPs); Qualidade
do método; Recuperacao analitica; Recuperagdao do padrdo interno;
Padronizagao; Padrao externo e interno; Seletividade; Calibracao: Curva
de calibragao, linearidade e tratamentos dos dados; Sensibilidade: limite de
deteccdo e quantificagao.
Exatidao (viés); Precisdo (variabilidade); Repetibilidade;
Reprodutibilidade;
Controle de Qualidade (amostras); Estabilidade; Robustez; Re-ensaios
(Repeticdes); Re-andlise; Registros e documentos e sua guarda

5° dia V — Preparo de amostras

01/06/2022 1. Extracdo e purificagdo/concentracdo do analito na amostra. 2. Extragao

Aula 5 liquido-liquido. 3. Extragdao em fase solida. 4. Extracdo com membranas.
4. Automacgao no preparo de amostras.




6° dia VI — ATIVIDADE TEORICO/PRATICA
08/06/2022
Aula 6

7° dia VIII — SEMINARIO 1 — Discussio de artigos.
15/06/2022
Aula 7

8° dia IX - SEMINARIO 2 — Discusséo de artigos
22/06/2022
Aula 8

9° dia X - Discussao dos relatorios, avaliacdo geral e encerramento da disciplina.
29/06/2022
Aula 9

Bibliografia Recomendada e links de interesse:

1) COLLINS, C. H., BRAGA, G. L. & BONATO, P. S. Introducdo a métodos
cromatograficos. Campinas, Editora da UNICAMP, 1993, p. 218-223.

2) SNYDER, L. R., GLAJCH, J. L. & KIRKLAND, J. J. Practical HPLC method
development. New York, John Wiley& Sons Inc., 1988.

3) WILLIS, W. V. Laboratory experiments in liquid chromatography. Boca Raton, CRC
Press Inc., 1991.

4) VICKREY, T. M. (Editor) Liquid chromatography detectors. New York, Marcel Dekker
Inc. 1983.

5) AGUILAR M. I. HPLC of Peptides and Proteins. Methods and Protocols. Totowa, New
Jersey, Humana Press Inc., 2004.

6) SAMANIDOU, V. (Editor). Solid Phase Extraction: State of the Art and Future
Perspectives. https://www.mdpi.com/books/pdfview/book/1408. Acesso em 12/08/2020.

Observacao: A Resolugdo Normativa de 21 de julho de 2020 Art.14, §20 dispde que
bibliografia principal das disciplinas devera ser pensada a partir do acervo digital disponivel
na Biblioteca Universitaria, como forma de garantir o acesso aos estudantes, ou, em caso de
indisponibilidade naqueles meios, os professores deverdo disponibilizar versdes digitais dos
materiais exigidos no momento de apresentagdao dos projetos de atividades aos departamentos
e colegiados de curso.

Este Plano de Ensino foi aprovado pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduag¢do em
Farmacologia em 15/03/2022.




