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Plano de Ensino de Disciplina

Cédigo: FMC 3140000 |

Nome da disciplina: CROMATOGRAFIA LIQUIDA APLICADA A ANALISE DE DROGAS
E A OUTRAS SUBSTANCIAS BIOTIVAS.

N° de Créditos: 3,0 Total Horas-Aula: 45 h

Docentes: Responsavel: Coordenador da Pos-graduagdo em Farmacologia
Ministrante: Anicleto Poli

Semestre/Ano: 1° seméstre de 2019

Periodo: 04 / 04 /_ 2019 a_06/_ 06 / 2019
Horério: 5* feiras — 8:20 — 11:50 h

Numero de vagas: 10

Local daé aulas: FMC - Sala 14 ou a alocar

Horério e local de atendimento a alunos:

e Sera feito agendamento de horario por demanda e o local sera em sala apropriada do Depto.

Pré-requisitos:

e Naio ha. Sera dada prioridade aos alunos do programa de po6s-graduagdo em Farmacologia da
WESC: '

Ementa:

e Principios gerais de cromatografia liquida — Historico, conceituagéo, classificagdo, mecanismos
de separagdo, fase movel e estacionaria, parametros da separagdo. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Instrumental utilizado em cromatografia liquida. Desenvolvimento e validagdo
de métodos cromatograficos. Preparo de amostras.

Metddologia de ensino:

e Aulas teoricas: Serdo desenvolvidas pelos ministrantes através de técnica de exposi¢do oral com
projetor multimidia (data-show). Discussdo com os alunos de textos de artigos sobre os assuntos
apresentados na forma de seminarios pelos proprios alunos. |

e Aulas tedrico/praticas: Resolugdo de calculos e discussdo de exercicios e problemas (PBL), preparo
de planilhas para calculos empregando o Microsoft Excel.
e Aulas praticas: Serdo desenvolvidas pelos professores e/ou técnicos com a participagdo dos alunos.

Os alunos trabalhardo em grupo e irdo propor uma metodologia analitica para andlise cromatografica
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de uma substancia de nosso interesse. Sobre a atividade pratica o aluno produzira um relatrio que

fara parte do seu processo de avaliagdo de desempenho na disciplina.

Avaliagio:

e Processo de Avaliagdo e Critérios: A avaliagdo sera feita continuamente com cada aluno envolvendo
conhecimentos que avaliardo os aspectos cognitivos, procedimentais e atitudinais. Assim, serad
considerada a participagdo do aluno nas aulas teéricas e a apresentagdo de semindrios. Nas atividades
praticas a elaboragdo de relatorios e exercicios (problemas) a serem resolvidos pelos alunos durante o
curso. O valor de cada avaliagdo sera discutido com os alunos no inicio do curso, quando da apresentago
do Plano de Ensino. Em geral sdo bem aceitas as atribui¢des de peso 6,0 para os semindrios e peso 4,0
'para os exercicios, relatérios e participag@o as aulas incluindo a frequéncia.

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

e Recuperagdo: A recuperagdo consistird de atividades didatico-pedagégicas 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 capacitd-lo para realizar uma nova
avaliagdo. ;

e Nova avaliacdo: Apods as a;tividades de recuperag¢do uma nova avaliagdo sera realizada sobre os contetidos

para os quais ndo obteve suficiéncia anteriormente.

Conteudo Programatico e Cronograma:

I - PRINCIPIOS GERAIS DE CROMATOGRAFIA.

1 - Introdugdo. 2 - Histérico. 3 — Classificagdo da cromatografia. 4 — Mecanismos de interagdo 5 -
Terminologia geral. 6 — Caracteristicas da fase movel (Componente forte e fraco), mistura de solventes —
agua, tampdes, acetonitrila, metanol, dioxana, n-hexano, n-heptano, alcool isbpropilico, tetrahidrofurano,
pH e forga i6nica. 7 - Caracteristicas da fase estacionaria (recheio) — materiais, estrutura, forma, tamanho
das particulas, porosidade das particulas, resisténcia, eficiéncia cromatografica, aplicabilidade. 8 -
Caracteristicas das colunas. 9 — Caracteristicas da eluigdo (corrida) — Velocidade de fluxo, elui¢do
isocratica, elui¢do por gradiente, volume morto, tempo de reten¢do, temperatura. 10 — Propriedades do
analito (soluto ou composto de interesse), identificagdo e quantificagdo. 11 — Injegdo da amostra — Efeito
de volume e carga (massa). 12 - Caracteristicas do cromatograma — banda, pico (base, altura, area,
largura, 'ombro, cauda. 13 - Parametros qualitativos da separagdo cromatografica - razio de distribuicido
das massas ou fator de capacidade (k’), fator de separagdo (a, alfa), reten¢do relativa, resolugdo,

eficiéncia, seletividade, repetibilidade. 14 — Aparelhagem.
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11 - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE).
1- Principios de CLAE. 2 — As técnicas da CLAE. 3 — Caracteristicas das fases mdveis usadas em CLAE.

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

CLAE.

I11 - INSTRUMENTAL UTILIZADO EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A — Instrumentos: 1. Bombas, 2. desgaseificadores, 3. Fornos para colunas, 4. Vélvulas de inje¢do, 5. Auto-
injetores, 6. Registradores, integradores e softwares, 7. Detectores (de espectrometria UV — Vis, de
Fluorescéncia, de Indice de refragdo, Eletroquimico, de espectrometria de massa.
Sobre os detectores: 1. O detector ideal, 2. Principio de operagéo, 3. Limite de deteccdo. 4. Faixa de
Linearidade, 5. Tipo ¢ Volume de Cela, 6. Sensibilidade a temperatura, 7. Sensibilidade a vazio de

fase mével e suporte a gradiente, 8. Aplicabilidade.

B - Métodos de lonizagdo de moléculas: 1. Por impacto de elétrons, 2. Foto-ionizagdo, 3.
bombardeamento de ions, 4. bombardeamento com particulas neutras, 5. por eletro-nebulizagdo (ESI),

6. térmica (ion + e -), 7. de campo, 8. quimica e 9. termo-nebulizagao.

C- Analisadores de massa: 1. O analisador magnético, 2. O time-bf—ﬂight (TOF), 3. O de ressonancia

Cyclotron e 4. O quadrupolo.
IV — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

1. Introdugéo. 2. Selegdo do ensaio e desenvolvimento de métodos cromatograficos. 3. Protocolo |
Experimental Analitico - (POst. 3. Qualidade do método. 4. Recuperagéo analitica. 5. Recuperagdo do
padréo interno. 6. Padronizagdo. 7. Padrdo externo e interno. 8. Seletividade/especificidade. 9.
Calibragio: Curva de calibragdo, linearidade e tratamentos dos dados. 10. Sensibilidade: limite de
detecgdo e quantificagdo. 11. Exatiddo (vi€s). 12. Precisdo (variabilidade) 13. Repetibilidade. 14.
Reprodutibilidade. 15. Controle de Qualidade (amostras). 16. Estabilidade. 17. Re-ensaios (Repetigdes).

18. Robustez. 19. Registros e documentos € sua guarda.

V — PREPARO DE AMOSTRAS |
1. Extragdo e puriﬁcagéo/concentragﬁo do analito na amostra. 2. Extracdo liquido-liquido. 3. Extracdo em

fase solida. 4. Extragdo com membranas. 4. Automagao no preparo de amostras.

VI - ATIVIDADES PRATICAS DE'LABORATORIO
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1. Demonstragdo da influéncia da composi¢do da fase-movel, da velocidade de ﬂuxd,. do pH e da

temperatura sobre os parametros de separa¢do de drogas (padrdes) por HPLC de fase-reversa com
deteccdo UV.

2. Preparo de curva de calibragdo de um analito (droga) e anélise por HPLC.

2.1. Otimizagdo das condigdes de anélise para o analito pela inje¢ao de padrdes no HPLC.

2.2. Preparo de Curva de Calibrag@o e modos de diluig@o.

2.3. Andlise, coleta e tratamento dos resultados e elaboragdo de relatério.

Bibliografia Recomendada e links de interesse:
1) COLLEINSS "G "H.; ' BRAGA, G L. & BONATO, P. S. Introdugdo a métodos cromatograﬂcos

Campinas, Editora da UNICAMP, 1993, p. 218-223. :
2) SNYDER, L. R., GLAICH, 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) CONSTA_NTIN, E. & SCHNELL, A. Mass spectrometry. Chichester, Ellis Horwoo'd Ltd, 1990.
6) AGUILAR M. L HPLC of Peptides and Proteins. Methods and Protocols. Totowa, New Jersey,

Humana Press Inc., 2004.
7) SCOTT R. P. W. Liquid chromatography. Library4Science, 2003, http://www.library4science.com/
8) SCOTT R. P. W. Liquid chromatography detectors. Library4Science, 2003,

http://www.library4science.com/
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CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

FMC 3140000 - Cromatografia liquida aplicada a anélise de drogas ¢ a outras substincias biotivas.
Horéarios das aulas: 5° Feiras - 08:20 — 11:50 h.

Local: Sala FMC 14 — Piso térreo (Teéricas) e Laboratério (Praticas). .

Professores: Anicleto Poli (Ministrante), Rui Daniel S. Prediger (Coord. PG - Responsavel) Sala 117,
Fones 3721-4861, email: poli.anicleto@ufsc.br '

Data/Aula | Detalhamento do conteudo

1°dia I - Principios gerais de cromatografia.

laragiu Apresentagdo da disciplina; Introdugdo; Histérico; Classificagdo da
cromatografia; Mecanismos de interagdo; Terminologia geral. Caracteristicas
da fase movel; Caracteristicas da fase estaciondria; Caracteristicas das

Tebrica -colunas; Caracteristicas da eluigdo; Propriedades do analito; Inje¢ao da

~amostra; Caracteristicas do cromatograma; Parametros qualitativos da
separa¢do cromatografica.

2° dia _ | I - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

11/04/2019 \ Principios de CLAE; As técnicas da CLAE; Caracteristicas das fases moveis

; TEomics usadas em CLAE; Caracteristicas das fases estacionarias usadas em CLAE;
Caracteristicas das colunas usadas em CLAE. :

3°dia , I1I - Instrumental utilizado em cromatografia liquida (I)

18/04/2019 Bombas; Desgaseificadores; Fornos para colunas, Valvulas de injecdo; Auto-
injetores; Registradores, integradores e softwares. Detectores (de

. espectrometria UV — Vis, de Fluorescéncia, de indice de refracéo,

Tedrica Eletroquimico, de espectrometria de massa).

4° dia IV - Desenvolvimento e validagdo de métodos cromatograficos (I)

25/04/2019 Introdug¢do; Selegdo do ensaio e desenvolvimento de métodos
cromatograficos; Protocolo Experimental Analitico - (SOPs); Qualidade do

L método; Recuperagdo analitica; Recuperag@o do padrdo interno;

Teorica Padronizagio; Padrdo externo e interno; Seletividade; Calibrag¢do: Curva de
calibragdo, linearidade e tratamentos dos dados; Sensibilidade: limite de
detecgdo e quantificacgéo.

Exatiddo (viés); Precisdo (variabilidade); Repetibilidade; Reprodutibilidade;
Controle de Qualidade (amostras); Estabilidade; Robustez; Re-ensaios
(Repetigdes); Re-analise; Registros e documentos € sua guarda

5° dia V — Preparo de amostras

02/05/2019 1. Extra¢do e purificagdo/concentragdo do analito na amostra. 2. Extragao
liquido-liquido. 3. Extragdo em fase s¢lida. 4. Extragdo com membranas. 4.

. Automagdo no preparo de amostras.

Tedrica

6°dia . VI- ATIVIDADE PRATICA

'109/05/2019 |

7° dia VII - ATIVIDADE PRATICA )

16/05/2019

8° dia VIII — SEMINARIO — DISCUSSAO DE ARTIGOS

23/05/2019
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8° dia
30/05/2019

IX - SEMINARIO — DISCUSSAO DE ARTIGOS

9°dia
06/06/2019-

X — Entrega e discussdo dos Exercicios. Planejamento da recuperagdo (se for o
€aso). '

- = —~ = = ) z
i Pfof. Anicleto Poli
~ Ministrante

Aprovado pelo Colegiado da PGFMC em ....... niroze fessanges

Coordenador PG




