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Aplicacoes da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéencia (HPLC)
l:/] — Toxicologia
l?l — Cosmeéticos
C — Farmacos
U
z HPLC > Pesticidas
@) ]
- Alimentos
2 — Proteinas
0 Pré-requisito: a amostra deve ser soluvel
1 na fase movel > | Aminoacidos
2
I Corantes
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
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Figura 3 M.S. Tswett junto da sua unidade cromatogrdfica em 1910 (adaptodo

de 3).

Historico

1803 1A 18n0A

Mikhael Semenovich Tswett (1906)

Mikhail S. Tswett:

Um legado para a cromatografia moderna

DGUEIRA®

QUIMICA 100 JAN | MAR 06

(adaptado de 3).

| o Xantifila B
~=—— Clorofila f

———— Clorofila o
o Xantofila o

Eﬁﬁ- —~— Xantfila o

Figura 4 Unidade cromatogrdfica contendo cinco colunas (a) e unidade preparativa (b) utilizadas
por M.S. Tswett duramnte o trabalho experimental; cromatograma relativo a separacdo de pigmentos
de plantas, usando carbonato de cdlcio como fase estaciondria e disulfito de carbomo como eluente (o)
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Mikhael Semenovich Tswett (1906)
“Cromatografia”
M “Cromatograma”
l “Método cromatografico”
N
l Mikhail_risvr:ﬁnovich
C Tswett, M.S. Ber. Deutsch Bot. Ges., 24 (1906) iETes]
U V4 7 - V4 . ~
R Método fisico-quimico de separacao de
S componentes de wuma mistura, que envolve a
O
s distribuicdo diferencial destes em um
é heterogéneo bifasico:
o 1 - FASE ESTACIONARIA;
i 2 - FASE MOVEL.
2
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Evolucao das Tecnicas Cromatograficas
M 1906 Tswett — CROMATOGRAFIA EM COLUNA (CC)
I extratos vegetais; coluna ¢/ CaCOj; éter de petréleo
N
I 1938 Izmailov e Shraiber - CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD, TLC)
C extratos vegetais; placa de vidro ¢/ alumina
U ERA da “Cromatografia Moderna”: Prémios Nobel — 1937, 1938, 1939.
R
S 1941 Martin e Synge - CROMATOGRAFIA GASOSA (CG, GC)
@)
S 1952 iViartin e James — CROMATOGRAFIA GASGOSA (CG, GC)
2 Décadas de 1960/1970
O Karr, Jentoft, Gouwn, Huber, Hulsman, Snyder e Kirkiland -
1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE, HPLC)
2
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Mecanismo de separacao cromatografica

A separacdo cromatografica é obtida a partir de interacGes diferenciadas
entre os analitos componentes da mistura, fase estacionaria e fase

movel.
FM FASE MOVEL AMOSTRA
N N FASE
- ﬁ ESTACIONARIA
COLUNA
. RECHEADA
g -or T % DETECTOR '

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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CROMATOGRAFIA: CLASSIFICACAO PELA POLARIDADE DA
FASE ESTACIONARIA

Cromatografia em FASE NORMAL.: fase estacionaria polar.

Ex.: silica gel

OR
RO—?—?i—OHé
N—

Cromatografia em FASE REVERSA: fase estacionaria de baixa
polaridade.

Ex. silica de fase ligada C18

\ /
i I| |
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FASE NORMAL: fase estacionaria

soefescccccosccsn,
M .

RO-:Si—OH;

oooloooooooooooo"

OR

0000000000000 000000000000000000000

Ref. 84. Copyright © 2002 Waters Corporation.)

Quim. Nova, Vol. 25, No. 4, 616-623, 2002

polar

Ligacdo de

Hidrogénio
Silandbis
Vicinais

/H "‘f,,//H Silanois

Silanol

Ligacéao Isolado
o) o Geminais Siloxano o
™ I I HO\ /OH o I
/S‘I\O/SI\O /S‘I\o /S|\O /1... /S‘i /S‘i\
0 0 0 5 !

_L_ 7£i— —éi— —Li,i— —‘Si— —éi— ‘
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FASE NORMAL.: fase estacionaria polar

!
—OH
T—0CH _
E N XaS8iR + H,0
= —_—
— OH MaoiR'
+—0OH
X=Cl

—>Quando se utiliza silica-gel
derivatizada com grupos
polares (fenila, ciano, amino,
diol), tais fases estacionarias
podem ser utilizadas tanto
para cromatografia em modo
normal (fase estacionaria polar
a eluente apolar) ou em fase
reversa (fase estacionaria
apolar a eluente polar).

Quim. Nova, Vol. 25, No. 4, 616-623, 2002

— D\\\
—+O0—S—R'
<
—O0—=5i R
5 /
= Q + HCI
\ .
——'l::"—}SI—FE
r
o]
S _
——{j—$| R’
R’ = CN, Diol, Fenila, NH,
T ¢
CN (cianopropila) = E —Si—O—Sli—CHz-—-CHz-CHz-—C'-_—-:N
WAAS CHS
T CH OH
| i i
DIOL = é —Si—O—?i—CHz—CHz-CH2—O—CH2-CH—CH2—OH
AAAS CH3
T
Fenila = 3 _Sli_o_sli—©
AAS CHS
WA

CH,

: L.
NH, (aminopropil) = % _S'_O_?'_CH2_CH2'CH2_NH2

AAS CHS
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FASE NORMAL.: fase estacionaria polar

Fase estacionaria polar (silica, NH,, CN, diol)
M | . - ' Fase mével apolar
I — — — — ! -(Hexanu, diclorometano)
N
I analitos
C - - -
U Substancia polar Substacia apolar |
R
S E e e

COLUNA Eluem primeiro as substancias
O = e apolares que possuem uma menor
S interacdo com a fase estacionaria
olar.
) 2 = = % DETECTOR -
= I ?
O TEMPO
1
2 Aplicavel a analise de substancias insoluveis em agua: 6leos,
gorduras, lipidios. Destaca-se na separagao de isGmeros.
Fonte: Waters corporation
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal




Mecanismo de separacao cromatografica
M
|
N
|
C
U
R
S AcetonitrileWater [90:10)
O
S ;
- Fase Estacionaria
2 —
O Fase maovel
; Interacdes analito - Fase estacionaria - Fase mowel
Fonte: Adaptado de Waters corporation
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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Caracteristicas das FASES NORMAIS

LigacBo de
¥ Hidrogénic
Silandis
Silanol

Vicinais
. H ;
SN e o
\ | | HO\ /DH o I
i . . 0N
-5 N0 o '\o/S'\o/S\o/SI\O/T'\
Q o o JJ o o

Si Si li Si —8i— —8i— —8i

H

1 ]
\ \

Phenyl columns Cyano column

Vantagens

Desvantagens

1. Versatilidade na mudanca de
seletividade alterando as fases moveis e
estacionarias

2. Colunas estaveis quando se utiliza
solventes nao aquosos

3. Uma grande variedade de substancias
organicas sao mais soluveis nos solventes
usados em fase normal (utilem LC
preparativa)

4. Decréscimo de pressao menor devido a
baixa viscosidade dos solventes

5. Util para amostras que possam se
decompor em solugdes aquosas.

1. Amostras idnicas sao de dificil separagao

€ sao mais viaveis de se separar por fase
reversa

2. Controle da forca de eluicao menos
previsivel e mais demorado que em fase
reversa

3. Pior resolucao
. Flort ¢ao

4. Ponto de ebulicao reduzido pode gerar
bolhas

5. Alto custo dos solventes organicos

Fonte:Adaptado de CROMATOGRAFIA LIQUIDA MODERNA - HPLC/CLAE. LANCAS, FERNANDO MAURO
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Partmulas

Irregulares

~H Esféricas

W/ Didmetro: 3 a 200 um
| Poro: 60 a 120A
/OH

Vantagens:

» Elevada resisténcia mecanica
» Grande porosidade e area superficial

* Gel duro (intumescimento nao varia
em funr;ao do solvente).

O P ~ P
Ganhos e Perdas em

FASE NORMAL

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)

»ﬁ\,

Desvantagens:
+ Dificil controle da atividade de agua
+ Forte adsorc&o de substancias polares
+ Forte adsorcao de substancias basicas
« Limite operacional de pH (2 a 8)
« Sitios com energia de adsor¢ao

- diferentes.

% water
L] 0rs 015

BT T T T T T T 110

| I L. T |

-
30 40 50 60 0 80 S0 100
% water saluralicn

11
RG]

Influéncia do feor de agua da FM
sabre a eficiéncia (H) e retengdo (K').

FE: Silica FM: DCM

Amostra: Fenilpropanol

Conselho Regional de Quimica IV Regi&o (SP)

— Apoio: Caixa Econémica Federal
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Fases moveis em Fase Normal

Forca de Eluicao

Baixa (solvente A) » Hexano

>

Média

Cloroférmio, acetonitrila, tetrahidrofurano

Forte (solvente B) » Isopropanol, metanol

Retencdo aumenta com aumento da polaridade dos solutos.

Agentes de supressao ibnica melhoram a resolucao cromatografica

~ Acido acético ou formico para acidos.
Picos assimeétricos

Amonia ou trietilamina para bases.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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EFEITOS DA FASE MOVEL EM FASE NORMAL

» Solvente fraco (A): nao-polar

0,5<k<20
» Solvente forte (B): polar

» Seletividade (a) é fortemente influenciada pela proporcao do
solvente B utilizado na fase moével.

» Seletividade (a) é ainda mais fortemente influenciada pelo tipo do
solvente B utilizado na fase movel.

» F.E.s (poder de retengao): silica > amino > diol > ciano

» F.E.s (poder de separacao): ciano > silica > diol > amino

Fonte:Adaptado de CROMATOGRAFIA LIQUIDA MODERNA - HPLC/CLAE. LANCAS, FERNANDO MAURO

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



Efeitos da variacao de solvente POLAR na separacao
cromatografica
3
(@ .t X
20% B, = = 0.31
M 3<k<5, R, = 0.1 1 |'1| 5 Ill'
| | ' . .
: AJ" L,-'"-L jl \ Substancias analisadas
N 0 2 4
I Time (min) o p—_—
C I:ﬂ:l - —....-H.If'l']]If'l(]ll'li:{[llI [halene
4 - 2, 2,6-dimethylquinoline:;
U 40% B, ¢ = 0.38 )8 I
R 1<k<3, R, =13 1 Efl I|I 3, .,.,_ﬂ*r-dlmeth?]qumﬂlme;
| 3 .r||5 ') 4, 4-nitrophenol;
S I| |'n | I\ '
. J YAVAN S 5, quinoline:
© 0 1 2 - 6, isoquinoline
S Time (min) 1509
) ( Condigdes
2 25% B, £ = 0.33 ¢ \é cromatogréaficas
O 2<k<4,Re=16 )2 | |I B: Acetato de etila
l | N A Ciclohexano
1 2 [ -
VAVAY /1 Coluna de silica
2 0 ' 2 4 150%x4,6 mmx5 pm
Time (min) Vazéo de 2 mL min-'
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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Desenvolvimento de método em FASE NORMAL

guuEEEEEERRE g,
.t N,

&) 2 *;  Cyanocolumn %
El ......llllllll‘--“
' 13 . IE:
L
JUL : "
0 i 2 3
Time {min)
() - 3 Diod column
i 4 0 G
| fho i
— L A I -~
L] T IIII T T
0 2 4 10 12
Time {min) Time [min)
lc f I' . Amino column
Ve
N
f , Jll .Jl'llilt 'I'- A - ‘—:T
i
0 2 4 14 16
Time {min} Tima (min)
(o) 2 Silica column (estimate)
1 ’ Srl b
4 h3 6
A 17 f
|I._,|| .I I._JI I| Il. 'I.Illl
1 10 10° 107 10" 10° 10° 107
Time | min)

™ _ 4 ___ 472 __°= __ _
cstilrdieyids

A. Coluna Ciano (solvente A:

hexano; solvente B:
propanol).

B. Verifique a presenca de

cauda nos picos.

C. Mudar a proporg¢ao do

solvente B; substituindo
o tipo de solvente B
(diclorometano, ACN) e
sua proporc¢ao.Em ultimo
caso, substitua o tipo de
coluna (diol, amino,
silica).

D. Otimize as condi¢coes da

coluna (L; diametro da
particula e vazao da fase
movel.)

Fonte:Adaptado de CROMATOGRAFIA LIQUIDA MODERNA - HPLC/CLAE. LANCAS, FERNANDO MAURO

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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Fase ligada amino (NH,)

Analise de esterdides em sangue

Q | UHx:
N °

CH,

CHa

23

1. Desoxicorticosterona 4, Cortisona

& =,

N

2. Desoxicortisona

3. Corticosterona 5. Hidrocortisona I |

COLUNA: Zorbax-NH, 10 pm
280 x 4.6 mm

Fluxo 3,0 mLfmin

Detetor UV 254 nm

FM quaternaria
MTBE 40%
DCM 15%
CHCL, 42%
MeOH 3%

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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Fase ligada amino (NH,)

Amostra de suco de frutas:

— OH
@—c« K ﬁ e uva, tomate laranja...
OH OH OH

4_ Arabinose

Coluna: Hypersil 5 AFS
100 X 3,0 mm
FM: ACN/Agua 80:20
Fluxo: 0.5 mL/min
Detector: RI

9. Frutose

Conselho Regional de Quimica IV Regi&o (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



FASE REVERSA

Fase estacionaria de baixa polaridade — C2, C4, C8, C18.
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silica

N—-=0NDN

Figura 3. Representacdo esquematica da fase estacionaria obtida pela

polimerizacdo horizontal de uma mistura de organossilanes com cadeias

alifaticas C-1 e C-18%

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal




Mecanismo de Interacao em Fase Reversa

CLAE C18: adsorg¢ao do analito na fase estacionaria

/

Silica

R

reversed-phase octadecyl (C,g) modified silica sorbent

WMOWICN—2Z—2
/
/

Interagoes ANALITO X FE e FM X FM
(em ordem decrescente de intensidade):

Van der Waals
Dipolo — dipolo
Dipolo — dipolo induzido
Dipolo induzido — dipolo induzido

N —=O0ONDN

Interagoes residuais: pte. H

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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—OH

T OH
g

+—0OH

+0OH
|

XsSR 4o
——
X3SiR'
X=ClI

silica

FASE REVERSA:
Fase estacionaria de baixa polaridade — C2, C4, C8, C18

R’=C2,C4,C8 EC18

M

| CHJ
C2= c- §—Si-o-?i-CH2—CH3
ww  CHy

C4= B z ‘Tﬁ (l:Hl

-Si“o-?i‘CHz‘CHz'CHQ*CHg

WA CH3

M

CHy
|
C8=G= é—Si-O-?i—CHz—CH;-CH;—CHZ-CHZ—CHz—CHz—CHg
W CHy
N CHy
; e 3o Q1 S CH, == CH, »CH, =CH,=CH, =CH, =CH,=CH,=CH,=CH
C18=(15=$ | /) /il il 2 /i 22|2
WAS CH} HJC-HZC-HZC-Hzc-Hzc-Hzc-Hzc-CHz

Modo de HPLC mais utilizado (~80%): compostos n&o ibnicos,
compostos polares a mediamente apolares.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal




Cromatografia de Fase Reversa (FR)*

FE menos polar que FM.

Coluna Fase Reversa C18:

Aplicagao quase universal

(~ 70% das aplicagdes na literatura)

Permite analise desde substancias hidrossoluveis
e/ou ibnicas até substancias lipofilicas.
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| *Vantagens:

- Equilibrio mais rapido

- Menor adsorcgao irreversivel

-Agua n3o influi na reprodutibilidade
-Sitios de adsor¢cao mais homogéneos
-Eluicao em gradiente facilitada

N —=O0ONDN
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Cromatografia de Fase Reversa (FR)

ODS, RP-18, C-18 jS\i 0-8i

/

\

. /
Si0-Si__ "~ NN
e

RP-8, C-8 L8
. Y/

Fenil /S\l O-Sl’l\/\/©

TMS, C-1 s o.sif\
SOLVENTES MAIS COMUNS: ORDEM DE ELUICAO
- Agua (crescente)
- Acetonitrila (ACN) _—
- MeOH
- Tetraidrofurano (THF) POLAR —» APOLAR

Fase estacionaria apolar (C8, C18)

Analitos

Analito mais apolarl

recnC——— Fase movel polar

(metanol, acetonitrila, THF,

—
-y agua)

Analito mais polar

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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Cromatografia de Fase Re eversa (FR)

d
r— o
rc

-

menos polar que F

Fraco (solvente A) . Agua

Forte (solvente B) . Metanol, Acetonitrila,
Tetrahidrofurano

Nomograma

O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100% ACN/M,O

|
! !
| | | |
| ! ! !
! | ! | !
O 20 30 40 50 60 70 80 | 90 100% MeOH/H,0
|
|
|
!
!

I
|
i
50 EISO ?D: 80 90 100% THF/MH,0

Figure 6.11 Solvent-strength nomograph for reversed-phase HPLC (adapted from [28]). Two
mobile phases of equal strength (46% ACN and 57% MeOH) marked by e, as an example.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



Agentes de supressao ibnica melhoram a resolucao cromatografica
R-COOH +— R-COO + H* pKa 4-5
M ®-OH «<— ©-O+H" pKal0-12
l - A -d /t- f/ - /4 od
N Picos assimétricos _h CIdO acCetiCo Ou TOrmiICO para acidos.
I trietilamina para bases.
€ Amostras de acidos carboxilicos fendlicos 9 Ac. ferdlico H
R Coluna: uBONDAPAK C18
30 cm X 3,9 mm .
S FM: Agua, com 5% HOAc
'®) 1 5 Detecciao: UV 254nm
Tempo: 30 min. CH
S H 4. d-Catequina
- 8. Ac. o-coumérico 10 Ac. cinamico
2 l 8 1. Acido galico 2. Ac. protocatecuico 3, Ac. p-OH- benzmco
O Q-
9
1 7
2 ||l @
3 LL
£ 6 Ac. salicilico
5 Ac. cafeico 7. Ac. p- coumarlco
Conselho Regional de Quimica IV Regi&o (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal




Aplicacao: antidepressivos triciclicos
Coluna: Zorbax ODS 5um, 150 x 0,46 mm
FM: ACN/Tampao 30:70 + 0,2% TEA e p
M 0,2% TFA “5i.0. 51
I Tampao Fosfato 25 mM pH 2,5 “\
N Fluxo: 1,0 mL/min Detector: UV
I
C 1 | TYPEASILICA )
- ZORBAX-ODS 1
U 4 (Dimethyt-C18) 3
- 2

m
R 2 1. L_ K f\,__
S e -

m -
O g T 1 ] I I L I 1 Ll ] L) 1 1

. 4
S O 1 TYPEBSILICA Nienn it
- 0 ] ZORBAXRxC18 2, Desipraming  0.25 pg

W 1 (Dimethy-cigy ! ' : '

5 3. Amiriptyline  0.25 pg
2 8 7 ﬁ 4. Trimipramine 0.25 pg
O - H
'| -
2 0 2 4 8 & 0 12 “ W 1B 2 2 AH 28

« RETENTION TIME, min.
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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lise de tocoferodis —

Aplicacao: ana
EVERSA (C18)

FASE R

50,51 ANAAAAAAS
"X |

\

Coluna: Inertisil ODS 250 x 4,6 mm
FM: MeOH a 1,0 mL/min
Detector: UV (A.: 295 nm) o
1. d-tocoferol
2 4 5
2. B-tocoferol
3
l U L_
| | 4. Vitamina E - acetato
0 A iy

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



Aplicacoes das Principais Fases Estacionarias
C ,-Butil Separacao de Peptideos e proteinas
M Cg -Octil Solutos pouco ou altamente polares (peptideos
I pequenos, proteinas, esterdides, nucleosideos, farmacos
N polares, etc... )
I C,s -Octadecil | Solutos apolares ou moderadamente polares, acidos
C graxos, glicerideos, hidrocarbonetos aromaticos
U polinucleares, estéres, vitaminas soluveis, aminoacidos,
R farmacos, efc...
S -C¢H: Fenil Compostos moderadamente polares
O -CNNQEIM ou FN :comportamento semelhante a silica
itrila
S FR : seletividade diferente de C; C,;, ou fenil
é -NH, Amina FN : compostos polares (anilinas substituidas, ésteres,
0 pesticidas, etc.)
1 FR :carboidratos
2
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FASE ESTACIONARIA (Normais e Reversas)
COLUNAS CROMATOGRAFICAS

- tubo: aco inoxidavel 316 tratado; contém FE

* colunas capilares e nano: tubos de silica fundida

Coluna analitica:
C-18 250 x 4,6mm x 5uym

WowICO—2—2

Coluna semi-preparativa:
> C-18 250 x 21,2mm x 10um

N—= Q0N :
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Descricdo Dimensao Fluxo tipico |
Open tubular LC di <25 um <25 nL/min
Nanobore 25 pm <di <100 um 25 - 4000 nL/min
M Capillary 100 um <di £ mm 0,4 - 200 pl/min
I Microbore ITmm<di<21mm 50 - 1000 pL/min
N Narrow (small)-bore 21 mm<di<4mm 0,3 - 3,0 mL/min
Normal-bore 4dmm<di<d5mm 1,0 =10 mL/min
l Semipreparativa 5mm<di<10 mm 9,0 =40 mL/min
C Preparativa di> 10 mm > 20 mL/min
U
R Tabela IX-9 - Classificagdo das colunas de separacio
S Nome preferido Comprimento Didmetro interno  Vazdo Tamanho de
o (cm) (mm) (L min-l)y  particula (um)
S Colunas rapidas 3-10 2:6 1.000-5.000 3
: Convencional ou analitica 5-30 2-6 1.000-3.000 3;5;10
mall bore ou microbore 10-100 1-2 - . 3
> Small bo 5-200 1,35
O Capilar recheada 20-200 0,1-0,5 0,1-20 1; 3
.l Capilar semipermeével 100-10.000 0,02-0,1 0,1-2 1; 3
2 Capilar aberto ou tubo aberto 100-10.000 0,01-0,075 0,05-2 a
Preparativa 220 210 2 1.000 >10
a: Filme liquido ligad .
CAVALHEIRO A (IO NG 2s paredes
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CUIDADOS COM A COLUNA - CLAE
1. Manter a coluna sempre tampada
M 2. Evitar choques de pressao, térmicos e mecanicos
l 3. Usar pré-coluna (guard column)
N 4. Usar solventes ultrafiltrados
1 S. Pré-tratamento das amostras deve considerar eliminacao de
C particulas e de impurezas que possam ficar adsorvidas
U 6. Obedecer faixa de pH em que a FE ¢ estavel (2 < pH <8)
R 7. Eliminar sais, tampoes e aditivos de FM antes de armazenar
= coluna
(S) 8. Fazer diagnostico peridodico (N, Simetria ¢ k)
é Limpeza
O Silica: Hexanos—>DCM —5AcOEt 5DCM —>Hexanos (20 V_, de cada)
Fase reversa: MeOH ou ACN 100% -DCM — MeOH ou ACN 100%
; Fluxo: 1 a 2 mL/min Cavalheiro, A. J. 1Q-UNESP
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PRE-COLUNA (guard column)

WMOWICN—2Z—2

N —=O0ONDN

Instalada entre o injetor e a coluna, com cerca de 2 cm de
compr., tem a funcao de:

1. Remover particulas;

2. Remover substancias que teriam forte interacao com a
coluna;

3. Remover substancias que possam precipitar quando
em contato com kM e FE.

4. Resumindo, aumentar o tempo de vida das colunas.

m
As pre-coluna devem ser substituidas regularmente.
e ———————————————————————————————————

Cavalheiro, A. J. IQ-UNESP
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Otimizacao dos parametros envolvidos na
separacao cromatografica
PRATOS TEORICOS
M Conceito baseado na analogia entre CROMATOGRAFIA, DESTILACAO e
I .
N EXTRACAO COM SOLVENTES.
*Martin; Synge. Biochem. J., 75, 1538, 1941.
I
C By L L 20000
P Praeem I o o ratos tedricos
U T desliacho | _; _:- _:‘ ;_ :AA :rn 1i:.rr:ultﬂaIl::m_;lraﬁa
R C ERRRRS
S Sy ERERRS
O (A 3335
S (A) (B)
- Figura 2.1. “Pratos” em uma coluna de destilagdo (A) e “pratos tedricos™ em uma coluna de
cromatografia (B).
2
O COLUNA varios estagios de extracao lig.-lig.
1 CROMATOGRAFICA ou de pratos teéricos (destilacio)
2 :
FRATO TEORICO: segmento da coluna onde se atinge
um equilibrio termodinamico entre FM, FE e analito.
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NUMERO DE PRATOS TEORICOS E ALTURA
EQUIVALENTE A UM PRATO TEORICO

Numero de Pratos Tedricos expressa Eficiéncia em Cromatografia.

> ne de pratos teéricos ::> > eficiéncia da coluna

Altura Equivalente a um Prato Tedrico (H)
(Height Equivalent to a Theoretical Plate - HEPT)

L L : comprimento da coluna E

H — —_—— N: n° de pratos teéricos -
| H
=p

<H™ >N N=20
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] W\Q
@O-\ _/\/M

g F— RS RO
j DS g;. c: e

Particulas

a

S

Esféricas Irregulares
Diametro: 3 a 200 um
Poro: 60 a 120A

Time —

Column Length[mm]

NMumber of Theoretical Plates

Particle Size
3 gm 3 gm 2 pm
150 80,000 120,000 190,000
100 67,000 g0,000 160,000
50 33,000 40,000 a0,000
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EQUACAO DE van DEEMTER E SUAS MODIFICACOES

Equacao original de van Deemter:

H=A+Bp+C-n

H: altura equivalente a 1 prato tedrico
A: termo para difusdo turbulenta

B: termo para difuséo longitudinal

C: termo para transferéncia de massa
u: velocidade linear média da FM

Proceso Multlpaso
22382

f
N i &
=50 /

2

o)
< 00
Z

Difusién longitudinal

Reslstencla a la transferencla
de masa .- :
en la
fase movll

Resistencla
ala
transferencia
de masa en la
fase estaclonarla
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Equacao de van Deemter estendida ({Cromatografia Liquida):

H=A+BR+(Cpt Cpp)

- -

o d o D T d 2T
H=2"-2 dfp;-lr\HZ W DM,[jrq k- d; TR
TTeeeT ) i ! 2. ! .\ .r;
lvl‘ \\(1+k) D..S, \"‘4.. DM‘,;‘

—J
-

-
wodt o

H: altura equivalente a 1 prato tedrico

- -

e —

4 : fator de empacotamento determinado pelas caracteristicas do leito cromatografico

d,: didmetro médio das particulas

y: fator de obstrucio (devido ao fluxo irregular no leito)

Dy coeficiente de difusédo do soluto na I'M

1 velocidade linear média da FM

q: fator de configuracédo determinado pela natureza da FE
k: fator de retencéio

d¢ profundidade do liquido de recobrimento

Dq: coeficiente de difusdo do soluto na FE

w: fator de determinado pela natureza do empacotamento

d,: didmetro médio das particulas

Proceso Multipeso
Ty

290
0

Difusién longitudinal

HsA+B/u+Cu

i )
joon%i / \ 0 //

Reslstencla & la transferencla
de masa
enla fo\ poooo, o
fase movil

Resistencla =
ala @
transferencla

de masa en la
tase estaclonarla
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Tempo de retencao e tempo de retencao ajustado

t,; (t,) — tempo morto: tempo em que elui 1 componente que ndo interage com a FE

t; — tempo de retencao: tempo necessario para eluir uma substincia de um determinado

M sistema cromatografico (maximo do pico cromatografico).
l h — - "
t, —tempo de retenciio ajustado: t, =t -t
N
I 0.40
C
0.351 - =
U tempo de retencio ‘:5, =1.67 min J
................................................. TS TrTTeet:, 3
R 0.30 ¢ n A
S 0.25
@
2 020
S
= 0.15° Peak height, h
2 0.10- ™
O - -
1 m’b-:“_ﬁi ..F.{‘}RE.E‘.'%.r.'z.t.%fzs.%f:..a.l.'.l.ffaE‘.{-Ls:..*.j?:rrﬂ.e.jg.,
2 0.00 <" ~

T 'I_'l L 'I' L T T r T L] L ‘ 13 'l T L] T 'I Ll L T ' T T.r 'l v T Ll I T L l T L] L] I T LJ L] I L
020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240
Minutes
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Fluxo (F_ ou F): vazao da FM, geralmente em mL/min.
Volume morto (V,): volume de FM necessario para preencher todos os intersticios e
poros da FE; ou volume de FM necessario para eluir uma substancia que nao
M interage com a FE.
I
N Vi, =t, F, 0U V,=065 Vg ,,0u V;=065"1 r* LouV,=05 d-1
(r:raio interno; d: didmetro interno; L: comprimento)
I
C
U Volume de retengéo (V.): volume de FM necessario para eluir uma substancia de um
R determinado sistema cromatografico.
@
040
S
0.351
- Fistantion time, , =1.67 min
030 i e e o e e 63 e ——— » "
2 oas] |
O 3 o0 ' |
'l 0,15 1 | Peak height, h
2 0107 1:‘ ;
nos w"rﬁwwww“ﬂ], L |
800 +— A My
DE 04 08 0B 100 12 140 18 18 200 220 280
Minutes
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Fator de retencao (k)
relacao de particao/ relagao de retengao/ fator de capacidade (k')
- razao de distribuicao do analito entre FE e FM.

M - >k, > afinidade pela FE.

I - posicao de 1 pico no cromatograma depende da vazao (fluxo) e do fator de retencéo.

N

. . m,: massa do analito na FE

: k= m, = E m, : massa do analito na FM

C m_ B K: coeficiente de distribuigio

U B = V' Vig Sinal

Composto 1Composto 2
R fan 1
S . E
o !

© tp=ty Tty Kk g

S ;

2 k — tR - tM | ! E'

O t " A :

1 M iT;l T! Tempo
LRI :

2 l H !F;LE ]

~ |:> > Injeccao da amostra
k= >t
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CALCULO DO FATOR DE RETENCAO (k)

0.40 1
0.35 1
] t -t t; -1.67 min
0307 Retention factor, k = 2M
o b |
0.25 -
- k = (1.67 - 0.34) / 0.34
= 0.20
2 '@ k=18
0.15 1
0.10 k=0
| t,=0.34 min k=1 k=2 k=3
0053, e > | | |
] F | i
0.00 ~ Y 4
B L L S e e e e e B e L
020 040 060 080 100 1.20 140 1.60 180 200 220 240
Minutes
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Eficiencia da coluna (N)
- relagao entre tempo de permanéncia do analito na coluna e alargamento de bandas.
- determinada pelo nimero de pratos tedricos (N).
M
I
N _ —
N=16"[tg |2 N = 5,545 [t |2

I — —ax
U
R A
S I e, B
O " - —-—*-—g

2
S o Wp = Win
" 5
2 g
O - \
1 t=0 ’.r"-_--—wz{=4g-}—|:t‘ o
2

- nimero de pratos teéricos efetivos (N_,): substitui-se t, por tR‘
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CALCULO DA EFICIENCIA (N)

0.40

M 0.351

I ' Retention time, t, =1.67 min

N T > A

| — |
0.25 ;

c N = 16| 2 =16[EJ ~1983 |

U = Wy

B 0.20

S

o 0.151 Peak height, h

t

S 0.101 M

2 0.05{ b= 0.34 nﬂ Adjusted Retention Time, f = 1.43min |

] J

'l 0.00 — W v

2 1 :

L T T T T T T T | ] T T T T T 1] L] L] T T T T 1 T 1 Ll L 'I L) L] L] l L] E L) l L)
020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240
Minutes
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Reten¢ao Relativa ou Fator de Separag¢ao (a)

Seletividade

- razao entre fatores de retencao de 2 analitos.

>d, melhor a separacao

=t = kh
tR(a) k

a

CALCULO DO FATOR DE SEPARACAO (¢)

0.28 1
0.26 5
0.24

L k=30 k,=39

1 a=kyrk,

0.18
0.16 0=39/3.0

3
& 0.141
o2 =13

0.10 1

0.08 4
0.06 4
0.04 {
0.02 4

0.00

S —— - — .
020 040 0.60 080 100 120 140 160 180 200 290 240
Minutes

U

4

(e)

6 8
Time {min)
(&)
° 4 6 8
Time (min)
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Equacao de Purnell:
A Equacao Fundamental da Resolugcao em HPLC

Resolucao (Rs)

EFICIENCIA

Depende da
configuragéo
do sistema

FATORES FiSICOS

\4 \4
SELETIVIDADE RETENGAO

FATORES QUIMICOS

a=1 a=
k=3 k=8
N =1600 N=500
k=0
k=1 k=3 k=5 k=8 a=11
N=1600
U U

a 125 a=11
k=3 k=
N=1600 N=
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Resolucdo (R,)
- indica a qualidade da separacao entre duas bandas cromatograficas.
- Resolugdo completa: R_ > 1,23 (ou 1,3).
M
| R.=0.75
N
I
tr, —1tr
C Rs = 2. ( 2 1)
U (w, +w,)
R
s
o
S VN (a-1) k ’
. Rs = : : .
4 a (k +])
2
O
1
2
Tempo
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MEDIDAS DE R, A PARTIR DE CROMATOGRAMAS

2. Comparagao com Curvas de Resolugao Padrao

- comparacgao visual.
M - considera-se pares de bandas com propor¢des semelhantes de altura ou area.
I
N Curvas de Resolucao Padrao
I
C 1/4 1/16 j\\
U 3 = 0 6 ‘rhu[mln]
R
s \
: /\/\ /k\ A |
. [}

f V\_ 1
2 3]
O
1
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RESOLUCAO COMO FUNCAO DAS CONDICOES - N,

kea

Algumas condigdes que afetam k e a:

1. Composicao da FM
2. Composicao da FE

3. Temperatura

Algumas condigbes que afetam N:
1. Fluxo ou vazao {F)
2. Comprimento da coluna (L)

3. Tamanho da particula

Resolucéo (Rs)

EFICIENCIA

Depende da
configuragao
tlo sistema

FATORES FiSICOS

Y Y
SELETVIDADE ~ RETENGAO

FATORES QUIMICOS

— inicialmente, alteram-se as condi¢Ges que afetam K e .
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Forca de Eluicao e efeito sobre k e R,
M - 2 componentes que eluem proximosaty: k=0eR = 0.
) ,, , k=t -t
1l1 - VARIACAO NA FORCA DE ELUICAO DA FM = VARIACAO DE k _Rt_o_
1 0
C -valorideal de k: 0,5 <k <20
U
R
S TABLE 2.1 Controlling Sample Retention by Changing Solvent Strength
O
s HPLC Method How Solvent Strength Is Usually Varied®
é Reversed phase Water (A) plus organic solvent (B) (e.g., water-acetonitrile);
O increase in % B decreases k.
1 Normal phase Nonpolar organic solvent (A) plus polar organic solvent (B)
2 (e.g., hexane-propanol); increase in % B decreases k.
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Forca de Eluigao e efeito sobre k e R,

Fase reversa R
100% MeOH Ir
0 A N
75% MeOH 25% H,0 é
60% MeOH 40% H,O | A /\—A
0
50% MeOH 50% H,0 | A [\ A
0
25% MeOH 75% H,0 | A /\ A
0

Efeito da concentracido de metanol no tempo de retengcao de
compostos analisados
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Efeito da seletividade (a) sobre R,

1. Mudangas na FM

- alteracdo da forca de eluicdo (€): aumenta-se ou diminui-se a proporcdo do
solvente com maior forga de eluigao.

- alteracao da seletividade: troca por solvente com forga de eluicdo semelhante

80% ACN 40% ACN
» 1 : 6
7
5
2 | M
i I_1 T L] T LI T T L L] I T T L] L} T T L L]
4': ST 10 ] 10
20% ACN + 25% MeOH ‘ 50% MeOH
[
-
3
| T T L) ¥ L] i T T I T T L] ! T T T I T L] T T T T L] L] T 'I L T T T L L T T
0 10 0 10
Time (min)

FIGURE 28 Hypothetical series of method-development experiments, beginning with a
strong mobile phase of 80% acetonitrile—water (80% ACN). MeOH refers to methanol. See
the text for details.
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Efeito da Seletividade (o) sobre R,
2. Mudancas na FE
M - geralmente acompanhada por mudancas na FM
I .
N Ex. I:Einicial = Metll, I:Ealternativas = C8' C13
| Identificagio do pico
I. Uracila
C 2. Fenol
U 3. Acetofenona
R 4, Nitrobenzeno
3. Benzoato de metila
S Metil ¢ Octil 6. Tolueno Octadecil
O
23

S 4 |
2
O
1
2

Lol da sl Ledao b laba gl Lotaba b bada o badadaldalyl

0 2468 0 2 46 810121416 0 2 46 81012141618 202224

Tempo, min Tempo, min Tempo, min
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Efeito da Seletividade (o) sobre R,
3. Mudancas na temperatura
11°C= | kde1-2% = 1a
123
M A\ )
| .I ] 3
N 30 °C s ! 7 |
R - f
!|!I;"II I 6 ,!, | .
l .! |_' |I .! '! '|':- ..': --.- .
C ' - |
25 °(C Il I ' |
U iyl i I
. 'I ! IIIl ¥ __-'.'l. i Il"— — - -
; 20°c |l | |
S II II'|I . II I il ||
(W l [
@) _'r.lq_H__, 2|__ ___‘-I L | J -
5
S 15 °C s N
- o 'I ' ," . LA W
2 | " ] i
o | . I ,
O 13 E i :l.l'l-.'-".". 'I I A 'a_-'ll- I Il\_ _Il‘- —
1 _IJ"'-' S — '..\_,." i
I I AT A I I T N e A
2 O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Minutes
Journal of Chromatography A Volume 814, Issues 1-2, 24 July 1998, Pages 97-104
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Efeito da Eficiéncia (N) sobre R,
O numero de pratos tedricos (N) aumenta com os seguintes fatores:
M 1.Colunas bem empacotadas
I 2.Colunas com maior comprimento (L)
N
: 3.Fluxos menores
C 4.Menor tamanho de particulas da FE
U 5.Menor viscosidade da FM e menor temperatura
R
S 6.Amostra contendo moléculas pequenas
@) 7 .Efeitos extra-coluna minimos
S : s
Efeitos do injetor ou autosampler Efeitos que produzem
) Efeitos dos tubos conectores alargamento de picos
2 Efeitos da cela do detector extra-coluna
O
1 . 5 5
> N=16"tg N=35545"t;
W
b Wy
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Volume de Injecao x Maxima Resolugao

»Para evitar a saturagao dos sitios de interagcao da coluna, o que pode
causar uma piora na resolugao cromatografica , nao se deve injetar um
volume maior que 1% do volume da coluna vazia.

»Calculo do volume maximo
V . aximo (ML) = 7 (raio)?(comprimento)(0,01)

Dimensao da coluna V,.aximo d€ iNnjecao
7,8 mm x 30 cm 140 uL
3,9 mm x 30 cm 35 uL
3,9 mmx 15 cm 18 uL
46 mmx 10 cm 16 uL

M
I
N
I
C
U
R
S
@
S

N —=O0ONDN

dxL, onde d=diametro em mm e L=comprimento da
coluna em cm
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Otimizacao Cromatografica
Modos de eluicao em Cromatografia Liquida
M
1 Isocratico Gradiente
N %B %B
I A\
C Te ,
U tempo Teq. tempo
R
S K= (tg -t )/t k* = (20.F)/(V,,.%/min)
O l%B =Tk ! %/min = T k*
S Tk=Tt, Tk* =Tty
- TtR:>TWe~LInt. TtR:>TWe~LInt.
2
O
1
2
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Otimizacao Cromatografica
Modo Isocratico ou Gradiente?
| Gradiente exploratério utilizado para testes iniciais:
N Coluna RP C18, 150 x 4,6 mm, 5 mm
l Gradiente Linear: 5 a 100 % de ACN, 60’
C Fluxo: 2,0 mL/min.
u Amostra: < 50 uL; 50-100 mg
R (0,5 -1 mg/mL)
S
O »Modo Isocratico possivel »Modo gradiente sera
S Atritg < 0,25 1<k’<10 necessario se:
2 Atritg < 0,40 0,5<k’<20 A tritg > 0,40
O
1 Onde A tr = tr do ultimo pico - tr do primeiro pico
2 Itg = tempo total de gradiente exploratéro
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal




FASE REVERSA C-18 - AVALIACAO DA AMOSTRA
GRADIENTE EXPLORATORIO

Modo Isocratico possivel e = m o ——— — - -

AfTig < 0,23 lekeslo AT TTT -7 Amostra muito retina, muito apolar
’ - - ’
Atritg<0,40 0,52 ki % 22 T Usar THF ou fase reversa nao-aquosa (NARP).
- P ol Usar coluna menos lipofilica.
-
.- . -7 J l‘
- - :
. = — II e e
P . —l—'-—"._.,%—. e e
- o 60 120
0 0 &0

Modo gradiente sera necessario e e T L= e -
Atr/tg > 0,40 - -
- -~
L -
- -
-

Amostra muito polar.

- -
- - -7 Acidos/Bases/A¢ucares
- - Controlar pH, forca iénica.
- r AN e
k“' - - Ion-par. Troca idnica.
!il - — |

0 30 60 o 0 60
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. Amistes s = Coluna RP C18, 150 x 4,6 mm, 5 um

- Gradiente Linear: 5 a 100 % de ACN, 60’

Fluxo: 2,0 mL/min.

Detetor: DAD ou 254 nm

Amostra: <50 pL; 50-100 pg

0 ' e ' 6 (0,5 - 1 mg/mL)
CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)

N—-=0NDN
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Amostra facil — modo isocratico possivel

p Atp/te = (24 -19)/60 = 0,083 =< 0,25

[ ] (]
tgp = 19 min. t, = 24 min.
Gradiente Exploratorio _ -
C18, 150 x 4,6 mm, 5 um -

52100 % de ACN, 60’ -
2,0 mL/min. -
-
—
—
-
—
-
lllllllll I,.1|r|u11]1s|11|11—||lr|1r¥t
10.0 20.0 30.0
Time (min)
k’,=7= % ACN =
A/U\ ACN/Agua 40:60
=

§

Eluicao isocratica possivel
1<k’<10

ACN/Agua 30:70

4
T T T LI

Tume (mm]

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)

T T T T T T T
10.0 20.0
Time (min)

Resolucao satisfatoria

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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Amostra mais dificil — modo isocratico possivel - I
p Atp/te = (24-9,5)/60 = 0,24 = <0,25

tgp = 9,5 min. tp, = 24 min.

Gradiente Exploratori -
C18,150 x 4,6 mm, 5 _ -
52a100 % de ACN, 60 —
2,0 mL/min. h - o o e ,
Y i Eluicao isocratica possivel
_ - J 1<k’<10
AR o 00 00
Time (min)

k,=7= %ACN=1,7.t,,=1,7.24=40,8% k’,=20 = % ACN = 1,7.tp, - 10 = 30,8 %

ACN/Agua 40:60

143+4 ACN/Agua 30:70

T T L T i L 1 T T T T T T T I_ T
2.0 4.0 6.0 8.( 10.0 20.0
Time (min) Time (min)

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP) Resolucao insatisfatoria
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A

Amostra mais dificil
nti mi

— modo isocratico possivel - 11

k=7 K=20 2
ACN 8 3
) ACN/MeOHAgua ACN/MeOHAgua
CN/MeOH 3 6 -4 9 {2? M 20:25:55 l 15:20:65
" i
, JU_JU /l ;

MeOH{:i} 10"

MMJ MeOHAgua 50:50 5 ™. MeOHAgua 40:60
3

10

%MeOH = 1,22 + 1,37(%ACN) - 0,004(%ACN)?

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)

— —
8.0 100 120 140 160 180

Time (min)

2.0 l:D 6.0 8.0 20 4.0 6.0

xr s ACN/MeOHAgua
; j‘ 23:30:47

- i '] L_lf UUU\L_J

Tmlmlm

J. Chromatogr. A, 721:15 — 1996.

Conselho Regional de Quimica IV Regi&o (SP)
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Amostra mais dificil — modo gradiente - 1

> Melta=(3-2/60=035 = <040

: 1

tgp = 2 min. tp, = 23 min.

adiente Exploratério - Eluicao isocratica possivel
C[18, 150 x 4,6 mm, 5 pm _ﬁ,-" 0,5<k’<20
5k 100 % de ACN, 60’ -
2/) mlL/min| - —

-
-
-
-
-
-
-

Modo gradiente

J

|1rrT|||Il[ll|lurll]'””]“T[ll”l””[.T”””ElolalnI””
10.0 200 30.0 400 : Yol yon = 1,65.tp, —9=1,652-9=-57 = 0%
%F cx = 1,65.ty, + 10,3 =1,65.23 +10 = 48%
% m\J/min =48/10=4,8 > Kk*= ZG.F/(Vm.%min) ~ 8,3 % cn/min =48/30=1,6 = k*=20.F/(V, .%min) =~ 12,5
{0 2 47 % de ACN, 10’ 8 14 2-4 02a47 % de ACN, 30°
2,0 mL/min. - 30°C ; + 2,0 mL/min. - 60° C
+ 9 16 18 12
9
4 +
6 7 13 15 14
2 10 17
12 13
1 11 1 19 8
5 U m— —‘L
» T T T T T T T ! I T T 1 r ' = h - : T - - - - —r T T T T T T 1
[ 20 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 [ 10.0 20.0

Resolucao insatisfatoria

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)
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3]

Amostra mais dificil — modo gradiente - 11

| »
% 1 g Gradiente Exploratério h T -
A
" - ‘”z

PN
Ajustar %o I e % F e T
k*=5 k*=17
0 . 0 .
5 %/min 1,6 %/min 0247 % de ACN, 10° |® 1 L 0247 % de ACN, 30°
5 C 8 2,0 mL/min. -30°C  |° 16 1 12 2,0 mL/min. - 60° C
6 7 13 15 1'1
2 10 17
Lifil &
5
‘L_}' U UL L’ ] I
f 20 40 6.0 80 100 120 = 0 200
0247 % de ACN, 107 1 . 0247 % de ACN, 36’
2,0 mL/mrin. - 60°C |5 2,0 mL/min. - 60° C
.\ 0 | e
i | |
I II, | | | 12 i
50 C 10 N0 NN N

s T
20 40 6.0 8.0 100 120 10.0 20.0

0247 % de ACN, 72’
2,0 mL/min. - 60° C
Col. 30 cm - 3,5 pm

‘LIHIIII‘M 54 . |

) 30.0 40.0

1
10.0 .|
Time (min}

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)
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SR BN

Ajustar % Inicial e % Final de B

J—

| —

(]

[
il
|

Gradiente - Otimizacao

Outras variaveis

0-100% MeOH
0 min. (2%/min.)

i

i

- ;-U 0 )

25 min. (2%/min.)

JMMU\JU_A_JLJ _@

\ 50-100% MeOH

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)

—

0

s

Otimizar k* (considerar t;)
Verificar influéncia do solvente B

Avaliar influéncia da temperatura
Ajustar configuracio da coluna

| _ﬁ J‘U

A i

\, .ﬁ

\

( — e
I

[\ LJ /L

Mistura de Herbicidas:

9 feniluréias e 6

s-triazinas (J. Chromat. , 261:329 — 1983)

40-100% MeOH
30 min. (2%/min.)

60-100% MeOH
20 min. (2%/min.)

50-70% MeOH
10 min. (2%/min.)

f_|

UJ w’U\JU\J

50-80% MeOH
15 min. (2%/min.)

@

bl

e

EI TR 2O B TR A

Conselho Regional de Quimica IV Regi&o (SP)

— Apoio: Caixa Econémica Federal



Gradiente - Otimizacao
M 1. Ajustar % Inicial e % Final de B
l 2. Otimizar k* (considerar t.)
N
1 4. Avaliar influéncia da temperatura
C 5. Ajustar configuracao da coluna
U 6. Outras variaveis
R
S ° . A ° Col.: C18 - 10 pm
Verificar influéncia do solvente B 0% 042 cm
O mL/min - t.a.
S rig Mistura de fendis (J. Chromatogr., 214:35 - %981)
- 3
6 % ACN 100 8 6 k] % MeOH 100 6 % MeOH !
2 7 5 . ¢
7 S4 9 7 AN - X
O pr— 9 D F pr . ; pr—
1 ! 1
: ULy O
UL L N »,
4 Vel 30 20 0 — o Viml 30 20 10 — 0  Vmi 30 36 o

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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Gradiente - Otimizacao

D=

Ajustar % Inicial e % Final de B
Otimizar k* (considerar t;)
Verificar influéncia do solvente B
Avaliar influéncia da temperatura

Ajustar configuracao da coluna: comprimento, particula, fluxo

Rs=1,1 25cm - 10 pm
\ 2 mL/min - 1040 psi

Rs 1,3 25 cm-10 pm

1 mL/min - 520 psi Coluna C18 d.i. 0,46 cm
\ FM: 40 a 77% MeOH a 0,7%/min

Mistura de Herbicidas:
9 feniluréias e 6 s-triazinas
(J. Chromat. , 261:329 — 1983) O

; UJ \LL%, _____

Rs=1,5 50 cm - 10 pm
L 2 mL/min - 2080 psi

25cm -5 pm
1 mL/min - 2080 psi

Ll

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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BOMBAS DE ALTA PRESSAO

Permitem vencer a resisténcia a passagem da FM exercida pelas particulas da FE.

Fungao: proporcionar fluxo constante e reprodutivel de FM a todo o sistema.

CARACTERISTICAS DESEJAVEIS:

- composi¢ao da FM e fluxo precisos e exatos

- vazao continua e livre de pulsacdes
- resposta rapida a alteracdes no fluxo e composicao da FM — gradiente de eluigcdo!!
- pressao maxima: 700 atm (10.000 psi)

- maior parte construida em aco inox 316; outros materiais: titanio, peek, teflon

- inércia guimica a solventes comuns
- manutencgao simples

- reservatorio de solvente ilimitado

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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BOMBAS DE ALTA PRESSAO

BOMBAS DE VOLUME (FLUXO) CONSTANTE

Bombas mais utilizadas em CLAE
Vantagem:

Capacidade de repeticao dos volumes ou fluxos e, consequentemente, das
areas dos picos, mesmo com mudancas na viscosidade da FM ou bloqueio da
coluna por particulas.

Para descarte & @ Paraacoluna

{ Selo movel

otor

Figura 3.6. Esquema de uma bomba tipo seringa.

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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BOMBAS DE ALTA PRESSAO

BOMBAS DE VOLUME (FLUXO) CONSTANTE

Para a coluna

BOMBA DO TIPO SERINGA

g B Motor de Passo

Caixa de redugéo

Reservatdrio
da fase movel

Isolamento Elétrico (Celeron)

Engrenagem Helicoidal (Ago 1020)

Capa de Nylon

Anel
hermé

I
Rolamento de esferas Rolamento de contato angular

Fuso de Esferas Corpo (Ago 316)

Aco 1020
o) Guia do Pistao (UHMW-PE)

Rolamento de esferas + Capa

J de Nylon
I Rolamento de Rolos Cénicos

Sensor de Pressao
(Ago 316)

Engrenagem Helicoidal (Nylon)
Motor Rolamento de contato angular

Pistao (Ago 316)

/_‘_] Selo do Pistao (Teflon)

=l Ea| Figura 3.7. llustracdo de uma bomba do tipo seringa universal, com ampla faixa de fluxo
(nL/min até mL/min), desenvolvida no laboratorio do autor (L. Coutinho e F. M. Langas,
resultados nao publicados, 2007).

Selo do Sensor (Teflon)

FIGURA 1X-22: Bomba do tipo seringa.
Collins; Braga; Bonato, 3006

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdémica Federal Langas, 2009




M
I
N
I
C
U
R
S
@
S

N —=O0ONDN

BOMBAS DE ALTA PRESSAO

BOMBAS DE VOLUME (FLUXO) CONSTANTE

BOMBA DO TIPO PISTAO RECIPROCANTE OU ALTERNANTE

s Do reservatorio

\ C}Em:.c",ntrico
pistéo conectado ao motor por meio~_
de engrenagens e 1 EXCENTRICO &mm

Figura 3.9. Bomba do tipo pistdo reciprocante ou alternante.

) Para a coluna

-escoam volumes constantes de forma nao continua ou pulsante
- bomba mais empregada em CLAE atuaimente

- adequada para pressodes elevadas

- reservatorio de FM: ilimitado

- movimentos do pistao na camara geram PULSOS

- aplicacoes: CLAE analitica e preparativa Langas, 2009

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



SISTEMAS DE INTRODUCAO DE AMOSTRAS (INJETORES)

INJETORES MANUAIS
M - amostra deve ser aplicada na coluna pressurizada na forma de uma banda estreita
: - valvula de introducdo de amostra mais comum: valvula de 6 pérticos (orificios)
N o
[ - alca de amostgag I(iigpara escala analitica -didmetro interno definem seu volume
C
R
S loop para escala preparativa
'®) (mL)
S
2
O
1
2

http://www.restek.com/hplcsixport/6_Port_Injector_content.html
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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SISTEMAS DE INTRODUGCAO DE AMOSTRAS (INJETORES)
INJETORES MANUAIS

VISAO ESQUEMATICA DO FUNCIONAMENTO DA VALVULA DE 6 PORTICOS

POSICAO DE CARGA
LOAD

saida da amostra

|§5

POSICAO DE INJECAO
INJECT

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



DETECTORES
Funcao do detector: identificar a presenca de substancias de
l:/l interesse que estejam eluindo da coluna cromatografica.
N o -
| Caracteristica desejaveis:
C
U - alta sensibilidade e baixo limite de deteccao
R - ampla faixa de linearidade
S - confiavel e reprodutivel
O -facil de operar e manter
S -informagé&o qualitativa e quantitativa
- -nao destruicao do soluto
2 -insensibilidade a mudangas na FM e de T
O - resposta rapida e linear a alteracdes das concentracdes dos solutos
1 -baixo nivel de ruido
2
Conselho Regional de Quimica IV Regigo (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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CLASSIFICACAO

De acordo com as propriedades medidas:
Detectores de propriedades do eluente: medem a variacao de

propriedades do eluente (ex. constante dielétrica)
Detectores de propriedades do analito: medem propriedade fisica ou

quimica do analito (ex. fluorescéncia)

De acordo com o tipo de resposta:
Detectores sensiveis a concentracao: resposta proporcional a

concentracido de um componente no eluente (ex. UV, fluorescéncia).
Detectores sensiveis ao fluxo de massa: resposta proporcional a

niiantidade de macea dn comnonente da amoncetra niie cheaaa an detactor
\.1qu IVNAUVANVINNY WY T THTITUAWWVWLA U \JUIIIH\JII W\ VAGA CAT T IV LWL WA \-1“\1 1 luuu A\ AV ARWGLAVANS ] |

N
(vl av

por unidade de tempo (ex. eletroquimico, espalhamento de luz

De acordo com a seletividade:
Detectores universais

Detectores seletivos

Detectores especificos

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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DETECTORES

DEFINICOES IMPORTANTES

Ruido (noise, N): distdrbio da linha de base que n&o ¢ relacionado ao
soluto eluido; incerteza media da linha de base (Volts, amperes, AU).

Ruido curfo ou de alta frequéncia {(>1 Hz) = ruido eletrénico do detector,
integrador e/ou do sistema de bombeamento

Ruido longo ou de baixa frequéncia (<1 Hz) = interferéncia externa ou sistema com
problemas (FM mal misturada, variacdo na T, analitos de amostras anteriores com
eluicéo tardia, lampada ruim)

B B L W e
NP [
rNoise

Deriva (drift, D). inclinagdo média da linha de base expressa em volts,
amperes ou AU por hora.

Causas: alteragbes na T, FM (gradiente), pressao na cela de detecgao,etc

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



Resposta linear: intensidade do sinal € proporcional a concentracdo {ou fluxo de
M massas) do analito.
I
N Faixa de linearidade: faixa de concentractes (ou de fluxo de massas) de
| um analito presente na FM para a qual a sensibilidade do detector é

constante dentro de uma variagao especifica (ex. £ 5%).
C
U Limite inferior de linearidade: quantidade minima detectavel
R Limite superior de linearidade: quantidade que excede o valor da especificacao
s (ex. £5%)

*quantidade = concentragéo ou fluxo de massas
O
S 2 ) )
: = QUANTIDADE MINIMA DETECTAVEL (Dj):

g' - concentracao ou fluxo de massas de 1
2 — analito na FM gue gera um sinal (S) no
O g detector igual a 2x o nivel do ruido (N).
1 D=2 N/S
2
Sample concentration
Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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DETECTORES BASEADOS NA ABSORCAO DE LUZ

UV/VIS

Faixas de A utilizadas: e e
Ultravioleta: 190 - 400 nm R R
Espectro eletromagnético N A
]
10n 200 nm 380 nm 780 nm 50
Comprimento de onda N i o
2,5um 25um
' |
Regiéo espectral Vde |UVprdlimo | Visivel IV distante
acuo ou * a microondas
de
q \ =
' Infravermaing
Excitagéo t ﬁ::romdovalﬁnda Vibragéo e Rotagéo
-1 -1 rotacéo molecular
50,000 cm 26,300 cm i 508
NGmero de ondas 108 cm—! [
4000 400 cm-' 200 cm-!
cm-!

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



WOoOWICN—2Z—2

I

N—-=0NDN

DETECTORES

M Tabia 29.2 Datos sobre la absorcién de alquenos conjugados.

(\ Compuesto Amax(nm)
1,3-Butadicno 217
M cis-1,3-Pentadieno 223

trans-1,3-Pentadieno 223,5
2,3-Dimetil-1,3-butadieno 226
1,3-Ciclopentadieno 239
1,3-Ciclohexadieno 256
cis-C,H,CH = CHC H, 280
trans-C;H,CH = CHC,H, 295

/1.3 ,5-Hexatrieno 253

El'lll\‘

21000
22600
23000
21400
3400
8 000
10 500
29000
50000

Lycopene A =474 nm

de absor¢do maxima (4.,;,)

T numero de ligagdes duplas, T comprimento de onda

1137

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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DETECTORES

Espectrometria de Absorcao no UV-Vis

Grupo croméforo: unidade
estrutural relacionada a transicao
eletrénica na Espectroscopia no UV-Vis,

ou

grupo insaturado covalente responsavel

pela absorgdo eletrbnica.
Transigcoes eletronicas

Antiligante & (o*)
1 Antiligante = (=)

Nao-ligante n (p)

Ligante =
Ligante o

5,0

Espectros no UV

4,0

-

rangiotes w — w* (bandas K)

P

™,

30

/R

]

Joca

(a)

m-ni

2,0

}

n %.*

ransiches n = w* (bandas A)

o

n
CHy —C—=C
H

(&)

CHy

-~

=G

- ’J\

N\

\

200

280 300

nm

350

400

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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DETECTORES
LEI DE LAMBERT-BEER

Iﬂ'
A=log(—) = ebe

Leitura = Unidade de Absorbancia (UA)

1 UA = Depreciacao da luz incidente em 90 %

Comprimento de onda A maximo
Solvente *

— € maximo
pH !
Temperatura

> Sensibilidade

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



DETECTOR NO UV/VIS DE COMPRIMENTO DE ONDA FIXO

= Mede sé um A

= Mudanca de X s6 com troca do filtro

= Ldmpada de vapor de mercdrio
(253,7 nm - banda mais intensa

= Filtro mais comum - 254 nm

= Onde a maioria (~60%) das
substdncias orgdnicas tem alguma
absorcado

= Exige maior conhecimento prévio da
amostra

= Baratos
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DETECTOR NO UV/VIS DE COMPRIMENTO DE
ONDA VARIAVEL

= Permite selecionar % (190 - 600 nm)

= Possivel mudar i durante andlise
Otimizacdo da sensibilidade

= Possivel optar por maior ou menor
seletividade e sensibilidade

M
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= Operagdo muito fdcil

Lampadas: deutério - UV
tungsténio - visivel

N —=O0ONDN
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DETECTOR NO UV/VIS COM ARRANJO DE
FOTODIODOS (DAD)

- arranjo de diodos: série de fotodiodos posicionados lado a lado num cristal de
silicio de modo que cada A difratado pela grade atinja um diodo.

- a absorbancia de uma amostra pode ser determinada em todos os A de modo
simultaneo.

Lampada

M
1

N
1

<
u
R
S
O
S
2
O
1

2

Rede de
difragdo

Fi Rererii
12ura 4.13. Esquema de um detector de compnimento de onda variavel com arranjo de diodos (PDA).

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal
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DETETOR - UV/VIS - Arranjo de Diodos (DAD)

Informacgdo Qualitativa
- Espectros de UV e/ou VIS

Flavondide

1 n Estirilpirona

M50

e

CAVALHEIRO, A.J. (IQ-UNESP)
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DETECTOR -UV/VIS

Qual o comprimento de onda ideal para a
analise quantitativa ?

215 nm 223 nm 252 nm 280 nm

IVU R

M
1

N
1

<
u
R
S
O
S
2
O
1

2
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DETECTORES BASEADOS NO FENOMENO DA
FLUORESCENCIA
M - mais sensivel (10 a 1000 x mais sensivel que UV)
I - cerca de 15 % das substancias organicas sdo fluorescentes
N - especifico e seletivo
I Substancias fluorescentes:
C r L] i~ L] x -
- moleculas com ligagoes duplas conjugadas e grupos aromaticos

U
= - absorvem radiacdo de A mais curto e emitem radiacao de A maior
S Tabela 4.5. Fluorescéncia de derivados do benzeno.
@) Composto rexcitagao J.emissao | (relativa)*

Benzeno 270 310 100
S Tolueno 270 320 170
- Propilbenzeno 270 320 170
2 Fluorbenzeno 270 320 100

Clorobenzeno 275 345 80
O Bromobenzeno 290 380 50
-l lodobenzeno nf nf nf

Fenol 285 365 180
2 Aniina 210 405 200

* Intensidade em relagio ao benzeno, assumido como 100,

Nf = nido fluoresce.
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DETECTORES BASEADOS NO FENOMENO DA
FLUORESCENCIA - DERIVATIZACAO

R-COOH

Acido graxo saturado

+
\1’\ I

excnag;ao 1 246 nm )
Momissao - 445 nm Brometo de 2-naftacila
Elétrons 7, conjugados Substancias nao fluorescentes

Anéis aromaticos* ==

N

DERIVADOS
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DETECTORES BASEADOS NO ESPALHAMENTO DA
LUZ

Efluente da coluna

(Gas nebulizador
(ar ou nitrogénio)

Nebulizador
Céamara do
nebulizador Tubo aquecido
(estagio de evaporagao)
Analito Y
> 02 5 Tubo fotomultiplicador
T ou fotodiodo
— As Saida do sinal
'?.'1:*‘- “ --
Cela de : ]
espalhamento
Fonte de luz pza s Ampiificador

Figura 4.9. Esquema de um detector de espalhamento de luz evaporativo.

Evaporative Light Scattering Detector - ELSD
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DETECTORES BASEADOS NO INDICE DE REFRACAO

Fonte Lente Referéncia Cubeta

Fotocélula
Figura 4.6. Esquema optico de um detector de indice de refragdo baseado no desvio da h

Tabela 4.1. indices de refragio de alguns solventes comuns a 20° C,

M
I
N
I
C
U
R
S
O
S

Angulo de deflexso Solvente indice de Refragdo
Acetona 1,36
Feixe incidente ] Benzeno 1
o 50
- Tetracloreto de carbono 1,46
2 : (Interface liquida) {?Iorofonmu 145
Alcool etilico 1,36
O B Etileno glicol 143
Le1 de Snell 0"\ Feixe refratado Hexano 1,38
1 Tetraidrofurano 1,40
2 Figura 4.5, Representagdo esquemitica do desvio da luz ao atravessar um meio com indice de Tolueno 1,50
reffagio n para outro meio n’, )
o-Diclorobenzeno 1,95
Agua 1,33

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal




M
I
N
I
C
U
R
S
@
S

N —=O0ONDN

DETECTORES BASEADOS NO iNDICE DE REFRACAO

— Mede a capacidade dos analitos em desviar e refletir um
feixe de luz;

= Deteccao ocorre quando a luz é desviada em funcao da
passagem de moléculas de analito pela cela do detetor,
mudando o Indice de refracio da FM.

= Usa cela de referéncia com FM

= Universal (desde que IR analito # da FM)

= Opera apenas no modo de eluicio ISOCRATICO

= Opera com qualquer solvente

— Aplicacao: Cromatografia preparativa ou na analise de
substancias sem cromoforos (aminas alifaticas,
acucares, alcoois alifaticos)

= Muito sensivel a variacoes de temperatura (+ 0,01° C)

Conselho Regional de Quimica IV Regido (SP) — Apoio: Caixa Econdmica Federal



WMOWICN—2Z—2

I

N—-=0NDN

DETECTORES ELETROQUIMICOS

—> Seletividade e sensibilidade para substancias que possam ser
facilmente oxidadas ou reduzidas.

= Mede a corrente gerada na oxidacdo/reducio de analitos, num
eletrodo adequado.

— Requer FM condutora, com eletrolitos e ajuste de pH.

— Presenca de O,, contaminacio por metais ou haletos na FM
causam corrente de fundo e, assim, ruido e deriva na linha de
base.

—> Sensibilidade a fenois, nitrosaminas, catecolaminas, acidos
organicos: nanogramas. Fletrodo de trabalho (ET)

(ER) Eletrodo de referéncia
—> Aplicacao: monitoramento dessas

substancias em matrizes
complexas:  fluidos corporeos,
produtos naturais, etc.

Contra-eletrodo 4
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Detector Eletroquimico

TABLE 3.8 Some Compound Types Sensed by
the Electrochemical Detector®

Oxidation Reduction
Phenolics Ketones
Oximes Aldehydes
Dihydroxy Oximes
Mercaptans Conjugated acids
Peroxides Conjugated esters
Hydroperoxides Conjugated nitriles
Aromatic amines, Conjugated unsaturation
diamines
Purines Activated halogens
Heterocyclic rings” Aromatic halogens

Nitro compounds
Heterocyclic rings®

“Compound types generally not sensed include ethers, ali-
phatic hydrocarbons, alcohols, and carboxylic acids.
* Depending on structure.

Reacao eletroquimica para diois aromaticos geminais

HO O\
O == o
HO @)
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DETECTORES

Espectrometros de massas (HPLC-MS/MS)

M Turbomolecular Pump
= MR- EP)
l Vane
pump deﬁlﬂtm HQH WACULR [HV) Pt
N — Interfaca
Assembly
HPLC - = ] '
l of 'I:l’ . - e SR AT I
Syringe Pump 2 g STy T, .
. ; L (s
@0 | Quadrups Quadrupol S IR T e g L PR VAV
rupole uadrupole s T T T
C L‘/— Region | Mass Filter Mass Filter pF 1 e T )
~
el 300 Jly...
T r
l l Collision v
Cell Euit
Lans
R lon Source
Q Trap LC/MS/MS system components with pump
sooo 4 Amostra de dgua superficial enriquecida com 11
padrio de 25 ng/ml.
000
S =2
2.4
o
z 5 4 5 = = ne = = =5
Time. min
- W +MRM (Z pairs): Exp 1, 11,383 min from Sampls 1 (agua de fie ponte 1001) of Datal TR AF alnostra ambientalwiff (Turbe Sprays Mace 40457 cps
E Experimento 1: MRM de 11,0
Transigdoes monitoradas
: 2 2000 méz 511,03 >207,10) e A
Mz 511,03 >191,00
Y i cssrmor.a00 1109507000
Q103 Mass es. Da
( ) FMTIC of *EPI Exp 2. rom Sample 1 (agua de rioc pomo 1001) of DataQ T RAFP amostia ambisntalw #f (Tusbo Sprayy Max< 5 Qab cps|
5. 0ed 11,20
060 B
'l 2008 ]
o.ok
E3 Y 5 3 = = ey = = =0
2 I EFTETI.Ow ChRaTes GOTCE (307 CE S 0105 FT (5003 BN 3. 1T 369 min e SameTe TS99 15 { s TO0T ST CanOTRAR smet - P = TS e
Experimento 2: EPl de 511,0 a CE {20), CES {10) = ' . ,(:tr - I H',@"C"‘  ciro
-e0=s PR e g . T - A " g,
- wET T L O T
6.008 |
.
. 207.1 : R

100 120 130 180 180 200 2z0 230 z60 =280 =00 320 =330 =60 z=0 oo azo a0 aso as0 so0 s20f
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DETECTORES

Comparac¢ao da resposta de alguns detectores

; UV 214 nm
4061
- 30e-] L
2001
1.00-1 " ‘
0.0 Ay
o0 020 030 040 "o 00 110 120 130 140 150
" ELSD
4,000
? 3
20004
0.000]
"Tp0 ' 020 = 030 040 = 050 = 080 = 070 = 080 080 = 100 | 110 = 120 = 130 = 140 = 150
ES+
#|
T T e e PP I N R e S S N 1 ey T

.10 020 030 040  0SC  080 o070 O.B0 0.90 1.00 110 120 130 1.40 1.50

FIGURE 3 Example of orthogonal detection in UHPLC. The three detectors (UV @ 214 nm, ELSD,
and MS with positve electrospray) provide comphmentary information for the test mix sample. (Figure
used with permission from Advanstar Communications/LCGC Magazine.)
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Algumas Dicas
TAMPOES EM CLAE

Solubilidade: sais inorganicos s&o pouco sollveis em alta concentragao de
modificador  organico.
Solubilidade: MeOH > ACN > THF.

Estabilidade: tampé&o volatil pode ser arrastados por He.
cloreto e citrato podem reagir com ago.
TFA e TEA degradam apods longo armazenamento.

Tampao volatil: preferidos em cromatografia preparativa e com alguns
detetores como EM e ELSD.

Ex.: carbonato, formiato, acetato de aménio e TFA.

Exemplos:

Tampao citrato: pH 2,1 a §,4; mistura das solugdes (A: acido citrico pH 2,5 e B: citrato trisddico
pH 6,9) proporciona variagao linear do pH nessa faixa, tornando-o muito conveniente para o
desenvolvimento de método.

Tampao fosfato e tampdo acetato: Se complementam, cobrindo a mesma faixa de pH do
tampao citrato, mas com melhor performance no UV e menos corrosivos. S3o os mais
utilizados.
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UV limite

Acido férmico/Formiato de K ,8-4,
Acido acético/Acetato de K

KHCO; ou K,CO,/Acido acético
Bis-tris propano.HCI/Bis-tris propano ,8-7, 215 nm (10 mM
; ; 225 nm (10 mM

Tris.HCI/Tris ,3-9, 205 nm (10 mM
NH,CI/NH
1-Me-Piperidina.HCI/1-Me-Piperidina

Et.N.HCI/Et:N
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Algumas Dicas

Estabilidade de colunas de Silica — Fase Ligada

pH > 8 Dissolugao da silica em fase aquosa.
Facilitada por temperatura, tipo de sal
¢ conc. do tampao.
Fases ligadas de alta densidade € encapadas

tem maior estabilidade em pH elevado.

"0 USIOH+ Na*OH  += ' S8iONa*+H,0
+ XH* === . $iOXH'+ Na*

pH <2 Hidrolise acida da fase ligada.
Quanto menor o pH, maior a velocidade de
hidroélise.

** Faixa ideal de trabalho: 2 < pH < 8
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Algumas Dicas
Fatores que afetam o tempo de vida da coluna, em pH > 7.

M
I
N Aumentam tempo
| de vida da coluna
C

Reduzem velocidade
u de dissolugéo da silica
R
S Temperatura baixa Temperatura alta (> 40° C)
O
S Baixa conc. de sais inorganicos | Alta conc. de sais inorganicos
- p. ex.: Fosfato > 100 mM
2
0O % solv. Organcio < 40%
1
2 Metanol
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Gradiente otimizado

Algumas Dicas

Tempo de equilibrio ndo adequado. Conseqiéncias: problemas relacionados aos

tempos de retencdo e area.lnjegcdes diferentes da mesma amos_tra.
Tempo (min) % H,0 % MeOH o P R L E T
0 20 30 = Tempo de equilibrio de 3 min
15 35 65
17 0 100
20 70 30
25 70 30 s

=

BHHEHHEREEGEED

180
gl
140

Tempo de equilibrio de 8 min

§
3

\—-. Dalckina

Deaietroina

A

Fomnenon ofi re

1

Figue atento ao tempo
de equilibrio da sua coluna

Acido acetico 0,1 % foi usado como
supressor iénico

10
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O que vocé nao deve fazer em HPLC

+ Lavar um sistema com tampao usando organico puro: precipitacao.
+ Injetar amostras que podem precipitar na fase movel: testar miscibilidade.

» Usar HCI, H,S0, ou CCl, degradado em sistema de ago inox: corrosao
do sistema.

« Deixar a bomba trabalhar seca: danifica¢ao dos selos.

» Usar fita de Teflon para vedar conexdes: sem efeito e pode causar
entupimento.

+ Deixar o sistema parado com fase mével contendo tampéo ou acidos/bases
fortes: cristalizacao = danificacdo dos selos da bomba, injetor, entupimento
do detector.
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Minicursos CRQ-IV - Principios da HPLC

Principios da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Dinémica 1

1. O entendimento do processo cromatografico e dos fatores de retencéo (k'), seletividade (o) e
eficiéncia (N) é fundamental para o desenvolvimento racional de um método cromatografico.

Assim sendo, explicar objetivamente:

a) O que é forca de eluicdo e qual a sua influéncia na distribuicdo de cada componente
de uma mistura de substancias orgéanicas entre as fases estacionaria (FE) e moével
(FM);

b) O que é seletividade cromatogréafica? Cite exemplos de solventes e adsorventes com
seletividades diferentes.

c) O que é eficiéncia cromatografica?

2. Quais as vantagens e desvantagens do uso dos modos de eluicao isocratico e gradiente?

3. Para avaliar a qualidade de uma coluna de CLAE, quais parametros (cite pelo menos trés)
devem ser freqlientemente monitorados e o que eles podem indicar?
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Minicursos CRQ-IV - Principios da HPLC

Principios da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Dinamica 2

1. a. Qual a caracteristica mais importante de um detetor em sistema de cromatografia
liquida? Por que? Quais detetores satisfazem essa caracteristica?

b. Considerando sensibilidade e seletividade, que detetores seriam mais indicados
para analise quantitativa em CLAE das misturas abaixo:

I. Alcoois e aminas saturados — industria de alimentos.

H3C CH;
on j‘i W
N NH,

Il. Antioxidantes polifenélicos — presente em medicamentos fitoterapicos.

HO. -~ O,
S L““Tr/ /,4\
o S
[ll. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos — presentes na fuligem resultante

da queima da cana-de-aclcar — amostra ambiental — concentracdes
na ordem de ng mL™ (ppb)
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