Fresh solvent

(eluent) j I
Initial band with u

A and B solutes

Column packing
(stationary phase) __ § -
suspended in :
solvent B

(mobile phasa)

. . Ca(OH
Porousdask\v L 1 L‘J E (OH),

Solvent flowing B éA
out (eluate) @ emerges @ amerges

Fase Estacionaria

Silica: SiO, . X H,0O, também chamado do &cido silicico
é a mais empregada.

Alumina: AlLO; . X H,O, tambem é largamente
empregado.

Cromat. LI

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)
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Cromatografia Liguida — Fase Estacionaria

Hydrogen-bonded vicinal silancl groups

o si—o. J°
N:_si"'f NS
i |
o O CH,—CH o
Isolatad EL“- Hsr"f : zﬂ‘xSif’ |
silanol S0 N ~ N S
groups o | o D? 0 (]
D"“\-. "-‘5.,:-" K.’Eii ~
HO .-""'-'E‘"‘-\-uﬂf' II I f._-_"ﬂ
| o 9 TcH,—CH,
VA

Gaminal
gilanol

groups

O grupo silanol Si—O—H ¢ o sitio ativo de adsorcéao.

OH OH

= - . - . -
= - -
=6(H :OH :E‘H f s

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)
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Cromatografia Liguida — Solventes

A CL é baseada na particdo do soluto entre as FM e FE.

Pode-se entender a CL como uma cromatografia de
adsorcao, onde o soluto fica adsorvido na FE.

O solvente (FM), compete com os solutos pelos sitios
ativos de adsorcéo na FE.

A capacidade de eluicao dos solventes independe da
natureza do soluto.

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)
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Cromatografia Liguida — Solventes

A eluicéo é o deslocamento do soluto da FE pelo solvente.

on stationary | on stationary
phasa A phase

|I I|I

Stafionary __—
phaze a

Quanto mais o solvente se ligar na FE, maior sera sua
forca de eluicdao, consequentemente, menor a retencao do
soluto na FE.

05,02
o YO
- oo Sobvart
O 0 E.-"'
Hopop
n ob
0 [l O
D -
O [l
\"- lme \
Solute A Solvent !
adsorbed I‘ II adeorbed O

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)
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Cromatografia Liguida — Solventes

Forca Eluente

E uma medida da energia e adsorcdo do solvente (FM),
considerando o valor de pentano como “zero”.

Quanto maior a forca do eluente, mais rapido é
a eluicao do soluto atraves da coluna.

Observem que as FE mais comuns (silica e alumina)
sdo POLARES. Logo...

Quanto maior a polaridade de um solvente (FM),
maior é sua forca eluente.

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)
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Cromatografia Liguida — Solventes

Série eluotropica

TABLE 24-2 Eluotropic series and ultraviolet cutoff wavelengths of

solvents for adsorption chromatography on silica

Solvent Eluent strength (£°) Ultraviolet cutoff (nm)
Pentane 0.00 190
Hexane 0.01 195
Heptane 0.01 200
Trichlorotrifluoroethane 0.02 231
Toluene 0.22 284
Chloroform 0.26 245
Dichloromethane 0.30 233
Diethyl ether 0.43 215
Ethyl acetate 0.48 256
Methyl r-butyl ether 0.48 210
Dioxane 0.51 215
Acetonitrile 0.52 190
Acetone 0.53 330
Tetrahydrofuran 0.53 212
2-Propanol 0.60 205
Methanol 0.70 205

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)
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Cromatografia Liguida — Solventes

Na CL também €& comum um GRADIENTE (mudanca)
regular da forca do eluente (analogo ao PLT do CG), em
separacoes onde os componentes fracamente retidos séo
eluidos com um solvente de baixa forca eluente.

Em seguida, mistura-se um solvente ao primeiro, de modo
a aumentar a forca do eluente e 0s componentes mais
fortemente adsorvidos séo eluidos.

OBS.: Uma pequena quantidade de um soluto polar ja
aumenta notavelmente a forca eluente de um solvente apolar.

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia — CLAE
High-Permormance Liquid Chromatography — HPLC

Técnica cromatografica emprega elevadas pressdes para
forcar a passagem do solvente através de colunas fechadas
gue contém particulas da ordem de micrémetros.

Possibilita > eficiéncia de separacéo.

Empregada na separacdo de moléeculas que sejam soluveis
na fase movel.

C Espécies ionicas.

Macromoléculas (elevada massa molecular).

Moléculas com baixa estabilidade térmica.

Adaptado de Carol H. Colins — Fundamentos de Cromatografia



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE
High-Permormance Liquid Chromatography — HPLC
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Coluna
(fase estacioniria)

processamento e
registro de dados

Cromat. L

Solvente
(fase mével)
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Componentes da CLAE




Esquema de um equipamento para HPLC

Coluna Regulador' Filtro
de pressdo

de retorno

Tr'ansduTor'
| de pressdo

= defecfor'-“” i _1 r—( S

Fonte =
" controlada I 3
] de hél: N7~ ) Vdlvula de controle Atenuador
e hélio ¢ ) :
- 34 de saida de pulso
o —l ][ Il 14 \’ A L]
N AN AT AT "' T ] S ——
\ | I ’ ‘ I | [’ | ~ | ‘
_— 00 J (00 ' L00J (0 ‘ ¥/ [—jVélwilade i
; i F'I\? A C°:"‘Z'e del! Vélvula de
v v Borbulador v A entrada
e O Bomba drenagem
/ ﬁ / |
Y
‘U . \ Descarte
S
E Vélvula para entrada do solvente
Parao e - = ol
L

Vélvula inje'ror'a



Sistema de Bombeamento

Coluna
—

- \_[(_ AT |
é ontrolador|

Motor Vedante --de pulso_ |

\\l -
@) — Valvulas
/ Lt de esfera
Pistdo E

| ——————«——5Solvente

Cromat. Liquic
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Colunas de HPLC

Possui elevado custo e se degradam com
facilidade devido a adsorcdo irreverssivel de
Impurezas provenientes da amostra e do solvente.

Necessita-se de reagentes de grauS

cromatografico, que possuem elevado
custo.

A coluna é protegida por uma pré-coluna, que possui a
mesma fase estacionaria.

A pré-coluna deve ser periodicamente substituida.

<

. U——



Colunas de HPLC &

-b Amostras devem ser filtradas antes da 0 i )

Injecdo, com o0 objetivo de remover
. particulas, que, de outro modo, entupiriam 0
tubo e danificariam a bomba.

Porosidade: 0,5a 2 um.

Cromat. Liqu
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HPLC — Fase Estacionaria
Cromatografia de Fase Normal

Emprega uma FE POLAR e um solvente (FM) MENOS
POLAR.

'

A forca eluente aumenta pela adicao de um solvente mais
polar.

Cromatografia de Fase Reversa (mais comum)

Emprega uma FE APOLAR ou menos polar e um solvente
(FM) MAIS POLAR.

l

A forca eluente aumenta pela adicdo de um solvente menos
polar (ou mais apolar).
(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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HPLC — Fase Estacionaria

Cromatografia de Fase Reversa

Elimina a cauda dos picos, causada pela adsorcao de
compostos polares em sitios que adsorvem os solutos.

E insensivel a impurezas polares presentes no eluente,
como a agua.

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



HPLC — Fase Estacionaria

As particulas microporosas de Silica com diametros de
1,5a 10 um s&o o suporte solido mais comum da FE.

i

iqui
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A cromatografia de particdo liguido-liquido é feita com
uma FE covalentemente ligada ao grupo silanol na superficie
da silica.

Cromat. L

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



HPLC — Fase Estacionaria

€,
0 CH, E CH,
5 | HCI i §
. m.ME'L—DH + CISli—R —F  wunun Sl—D—S||—R
\ 5
. 2 CH, E CH,
Bonded stafionary
o ;=
\ m— E . Z
I o Si—OH AN SI—0 Estavel entre pH 2 - 8.
é +CLSR - — 3 SiCIR
J
e 5i—OH e 5i— 0 '
L C 4
S é g , :
S Cis e a mais
Silica
CU surface empregada em HPLC.
Common polar phases Common nonpolar phases
o R = {CH;);NH, amino R = (CH,),7CH; octadecyl
| - R = (CH;);C==N cyano R = (CH,;CH; octyl
R = (CH;),0CH,CH(OH)CH,OH  diol R = (CH3):CsH5 phenyl
‘ ’ R = (CH;):CgF5 Fs-phenyl

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis) 18



HPLC — Fase Estacionaria

Fase Estacionaria Quiral

aa

Isbmeros Opticos s&o compostos cuja estrutura séao
Imagens especulares uma da outra. Sendo assim, ndo podem
ser sobrepostas.

iqui

vd

Estes compostos podem ser separados por cromatografia
contendo uma FE contendo apenas um isOmero Optico
guimicamente ligado.

a) o “ b) | N
d. - L I' o A O (CHaMg O ) o
Coluna Quiral. Q% 1 7 v @ oomon | P

a) 3,5-dinitrobenzoilfenilglicina %

O — Suporte

b) naftilalanina 9 -l-L.,n

Cromat. L

¢) (S,S) Whelk-0® 1

(Adaptado de Quimica Nova vol. 33. n°® 10. (2010) — Fases estacionarias quirais para HPLC



HPLC — Fase Estacionaria

Fase Estacionaria Quiral

Chiral stafionary phase Whelk-O 1/\#
N :’
o} @D :
( l

H
RR) *’p o "'30 oHy
NO, NOz
H, CH,
Hoac
CH ! OCH,4
(S)-Naproxen (R)-Naproxen

Interaction of (R)- and (S)-naproxen with (S, S) stationary phase

Cromat. Liqui

More stable adsorbate Less stable adsorbate

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis) 20



‘, Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia — CLAE

e |
-

i

qH

v d

Involucro de Al B
anodizado |

Cromat. L

} 1 .|'
Pré-coluna J;—%'_
i

'| | . Discos porosos de
L Ti sinterizado

|— Entrada

|

| __ Coluna principal
{plastica)

Disco poroso de

gﬁ

-Saida

Sob condicdes otimas de trabalho, a resolucdo aumenta
com a diminuicao das particulas da FE.

N=2000
plates
Particle size
= 4.0 um
=
&
5 N=7 500
& lates
o Particle size P
g =1.7 um
_'ﬂ_..:l
k]
D —_—
Particle size
=1.7 pm
[ I | | I
0 1 2 3 4 5
Time (min)

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)



Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia — CLAE

A diminuicao do tamanho das particulas permite que o
soluto se difunda em uma menor distancia para se
estabelecer o equilibrio entre as fases (FE e FM).

da

Faz-se necessario uma maior pressao devido a
resisténcia ao fluxo do solvente.

Cromat. Liqu

(Adaptado de Harris — Quantitative Chemical Analysis)
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Sistema de Injecao de Amostras

Devido as elevadas pressdes de operacdo na coluna, séo
necessarios técnicas especiais de injecao de amostra.

Comumente, emprega-se VALVULAS DE INJECAO, que
contem alcas (LOOP) de amostragem de aco permeaveis, que
mantém os volumes fixos de 2 a 1000 pL.

Introdugdo da "Loop" Injegdo da
amostra alga de amostra
amostragem

Retorno



da

iqui

V 4

Cromat. L

Sistema de Injecao de Amostras

Antes de serem injetadas, as amostras passam através de
filtros com 0,2 a 2 um de porosidade para remover as
particulas que, de outro modo, entupiriam e danificariam a
bomba.



HPLC - Solventes

Caracteristicas Fisico-Quimicas

da

Elevada pureza e/ou facil purificacao.
Dissolver a amostra sem provocar sua decomposicao.
Nao danificar a FE.

Ter baixa viscosidade e PE.

Ser compativel com o detector.

Cromat. Liqu

Adaptado de Carol H. Colins — Fundamentos de Cromatografia



HPLC - Solventes

Forca Cromatografica da FM

da

Mede a capacidade da FM em interagir com o0sS
componentes da amostra.

Solventes fortes diminuem a retencao e solventes
fracos aumentam a retencéo.

C 1 £ K s 20 (ideal) ou 0,5 £ K = 20 (componentes
multiplos)

Cromat. Liqu

Adaptado de Carol H. Colins — Fundamentos de Cromatografia
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HPLC - Solventes
NP-HPLC (CLAE-FN)

C A FE é mais polar que a FM.

c Solventes polares s&o fortes e apolares sao
fracos.

RP-HPLC (CLAE-FR)

C A FE é mais apolar que a FM.

c Solventes apolares sao fortes e polares sao
fracos.

Adaptado de Carol H. Colins — Fundamentos de Cromatografia
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HPLC - Solventes
Eluicao Isocrética

Eluicdo com apenas um solvente ou uma mistura de
composicao constante (ex. 50% ACN e 50% CH;0H).

Um solvente pode ser insuficiente para promover uma
separacdo adequada, ou ainda, pode ser insuficiente para
proporcionar uma separacdo rapida de todos o0s
componentes. Neste caso, emprega-se a eluicdo com
gradiente.

Eluicao com Gradiente

O solvente é continuamente alterado do mais fraco para o
mais forte em termos de forca eluente, através da adicao de
mais solvente forte ao solvente mais fraco durante a
cromatografia.

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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HPLC - Solventes

Considere a separacdo em fase reversa.

A forca eluente aumenta quando a FM se torna mais polar.

90% ACN 80% ACN 0% ACN s
1234]| ;567 123 "’ N ACN e
/ 121 60% ACN
/8 g - 23 menos polar
l ’ s gue aagua
£ 6.7 6,7
& 5/ 6,7
@ 5 5
: |
< 1
*,
ld S | S L'-.,_ _,._J S ;I
L L | IR | R R | I I R R S S S SR
0 5 0 5 0 5 0 5 10
Time (min) — Time (min) — Time {min) — Time (min) —
1) Alcool benzilico 2) fenol 3) 3’-4’-dimetoxiacetofenona
4) Benzoina 5) Benzoato de etila 6) Tolueno
7) 2,6-dimetoxitolueno 8) metoxibifenila

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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HPLC - Solventes

T 2,3
: 5
S 50% ACN Mal resolvidos para 2 e 3.
s 4 ~ ~
2 | 6 e 7 nao estao bem
J: N ] resolvidos.
=1
Ei””é-“”1|¢}” I G

Time (min) —

T 3
s - 40% ACN Mal resolvidos para 2 e 3.
3 5
m 4

il M 8
i /\
ﬁl | | | ..I....I....I....I..::::}.I....I....I

0 5 10 15 20 25 30 35 60 65 70

Time (min) ——
l 5 Todos o0s picos estdo
2 o .
= 30 Ac resolvidos, mas a
E 1 separacao é muito lenta.
4 5

gl | L | | | jkl | | | | /L
<0 |5HH1¢}HH15HHEDIIHEEIHIBDHHEEHIIdDIIHdEHH

Time (min) ——

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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HPLC - Solventes

I 3
8

E i 35% ACN e N
=
ﬁ | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1
"E 4 E 120 125 130
s}
g AN
2
=1

| 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 | 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Time (min) —

Todos os picos estao bem resolvidos, mas a separacéao é
muito lenta.

Uma maneira de aumentar a velocidade da separacéo e
aumentar, gradativamente a forca eluente.

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



HPLC - Solventes

45% CH,CN /

D |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

5 10 15 20 25 30

3
Time (min) ——-
4 )

80% CHsCN

a ‘//4\\ F
Vol% CH,CN
=] o
L] L]
T | T | T

40 - 309 GHBG N /

A

iqui

90% B

V4

_—

- 30% B

""U' 1 ( ) 45% B
‘* |

o i .. [P

— < | il

O S L
EllllIIIIIII.'l_-llIIIIIII1|IJIIIIIIIII1|5IIIIIIIII2|DIIIIIIIII2|5IIIIIIIIIE!{JIIIIIIIII:EI]EIIIIIII

Time (min) ——=

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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Phosphoserine
Aspartic acid
Glutamic acid
a-Amino adipic acid
Asparagine

Serine

Glutamine

Histidine

Glycine

Threonine

. Citrulline

. 1-Methylhistidine
. 3-Methylhistidine
. Arginine

. B-Alanine

Alanine

. Taurine

Anserine

. B-Aminobutyric acid

. B-Aminoisobutyric acid
. Tyrosine

. a-Aminobutyric acid

. Methionine

Valine

. Tryptophan

. Phenylalanine
. Isoleucine

. Leucine

d-Hydroxylysine
Lysine

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)

Solventes

47 min

Gradient profile

b 4

33
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Exercicios

Qual cromatografia seria a mais adequada para separar 0S
compostos abaixo?

a) MF < 2000, soluvel em diclorometano.

b) MF < 2000, soluvel em octano.

c) MF > 2000, soluvel em agua, nédo-iénico, tamanho de 50
pum.

d) MF > 2000, soluvel em agua, idnico.

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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TABLE 24-2 Eluotropic series and ultraviolet cutoff wavelengths of

solvents for adsorption chromatography on silica

- ______________________________________________________________________________________________________________

Solvent Eluent strength (£°) Ultraviolet cutoff (nm)
Pentane 0.00 190
Hexane 0.01 195
Heptane 0.01 200
Trichlorotrifluoroethane 0.02 231
Toluene 0.22 284
Chloroform 0.26 245
Dichloromethane 0.30 233
Diethyl ether 0.43 215
Ethyl acetate 0.48 256
Methyl t-butyl ether 0.48 210
Dioxane 0.51 215
Acetonitrile 0.52 190
Acetone 0.53 330
Tetrahydrofuran 0.53 212
2-Propanol 0.60 205
Methanol 0.70 205

worE: The ultraviolet cutoff for water is 190 nm,

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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Mualecular mass < 2 000

I
[ 1

Soluble in organic solvents Soluble in watar
I I
| I [ |
Soluble in Soluble in Maonionic or lonic
nonpolar to weakly moderately polar lon-paired
polar solvents to polar solvents
(hexane to CHCI,) (CHCI, to CH,OH)

Bonded Soluble in alcohol, Bonded normal-phase lon-exchanae of ion
reversed-phase Soluble in CHCI, acetonitrile, or or hydrophilic interaction uhrnmatng:a h
chromatography ethyl acetate chromatography ography

Adsorption Bonded normal-phase
chromatography chromatography

Cyano, amino or
2witterion, silica, polyamide

¢1g. ':3 phenyl,
C4Fs, cyano

Cyanao, amino, diol

Cromat. Liqui

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis) 36



Cyg Cy 01

phenyl or polyether
resin

Molecular mass = 2 000
I
I I
Soluble in organic solvents Soluble in water
' I
| I I | |
—
Molecular size Molecular size Nonionic or lonic
< 30 nm 30-400 nm ion-paired
| | I I
Bonded
\ — reversed-phase Molecular exclusion
P chromatography Maolecular size Molecular size lan-exchange
l chromatography <30 nm 30-400 nm chromatography
u
“ Cis C, Cs Bonded reversed-!:hase Molecular exclusion
or hydrophobic
m interaction chromatography
chromatography

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis) 37



HPLC - Solventes

Basico

iquid

v d

Acido Dipolar

Cromat. L

Triangulo de seletividade para os solventes em (—) Fase
Reversa e (-----) Fase Normal.
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HPLC - Solventes

Exemplo:

Ao realizar a separacdo de uma amostra empregando a FE
no modo reverso e a FM MeOH:H,O :: 70:30 (v/v), obteve-se
sobreposicado de picos. Para que a sobreposicao dos picos
nao aconteca, qual € a FM adequada e sua composicao?

DADOS:

Swmeon = 2,6 Sthr = 4,9 Sacn = 3,2

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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HPLC - Solventes

A forca relativa de uma fase movel pode ser descrita pelo
INDICE DE POLARIDADE DO SOLVENTE (“P”).

Piotal = ®aPy— @gPp
P, = Indices de polaridade do solvente.

P, e P; = Indices de polaridade dos constituintes A e B,
respectivamente.

Pa € Pr = Fracdo de volume dos constituintes A e B,
respectivamente.

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



HPLC - Solventes

Exemplo:

da

Considerando uma mistura de 10 : 50 % (v/v) de ACN e H,0O
e outrade 25: 75 % (v/v) de ACN e H,0O, qual apresenta maior
polaridade? Ou ...

Qual solvente possui maior poder de eluicdo em uma
coluna de fase normal? E se fosse em uma comuna de fase
reversa?

DADOS: - P, =102 Py = 5,64

agua

Pioa = (0,10 x 5,64) + (0,9 x 10,2) = 9,74

Piotar = (0,25 X 5,64) + (0,75 x 10,2) = 9,06

Cromat. Liqu

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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Detectores
Ultravioleta

da

E o0 mais comum.

Pode ser um sistema simples, que emprega lampada de Hg

Eluate out

em 254 nm.

Pode ser um sistema versatil,
que emprega fontes de D, ou Xe
e um monocromador.

Light
. . source .
Proporciona maior Eaty

seletividade.

A Detector
I_I - - +

Sensivel a espécies que apresentam
elevada absortividade (g€ ou a). |

Sensibilidade = 10~ g/mL e Faixa Linear = 105. |

Eluate in

Cromat. Liqu

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



Detectores

Ultravioleta
Concave
holographic
grating
0.2 ng
anthracena h
Sample
flomar call g@@
:
\ — -
J :
=
Beamsplitter I \'l
u o 5
) Time (min)
Deutarium 0.001 —
lamp
i)
o E Anthracens
£ spactrum
&
- . S
o o l l l
195 245 205 345
Wavelength {nm)

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis) 44



Detectores

Indice de Refracéo

da

Detector mais universal.

Sensibilidade = 107 g/mL e Faixa Linear = 10°.

O analito apresenta uma capacidade de refletir a luz
diferente do solvente (FM). Assim, o detector mede a
capacidade de um eluato em refletir a luz.

Uma vez que a capacidade de refletir a luz € afetada pela
composicao do meio (neste caso, do solvente), ndo se aplica
a eluicdo com gradiente, pois a linha de base sofrera
modificacdo ap0Os cada alteracéao.

Cromat. Liqu

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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Detectores

Espalhamento de Luz por Evaporacao

O solvente é evaporado e o

Column
effluent @ aerossol formado a partir de
R =Pt solutos nao  volateis &
pressure relief = | nebuizaion detectado por espalhamento.
Mitrogen gas @
eplzer == Praticamente universal.
Heated drift "': )
wbe ™ |~ o e~ A TESpOSta do  detector
i‘z.";]iii < S| ewomion Independe da estrutura do
" S analito, mas de sua massa.
K O analito deve ser menor
% volatil que o soluto.
Laser light source .,--"ﬁ“-n._
) E;;I;LTSt
Photodetector

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



Detectores

Espalhamento de Luz por Evaporacao

dah.

iqui

Considere a separacao por HPLC em fase reversa de
alguns componentes nao volateis extraidos de um ‘drug

tablet”,
N CCI,COOH 0,01% m/v
J Absorbance at 232 nm
l -' k Evaporative light scattering
m '  —ei—— . [
CH,CH,CH,OH  45% U\A
E m/v + COOH 0,01% m/v . | | :
0 E_EI' 40
O Absorbance at 205 nm T| me
-
O l ' l

Time
(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)
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Cromat. Liqu

Detectores
Aerossol Carregado

Detector universal mais novo e sensivel.
E compativel com a eluicdo com gradiente.

Apoés evaporacdo do solvente, o aerossol gerado a parir
dos solutos nao volateis sdo misturados a uma corrente de
N,*, formando uma descarga de alta voltagem.

As particulas adquirem cargas positiva e o N,* nao
adsorvido €& separado por um campo elétrico, enquanto o
aerossol e carregado para um coletor.

O cromatograma descreve a carga que chega no coletor em
funcao do tempo.

Faixa Dinamica ~ 5 ng a 10°.

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



Detectores

Eletroquimico (Detector Amperomeétrico)

Responde aos analitos que podem ser oxidados ou
reduzidos em um eletrodo no qual um eluato passa.

lquida

A corrente elétrica é proporcional a concentracdao do
soluto.

V 4

Na figura a seguir, a medida que os analitos (neste caso, 0s
acucares) sao eluidos, eles sao oxidados sobre a superficie
de cobre.

A reducdo da agua (H,O0 + e — % H, + OH-) ocorre no
eletrodo de trabalho.

Assim, a corrente elétrica que flui entre os eletrodos é
proporcional a cada acucar (analito) que sai da coluna.

Cromat. L

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



Cromat. Liqui

Detectores

Eletroquimico (Detector Amperomeétrico)
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(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)

Sugar concentration (g/L)

Lactose Maltose
0.84

Fructose

Glucose

Brand

2.05

0.26

0.54
0.14
45.1

Budweiser
Bud Dry
Coca-Cola

0.29
68.4

1.06

42.9

44.0

Pepsi

0.01

0.03

Diet Pepsi

50



Eneargy

Cromat. Liquida

Detectores
Fluorescéncia

Responde aos analitos que fluorescem ou que podem se
tornar fluorescentes por derivatizacao.

O eluato é irradiado pelo detector em um comprimento de
onda e mede a emissao em um comprimento de onda maior.

A intensidade de emisséo € proporcional a concentracédo do
soluto.

Excited vibrational

and retational Na fluorescéncia ocorre a

levels of T,

infamal 8 decronicsiie amissdo de um foton durante a

) |
-:cln'.'elrsn:ln TI |
5(. |II —

| transicao entre estados de mesmo
——-R, [ntersystam .
crossing to T, Spln

" e— Intersystam
crossing to 5,

s

|

|

|
—{ Na fosforescéncia ocorre a
Absorption emissao de um foton durante a
==, |1 ooty transicdo entre estados de spin

—— -4 10%s)  |P diferentes.

=]

| 5]
|

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis)



Detectores
Comparacao
\ Comparison of commercial HPLC detectors
Approximate limit Useful with
=3

Detector of detection” (ng) gradient?
N Ultraviolet 0.1-1 Yes
l Refractive index 100-1 000 No
Evaporative light-scattering 0.1-1 Yes
- Charged aerosol 1 Yes
fud Electrochemical 0.01-1 No
m Fluorescence 0.001-0.01 Yes
Nitrogen (N "% NO B3 NOS ) 0.3 Yes
E Conductivity 0.5-1 No
Mass spectrometry 0.1-1 Yes
o Fourier transform infrared 1 000 Yes

—

(Adaptado de Harris — Quantittive Chemical Analysis) 52
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Cromat. Liqui

Detectores — Espectrometria de Massas

; Forno com
Injetor de
temperatura
amostra
controlada

Coluna capilar
Gds: He, N, H, ou empacotada

CONTAGENS
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Espectrometro
de massa
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MASSA / CARGA
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