Cromatografia a liquido

Cromatografia - Principio Bdsico

componentes entre uma FASE'ESTACIONARIA (liquido ou sdélido)
e uma FASE MOVEL (liquido ou gas).
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Cromatografia liquida em coluna
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Cromatografia a liquido cldssica
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silica

dp = 10 um| dp = 5 um
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;'Tahle 25-1| Performance as a function of particle diameter

Particle size Retention time Plate number Required pressure
dp (pm) (min) (N) (bar)
50 30 25 000 19
30 18 42 000 87
1.5 9 83 000 700
1.0 6 125 000 2 300

Theoretical performance of 33-pm-diameter % 25-cm-long capillary for minimum plate height for solute
with capacity factor k' = 2 and diffusion coeflicient = 6.7 > 107" m%/s in water-acetonitrile eluent.
sourcE: ). E. MacNair, K. D, Patel, and 1. W, Jorgenson, “Ultrahigh-Pressure Reversed-Phase Capillary
Liguid Chromatography with 1.0-pum Particles.” Anal. Chem. 1999, 71, 700,

03/12/2020

a.bsorhancel
In | | I sitior
Ul
— 11 | | |
B0 75 o 15 30 45 &0
Time (s)

Modalidades

= Cromatografia de partigdo

= Cromatografia de adsorgdo
(cromatografia liquido-sélido)

= Cromatografia de troca idnica

= Cromatografia de exclusdo por tamanho

= Cromatografia de bioafinidade

Cromatografia de adsorgdo
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Cromatografia de partigdo

Si-OH + RS0l m——m— Si-O-5Si-R; + HCI

partigdo
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cadeias do soluto
hidrocarboneto

(C10)

‘ adsorgdo do soluto - silanéis residuais

Cromatografia liquida em coluna

FASE NORMAL = fase estaciondria polar

fase mével apolar

FASE REVERSA = fase estaciondria apolar

fase mével polar

Ordem de polaridade

hidrocarbonetos
éteres
ésteres
cetonas
aldeidos
amidas
aminas
dlcoois
dcidos
dgua

Two pumps for Injection port
gradient elution Column

Ultraviolet
detector

Computer for control and display
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Bomba reciproca

=— Solvent

Injetores

seringa’|

coluna coluna

solvente solvente

amostragem injegdo

Coluna

. [-US$ 200 a 500

pré-coluna
. : .
; ’ +
entrada = :
discos coluna
porosos disco
poroso

d.i. = 1-5 mm .
5-30 cm

saida

 40000-60000 pratos/m

Particulas de silica

porosidade = 70%
drea superficial = 300 m2g'!

porosidade = 50%
drea superficial = 150 m2g-!
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Silica microporosa

Hydrogen bonded vicinal silanal groups

cromatografia de adsorgdo

Silica *
modificada =) cromatografia de parti¢do
liquido-liquido
| i |
—Si-OH + CI-Si-R —— —Si-0-Si-R + HCI
|
| tH, |

R= (CH,);sNH, (amino)

fases polares { R=(CHz):CN  (ciano)
R= (CH,),0CH,CH(OH)CH,OH  (diol)

R= (CH,);7CH;  (octadecil)

fases apolares | R= (CHz),CH;  (octil)
R= (CH,)3C¢Hs  (fenil)

pH<8,0
+ Siloxane
< bonds:
Isolated
silanol
Qroups
8 umol Si-OH
por m?
| ! Geminal
silanol
groups
CH3 |
|
—Si-OH + Cl-SiR —— —Si-0-Si-R + HCI
|
CH;, |
I
Fase mével
1 pureza = 1 custo
= remogdo de gases dissolvidos
- . pré-coluna
= ndo decompor ou dissolver a FE | . igada

= ter baixa viscosidade
= compatibilidade com o detector

= polaridade adequada

e trietilamina (aminas)
= aditivos acetato de amonio (dcidos)

Cromatografia de fase normal

+ FE polares - silica; dgua e trietilenoglicol adsorvidos sobre silica ou
alumina; liquido polar quimicamente ligado a silica

+ FM apolares - hexano ou éter isopropilico

| componente menos polar elui primeiro

AAa

tempo Polaridade do soluto:

AAA A

tempo

Polaridade da fase mével
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Cromatografia de fase reversa

+ FE apolares - hidrocarbonetos (Cg, Cig) quimicamente ligados a silica

+ FM polares - dgua, metanol, acetonitrila

componente mais polar elui primeiro

AAa

Polaridade da fase mével

Aba

tempo Polaridade do soluto:
a>b>c

tempo

Forga eluente

Table 25-2 | Eluotropic series and ultraviolet cutofl wavelengths of solvents

for adsorption chromatography on silica

Solvent Eluent strength (€”) Ultraviolet cutof (nm)
Pentane 0.0 190
Hexane 0.01 195
Heptane 001 200
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 048 210
Dioxanc 0.51 215
Acetonitrile 0.52 190
Acetone 0.53 330
Tetrahydrofuran 0.53 212
2-Propanaol (.60 205
Methanol 0.70 205

The ultraviobet cutoff for water is 190 nm

sotkees: Lo R Seyder. in High-Performance Liguid Cheomarography (C. Horvdth, ed ), Vel 3 {New York
Academic Press, 1983 Buntfich & Jackson Selvent Guide, 3rd ed. (Muskegon, MI: Burdick & Jackson

abortories, 1990).
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A=tampdo aquoso
B=acetonitrila

Efeito da acidez

Fase reversa

Analito K

pKa pH 3 pH5 pH7
acetofenona _ 4,21 428 4,37
dcido salicilico 2,97 2,97 0,65 0,62
nicotina 3,15 0,00 0,13 3,11

7,85
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Eluicdo isocrdtica

A=tampdo aquoso
B=acetonitrila

Eluigdo por gradiente
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Absorbance at 220 nm —

Otimizagdo da eluigdo por gradiente
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Detector ideal

1t sensibilidade

v resposta rdpida

i faixa de resposta (linear)

U dependéncia temperatura e vazdo

v’ resposta independente da fase mével
¥ alargamento do pico

v ndo destrutivo

v informagdes qualitativas sobre os analitos

Detectores
= (espectro)fotométricos
= indice de refracdo

= fluorimétricos

| ¥ Eletroquimicos |

= condutométricos

= amperométricos

| ¥ Espectrometria de massas
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Detectores espectrofotométricos

UV (254 nm)

2 4 6 8 10

Detector por arranjo de diodos

Celas de medida
saida

fontede v/ .
radiacdo ( /G detector

entrada
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