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VANTAGENS DA HPLC

* Velocidade - Minutos

* Alta Resolugao

* Alta Precisdo e Exatidao

* Alta Sensibilidade : 10”pra 10"%

e Sistemas Automaticos

ANALISE DE AFLATOXINAS POR HPILC
(ppb)

Aflatoxinas em pasta de amendoim; Deteccdo por Florescéncia.

fl. Aflatoxina By 5ppb \
2 2. Aflatoxina G; 1ppb
3. Aflatoxina B, 3ppb

, , , , \4 Aflatoxina G, 1ppbj
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ANALISE RAPIDA POR HPIL.C

(Pequenas Particulas, Coluna Curta, Fluxo Rapido)

Coluna : 3cm

3uM ODS

Nitrobenzeno

Fluxo : 3.5 ml / min
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“HPLC of Naturally Occuring Xanthones”. K. Hostetman & H.M. Mcair
J. Chromatogr. 116 (1976) 201.




LIMITACOES DA HPLC

* Equipamento de custo relativamente Elevado
* Experiéncia : 6-12 meses

* Detector nao Universal/Sensivel

* Materiais de Custo Elevado

* Requer Espectroscopia para confirmagao
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HPLC - VANTAGENS

1. Rapida — Usar colunas curtas e particulas pequenas.

2. Alta Resolucao — N elevado, varias formas de aumentar
0/, muitos tipos de coluna.

3. Versatil — Se vocé pode dissolver a amostra, HPLC!

4. Boa Analise Quantitativa - ~1 - 2% RSD.

5. Escala Preparativa Facil — Colunas grandes, mais
amostras , coletores de fragles .

ANALISE QUALITATIVA (1)

Tempo de Retengio ( ty) N

Sinal

|
l
|
|
!
|
|

Injecao

—

o Lécnicas anxiliares (MS, IR, UV-11S, NMR) proporcionam identificagio

mais positiva

Tempo




LC - Espectrometria de Massas

Espectrometro de Massas
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ALARGAMENTO DO PICO

b

Initial Later Latest

HPLC 4 5/03 15

VAN DEEMTER EQUATION - 1956
(PACKED GC COLUMN)

HETP=H=A+B/un + Cu

3 fatores determinam a velocidade
de alargamento da banda

HPLC 4 5/03 16




van DEEMTER EQUATION
(Modificada para HPLC)

HETP=H=A+§+[CS+CM]E

e 4 fontes independentes de alargamento da

banda; novo termo C

Minimizando cada termo, Minimiza “H”,
Maximiza a Eficiéncia

HPLC 4 5/03 17

HPLC - EDDY DIFFUSION

A= 2)\dp

@ Achave é o uso de particulas menores, empacotadas de forma eficiente.

10 and 5 microns sdo comumente utilizadas.
3 microns disponivel

@® U-HPLC ou UPLC :1,7 a 1,8 microns

HPLC 4 5/03 18




HPLC — LONGITUDIAL DIFFUSION

2)/D mobile
V

B/v =

® Fator pouco relevante emHPLC

® Difusdo em liquidos € negligenciavel

HPLC 4 5/03 19

HPLC — MASS TRANSFER
STATIONARY PHASE

2

Com ORD?v

D stat

Q = Fator de Configuragéo
R = Constante; f (K )
di = Espessura da fase estacionaria
Dstat = Coef. De difusdo na fase estac.
Vv = Velocidade do fluxo (cm/sec)

Chave: filme fino

HPLC 4 5/03 20
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HPLC — MASS TRANSFER -
MOBILE PHASE

2
wdp“v
Cv=

D mobile
w = Coeficiente da coluna
dp = Diametro das particulas
Vv = Velocidade do fluxo (cm/ sec)
D .= Coeficiente de Difuséo na fase movel

Chave: particulas pequenas

HPLC 4 5/03 21

FEQUACAO DE VAN DEEMTER DETALHADA

(HPLC)

f

H = (2Adp)+ 2YPm

\'J

+

QRdfzv . wdp?v
Ds Dim

\w

N

S

HPLC 4 5/03 22

11



ALARGAMENTO DA BANDA vs FLUXO

FUNCAO DO DIAMETRO DAS PARTICULAS

122 °C : tert-Butyl Benzene
80 | 10 um
440
&
% i 5 um
20 \T
| 3 um
0 1 t 1 Il Il Il 1 1 1 1

FLOW RATE [ml/min]
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PARAMETROS DE RETENCAO
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HPLC 4 5/03 24

12



EQUACAO MESTRA DA RESOLUCAO

CAPACIDADE SELETIVIDADE EFICIENCIA

= (ED ()

Instrumentacao

HPLC 4 5/03 26

13



Componentes de um sistema de HPLC

Injetor

Coluna

Fase Moével

|/
() () O)
Detector

Aquisicao de dados

5/03 27

BOMBAS DO TIPO RECIPROCANTES
P Sao utilizadas em 90% dos sistemas de HPLC. Consistem
de uma pequena camara na qual o solvente é bombeado por

um movimento para tras e para frente de um pistdo
controlado por um motor.
f out

pump head @ check valve
5-50uL
plunger / check valve
plunger seal

i

Mobile phase

motor and cam

HPLC 4 5/03 28
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Bombas de HPLC do tipo reciprocantes
(isocrdticas, bindrias ou quaterndrias)

HPLC 4 5/03 29

Injetores Manuais

Alga de Injecio

Vista traseira

Flow Connections
™

Sample loop

Waste

Vent tube

Sample loop

Posicdo de injecao

To column

From pump outlet

3
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SISTEMAS DE INJECAO DE AMOSTRAS

VALVULA DE 6 PORTICOS

Waste

Sample
Loop 1 6

Waste
5

Needle Port

Column

Position 1 (LOAD) Position 2 (INJECT)

HPLC 4 5/03 31

Esquema de uma coluna de HPLC
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CROMATOGRAFIA LIQUIDO-SOLIDO

(LSC)

Principio: Adsor¢do de analitos sobre a superficie polar,

fracamente acida, geralmente da silica gel.
FE: Silica gel (pH 2-8); Alumina (pH 2-12).

EM: Solventes nao polares como o hexano, CHCI3
(raramente agua).

Aplicacoes: Amostras nao polares e semi-polares;
soluveis em hexano; isomeros posicionais.

FASES QUIMICAMENTE LIGADAS
(Particao)

FASE NORMAL

*Adsorvente Polar: -CN, -NH2,...
*Solventes nio Polares: iso-octano, cloreto de metileno

*Amostras ndo polares e semi-polares

FASE REVERSA

*Adsorvente nio Polar: RP-18 (ODS), RP-8 (Octil)
OH

*Solventes Polates: dgua/ metanol, 4gua/acetonitrila ©

*Amostras polares e nao polares |

%
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CROMATOGRAFIA EM FASE LIGADA
(BPC)

Fase Reversa (R.P)

Principio: R.P. — Cadeia principal hidrofébica do analito sofre
parti¢Oes entre superficies hidrofébicas e metanol (nao agua).

FE: Superficies hidrofébicas na silica gel — R.P.-18, RP-8, ODS.
FM: Metanol ou acetonitrila e agua.

Aplicagdes: Maioria dos compostos soliveis em agua e

metanol: proteinas, peptideos, agtcares, acidos graxos,

farmacos.
!

I,
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DETECTORES PARA HPLC

Detector UV

0@
R@PRPE
BH@ODI

@D
o @D @

Detector MS
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HPLC 4 5/03 37

19



