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HPLC - Defini¢des
High Performance Liquid Chromatography
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HPLC - Definigdes

E uma técnica cromatografica que utiliza FE acomodada
sob alta pressdo em colunas metalicas;

A FM liquida é pressurizada através da coluna contendo
a FE, mediante auxilio de bombas de alta presséo;

E também conhecida como HPLC, ou de Alta
Velocidade, ou de Alta Pressdo ou de Alto Desempenho
ou, ainda, de Alta Performance.
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CROMATOGRAMAS TiPICOS EM PLANAR E EM HPLC
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INFORMACOES
CROMATOGRAFICAS
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CROMATOGRAMAS TIPICOS EM PLANAR E EM HPLC
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AVALIACAO DA SEPARACAO

CROMATOGRAFICA EM HPLC
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AVALIACAO DA SEPARACAO
CROMATOGRAFICAEM HPLC

= Fator de retencdo (k): ¢ a medida do
tempo de retencdo (tz) de uma molécula,
relativo ao tempo do volume morto (T,,)
da coluna.

Pico 1: ky = (tnl - tM) - tﬁ
ty ty

Pico 2: k2=(t’?=t;)=tt'ﬁ
M M
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AVALIACAO DA SEPARACAO
CROMATOGRAFICAEM HPLC

Resolugao (R,):
pardmetro

sl ) | gl (e —ta) ]
Ro=2 (Wuz +wy, =L ‘(Wiu.‘ + Wsu,)
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AVALIAGAO DA SEPARAGAO CROMATOGRAFICAEM HPLC

= Resolugao (R;): assim como a, Rs € um pardmetro de separacéo de dois componentes consecutivos em
um cromatograma, calculada a partir da distancia que separa os pontos maximos dos picos e da média
das larguras de suas respectivas bases, ou das larguras na meia altura.

AVALIACAO DA SEPARACAO
CROMATOGRAFICAEM HP

ncia (N): trata-se de uma medida
da  condicio
r uma boa

mos de pratc

F
uma etapa de equilibr

FM e FE).

Quando R, = 1, 0s dois picos s&o razoavelmente separados, com somente 2% de superposico se as quantidades

dos dois componentes forem iguais. Maiores valores de R, indicam melhor separagéo: R, = 1,25  suficiente para

fins quantitativos, e R, > 1,5 indica separagéo completa.
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AVALIAGAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICAEM HPLC AVALIAGCAO DA SEPARAGAO CROMATOGRAFICAEM HPLC

Referéncia A eficiéncia (N) é uma medida de capacidade
da condigao cromatografica em promover uma
boa separagao.

¢
N =16 (—")
Wy

N medida em termos de nimero de equilibrios que as substancias atingem entre as duas fases (FM e FE) durante o

Efeito de N e a em R, :

I lgual N procedimento analitico.
! maior o

Logo, quanto maior o nimero de equilibrios a partir de uma condig&o cromatografica estabelecida, maior seré N (picos
com maiores tempos de retenc&o e mais estreitos).
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BANDA CROMATOGRAFICA

Fatores que influenciam no termo A:

+ Temanho das particulas, d,

 Forma das particulas (regular ou irregular?)
+Qualidade do empacotamento

VEfeitos das paredes (material, rugosidade, diametro do
tubo)
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Fatores que influenciam no termo B:

¥ Velocidade linear da fase mével (VAZAO)

+ Cosiciente de difusio do analto na fase mével
Viscosidade da fase mével
Temperatura
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B: Difusao Logitudinal (FM)

0 termo B tem relagio inversa com .

C: Resisténcia a Transferéncia de Massa (FM-FE)

0 equilibrio de transferéncia do soluto entre a FM e a FE ndo ocorre de forma simultdnea (ao mesmo
tempo) para todas as moléculas do soluto, de modo que enquanto ha moléculas interagindo com a
FE também havera moléculas migrando com a FM, resultando numa diferenga de velocidade de

eluigio entre as moléculas de uma mesma substincia, o que, por sua vez, promoverd uma

da banca (pico) fico (menor
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Baixa Vazdo da FM () a

Alta Vazgo da FM (1)

C: RESISTENCIA A TRANSFERENCIA DE MASSA

(FM-FE)
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C: Resisténcia a Transferéncia de Massa (FM-FE)

Cu

1 (flow rote)

*O termo C aumenta linearmente com a
velocidade da FM, e sua contribuigdo para a curva

H-j1é considerdvel.
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H 0030 " CROMATOGRAFICAS
(mm) 0.025 na curva H-p em vazdes maiores da FM (k). Isto
0020 : .
e S significa que a separagdo pode ser feita vazdes
0010 maiores da FM sem sacrificio da qualidade da
0,005 —
T e T separagio, resultando em andlises mais répidas.
Linear Velocity, j
(emisec)




08/11/2022

Classificagdo das colunas baseadas na vazdo da fase mével

| ! |
Nano, Capilares e Micro @ parati
(10 nL/min - 500 L /min) (1-2mL/min) (>10 mL/min)

| “Preparativa di.>10mm |
[ = Analitica di.2-5mm |

= Frequentemente emprega materiais particulados.

m Particul: fé ede ho proxil

= Frequentemente particulas porososas ou altamente porosas (drea superficial préxima ou superior a 500 m? g).

u Particulas pequenas (CLAE — 3a 10 um) (CLUE — <2 um, no porosas).

u Particulas fortemente compactadas (“empacotadas”) e de forma bastante regular, dentro das colunas.
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