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CONFIGURAGAO INSTRUMENTAL BASICA
coluna
cromatogrifica
Analise Quimica I: cromatograma
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[ Caracterisficas desejJivels para o detector | — Amalise QUALITATIVA

«Alta Detectabilidade (baixo Limite de Detecgo) e alt idade de distinguir

Teofilina Teobromina
diferentes = coeficiente angular da curva analitica. H
S . Cafeina
k] 1. Padrio |
5 |
£ I
i ’ s < T |
-Alta Sinal: mudangas de e ns FE(ERIES por Eradiente) |
*Resposta Linear: sinal variando linearmente com a alteragéona concentragio do analito -«
N30 contribuir para o alargamento do pico (volume da cela do detector) 2. Desconhecido
|
contribuir com i 0 qualitativa adicional ao da andlise cromatografica (ty); 1

habilidade de distinguir analitos que eventualmente venham a ter 0 mesmo t; (coeluigdo de analitos). —
tg(teofilina) = ty("X ") = portanto, é sugerido ser a teofilina. Necessita de confirmagcio da

identidade do analito.
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= ALGUNS DOS DETECTORES MAIS EMPREGADOS EM
CLASSIFICACAO GERAL DOS ASSOCIAGAO AO HPLC

DETECTORES

“*UNIVERSAIS: geral sinal para qualquer substéncia eluida

*Absorg¢do UV-Vis:

v'Fotométrico: A fixo

v'Espectrofotémetro: A variavel

v'Espectrofotémetro por arranjo de diodos: espectro instantdneo
“*SELETIVOS: detectam apenas substancias com determinada propriedade fisico-quimica «indice de Refracdo
*Fluorescéncia
+ESPECIFICOS: detectam substancias que possuam determinado elemento ou grupo :Espalhamento de|luz
*Eletroquimico
funcional em suas estruturas quimicas — .

*Dicroismo Circular

*Espectrometria de Massas

ABSORBANCIA UV-Vis
ABSORBANCIA UV-Vis
Da a
'
+Baseiam-se na absorbancia da luz pelo analito ao passar pelo detector.
<E um detector seletivo pois s6 detecta os compostos que absorvem no comprimento de onda em que o
detector for ajustado. A
+ 0 detector mais utilizado em HPLC pois grande maioria das substancias absorvem radiagio. Exemplos ~
de substancias sao: olefinas, aromaticos, compostos contendo ligagdes C=0, C=S, N=0. Fonie de > ¢ Dete
+*CONSIDERAGOES IMPORTANTES: L J
> Volume cela pequeno: 1 a 10 ul.
v/AFM utilizada ndo pode absorver no comprimento de onda selecionado
. . >Ldacela:2a 10mm 1
v'A pureza da FM é extremamente importante
>Celaem “2”: aumentodo caminho Descarte
dptico.




ABSORBANCIA UV-VIS
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ABSORBANCIA UV-Vis

*TIPOS DE DETECTORES UV-VIS:

v étricos —

Q0 comprimento de onda é variével entre 190nm e 800nm selecionado através do
monocromador (UV = Iampada de deutério e VIS = lampada de tungsténio).
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ABSORBANCIA UV-Vis

*TIPOS DE DETECTORES UV-VIS:

v Espectrofotométricos — Arranjo de Diodos

QDetector UV mais (til para HPLC: pode-se varrer o espectro inteiro e escolher o melhor
valor de A para um analito em quest3o.

photodiode ——

slit
/ 3 e
) S
u l diffraction
lamp flow cel grating
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grating ABSORBANCIA UV-Vis
slit
*TIPOS DE DETECTORES UV-VIS:
UV lamp be\\ v Espectrofotométricos — Arranjo de Diodos
)
© Informages obtidas com um detector com arranjo de diodos
~ lens
—
diode array
lens
A
visible ~ #
play
lamp
ABSORBANCIA UV-Vis
Detector por arranjo de diodos
*TIPOS DE DETECTORES UV-VIS:
v Espectrofotométricos — Arranjo de Diodos A diferentede B— 0=90
AU =
Determinagio da pureza de pico utilizando d com arranjo de diodos QFHBE = O=0
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Ethyiparaben 0=53
Indice de similaridade = 0,6018

0=10

Mamyparaben

0=0,5
Indice de similaridade =

2000 o

Indice de similaridade = 0,984:

ABSORBANCIA UV-Vis

*VANTAGENS:
¥'Fcil de operar , baixo custo, grande faixa linear.

v Determinago da pureza do pico (somente com DAD).

“LIMITAGCOES:

v ibili média a baixa

VSeletividade moderada (interferéncias de compostos presentes na matriz é

frequente).

da estrutura do analito).
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FLUORESCENCIA MOLECULAR

*Principio: Excitagdo com radiagdo eletromagnética (luz) produz emissdo
fluorescente (aborve luz em L menores e reemite em A maiores)

*Seletividade: Seletivo para moléculas que fluorescem, ou seja, sistemas
aromaticos policiclicos ou que contenham duplas ligagdes conjugadas multiplas

«Sensibilidade: cerca de 10 a 1000 vezes maior que detector UV para compostos
que absorvam fortemente no UV
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FLUORESCENCIA

Sample in

Excitation filter or 1
monochromator

Light
source

Photodetector

Emission filter or
monochromator
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FLUORESCENCIA MOLECULAR

*VANTAGENS:
v'Facil de operar , médio custo e grande faixa linear.

v'Maior ibili e
sensibilidade superior a qualquer outra técnica.

a0 UV-Vis, Para compostos altamente fluorescentes,

~LIMITAGOES:

v Aplicavel apenas a que restrito a fari petréleo, etc.

v Seletividade regular.

¥Nao fornece informagdes a respeito da identidade do analito (apenas t; é obtido).

Detector de fluor : alta menor razéo S/N
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ESPECTROMETRO DE MASSAS

+MS é um detector universal para HPLC

ites de deteccdo
+Confirmagéo da presenga do analito
v'massa molar e informacao estrutural

+Alta seletividade

v'pos: idade de analise de

com picos sobrep (SIM)

*Pureza dos picos

Potencial para anélise de néo volateis e

ESPECTROMETRO DE MASSAS

Tonizagdo

Fonte

Separagdo dos Ions Detecgdo dos Ions

Andlisador Detector

S T 7
Sistema de aquisi¢do de ’
Introdugdo dados
da amostra

A P\ \

Espectro de massas Cmmutogrc;ma
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ESPECTROMETRO DE MASSAS
Caracteristica de SELETIVIDADE: MS vs UV

hydrocortisone

Espectro de
absor¢ao no
uv

ESPECTROMETRO DE MASSAS
Caracteristica de SELETIVIDADE: MS vs UV

331 363
deoxyeorticosterone hydrocortisone
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massas [ t

methyltestosterone

Relative Abundance
Relative Abundance

25

26



