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HPLC - Definicbes
High Performance Liquid Chromatography
Cromatografia Cromatografia Cromatografia Cromatografia
Liquida de Alta Liquida de Alta Liquida de Alto Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) Performance Desempenho Pressdo
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HPLC - Definicbes

E uma técnica cromatogréfica que utiliza FE acomodada
sob alta pressdo em colunas metdlicas;

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 Pressédo ou de Alto Desempenho
ou, ainda, de Alta Performance.

CONFIGURAGAO
INSTRUMENTAL BASICA

Aquisicao
dos dados

Coluna
Cromatogréfica

Solvente Bomba Detector  pescarte

HPLC
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Intensidade
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CROMATOGRAMAS TiPICOS EM PLANAR E EM HPLC
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Linha de
chegada
da fase mével

Resposta do detector

Ponto de partida
Profundidade da
fase movel

CROMATOGRAMAS TIPICOS EM PLANAR E EM HPLC

INFORMACOES
! - CROMATOGRAFICAS
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Tempo de Reteng¢ao Relativo

Pico 1: t;?1 =tp, — ty

r
Pico 2: tRZ = tRz - tM
Tyt € o Tempo de Volume Morto, isto é, o tempo que as
moléculas de uma substancia leva pra sair do injetor e
chegar até o detector sem ter interagido com a FE.

AVALIACAO DA SEPARACAO

CROMATOGRAFICA EM HPLC

Pico 1 i Pico 2
Wso, Wy,
Vg'ln J sz J
1 tr, i ‘
——
I
Pico 1: k, (tRl — tM) tRl
Ity Iy
[
Pico 2: k, (tRZ _ tM) tRZ
ty ty

AVALIACAO DA SEPARACAO
CROMATOGRAFICA EM HPLC

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




Pico 2
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Picodd Pico 2
Wso, é Wso,
| try 1
IL ta, :
R =2[(tR2 _tR1) } =1 18[ (tﬁz _tRl) ]
’ (wbz + wb1) I (w502 + w501)
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AVALIACAO DA SEPARACAO
CROMATOGRAFICA EM HPLC

Seletividade (a@): é um parémetro de
separacdo de dois componentes
consecutivos em um cromatograma,
calculada a partir da relagdo existente
entre o tempo que os dois picos
permanecem na FE.

AVALIACAO DA SEPARACAO
CROMATOGRAFICA EM HPLC

Resolucdo (R,): assim como a, Rs é um
parametro de separagdo de dois
componentes consecutivos em um
cromatograma, calculada a partir da
distédncia que separa os pontos maximos
dos picos e da média das larguras de suas
respectivas bases, ou das larguras na meia
altura.

21/11/2023
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AVALIACAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA EM HPLC

o Resolucdo (R,): assim como a, Rs é um pardmetro de separagdo de dois componentes consecutivos em
um cromatograma, calculada a partir da disténcia que separa os pontos maximos dos picos e da média
das larguras de suas respectivas bases, ou das larguras na meia altura.
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Quando Ry =1, os dois picos sdo razoavelmente separados, com somente 2% de superposicdo se as quantidades
dos dois componentes forem iguais. Maiores valores de R, indicam melhor separacao: R, = 1,25 é suficiente para

fins quantitativos, e Rg > 1,5 indica separacdo completa.

: AVALIACAO DA SEPARACAO
o CROMATOGRAFICA EM HPLC

Eficiéncia (N): trata-se de uma medida
de capacidade da condicdo

—_—
-
]
9

cromatografica em promover uma boa
separacédo. E medida em termos de pratos
gerados, sendo um prato equivalente a
2 2 uma etapa de equilibrio entre as duas
f tp fases (FM e FE).
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AVALIACAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA EM HPLC

Referéncia
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AVALIACAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA EM HPLC

A eficiéncia (N) € uma medida de capacidade
da condigdo cromatografica em promover uma

boa separagéo.

I 2
t
N =16 (—R)
Wy

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

procedimento analitico.

Logo, guanto maior o nimero de equilibrios a partir de uma condi¢éo cromatogréafica estabelecida, maior sera N (picos
com maiores tempos de retencéo e mais estreitos).
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AVALIACAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA EM HPLC

AVALIACAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA EM HPLC

I—
B e =55
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AVALIACAO DA SEPARACAO CROMATOGRAFICA EM HPLC

O comprimento da coluna (L) necessério para a obtencdo de um Prato Tedrico é conhecido

como Altura Equivalente a um Prato Teérico (H).

Logo, colunas diferentes podem proporcionar N diferentes a depender do seu L e do seu H.

As dimensdes importantes das colunas cromatogréficas
sao:

* Comprimento (L)

» Diémetro interno (d;)

» Diémetro de particulas da FE (dp)

Ex.: Coluna C;4 (150 x 4,6 mm; 5 pm)

* Trés fatores (A, B e C) determinam H em uma coluna
cromatografica, dentre os quais, dois (B e C) séo influenciados
pela vazéo da FM (p):

EQUACAO DE VAN

B
DEEMTER H=a+(0)+cn
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Altura de Prato (H, pm)

EQUACAO DE VAN DEEMTER

B
H=A+<H)+Cp_

Optirmum velocity

¥

Minimum plate
height H

Velocidade linear da FM (i, mm/sm)

A: Caminhos Preferenciais (Difusdo de Eddy)

Refere-se aos diferentes caminhos percorridos pelo soluto dentro da coluna em fungdo de
irregularidades no empacotamento e na forma das particulas da FE, de modo que a
velocidade da FM nos varios canais do fluxo diferem.

| BANDA CROMATOGRAFICA |

|NiC|0 DEPOIS
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fM—— Time ——

3

11



21/11/2023

Fatores que influenciam no termo A:

v/ Tamanho das particulas, dp

v Forma das particulas (regular ou irregular?)
v'Qualidade do empacotamento
v'Efeitos das paredes (material, rugosidade, didmetro do

tubo)

24
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A: Caminhos Preferenciais (Difusao de Eddy)

H
i sem alteragdo no perfil
do pico cromatografico
A quando se altera a
vazéo da FM
u
*0O termo A é independente de W; ndo contribui para
a forma da curva H-p
|

B: Difusao Logitudinal (FM)

Refere-se a difusao molecular do soluto na FM. Quanto maior a difusao maior o
alargamento da banda do pico, logo, menos eficiente a coluna.

FM
Q
INiClIO @ 3' —
DEPOIS o SIS

R
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B: Difusao Logitudinal (FM)

Algumas moléculas se movimentam mais rapidamente que outras em relagdo a sua
velocidade média, ocasionando alargamento do pico. Este efeito é mais pronunciado
em fluxos (vazGes) mais lentos.

INiclI0 DEPOIS Fatores que influenciam no termo B:
(&) Lowfow
v Velocidade linear da fase mével (VAZAO)
| e A v Coeficiente de difusdo do analito na fase moével
) High tiow v'Viscosidade da fase mével
W W v Temperatura

H

B O termo B tem relag¢do inversa com .

u

B: Difusédo Logitudinal (FM)

O termo B tem relagao inversa com M.

clm

Vazao
Zero Alta
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clm

O termo B tem relag¢do inversa com M. H

B: Difusao Logitudinal (FM)

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

O equilibrio de transferéncia do soluto entre a FM e a FE ndo ocorre de forma simultanea (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
eluicdo entre as moléculas de uma mesma substidncia, o que, por sua vez, promovera uma

alargamento da banca (pico) cromatografico (menor eficiéncia).

Sentido do Escoamento
.

Transferéncia do soluto da fase .
estaciondria paraa fase mévela g $ perfilde concentragio do
o, soluto na fase mével

Perfil de concentragio do

soluto na fase estacionaria \»\. Transferéncia do soluto da fase

mével para a fase estacionaria a
Jusante do pico

FASE ESTACIONARIA
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.'\ﬁ.\..._
Baixa Vazio da FM (u) aa 'L'.:*"Z‘:'
"‘.',',‘?L.

Alta Vazio da FM (u) ‘”g .

C: RESISTENCIA A TRANSFERENCIA DE MASSA

(FM-FE)

21/11/2023

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

Cp

L

L (flow rate)

O termo C aumenta linearmente com a

velocidade da FM, e sua contribui¢do para a curva

H-p é consideravel.
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0 40 60 8 100
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)+Cu

*Uma coluna que conceda menor H (maior
eficiéncia) também apresenta inicio da ascencdo
na curva H-p em vazGes maiores da FM (u). Isto
significa que a separagdo pode ser feita vazbes
maiores da FM sem sacrificio da qualidade da

separagao, resultando em analises mais rapidas.

COLUNAS

CROMATOGRAFICAS
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Classificagdo das colunas baseadas na vazao da fase movel

! } }

Nano, Capilares e Micro “Convencionais” Preparativa
(10 nL/min - 500 pL/min) (1-2 mL/min) (>10 mL/min)

€ ——a
«Preparativa d.i.> 10 mm
% Analitica di.2-5mm

m Frequentemente emprega materiais particulados.

m Particulas esféricas e de tamanho préximos (regulares).

m Frequentemente particulas porososas ou altamente porosas (area superficial proxima ou superior a 500 m?2 g%).

m Particulas pequenas (CLAE — 3 a 10 pm) (CLUE — <2 pum, ndo porosas).

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