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CONFIGURAGCAO INSTRUMENTAL BASICA
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Caracteristicas desejaveis para o detector

*Alta Detectabilidade (baixo Limite de Detecgdo) e alta Sensibilidade (alta capacidade de distinguir concentragées

diferentes = coeficiente angular da curva analitica.
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*Alta Estabilidade do Sinal: resistente a mudancgas de temperatura e na FE eﬁaﬁfoac;)f)rgrl gradlente)

Intensidade do Sinal

*Resposta Linear: sinal variando linearmente com a alteragdo na concentragdo do analito
*Ndo contribuir para o alargamento do pico (volume da cela do detector)
*Seletividade adequada: contribuir com informagdo qualitativa adicional ao da andlise cromatografica (tg);

habilidade de distinguir analitos que eventualmente venham a ter o mesmo t; (coelui¢do de analitos).

*Alta Reprodutibilidade (Precisdo; Confiabilidade).

Analise QUALITATIVA

Teofilina Teobromina

Cafeina
1. Padrio

2. Desconhecido

tg(teofilina) = ty(“X”) = portanto, é sugerido ser a teofilina. Necessita de confirmacio da
identidade do analito.
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CLASSIFICACAO GERAL DOS
DETECTORES

+*»UNIVERSAIS: geral sinal para qualquer substancia eluida
+»SELETIVOS: detectam apenas substancias com determinada propriedade fisico-quimica

“+ESPECIFICOS: detectam substancias que possuam determinado elemento ou grupo

funcional em suas estruturas quimicas

ALGUNS DOS DETECTORES MAIS EMPREGADOS EM
ASSOCIACAO AO HPLC

*Absorg¢ao UV-Vis:
v'Fotométrico: A fixo
v'Espectrofotdmetro: A variavel
v'Espectrofotdmetro por arranjo de diodos: espectro instantaneo
sindice de Refragdo
*Fluorescéncia
*Espalhamento de luz
*Eletroquimico
*Dicroismo Circular
*Espectrometria de Massas
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ABSORBANCIA UV-Vis

*Baseiam-se na absorbancia da luz pelo analito ao passar pelo detector.

E um detector seletivo pois sé detecta os compostos que absorvem no comprimento de onda em que o
detector for ajustado.

*E o detector mais utilizado em HPLC pois grande maioria das substancias absorvem radiacdo. Exemplos
de substancias sdo: olefinas, aromaticos, compostos contendo ligagdes C=0, C=S, N=0.

*CONSIDERAGOES IMPORTANTES:
v'A FM utilizada n3o pode absorver no comprimento de onda selecionado

v'A pureza da FM é extremamente importante

ABSORBANCIA UV-Vis
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ABSORBANCIA UV-VIS
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ABSORBANCIA UV-Vis

*TIPOS DE DETECTORES UV-VIS:

v'Espectrofotométricos — monocromadores

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

*TIPOS DE DETECTORES UV-VIS:

v'Espectrofotométricos — Arranjo de Diodos

UDetector UV mais util para HPLC: pode-se varrer o espectro inteiro e escolher o melhor
valor de A para um analito em questdo.
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UV lamp

diode array

play

ABSORBANCIA UV-Vis

*TIPOS DE DETECTORES UV-VIS:
v'Espectrofotométricos — Arranjo de Diodos

Informagdes obtidas com um detector com arranjo de diodos

Comp. onda
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ABSORBANCIA UV-Vis

*TIPOS DE DETECTORES UV-VIS:
v'Espectrofotométricos — Arranjo de Diodos

Determinagdo da pureza de pico utilizando detector com arranjo de diodos

nm Abs nm Abs nm Abs

200 0.00 200 0.00 200 0.00
201 0.01 201 0.01 201 0.01
202 0.02 202 o0.02 202 0.02
203 0.03 203 0.03 203 0.03
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Detector por arranjo de diodos
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Ethylparaben 0=53
Ethylbana Indice de similaridade = 0,6018

Theophylline
Dyphylline
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ABSORBANCIA UV-Vis

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

v'Determinacdo da pureza do pico (somente com DAD).

*LIMITACOES:

v'Sensibilidade média a baixa (dependente da estrutura do analito).

v'Seletividade moderada (interferéncias de compostos presentes na matriz é
frequente).
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*Principio:

Excitacdo com

FLUORESCENCIA MOLECULAR

radiacdo eletromagnética (luz) produz emissdo
fluorescente (aborve luz em A 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
gue absorvam fortemente no UV

19

FLUORESCENCIA

o PRINCIPIO: luz de
comprimento de onda
adequado passa através
da cela de amostra, que é
excitada por ela. No
retorno ao estado
fundamental, a molécula
excitada emite luz de
comprimento de onda
maior, o qual é detectado
a um angulo reto da
radiacdo incidente.
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FLUORESCENCIA MOLECULAR

*VANTAGENS:

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

v'Maior sensibilidade e seletividade comparado ao UV-Vis. Para compostos altamente fluorescentes,

sensibilidade superior a qualquer outra técnica.

*LIMITACOES:

v'Aplicavel apenas a compostos que fluorescem: restrito a compostos farmacéuticos, petrdleo, etc.

vSeletividade regular.

v'N3o fornece informagdes a respeito da identidade do analito (apenas t; é obtido).

Detector de fluorescéncia: alta sensibilidade, menor razédo S/N

(a)
-

(b)
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ESPECTROMETRO DE MASSAS

*MS é um detector universal para HPLC

«Alta sensibilidade

v'baixos limites de deteccao

«Confirmacéo da presenca do analito

v'massa molar e informacao estrutural

*Alta seletividade

v'possibilidade de analise de compostos com picos sobrepostos (SIM)

*Pureza dos picos

*Potencial para analise de compostos nao volateis e termolabeis

ESPECTROMETRO DE MASSAS
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ESPECTROMETRO DE MASSAS

Caracteristica de SELETIVIDADE: MS vs UV
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ESPECTROMETRO DE MASSAS

Caracteristica de SELETIVIDADE: MS vs UV

Espectro de
massas
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