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Cromatografia de fase Reversa

> Cromatografia de fase Reversa
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O objectivo de qualquer separagao cromatografica & separar ou
resolver dois ou mais componentes.




Resolugdo (R)
Exemplo

i v .
> Separagoes com trés resolugbes diferentes

[
[

i

Detector signal

7
LB
7 5=sN A}
Wyt
| |

| ! n
! = Wymei \
1 1

i L . I

Time, min

Largura das bandas e
Eficacia da separacao

» N°de Pratos Teéricos (N) @ > @ chuaq rAeUoG->R @ _QS&»So Aos budas

relacao entre o tempo de retencdo do composto e a extensao do

X R=0,75 - significa que ndg
ha praticamente separagao
dos componenles (fraca

resolugao)
S—

Q@ ignifica que ha
obreposicao parcial das

bandas, separacao nao.
completa, no entanto esta
resolugao podera ser
considerada adequada
para fins analiticos

R = ou > 1,5} significa

que existe separagao
completa das espécies
(boa resolugao)
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» Seccéo da coluna na gual o soluto se
encontra em equilibrio entre as fases
estacionaria e a movel

Prato Tedrico

Portanto, quanto mais n° de pratos teéricos disponiveis
dentro de uma coluna, maior 0 n° equilibrios possiveis e
melhor a qualidade da separagao.
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Assimetria do pico

3
As=0,9-1,2
Rxda %@F?Qs? Muitas vezes aceitam-se valores até 2

Colunas novas

processo

0 que significa exactamente optimizar um

cromatografico?

Formas dos picos . . . .
A optimizacao de uma separacao e principalmente direccionada para

» Tipicamente gaussianos (sim)

» CAlargamento Yesulta da variacdo
slocidade das moléculas de

atingir os seguintes objectivos:
mepe mpo

soluto ao longo da coluna Talling factor, T, = W, ., /21 T
o =1.0 o
@ Tempo de residéncia em cada 1 Flea Lordo> . Fosie\
fase nao é constante : o ranada> € separar melhor (aumentar a resolucao), \
,Sm' 0@90—\0_:; « . o e 2
separar mais rapidamente (diminuir o tempo de retencao),

Peak Tailing (arrastamento) - T >1 detectar mais (diminuir o limite de deteccao),

# Arrastamento provocado por
coeficientes de partigdo nao
lineares

®» Em algumas zonas da FE os
compostos ficam mais retidos do
que em outras

separar a mais baixo custo (esforco economico)

separar mais compostos

h Os trés primeiros objectivos sao os mais importantes mas a

Fronting (frontal) - T <1

# provocado por coef. particdo ndao
lineares

® amostra demasiado grande

| principal preocupacao sera a melhoria da resolugao.

Efeito a, k, N na resolugéo

Efeito a, k, N na resolucao

Resolugdo (R)  p Aresolugdo, R,, € proporcional a eficiéncia (N),

Resolucdo (R)  p A resolucdo, R., é proporcional a eficiéncia (N),
selectividades («) e capacidade (k') do sistema.

selectividades («) e capacidade (k') do sistema.
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. .n. X, N na resolugéo

- Resolucao (R)

> Aresolucao, R;, & proporcional a eficiéncia (N),

selectividades (a) e capacidade (k') do sistema.
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Para melhorar a resolugao existem
trés possibilidades

Resolution (R
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» Aumentar a forga de interacgdo entre o
composto e a FE (k' aumenta)

00 1

na
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X Resolugao

Efeito da diminuicao do tamanho da particula

X Sensibilidade §i|||\r\</|||\/||.
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(aumento do valor de N)
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Numa analise cromatografica de acidos de baixo \/\m/
OH

peso molecular, os tempos de retencao do

acido butirico e do acido isobutirico foram de
7,36 min e 5,98 min, respectivamente. O tempo

morto da coluna é de 0,31 min. it

on__/j
a- Calcule o factor de retengao para o acido
butirico.

b- Qual é o factor de separagao
(/selectividade) para o acido isobutirico e
acido butirico?

c- Tendo em conta os tempos de retengao do
acido isobutirico e do acido butirico, diga
qual a natureza da fase estacionaria.
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ﬁ/u W = te-tm

tOn
o.bd =736 T3 yk!=23,6 A
Oy 31 3 - P . o
Numa analise cromatografica de acidos de baixo
e’ SR E w\fw.mhwww_ e R'=18,28 peso molecular, os tempos de retengao do ~Hon
— o7 acido butirico e do acido isobutirico foram de
Y o= &2 ;o= W@ =y 23 7,36 min e 5,98 min, respectivamente. O tempo =
: ax 18,23 morto da coluna é de 0,31 min. j\
HO
— P > comprste TS mc«iﬁv ’ o a- Om_o.c._m o factor de retengao para o acido
oo G a fase SAGUEAR & 2 butirico.
o o> ealae apEelen Banos b- Qual é o factor d 5
IR ‘Cu - Qual é o factor de separagdo =
= mpe 4 = (/selectividade) para o acido isobutirico e
acido butirico?

c- Tendo em conta os tempos de reten¢ao do
acido isobutirico e do acido butirico, diga
qual a natureza da fase estacionaria.




, F
.: ; 4.2:3» m:»_mmmnqoam»omq»mom.oo_...:Bnoo_::mnouc.on_.:

= verificou-se que as substancias A e B tém tempos de retengao

de, respectivamente, 16,40 e 17,63 min. As espécies nao retidas

passam através da coluna wB@(ﬁ.@dﬂo Mmoo

A largura dos picos para A e B sdo 1,11 ¢ 1,21, respectivamente.
Calcule:

a) a resolugao da coluna

e
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b) o numero médio de pratos teéricos da coluna
c) a altura do u_‘\mno tedrico
(C58 S
d) o comprimento da coluna necessario para obter uma
resolucao de 1,5.

_»H.g Xllx XQ\I..
T4 K+ s

, -

Forma dos picos cromatograficos ao longo da coluna - Difusao

menos ideais, a banda torna-se assimétrica.

Uma das principaig/causasdo alargamento
liquido de um soluto de uma regiao de alta concen

concentracao, através do movimento aleatério das moléculas.

molewlos rmenores Km
peR(uRNs METORSS
baodsy ® fown

x\) O, 35 - 7 55U
—
o, n = b=7- 5 W P B ankequalvs entie
cD .u\ 39 1011» |
4. Na literatura encontra-se descrita uma separacio
n ae P>
cromatogréficaemaque [ | { b =
, = T o
K'x = 0.75, K’y = 1.54, k', = 2.38 e k' = 3.84, aguic g k™
A B c D o ‘10&

Podera esta mistura ser separada com uma coluna de baixa
pressao de apenas 300 pratos teéricos, com o mesmo sistema
<= 2,38+4

- S
P”vx“k\m.s

de fases, e uma resolugio minima de 1,57

(considerando que N1=N2)

Pnpk K X004
Y X+4 e NdT
“.—WOO x N\@w K:WWI_

Y 1,96+ 55 O&= 1,24y <€ 4,S

Largura das bandas e Eficacia da separagao
Teoria Cinética

Mecanismos de

Existem trés mecanismos reponsaveis pela dispersao de uma
Dispersao em colunas

banda de soluto ao percorrer uma coluna.

Difusao turbulenta ou
Dispersao associada
ao escoamento

A - Diferenga de percursos
(Difusao de Eddy )

initial final
Umwx_vazm band profile
{ Quagem o4 : :
Plain0 : ;
J : g
ps rikcian Brnem Al LA
pewasrs F 4 .osc e
welondadte, < ot

Moléculas que circulam @ mesma velocidade podem sair mais a:.am
ou mais cedo da coluna consoante o percurso efectuado no interior
da coluna

Directamente proporcional ao diametro das particulas
que constituem a fase estacionaria




@) Ry =2x (te,-te)) :
, Aaia&.wc&sn das bandpe P7.35

N ali L Ry = 2x R_U\¢Wl:°~£o,v =
uma analise cromatografica, com uma coluna de 30,0 cm, (1,20 4 1,10

~S€ que as substancias A e B tém tempos de retengio

e

o [eo

() Nv" u.\ (o177}

o Cle

verificou

&

de, respectivamente, 16,40 e 17,63 min. As espécies nio retidas 0= 16 ﬁ e, :OV.N

Passam através da coluna maatimaavo MoRto

®
L
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N=)b [ 13,63 4
V)24

m@@ A largura'dos picos para A e B sio 1,1181,21, respectivamente. =34%2,% = fv@#\ parac
ERrER e " =4036,06 w ——
Calcule: atos t
WN¥mégp = 34823 +403¢,6 i
.a) a resolugio da coluna 2 minii
b) o nimero médio de pratos teéricos da coluna y . T ELRY] )
E S =L g ~ -
¢) a altura do prato teérico R & = 2¢70 cm
L= S W= Ptxi0-L -
d) o comprimento da coluna necessario para obter uma SOIFEXIOT 3 o

resolucao de 1,5.
R=yN e K x ol
[ K+1 e

&) Alkerax L, promiem - conHAo R0y
ReH, o QW Lwua € © N

& (1,00) _ N liee e =
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a dos picos cromatograficos ao longo da coluna - Difusao

N=L) o (@3,04) > 8211673
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F rgura das bandas e Eficacia da separagio
Teoria Cinética

yitusao turbulenta ou
perséo associada
ao escoamento

Qul o eloite da o

MEA devdo & dilkerenyo

LS ﬂnﬂcagw

« Oorde o ekike Se deve &

+ A prReurse, A v eflan

A - Diferenga de percursos
(Difusdo de Eddy )

Large Particles

Largura das bandas e Eficacia da separagdo
Teoria Cinética

No mesmo percurso, as moléculas junto as paredes yiajam mais

lentamente

Mecanismos de
Dispersao em colunas

Difusao turbulenta ou A - Diferenga de percursos
(difuséo turbulenta)

Dispersdo associada
ao escoamento y

Radiat flow only otcurs hrough
diffusion Molecules experients

a lowgura du banda ; akia
97.)& o f._ﬁmo 4o eckngGS wall effects resulting in parabolic
@@&Pm»,fo
HETP e B s Cu @ N\«wcnnbxb

A = Fiow Varagen ERec

4 Small Particles

' Minimizada:

HETP

J

r Usar FE com particulas mais pequenas
¥ Particulas com menor distribui¢ao de tamanho

Largura das bandas e Eficécia da separagao
Teoria Cinética

Mecanismos de B — Difusio longitudinal (molecular)
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Directamente proporcional ao coeficiente de difusao
da FM

Dependente da velocidade da FM -

efeito reduzido usando velocidade de fluxo elevado
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Mecanismos de

lispersao em colunas C - Efeitos de Transferéncia de massa
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Mass Transfer (C Term) band broadening processes in the pore structure of stationary
phase particles
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Mecanismos de

Dispersao em colunas C — Efeitos de Transferéncia de massa

Os poros da FE estao preenchidos com mobile phase
FM que néo se move (esta estagnada). e
Uma molécula de soluto que entra no @ N
poro deixa de ser transportada pelo stationary phase

fluxo do eluente, e muda de posicéo
apenas por difusao.

mobile phase

A molécula difunde de volta para o fluxo da ®)

FM. Este processo demora tempo, durante
este tempo as moléculas que n#o ficaram
retidas nos poros movem-se e adlantam-se
na coluna,
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Mecanismos de

Dispersao em colunas C - Efeitos de Transferéncia de massa

As moléculas que interagem com Moblle Direction
a fase estacionaria demoram s phase s
algum tempo antes de regressar e mm e e e
fase movel, atrasando-se Stationary
relativamente aquelas moléculas phase
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Mecanismos de

Dispersao em colunas C - Efeitos de Transferéncia de massa
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High mobile phase linear velocity
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® Usar FE com particulas mais pequenas

B Usar velocidades de fluxo menores
R



AR o

P gura das bandas e Eficacia da separagéo
Teoria Cinética

Equacédo de Van

Largura das bandas e Eficicia da separagao
Teoria Cinética — Curva de Van Deemter
A altura equivalente de prato teérico é dada como uma soma de f
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A velocidade do fluxo da FM afecta de maneira
diferente cada uma destas contribuicdes para H

Representagdo Grafica  Os efeitos que contribuem para os mecanismos de dispersao
da Equacao de Van  dependem das dimensdes das particulas da fase estacionaria

Deemter Quanto menor o tamanho das particulas, mais uniforme o
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Como se pode melhorar
a resolugéo?

Inject

Aumento do t; de todos os componentes,
incluindo de um componente inerte (tm).
# Coluna maior/menor?

# velocidade do fluxo - diminui/aumenta?

| .

Como se pode melhorar
a resolucao?

Os t; mantém-se aproximadamente
constantes, melhora a forma dos picos.

Ex.

# Diminuigdo do volume da amostra

injectado

% Diminuir/aumentar o tamanho das

particulas da FE

Aumento da interacgéo entre a amostra e
idades quimicas):

® Alterar o eluente

® Diminuira T

® Alterara FE

A alterag8o nas interacgdes afectam de igual forma os
dois componente

Aumento da interacgdo entre a amostra e
a FE (possibilidades quimicas):

=% Alterar o eluente

® DiminuiraT

® Alterara FE

A ¢80 nas ints GO f os dois
componentes de diferente forma (ex. alteragdo no
pH)

a aumenta







