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Agenda Woaters:

AComo escolher o detector ideal
A Célculo da pureza de pico
AEscolha de cada parametro de Threshold

AExemplos
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Tipos de detectores WOTGI’S”

Detector Resposta Sensibilidade F_alxa Destrutivo
Linear
10°
Seletivo
Indicede Refracaq Universal Refracio 10°g ug/uL  |ppm| 10 Nao
Fluorescéncia |Seletivo |Fluorescéncig 10*%*g | pg/uL |ppb| 10° N&o
Ili szpalhamentarle Universal Particula 107 g | 100 ng/pL ppm| n/a Sim
MS Seletivo |lon 10'*g | 50 pg/uL| ppt | 10° Sim

A Propriedades Fisicas e Quimicas do analito sdo importantes.

A Sensibilidade necesséaria precisa ser considerada

A Se mais de um detector sera utilizado em série, o detector destrutivo deve ser o dltimo.

A Algumas células de fluxo sio sensiveis a presséo (RI, FL) e devem ser sempre as ultimas.
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O que é absorbancia? WOJreI’ST”

AMoléculas podem absorver luz (energia)

I Quando a molécula absorve energia, sua estrutura eletronica
muda para o que é chamado de "estado excitado"

I Nao é estavel em seu "estado excitado", portanto, libera a
energia, geralmente como calor, e volta a sua estrutura
eletronica original ou "estado fundamentalo

AMoléculas absorvem energia em determinados
comprimentos de onda (niveis de energia)

Energy Excited States

AA quantidade de luz absorvida depende:
Molécula = Ground state
Concentracao

1 Caminho optico
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Escolha do detector... Wo’rers*"

O que considerar na hora de escolher um detector para fazer

analise de Pureza de Pico

APDA/DAD ou UV?

ASlit variavel ou fixo?

AResolucdo i 6tica, digital?

AFlow cell? Vamos responder essas perguntas.....

AQualidade do dado adquirido
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DAD/PDA Waters®

A A aplicacdo da tecnologia de matriz de fotodiodos & detec¢éo de absorbancia combina os
beneficios de sensibilidade e deteccdo altamente linear de picos cromatograficos. A coleta de
espectros de absorbancia de picos eluidos oferecem uma oportunidade para detectar co-
eluicdo, bem como confirmar a identidade dos picos eluidos com base na correspondéncia da
biblioteca de espectros. O design de um detector de absorbancia para cromatografia liquida

requer o balanco de alguns fatores:

A Baixo nivel de ruido
A Ampla faixa dinamica linear
A Taxa de aquisic&o

A Resolucgao espectral para detectores baseados em matriz de fotodiodo

©2022 Waters Corporation




XL
Flow cells WOTGI’S”

A Se afase movel é absorvida, ndo ha ganho de um caminho 6tico mais longo -
sinal para ruido ndo melhora.
I Escalas de ru2do de fibombao
I Amenor taxa de transferéncia de luz aumentara o ruido e diminuira o s/n
I Perda de sinal de luz dispersa diminui s/n

A Se a fase movel é transparente, o melhor caso é que vocé mude a faixa de
concentracao que pode ser medida
I Células LG de comprimento de caminho mais longo tém ruido mais alto
I Aluz dispersa limita os ganhos com o aumento do comprimento do caminho
I Maior comprimento do caminho = maior volume da célula = mais disperséo

A Células de fluxo de caminho mais longo s&o Gteis em condi¢des limitadas.
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A Detector UV sdo limitadosalor2|6 s gouisicdo
I Tempo necessario para girar a grade para o proximo |
I Tempo necessario para ajustar a eletronica a cada | e obter ruido aceitavel
I A cromatografia rapida pode exigir taxas de dados de 20 a 80 Hz

A P D A daofetam espectros inteiros em cada exposiGao

I Tempos de exposicdo mais curtos ca. 3 - 5 mseg @ 80 Hz, temos 12,5 mseg por ponto
de dados disponivel.

I Somos rapidos em relacdo as larguras de pico.

Nota: no PDA, todo o espectro de emisséao € visualizado na célula de fluxo ->
oportunidade para fotodegradacéao
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Layout do Banco Otico do PDA

Optics assembly light path

Grating

500 nm (PDA)
800 nm (e.PDA)

Order filter
Photodicde
array
190 nm
Thermal .
switch 100-pm slit (PDA)

50-um slit (2APDA)

M1 mirror

Spectrograph
mirror and
mask

Lamp and Window Filter Flag Flow cell

lamp optics

2 Waters Corporation

Cell support window

Tungsten lamp

Coupling lens

Deuterium lamp

Achromat (source lens)

Holmium oxide filter

Flow cell

Spectro lens

Slit

Woaters:

Grating

Diode array




Woaters:

PDA/DAD: Vantagens

Coleta de espectros em tempo real

Deteccao multi comprimento de ondas em tempo real

Compare os espectros dentro de um pico = coelui¢céo

Compare 0s espectros com a biblioteca = indicacao de identidade
Processamento pos-execucao em varios comprimentos de onda

Criacéo de canais de dados que sao compostos para supresséao de fundo e compensacao

de artefatos de RI.
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Woaters:

Melhor uso do PDA:

A Desenvolvimento de métodos quando vocé nio tem conhecimento prévio
dos melhores| 6 s

A Confirmacéo de identidade composta - correspondéncia de biblioteca +
correspondéncia de tempo de retencao

A Pureza de pico indica coeluicéo - a separacéo é boa o suficiente?

A Deteccio otimizada para compostos com diferentes espectros

Componentes do detector que impactam nos resultados?
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Grade de difragcao WOerI’S’"

A Afinalidade destes componentes € difratar a luz de modo que diferentes comprimentc
onda irdo incidir sobre a amostra permitindo que se determine sua absorbancia para c
diferentes comprimentos de onda.

A Uma grade de difracdo contém uma série de ranhuras, responsaveis pela difracdo. Qu
maior o numero de ranhuras por milimetro melhor a resolu¢céo dos espectros.

- ED

A Fonte:http://www.c20.pro.br/automacao/ar01s15.html
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Waters:

Flow Cell T PDA 2998

Conventional

Cell

window

window

—
—~—

window

" Waters TaperSlit~ -
Analytical Cell

U.S. Patent # 5,883,721 03/16/99
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Flow Cell i ACQUITY PDA ea- Waters®
Teflon AF T Um Fluoropolimero tnico e quimicamente inerte produzido pela DuPont®

Light transmission through a light-guiding flow cell Light-guiding portion of flow cell

Window

| \
PSR \ 2
Rays of light ~a—Light out -5 N A
|

(BN N |
/ | / A.‘f Fluid in
Core (sample fluid) Cladding (Teflon AF) ) /jg

Light transmission through a light guiding flow cell Teflon AF

g Fluid out

Light path

i -7
= = Mobile phase i3 9L
-V—— - ~3

Total Internal Reflection (TIR)

¥, :‘ Teflon AF tubing upper wall

-

f\\ Mobile mase flow N

Como Limpar uma Floweell Contaminada??
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Resolucéo... WO’rerS*”

Algumas Definicoes

-Resolucéo Digital ou Resolugéo dos Diodos

Trata-se da resolucéo, ou seja, da separacdo entre um diodo e outro. Essa propriedade de depende de uma
especificacao fisica do detector, ou seja, do numero fixo de diodos no arranjo. Os nameros sao obtidos ao se deteriminar o
namero de comprimentos de onda monitorados (por exemplo, de 190 a 800nm, que € igual a 610 comprimentos de onda)
dividido pelo nimero de diodos total no arranjo (ou seja, 512 para detectores Waters). Isso resultaria em uma resolucéo

digital de 1.2nm.

Para fabricantes que permitem uma varredura mais ampla (por exemplo, de 190 a 950nm) com um arranjo de
1024 diodos no total, isso significa que a resolucéo digital do detector se todo o intervalo for monitorado é igual a 0.7nm. A
primeira vista, isso pode gerar a impressao que o detector € melhor porque tem mais diodos. Esse aumento na quantidade
de diodos é usado para compensar o recurso de alargamento do slit que aumenta o feiche de luz tornando o detector mais

sensivel.

Porém, mais diodos néo significam mais sensibilidade, e sim mais ruido quando a largura do slit for menor. Isso
além do fato de que um diodo com resolucdo digital de 0.7nm tem uma saturagdo mais rapida do que um diodo com

resolucdo digital de 1.2nm, que também oferece menos ruido.
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Resolucéo... ngersm

Algumas Definicoes
-Resolucéo Optica

Também chamada de Bandwidth (largura de banda), € uma importante propriedade do detector PDA.
A Resolucdo Optica afeta vérios aspectos da performance do detector, tais como a resolucdo espectral, a
sensibilidade e a linearidade. A Resolucdo Optica é definida pelo design dos componentes do banco 6ptico, tais

como o slit.

Em um detector PDA a situacédo ideal seria ter cada comprimento de onda (1nm) de luz passando
através da amostra e fase movel (Flow Cell) e chegando a um UNICO diodo equivalente. Isso conferiria a melhor
resolucdo optica (Lnm). Se esse feiche de luz de 1nm for espalhado de modo que atinja trés diodos devido a maior
abertura do slit, isso resultara em um resolucdo Optica maior, 0 que ndo forneceria dados espectrais tdo bons e
detalhados, pois cada comprimento de onda (1nm) esta menos focado sendo divido em mais diodos (trés no

exemplo abaixo). I

IDEAL |
I‘_'I nm
Light Diodei 3 nm
Light I Optical

1 _’I 1nm 1 nm Resolution

Slit Diodes
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Resolucao...

Algumas Definicoes

-Resolucéo Espectral

composto.

manter a resolugdo 6ptica tdo minima quanto possivel.
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Trata-se da habilidade de o detector conseguir diferenciar as minimas caracteristicas espectrais entre dois
espectros (moléculas) diferentes. A resolucdo Optica afeta diretamente a resolugdo espectral. Quanto maior for a
resolucdo optica menor serd a habilidade do detector de diferenciar as minimas caracteristicas espectrais de cada

Como via de regra, para avaliacdo de pureza cromatogréfica através da comparacao espectral, deve-se

266.2 0.003"
0002] | A . 271.5
T/ 5 0.002] |
< : \ / ‘ < ] \\‘
0001 " 0.001- \ \
] : ) \ 312.1
o0l jooo0f
25000 30000 250.00 300.00
nm nm
14.4 nm 1.2 nm
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Resolucdo Espectral... W(]’rerS’”

A Habilidade de Diferenciar Espectros

Para entender melhor o conceito de Resolucéo Espectral...

©2022 Waters Corporation


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi01Zflk7zJAhVHJZAKHYypCboQjRwIBw&url=http://crosswalknapa.org/2015/01/&bvm=bv.108538919,d.Y2I&psig=AFQjCNHh7snVcMgr-KNcRojnbuET5yHs7A&ust=1449110569658019

Woaters:

Os Efeitos da Resolucdo Optica

- A Resolugdo Optica determinard a quantidade de detalhes observados no espectro. O benzeno ilustra bem isso,

conforme figura abaixo. Uma resolu¢d minima de 1.2nm também € necessaria para distinguir entre compostos muito
similares.

- Para a maior qualidade da informagao espectral, que fornece confiabilidade na identificacdo de compostos, a melhor
resolucéo Optica é necessaria!

Benzene

Slit Width
4.8 nm
1.2 nm

Different imax

230.00 250.00 270.00
nm
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Os Efeitos da Resolucédo Optica Waters:

- O ruido da linha de base (Baseline Noise) diminui conforme a Resolucdo (bandwidth) aumenta de 1.2nm para 9.6nm

(resolucao optica diminui).

- Entretanto, se a largura de banda for aumentada por aumentar a largura do slit, a resolu¢do Optica e a linearidade
serdo prejudicadas. Isso degrada a qualidade geral do método analitico, além de fazer com que o detector perca a
capacidade de distinguir diferencas minimas entre espectros similares de substancias diferentes (ativo e degradado

por exemplo).

0.00040;
0.000301
0.00020;
g 0.000104
-0.00000
-0.00010
-0.00020

120 160 2.00
Minutes
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Woaters:

Efeitos na linearidade causados pela abertura do slit

- Quanto melhor for a resolugéo optica (largura de banda menor), melhor ser& a linearidade da absorbancia em relacéo a

concentracdo. No exemplo abaixo, vemos claramente que uma resolucdo Optica de 1.3nm produz melhor linearidade do

gue valores maiores;

- Essa linearidade diz respeito a linearidade espectral para avaliacdo de pureza de pico, sobre a qual falaremos com

mais detalhes a frente. Essa faixa linear afetara o gréfico de pureza (Purity Plot) futuramente.
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PDAT Alta Sensibilidade Vs Resolucéao Espectral W(]’rersm
Pros e Contras
Bandwidth (Waters) Vs Slit Variaveis (Outros)

Aumentando a Largura de Banda (Bandwidth) Aumentando a Largura do Slit (Slit Width)
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Slit... Waters®

A A abertura da fenda possui diferentes influéncias na quantidade de luz que chega ao
fotodiodo e forte influéncia na faixa linear dinamica.

A Uma abertura de fenda mais larga permite a passagem de mais luz enquanto uma abertura
mais estreita passa menos luz. O slit 6timo deve ser um balan¢co de baixo ruido contra a

resolucao optica. A descricao de como o slit impacta na linearidade esta descrito na tabela 1:

1 Habilidade do detector 1 Bom comportamento da linearidade 1  Decréscimo da faixa linear

comprometida para gerar din&mica
VELICEGERIIGOEWCIEVETSEN 1 Balanco entre ruido e linearidade*
taxas de aquisicao 1 Limita a preciséo da
moderadas (10 a 40 guantificacéao

pontos/segundo)

1 N&o € uma condi¢cdo Otima
para cromatografia liquida

de modo geral
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PDAT Alta Sensibilidade e Resolugédo Espectral "
Efeitos de Badwidth e Slits Variaveis WOerI’S
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