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ÁComo escolher o detector ideal

ÁCálculo da pureza de pico

ÁEscolha de cada parâmetro de Threshold

ÁExemplos 

Agenda 
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Tipos de detectores 

ÁPropriedades Físicas e Químicas do analito são importantes.

ÁSensibilidade necessária precisa ser considerada

ÁSe mais de um detector será utilizado em série, o detector destrutivo deve ser o último.

ÁAlgumas células de fluxo são sensíveis a pressão (RI, FL) e devem ser sempre as últimas.

Detector Resposta Sensibilidade
Faixa
Linear

Destrutivo

UV Seletivo Cromóforo 10-9 g ng/µL ppm 105 Não

PDA Seletivo Cromóforo 10-9 g ng/µL ppm 105 Não

Índicede RefraçãoUniversal
Índicede 
Refração

10-6 g µg/µL ppm 104 Não

Fluorescência Seletivo Fluorescência 10-12 g pg/µL ppb 103 Não

Espalhamentode 
luz

Universal Partícula 10-7 g 100 ng/µL ppm n/a Sim

MS Seletivo Íon 10-14 g 50 pg/µL ppt 105 Sim
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O que é absorbância?

ÁMoléculas podem absorver luz (energia)

īQuando a molécula absorve energia, sua estrutura eletrônica 
muda para o que é chamado de "estado excitado"

īNão é estável em seu "estado excitado", portanto, libera a 
energia, geralmente como calor, e volta a sua estrutura 
eletrônica original ou "estado fundamentalô

ÁMoléculas absorvem energia em determinados
comprimentos de onda (níveis de energia)

ÁA quantidade de luz absorvida depende:

īMolécula

īConcentração

īCaminho optico



5©2022 Waters Corporation

Escolha do detector...

O que considerar na hora de escolher um detector para fazer 

análise de Pureza de Pico

ÁPDA/DAD ou UV? 

ÁSlit variável ou fixo?

ÁResolução ïótica, digital?

ÁFlow cell?

ÁQualidade do dado adquirido

Vamos responder essas perguntas..... 
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Á A aplicação da tecnologia de matriz de fotodiodos à detecção de absorbância combina os

benefícios de sensibilidade e detecção altamente linear de picos cromatográficos. A coleta de

espectros de absorbância de picos eluídos oferecem uma oportunidade para detectar co-

eluição, bem como confirmar a identidade dos picos eluídos com base na correspondência da

biblioteca de espectros. O design de um detector de absorbância para cromatografia líquida

requer o balanço de alguns fatores:

ÁBaixo nível de ruído

ÁAmpla faixa dinâmica linear

ÁTaxa de aquisição

ÁResolução espectral para detectores baseados em matriz de fotodiodo

DAD/PDA
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Flow cells

ÁSe a fase móvel é absorvida, não há ganho de um caminho ótico mais longo -

sinal para ruído não melhora.

ïEscalas de ru²do de ñbombaò

ïA menor taxa de transferência de luz aumentará o ruído e diminuirá o s/n

ïPerda de sinal de luz dispersa diminui s/n

ÁSe a fase móvel é transparente, o melhor caso é que você mude a faixa de 

concentração que pode ser medida

ïCélulas LG de comprimento de caminho mais longo têm ruído mais alto

ïA luz dispersa limita os ganhos com o aumento do comprimento do caminho

ïMaior comprimento do caminho = maior volume da célula = mais dispersão

ÁCélulas de fluxo de caminho mais longo são úteis em condições limitadas.
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PDAôs  (DADôs)

ÁDetector  UV são limitados a 1 or 2 lôs por aquisição

ïTempo necessário para girar a grade para o próximo l

ïTempo necessário para ajustar a eletrônica a cada le obter ruído aceitável

ïA cromatografia rápida pode exigir taxas de dados de 20 a 80 Hz

ÁPDAôs coletam espectros inteiros em cada exposição

ïTempos de exposição mais curtos ca. 3 - 5 mseg @ 80 Hz, temos 12,5 mseg por ponto 

de dados disponível. 

ïSomos rápidos em relação às larguras de pico.

Nota: no PDA, todo o espectro de emissão é visualizado na célula de fluxo -> 

oportunidade para fotodegradação
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Layout do Banco Ótico do PDA
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PDA/DAD: Vantagens

V Coleta de espectros em tempo real

V Detecção multi comprimento de ondas em tempo real

V Compare os espectros dentro de um pico = coeluição

V Compare os espectros com a biblioteca =  indicação de identidade

V Processamento pós-execução em vários comprimentos de onda

V Criação de canais de dados que são compostos para supressão de fundo e compensação 

de artefatos de RI.
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Componentes do detector que impactam nos resultados?

Melhor uso do PDA:

Å Desenvolvimento de métodos quando você não tem conhecimento prévio 

dos melhores lôs

Å Confirmação de identidade composta - correspondência de biblioteca + 

correspondência de tempo de retenção

Å Pureza de pico indica coeluição - a separação é boa o suficiente?

Å Detecção otimizada para compostos com diferentes espectros
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Grade de difração

ÁA finalidade destes componentes é difratar a luz de modo que diferentes comprimentos de 

onda irão incidir sobre a amostra permitindo que se determine sua absorbância para os 

diferentes comprimentos de onda.

ÁUma grade de difração contém uma série de ranhuras, responsáveis pela difração. Quanto 

maior o número de ranhuras por milímetro melhor a resolução dos espectros.

ÁFonte:http://www.c2o.pro.br/automacao/ar01s15.html



13©2022 Waters Corporation

Flow Cell ïPDA 2998 

U.S. Patent # 5,883,721 03/16/99



14©2022 Waters Corporation

Flow Cell ïACQUITY PDA eɚ
Teflon AF ïUm Fluoropolímero único e quimicamente inerte produzido pela DuPont®
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Resolução...
Algumas Definições

-Resolução Digital ou Resolução dos Diodos

Trata-se da resolução, ou seja, da separação entre um diodo e outro. Essa propriedade de depende de uma

especificação física do detector, ou seja, do número fixo de diodos no arranjo. Os números são obtidos ao se deteriminar o

número de comprimentos de onda monitorados (por exemplo, de 190 a 800nm, que é igual a 610 comprimentos de onda)

dividido pelo número de diodos total no arranjo (ou seja, 512 para detectores Waters). Isso resultaria em uma resolução

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 resolução digital do detector se todo o intervalo for monitorado é igual a 0.7nm. À

primeira vista, isso pode gerar a impressão que o detector é 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

sensível.

Porém, mais diodos não significam mais sensibilidade, e sim mais ruído quando a largura do slit for menor. Isso

além do fato de que um diodo com resolução digital de 0.7nm tem uma saturação mais rápida do que um diodo com

resolução digital de 1.2nm, que também oferece menos ruído.
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Resolução...
Algumas Definições

-Resolução Óptica

Também chamada de Bandwidth (largura de banda), é uma importante propriedade do detector PDA.

A Resolução Óptica afeta vários aspectos da performance do detector, tais como a resolução espectral, a

sensibilidade e a linearidade. A Resolução Óptica é definida pelo design dos componentes do banco óptico, tais

como o slit.

Em um detector PDA a situação ideal seria ter cada comprimento de onda (1nm) de luz passando

através da amostra e fase móvel (Flow Cell) e chegando a um ÚNICO diodo equivalente. Isso conferiria a melhor

resolução óptica (1nm). Se esse feiche de luz de 1nm for espalhado de modo que atinja três diodos devido a maior

abertura do slit, isso resultará em um resolução óptica maior, o que não forneceria dados espectrais tão bons e

detalhados, pois cada comprimento de onda (1nm) está menos focado sendo divido em mais diodos (três no

exemplo abaixo).
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Resolução...
Algumas Definições

-Resolução Espectral

Trata-se da habilidade de o detector conseguir diferenciar as mínimas características espectrais entre dois

espectros (moléculas) diferentes. A resolução óptica afeta diretamente a resolução espectral. Quanto maior for a

resolução óptica menor será a habilidade do detector de diferenciar as mínimas características espectrais de cada

composto.

Como via de regra, para avaliação de pureza cromatográfica através da comparação espectral, deve-se

manter a resolução óptica tão mínima quanto possível.
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Resolução Espectral...
A Habilidade de Diferenciar Espectros

Para entender melhor o conceito de Resolução Espectral...

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
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Os Efeitos da Resolução Óptica

- A Resolução Óptica determinará a quantidade de detalhes observados no espectro. O benzeno ilustra bem isso,

conforme figura abaixo. Uma resoluçã mínima de 1.2nm também é necessária para distinguir entre compostos muito

similares.

- Para a maior qualidade da informação espectral, que fornece confiabilidade na identificação de compostos, a melhor

resolução óptica é necessária!
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Os Efeitos da Resolução Óptica

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

(resolução óptica diminui).

- Entretanto, se a largura de banda for aumentada por aumentar a largura do slit, a resolução óptica e a linearidade

serão prejudicadas. Isso degrada a qualidade geral do método analítico, além de fazer com que o detector perca a

capacidade de distinguir diferenças mínimas entre espectros similares de substâncias diferentes (ativo e degradado

por exemplo).
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Efeitos na linearidade causados pela abertura do slit

- Quanto melhor for a resolução óptica (largura de banda menor), melhor será a linearidade da absorbância em relação à

concentração. No exemplo abaixo, vemos claramente que uma resolução óptica de 1.3nm produz melhor linearidade do

que valores maiores;

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

mais detalhes à frente. Essa faixa linear afetará o gráfico de pureza (Purity Plot) futuramente.
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PDA ïAlta Sensibilidade Vs Resolução Espectral
Prós e Contras
Bandwidth (Waters) Vs Slit Variáveis (Outros) 
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Á A abertura da fenda possui diferentes influências na quantidade de luz que chega ao

fotodiodo e forte influência na faixa linear dinâmica.

Á Uma abertura de fenda mais larga permite a passagem de mais luz enquanto uma abertura

mais estreita passa menos luz. O slit ótimo deve ser um balanço de baixo ruído contra a

resolução óptica. A descrição de como o slit impacta na linearidade está descrito na tabela 1:

Slit... 

< 1 nm 1 a 5 nm < 5 nm

¶ Habilidade do detector 

comprometida para gerar 

valores de ruído aceitáveis a 

taxas de aquisição 

moderadas  (10 a 40 

pontos/segundo)

¶ Não é uma condição ótima 

para cromatografia líquida 

de modo geral

¶ Bom comportamento da linearidade

¶ Balanço entre ruído e linearidade*

¶ Decréscimo da faixa linear 

dinâmica

¶ Limita a precisão da 

quantificação
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PDA ïAlta Sensibilidade e Resolução Espectral
Efeitos de Badwidth e Slits Variáveis 


