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RESUMO

Em geral, a eficiénclia das colunas comerciais longas
microbcre nZo tém sido 1ideal. Apesar de mui tos grupos - Ltersm
escrito sobre enchimentos de ecolunas microbore, utilizando
.técnicas de suspensio, seus procedimentos e resultados variam
enormement.e. Estes resultados levam & conclusio de cque & técnica
utilizarda no rechelo de colunas longas com particulas de Fum n3o
funcionam para colunas de 1-2mm de diametro interno.

Dezte modo, procurou-ze estudar os efeitos que os
diversos parZmetlros tém ne enchimento das colunas, tal como a
pressfo, a temperatura, a viscosidade do solvente de suspensio, a
densidade do mesmo, a diluigcZiico e a forma do funlil de saida do
reservatdério. Baseados nestes aspectos, procurou-se dessnvolver um
método que permitisse a obtencio de colunas microbore longas (85 x
O0.2cmd com particulas de 3pm.

: ’ Ot.imizando as condigBes fisicas do enchimentoe, tal como
o volume do reservatério, e aperfeigoando a forma do funil de
salda do mesmos, para evitar turbuléncias de fluxo, verificou-se
gue com a utilizacZo de suspensdies diluidas obteve-se colunas
melhores do gque agquelas recheadas com suspensdes concentradas. A
otimizac¥o do solvente de suspensXo, gue mantém as particulas
‘estivelis na mesma pelo espago de algumas horas, também foli oblido.
Com estes parZmetros conseguiu-sze colunas com eficiéncia de 28000
pratos por metro. A seguir, a redugfo da viscosidade do solvente
de suspensio pelo aumento da temperatura da coluna durante o
enchimentb da mesma fol experimentado, o gual conseguiu-ze obler
colunas de até 82000 prato=z por metro.

Testes com aumento da pressio do enchimentc. de S000psi

até 10000psi foram feitos, no gual fol notade a redugfio da
eficiéneia da coluna, com a diminuig3o do nimero de pratos
tedricos por metro e aumento da assimetria. Deste modo, a
eficiéncia maxima conseguida a 10000p=i de -preasio fol de 63000
‘pratos por metro.
_ Estes dados levaram a=s @ condigSes obtiml zadas de
enchimento das colunas, e os resultades indicaram como o eféito a¥-Y
comparctac3o da fase estacionaria na coluna pode levar a formagio
de agregados esou diminuigZe dos diverseos caminhos possiveis
utilizados pela fase mével, diminuindo deste modo a eficiéncia da
coluna. '



- ABSTRACT

In general, long commercial microbore colunms do not
have high efficiencies. Although many groups have published their
procedures for preparing slurry—packed colunms, their results have
varied enormously. These results indicate that techniques used to
- pack long (25cm) columns with small (3um) particles do not work
:well'for columns of 1-2mm inside diameters. '

’ Thus, it was ouwr intention to study the effects of
various parameters, such as the pressure, temperature, viscosity
of the suspension solvents density of this solvent, concentration
cof the suspension and farm of the reservoir exit funnels on  the
" packing of small diameter columns. The objective of this was the
development of a good method for preparing long microbore columns
having high efficiencies. By optimizing the physical conditions of
‘column packing to minimize flow turbulance, it was shown that
dilute suspensions produce better columns than more concentrated
" suspensions.The optimization of suspension solvent and preparation
‘conditions resulted in suspensions which were reasonably stable
. for several hours. With these parameters controlleds columns were
~prepared with efficiencies of about 28000 plates per meter.
.. Bubsequently, reduction of the suspension viscosity by raising the
temperature during the packing operation gave rise to colunns of
up to 82000 plates per meter.
: Experiments envolving packing pressures of 5000 and
10000psi showed that less plates per meter and higher assymetry
" were obtained at the higher pressure. The highest efficiency at
1 10000psi was 462000 plates per meter. ' ' .

: The results obtained have led to an optimized packing
prncedure and indicate that compaction of the structure of the
‘packed stationary phase causes aggregation and/or a .decrease “in
the number of flow paths of the mobile phase, which decrease the.
culumn e{f1c1ency. ’ '
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CarituLO |
DESCRI?KO PO PROBLEMA

Encﬁi mentos eficientes de colunas microbore tém
causads muitas controvérsias, mas em geral, a qualidade em 'r;e-l agio
4 eficiéncia na separagiio das espécies e a estabilidade das
colunas comerciais n3o sZo ideal s‘.“Apesar de muitos grupos terem
escerito sobre enchimentos eficientes de columas microhore com’
técnicas apropriadas de suspens¥c, seus procedimentos variam
enormemente, requerendo,muitas vezes,press@es muito mais altas do
_qﬁe para as éolunas convencionaié de cromatografia liguida de
al ta- eficiéncia C(CLAEY. Técnicas tals como bal anr;o‘z’ou nio de
densidade, estabillizacfo mecanica e quimica, e enchimenic em ambos
os sentidos®Pszo sugeridas, contudo ,poucos métodos | resultam em
colunas com eficiénecia alta. Estes resultades levam & conclusXo
deque as técnicas utilizadas no recheio de colunas longas com
particulas de 3um n¥o podem ser aplicadas para colunas de.1 —am

de diimetro internoldil.



CarfruLo 2
INTRODUGAO

A Aesccberta da cromatografia em seus termos
modernos & geralmente atribuida a Tswett, que ‘em 1903 fol o
.'pr:lmej.ro a demoné:trér como os compostos poderiam ser separados _por.
_elui¢§fo através de uma coiuna reéheada_com adsorventes. Ocorreu um
.pequeno avangoe na pratica e teoria da -ecromatografia atée 1941
'quﬁndo M&ff_.in e Synge“’public.aram. seu  trabalho classico
das_crevéndo o ‘desenvolvime.nto da cromatografia de partigcio ou
cromatografia liquido-liquido londe destacavam as raﬁﬁes diferentes
‘de migracfoc das substancias entre a fase mé_vé.-l e a fase
éstacionéria liquida retida nos intersticios porosos,'do suporte.
Nest;e trabalho eles mostraram 65_ fundamént.os da cromatografia,
desenvol vendo o conceito de altura equivalente de um préta tedrico
= AEPT ,C H.ETP do inglésd o qual foi universalment;e- aceito como
medida da- eficiéncia de uma coluna cromatografica. Também
demostraram que o tem;lso- de elui¢io estava di.ret..ame-nt..e ligado com o
1.*a1o de partig¢io das substancias entre as duas fases na co.luna.
Foram os primeiros a _most.rar que pﬁra anilises rapidas em
Cromatografia Liquida. se requer o usc de pequenas pa_rticulé.s =]
.alta p_rgssﬁo nos diferentes segmentos da coluna.

As colunas modernas de CLAE C HPLC) =¥o geralmente

recheadas pela técnica de alta pressfio utilizande o método de



%?ﬁus‘pensﬁo. Verzele™e Dewaele concluiram que :

[

[T

1 - para a produgio de boas colunas recheadas com

‘particulas =< 10um,. as particulas de forma esférica sZo as

pr eferidas.

2 - para colunas recheadas com particulas 2 1i0um,

o.s particulas de forma irregular sifo preferidas.

3 ~ particulas pequenas ¢ B8 a 3. um D s%o mais

diffceis de rechear, eficientemente, as colunas, e altas presstes

‘s¥o necessarias para tal,.

4 - para particulas menores gque 10um um solvente

‘de suspens¥o de baixa viscosidade & preferido .

8 - a concentragfo da suspenz¥o nXo parece ser

eritica.

& -  diferentes - métodos de enchimentoe = =Xo

necessarios para diferentes colunas.

Para colunas de tipo’ Microbore existe a

concordincia de que a dificuldade de rechear a coluna cresce com o-

;#umento do compriﬁtent,o da mesma. Porém, existe a va.nt.agem de que

. - (9,28,20) ' )
‘¢om colunas microbore, a concatenagXo das colunas fornece

im aumento linear de sua eficiéncia, o que n¥o se di com as

"t'_:olunas clissicas Cdi=4.6mm ou maisd cuja eficiéncia cresce até

certo por;nt.o. estacionando depois, apesar do aumento do numero de -

colunas concatenadas.



Gluckman et al*®descreveram os efelto= da |
g‘c'_iensidade da suspens3o, t.empo de enchimento e -pressﬁo no
=f¥legempenho de colunas recheadas. Notaram que, para colunas
ligi.m.icrobore recheadas com- particulas de Bum, a reprodutibilidade &
boa. e-mbora. a establlidade das mesmas nZo seja. Ao contrario, a
L'.-hépradutibilidad'e das c¢colunas recheadas com particulas de Spm =
;i..rﬁlm.poré_-m apresentam uma boa estabilidade.
| Menet et al®” estudaram os efeitos na razie de
“:‘fluxé: de uma coluna imeimm di a diferentes ve_locidades. e notaram
g.qﬁe o valor da altura equlivalente de um prato tedrico aumenta com
o aumento da temperatura. reduzindo a eficiéncia da coluna,
econcluindo que o aumento da difusZo molecular axial & responsavel

. por este fendmeno, pelo aumento d.a velocidade da transferéncia de
massa.
Mc Nair e Bowermast.ercsc')fi zeram experimentos com
" colunas microbore .com difmetro interno de imm e compararam estas
com as colunas convenclonals, com r‘espéi to - a velocldade _da .
analise, efi c."u éncia e sensibilidade. Utilizando aqueci mento nas
"'ccl unas microbqre durante as anéliseé. observaram que estas se
:cﬁmpar avam em rapldez de andlise, is clol. unas convencionais, bem
_¢omo notaram um aumﬁnt.o da sensibilidade da coluna e ;:ie sua
falxa cie .ahalise de compostos. Seguil ndq esta mesma linha, Warren e
Csed

Bidlingmayer estudaram a eficiéncia de varios tipos de col unas

com © uso de progr'a_r_nar;.ﬁo de temperat.ura. utilizando—se das curvas

‘de Van Deeniter“mpar a analisarem suas eficiéncias, conclui ndo que



ey

a eficiéncia das colunas n¥o melhora com o aumento da temperatura.

2.1 Colunas |
| | . As ]:olur:a# de CLAE padeﬁ ser construidas de
‘diversos materiais tais como ago inoxidavel; vidro e silica
fundida. |

Colunaé com v;dro inseride em seu lﬁterior' podem
ter diveréas aplicac¢Bes. Ishii“®et al relacionaram os efeitos
do maf.erial de confec¢iio das colunas com a ~sua eficiéncia,
concl uindo- que em micro—colunas este efeite & maior do que
em colunas convencionais. Emprégando vidre e tubo de | silica
fu_ndida. para micro-colunas, conseguiram excelentes resultados na
separacio de compostos aromatices .- em anéli.ses rapidas. Takeuchi e
Ishu“*?’também iplicaram esta técnica conseguindo separaqﬁeé
excelentes de compostos aromaticos, com colunas de 3-10 cm x
0.12mm di , e cohcluiram que a coluna de vidro pyrex. fornece
eficiéncias melhores que as de outros materiais utilizados.
Seguindo esta mesma linha, Kenishi et &.l“"fizeram testes com
colunas de'vidx;o r:'echeadas' do tipo capilar. ~avaliando as técnicas
dé enchimento com diversos tipos de solventes e o tempo ga_sto na
analise das 'mist;urhs-tc.a-stes.
_Tubos de metal,polido internamente, s¥o muito
utilizados para se bechéar colunas,embora apresentem a?desvé.nt.a.gem
das suas paredes internas necessl t#rem de. um polimept,o excelente

tal como um espelho brilh#nt.e. devido a mesma exercer influédncia



‘:-ff‘-‘sabre a fluidez da fase mével, afetando a eficiéncia da'coluna.

—%'Porém. estas colunas apresentam a vantagem de resistirem a

presaes altas de enchimento e de andlise, o que nio ocorre com as

‘eolunas de vidre. Pode-se prever a eficiéncia de uma coluna

iut.ilizando parametros tals como tamanho das particulas, e com

fr:lsso. otimizar as dimens®es da coluna, e algumas vezes melhorar a

It - R

R 4

f-soluto dentro da coluna.

donfigurag¥o instrumental.

Kirkland®*®, . em multos de seus

‘-trabaihas.ut,il‘izou 'particulas de Sopm em colunas de 2.,imm de di
eom 0,5 c;u im de comprimento, e encontrou dificuldades para

y'recheé-las e obter colunas com ‘alta eficliéncia, porém, com

{4

colunas de 8 e '11mm de di, de Stefanc e Beachell obtiveram

colunas estaveis, com eficiéngiaﬁ mais altas do que com as de

2.1mm de di. Eles mostraram que isto devia-se provavelmente ao
i-ﬂ,;resul‘tacio do chamadc “di Ametro 1nf‘in_it.o“. Quando uma in.jecr,;!:o .
éuidadosa da amostra em um pont.o- no centro da coluna resulta em
um babda ‘de solutos percorrends a coluna tﬁdé. sem tocar as

: paredes da meéma. ést.a se deve mais A baixa 'disperszo radial do

{29'psta teoria é chamada de efeito do

. dismetro. infinito, o qual se pode prever com a equag¥o de Knox e

Parcher®’que é a segui nte :
Ldp-rai®<o,4 . C1
. onde L = comprimento da coluna

- : dp = diametro da particula

di = diimetre interno da coluna



A upilizag:ﬂo de f.{lt.ros:, nos terminais da col’dna,
faJuda a obter um éspalh_amgnt.o da amostra por toda a secgﬁo reta -
da. coluna, minimizando,ou até mesmo evitando o efeito da parede da
icjoluna. Porém.x somente a ut.ilizaczo do filt.x;o' seria iﬁﬁtil sem uma
gcanf‘iguraq:ﬁo adequa.da que una a entrada da coluna com o injetor. A
'._ut.ilizagto de terminais de diimetre infinito pernd.t.em a eliminagﬁn

f.quase total deste ef‘eit.o. como mostrado na t‘igura 2. 1

INJECA O
DA
AMOSTRA

Figura 2.1 ~ Esquema. do efelt,o do fluxo no terminal da coluna com
diimetro 1nf1n:|.t.o A 1nJe¢§o da amostra no cent.ro do t,erminal t‘ara

com qua as moléculas nunca se apraxlmem das paredes do tubo,

melhorando a _rorma do pico Cref. 24D



. 2.2 Fases Estaciondrias (FE

Recentemente houve um grande avango no sentido'de.
“melhorar a qualidade das fases estaci onaArias, principalmente em
"i'el ac¥o A redugfo do tamanho das particul as®®e ao estreitamento

" da faixa de distribu:lq:ﬁo do tamanho das mesmas . 1415

A silica gel ¢é o mais importante adsorvente

" utilizado em ~ eromatografia 11qui do-sélido™®

»CLS,cu em
- cromatografia liquida por adsor.q:zo. £ tambem o material basico, ou
_l‘..'si.lport.e sélido, mais empregadc nha | preparagiZo de Tasecs
estacionarias quimicamente ligadas FEQJ_. utilizadas na
' cromﬁtografia liquida-liquida, CLL, sendo ctue ) preco da fase
estacioniria aumenta com a 'redﬁgzo- do diametro da part,icula;. e de
" sua faixa de di-st,ribuigﬁo de tamanho. .

| As primeiras FEQL foram prepar adas por
. es.{,erificagﬁo da superfice ativa da silica gel C(grupos silandisd
com alcotdis ou fenilisocianates. Os produtos. obtides por remogZo
continua da égué. apresentavam estrutura monomérica com ligagSes
t;ipo =S i~0-R. Embora possuissem uma rapida transfe_-réncia de massa
e boa seletividade, eram facilmente hidrolizéveis. Outras téénicas_
:' surgiram, prodﬁzindo estruturas do .t.ipo =Si-R ou us;-N\R. mais
estaveis hidroliticamente, '-_-qﬁoré'm ‘envolviam muitas ét..apas.' de
preparaq:ﬁo., cujo controle devia ser ri goroso,e sem o qual
o ]Soderiém resultar em um baixo recobrimento dos silanéis livres da
 siliea’ gelA._ ai ém dos rési duos provenientes dos reagentes

organometalicos utilizados. .



As FEQL disponiveis no ﬁ\ercado s3io do tipo

. si.loxano ESi-0~Si-R. .'preparadas através da reag¢fo dos grupbs
silantdis da superfice da sflica gel com organocloresilanses ou
organcalcoxisilanos.

O controle ‘'do recobri.mento da superf;cé pelo
modificador orgaAnico ¢ importante, pois dele depehdem as
caracteristicas da FEQL que se dese'-,ja.- podendo © recobrimento

~variar entre 10- e B0, Conf‘orme. a natureza do. grupo ligado a
‘superfice da silica, tém-se fases com diferentes pelaridades e.
seletivi dadef Os grupos meodiflcadores organicos mais usados s3o

etil, hexil, occtil, octadecil + fenil, cloropropil, ami r;opr*opil e
lci anopropil. As fases estacipnarias pél ares s3o empregadas <com
.so.l ventes de pol aridadés mencres ou apol ares-. surginde daf a
denominag¢Zc de fase normal, FN, para espa técnica. As fases
apolares do tiﬁo octilsilano, C-8 ou octadecilsilano, C-18 ou ODS,
sXo emprégadas com f.ases mévels polares, originando dai‘ a técnica

da cromat,ografia de fase reversa, ou , FR.
2.3 Fases Moveis CFMD

As fases méveis (FM empregadas com as FEQL-FR em
geral, sXo éoluq:tﬁes aquosas de solventes orgéni;':os de média a
a;.ta 'polarid-ade. Os sol ventes méis utilizados sZo o Metanol, MeUOH,
:e Ac:etpnltlti‘ila. ACN. Tetrahidrofurano, THF, também ¢é empregadoc,

embora sej@ menos polar e mais caro que os anteriores.



A proporgZo de 4gua nestas misturas varla
conforme a seletividade e a resolug¥o desejadas, podendo ocasi onar .

até uma inversfoc na ordem de eluigio de uma mist,ur-a.‘")

Al ém
disso, estas misturas apresentam a vantagem de serem baratas,
pouce téxicas, de simples ‘ manuseio, versateis e com ampla

aplica¢®o, podendo ser utilizadas em elul¢¥fo por gradiente.
2.4 Interagdes na Fase Reversa - Aplicagbes

A retencfo, na cromatografia liquida de fase
reversa, ocorre devido as interag@es nas regiSes hidrofdébicas da
estrutura- do soluto com a _f.ase estacionéria“z'w'im. tornande a
técnica adequada A separagXo dos componentes de séries homdlogas e
oligoméricaLS“Z). Come a fase mével & polar e geralmfente contém
4gua, o método é adequado para a separagXZo de compostos insoldveis
em solventes organicos, além de ser possivel separar cor_npostos com
diferentes polaridades mediante o© emprege de  eluigdo por
gradiente. Ao contrario da retencfo, que & fung3o do carater
hidrofébico da amostra, a seletividade ,a, .depende de interagBes -
especificas cio soluto com a fase mével % eL pode ser ajustada
variando—-se aforr;a 24.22743a FM. Assim, se uma coluna apresenta
inicialment.e uma baixa resolugio, uma mudanga na composiq.zo da FM,

“un

por minima que seja (ex : 70: 30 para 68:32)° pode fornecer um

aumento da seletividade e separar completamente os pi &7 IR

io



2.5 Enchimento de Colunas

HA alguns anos #trés. poucas pessoas arriscavam
rechear suas préprias colunas, - devido ao'aspectc misterioso que
envolvia o procedimento do enchimento. Atualmente, gracas A grande
quantidade de artigos publicados sobre o enchimento de colunas,
nuitas pescoas teﬁtam fabricar as suas. prépriaz colunas, embora
aprendam que nXo basta- seguir o procedimento dos artigos. A.
técnlica tem que estar aliada a criatividade, e o enchimento da
coluna tem que ser en-c:arado como arte.

Os p.r:l.mei‘r-os métodos de enchimento de colunas por
via tmida, para microparticuias a4 base de silica, com diimetro
melnor que 10um, foram publicados no inficio dos anos 70252 esta
época, as particulas eram irregul ares com graﬁde faixa do;-.- variacio
de diametro ocasionando muitas vézes, o entupimento dos filtres
das colunas, inutilizando deste Mdo as mesmas. Atual ment;.-.. gragas
ao aprimoram_ént.o das técnicas de sintese e preparagZc, as
particul as possuem uma faixa relativamente esf'.reita de diametro .-

3

que dispensa a separa¢3fo posterior.

Para que a coluna apresente um bom desempenho, as
seguintes probriedades devem ser observadag‘oj:
' 1> © recheio deve ser densc e cordenado de modo a
proporcionar ~uma aita Iestabilidade.
| 2) os espagos intersticiais entre as paf-ticulas

compactadas devem ter uma dimensZoc uniforme, de modo a dar  um



perfil homogéneo de f)luxo.

3 leocais de denzidade de recheio desi guais, ao

longb e através do eixo da coluna, devem ser rigorosamente

:evi tados.

A ideia original de. empregar suspens@esz de
particulas em um liquido apropriado era o dé prevenir a formagXo
de agregados. Sabe-se que as particulas de 5 e 3;.1m't.ém uma grande
&réa superficial C >1m2/g) de modp que, - as rorc;as‘ :_:le adesXo entre
as pariiculas adjacentes, faz com gque as mesmas se agregem, e
os .aglomerados sejam formados®?%se nic se usar um solvente
apropriado. .A técnica de suspensfio foi introduzida para que as-
particulas ficassem suspensas homogeneamente no liquido, de modo a
evitar que houvesse a formagiZc de pontes partlculas—particul;as. e
sua Vpbsterior sedimentag¢fo, causada pela dispersfo das forgas
atrrativas entfe elas. “Pum pré-—reqﬁisito basico para utilizar uma
suspens3o de particulas é a de que ela.deve molhar a superfice da
s'ililca. de modo a evitar que haja a formagio de bolhas de ar em

sua superfice, e consequénte formacXo de aglomerados.

Para rechear uma coluna, ¢ necessario ter em

mente portanto o= seguintes aspectos

A> Sedimentag¥o das Particulas

A velocidade de sedimentag®c das particulas numa

12



‘suspensfo,Vs , & dada pela equagc3io de Stokes®®

Ve = dpagc Pep = pL) Cems’s) <D
onde : 7 i8 7
dp = dimetro das particulas em gm

g = gravidade Cemss®
p.== densidade da particula Cg/cmsb
p = densidade do liquido Cg/cms)
1} = viscosidade do liquido (poiseP
A equaciv sugere que para um enchimento rapido e
eficiente da coluna, o solvente deve ter balxa viscosidade e alta
'ldensidade. A baixa viscosidade tem por objetivo fazer com gque o
fluxo-de solvente de suspensi¥o seja rapide, permit,ir;ndo um tempo de
rechelio curto, e evitar que a pr.essﬁo de .r-echeio ni3c seja muito
alta. A densidade alta evita que as particulas sedi mentem
' rapidamente, sendo por este motivo que o iodete de metila & o

' 27
sol vente preferido para ser usado nas suspensfies .

B > AglomeragZo de Particulas

A area superficial das particulas aumenta com 2

di minui¢¥e de seu tamanho. Shelly e Edkins @estudaram os efeitos
. reoldgicos | das suspeﬁséSes » dividindo—-as em floculadas e n3o
floculadas. A principal conclusZo que chegaram € que as suspensdes
- floculadas =s3oc causadas pelas cér gas eletrostaticas ger adé.s
dur ante. o enchimento das colunas. -Sc:l ventes contendo  hidroxila

C(-OH> podem provocar cargas negativas na superfice da silica,

13
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causando aglomeragdes. B 1mpor£ante ent3o, durante o© recheio de
colunas com particulas de 3I3um, utilizarmoé solventes apolares que
dificultem a formagfio de cargas e consequentemente aglomeraciZo das
parti;ulas; o que impediria a sedimentac¥o das mesmas no leito da

‘eoluna, causande a reduc¥o de sua eficiéncia.

C D Velocidade de Impacto das Particulas

Durante ¢ enchimente da coluna, as particuias de
silica sXo forgadas pelo sqlvente de arraste para o interior da,
coluna .Muito embora n&%c haja um compromisso entre a concentracio
e a velocidade de enchimenbo?e’cada particula deve ter tempo
suficiente para se alovjar no leito da eoluna antes que outra se
cﬁoqde com ela, © que poderia oéasionar églomerados. vazios ou
.canais no leito da mesma. Por essa razZ¥o, a suspensZo deve ter a

€27
viscosidade mais baixa possivel, aliada com uma alta diluicZo da

suspensio.

2.6 Métodos de Enchimento de Colunas Microbore

Piversos métodos de 'enchimento de colunas tém

sldo sugeridos, entre os quais se destacam o .balango de

_ ) - ' @
densi dade‘®’ valta viscosidade @ e suspensBes diluidas ™ . _

Para enchimentos com fase reversa, tém sido empregados solventes

que variam de al-cooi g ‘3280

(85)
orginlicos. A concentraglo da suspensfo varia nos diversos métodos

a solventes halogenados e Acidos
de 5 a 30% m'v e o sentide do enchimento sugere dque seja

14



primeiramente contra a gravidade Ccoluna para cima) e depois a
(28>
favor da gravidade Ccoluna para baixo), bem como a utilizac%e de

(27.,90a%)

‘“'5"36@- veloclidade de fluxe constante.

pressio constante
2.7 Métodos de AvaliacXo de Colunas Microbore

Existem diferentes métodos para a avaliagio de
.colunas microbore, os quais se réferem— ao desempenho da coluna
frente a solutos ditos “ideais". O desempenho da coluna depende do
tipo de separ-at;ﬁo en Jque ela .seré empregada, e n3o pode ser
expresso por um Gnico numero, enquantoe a eficiéncia dia uma
indicagio da qualidade do recheio da coluna, através de
medidas das contribui¢®es cinéticas do espalhamento de banda®™?’
Os efeitos extra-colunas, que contribuem par'a :5 alargémento da
banda, ou mesmo os fatores termodinamicos, na pratica. n3o s¥o
conéiderados hos calcules da eficiéncia da coluna. Assim; o -valor
do numero de pratos tedricos, denominado eficiéncia n , na
verdade, expréssa apenas o desempenho cinéticeo das colunas. Como.
o8 solutos escolhides éza conslderados 1deai§.;Ja que apenas o
desempenho cinético tem interesse, estes n¥o devem interagir com a
FM e a FE da coluna, apresentando portante um compoftamento
termodinaAmico ideal.

Devic.io'as consideragties de que o pico resultante
do espalﬁamento da banda deve apresentar um perfil de distribuicXZo

Gaussiano de concentrag¢fo entre a FM e a FE, o cileulo do ndmero

18



de pratos tedricos baseia-se no modelo Gaussiano. Assim, a

‘eficiéncia n & convenclionalmente definida por

n=tfn 3

.az
londe tr & o tempo de reten¢io do componente e o & a varianga para
ﬁmdida do pico nas mesmas unidades de tempe de tr. Diferentes
larguras do pico podem ser relacionadas com a varlanca de acordo
com a relacio : wz = g o
onde W = largura do pico na regiﬁarde interesse , o
a = constante que depende da altura h do pico em que a
largura é medida. Pode-se entfo escréver

2 .

nm=gtr 4D

W

Esta & arequacﬁo basica utilizada nos diversos métodos empregados

no calculo da eficiéncia da coluna.
Para se rcalcular a eficiéncia das ‘colunas se
desﬁacam os seguintes métodos
'Largﬁra a meia-altura
SimulacZo da Forma de um Pico Gaussiano
Momentos |
S&mulacﬁo da Forma Ide um Pico Gaussiano
Mcd;ficgdo |
‘ © método da meia altura consiste em tomar a

largura a S0% da altura do pico (Wi2 a = 5,848)., Este método esti

i6



sujelto a menoé erros devido A4 facilidade na determinagio da
: pos.ic;ﬁo de medida.

O mftodo do Momento consiste na deternﬁr—xagﬁo de
momentos estatisticos e exige o uso de microcomputadores e
técnicas de aquisi ¢5{o de dados.

B O métodeo de simulagZc da | forma Gaussiana
Modificada exponencialmente ¢ baseado naAassimetria. que utiliza
aproximagies do métode do Momento.

Estes métodos foram rigorosamente avaliados por
Colms jb e Ericssonm?). que chégarém 4 conclusZo de que © melhor
_método para avaliaglio de picos de um cromatograma, em termos de
. precisXo e exatidic ¢ o método da largura & meia altura.

2.8 DispersZo Cromatografica®®?®

A largura dos picos que emergem da coluna sZXo
proporcionais as dimens@®es da coluna; colunas estreitas, tipo
.microbore de di £ 2mm produzem picos estreitos. Do mesmo modo, os
picos alargados dependem das dimens®es do tubo. Sc:ot,t. e
Kucera™estudaram os efeltos que diversos di&metros de colunas
microbore tém sobre a eficiéncia, e a relagfo que existe entre o
tamanho | da micro-cel a e o alargamento da banda cromatogr é;fi ca,
chegando A& conql usiic de que para colunas de diAmetro < 2mm as
celas de | iul. respondem com uma maior eficiéncia, e as colunas

cléssiéas. de di = 4,8mm té&m sua maior eficiéncia com celas de

17



3ul.. Deste modo, a dispers‘éﬁo. cromatogrifica seria minimizada
~juntamente com os efeitos que a largura da coluna tem sobre a
banda cromatografica. .

A dispersfo pode ser quantitativ#mente descrita
de diversos modos, sendo que dois sZo os principais : o primeiro'
utiliza ‘a largura do pico, ou da banda ,W, a dual contém quatro
runidades de desvic padrZo, 4o, conforme Imoétra a figura 2.2. As
unidades utilizadas podem ser microlitros, segundes ou milimetros,
Para um pico Gaussiano, 40 ¢ a largura do pico quando as tangentes
cruzam a linha de base. 0O termo l-argixra dé banda instrumental se
‘refere & contribui¢Xo que um componente extra-coluna faz A largura
de 40 do pico; uma unidade de desvio padrXo,o, ¢ a quarta parte dar

largura da banda.

g

o

£ N=zaf -!'5 )2

O

B =

« .

z - o METODO

= . -

4 " " INFLEXRO (20)
w2 5.54 72 ALTURA DO PICO
Y30 9 30 ’
w49 18 49
89 25 50
wp. 1.1 TANGENTE {40 }

fig 2.2 - Relag®oc entre a largura do pico, ¥ , @ a constante o,

para difere}\tes alturas do pico de forma gaussiana utilizadas no

cidlculo de n ¢ ref. 12>
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O segundo modo utiliza a lérgura do pico como
" varian¢a, a ralz quadrada do desvic padrio o°. Suas unidades s¥o
pLz. =2 e mm®. A varianga & dtil na descrig¢io de pico, éorque &
aplicada a um pico com algﬁma forma, e permite calqulos tais como
alargamento do pico do cromatograma, desde que a dispersXo causada.
pof umarsérie de componentes conectados seja simplesmente a soma
 das'varian¢as individuais. |
2.8.1 Dispersio na coluna

A varianga no plco & causada pela dispersZo da
amostra na ceoluna e pode ser prevista-pela.utilizaqﬁo da seguinté
,eClua.cﬁ;s?) f=V: 1 +k'd>/n B®
onde a varianga ,o7, tem como unidade pLz e

Vg = volume da fase mével na coluna em ul ou

vblumé que corresponde ao componente n3io retido

k' = fator de capacidade do picco ¢ Dm agorad

. n = namero de pratos tedricos da coluna.

Se o volume da fase mével Vu' ou © numero de

pratos da coluna n3o. sZo conhecidos, a varianga pode ser estimada

através dos fatores geométricos, a saber %,

2

of = 1,88.10™2 de Le dp € 1 + k*3%2 22

6D
onde ' de = didgmetro da coluna em mm

-Lc = comprimento da coluna em mm

dp disimetrc da particula em pm

£ = porosidade da coluna

io



Quante ao valor de g, existem algumas
divergéncilas, Freebairn e Knox ?Passumem que £ = porosidade

totalr ¢ 1,00 para tubozs abertos; 0,75 para colunas recheadas com
'part,iculas porosas e 0,40 para particulas peliculares, Ja Bakal;::)
‘et al assumem a média entre 0,5 e 0,B ; £ = 0,68, quando este
valor n%o & conhecldo.
2.8.2 Dispersio nos tubos conectores

| A dispersic de uni compoenente em um tubo conector
_é cau#ada pelo fato de -que em diferentes secgdes do tubo existem
diferentee-vélocidades de fluxo Cver fig 2.3). as quals podem ser
atribuidas ao efeito de parede. Assim, a velocidade pode ser zero
(0>, e aumentar progressivamente até que, no eixo do tubo, sera
méximaCumexd e igual a duas vézes & velocidade médiaCumedd . A
velccidade média Cemssd no tubo é¢ o fluxe Cud do liquido
d:l.\ﬁl.dido pela aArea do tubo.

Existem trés fatdres que diminuem a dispersioc no
tubo conector : © primeiro é a reducZo do diametro interno do
tubo, o segundo & a‘ redugio do compriment,b do mesmo, e o terceiro
¢ o aumento da velocidade de lf‘lum. As eqguagtes de

Ta.ylor“a.Gola.y“”er. al descrevem a dispersio nos tubos em

termos de altura de ]Sratos
H=2Dbu + r ua4D 4
onde : ) r = railo do tubo em cm

. u = velocidade linear do fluxo C(LemsTu
=Y em cmrs ‘
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figura 2.3 - Efeito da parede do tubo no fluxo do sclvente
D= cogficiente de difus3o em cmF/seg
Nesta equa¢Zo, o primeiro termo, 2Dru, & i gnorado
emn Cromatografia Liquida porque considera a dispersfoc devido A
difusZo longitudinal, insignificante em CL com velocidades de
fluxos normais, comparada com a dispersZo causada pelo'transporte
- laminar convectivo. O segundo termo, que é a difusfo dinamica, tem

malor p#so.. Se considerarmos que :

Z

H= ¢ L cad
e que ' o = a?.careabz o
e U=FrsA = F/nrz. teremos que :

o = 1,36.10a* Li F - D C10d

onde a varian¢a tem unidades de plz e
dr =.diametro do tubo em mm

Lt = comprimento do tubo em mm

a1



F

velocidade de fluxe em ml-min

D

coeficiente de difusZo em emi seqg Cx 1070
A equaglo (7)) & aplicada somente a tubos retos,

' - 42)
tubos curvos ou em zig-zag reduzem a dispersio
—

Finalmente, o desvio padrZic ohservado pode ser

desmembrado na equagXo. @,

2 .2 2 2 2
oPobs = o col + det + oinj + o conee (11D

oPobs = ofeol + oo €i2d
DI
onde or:I = banda de varianca adicional = oZdet + O'zi.nj +

2
¢ conec

e para que a razZo oPobs o'chl < 41,10 correspondente a 10% da

eficiéncia exista, & necesséario que o'DIS 1783 ocol.

2.9 Principals EquagSes

A grande dificuldade de se cpmpﬁr ar as
diferentes co]_;unas de cromategrafia liquida & que estas apresentam
uma extensa gama de varlagBes. Mesmo se for fixade seu comprimento
e dismetro interno,resta saber o tamanho das particulas que compSe
o rechelio, e aliado a este, as condigBes de recheio, tals como
pressio uLili.zada. fase mével, fluxe. E sabido que colunas
_rec;..headas nas mesmas condig®es, com particulas do mesmo diimetro,
mnas de diferentes procédéncias ou mesmo de bateladas diferentgs.
apre.-sent..am nm.nero de pratos tedricos, tempo de retengioc e

seletividade diferentes. Para resolver esta questio, Bristow



(£3:}]

e Knox* publicaram em um artigo. um sumirio de recomendagies e

equagcBes com o objetivo de parametrizar e comparar as di versas
colunas recheadas, independentemente de seu tamanho, dismetro
1ﬁ£erno e particulas . empregadas, além & claro, da FM e
.velocidade de fluxo utilizados. Em Suas recomendac®es,destacam no

réfgrida artigo, que para o teste das colunas & necessario anotar:

Cad Condig¢gBes de operagio, que incluem :
- temperatura da =zala na gual se trabalha

- nAmero deo Bateh € a batelazda acima referidad) da FE

utilizada ~ data e fabricante
- método de ench;mento
= composigio do eluente
- composic¥o da amostra para testes
~ método de detecgXo

- método de injegZo

(b> Propriedades do soluto e eluente, que indieca :
- ‘'viscosidade do eluente

~ coeficiente de difusZo do solutoe no eluente

(el Parametros gecmétricos
- tamanho da coluna
= di&metro da coluna

- tamanho da particula
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(d) ParAmetros cromatograficos
- volume da amostra injetada

- distsncia da elul¢fo do componente nio retido e dos

solut.os retidos

[

- largura do pleco & meia altura do soluto que

sera utilizado para fazer as medidas

- velocidade do papel do registrador

—- pressXo da coluna no fluxo correspondente

- volume necess#rio para eluir o componente

Para os célculoz das propriedades
cromatograficas, aconselha-se que sejam calculadas
(e> Propriedades maiores
| - altura reduzida do i:ratc. h
-~ velocidade reduzida do eluente, v

- resisténcia ao fluxe da coluna, &

e finalmente
(f> Propriedades subsidiarias

—-razﬁo da capacidade da coluna,Dm

- bazﬁo de Knox-Parcher, I

- porosidade total, Ctot

‘Assim. para uma boa coluna, h deve estar Ao redor

" de 3, e a velocidﬁde reduzida aoc redor de S. Porém, h nZo devera
exceder a 20, para uma velocidade reduzida, v, ao redor de 100. A

resisténcia da coluna # n3o dever i exceder a 1000.
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As principais'equagﬁes s¥3c dadas a seguir
numere de pratos teéricos » N
2
no= 5.545[ 'ﬁ%m ] €13

tempo de retengo Cem minutosd

i

. onde te

Wh

1argﬁra de plco 4 meia altura Cem mil nutosd
numerc de pratos tedricos por metro
n-L. 14D
“onde L = compfimento da coluna em metros
Altura eéuivalente de um prato teér;co »H
| H = L-n 18>
Altura reduzida do prato; h
h = H/d; CiBd
onde dp = tamaﬁha da particula em metros
Velocidade linear do eluente, u
u = Lo, €17
onde t, = tempo de retengcio do componente n%o retido
. Velocidade reduzida do eluente , v
v=udp = Ldp ci8)
B Tom

onde Dm = razZXo de distribui¢io das massas entre a fase mével e a

4

facse estacionaria,isto &, a razZo entre o tempo em que o soluto

fica na fase estacionaria, retido, e percorre aAcaluna na fase
mével , em movimento.
tempo de éluigﬂo do 3

a) componente n¥o retido ta
tyg = rgss c1ad

onde rg = dist&ncia em em do pico do compenente nZo retido e
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'AS§ velocidade do papel em cm/min ou cm-h
b) do componente retido tr
tr = ra - C200
onde L = distancia eﬁ cem do pico do componente retido
largura do pico Wh em unidade de tempo
Whimind = Wthm)/E Cemsmind C2L1D

Uma medida operacional simples do desempenho da

coluna é obtida através do indice de desempenho,

n=n s Ctr . APD (B2

onde Ap = pressio da'coluna no fluxo correspondente em bar ou atm

Destas equag¥es apresentadas, as mais utilizadas

880 as gque medem a eficléncia da coluna.-n. o ndmero de pratos

teéricos. por metre, noLl, e a .ﬁltura equivalente de um prato
teérico AEPT , H., ou mesmo a altura reduzida, h.

A forma da curva fol deduzida por Van Deemte;‘J;

partir de uma_relagﬁc existente entre a altura equivalente de um

prato tedérico, H, e a velocidade linear da fase mével, u, cuja

forma mals simples & :

Hw A+ B + Cu (&
U

onde A representa a contribui¢Zo dos caminhos maltiplos, B
representa a contribuigZo da difusZo longitudinal e C representa a
contribuigfic da resisténcia total a transferéncia de massa nas

facses mdvel e estacioniria aos processos dispersivcs'
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H Cum

u Launrs)

figura 2.4 CGraflco de Van Deemter e as curvas de contribuig¢io

Deste modo, obtendo a curva de Van Deemter,
podemos determinar o ponto 6timo da curva, da qual cbtemos o fluxo

6timo da coluna, que corresponde & sua malor eficiénecia,

2.10 OBJIETIVOS

C).objetivo degte trabalho & paramethizar';as
.condi¢cBes de enchimento_ de coldnas' microbore com 2&5cm  de
comprimento e O.écm de diimetro interno, com particulas de pequeno
digmetro (5 ou 3um) e obter sua reprodutibilidade e' alta_
eficiéncia. utilizandofse de parametros tails como forma deo funil
de satda do reservatério da suspensfio, volume do reservatério da
suspensﬁﬁ. variacio da pressZode enchimenteo da coluna e da

temperatura durante o enchimento.” Os resultados obtidos s¥o
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estudados sob o© ponto de vista analitico, analizando-se os
cromatogramas de cada coluna recheada e avaliando-se a coluna sob
o ponto de vista da sua eficiéncia, sem dar énfase aocs fendmenos

ocorridos.



‘ CaPiTULO 3 |
PARTE EXPERIMENTAL E RESULTADOS

3.1 Reagentes utilizados

3.1.1 Reagentes e solventes

Metanol para cromatogbéfia LiChrosova

" Merck

Acetona PA
Merck

Benzonitrila PA

Carlo Erba
- Benzeno PA ACS

CAAL Eeagentes Analiticos
- Tolueno PA

Vetec Cuimica fina ltda

Naftaleno PA

- Carlo Erba

Tetracloreto de carbono PA

Merck

3.1.2 Fazses estacionarias , fase movel e solvente de arraste‘
~ Faze Estacionaria :_LiChrosorb EF 18 Sum

‘ HYODS éhandon 3um 7
~ Fase Mével : mistura de metanol 7Agua na propor¢do 70: 30

- Solvente de arraste : Metanol PA
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3.2 Instrumental

3.2.1 Enchimento das colunas
- Bomba Shandon modelo HPLC (RR-025) com depdzito de suspensio de

18ml de capacidade (Fig.a.4) e faixa de uso de S00-10000psi

Southern Products.ltda

- Bomba Haskel modelo 517839 com faixa de uso de 1000-50000psi

Auteoclave Englneers

3.2.2 Avallacao das colunas

Cromatégrato plC-500 com  bomba tipe seringa de 5Oml de
capacidade e velocidade de fluxoe de 0,2-800ul. min

Isco

= Detector UV-Visivel de comprimento de onda variavel na faixa de
190~-700nm com micro-cela de 1pul
LIX:-Milton Roy

Injetor modele 7413 com loop interno de 1ul

'Rheodine

Registrador de veloéidade variidvel na faixa de ilcm/h—-lem min
modelo RB10Ot

ECB
3.2.3 Demais equi pamentos
- Aquecedor d'igua com termostatizador

Ultra Termostato MTA Kutez
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- Sistema de ultra-som Sonifero modelo B-12

Branson Sonic Power

3.3 Aperfeiqoamento dos "clemais equl pament os ut;il:lzados

- Construglic de um novo depdzito de suspenskEo para & bomba

- Shandon com 6ml de capacidade CFig. 2.2) para testar o efeito da
concentracfo da suspehsﬁo na eficiéneia da coluna.

- ConstruciZio de um novo depdsito de.- suspensio para a bomba Hazmkel
com .a'?ml de capacidadelrig.sa.sd.

- Constru-:};ﬁo de dois funis de saida da suspensfoe, um com

pré—coluna (Fig.a. 4a) e aﬁtro sem pré-coluna CFig.s. 4b).

- C.ons_truq:‘a‘a de pds-—colunas equipﬁdaa com anilhas C(rig.8.%) para

reter a suspensXZo nas colunas equipadas c.om anilhas C(rig. 8. %),

Construciio de colunas equipadaz com roscas (Fig. s. s) paras serem

adaptadaz 4 bomba Haskel e ao funil de safida da suspensio.

Construgfo de pés—-colunas equipadas com roscas ¢ Fig. 8. 6b3 para

serem adaptadas as colunas com roscas da bomba Haskel.
3.4 Preparacao 'dos reagentes utilizados

3.4.1 Preparacaé da fa;.ae movel (FM>

- Em uma proveta de 1 1litro, mediu-se 700ml de
matanol. Em outfa _proveta. de SO00ml, mediu-se 3I00ml de Agua
dest.i.lada.. Misturou-se os dois solvént,es em um bequer de 2 litros

e eliminou-se o gas contide no liquide mediante tratamente com
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‘ultra~-som, por 30 minutos. Apds o resfriamente da solucZo, esta

é transferida para um recipliente de fase mével do cromatégréfo .

3.4.2 Freparacac da solucao teste

Escol heu—-ge cince compostos com diferentes
tempos de retenciio e distribulgfo de massa, na segulnte ordem de
eluigfio : acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftalens. Em
um bal¥o volumétrico de 200ml, o qual jJa tinha 150ml de metanol,
colocou-se aleatoriamente uma dada quantidade de cada um deles »
até que o pico do componente injetado, em um cromatograma,
pérfizesse uma altura de 90% da folha do registrador. Quando todos
os plecos se apresentaram com a mesma altura, o bal%Ze foi
completado ats EOOmi. a mistura homogeneizada, e verificou-se se

houve diminui ¢ZEo significativa do tamanho dos picos do

cromaﬁograma. sendo entio o balfo selado & guardado em um armario

escuro.

3.8 Sensibilidade do detector e velocidade do reglistrador

Em todos oz testes das colunas utilizou-se os

seguintes parAmetros ixos

mistura de acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno

- comprimento de onda :. . 254nm

- sensibilidade do detector : 0,008 UA.CLDC-ISCO) e 0,1 UACWATERS)
- velocfdade db papel 20cmh Ccorriaa normal >

Scm min Cmedir largura a 1.2



altura do picod

3.6 Metodos de avaliacao das colunas

O método utilizado na avaliacgio Aas colunas pelos
cromatogramas foi o da largura a meia alturam7ﬂ no qual as
equagBes mais utilizadas s3Ho as que medem a eficiénéia da coluna,
n, © nimero de pra£os por metreo, n-sLl, e a‘altura equivalente de um

prato tedérico, H, ou. a altura reduzida de um prate teédrico, h. O

motivo de se usar somente estas equagBes & gue elas sZo utilizadas

52

para a confec¢io do grafico de Van Deemter s no qual se cbtém o

fluxo otimo da coluna a partir da altura equivalente de um prato

tedrico minime, e consequentemente uma efliciéncia mAsd ma.
3.7 Enchimentos de colunas = ensalos preliminares

3.7.1 Procedimento de enchimento
Pesa-se aproximadamente 0,894g da fase estacionaria
-utilizada CHYODE 3um ou_LiChrosorb EPF18 Sumd
Adiciona-se 10ml do solvente de suspensiio
utilizado Cmetanol ou tetracloreto de carbonosmetanol 85:5).
Homogeneiza-se em ultra-som por 3min.
Verte—-se a suspensic obtida no reservatério
de suspensio utilizado. JA parcialmente preenchido com o mesmo

solvente de suspensXo .

Atarracha-se a c¢oluna, mais pds—coluna, ao
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reservatério de suspensZo e inverte-se este de modo que o fluxo da
bomba fique a faver da gravidade,

Lilga-se a bomba de enchi menf.o. Ja4 previamente
calibrada na pressXZo-de uso. |

Recolhe-ze 30ml do solvente de suspensZo mais

solvente de arraste em uma proveta.

3.7.2 Selecao do solvente de suspensac

Foram feitos ensaios com dois tipos de solventes
de suspens¥o; o metanculr e a mistura de tetracloreto de
carbonosmetanol 95:85. O objetivo destes ensaics era verificar o
comportamento queas suspensdes compostag com estas faseg
.estaciénarias teriam frente a estes solventes. Para tanto, foram
recheadas algumas colunas a B5000psi de press3o utilizando-se o
_reservat.drio da bomba Shandon, de 1i9ml de capacid#de. com ©
procedimento deserite anteriormente. |

Notou-se que com © metanol puro havia uma rapida
floculagXo da 'susperisﬁo. que ndo se mantinha mesmo com a adig¢fio de
uma solucfo de Acido acético 10% _ut.ilizada comno estabiliza.dor“z’.-
e gue com a sdlur;io de tetracloreto de carbono/metancl 95: 5! 282
suspensic se mantinha, 'para ambas as fases est,ac:ionérias‘. pelo
espago de algumé.s horas. A avaliagio métrou que , com o solvente
de suspepsﬁo composto de metanol estabilizade com iml de aAcldo
acético 10%. a coluna  recheada com a fase estacioniria de rSym

tfig.s. 7?a) .
apresentou uma baixa eficiéncia, enquanto que a coluna recheada
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feom a fage estacioniria de Sum apresentou uma alta
:ef:lciéncia.‘”g‘a'aw . Ao ze ulilizar comosclvente de suspensfo a
-soluglo de tetracloreto de carbenosmetanol 895:5, a coluna recheada
}.-éom a fase estacionaria de 3m apresentou uma alta
" (fig.a.7?by ’

eficiéncia, e a coluna recheada com a fase estacionaria de Bum
L ' tfig.s.eb)

permaneceu inalterada em sua eficiéncia. Deste modo, escolheu-se
como solvente de suspensio definitivo, a solucfo de tetracloreto
‘de carbonosmetancl 88:5, pelo fato de que este mantém a suspensio
por um tempo razoaAvel, e escolheu-se a fase estacionaria HYODS 3um

da Shandon,pois a mesma ¢ mais sensivel As variagBes emerifnentais

| empr egadas,
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COLUNA COM ANILHA

('-'--- FUNIL INTERNO DE
SAIDA DA SUSPENSAQO

(mnaws ROSCAS

/

{mmmue ROSCAS

b
{mawms ROSCAS COM FILTRO
INTERNO PARA EVITAR .
TURBULENCIA DURANTE ENTRADA
DO SOLVENTE DE ARRASTE

Figura 3.1 = Reservatdérioc com capacidade volumétrica de 10ml,
utilizado na Bomba de Enchimento Shandon
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ORIFICIO COM ROSCA PARA
VERTER A SUSPENSAO

ORIFICIO DE ENTRADA
DO SOLVENTE DE ARRASTE

DA BOMBA
2 \- -
B b CORFPO DA COLURNA
- ] T
-
"Escau__ il nm
ol 2 . —_
| . . §E
B .

-

-

. ; e W———  ROSCAS PARA ENCAIXAR COLUNA
.o S COM ANILHAS

Figura 3.2 = Reservatério com capacidade volumétrica de Gmi,
utilizado na Bomba de Enchimento Shandon



)

"CABEGA” DO DEFGSITO FARA
ENCAIXAR FUNIL DE SAIDA
PARA COLUNAS EQUIPADAS COM ROSCAS

(

)/

)

—

{mammm FILTRO DO
RESERVATORIO PARA
EVITAR TURBULENCIA
DURANTE ENTRADA DO
SOLVERNTE DE ARRASTE

90

FARA BOMBA DE ENMCHIMENTO

-—

Figura_ 3.3 = Reservatério com capacidade volmnéﬁrica de 27ml de

capacidade, utilizado na bomba de Enchimento Haskel
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figura 3.4 =~ funis de saida do resevatério de

equi pados com pré-coluna (a) e sem pré-coluna Cbd
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Fig 3.5 = Esquemas representativos de 3

a) coluna equipada com anilha; (b) pés=coluna equipada com anilha
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Fig 3.8 ~ Esquemas representativos de :

a) coluna equipada com rosca ; (b)) pés-~columa equipada com rosca
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Tabela 3.1 = Propriedades de alguns solventes de empacotamento

sol vente Densidade ,p viscosidage,n
Cg- mlD CeP, 20 CO
Diiodometano 3.3 . 2.9
Dibromomaetano : 2.8 1,0
Iodometano ) 2,3 0,5
Tetraclorcetileno . i.6 0,9
Tetracloreto de Carbono i,6 i,0
Cloroformio 1.5 : 0.6
Tricloroetileno . 1.8 . 0.6
Bromoetano ' 1,5 0.4
Diclorometano 1.3 0.4
Etileno glicol 1,1 1.7
adgua : A 1,0 1.0
n-Butanol - 0.8 _ 2,0
n-Propanol 0.8 . B.3
Etanol o 0,8 1.2
Metanol 0,8 S 0,6
Ciclohexano 0.8 1.0
I=soctano 0;7 ' 0.5

3.7.3 Variacao da concentracac da suspensao

Para verificar qual a concentra¢§o da suspensio
¢ mals adeguada para as colunas utilizadas, foram feitos alguns
ensalos com © reservatério de 6Bml e de 19ml de capacidade,
utilizando-se do procedimento (3.7.1) descrito anteriormente.
Cbser vou-se gque com a Suspensio concentrada, a eficiéncia da

' ., _dig. 8. 9a)

coluna recheada diminuia consideravelmente enquanto que com

(fig.s.ob
a suspensfio diluida, a eficiéncia da coluna mantinha-se alta .
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¥

1- acetona
= benzonitriig
3- benzeno

"Coluna 3000 psi 3 wicrometros
. solvente de suspencsdo M=l puro

Coluna S000 psi 3 micrometros

fluxo = 0,1m1/min - ; luente de suspentio = CCly/MeOH 95:3 1= acetana :
atenvasdo = 0.2 g ;::?*?: flure = 0,iml/min 2- benzonitrila
velocidade do papel = 30cw/b Trae ta ainy -atenussio . = 2.08 T telemme
compr, de -onda = R54nm RS mn velocidade do papeil = ggim/h . - n:ftalenu
f 1 = H ' . da = nm . ~
pee méve . HeOH/Hg0 70230 o mivel = KeOH/Hpl 70:30 Trs= 43 min

" PRATOS TEORICOS POR METRO (NAFTALENQ): 2 558 PRATOS TEORICOS POR METRG (MAFTALENGY: 17 140

a . b

Figura 3.7 - Testes com solventes. Cromatogramas mostrando o efeito
do solventée de suspens3o sobre a FE HYODS 3um da'bomba;Sﬁéndon H

Ca) = Metanol puro  (b) = CCle/MeOH 95:5
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. ' Coluna 3000 psi 3 micrometros a
- t . ; . solvente de suspens3o = MeOR puro
: o : . . fluxe .- = 0,19ml/nin
- ! atenvasio = 128 {(Haters)
" | welocidade do papel = 1Z2ca/h (Haters)
cotipr, d¢ onda = ‘2%anm -
fase méuel £ BaDH/H20 70330
1~ metanol .
£~ naftaleno (tgy = 36,56 ni)
- . . .
-
- .
[ - PRATOL TEORICOS POR mm:imﬁmmh- 28 000
¥ ) % 5 o
: - . e
Coluna 3000 psi 3 aicrometiros
soluente de suspensio = CClg/MeDH 93:5
fluxo z 0,1ml/min
atenvasio = 128 (Waters) .
— Y velocidade do papel = 12cn/min (Haters)
. compr, J9+¢ onda = 234ng
'y . . fase wduwl = MeOH/HaO 70230
i
. . o .
i~ metanol
2~ naftalenc fTp - 35,57 mix)
‘m;u Teomzcos PO 1RO’ NAFTALIWO} 37 970 -
4 ] L b - b
o o 1 S B tun N .

Figurg 3.8 - Testes com solventes.Cro@atngramaé mostfando o efeito

do solvente de suspensXo sobre a FE LiCrosorb RP-iB Sum 3

(ad = Metanol phro

(b) - CCle/MeOH 05:5
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.Fluxo

Velocidade do papel

Atenvacan
.- Compr. de onda

Fase Movel

0, 10m) Jmin
J0caish

0,2 (Waters)
254 nm

MeDH/H2G 70130

e = -
T4+ 13t =
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COLUNA S000C psi 25C

T RESERVATORIO DE éml

Y

acetona
benzonitrila
benzeno
tolueno
naftaleno

Flux

Velocidede do papel
Atenuacao

o

20cm/sh

Oy Iml/min

001 tHaters)

b

Cumper. de onda 254nm
Fase Movel MeCGH/HZ2O 70: 30
PR R i o W
i RN U, S —— o=
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___7_..__ — ==z J—
COLUNA S000 psi 25C 1 - acetona
RESERVATORIO DE i9mi 2 ~ benzonitrila
3 - benzeno
4 - tojueno
* 5 - naftaleno

Figura 3.8 - Cromatogramas mostrando a influencia do volume do

reservﬁtério sobre as Fases estacionarias utilizadas a T ambientes

Cad 6ml

-
»

Cb) 19ml
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Muito embora nZ%o haja um compromisse entre a
concentracio e a velocidade de enchimento®®verifi cou-se que as
melhores colunas recheadas foram obtidas com suspensez dilufdas.

'Aséim. fixou-se novamente o volume do reservatério em 18ml.

3.7.4 VariacZo da Temper_atura de Enchimento

A 75°C |

Uma vez fixados o= parametros de volume do
resérva.t.ério. solvente da suspensﬁo e tamanhe e tipo da fase
estacionaria, restava otimizar o tempo de enchiment.o. que esta
d_ir*etament.e ligado a visqosi.dade do solvente de suspensfo. Como
n¥o se oebjetivava mudar o solvente de suspensio para o Iodeto de
Met,i_lac por ser caro, volat.ii e téxiend, tentou-se diminuir a
viscosidade total da solucfo com um aumento da temperatura. Se
fosge possi#el desta maneira melhr.:mar-' a eficléncia das eolunas,
entio poderia ser dado um grande passo no aperfelcoamente e até
reprodutibilidade das c_:ol unas de CLAE recheadas com particulas de

3um. Existem poucos estudos sobre como se comporta as colunas com

¢ aumento da t,emper‘at.uréa'.“e estes se restringem A melhora da
anali£8)'%*d n%o ac enchimento das colunas.

O CCls4 apresenta uma viscosidade de 0,9517
cént,i polse cp) a uma temperatura de 21,21 e v que diminuli para
0,5017 cp a 74.16°C, bem préximo & viscosidade do Metanol A&

temperatura ambiente Cver Tabela complementar A .
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Aszim, fol montado um sistema composte por Qm
;queéedor d'Agua ‘termostatizado. bomba d'idgua e uma camisa de
banho feita de vi dx;o : eﬁvol vendos a colunadig.s.1o.Com o sistema
agsim instalade, a FE fol pésada. conf or me eéquemé' anterjior,
hdmogeneizada | e vertida -imedi#tamente no reservatério de
suspensio. O sistema composto de reservatério, coluna mais
pés—coluna fol invertido., bombecu-se a 4dgua previamente aquecida

para dentro da camisa de banho e ligou—sg a bomba Shandon .

PARA BOMBA DE ENCHMENTO |

ENTRADA D AGUA o " SAIDA D AGUA

Y|

N

7

4 .
POS~COLUNA - TAMPOES DE BORRACHA -
) . TN l

Figura 3.19- Esquema representativo da coluna envolta na " camisa

de banho "
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Percebeu-se um aumento do fluxe do solvente de
suspensio e uma queda no tempo de enchimento da coluna. Apéds
compl et ado © recolhimento de 30ml da mistura de s=olventes,
deixou-se a coluna resfriar atéd a temperatura ambienté. passando
bela coluna a fase mével utili;ada. EntZo, a coluna foi adaptada
ao cromatdgrafo =] condicionada a 100puls/min , por duas horas,
iniciando~se oz testes para obtengXZc da curva de Van Deemter. Os
resultadozs =¥0 apresentados nés tabelas 3.2 v 3.8 e figura 3.11.

Tabela 3.2 = Influéncia do volume do solvente propulsor no
tempo de enchimento de colunas recheadas a 75°C e a S5000p=si

Massa utilizada [Tempo de enchimentoe € min D
HYODS 3um (g2 1O0mL 25ml 35ml

Tabela 3.3 = ParAmetros cromatogré.figos obtidos com a coluna
recheada a 5000psi de Press3o , a 753 C com a FE HYODS 3um

Fluxo )
4timo n/l:‘ h u tr tM As
Cpl/mind - Cm 7D (D Cememind  Cminmd Cmind

110 BE300 4,0 4,8 38, 69 ‘B, &2 1,0

0= resultades mostram que a diminuigdo da viscosidade com o
aumente da temperatura & viAvel, uma vez que aument.a

O des‘.émpenho da coluna.
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Figura'3.11-Cromatograma da coluna recheada a 5000 psi, a 75 C com

um reservatério ﬁe 19 ml de capacidade e FE HYODS 3um Shandon

. 49



B 95 °C

Efetucu-se idéntico procedimente ao deserito no
item anterior para temperatura de‘?SqC. Notou-se o apareciments de
Ebaihas nas juntas das anilhag, indicando vazamento do solvente de
_suspensza. o que poderia gecar' a FE dentro da coluna,
_1hutilizaﬁdc—a5 Tal fato.foi confirmado, pois coﬁ a ecoluna assim
ﬁreparada foi impossivel avaliid-la ,mesmo a um dnico fluxo. Deste
mndq. abandonou-se de vez as colunas com anilhas e cémegou—se a

 utilizar definitivamente as equipadas com rosca.

3.7.5 ﬂudanca da pressac de enchimento para 10000psi .

| lUma vez que‘o reservatério da bomba Shanden nZo
resisie a pressfio de 10000psi, fol feito um outro reservatérie
equipado com roscas e com malor capacidade volumétrica para tornar
a suspensioc mails diluida (fig. 1 e 3. Umna vez que se tratava de
testés preliminares, fol utiliéado' o funil de said; do
reservatério equipado com a pré—coluna Cfigura 4D, borém n3o foram
obtidos bons resultados, deéevide aoc fato de que a suspensio perdia
seu cardter por causa da turbuléncia que ocorrié no funil de séidg'
do reservatério, ccasionande actmulo da fase estacionaria
utilizada no mesmo. Assim..baseadqs eﬁ um artigo de Menet et af®?
fol construide um novo funil de saida d# suspensio, sem
pré—coluna, que eliminou definitivamente o problema de turbuléncia

do funill

Os testes foram realizados 4  temperatura
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ambiente, 75°C e 95°C, conforme met.edologia_ anteriorCitem 3.7.12. O=
;esultados obtidos . sio apresentados na tabela 3.4 e os
cromatogramas mostrados na figuras 3.12 ,3.13 e 3.14.

Tabela 3.4 = Parametros cromatograficos das colunas recheadas a

iOOOOps:l de Pressao a vaArias temperaturas

coluna a : fluxoCpli /mind N sldmd himd & ulem mind As
AMB 200 17600 17.4 8,03 0,86
75 °c 200 62700 4,8 8,82 0.7
a5 300 38000 7.8 12,0 0.4

AMB = AMBiente

Notou-se que a assimetria das colunas obtidazs &
aproxi madamente igual As das colunas recheadas posteriormente sem
pré—coluna, porém de sinal invertido (ex com pré-coluna a 75°C e
10000psi; Az = 0,7; sem pré_—coluna. mesma T e P; Az = 1,7>. Porém
a eficiéncia das mesmas colunas recheadas com pré-coluna sio
ma.i.ores do_ que as similares reéheadas sem pré-coluna. Podemos
atribuir este fato a4 pré-coluna. gque no inicio do recheamento
c-iirécionava. o J.at.o da suspensic para a coluna eficlentemente,
porém, logc; em seguida; cc;mec;ava a déstruir o car&ter da sus.pensﬁo
pelo atrito ou turbuléncia no bocal do funii de suspensio. B de se
notar que existe uma invers3o de eficiéncias conforme a
temperatura quando se. ﬁtiliza a pré-coluna ou nio. De qualqugr'
modo,  optamos por um sistema de recheio ou hardware que nos desse
o mi.t.-aim'o desperdicio de FE utilizada, uma vez que deveria-se

utilizar um sistema que permitisse eliminar a maloria dos
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problemas apresentados, e que rper mitisse uma anidlise confiante
.sobre c:_éomportamentc; das condig¢®es de recheio empregadas.' A#
interagBes multiplas que possivelmente existem entre a Press¥o, a
Temperatura e a For_ina do sistema serXo explicadas na DiscussZo

dg.-st.e trabalho.

i (COLUNA 10000 psi 250 COM PRE-COLLUNA

4 . . Fluxo : : OuZml/min
. Velocidade do papel : Zoemsh
2 Atenuacao * ! 0,003 (LDC-1SCO)
. . ) , Compr, de Onda T IEAnm .
. - : Fase Hovel ¢ MeODH/H20 70: 50
5,
. 1
3

|

] | .t i ] i ]

- .-' 1
t/minl6 14 12 10 B 6 4 2 |

Figura 3.12 A . .
Cromatograma da coluna recheada a 10000psi e 25°C com pre-coluna e

FE HYODS 3um da Shandon
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Com | estes resultados, verificou-se que poderia

haver um pontq Stimo de P e T no qual a colunma recheada poderia
apresentar uma mAzi ma eficiéncia. Para confirmar esta

| possibilidade, pl a.ne.-',j ou-ge o esquema de trabalhe descrito no

préxime {tem.
3.8 Esquema de Trabalho Ca partir das otimizacBes j4& feitas)

3.8.1 - ParAmetros fixos

A - Hérdware - Volume do reservatdédrio s 27ml
-~ Bomba utilizada : Haskel

- Colunas utilizadas : com roscas e péoés—coluna

-~ Funil de saida utilizado : sem pré-coluna

B> - Sclventes - de Suspensio : CCl4-MeCH 95: 8

"= de Arraste : MeOH puro
— Fazse Mével : MeOH-H20 70: 30

C> - Fase Est.aéionéria utilizada —- HYODS 3um da Shandon

D> Modifi caqﬁés propostas
- A polaridade do zolvente de suspensio para a fase reversa (ol

modificada para um solvente aproximadamente apol ar‘zm. ao passo

que deveria ser lpolar“m_para ter =similaridade com a fase movel

utilizada. Devido a isto, sempre que terminamoz © enchimento das



‘colunas, lavamos a mesma na prépria bomba de enchimento com = 3ml

de metanol pi.:ro para remogXZo do selvente de suspensZo.

P T

f- o préprio hardware apresentado foi modificado para a sua forma
) atual devido as observacBSes f‘e‘i tas nos testes priliminares. Com
isso, chegou—se‘ a con-:lﬁsﬁo de que o conjunto de colunas equipadas
chm roscas, dJue suportam press®es ats 15006;::31 com  seguranca,
I‘unitl de saida do reservatério de suspens@oc e o préprio
reser-vatér_'io de suspensZo, feitoc para suportar altas pressBes,

estariam otimizados para rechear colunas com alta eficiéncia.

- A utilizagZo do aquecimento durante © recheio das colunas &
adotado, porque verificou-se uma melhora no desempenho das mesmas
com o auxilio da temperatura. Resta saber em gqual combi nagioc de

temperatura e pressfo atinge-se a eficiéncia maxima.

- M‘Le& que a suspensio obtida por ultra-som fozze colocada no
reservatdério de suspens_ﬁo. o. mesme ¢ preenchido com uma camada de
18ml do mesmo golvente de sﬁspensﬁo utilizado, para évit.ar. qu;e.- o
solvente de arraste, ao ser injetado no reservatério, encontre a

suspensio e ocaslone a quebra do seu caréter .

- Fol proposto e construide ‘uma péds—coluna., que foi utilizada
tanto nas colunas com anilhas, como nas colunas com roscas, devide

ac problema que oz filtros das colunas apresentavam de



entupimente, ao serem utilizados para barrarem a suspensiZo durante

o recheamentso das colunas.
3.é.a - Par&metros Mdvels

Ad - ObtengXo das Melhorezs valores de P e T

PressZo de Enchimento da ColunaCpsi)
S000 10000 18000
T Ambiente Ambi ent.a Ambi ente
°c 75 75 75
o5 a5 o5

B - Repetigio dos melhores resultados : Obter reprodutibilidade

das Colunas

'C> ~ Apés achar a press¥o 6tima de enchimento, variar a

temperatura a:

Temperatura C¢°C >

Pressfo " e
- Stdma 35 B5 85
D> - RepeticZo dos melhores resultados



3.8 Resultados Obtidos

3.9.1 = Enchimento de colunas a 5000, 10000 e 15000 psi de pressao
- As | colunas foram recheadas nas condl ¢Bes
descritas no {tem 3.8.2 A , conforme procedimentc geral descrito
nﬁ item 3.7.1, lembrando sempre Jque © valume do reservatdrio & de
27ml, e o volume total coletado,. apds a."lavagem “ coluna & de
30ml.
Os resul tados das colunag obtidas sio
apresentados nas tabelas 3.5, 3.6, 3.7, 3.8 é figuras 3.15, 3.18

e 3.17

Tabela 3.5 : Condig&es de preparo das Colunas Recheadas a T. AMB

TC°CH Pressio ggss?g?e tempo de escoamento em min. a:
: psi 10 ml 20ml 35ml

21 5000 0,825 8 30 82

23 1 0000 O, 868 3 ' 12 ’ 35

19 18000 0,941 3 16 33

Tabela 3.6 : Condig®es de Preparo das Colunas Recheadas a 75°¢C

Press3o ?ggiajde tempo de escoamento em min. a :
psi g 10ml 20ml 30ml
5000 0,828 5 a1 38
10000 | 0,043 3 13 a1
Obs : devido a problemas de corrosfc no reservatério, nXo foram
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feitos os testes a 15000psi de pressZc por motive de Seguranga

'Tabela 3.7 - CondigBes de Preparo da Colunas Recheadas a 95°C

Pressfo massa de ~tempo de escoamente em min a
psi FE Cg> '10ml 20ml 30ml
5000 0,928 & 16 46

10000 0,967 4 14 30

Tabela 3.8 =~ Parimetros Cromatograficos das Colunmas Recheadas a

Virias Temperaturas e Press3o. Cidlculos feitos utilizando o pico

do naftaleno

T fluxo n-o1 h u Tr Tm
STP- 1 &timo -1 As
% > €l /mind Cm D21 Cm> |[CemmindiCminmd Cmind
¢ AMB 230 41480 8,33 | 10,20 13,19 | 2,45 | 3,74
75 170 19089 | 17.48 7,58 18.34 | 3,3 3.22
os 110 11574 | 29,853 4,02 z2z,.36 | 8,23 | 2,54
® AMB 250 14203 | 23,53 | 10,84 12,85 | 2,25 | 4.88
75 185, 10238 | 32,58 7.88 13,75 | 3,3 1,72
o5 120 10809 | 31,09 5,08 20,88 | 4,95 | 1.81
c ’ : ]
AMBE 80 7311 45,6 3,70 38,13 | 6,75 | 1,085

a = BOOOpsi , b = 10000psi , o = 15000psi

Obser vou-ze que houve um decréscimo da eficiénéia
das colunas com o aumento da temperatura, e que a assimetria dos

picos diminuiam com o aumento da pressXo.
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;
|
éa.g.a = RepetigZo dos melhores resultados
Fazendo-se uma avaliaczb individual de cada
. ecoluna, chegou-se A conclusZc de que as melhores colunas  foram
obtidas A pressdo de B000psi. Fazendo-se a meadia das colunas & uma
mesma pressZo, a melhor coluna obtida foi também a S000psi. Do
mesmo modo, fazendo-se a média das colunas & uma mesma

temperatura, ﬁotou—se que a melhor coluna foi obtida A temperatura

-ambiente.

Assim. resolveu-se repetir as melhores colunas
obtidas nas seguintes condig¢Bes pressio de enchimento de
500Cpsi e temperatura ambiente. Para isso, utilizamos © mesmo
procedimento geral antericrm;nte deserite ,no item 3.7.1.0=

resul tados sﬁo apresentados a seguir, nas tabelas 3.0 e 3.10.

Tabela 3.9 ~ Condi¢®es de repeticio do preparo da coluna recheadsa

a 5000psi e a temperatura ambiente.

Coluna massa de ltempo de escoamento C mMin. S a
FE Cgd 10ml 20m1 30ml
A 0,879 7 30 64
B - 0,855 8 30 64
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‘Tabela 3.10 = Parametros cromatogriaficos das colunas recheadas a

;SOOOpsi e temperatura ambiente ¢ naftaleno somente)

T luxo
Coluna Stimo r'z/l.11 h u Ty Tm As
Cldmindf Cm 7D md creminfCmind Cmind
A 200 37893 | 8,77 B,77 12. 40 2,88 2,34
8 180 37033 a,16 5,67 16,45 3,78 3.28

Verificou—-ze que com ambas as colunas foi obtida
a mesma eficiéncia, embora a vaz¥es distintas, o que nZo i npede de

concluir que sejam r epf odutiveis'®

3.9.3 = Enchimento de colunas utilizando a pressao Stima (5000p=sid e

variando=se a t,'emperatura do recﬁeio de modo intermediario.
Estabelecida a melhor pressﬁo., resol veu-ge variar

a temperatura intérmediariamente'és Ja utilizadas, para verificar

se havia uma temperatura ideal, que n¥o estivesse entre as

mesmas. Assi m, utilizando procedimento do item 3.6.1, encheu-se as

colunas a B5000psi de press¥o, as temperaturas de 38°C, B55°%C e

85°C. Nas tabelas 3.11 , 3.12 e figura 3.18 =s%o apresentados os

resul tados obtidos.
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Tabela '3.11~ Tempos de enchimente das colunas - recheadas A

5000p=si a varias températuras

Temnp. massa tempo de enchimento ¢ min D a :
c® FE Cg> 10ml 20ml 30ml
c D
35 0,910 g 30 85
85 0,880 7 28 51
85 0,885 6 a2 44

Tabela 3.12 ~ Parametros cromatograficos das colunas recheadas a

5000psi e a varias temperaturas Cnaftaleno somented

Temp | fluxo n-l h u Tm Tr - _
o dtimo -4 cm As
€@ || € W] cw (min] cmind| Cmind
35 110 385025 9,28 | 5,08 4.85 22, 44 2,28
55 >180 17473 19,07 B,33 3,00 | 13,61 .88
88 { >i20 16701 | 19,08 | 5,08 | 4,05 | 23,74 | 4.50
Notou-se novamente o nesmo comportamento

anterior, de que as melhores colunas eram obtidas a temperaturas.
menores. Notou-se também que a coluna recheada a 85°C apresentava
ums altalpressﬁd de trabalho ¢ >que B000psid e gue tinha uma baixa

eficiéncia. Decidiu-se entZo abandonar os experimentes com a2 mesma.
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:8.0.4 - Repeticao dos ‘Melhores Resul tados da Etapa

"Anterior = ensaio com a permeabilidade

A melhor coluna fol a obtida a 38°C. i’lane,jou-—s:e
:rentlﬁo. repetir esta coluna par;a ver—ificar sua reprodutibilidade.
.. Antes porém, o filtiro da pés—coluna fol lavado em ultra-som, por
15 min, e depols deixado por 24h em uma mistura de HNOa:Hz0 1:1,
- sendo final ﬁente lavado com Agua ' destilada. .O objeti v:o
deate tratamento | f‘:%i eliminar qualsquer micro-particulas que
.parventura t,i‘vessem se instalade nos poros do f‘ili;.ro. uma vez Jue
verificou-se que com o sistema montado e sem a fase estacionaria
Ccoluna,pés—coluna e filtro. atarrachade no _reservatdérioe de
da bomba > havia uma resisténcia de quase S00O0psi de pressXo a
passagem do sclveﬁte. igual portanto & pressio ﬁtilizada nos
testes, e cjue poderia prejudicar o rechelio das colunas. Apds a
la\,;agem. rverificou—se que a resisténcla a4 passagem do solvente
diminuiu ;ﬁar‘a 2500 psi., o que | foi considerado normal .
Assim.repetiu’-;se o procedimento de preparag¢io dai suUspensio.
descrito anteriormente'. ‘e uma nova coluna foi feita a BOOOpsi e a
358°C. Os resultados sZXo apresentados nas tabelas 3.13, 3.14 e

figura 3.19-a..

Tabela .3.‘13 - Cohdic;:ﬁa de preparo da coluna recheada a S000psi e a
as°c
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massa de tempo de enchimento ¢ min 23 a :
FE Cg> 10ml 20ml 30ml
0,980 7 30 87

TAbela 3.14 = Parametros croi'nat.ogb:&ficog da co;l.ma recheada a

5000p=1 a 35°C Cnaftaleno somented

1l uxo
Cul/mind] ¢ m "2 Cmd [min] Cmind] Cmind Cpsid
220 50891 6. 55 9,581 2,63 11 .48 4,63 6015

Nototu-se que, aoc se aumentar a pefmeabilidade o

filtro de retengcZo da suspensZo da pds-coluna, a eficiéncia da

coluna aunmentou, apezar de s=se utilizar a

mesma temperatura
anterior, embora o tempo. total de enchimento tenha permanecido

praticamente o mesmo.

3.9.5 Enchimento da coluna a baixa temperatura

Para verificar o efeito que a baixa

temperatura
tem sobre a viscosidade da suspensio, e consequentemente sobre a

eficiéncia da coluna, foil feito um enchimento a -15% utilizando a
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mesma camisa de banho da coluna, porém recheada com uma mistura de
gelo e sal. O= resultados s3o apresentados nas tabelas 3.18 e

3.16 .

Tabela 3.15 = CondicXo de preparo da coluna recheada a 5000psi e a

-15 °c
‘massa utilizada Tempo de enchimento € min 3 a:
C g2 10ml 20ml 30ml
0,820 iz sS4 iis

Tabela 3.16 = Parametros cromatograficos obtides da coluna

recheada a 5000pzi e a ~15°C C(naftaleno somente)

fluxo 'nfél h c: tu tr Pmax. As
Stimo Cm D]imd Eﬁrn] Cmimd [<mind ] Cp=id
240ul min | B51680] B 11 a2 | 10 45810 3

Notou-se  que, apesar da  baixa temperatura'
utilizada, e do tempo excessivo para se atingir o vol ume
necessario para completar o rechelio, a coluna apresentou uma alta

 eficiéncia.
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Figura 3.19~Curva de Van Deemter da repeticZo da coluna recheada

a 5000psi a :Cad 35°C e (b)Y -15°C
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Foram feitos alguns

graficos no

qual foram

comparados os diversos tempos de enchimento das colunas com asg

-~ temperaturas utilizadas. Os graficos podem ser vistos nas figuras

20 e 21, no qual notamos que o tempo de enchimente da coluna cai

com o aumento da temperatura, juntamente com a sua eficiéncia.
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CAPITULO 4

Discussao
Nos experimentos realizados, feol notade que:

= A concentrac3o da FE na suspensZo, confprme se aprezenta .diluida
ou ni¥o no reservatério de suspensZo, & um fator. importante para
cbter colunas eficientes. Tal fato fol observado "nos axperimentos
preliminares realizados. Ao se obterem colunas recheadas com
parﬁiculas de 3um com um reservatério de Bml e a temperatura
ambliente, fol notado que, para tédas ag colunas hi um decrésecimo
surpreendente do ndmero de pratos teédricos por metro, com uma
média ao redor de 2800—3000 p/m

O interessante & gque com um reservatédrio de
ca;ﬁacidade maior, no caso o utilizado fol o da bomba Shandon, de
10ml, este numero érescia. para as mesmas condig¢®es,para 28000pm,

e gue <com um reservatéric maior ainda, como o da bomba Haskel,

este nlGmero subla para 41000psm. N3o foram encontrados na
literatura muitas referéncias sobre este fateo ., exceto em
al gt.lm.as‘!';'zm que o citam como necessario para a obtencEo de boas

colunas, sem detalhar pr'ecisamente o porgué. Dependendo do tipo de
liquide usado e da FE empregada, observou-se que as suspensBes

nic se - mantém estiveis, e a floculagXo occr-re‘m. tal como
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acohtece quando ¢ utilizado o metanol puro.

Por outro lado, a utilizagZc de um liquido
neutro, tal como o tetracloreto de carbono, porém que contém
elémentos fortemente.elqtroatrativas come o cloroc, permite que pu
sitios de cargas éejah formados entre as particulas e
oé reagentes, compensando deste modo b efelto de agregacZo, e
establlizando a suspensfo, ou a carga das ;;articulas da silica
coloidal ligada seja compensada pela forg¢a eletroatrativa do
clorof®®’  Uma suspens¥o diluida deve. portanto, gumentar a
distancia inter—-particulas ‘e minimizar os efeltos de farmac;ﬁb de

aglomerados, ao passo que nas solugBes concentradas, estes efeitos

devem prevalecer com malor intensidade,

= A denzsidade da suspenzBo déve ser aproximadamente igual A das
particulas utilizadas, de acordo com G-luc:kmantae}at al e
confirmadas -por_ nr.f:s . de.-. mode a manter as particulas estaveis o
maior tempo i::ossive.-l no solvente de suspensfo. Os métodos descritos
na introdugfo revelam que o objetlve dos mesmos & o de aprﬁxi mar a
densidade " da solugZo © mais perto- possivel da densidade da

28 col ugBes de suspensio,

sflica. Foi obtide por Mayer e Hartwick
felitas com Alcool  1sopropilico puro =] tetracloreto de
carbonosmetanol 85:5, com os quals conseguiram bons resul tados.

No trabalho reali zado nesta tese, primeiramente a

suspensio " era obtida homogenelizando-se a silica em metanol com
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10ml de Acido acético 10%°%,porém com as particulas de 3um

ocorria a decantaéﬁo rapida. Ao contrarie, utilizando-se o
tetracloréto de carbono-metancl 85:5,as particulas permansciam por
varias horaz em suspensfo antes de comegarem a decantar, sem
contude formarem aglomerados, élgc come um véu ou uma nédvoa que
vgi abaixando para o funde do frasco. Ao que parece, baseado nos
artigos citados e comentados, o efeitec da formagBo de carga para
esta&ilizar a suspensio ¢ mals Iimportante guandoe aliado ao
balango da densidade, porque, se a suspensﬁc_se mantiver, mesmo em
baixa densidade, n3o ocorrerd a formacfo de agregados. Porém se
os efeltos de ades3io entre as particulas adjacentes se manifestam,
os agredgados se formam , decantam ou aglutinam em pequanos

"clusters" ocasionando uma forma¢®o irregular do leito da coluna.

—- A viscozidade do solvente n¥fo parece zer um fator preponderante
durante o processo de enchimento da coluna, porém ; sua dimlnuigio
ajuda a obﬂer colunas com alta eficléncia. O uso de s=olventes com
varias viscosidades & fartamente documentada | 5E7E830
Muitos autores preferem solventes de baixa- viscosidade; para
obterem um recheioc ripido, qﬁe evite a mi formagfo do leito
da coluna.

Ao zser feilto um gréafico do tempo de enchimento

das varias colunas  obtidaz a BSOOOpsi versus a temperaturac

utilizada em cada colunaCFlgura 20-a),foi notade uma uniformizacio
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no tempe de enchimento dos primeiros 10ml coletados, e que
i ndepande da tgmperatura utilizada . Porém, notou-se que o tempo
dd enchimento aumenta com o decréscimo da temperatura, quando o
voiume coletado ultrapassa os 10ml coletados, sendeo sempre maior
o tempo quanto mals baixa for a temperatura utilizada. Podemos
concluir disto que :-

1> o aumento da temperatura para diminuir a.viscosidade somente
tem influéncia positiva quande a permeabilidade do sistema diminui
a vaz¥o de tal mode gue somente um liquide de baixa viscosidade
pode fluir através do leito da ¢oluna que estid sendo formado.

2) o aumento da temperatura favorece uma diminui¢¥o do tempo de
enchimento da coluna e, fato ﬁbservado. caminha até um ponto dtimo
de 75°C, apts ¢ qual a tendéncia ¢ aumentar © tempo de enchimento
com malores temper#turas. Este fato deve estar ligade a
tempgratura_de ebulig¢io do tetraclorete de carbono, em torno de
76°C, o que possiyelmente faz com due ele, a temperaturas malores
do que a de seu pontc_:: de ebuligio, se evapore dificultando o
processo de rechelo. Notou-ze também que uma maiof pressﬁq dea
enchimento 'da coluna (10000psi) faz com que © tempo medido a éadg
10ml =se torne igual para todas as colunas, independente do fato
das colunas serem recheadas a diferentes_temperaturas.CPigura20~b)-
© que parece indicar que uha maior pressio de enchimento fornece
uﬁa vazioc mals uniforme, sendo desnecessario a diminuigZo da

viscosidade do solvente utilizado.
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a8 O aumento da viscosidade pela diminulglio da temperatura de
enchimento da coluna nXo parece afetar a eficiéncia da mesma.
Obser vou-se este fatc ao se rechear uma coluna a -15°C e a S5000p=si
de pressdo (vide pagina 68>, a gqual obteve um grande ntimero de
pratos tedricos por metro.

A fase estacionaria, conforme nos relata Ungeé‘?

deve resultar em um leiteo uniforme e homogénes na coluna, de modo

que a fase mével percorra o malor nimero possivel de caminhoes ao

passar belo lgito da coluna. A conclusfo 4 débvia : quanto mais
caml nhos a fase mével percorrer.. majlores as interagBes
entre o soluto e o scolvente , e entre o soluto e a fase
estaclonaria, e maior a eficlénclia da coluna e maior sgua

permeabllidade. A alta permeablilidade faz com que a fase mével
nic exerga uma pressXo grande aoc passar sobre o leito da coluna,

diminuindo a pressfoc de trabalho.

Deste modo a conclus3fo geral que. se pode tirar a
respeito da viscosidade do solveﬁte utilizado & que a fungio desta
¢ fornecer um fluxo rapido de mode a se. obler um recheio
homogéneo. Porém, a diminui¢ic da viscosidade no solvenﬂe
utilizado, no caso o tetracloreto de carbonosmetansl 95:5 =6
parece ter significAncia gquande a permeabllidade do sistema
diminui de ta; modo qué se torna necessario diminuir a viscosidade -

do sol?ente de medo a evitar uma maior compactagfo do leito da
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coluna, motivada pelce aumento do tempo de enchimento da mesma.
Porém se a permeabilidade do sistema se mantém alta, entfo a

viscosidade do solvente n3o & determinante na obtengdo de boas

col unas.

~ Existe uma relagZo entre a temperatura utilizada , o volume do
reservatério ideal, = o tempo de enchimento completo da coluna.
Notou-se que as melhores colunas, tanto a S000psi como a 10000ps1i,
foram as obtidas a temperaturas iguais a ?SQC com um reservatdrio
de 19ml de capacidade, da bomba Shandom. Ao se passar a utilizar
um reservatdrio de malor capacidade (&7mlD> para a bomba Haskel,
foi observado um decréscimo da eficiéncia das colunﬁs. embora se
estivesse utilizando os mesmos par&metros, exceto o© volume do
reservatério, o gue levou a concluir que existe um valor otimo de
dilui¢c®o ou capaclidade volumétrica do resevatério, gque esta
associado ao tempo de enchimento das colunas, © qﬁal se associado
com © aumento da temperatura levam a fatores tals como uma maior

compactagio do leito da coluna“m. prejudicande o desempenho da

mesma.

Isto nos levou a concluir que o tempo de
enchimentn da coluna comega a ter um papel determinante quando =ze
comega a aumentar a temperatura do enchimento da mesma. Notou-se
que com balxas temperaturas, o tempo de enchimento n3oc parece:

influenciar o desempenho da coluna (vide tabela 3.18 e 3.16D,
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porém , se a temperatura aumenta, ent3ic o tempo de enchimentio
comeca a ter ~um papel significativo na formag%c do leito da
coluna, devido A problemas de compactagio anteriormente deseritos,
e que tendem a diminulr a eficiédncia da coluna & medida que
aumenta o tempo necessaric pa'ra esgotar o volume da =uspensifo
contido no reservatério,

O dnico eleo gque fol encontrade para explicar a
ligagfo do tempo de enchimento, e de como ele prejudica o
degempenho da coluna; conforme se aumenta a temperatura, foi o
volume do reservatério., £ o volume do reservatédrio que fornece um
bom ou mau desempenho da coluna, pois dele depende o tempo de
enchimento da mesma.. dal concluirmos que existe um ponto ideal de
pressZo, volume e temperatura que podem produzir colunas com alta

eficiéncia e bom desempenha.

De tddos estes fatos observados, notamos que a
eficiéncia da coluna se traduz pelo alto ntimero de prétos tedricos
e baixa assimetria. Observamos que qualquer nmudanga das condic®Ses
de rechelo afetam a eficiéncia da coluna. A. diminuig¢3Zo da
eficiéncia se traduz por um alargamente da banda cromatografica
resultante da diminuigcio do numers de caminhos possivelis entre a
FM.e a FE e a redugZo do numero de trocas entre o soluto e a FE na
coluna, e consequente aumento da assimetria. O alargamento da

banda dos picos e o aumento da assimetria dos mesmos 2e devem
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Gnica e exclusivamente ao desempenho da prépria coluna, e das
condi¢Bes de recheio da mesma, & niZo a dispersio no aparelho de
cromatografia ligquida C(tubos, conectores, injetores e cela de
'detecgﬁo). Experimentos realizados por Pezzin“ﬂ’ demostraram adque
a aispersﬁo nas tubulag¢®es e conectores do cromatdgrafo LDC-ISCO
sXo minimas, 2 que podem ser desprezadas, ha faixa de trabalho de

fluxe , correspondente a 100-200ul/min, para as colunas microbore

utilizadas.
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CarPiTULO 5
CONCLUSAO

" Dos fatos observados pode-se conclulr CJlre
15> Existe um volume &tima do reservatsdrio de
sugpengio, situado em torno de 19ml, o qual permite que o tempo de

enchimento da coluna nX%o se exceda demais, e que se for aliado

ac aumento da temperatura de recheio, evitara uma maior
compactagic da FE ne leito da coluna, .melhcfando o SsSeu
desemnpenho. Este volume est4 condicionade A geometria do

reservatdrio., no qual o comprimentso & mais importante do que o seu

diametro,

2> A forma do funil de saida, bem como as
roscas, devem possuir angulag@es suaves e livres de obsticulos,

que evitem o rompiments da suspensﬁo por atrito ou turbuldéncia,

3> Para evitar que a interagcio ma£ivada pela
Vgrande Area superficial por grama das particulas de 3um faca com
que estas se aglutinem no solvente apropriado, deve-se utilizar o
solvente na forma de suspensSes diluidas, cuidande-se do fatc de
ndo utilizar um volume excessive, que venha a prejudicar o lelto"

da coluna com uma malor compactacfZo, pelo aumento exceszlive do
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tempo de  enchimento .

4> A temperatura parece ter o mesmo efeito que
uma alta press¥o na compactacZo excessiva do leito da coluna, se o

tempo utilizade no enchimento da ecoluna for grande.

855 Existe um triplice efeito de pressZo,
temperatura e volume do reservatéric de suspens¥o, que combinados

na relagfo ideal, proporcionam colunas recheadas de excelente

desempenho,  &tima estabilidade e baixa permeabilidade. Ezte

triplice efeito parece estar nas seguintes propor¢Seg : F =

BOOO psi ; t = 78°C

; e V = 1aml de capacidade.

6> Fora destas condi ¢Bes, fol notads

uma tendéncia para uma melhora

no desempenho da coluna,

conforme se diminui a temperatura de enchimento utilizada.
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CAPITULO ©

PERSPECTIVAS FUTURAS

Dos - dados obtidos, verificou-se dque existe uma
gama de fatores gue podem levar a uma melhora no dezempenho global
das ecolunas, no tocante A sua preparagio e enchimento. Parece cer
de vital importincia saber como e pordue agem o comportamento
recléglco das suspens@es, nas condig@es descritas no experimento,
devide ac interesse que se tem atualmente na preparagfo e obtengEo
de boas colunas CLAE. Um estudo das condigBes dinamicas das
particulas com varios solventes, bem como um estude aprofundade
da influéneia da temperatura na mudanga da viscosidade das
suspens®es utilizande tubos capilares responderia algumas questSes
sobre o comportamento das suspensSes durante o proceszo de
enchimento das colunas. Um estudo mais aprofundade sobre a relagXo
que existe entre a polaridade dos solventes e geus efeitos nas
divérsas fases estacionarias ajudariam a evitar muitos erros
decorrentes da tradic¥o gque se manteve durante os primeiroz anos
de utilizacZo das fases estacionarias, e que & uzada até nossos
dias, apesar .da progﬁessc cbtido na fabricagio de fases
estacionarias com diametre de particulas cada vez menores.e mais

eficientes.
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TABELAS COMPLEMENTARES

1 Dapos Fisico—-QuUIMICOS DOS SOLVENTES UTILIZADOS

A) TETRACLORETO DE CARBONO

(52)

F.E. normal : 76,75 °C Pontos Criticos
Relagio da Temperatura TeC e Pc Catmd de Cg/cms)
com a Pressio 283, 1 45,0 0, 558
T ¢y P Cmm Hgd ¥iscosidade do Liquido Puro
T°C 10002
76,75 760 0, 60 1, 3222
80, 00 838 21,21 00,9517
35,21 0, 7855
90, 00 111= 56, 29 0, 6078
100,0 1457 74,186 00,5017
Cad» 1007 = centipoise
Densidade di", = 1,5041 grcm
Viscosidade Nap® ™ 0, 00BAS poise
Influtncia da PressZo na Viscosidade
P CKgrcm ) 30°¢ 75°¢C
: | 0 a,76
500 0,190 g, 9486
1000 0, 351 0, 100
4000 - 0, 542
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(52
B) ALcooL METLICO

o, FPontos Criticos a
P.E normal : 64,6 °C | Tec°Cd PcCatmd  deCgrem™

240, 0 78,7 ¢, 272

Solugcio agquosa : viscosidade 1 em milipoise

TemperaturaCOC)

% agua 25 35 45 55
21, 41 14,2 10,8 8, 58 7, 02
47, 36 15, 61 11,0 Q, 47 7,74
71, 61 11,8 . 9,57 7, 80 6, 52

100, 00 5, 48 4,76 4,17 3, 71

Viscosidade do Metanol Puro 1y = Poise
T ¢°¢) 0 10 20 30 40 50 60
10% 8,08 6,00 5,83 5,158 4,48 3,05 3, 49

Mistura Azeotrdépica P.E. = 55,70 °C % cCl, = 44,5
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2y TABELAS COMPLEMENTARES SOBRE AS COLUNAS RECHEADAS —~ INCLUSAO DA
PrESSAO MaxiMa ATingiDA (EM Ps) E o FATOR DE DISTRIBUICAO DAS

Massas (DM

A) TesTEs Imcials — CoLunNAs ReEcCHEADAS NA BoMsA SHANDON COM
RESERVATORIO COM CAPACIDADE DE 19mMi.. (a partir das otimizac@es

feitas -~ FE 3um e CC| ,~”MeOH a5: 5)

Coluna T Fluxo /L Pmax no
Cpsid ey &timo c“ <1y fluxe &timo Dm
Cul mind ™ -~ Cpsid
5000 75 110 82300 2160 6, 44
10000 25 200 17600 3509 4, 04
10000 75 200 52700 4140 4,12
10000 a5 300 38000 5930 5, 90
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B) TesTes OBTIDOS A PARTIR DAs OTmMizAcoes FEITAS NO VOLUME DO
RESERVATORIO (27ML) £ NO FuniL DE SAIDA DO MEsSMO (SEM PRE-COLUNA)

BomBA Hascker € CoLUNAS cOM RoscAs

Coluna T Fluxo ru’& N Pmax no
Cpsid C°c Gtimo Cm ) fluxo stimo Dm
Cul/mind Cpsid
5000 25 230 | 41480 4880 4,04
10000 a5 250 14200 6100 4,04
15000 25 90 7300 3220 4, 59
5000 75 170 19000 5780 4, 60
10000 75 165 10000 5960 3,11
5000 a5 110 11500 2810 2,71
10000 o5 120 10800 4510 3, 30
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¢) ReprobuUCAO DOs MELHORES REsuULTADOS : CoLunas A BO0O psl. T AMB
@5°c) .

Coluna fluxo n-L Pmax no
Stimo Cm-i) fluxo Stimo Dm

Cp=sid Cul/mind
A 200 37843 4910 3,38
B 160 37000 50920 3,24

DY OBTENCAO DE COLUNAS NAS TEMPERATURAS INTERMEDIARIAS .A BO0OOPsI

DE PRESSAOD

T Fluxo nsL Press3io no
[l s &t imo ¢ m =% fluxo &timo DPm
Cul/7mind Cp=1id
35 110 35900 2575 3, 62
55 >180 17400 _ 4550 3, 42
85 >120 16700 5735 3, 80
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E) REPETICAO DO MELHOR RESULTADO - COLUNA A 5000psi £ 35°C

TESTE REALIZADO APOS LAVAGEM DO FILTRO DA POs—-COLUNA

Fluxo n-s1 7 PressZo no

Stimo cCm % fluxo &timo Dm
Culsmind - Cpsid

220 - 50890 6018 - 3,35

F) TESTE coM COLUNA RecHEaDA A -159C . A 5000pg

Fluxo n-L PressZo no

&t imo C m —1) fluxo stimo Dm
Crl mind Cpsid

=40 - BS160 45910 3,61
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VISCOSIPADE DA FASE MOVEL HECH/H20

UXSCOSIDADE

] - 1 ] T | ) | }
¢ 18 286 3 48 .52 68 v 8B 9B 10

PORCENTAGEM DE HETANOL

Viscosidade da Fase Movel Metanols/ agua

cuja equacao de 4Pgrau e ty = 3,5x“4-5,52x*3-1,869x“2+3,504x+1,001
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GUEDA DA PRESSRO COM AUKINTO D4 TEMPERATURA
Jee st
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Queda da pressaoc com o aumento da temperatura na coluna
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