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Resumo

Titulo: "Estudo de Variaveis Experimentais no Desempenho de Colunas
Recheadas para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)"

Autora; Somia Claudia do Nascimento de Quetroz

Orientadora: Prof®. Dr* Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

O interesse por CLAE vem crescendo nos ulttmos anos devido a sua alta
capacidade de separagdo, sensibilidade, rapidez e versatilidade. Porém, o custo desta
técnica € bastante elevado e todos os acessorios, incluindo as colunas, sdo unportados.
Assim, para baratear o custo das colunas, desenvolveu-se uma tecnologia de recheio
que produz colunas com qualidade comparavel as comerciais, porém de menor custo.
As fases estacionarias utilizadas neste estudo foram as imobilizadas do tipo reversa, C-8
e C-18, pois sdo as mais amplamente empregadas em CLAE. As fases estacionanas C-18
foram obtidas comercialmente e as C-8 foram produzidas no nosso proprio laboratorio.

O sucesso da separagdo de uma mistura em seus componentes individuais, por
CLAE, ¢ obtido em fungdo de 3 pardmetros cromatograficos: nimero de pratos ou
eficiéncia (N), fator de retengdo (k) e fator de seletividade (o). Para analises de misturas
complexas a variavel N ¢ de especial importancia, pois ocorre muitas vezes que mesmo
apos a otimizagdo de k e o, ndo se consegue uma resolugdo cromatografica adequada.
Visando este tipo de aplicagdo, fez-se um estudo sistematico de algumas variaveis que
afetam N, utilizando sempre que possivel métodos quimiométricos para determinar as
melhores condigdes de analise.

Dessa forma, o acoplamento de colunas foi testado para aumentar 0 comprimento e
consequentemente, a eficiéncia e para isso estudaram-se dois tipos de conexdes: capilar
e cabega-cabega. Ambos apresentaram baixa dispersdo e se mostraram adequados para
serem empregados no acoplamento de colunas.

O acoplamento de quatro colunas similares, fomeceu um aumento na eficiéncia de
4 vezes, gerando N = 12,825 pratos e uma relag#o linear entre N2 ¢ Rs fo1 observada. A
eficiéncia obtida com as colunas acopladas foi suficiente para obter a separagio completa

de uma mustura de compostos peralogenados.
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Observou-se que no acoplamento de colunas é preferivel utilizar colunas recheadas
cont tamanho de particulas de fase estacionaria maiores devido as menores pressdes de
operagdo. O comprimento maximo estimado para colunas recheadas com tp = 5 ¢ 3 pm
s30 750 mm e 180 mm respectivamente, gerando na pressdo maxima, N igual a 67.596 ¢
25.248 pratos. Estes nimeros sdo suficientes para resolverem misturas (k=3) com um o =
1,02 e 1,03.

Através do método Planejamento Fatoral verificou que o comprimento da coluna €
o principal fator a proporcionar aumento da eficiéncia, enfre as variaveis, volume de
imecédo, composi¢do da fase mével ¢ temperatura da coluna.

Usando o Simplex Sequencial Modificade conseguiu obter uma alternativa a
construgdo da curva de van Deemter, onde além da vazdo consegue-se determinar a

temperatura 6tima de analise com um numero reduzido de experimentos.

ix



ABSTRACT

Title: "Effect of Different Experimental Vanabies on the Efficiency of
Packed Columns for High Performance Liquid Chromatography
(HPLC)"

Author: Sonta Claudia do Nascimento de Queiroz

Supervisor: Prof®. Dr®. Isabel Cristina Sales Fontes Jardim

Interest in HPLC has increased in recent years due its high capacity for separation, as well
as its sensitivity, rapidity and versatility. However, the cost of this technique is very high and all
accesories, including the columns, are imported Thus, we have developed a technology for
packing columns with quality as good as commercial columns.

The stationary phases used in this study were immobilized reversed phases, C-8 and
C-18, because they are the most widely used in HPLLC. The C-18 stationary phases were
obtained commercially and C-8 were produced in our own laboratory.

The success of the HPLC separation of a mixture into individual components is obtained
as a function of 3 chromatographic parameters:; plate number (N) or efficiency, retention factor
(k) and selectivity factor («). For analysis of complex samples, the efficiency has a special
importance since sometimes, after the optimization of k and o, we do not obtain a good
resolution. With this aim, we did a systematic study of some factors that affect N, using
whenever possible, chemometrics methods to establish the best conditions of analysis,

The coupling of columns was tested to increase the length and consequently to increase the
chromatographic efficiency and, for this, we studied two kinds of connections: a capilary
connection and head to head. Both kinds showed little dispersion either could be used for
coupling columns.

Coupling four similar columns provided a four times increase in the efficiency, resulting in
N = 12,825 and a linear function between N'? and Rs was observed. The efficiency obtained with
the coupling columns was sufficient to separate completly a mixture of perhalogenated
compounds.

We observed that for coupling columns it is better to use columns packed with larger
particule sizes of stationary phase due the lower pressure of operation. The maximum length

estimated for columns packed with 5 and 3 um particule sizes are: 750 mm and 180 mm,



respectively, having, at the maximum pressure, N = 67,596 and 25,248, These are adequate to
separate mixtures (k=3) and ¢ = 1.02 and 1.03.

Through Factorial Projection we observed that the length of the column is the main factor
to produce an increase in the efficiency, among the possibile factors: injection volume,
composition of the mobile phase and temperature of the column.

Using the Sequential Modified Simplex we obtained an alternative to van Deemter plots,
where we optimize the flow rate and the best temperature for analysis using a small numbers of -

experiments.



INTRODUCAQ

I- INTRODUCAO

L1 - Aspectos Gerais da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). |

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ¢ uma das técnicas mais
importantes entre os métodos de separagio devido a sua sensibilidade, rapidez, alta
capacidade de separagdo e versatilidade. A CLAE apresenta um vasto campo de
aplicagdes, tais como, analise de sélidos, liquidos, compostos i6nicos ou covalentes,
com massa molecular que variam de 32 a 4.000.000. Alguns exemplos de amostras
analisadas por CLAE sdo polimeros sintéticos, polissacarideos, produtos
farmacéuticos, proteinas, explosivos, drogas, metabélitos de animais ¢ plantas,
poluentes, etc.

A CLAE ¢ definida como um método fisico-quimico de separagdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuigio destes entre duas fases.
Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra move-se através dela. Durante
o desenvolvimento cromatografico, os componentes da mistura sdo distribuidos entre
duas fases, resultando em migra¢des diferenciais destes componentes (1).

O sucesso da separagdo de um determinado tipo de amostra, dependera da
escolha adequada das fases empregadas (estacionaria e movel) e das condigdes de

analise utilizadas.

I.1.1 - Avaliacdo de colunas cromatograficas

Quando uma coluna € nova, seja ela adquirida comercialmente ou atraves de
enchimento no préprio laboratério, deve-se fazer os calculos dos pardmetros
cromatograficos, descritos abaixo, para avaliar a qualidade desta coluna ¢em uma dada
condi¢iio experimental. Para obté-los, fazem-se medidas diretamente do cromatograma,
como mostra a figura I.1.

O tempo de retengdo do soluto, ty, € o tempo gasto desde o momento da injegao

-
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|
l} tR2
e r— oy Ot

Figura [ 1 - Cromatograma com as medidas necessarias para os calculos dos parametros

cromatograficos.

até a detec¢io maxima da banda. O tempo de retengdo de um composto ndo retido,
ty, € 0 tempo gasto por ele para percorrer desde a injegdo até a sua saida da coluna.
Normaimente os valores de tg e ty sdo obtidos diretamente do cromatograma
quando se tem integrador eletrdnico. Caso contrario, as medidas devem ser feitas por
processo manual, no cromatograma, e os valores sdo calculados usando as seguintes

equagdes:

tg=dp/f ¢ tm = dw/f (I.1)

onde,

f ¢ a velocidade do papel registrador;

dr ¢ a distancia de retencio do soluto;

dy ¢ a distincia de reteng¢do de um soluto ndo retido.

O tempo de retengdo ajustado, t’y, ¢ 0 tempo que as moléculas do soluto ficam
retidas na fase estacionana, calculado pela diferenca:

t‘R = tp-tm (12)
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O fator de retengdo, k, também ¢ uma medida de reten¢do de um soluto, ele ¢
determinado pela razdo dos tempos em que as moléculas do soluto ficam retidas na

fase estacionaria ou percorrendo a coluna na fase mével, como mostra a equagao:

k=tp-ty=1t’ (L3)

R
tm v

onde,
t'z € 0 tempo de retengao ajustado.
A resolugdo, Rs, € uma medida quantitativa do grau de separagdo entre dois

picos adjacentes e pode ser calculada de acordo com a equagéo:

Rs=2.(fge-tg) ) = 1L 177.(tpa-ty) (1.4)
W1+ Wh2 Whi- W2

onde,
tr1 € tr2 = tempos de retengdo de 2 picos adjacentes;
Wp1 € Wpz = largura dos picos na linha de base;
Wy © Wiz = largura dos picos a meia-altura.
O fator de separagéio, ., entre dois picos adjacentes é calculado pela razio entre
os fatores de retengdo do soluto mais retido (k;) e do soluto menos retido (k;), que

estdo, por sua vez, relacionados aos tempos de retengdo ajustados, através da equagio:

o=k

k=t (1.5)
ki

k]

Ri

33

A eficiéncia ou nimero de pratos, N, ¢ a medida do nimero de etapas de
equilibrio do soluto entre a fase movel e a fase estacionaria, calculada por meio da

equagao.

N = 16.{tg/Wp)’ = 5,54.(tg/wy ) (1.6)

-3-
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A altura de prato, H, € a razdo entre o comprimento da coluna (L) e o nimero

de pratos, que pode ser calculada pela equagéo:

H=L/N | (1.7)

A velocidade linear da fase movel, u, € obtida segundo a equagéo:

u = Lty (1.8)

A eficiéncia em termos de altura de prato, H, pode ser obtida através da equagio

de van Deemter:

H=A +(B/u)+Cu (L)

onde:

O termo A, difusdo turbilhonar, refere-se ao alargamento dos picos devido aos
multiplos caminhos percorridos pelas moléculas do soluto. Este termo pode ser
minimizado, usando colunas com didmetro interno reduzido, bem recheadas ¢
particulas pequenas, com uma faixa estreita de distribuigcdc de tamanho.

O termo B, refere-se ao alargamento do pico devido a difusdo longitudinal (ao
longo da coluna). Em cromatografia liquida este fator ¢ muito menos importante que
na gasosa, porém altas vazdes de fase movel contribuem para a minimizagdo deste
termo, pois diminuem o tempo de residéncia do soluto na coluna.

O termo C esta relacionado com a transferéncia de massa, ou seja, a facilidade
que as moléculas do soluto tém de serem transferidas da fase movel para a fase
estaciondria ou vice-versa. Um filme fino de liquido que recobre o suporte ira

minimizar este termo. A figura 1.2 ilustra uma curva tipica de van Deemter.
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D,H= A+B/u + Ca

#({mm]}

S

b -1
Adlimu MAlem. .57}

Figura .2 - Curva da equagio de van Deemnter mostrando as contribui¢des dos varios termos e
a velocidade linear otima. (A) difusdo turbilhonar, (B) difusio longttudinal; (C) transferéncia de massa
¢ (D) H total.

O fator de assimetria, As;;, medido a 10% da altura do pico, é calculado de
acordo com a equagdo 1.10. O valor 6timo € de 0,9 até 1,2, se for maior, aumentam-se
0s erros positivos no calculo de N, que tem como pressuposto que o pico possui
formato gaussiano. Valores até 1,6 sdo aceitaveis, porém acima deste valor as colunas

devem ser descartadas (2). A figura 1.3 ilustra a medida do fator de assimetria.

Asjo=CB (1.10)
AC

L.1.2 - Otimizaciio da separacio

A meta da cromatografia ¢ obter a separagdo de uma mistura em seus
componentes individuais em um tempo razoavel de andlise. Uma das medidas
quantitativas da separagdo entre dois componentes consecutivos € a resolugdo, Rs. Um
valor de resolugdo de 1,0 corresponde a uma separagdo de 94%, que € considera-
do adequado para a otimizagdo da separagdo. Ja uma separagdo de 100%, onde os dois
picos consecutivos atingem a linha de base, corresponde a uma resolugio de
aproximadamente 1,5 (3). Como pode ser visto na equagdo 1.11, a resolugio de uma

dada amostra ¢ um compromisso entre 3 pardmetros cromatograficos: a eficiéncia ou

-5
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FATOR DE ASSIMETRiA _CB
DO PICO aC

A Ic
e e mm e e —§--—-R:-----==110% DA
I ! } ALTURA DO PICC

Figura 1.3 - Medida do fator de assimetria (As,o) de um pico, tomada a 10% da aktura.

numero de pratos (N), o fator de separagiio entre picos adjacentes (o) e o fator de

reten¢éo (k).

Rs = WN(c-1). kp (L11)
4 a (koti)

A equagdo 1.11 somente € verdadeira para picos adjacentes no cromatograma.
Para uma primeira aproximagdo, os trés termos da equagdo 111 podem ser
considerados como variaveis independentes. Uma coluna mais eficiente ira fornecer
melhor resolugio pela maximizagio de N. O valor de N € governado pelo fator que
controla o alargamento do pico e, simplificando, N afeta somente a largura do pico ndo
a posigdo do mesmo. Em uma dada posigdo fixa, picos mais estreitos sdo melhores
resolvidos. O termo de eficiéncia aparece como a raiz quadrada na equagdo 1.11,
portanto mudangas no N devem ser bastante grandes para produzir mudangas
significativas na resolugéo.

Afim de ilustrar a relagdo existente entre o numero de pratos ¢ o fator de
separagdo, considere a tabela 1.1 que mostra o namero de pratos requeridos para obter
uma resolugdo de um (Rs=1) para um par de solutos com k igual a 3 para o ultimo

soluto eluido. Os valores obtidos foram calculados através da equagfio 1.11.
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Similarmente, na tabela 1.2 encontram-se os valores calculados do numere de
pratos requeridos para se obter uma resolugdo igual a 1 para 2 valores de o com
diferentes valores de k (3). Quando os valores de k sdo pequenos, o niimero de pratos
necessarios para a separagdo € muito mator, mas cai, no inicio, rapidamente com o
aumento dos valores de k. A faixa de resolugdo Otima para muitas separagdes
corresponde ao intervalo de k entre 2 ¢ 10. Valores de k maiores resultam num tempo

de separagdo excessivo com uma melhora pequena na resolugédo (3).

1.1.3 - Acoplamento de colunas
O uso de colunas com cerca de 2.000 a 8.000 pratos, normalmente ¢ adequado
para obter a resolugdo de misturas simples, entretanto este namero € msuficiente nas

seguintes situagdes (4):

o Mesmo apds a otimizagdo da fasc estacionaria e movel o valor do fator de

separacgdo continua muitoe batxo (o = 1,05 - 1,10),

» O fator de retengfio para os compostos de interesse nio pode ser aumentado

ou modificado a um valor adequado.

» A mistura a ser separada ¢ 130 complexa que a otimizagdo ndo € possivel para
todos os valores de «, ou seja, quando aumenta para um par, diminui para

outro. Este € 0 caso mais comum.

Entdo, se apos a otimiza¢do de k ¢ o a resolugido desejada ndo for atingida,
deve-se aumentar a eficiéncia da coluna.

Para colunas recheadas com a mesma fase estacionaria, se a composigao da fase
movel e o fluxo forem mantidos constantes, a performance destas colunas ird depender
basicamente do comprimento da coluna, do tamanho da particula da fase estacionaria
¢ da pressdio de operagdo disponivel. A eficiéncia de um leito de uma coluna aumenta

com a diminui¢do do tamanho da particula, nota-se que colunas menores recheadas

-
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Tabelal.l Numero de pratos requeridos para uma resolugfio igual a 1 (Rs=1), k=3 ¢
com diferentes valores de fator de separagio (3).

Fator de Separagio (o) Numero de Pratos (N)
1,005 1.130.000
1,01 290.000
1,015 130.000
1,02 74.000
1,05 12,500
1,10 3.400
1,20 1.020
1,50 260
2,00 110

Tabela 1.2 Numero de pratos requeridos para Rs=1 a diferentes valores de k ¢ de «

(3).
Fator de retengdo Numero de pratos (N)
(k) (a=1,05) (a=1,10)
0,1 853.780 234.260
0,2 254.000 69.700
0,5 63.500 17.420
1,0 28.220 7.740
2,0 15.880 4.360
5,0 10,160 2.790
10 8.540 2.340
20 7.780 2.130

8-
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com particulas de menor tamanho possuem eficiéncia maior que colunas de mator
comprimento recheadas com particulas maiores, figura 1.4. Também observando a
fipura 1.4 ¢ comparando-a com a figura 1.2 verifica que conforme se diminmi o
tamanho da particula ocorre uma redugdo no termo C da equagdo de van Deemter, o
qual esta relacionado com o fator de transferéncia de massa.

Para particulas menores que 5 um, a curva ¢ praticamente horizontal na regido
de altura minima de prato, indicando que colunas recheadas com estas particulas
pequenas podem ser operadas a velocidades lineares maiores sem perdas apreciaveis
na eficiéncia. Por outro lado, quanto menor o tamanho da particula mator € a pressido
de operagdo. Assim, o comprimento da coluna deve ser reduzido com o decréscimo do
tamanho da particula quando a pressio de operagdo de uma coluna for um fator
limitante (5).

A cromatografia pode ser realizada com colunas curtas de didmetro interno de
4,6 mm recheadas com particulas de pequeno tamanho e operadas a fluxo alto,
denominadas de colunas rapidas, que permitem que o tempo de analise seja reduzido
para separagdes de misturas simples, que ndo requerem wm namero de pratos muito
grande.

Além do problema da pressio, quanto menor o tamanho da particula e menor o
diametro da coluna, maior ¢ a dificuldade no enchimento. O comprimento da coluna
também ¢ limitado a 300 mm para particulas de 10 pm ou menores devido as
dificuldades na obtengdo de um leito homogéneo.

Colunas de diametro pequeno, microbore e capilar (tubular aberta) também sdo
utihzadas para gerarem alta eficiéncia (4). Porém mudangas grandes no equipamento
devem ser feitas para minimizar os problemas de dispersdo (5). Este tipo de técnica
torna-se vantajosa quando a quantidade de amostra e/ou a fase mével € limitada.

Assim, 0 método mais pratico de obterem alto nimero de pratos € acoplar

diversas colunas curtas e bem recheadas.

-9.
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Figura 1.4 - Grafico da altura de prato, H, versus a velocidade linear da fase movel, u, para uma
série de colunas de d.i.= 4,6 mm, recheadas com silica octadecilsilanizada, de diferentes tamanhos de
particula. Os comprimentos das colunas foram: 250 mmparatp =8e 5 pm, 150 mmparatp=3 ume
40 mm para tp = 2 pm (3).

1.1.4 - Revisao bibliogrifica sobre acoplamento de colunas.

Em 1976 Kraak e col. (6), investigaramn a possibilidade de obterem um valor
alto de mimero de pratos, utilizando o acoplamento de colunas curtas de 250 x 2,8 mm,
recheadas com silica irregular de 6 um. O poder da separacdo de 5 colunas acopladas
gerando 50.000 pratos foi ilustrado utilizando-se misturas de dificil separagdo e

misturas naturais.

Similarmente, Scott e Kucera {7), rechearam, a alta pressdo, colunasde 1mx 1
mm com silica de 20 um e acoplaram diversas destas colunas obtendo 14 m de

comprimento e 510.000 pratos. Estas colunas foram utilizadas na separagdo de um dleo

essencial.

Dewaele ¢ Verzele (8) acoplaram 4 colunas de 250 x 2 mm que geraram 45.000
pratos. Neste acoplamento, a pressdo de operagiio e o N aumentaram linearmente com

0 comprimento.

-10-
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Kucera ¢ Manius em 1981 (9) afirmaram que o acoplamento de colunas
convencionais (4,6 mm d.i.) produz cerca de 60% de perda na eficiéncia em relagdo ao
numero de pratos das colunas individuais, para cada passo de acoplamento, enquanto
que nas colunas microbore (1 mm d.i.) a eficiéncia resultante € de 100%. Os valores de
eficiéncia obtidos para colunas de 4.6 mm d.i. e 1 mm d.i. respectivamente foram
19.500 ¢ 47.420 para o comprimento total de 150 cm. Nove colunas (450 cm)
microbore acopladas forneceram um maximo de 250.000 pratos, na velocidade linear
de 0,02 cm.seg” mostrando que o acoplamento é muito mais eficiente para colunas

microbore.

Verzele e Dewaele (4) afiraram em sua publica¢do que a forma mais pratica e
mais facil de se obter de 20.000 a 70.000 pratos em menos de uma hora é acoplando 3

colunas de 250 x 4,6 mm recheadas com silica gel 5 um.

Mellor (10) demonstrou as vantagens do uso de colunas curtas recheadas com
particulas de tamanho pequeno para cromatografia liguida de alta eficiéncia (colunas
rapidas) e se necessario, estas colunas curtas podem ser facilmente acopladas para
gerarem valores altos de pratos. Foram obtidos 30.000 pratos apds o acoplamento de 4

colunas de 50 X 4,5 mm recheadas com ODS 3 pm.

Reed e Loscombe (11) obtiveram, apos o acoplamento de 2 colunas de 250 x §
mm, um valor de eficiéncia ligeiramente superior 4 soma das eficiéncias das colunas
testadas individualmente. Os valores de N individuais foram 15.000 e 13.100 pratos
gerando 33.900 pratos apds a concatenagio. Foi utilizado um tubo capilar de 50 mm de
comprimento € 0,15 mm d.i. para unido das colunas. Eles também verificaram que se
utilizando tubo capilar de d.i. igual a 0,15 mm até o comprimento de 1,0 m ndo
ocormam mudangas significativas na eficiéncia, mas para 0,5 mm d.i. o comprimento
deveria ser no maximo de 50 mm para que nio houvesse perda no valor de N ¢ para
tubos de didmetro de 0,9 mm, mesmo de comprimento pequeno (50 mm), ocorria

alargamento do pico, com perda na eficiéncia.

-11-
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Halasz e Maldener (12) criticaram © uso do acoplamento de colunas microbore
para gerarem altos valores no numero de pratos, uma vez que o enchimento destas
colunas ndo ¢ facil e ha a necessidade do uso de equipamentos sofisticados (de baixa
dispersiio). Assim, ¢les defenderam o uso de colunas com didmetro maior, 3-11 mm.
Também foram discutidos os motivos pelos quais houveram perdas de eficiéncia no
acoplamento de colunas convencionais citados por Scott e Kucera (7) e por Kucera e
Manius (9). Eles previram que uma coluna de 6,7 m recheada com particula de 8 um e
operando a pressdo de 40,5 MPa fornece cerca de 400.000 pratos, com o tempo de

uma hora de eluigéo (12).

Seguindo as mesmas previsdes teoricas, 1.000.000 de pratos foram obtidos pelo
acoplamento de colunas de 1 mm d.i., recheadas com silica gel ZORBAX, de tamanho
de particula de 7-8 pm totalizando um comprimento de 22 m e utilizando uma vazio
de fase movel de 13-15 uL.min"', sob pressdo de 60-70 MPa. Para ilustrar o poder de
separagdo desta coluna, uma amostra de gasolina leve foi injetada e conseguiu a

resolugdo de compostos comum o = 1,01 e 1,02 (13).

Henry e col. (14) estudaram o acoplamento de colunas recheadas com a mesma
fase estacionaria e obtiveram aumento no valor de N ¢ também verificaram o
acoplamento de colunas recheadas com fases diferentes, conseguindo com isso uma
mudanga no fator de separagdo. Eles afirmaram que o tempo de retengio, a eficiéncia e
a pressdo de operagfio sdo aditivas e que o sistema de acoplamento ¢ linear ¢ varios

exemplos de separagdes foram ilustrados.

Welsch e col. (15) estudaram o ajuste do fator de separagfo através de duas
colunas, com caracteristicas diferentes de reten¢do, acopladas em série. Este
acoplamento foi feito com uma unido tipo T e a retengdo relativa dos componentes
cromatografados no sistema foram mudadas pela variagdo na razdo de fluxo individual
das colunas. Exemplos de separagbes de misturas contendo clorofendis, compostos

nitroaromatico e hidrocarbonetos aromaticos foram mostrados.

-12-
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LLS5 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase estacionaria

quimicamente ligada.

Entre os diversos tipos de cromatografia existentes, a cromatografia liquida com
fase estacionaria quimicamente ligada (CLLFL) é um dos mais utilizados. Neste tipo de
técnica a fase estacionaria liquida encontra-se quimicamente ligada, através de ligagdo
covalente, ao suporte, que normalmente ¢ a silica porosa, com formato de particula
esférica ou irregular. Além das fases estacionarias obtidas por meio de reagdes
quimicas, principalmente as do tipo siloxano, ha também as fases estacionarias para

CLAE imobilizadas por meio de radiagdo gama (16, 17) ou outros agentes.

As fases estaciondrias quimicamente ligadas apresentam O6tima estabilidade

frente a solventes, as altas pressdes e a temperatura moderada utilizada em CLAE.

Variando-se a natureza dos radicais orginicos ligados a fase estacionaria, é
possivel obterem diferentes retengdes. Os radicais orginicos mais comuns estdo
mostrados na tabela 1.3 (2, 18, 19). A desvantagem destas fases ¢ que o suporte de

silica somente pode ser utilizado na faixa de pHde 2 a 8.

O mecanismo de separagdo neste tipo de cromatografia ¢ a partigdo, ou seja,
baseia-se nas solubilidades diferentes que apresentam os componentes da amostra na
fase movel ¢ na fase estacionaria. Desta forma os componentes mais soliveis na fase
estacionaria sdo seletivamente retidos por ela, enquanto que os menos soliveis sdo

transportados mais rapidamente pela fase movel.

I.1.5.1 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa.

Entre os diversos tipos de CLAE, um deles ¢ a fase reversa que € caracterizada
pelo uso de uma fase moével mais polar que a fase estacionaria. Ha uma estimativa de

que cerca de 75-90% de todas as separagdes por CLAE si#o feitas por fase reversa (2).
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Este tipo de fase apresenta uma série de vantagens (2,20):

e Pode separar uma ampla faixa de compostos: nfio i6nicos, ionizaveis €

10nicos;

» Hi uma grande flexibilidade para separagio de compostos idnicos ¢

lonizaveis atraves de par 16nico, supressio idnica e troca de ligante;
» Sistema relativamente simples de operar,

s Sendo a fase estacionaria quinucamente ligada, as colunas sdo estaveis e

reprodutiveis;
o As andlises sdo rapidas e o tempo de equilibrio ¢ curto;

e Pode ser utilizada como “enriquecimento de tragos” pela passagem de
solventes significativamente mais fracos que a fase movel ¢ desta forma os

solutos ficam “pré-concentrados” na cabega da coluna;

» Pode ser usada para determinar varias propriedades fisico-quimicas, como

por exemplo hidrofobicidade;

* Usa solvente de menor custo ¢ menos toxico, como mistura de 4gua e

metanol, como fase mével:
¢ Pode-se utilizar técnicas de progamagio de gradiente.

Assim fica claro o quanto € ampla e importante a aplicagio deste tipo de fase.

A principal desvantagem apresentada pelas fases reversas é a presenca dos
grupos silanois residuais (21, 22), que fazem com que haja adsor¢do do soluto
causando cauda no pico. Este problema pode ser contornado através do processo de
capeamento, gue consiste em reagir os grupos -OH com reagentes menos volumosos,

tais como, trimetilsiloxano (TMCS) ou hexametildisilazano (HMDS).

-14-



INTRODUCAO

Tabela 1.3 - Radicais orgdnicos mais comuns suportados em silica através de ligacdes

tipo siloxano (2, 18, 19).

CLFR

GRUPQ FUNCIONAL ESTRUTURA

n-alquu 'Cn H2n+|

Ex: C-18, C-8, C4 e C-1

ciclohexil '%
fenil '©

ciano’ (=
amina’ -NH,
CLEN
GRUPQ FUNCIONAL ESTRUTURA
ciano’ -C=N
amina’ -NH,
diol -0-CH-CH-CH,

OH OH

*as suas caracteristicas dependem do tipo de fase mével utilizada
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1.2 - Planejamento Experimental.

O planejamento experimental é feito para se obter as condigbes experimentais
que fornecam o melhor resuitado de uma experiéncia, procedimento, ¢tc. Ha algum
tempo atras, unlizava-se somente o método univariado para otimizar as varidveis de
um processo. Por exemplo, considerando um processo com duas variaveis envolvidas:
temperatura ¢ pressdo, mantinha-se a temperatura fixa e vanava-se a pressido até
encontrar 0 rendimento maximo ¢ depois mantinha-se a pressio no rendimento
maximo obtido e variava-se a temperatura. Em geral este método apresenta falhas, pois
pode haver efeitos sinérgicos ou antagénicos entre as variaveis. Para contornar este
problema foram desenvolvidos os métodos quimiométricos de otimizagdo (23).

A quimiometria ¢ definida como sendo a parte da quimica que utiliza métodos
matematicos e estatisticos para definir ou selectonar as condigdes dtimas de medidas e
o numero de expeniéncias e permitir a obten¢do do maior mimero de informacdes
possiveis a partir da analise de dados quimicos (24). Atualmente é muito raro encontrar
um periddico que ndo traga artigos reportando dados obtidos com o auxilio de métodos
quimiométricos.

Os métodos estudados neste trabalho foram o Planejamento Fatorial ¢ o Simplex
Sequencial Modificado. As vantagens destes métodos sfo que eles requerem um
numerc minimo de experimentos, funcionam bem na presenga de erro experimental,
utilizam somente operagGes matematicas simples e necessitam de pouco conhecimento
de estatistica. Na literatura existe uma série de publicagSes com aplicagdo destes
metodos em CLAE (25-36).

1.2.1 - Planejamento fatorial.

O Plangjamento Fatorial é um método que envolve a selegdo de um nimero fixo
de niveis para cada varidvel e se faz o arranjo de experimentos com todas as
combinagdes possiveis. Se a primeira variavel tem n; niveis, a sqgunda n; € a terceira
Ngima Ng, St arrranjo experimental n;xn,x..xny ¢ chamado Fatorial Completo. Por

exemplo, um Planejamento Fatorial com 2 niveis e trés variaveis, 2x2x2 = 2°, requer 8

-16-
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experimentos. Os niveis sdo denominados arbitraniamente de nivel menor (-) ¢ nivel
maior (+). Através de tratamento matemdtico, os efeitos principais (a importincia
relativa entre as variaveis) podem ser avaliados, bem como os efeitos de interagdo (37).

O Efeito do Fatorial ¢ definido como a alteragdo na resposta causada pela
mudanga do mivel da variavel. Isto ¢ chamado de efeito principal porque ele se refere
ao fator primario de interesse no experimento (38). Por exemplo, para um Fatorial 22
considere os dados da tabela 1.4. O efeito principal da varidvel A pode ser obtido
através da diferenga entre a média da resposta de nivel maior de A (+) e do nivel

menor de A (-). Numericamente, isto pode ser representado da seguinte forma:

A =40+52-20+30=21
2 2

Ou seja, aumentando-se a varidvel A do nivel menor (-) para o nivel maior (+),
ha um aumento na média das respostas de 21 unidades.

Similarmente, o efeito principal de B € calculado da seguinte forma,

B=52+30-20+40=11
2 2

Tabela 1.4 - Exemplo de um Fatorial 2° sem interagiio entre as variaveis,

Numero do Variaveis Interagdo | Resposta
experimento medida
A B AB
1 - - + 20
) + - - 40
3 - + - 30
4 + + + 52
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O efeito de interagido entre as varidveis pode ser determinado através da

multiplicagéio dos sinais de A e B, conforme a coluna de interagéio da tabela 1.4.

Efeitode AB=52+20-30+40=1
2 2

Pelo resultado obtido verifica-se que a medida do efeito de interagio entre as
varidveis € de 1 umdade. Neste caso, o valor de 1 é consideravelmente menor que os
valores do efeito principal ¢ portanto, diz-se que ndo hi interagdo entre as variaveis.

Porém, em outros experimentos, pode-se¢ verificar a presenga destas interagdes.

Considere o exemplo da tabela L.5.

Efeito principal de A=50+12-20+40=1
2 2

Efeito principal de B=12+40-20+ 50=-9
2 2

Efeito de interagdo AB =20 + 12 - 50 + 40 = -29
2 2

Tabela 1.5 Exemplo de um experimento Fatorial 27 com interacdo entre as varidveis.

Numero do Variaveis Interagdo | Resposta
experimento medida
A B AB
1 - - + 20
2 + - - 50
3 + + + 12
4 - + - 40
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Neste exemplo, o efeito de interagdo, -29, € significativo, pois leva-se em conta
o valor absoluto, entdo deve ser considerado. Para ficar mais claro, estas idéias podem
ser ilustradas graficamente. A figura 1.5.A plota os dados de respostas da tabela 1.4
versus a varidvel A, para ambos os niveis de B. Nota-se que as linhas B (-} e B (+) sdo
paraletas, indicando uma falta de interagiio entre as varidveis A e B (exemplo de um
modelo aditivo). Da mesma forma, a figura 1.5.B plota os dados da tabela LS.
Aqui, observa-se que as linhas B (-) ¢ B (+) ndo sdo paralelas. Isto é um indicativo da
existéncia de interagdo. Neste caso, hd um efeito antagbnico entre as variaveis.

Nota-s¢ que quando o efeito de interagdo ¢ grande, o efeito principal
correspondente tem um significado pratico pequeno. O valor do efeito igual a 1,
calculado para a variavel A, da tabela 1.5, ¢ muito pequeno e pode-se concluir que nio
¢ significativo, porém ndo é isso que ocorre. A variavel A tem um efeito, mas ele
depende da variavel B. Assim, uma interagdo tende a mascarar a significincia dos
efeitos principais. Quando isto acontece, as varidveis devem ser analisadas
conjuntamente e deve-s¢ escolher uma faixa de niveis onde os resultados sejam
validos. Com o uso do método Planejamento Fatorial, ao se detectar a presenga de
interagdes, evita-se conclusdes enganosas, ao contrario do método univariado.

Normalmente ndo ¢ necessario determinar todas as respostas do Planejamento
Fatorial Completo, uma fragdo deste Fatorial pode ser executada, diminuindo assim o
numero de ensaios, mas ainda permitindo a determinagio dos efeitos mais importantes.
Se for necessario completa-se o Fatorial. Quando isso ocorre, é denominado Fatorial
Fracionario. Pode também ocorrer que uma ou mais variaveis ndo possuam efeitos
significativos, assim o Fatorial Fraciondrio podera tornar-se um Fatorial Completo e

seus efeitos principais € de interagSes poderdo ser avaliados.
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Resposta
kY
N
k)
N
\
kY
\\

2= | =

30 - e

15 =

10

(3] 3]
Variavel A

50 B8

Variavel A

Figura 1.5 - Representagio grafica dos valores das respostas em fungao dos niveis das variaveis.
A) dados obtidos da tabela 1.4; b) dados obtidos da tabela I.5.
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I.2.1.1 - Tratamento estatistico.

Uma vez que um erro experimental estd presente, torna-se necessario fazer
replicatas para cada combinagio do arranjo experimental. Assim, as estimativas dos
erros dos efeitos, usando respostas médias, bem como a estimativa dos erros das

medidas, podem ser avaliados (37).

Desta forma, a estimativa da variancia de uma observacio individual, S°, ¢ dada

por,

$*=3 (y:-9) (L12)
-1 n- 1

onde,

yi = medida da resposta;

V = média das respostas;

n = nimero de respostas medidas.
Para duplicatas, n=2,

8% = (v1 - v,)* = (intervalo)’ (1.13)
2 2

A média ponderada de todas as estimativas das variincias conjuntas ou globais,

Sp%, pode ser calculada conforme a seguinte equagio:

Se” = (n; - 1).8,% + (ny - 1).8% +..+(ny - 1).82 (1.14)
(-1 +(m-1)+.+(n- 1)

onde,
n; = numero de medidas repetidas para a i-ésima replicata, 1 = 1, 2...k.

S;” = varidncia de y para a j-ésima replicata, j = 1, 2...k.



INTRODUCAG

A raiz quadrada deste valor fornece a estimativa do desvio padrio global, Sp,

isto €, a estimativa do erro experimental das medidas:
8, = (Sp)'? | (1.15)
A estimativa da varidncia de um efeito ¢ calculada de acordo com a equagéo:
8% efeity = Sp°(R. - R)) (L16)

onde:
para um fatorial 2* com medidas feitas em duplicatas,

Sty = Sp™.(L+ 1) = LSy (1L17)
4 4 2

¢ portanto, o erro padrio do efeito € determinado por:

S(cfcito) = (Sz{nfeito))“2 (118)

Seeteito) MOStra se o valor medido é significativo ou nio, ou seja, se o valor de
Sceteitoy for maior que o valor medido, entdo a grandeza analisada ndo & significativa.

Um exemplo de como sio feitos estes calculos pode ser visto no capitulo 1V, item
V311,

1.2.2 - Simplex sequencial modificado

A palavra simplex significa uma figura geométrica que tem um numero de
vertices igual ao miimero de varidveis mais um. Se o estudo & feito para duas variaveis,
o simplex ¢ um triangulo. Este método envolve uma sequéncia de experimentos na
forma de simplexes, cujo movimento se da através de um simplex adjacente, o qual é
obtido descartando-se o vértice correspondente a pior resposta, pela reflexdo de sua
umagem (39).

O método Simplex Sequencial foi inicialmente introduzido por Spendley e col.

(39), mais tarde este foi melhorado por Nelder e Mead (40) e foi denominado Simplex
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Sequencial Modificado. Nesta modificagdo os seguintes movimentos foram incluidos,
além do de reflexdo (R): Expansio (S), Contragio (U) e Contragio com mudanga de
diregéo (T).

A vantagem deste método € que ele faz a otimizagdo de sistemas sem necessitar
de uma fungdo que descreva a dependéncia de uma resposta com as vanaveis
experimentais. Este método nfo utiliza testes estatisticos de significincia, funciona
bem na presenca de erros experimentais e na otimizacdo de muitas varidveis
independentes.

As desvantagens deste método sdo: ha dificuldade em se determinar o maximo
com precisdo, nio determina a importancia relativa entre as variaveis e dificilmente se
aplica para fatores qualitativos.

Na figura 1.6, tem-se a representagio grafica dos movimentos do Simplex
Sequencial Modificado, os vértices BNW compde o simplex inicial e os movimentos

subsequentes sdo determinados por um conjunto de regras:

R ¢ a reflexdo do vértice contendo a pior resposta (W) e é dado pela seguinte

equagio:

R=P+(P-wW) (1.19)

onde, P ¢ o centréide do hiperplano definido pelos vértices remanescentes, apos

o pior vértice ter sido eliminado, P foi obtido da seguinte forma:

P = L.(B +N)=[(xIN + x1B) (x2B + x2B)] (1.20)

2 2

2
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Figura 1.6 - Representagdo grafica dos movimentos do Simplex Sequencial Modificado:
Reflexdo (R}, Expansdo (S), Contragio (1) e Contragdo com mudanga de diregdo (T) ( 23 ).

O sumplex adjacente é formado por BNR. Ha trés possibilidades a serem

consideradas neste ponto:

1) Se a resposta experimental em R é mais desejavel que a resposta experimental

em B, o simplex sugere uma expansio nesta dire¢do e um novo vértice ¢ gerado por:
S=P+2(P-W) (1.21)

Se a resposta experimental em S é melhor que a resposta em R, o vértice ¢
retido ¢ o novo simplex sera BNS. Se isto nfo ocorrer, diz-se¢ que houve falha de

expansdo € BNR ¢ 0 novo simplex.

i) A resposta experimental em R encontra-se num valor intermediario entre N e
B, entio nenhum movimento de expans@o ou contragdo ¢ indicado e o processo €

reiniciado com o novo simplex BNR.

111) Se a resposta experimental em R ¢ menos desejavel que a resposta em W,
significa que o simplex foi efetuado numa dire¢do inadequada. Portanto, o simpiex

deve sofrer contragdo.
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Existem dois tipos de contragio:

a) Se a resposta experimental em R € pior que a obtida em N, mas nio & pior
que a obtida em W, 0 novo vértice devera situar-se mais proximo do vértice R que do

vértice W. Este novo vértice ¢ denominado de U.

U=P+1(P-W) (1.22)
2

b) Se a resposta para R ¢ menos desejavel que a resposta para W, entdo o novo
vértice deve situar-se mais proximo do vértice W que do vértice R e é denominado de
T.

T=P-1.(P-W) (1.23)

M

Quando a resposta experimental em T é pior que em R ou quando a resposta em
T € pior que a resposta em W, diz-se que ocorreu falha de contragdo. Para resolver este
problema, Nelder € Mead (40) recomendam a contragdo maciga, na qual o tamanho do
simplex € reduzido a metade. Esse procedimento pode ser observado na figura 1.7,
onde se conserva o melhor vértice (B) e cria-se novos vértices, os quais sdo a metade

do caminho entre B e cada vértice do simplex anterior.
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Figura [.7 - Contragdo maciga de um simplex tnangular. A resposta no ponto T € pior que a
resposta no ponto W, O novo simplex ¢ BX'Y" (23).
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II - OBJETIVOS

Em CLAE, a otimizagio das separa¢des de misturas complexas por métodos
convencionais (umvariados) ¢ muito trabalhosa devido a uma série de variaveis
envolvidas, tais como: tipo de fase estacionaria e seu tamanho de particula, dimensdo
da coluna, composigio da fase movel e fluxo, tempo de separagdio, etc. Outro fator a
constderar ¢ o custo muito elevado da técnica devido a utilizagfio de fases méoveis de
alta pureza, fases estacionarias (todas importadas) além das colunas e conexdes.
Assim, foi proposta esta pesquisa com o objetivo de conseguir altas eficiéncias,
necessarias a resolugdo de misturas complexas, aliada a um menor custo e tempo de
analise, utilizando-se quando possivel alguns métodos quimiométricos de otimizagio.

Para alcangar esta meta, o trabalho experimental foi dividido nas seguintes
partes:

= aperfeigoar o método de enchimento para diferentes tamanhos de colunas e

de particulas de fase estacionaria;

e estudar o tipo de conexdo de coluna-coluna que fornecesse a menor dispersio

possivel;

» pesquisar o acoplamento de colunas visando obter um aumento na eficiéncia,

a fim de que pudessem ser utilizadas em separa¢des de misturas complexas;

¢ verificar, nos sistemas estudados, a separagdo de uma mistura de dificil

resolugéo;

e aplicar os métodos quimiométricos: Planejamento Fatorial Completo e

Fraciondrio € o Simplex Sequencial Modificado na otimizagdo de vanaveis

relacionadas com a eficiéncia de colunas.
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III - PARTE EXPERIMENTAL

HL1 - Materiais

III.1.1 - Reagentes e solfentes

-acetona p.a., Merck;

-acido nitrico p.a., CAAL,;

-acido sulfurico p.a., Merck;

-agua deionizada, sistema NANOPURE da Barsntead e Milli-Q da Millipore;
-benzeno p.a., Carlo Erba,

-benzonitrila p.a.,Carlo Erba,

-hidréxido de sédio p.a., Merck;

-metanol grau cromatografico, Merck;

-metanol p.a., Merck;

-naftaleno p.a., Carlo Erba;

-tetracloreto de carbono grau espectroscépico, Merck;
-tetracloreto de carbono p.a., Merck;

-tolueno p.a., Vetec.

I1L.1.2 - Gases empregados
-hélio de alta pureza, White Martins;
-nitrogénio, White Martins e Oxigénio do Brasil.

II1.1.3 - Pasta de polimento

Pasta de polimento compacta em barra, para lapidagdo de ago-inoxidavel e
acrilico, produzida pela NORTON S/A - Ind. e Com. e comercializado pela
NORBRASA, referéncia NB 2012.
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III.1.4 - Colunas para CLAE

II1.1.4.1 - Colunas recheadas adquiridas comercialmente

As colunas recheadas utilizadas neste trabalho foram:

e 100 x 2,1 mm, recheada com Hypersii ODS, tamanho de particula
5 ym, Hewlett Packard;

e 250 x 4,0 mm, recheada com Hypersil ODS, tamanho de particula 5 pm,
Hewlett Packard;

e 60 x 4,6 mm, recheada com Hypersil ODS, tamanho de particula 3 um,
Hewlett Packard.

IT1.1.4.2 - Confecciao de colunas

111.1.4.2.A - Corpo da coluna

As colunas para CLAE devem ser constituidas de um pedago de tubo de
didmetro uniforme, capaz de resistir mecanicamente as altas pressdes utilizadas e ser
inerte frente as fases, estaciondria e mdvel, empregadas. Assim, o aco-inoxidavel
316L trefilado foi o matenal escolhido, pois apresenta as caracteristicas descritas
acimae € o mais utilizado pelos fabricantes de colunas.

Tubos de ago-inoxidavel de diferentes didmetros interno, 3,1 ¢ 4,2 mm, foram
cortados no comprimento de 125 mm na oficina mecinica da UNICAMP
produzindo 8 colunas, sendo quatro de cada didmetro.

Além das colunas confeccionadas por ndés, utilizaram-se 4 colunas de ago

inoxidavel adquiridas comerciaimente de 100 x 3,8 mm, fabricadas pela UPCHURCH.

ITL1.4.2.B - Método de polimento das paredes interna de corpo da coluna

A superficie interna de uma coluna deve ser altamente polida, brilhante
¢ espelhada. Desta forma, proporciona um leito mais homogéneo apés o enchimento
¢ consequentemente obtém-se uma maior eficiéncia, pois ndo ha possibilidade de
existir fase movel estagnada nas imperfeicdes da parede. Para isso, utilizou-se o
método de polimento desenvolvido no laboratério de Cromatografia/Radioquimica
do Instituto de Quimica da Unicamp.
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Este método consistiu em fixar na furadeira um bastio de metal de
digmetro menor que o tubo a ser polido. Com a furadeira ligada, envolveu-se o
bastio com uma camada de palha de ago ¢ adicionou-se a pasta de
polimento. Segurou-se a coluria com o auxilio de uma garra, pois devido ao atrito
gerava-s¢ calor. Iniciou-se o processo de polimento com movimentos verticais
de vai-vem com a coluna para obter um  polimento mais uniforme. Repetiu-se o
mesmo procedimento apenas substituindo a palha de ago por algoddo para obter um
polimento mais fino.

Em seguida, a coluna foi lavada com detergente ¢ 4gua ¢ depois com uma
sequéncia de solventes: 100 mL de solugdo de acido nitrico 20%, 4gua da torneira,
agua destilada e metanol. Por fim, as colunas foram secas em estufa ou em
temperatura ambiente.

Apdés o tratamento, os tubos foram olhados contra a luz a um angulo de 45°C e

girados lentamente. Se alguma imperfei¢io fosse detectada, o procedimento era
repetido.

II1.1.4.2.C - Fases estaciondrias
As fases estacionarias empregadas neste trabalho para rechear as colunas
confeccionadas no laboratério e as adquiridas prontas foram do tipo reversa das
scguintes procedéncias:
o C-8, 40% de polimetiloctilsiloxano (Petrarch Systems Silanes & Silicones)
sobre 60% de silica gel (Davisil), tamanho de particula de 10 pum, didmetro
doporo 6 nm, imobilizada por radiagdo gama (dose de irradia¢do: 90
¢ 110 KGy), produzida no laboratorio;
o (C-18, adquiridas comercialmente das marcas Hypersil, tamanhos de
particulas 5 e 10 ym e Phase Separation, tamanho de particula 5 um.
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IIL.1.5 - Acessorios da coluna

-anel de ago-tnoxidavel e de PEEK;

-anilha de ago-inoxidavel e de PEEK;

-conector tipo cabega-cabeca de latéo,

-conector de tubo de PEEK;

-corpo da coluna de ago-inox;

-filtro sinterizado poroso de 2 um  para coluna;

-redutor de fluxo;

-tampa para coluna;

-terminal de PEEK e de ago-inoxidavel;

-terminal com redutor de fluxo de ago-inoxidavel;

-tubo capilar de PEEK e de ago-inoxidavel.

Os acessorios citados foram empregados na prépria coluna, nas ligagdes coluna-
coluna, coluna-detector e coluna-injetor. A figura II.1 ilustra alguns dos acessorios

citados, com énfase aos tipos de conexdes

1I1.2 - Aparelhagem

a)-Cromatégrafos a liquidos de alta eficiéncia:

a.1-cromatografo a liquido Waters constituido de:

-bomba de alta presso, reciproca, do tipo pistdio cabega dupla, modelo 510,
com fluxo na faixa de 0,1 a 9,9 mL. min-1-

-detector espectrofotométrico por absorgdo no UV/Vis. de comprimento de onda
vanavel entre 170 ¢ 700 nm, célula de 14 pL de volume, modelo 481,

-injetor pneumatico SSIX31, com amostrador de 10 L, modelo 02-0240,

-integrador, modelo 740;

a.2-cromatografo a liquido Hewlett Packard modelo 1090 série II/M,
constituido de:

-bomba de alta pressdo, reciproca, do tipo pistio cabega dupla, modelo DR5S
com fluxo de até 5.000 pl..min.-!,
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A)

{
- 3 B}

Tube capilor de PEEK

———— Conector ae fubo
e Anttha

@»-
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—-—— Lorpo do colung e Corpa dg coluna

Figura II1.1 - Acessorios da coluna com énfase aos tipos de conexdes. A) conexiio tipo capilar e

B) conexdo tipo cabega-cabega.
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-detector espectrofotométrico por conjunto de fotodiodos, com celade 8 pL de
volume,
-forno para termostatizagio de colunas desde a temperatura ambiente até

100°C,

-injetor automatico com volume de injegdo variavel de até 25 pL.

-sistema de aquisicﬁo de dados: ChemStation, séric Pascal, com computador
modelo HP 79994A

b)-bomba de alta pressfio para enchimento de colunas da marca Haskel, com
faixa de pressio de 6,9 a 3448 MPa (1.000 a 50.000 psi), modelo 51769;

c)-balanga analitica, Fisher Scientific A-250, sensibilidade + 0,0001 g;

d)-agitador "rototorque”, Cole Parmer Instrument Company, modelo 7637;

e)-sistema de filtragio de fase moével Millipore, com membrana de
Teflon FHUP 04700, 0,5 pm;

f)-estufa, So¢. Fabbe Ltda;

g)-furadeira de bancada, Schulz;

h)-impressora DeskJet 560C, HP;

1)-microcomputador 486 DX-2 80 MHZ.

If1.3 - Enchimento de Colunas

HL3.1 - Método de enchimento

O método de enchimento mais adequado para rechear colunas com fase
estacionaria de tamanho de particula menor que 20 um ¢ o de suspensdo com alta
pressdio, pois quanto maior a area  superficial, maior ¢ a probabilidade de
formacdo de cargas ecletrostaticas, impossibilitando o enchimento por vibragio a
seco, devido 4 formagdo de aglomerados (41). Dentre este método uma das quatro
técnicas possiveis é a da suspensiio com densidade ndo balanceada onde se escolhe
como solvente de suspenséio ou tetracloreto de carbono, ou acetona, ou metanol, ou

tetraidrofurano e faz-se o enchimento rapidamente para evitar a sedimentagio das
particulas.
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Assim, preparou-se uma suspensio com o material de enchimento em
um liquidoe adequado, que foi agitada por um certo periodo ¢ a seguir fot
colocada no reservatério de suspensdo e foi forgada a percorrer a coluna por agéo de
um solvente propulsor, metanol, a uma determinada pressido. Na extremidade oposta
a coluna, o material de enchimento foi retido por um filro de 2 pm de
porosidade, acumulando-se até formar o leite da coluna. A pressurizagio do
solvente foi feita por uma bomba pneumitica, movida a gas (N,), que opera a
pressdo constante. Apos ter passado pela coluna um volume de 80 mL de solvente
propulsor, desligou-se a bomba ¢ esperou-s¢ parar de gotejar. Tornou-se a ligar a
bomba por 20 segundos e em seguida foi desligada, repetiu-se este procedimento
por mais duas vezes. Apos estes trés pulsos, fechou-se a valvula de pressio da bomba
e deixou-se a coluna conectada ao sistema por 20 min. para equilibrar as pressdes.
Depois deste periodo, desconectou-se a coluna, limpou-se a extremidade,
colocou-se o filtro e por fim, fechou-se a coluna com tampas para evitar a evaporagio
do solvente.

A figura 1.2 ilustra 0 esquema do equipamento utilizado para
realizar o enchimento de colunas, que consiste de 5 partes: bomba de alta pressdo,
reservatorio de suspensdo, reservatorio de CCly, reservatério de solvente

propulsor e coluna.

II1.3.2 - Escolha das condi¢cdes de enchimento

A eficiéncia de uma coluna cromatogréfica recheada com um determinado
tipo de fase estacionaria, esta diretamente relacionada com a escolha adequada de
varios parimetros conforme mostra a tabela I11.1 (42). Na tentativa de obterem bons
resultados, alguns estudos de variagdo de parametros envolvidos no processo de

enchimento foram realizados.
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Tabela ITI.1 - Variaveis que afetam o enchimento de colunas (42).

Qualidade do suporte
-tamartho de particula
-distribuigdo de tamanho de particula
-tamanho de poro
-distribui¢do de tamanho de poro
-densidade de particula
-formato da particula

Meétodos de preparagdo da fase estaciondria
-reagentes de derivatizagdo (mono-, di-, tricloro, ou
etoxisilanos)
-reagdo de derivatizagdo (monomérica ou polimérica)
-capeamento

Preparacdo de suspensdo
-solvente
-qualidade do solvente
-concentragio de suspensdo
-temperatura de suspensdo

Procedimento de enchimento
-pressdo
-enchimento ascendente ou descendente
-geometria do reservatorio

Caracteristicas da coluna
-didmetro interno
-compnmento
-polimento da parede
-porosidade e espessura do filtro
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IIL.3.2.1. - Solvente de suspensiio

A suspensdo foi preparada utilizando tetracloreto de carbono.
Inicialmente utilizou-se p.a. purificado segundo Perrin ¢ Armarego (43) conforme
descrito abaixo: '

Agitaram-se 1 litro de CCl, vigorosamente por 2 horas com solugdo saturada de
hidroxido de potassio (300 mL), separaram-se as fases e adicionaram-se agua
deionizada para lavagem da fase orginica, agitaram-se e separaram-se as fases.
Repetin-se este procedimento mais uma vez ¢ em seguida agitaram-se com pequenas
porgdes de acido sulfiirico concentrado (25 mlL) até ndo haver colorag¢do. Lavaram-se
por 3 vezes com 4gua € por ultimo secou-se com cloreto de cilcio anidro e destilou-se.

Posteriormente testou-se o tetracloreto de carbono grau Uvasol da Merck.

I11.3.2.2 - Concentracio da suspensio

A mmassa de fase estacionaria requerida para fazer o enchimento &
proporcional ao volume da coluna. O volume da coluna pode ser calculado
através da equagdo L1, sendo que ao valor obtido, acrescenta-se 20% por
seguranga, para garantir que toda a coluna seja completamente recheada. Neste
calculo considera-se que a densidade da fase é ~ 1 g/mL. Assim, o valor numérico
obtido corresponde & quantidade em gramas de fase estacionaria. As quantidades

de fase estacionaria necessarias para o enchimento das colunas estio mostradas na
tabela I11.2.

Ve= nr2L IIL.1)
onde,

V. =volume da coluna,

= 3,14,

1 = raio da coluna,

L = comprimento da coluna,
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Tabela I11.2: Quantidade de fase estacionaria necessaria para o enchimento de colunas de

dimensdes diferentes.

Dimenséo da coluna Volume da coluna N::’ts;:ig;;::‘e
L (mm) d.1.(mm) (ml) (8

100 3,8 1,13 1,36

125 3,1 0,94 1,13

125 4,2 1,73 2,08

A influéncia de diferentes concentragtes de suspensdo foir estudada. Nestes
ensaios, levou-se em consideragio o volume dos reservatorios de suspensdes
disponiveis no laboratério: 4,5; 6.8; 3,5 ¢ 16 mL. Para particulas de 10 pm,
rechcaram-se colunas com concentragdes de suspensdes: 10, 15 e 20% e para as de

5um: 7, 8, 10, 13, 20 e 22%.

I11.3.2.3 - Fases estacionarias

A metodologia empregada na produgdo de fases estacionarias difere  de
um  fabricante para outro, consequentemente  as caracteristicas fisico-
quimicas para um mesmo tipo de fase também sdo diferentes. Pode mudar o tipo de
particula (esférica ou irregular), a faixa de distribuigéo de tamanho, a porcentagem de
carbono, etc. Desta forma, rechearam-se colunas com fases estaciondnas de 5 pym de
diferentes fabricantes: Hypersil e Phase Separation, com o objetivo de verificar
qual forneceria melhor eficiéncia.

I11.3.2.4 - Vilvula pés-coluna

Quando se faz um  enchimento, ¢ dificil obterem colunas
reprodutiveis. Uma das causas é a diferenga de pressdio ocasionada pela
posi¢io do pistio da bomba nos primeiros instantes do enchimento. Isto

proporciona diferengas na estrutura dos leitos das colunas. Na tentativa de
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contornar este problema, instalou-se na saida da coluna uma valivula, a qual era

aberta apés todo o sistema estar pressurizado.

IIL3.2.5 - Pressido de enchimento

Outro fator importante estudado foi a pressio de enchimento. Se fosse muito
alta poderia causar quebra das particulas de fase estacionaria, além de compactar
fortemente o leito, gerando pressdes altas de operagdo no sistema cromatografico. Se
fosse muito baixa, poderia deixar a estrutura do leito muito fragil, podendo
ser deformada com quaisquer alteragdes de pressdo no sistema, perdendo a eficiéncia.
Dessa forma, as colunas foram recheadas com pressdes intermedianas, ou seja,
para as particulas de 10 pm a pressdo de enchimento foi de 34,5 MMPa e para as de
5 um estudaram-se pressdes 41,4 MPae 54,5 MPa.

H1.4 - Avaliaciio de Colunas
Para avaliar adequadamente as colunas, tanto as  comerciais como as

recheadas no laboratério, varios fatores foram levados em consideragdo:

111.4.1 - Escolha da mistura teste

Injetou-se uma mistura padrdio no sistema cromatografico, para testar a
performance de todas as colunas utilizadas. Esta mistura foi  constituida  de:
acetona, benzonitrila, benzeno, tolueno e naftaleno, dissolvidos na fase
movel. Estes compostos foram escolhidos em fungdo do tipo de coluna
(fase-reversa), por possuirem absorgio de luz no UV,  disponibilidade no
laboratério, além de coincidir com a mistura utilizada por alguns fabricantes de
colunas.

Nio se teve nenhuma preocupagdo quantitativa ao fazer esta solugdo, pois foi
preparada adicionando-se gotas da solugdio estoque dos componentes individuais
na fase movel até que as alturas dos picos ficassem dentro da mesma escala,

ocupando de 60 a 80% da altura do papel.
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O comprimento de onda escolhido para realizar as analises foi de 254 nm.
Os espectros de U.V. de cada componente, obtidos no cromatégrafo a liquido da
Hewlett Packard, podem ser vistos na figura IT1.3.

II1.4.2 - Escoltha da fase mavel

Em fase reversa, os'solventes mais comumente utilizados sio misturas de agua
com: metanol, acetonitrila ou tetraidrofurano.

Os solventes usados para preparar a fase mével foram metanol gran
cromatografico e agua ultrapurificada (destilada e  deionizada). Esta mistura fot
selecionada pelos seguintes motivos:

-¢ compativel com o detector e com a coluna;

-solubiliza a amostra;

-ndo reage com a fase estacionaria;

-possui baixa viscosidade;

-¢ disponivel na forma pura;

-possul um baixo custo;

-tem baixa inflamabilidade,

-baixa toxicidade e

-principalmente por separar bem a mistura teste em seus componentes
individuais.

Para determinar qual a melhor composigdo de fase movel, isto é a que
fornecia melhor resolugio entre o0s componentes da mistura, realizaram-se
alguns testes. Inicialmente utilizou-se um solvente de alta forga de eluigdo,
metanol 100%, para certificar que todos os compostos seriam eluidos proximo a0 ty.
A seguir, aumentou-se a concentragdo de dgua na mistura até que o pardmetro k,
medido para o pico do naftaleno, estivesse na faixa entre 2 e 10, conforme figura
4.

Apbs verificar a melhor composigdo de fase mével, MeOH:H,0 (70:30) v/v,
a qual forneceu a melhor resolugdo entre todos os picos cromatograficos em um tempo

razoavel de analise, ela foi fixada para todas as medidas posteriores.
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A fase movel antes de ser utilizada foi filtrada em membrana de 0,45
pm e desgaseificada ou por ultrassom por 12 min na frequéncia de 6 Hz ou
borbulhando gas hélio de alta pureza por alguns minutos. A finalidade deste tratamento
¢ eliminar gases dissolvidos na fase mével que poderiam ser responsaveis pela
formac&o de bolhas na bomba e no detector, isto pode causar instabilidade na linha de

base.

IT1.4.3 - Condicionamento de colunas

Apds o enchimento, as particulas de fase estacionaria ficavam solvatadas pelo
solvente propulsor (metanol). Para que wum perfeito equilibrio entre as  fases,
movel e estaciondria, fosse atingido, fazia-se¢ o condicionamento das colunas
através da passagem de fase movel, na vazdo 0,1 mL.min", por pelo menos 8
horas antes de iniciar as anélises cromatograficas. Se a coluna tivesse sido utilizada
¢ guardada  por alguns dias, fazia-se o condicionamento por um tempo menor,
aproximadamente 2 horas. Se tivesse sido utilizada por varios dias seguidos, um

tempo de 15 min. era suficiente.

I11.4.4 - Escolha da vaziio 6tima

Apbs a coluna ter sido condicionada, injetava-se a mistura teste em diversos
fluxos de fase mével. Calculavam-se os seguintes parimetros cromatogréficos: altura
- de prato, H, e velocidade linear, u, e em seguida construia-se a curva de van Deemter
para determinar a vazio 6tima de analise. O ponto minimo desta curva corresponde a
velocidade linear 6tima de analise.

1IL4.5 - Determinacdes dos pariimetros cromatoegraficos

Para avaliar as colunas, injetaram-se no cromatografo 10 g da mistura teste
dissolvida na fase mével e calcularam-se os seguintes pardmetros cromatograficos,
na vazio oOtima, obtida através das curvas de van Deemter:

-numero de pratos, N;

-numero de pratos por metro, N.m-1;
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-resolugdo, Rs;

-fator de assimetria a 10% da altura do pico, As;;

-fator de separagio, o

-fator de retengio, k.

Durante o registro do cromatograma a velocidade do papel do integrador foi
alterada para um valor mais rapido, 2 ou 5 cm.min -1, para que se diminuisse os erros
nas medidas de wy,, AC e CB (equagéio 1.10).

Os valores dos pardmetros foram obtidos em duplicata ou triplicata para

os picos dos compostos mais retidos, tolueno e naftaleno.

HLS - Acoplamente de Colunas
I1L.5.1- Estudo do tipo de conexiio
Nas pesquisas sobre o acoplamento de colunas estudaram-se dois tipos de

conexdes: com tubo capilar de PEEK e tipo cabega-cabega, mostrados na figura I11.1.

I11.5.1.1 - Conexio tipo capilar

Para verificar se este tipo de conexdo era adequado, fez-se um estudo da
dispersdio no sistema cromatogrifico. Este experimento consistiu em injetar uma
solugéio de naftaleno dissolvido em metanol em 2 situagdes:

¢ no sistema cromatografico sem coluna, com a conexdo unindo diretamente o

mjetor ao detector;

* 1o sistema cromatografico com 2 colunas em série conectadas entre si por um

tubo capilar.

Em ambos os casos, o comprimento dos tubos foi variado e mediu-se a
varidncia, o°, em relagdo ao pico do naftaleno. Um perfil tipico do pico do naftaleno,
obtido no sistema sem coluna, esta ilustrado na figura I11.5.

As colunas utilizadas foram recheadas com fase estacionaria C-8 (40% de
polimetiloctilsiloxano sobre silica, com tp = 10 um, imobilizada por radiagio gama).

Os dados obtidos foram tratados ¢ com isso determinou-se a dispersdo no

sistema cromatografico.
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Figura III.5 - Perfil tipico do naftaleno, obtido no sistema cromatografico sem coluna.
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II1.5.1.2 - Conexio tipo cabega-cabeca

Além da conexdo das colunas feitas por tubos de PEEK de didmetro reduzido,
estudou-se a conexdo tipo cabega-cabega. Esta conexdo foi feita em latdo na oficina
mecéanica da UNICAMP. As colunas utilizadas neste experimento foram as mesmas do

ftem anterior. Mediu-se o nimero de pratos para avaliar a qualidade deste tipo de

conexao.

I11.5.2 - Eficiéncia de colunas acopladas

Rechearam-se 4 colunas com fase estacionania C-8 e contruiram-s¢ curvas de
van Deemter, tanto para as colunas individuais como para as acopladas. Com estes
dados observaram se houve perda de eficiéncia a cada passo de acoplamento ou ndo.

Os resultados foram comparados com calculos teéricos.

II1.5.2.1 - Estudo da separacido de uma mistura de peralogenados

Estudou-se o efeito do acoplamento de colunas na resolugio de uma mistura
contendo nove compostos peralogenados: CBry, CBr;Cl;, CBrCls, CCly, C,Brg, C,Br,,
C2BrCly, CoCly, CoCls. Para fazer este experimento, utilizaram-se 4 colunas de 100 x
3,8 mm recheadas com C-8 (40% de polimetiloctilsiloxano sobre 60% de silica,
imobilizada por radiagdo gama). Injetou-se a mistura em 1 coluna, 2, 3 € 4 acopladas

I1L.5.3 - Estudo da influéncia do tamanho da particula da fase estaciondria

Para verificar a influéncia do tamanho de particula da fase estacionaria na
eficiéncia, mediu-se o nimero de pratos em varias vazdes, as quais correspondiam a
determinadas pressdes de operagdo. As colunas utilizadas neste experimento foram as
seguintes: 60 x 4,6 mm, recheada com Hypersil ODS, tamanho de particula 3 pm e
250 x 4,0 mm, recheada com Hypersil ODS, tamanho de particula 5 um, ambas da
marca Hewlett Packard.
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IIL6 - Otimizacoes Via Métodos Quimiométricos

I1L.6.1 - Planejamento experimental

I11.6.1.1 - Plancjamento fatorial fracionario

Utilizou-se um planejamento fatorial fracionario com  dois niveis ¢ 4
variaveis, 2*! | totalizando 8 experimentos para estudar os efeitos prnncipais e de
interagdo nas respostas de eficiéncia e  de tempo de andlise. As  variaveis
estudadas foram: comprimento da coluna (L), temperatura no compartimento de
coluna (T), composigdo da fase mével (FM) e volume de injeciio (Vi).

Foram utilizadas duas colunas de 125 mm de comprimento ¢ 4,2 mm de
didmetro interno, recheadas com fase estacionaria Hypersit ODS, 10 pm. Para
aumentar a varidvel L fo1 utilizado um conector de¢ latdo tipo cabega-cabeca,
confeccionado na oficina mecénica da UNICAMP.

As demais vanaveis Vi, T e FM foram alteradas utilizando recursos do
proprio equipamento, um cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia da marca
Hewlett Packard descrito no item II1.2.a.2. Durante as medidas o fluxo da fase
movel foi mantido constante em 0,5 mL.min"l. Os valores dos niveis das vaniaveis
estdo descritos na tabela I11.3.

A ordem dos experimentos foi obtida através de sorteto para que fosse aleatéria
¢ assim os erros experimentais pudessem ser avaliados. As medidas das respostas N e
tg foram feitas em triplicatas e utilizando o pico do naftaleno.

Tabela Ill.3 Variaveis estudadas no Planejamento Fatorial Fracionario 2*' com os

respectivos niveis menores (-) ¢ maiores (+).

Variaveis (=) (+)
L (mm) 125 250
Vi(uL) 5 20

FM (MeOH/H,O)(v/v) 80:20 70:30
T (°C) 26 45
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I1L.6.2 - Simplex sequencial modificado

Quando uma coluna cromatografica ¢ utilizada pela primeira vez deve-se
determinar a vazio 6tima de andlise, onde a eficiéncia (N) apresenta valor maximo. O
método comumente utilizado, para uma dada temperatura, é a construgdo da curva de
van Deemter, que € obtida plotando-se a altura de prato (H) versus a velocidade linear
da fase movel (u). O ponto minimo deste grafico corresponde ao maior valor de
eficiéncia.

Se o sistema cromatografico dispde de forno para controle da temperatura, o
estudo desta vanavel torna-se muito interessante, pois cla afeta diretamente a
viscosidade das fases movel e estacionaria e o coeficiente de difusdo do soluto ¢ pode
alterar os termos B e C da curva de van Deemter, mostrados na figura 1.2,

Assim, com o objetivo de determinar de uma maneira simples e rapida as
condigdes experimentais que resultem em um maior valor de eficiéncia utilizou-se o
método Simplex Sequencial Modificado (SSM) ao invés de construir véarias curvas em
temperaturas diferentes (processo univariado).

Para realizar este experimento as variaveis consideradas foram: vazdo da fase
movel e temperatura do compartimento de coluna. Para se obteremn os valores de
eficiéncia injetou-se uma mistura sintética constituida de acetona, benzonitrila,
benzeno, tolueno e naftaleno dissolvidos em metanol/agua. A coluna utilizada foi 100
x 2,1 mm, recheada com Hypersil ODS 5 um. A fase movel foi uma mistura de
metanol/agua 70:30 v/v ¢ o volume de injegdo foi de 5 L.

Os pontos foram fornecidos pelo programa Simplex (cedido pelo Prof. Dr. Roy
E. Bruns do Inst. de Quimica da Unicamp).

Para obterem os cromatogramas, em cada condigio estipulada pelo programa,
foi utilizado o cromatografo citado no item I11.2.a.2 e os limites das variaveis foram:

= Temperatura 30-60°C
= Vazio da fase mével: 0,15-0,7 mL.min™*
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RESULTADOS E DISCUSSOES

1V.1 - Enchimento de Colunas

IV.1.1 - Método de enchimento

A primeira etapa deste trabalho foi conscguir rechear colunas com boa
qualidade, empregando-s¢ para isso 0 método de enchimento de suspensédo com alta
pressdo.

O material de recheio escolhido foi do tipo fase reversa, C-8 ou C-18, pois é o
material mais utilizado em CLAE (44,45). Isto ocorre devido a ampla gama de
compostos que podem ser separados por estas fases estaciondrias, bem como as muitas

vantagens que apresentam quando comparadas as fases do tipo normal.

IV.1.2 - Escolha das condigdes de enchimento

Ha diversos métodos de enchimento descritos na literatura, entretanto, na
pratica, existe uma grande dificuldade em se conseguir colunas com boa qualidade e
reprodutibilidade. Isto ¢ devido ao grande mimero de varaveis que afetam o
enchimento de colunas, as quais estido descritas na tabela II1.1.

Assim, rechearam-se as colunas, variando-se alguns pardmetros citados na
tabela II1.1. Para analisar se o valor de eficiéncia obtido estava bom ou ndo comparou-
o com os valores reportados na literatura (2) ou fornecidos por fabricantes de colunas
(Hichrom I.tda.). Estes dados constam na tabela I'V.1.

Tabela IV.1 - Eficiéncia das colunas recheadas com fase reversa porosa.

Eficiéncia (mimero de pratos por metro) (m™)
Tamanho da particula Valores obtidos da Valores tipicos obtidos dos
(um) literatura (2) fornecedores de colunas’
10 12.000-20.000 20.000
5 35.000-45.000 60.000
3 §0.000-100.000 100.000

* Hichrom Lida, Fases estacionarias. ODS Hypersii e Phase Separation (Spherisorb).
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1V.1.2.1 - Solvente de suspensio

A suspensdo foi preparada utilizando-se tetracloreto de carbono, pois estudos
anteriores mostraram que este solvente fornece suspensbes cineticamente estaveis e
colunas com alta eficiéncia (16, 17, 46).

Apesar de inicialmente ter-se utililizado o tetracloreto de carbono p.a. com bons
resultados, resolveu-se purifica-lo, para maior seguranga, pois mesmo quantidades
pequenas de HX (onde X ¢ um halogénio) sdo prejudiciais. Se presentes, elas
adsorvem sobre a silica resultando numa linha de base flutuante quando detectores de
U.V. sdo usados. Além disso, fases ligadas podem partir-se pela hidrélise com estes
acidos fortes. O melhor caminho para garantir que estas impurezas nfio estivessem
presentes foi purifica-lo conforme o tratamento descrito por Perrin e Armarego (43).

O método de purificagdo era bastante trabalhoso, ent3o, para simplificar, testou-
se um solvente grau Uvasol da Merck. Conforme mostra os resultados da tabela IV.2,
ndo se observou nenhuma alteragdio significativa em relagdio aos pardmetros
cromatograficos, nem flutua¢des na linha de base, entio passou a utiliza-lo como

solvente de suspenso.

TabelaIV.2 - Influéncia do grau de purificacio do solvente de suspensdo,
tetracloreto de carbono, em alguns pardmetros cromatograficos obtidos
com uma coluna de 125 x 3,2 mm, recheada com Hypersil ODS 10

pum.
Solvente (CCly) N N.m’' Asyo Rs
p.a. purificado t=3.092 t=24.735 t=1,1 3,8
n=3.008 n=24.066 n=1,1
Uvasol =3.160 =25.282 t=0,98 3.8
n=3.153 n=25.221 n=0,91
t=tolueno ¢ n=naftaleno

F=01mL min" e Vi=10 pL.
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IV.1.2.2 - Concentragido de suspensio

A figura IV 1 ilustra a influéncia da concentragdo de suspensdo no enchimento
de colunas recheadas com fase estacionaria comercial Hypersil ODS 10 pm. Como
pode-se observar, todas as colunas apresentaram boa eficiéncia, entretanto a suspensio
de 20% resultou em N um pouco maior. Entdo passou-se a adotar esta concentragio
no enchimento de colunas com fase estacionaria de mesmo tamanho de particula.

Para particulas menores, 5 yum, inicialmente utilizou-se uma concentragdo de
suspensdo de 22%, porém os resultados foram ruins. Assim, outras concentragdes
foram estudadas afim de otimizar este pardmetro ¢ os resultados podem ser observados
na figura IV.2. Ao contrario da fase estacionaria com tamanho de particula 10 um,
houve uma melhora significativa na qualidade da coluna com a diminuigfio da
concentra¢do da suspensdo, encontrando melhores eficiéncias com suspensdo de 7%.
Uma suspensdo mais diluida deve aumentar a distincia interparticulas e portanto
minimizar os efeitos de formagdo de aglomerados, gerando colunas mais eficientes,

pois neste caso o niumero de particulas é maior.
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Figura IV.1 - Influéncia da concentragdo da suspensdo no enchimento de cohmas com fase

estacionaria Hypersil ODS 10 wm.
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Figura IV.2 - Influéncia da concentragdo de suspensdo no enchimento de colunas com fase
estaciondria Hypersil ODS 5 pm.

Analisando estes resultados, conclue-se que a concentragdo € realmente um

fator importante na obtengio de colunas eficientes.

IV.1.2.3 - Fases estaciongrias

Rechearam-se colunas com fases estacionirias ODS 5 um de diferentes
fabncantes. Houve uma diferenga acentuada em termos de eficiéncia entre as duas
fases testadas: Hypersil ¢ Phase Separation, conforme mostra a tabela IV.3. A recheada
com fase estacionaria Phase Separation apresentou eficiéncia superior as das obtidas

pela literatura e das comerciais, indicando que se obteve coluna de étima qualidade.
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Tabela 1V.3 - Influéncia da procedéncia da fase estacionaria na eficiéncia e fator de
assimetria de uma coluna de 125 x 3,1 mm recheada com fase

estactonaria ODS de tp = 5 um.

Fabricante N Nm' (m™) Asyo
Hypersil 6.471 51.768 1.2
Phase Separation 10.420 83.360 1,3

*calculado para o naftaieno
Concentracdo de suspensio = 7%,; Volume do reservatério de suspensdo: 16 mL; P =41 4 MPa.

IV.1.2.4 - Valvula pés-coluna

Utilizando-se uma valvula pos-coluna observou uma pequena diminuigiio no
tempo de enchimento da coluna cromatogrifica e a eficiéncia obtida permanecia
praticamente sem variagio.

Considerando a diminui¢io no tempo de enchimento ¢ a possibilidade de ter

leitos mais homogéneos passou a usar a vélvula pés-coluna nos proximos enchimentos
realizados.

IV.1.2,5 Pressio de enchimento

A pressdo de enchimento para colunas com tp = 10 um foi mantida constante a
41,4 MPa, pois todas as colunas recheadas foram de boa qualidade.

No enchimento de colunas com tp = 5 um, aumentou-se a pressio de
enchimento de 41,4 MPa para 54,5 MPa e nido houve melhora significativa em termos
de eficiéncia, porém a pressdo menor foi escolhida por resultar em valor de assimetna

menor, como mostra a tabela I'V 4.
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TabelaIV.4 - Influéncia da pressio no enchimento de colunas com fase

estacionaria C-18 Hypersil, com tp = 5 um. Coluna: 125 x 4,2 mm.

pressdo de N¥ N.m1* Asio*
enchimento :
(MPa) (metrosh
41,4 6.072 48.576 24
54,5 6.295 51.360 2,8

* calculado para o naftaleno

Concentragao de suspensdo: 20%; Volume do reservatério de suspensio: 6,8 mL.

IV.1.2.6 - Condic¢des 6timas de enchimento

Na tabela IV.5 encontra-se um resumo das condigdes 6timas de enchimento

obtidas para as colunas estudadas, com tp =5 ¢ 10 pm.

Tabela IV.5 - Resumo das condigbes otimas de enchimento para as colunas estudadas.

dimensio Conc. |Pressdo { Vol. do . . .
da coluna FE tp de de {reserva-| N N.m! Asyo
Lxd.i {(um) | Susp. | enchi- | torio (m™)
(mm) (%) | mento | (mlL)
(MPa)
100x3,8 | C-8 10 20 34,5 13,5 | 4.024 [32192] 1,1
125x4,2 | C-18° | 10 20 345 68 | 4429 | 35432 14
125x3,1 | C-18" 10 20 34,5 45 | 4.042 {32336 14
125x3,1 |C-18 5 7 414 16 10.420 { 83.360 | 1,3
125x3,1 | C-18 5 7 41,4 16 6471 {51768 | 1,2
*calculado para o naftaleno
**Hypersil

***Phase Separation

IV.2 - Acoplamento de Colunas

IV. 2.1 - Estudo do tipo de conexio

No estudo do acoplamento de colunas, a maneira como as colunas sdo ligadas

umas as outras ¢ um fator determinante, pois se forem utilizadas conexdes com grande
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volume morto, ocorre alargamento dos picos devido a disperséio e consequentemente
h4a um decréscimo na eficiéncia da coluna.

Assim, estudaram-se os dois tipos de conexdes descritas a seguir:

IV.2.1.1 - Conexio tipo capilar

Realizou-se a avaliagdo da dispersdo no sistema cromatografico, com o
objettvo de verificar se um tubo capilar de PEEK seria adequado para a conexdo em
série de colunas.

A dispersdo se relaciona com a varidncia de acordo com a equagdo IV.1 (47)

o = (c?)\2 (IV.1)
onde,
o = dispersdo;
o° = varidncia.

A variancia se relaciona com a largura do pico a meia altura de acordo com a
seguinte equacdo (2,18):

o7 = (wy)/5,545 (IV.2)
onde,
wy, € a largura do pico a meia altura em unidades de volume (cm.F/f), sendo F a vazdo
da fase movel e f a velocidade do papel no registrador.

A vandncia total do sistema é a soma das varidncias individuais, segundo a
equagio:

G2 = 0%nx + e + G2l (Iv.3)
onde,
O %ine = varidncia devido ao instrumento
o = varidncia devido aos tubos e conectores
02wl = varidncia devido a coluna

o2 - variincia total
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Para medir a varidncia do sistema cromatografico descrito no item lil.2.a.1
utilizaram-se 2 colunas (col.1 e col.2) que apresentaram respectivamente na vazio de
0,2 mL.min."", 3.532 e 3.868 pratos e fator de assimetria de 1,1 para ambas as colunas.

O experimento consistiu em acoplar 2 colunas (col. 1 e col. 2), utilizando-se
um tubo capilar de PEEK com 0,305 mm de didmetro interno e dois adaptadores.
Mantiveram-se todos os parimetros constantes e variaram-s¢ o comprimento do tubo
capilar (400, 300, 200, 100 ¢ 50 mm). Mediu-se a varidncia através do pico do
naftaleno. Plotando-se a varidncia versus o comprimento do tubo capilar, figura IV.3, ¢
extrapolando-se para L = 0 mm, obtém-se a vanéncia total do sistema com a coluna,
excetuando-se a contribui¢do dos tubos como segue:

02 = Oglna. + Glcol. (Iv.4)

Repetiu-se 0 mesmo procedimento, porém sem coluna ¢ utilizando-se naftaleno
dissolvido na fase moével para o calculo das medidas. Plotou-se a varidncia versus o

comprimento do tubo, figura IV.3, e extrapolando-se¢  para L = 0 mm, encontrou-se a

10 s Com coluna
4 e Sem coluna
g_.
5_
7-: —— ——
-
q & )
o 57
£ 4
s
> 34
2_
14
0 - - ¥ - T : T |
0 100 200 200 400
Comprimento do tubo (mm)

Figura IV.3 - Estudo da dispersao cromatografica.
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varidncia instrumental devido ao sistema de inje¢do e detecgdo, uma vez que foi obtido

a comprimento nulo ¢ na auséncia de colunas:

o? = ol . (IV.5)

Substituindo-s¢ a equagio IV.5 na IV .4, obtém-se a variancia devido a coluna e
a varidncia total do sistema. Os resultados estfio na tabela IV.6.

Estes resultados independem do didmetro do tubo, pois

o =0 (L =0)

Segundo a literatura (47), a dispersdo instrumental deve ser menor ou igual a
1/3 da disperséio da coluna para que a perda maxima de eficiéncia em N, devido as
contribuigdes do detector e injetor no espalhamento de banda, seja de 10%. A
dispersio calculada nas colunas foi cerca de 7 vezes maior que a do instrumento
(det/iny). Portanto, a varidncia do instrumento nfo contribuiu efetivamente para o
alargamento do pico cromatografico. A dispersdo nos varios compnimentos de tubos

capilares estudados, foi desprezivel em relagio a causada pelas colunas.

Tabela I'V.6 - Dispersdo no sistema cromatografico

Local Dispersio (uL) Variancia (uL)
tubo de PEEK de 50 mm 0,14 0,02
colunas (1 ¢ 2) 2,46 6,05
instrumento (det. e inj.) 0,33 0,11
total 2,93 6,18

1V.2.1.2 - Conexio tipo cabeca-cabeca.

Neste estudo empregou-se a conexdo tipo cabega-cabega ¢ apés o acoplamento
das duas colunas (col.1 ¢ col.2), verificou-se que o valor resultante de N (7.700) for
similar ao obtido com conectores de capilares de PEEK (7.500), sendo ambos

ligeiramente superiores ao somatorio de cada coluna individual (7.400).
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Portanto, ambos os tipos de conexdes podem ser utilizados, sem que haja perda
na eficiéncia, porém o tipo capilar ¢ prefendo, pois ao realizar o acoplamento,
diferente da conexdo cabega-cabega, ndo ha necessidade de abrir as extremidades da

coluna, 0 que poderia causar alteragdo em seu leito.

IV.2.2 - Eficiéncia de colunas acopladas

Utilizaram-se 4 colunas e fez-se um estudo da variagdo do fluxo de fase moével
para que com os dados pudesse construir as curvas de van Deemter ¢ determinar a
vazdo 6tima a ser utilizada em cada passo do acoplamento. A figura IV.4 mostra as
curvas de van Deemter obtidas com as colunas individuais € acopladas. O ponto
minimo da curva mostra a velocidade linear otima de analise. Os parametros
cromatograficos das colunas individuais e acopladas estdo na tabela [V.7.

A seguir, na vazio 6tima, injetou-se a mistura teste para calcular a resolugio do
par tolueno/naftaleno. A relagdo entre a W' e a Rs mostrou ser linear e esta ilustrada

na figura IV.5. A equacéo que descreve esta curva € a seguinte;

Rs=+VN-16.5
21,4

Coeficiente de correlagdo =0,998

Segundo Snyder e Kirkland (48), o nimero de pratos das colunas individuais
devem ser aditivos se os picos forem simétricos e se conexdes de baixo volume morto
forem utilizadas e¢ se os tempos de retengfio, tz, para o soluto teste forem
aproximadamente iguais. Entdo o nimero de pratos para o sistema conectado, Nt, pode

ser calculado de acordo com a seguinte equagio,
Nt=v* (IV.6)
TNy
onde,
vy = numero de colunas acopladas em série;

Ni = numero de pratos das colunas individuais.
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Figura IV 4 - Curvas de van Deemter para colunas individuais ¢ acopladas.
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20 25 30 35 40 45 50
Resolucao (Rs)
Figura IV.5 - Variagdo da resolugdo do par tolueno/naftaleno com o

aumento da eficiéncia conseguida com o acoplamento. A) coluna 1, B) colunas

1+2, C) colunas 1+2+3, D) colunas 1+2+3+4.
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Tabela IV.7 - Parimetros cromatograficos calculados, na vazdo Otima, para as

colunas individuais e acopladas.

Namero |  ty tg N | Nm™© W H | As;p | Rs
da (min.) | (min.) (m") |(mmseg’)| (mm)
coluna
1 9,54 50,8 4.252 | 34.016 0,175 0,0235 ] 0,93 23

2 9,44 | 49,7 | 4342 | 34.736 0,177 0,0230 | 1,1 2,3
3 9,35 517 | 4217 {33.736 0,178 0,0237 { 1,0 23
4 948 | 499 | 3.056 | 24.448 0,176 0,0327 | 1,1 1,8

1+2 18,5 | 95,6 | 8.990 | 35.960 0,180 0,0222 | 1,2 3,6
14243 | 274 | 146,2 | 12.341 | 32.909 0,182 0,0243 | 1,1 4,5

1+2+3+4 ] 36,4 | 1953 | 15.042 | 30.084 0,183 0,0266 | 1,1 4,9

* calculado para ¢ naftaleno.
**calculado para o par tolueno/naftaleno
F=0,07 mL.min."

A comparagdo entre o numero de pratos obtidos experimentalmente e o
calculado pela equagdio I'V.6 estd mostrada na figura IV.6. Como pode-se verificar, os
valores sio muito proximos, entdo esta equagdo pode ser utilizada para prever a
eficiéncia final apés uma série de acoplamentos de colunas com valores de N
conhecidos ¢ verificar se o acoplamento € vantajoso ou ndo. Se uma coluna tiver um
valor de N muito menor que os de outras colunas ¢ melhor nio utiliza-la. Por
exemplo, 4 colunas com N = 5,000, 4900, 5100 ¢ 1500. A soma dos valores
individuais de N € 16.500 e o valor calculado pela equagéo é 12.630. Se esta Ultima
coluna ndo for utilizada o valor de N, pela equagio, seria 14.996, que ¢ praticamente o

mesmo que o obtido pela soma dos valores de N individuais (15.000).
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Figura IV.6 - Comparagdo entre os valores de N calculado pela equagdio IV.6 e

os obtidos experimentalmente.
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Ha uma controvérsia na literatura sobre acoplamento de colunas. Enquanto
Snyder e Kirkland (48) afirmam que o niimero de pratos é aditivo, Kucera e Manius
(9) afirnam que hé perda de eficiéncia a cada passo do acoplamento de colunas
analiticas. Entdo, de acordo com os resultados obtidos concordamos com Snyder e
Kirkland (48) ndo com Kucera e Manius (9), que provavelmente utilizaram colunas
com diferentes permeabilidades que fazem com que o termo de multiplos caminhos, da

equagio de van Deemter, se torne exagerado e cause perda na eficiéncia final.

IV.2.2.1 - Estudo da separaciio de uma mistura de peralogenados.

Este experimento teve como objetivo conseguir a separagdo completa de uma
mistura relativamente complexa constituida de nove compostos peralogenados, para
ilustrar as vantagens do uso do acoplamento em série de colunas analiticas.

Utilizaram-se 4 colunas de 100 x 3,8 mm, recheadas com fase reversa C-8 (40%
de polimetiloctilsiloxano sobre 60% de silica, imobilizada por radiagdo gama). A fase
movel foi uma mistura de metanol/dgua 70:30 (v/v).

O niamero de pratos para uma coluna individual foi de 3.532, de duas colunas
7.738, de trés colunas 10.611 e de 4 colunas 12.825.

Considerando que a Rs « VN, um acréscimo da eficiéncia de 4 vezes provoca
uma melhora na resolugdo de cerca de duas vezes e este aumento na eficiéncia fot
suficiente para a separagio completa dos compostos estudados. Isto pode ser
observado nafigura IV.7 para o par C;Br,Cly/C;Cl; onde a resolugdo inicial foi ~ 0.7
e a final ~ 1,4.

Assim, apesar do aumento no tempo de retengdo dos compostos analisados ter
sido grande, meste procedimento foi solucionado o problema da falta de resolugio.
Também em comparagéo com cromatograma publicado na referéncia (49), figura IV .8,

verifica-se que o acoplamento proporcionou melhor resultado.
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Figura IV.7 - Cromatogramas obtidos na separagdoc de compostos peralogenados. 1=CBr,,
2=CBr,Cl,, 3=CBrCl;, 4=CCL,, 5=C;Br;, 6=C,Br,, 7=C;Br,CL, 8=C;CL e 9=C;Cl;. Colunas 100 x 3,8
mm, recheadas com C-8, 10 um. F = 0,2 mL.min -!; FM = MeOH/H,0 70:30 (v/v); Vi. = 10 uL; A =
220 nm. A) uma coluna, B) duas colunas, C) trés colunas e D) quatro cohmas acopladas.
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Figura IV.8 - Separagio de compostos peralogenados obtido da referéncia (48). Coluna: 250 x
4,6 mm, recheada com Ultrasphere ODS, tp = 5 pm, Alltech; FM: MeOH/MH,0 70:30 v/v, F =1,0
mL.min™; Vi =10 ul; A =220 nm.

1V.2.3 - Estudo da influéncia do tamanho da particula

Nomalmente as colunas analiticas disponiveis comercialmente possuem os
seguintes tp = 3, 5 e 10 um. Isto afeta diretamente a eficiéncia, pois quanto maior o
comprimento da coluna & menor tp, maior ¢ a area superficial e maior € 0 numero de
etapas de equilibrio. No estudo do acoplamento de colunas esta variavel, tp, € de
especial importincia, pois esta associada & pressdo de operagdo que € um fator
limitante.
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Neste estudo utilizaram-se duas colunas comerciais de mesmo fabricante:
Hypersil ODS com tp = 3 e 5 um e os valores de eficiéncias medidos na vazio 6tima
foram: 8.416 e 22.532 pratos e pressdes: 13,0 e 11,8 MPa respectivamente.

Observa-se que ha uma relagdo linear entre fluxo de fase movel e pressio de
operagéo conforme mostra a figura IV.9. Assim, considerando que a pressio maxima
no cromatégrafo, fornecida pelo fabricante, ¢é 40 MPa, o comprimento méaximo da
coluna para tp = 3 um, na vazio otima seria cerca de 3 vezes maior, ou seja, 180 mm,
gerando N = 25.248 pratos. Para tp = 5 um o comprimento maximo seria 3 vezes
maior, ou seja, 750 mm gerando N = 67.596 pratos.

Conforme equagdo 1.11, para valores de k = 3 ¢ com os valores de N obtidos,
25.248 ¢ 67.596 pratos, consegue-se scparar misturas com valores de o = 1,03 ¢ 1,02
respectivamente.

Entdo, as fases estacionarias devem ter tamanhos de particulas maiores quando
longos comprimentos de colunas s#o necessirios para gerarem altos valores de N.
Além disso, outra vantagem em se utilizar tamanhos de particulas maiores € que o

tempo de vida util da coluna é maior devido & pressdes de operagdes menores.
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Figura IV.9 - Variagio da pressio com a vazio de fase movel para colunas recheadas com
Hypersil ODS comtp =3 um {4 ) e 5 pm ( = ). Fase mével: MeOH/H,0 70:30 (v/v).
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IV.3 - Otimizacoes Via Métodos Quimiométricos

1V.3.1 - Planejamento experimental

IV.3.1.1 - Planejamento fatorial fracionario

Para avaliar a influéncia das variaveis: temperatura de analise (T), composigio

da fase movel (FM), comprimento da coluna (L) ¢ volume de injecio (Vi) na

eficiéncia, utilizou-se um planejamento fatorial fracionario com 2 niveis e quatro

variaveis, 2+ ( o expoente -1 significa que o fatorial completo 2* foi dividido por dois).
O esquema deste plancjamento esta ilustrado na tabela IV.8 ¢ na tabela IV.9 estdo os
valores calculados em fungdo da resposta medida, nimero de pratos (N).

TabelaIV.8 - Esquema e eficiéncias obtidas com a aplicagdio do Planejamento
Fatorial Fracionario 2+
Variavel (-) +)
1 L (mm) 125 250
20 Vi(ul) 5 20
3: FM (MeOH/H20)(v/v) 80:20 70:30
4: T (°C) 26 45
Nl L1213 )4 [122{13][14]23[24[34[N |§8
1 + - - - - + | + | +{ + | + 1 + |4477] 2101
2 + | + - - + - - + | + - - 19772 38227
3 | + - |+ - |+ - b+ |- -+ | - 4233 377
4 + + + - - + - - - - + | 7955 | 136381
5 1 + | - -+ 1+ +1 - - - - [+ | a8s9] 1999
6 1| + | + | - | + | - - | + | - - | + [ - (88725898
7 + - + + - - - + + - - | 3830 | 6485
8 + + + + + + + + + + + | 8960 | 571
* Calculado para o pico do naftaleno, as medidas foram feitas em triplicatas.

S? & a estimativa das varincias.

I = 1234 (relagdo geradora do fatorial), onde | é denominado identidade
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TabelaIV.9- Anilise do Planejamento Fatorial Fraciondrio 2*' em fungio da

medida de N.
Média = 6620
Li=1+234= 4540 +38 2=12+34=-114 138
l2 =2+ 134 = -750138 lz=13+24=31+38
Ihi=3 +124 = 211438 lia=14 + 23 = 280 +38

Média ponderada de todas as estimativas das varidncias conjuntas ou globais:

Sp2 = 8679

A raiz quadrada de Sp” fornece a estimativa do desvio padrio global, Sp, ou seja
a estimativa do erro experimental:

Sp=93

Estimativa da varidncia do efeito:

S”(efeito) = 1/6.8,2 = 1446

Erro padrao do efeito:

S(efeito) = 38

O comprimento da coluna é o principal fator de aumento da eficiéncia, como
pode ser observado pelo valor de 1,. Dobrando-se o comprimento, proporciona um
aumento de 2 vezes no valor de N (tabela IV.9). A desvantagem é que o t; dos
compostos aumenta linearmente. O aumento do volume de injegdo de 5 para 20 uL, I,
contribui para o para um decréscimo de 750 pratos, isto ocorre devido a sobrecarga da
coluna e dispersio da amostra. O aumento de 26 C para 45°C, 1, melhora a eficéncia
em 672 pratos, provavelmente devido a diminuigdo da viscosidade da fase mével, que
favorece a transferéncia de massa entre o soluto e as fases estacionaria ¢ movel.
Verificou-se também que na faixa estudada, a variagdo da composigio da fase movel
de 80:20 para 70:30, I;, nfo causa mudanga significativa no valor de N. Assim, esta
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variavel pode ser eliminada, porém o tempo de retengdo dos compostos na
composi¢io 80:20 foram menores, ¢ como néo houve comprometimento da resolugio,
numa analise de rotina esta composigio seria preferida, pois envolve menor tempo ¢

menor consumo de fase movel.

IV.3.1.2 - Planejamento fatorial completo

Eliminando-se a coluna 3 (composigdo da fase mével), este fatorial fracionario
torna-se um fatorial completo nas variaveis 1, 2 e 4, como mostra a tabela IV.10. Desta
forma, pode-se avaliar os efeitos de primeira, segunda e terceira ordem, como mostra a
tabela IV.11. Assim, pode-se verificar a vantagem em se usar o planejamento fatorial
fracionario, pois com um nimero menor de experimentos foi possivel determinar a
importincia relativa entre as variaveis.

Assim, observa-se que os efeitos de segunda ordem L, e L, possuem efeitos
significativos, -114 e 280 respectivamente. Aumentando-se o comprimento € o volume
de injegdo a0 mesmo tempo ocorre um efeito antagdnico, pois ha um decréscimo no

nimero de pratos e aumentando-se 0 comprimento ¢ a temperatura simultaneamente

Tabela IV.10 - Esquema ¢ eficiéncias obtidas com a aplicagdo do Planejamento
Fatonal Completo 2? (eliminando a coluna 3 do fatorial fracionario

24—1 )

1 2 4 N

- - - 4477
- - - 8872
- + - 3830
- T - 7955
- - + 4859
+ - + 9772
- + + 4233
+ + + 8960
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Tabela 1V.11 - Analise do Planejamento Fatorial Completo 2* em fimgéio do N.

Efettos de primeira ordem:
Li=1=4540138
L,=2=-750 =38
[;=3=21£38
L;=4=672+38

Efeitos de segunda ordem sdo:
Lip=12 =-114 438
Lys=24=31+38
Ls=14=280138

Efeito de terceira ordem:
L124=_1_2_4=21 + 38

ocorre um efeito sinérgico pois ha um acréscimo na eficiéncia final. O efeito Lo,
volume de injegdo e temperatura niio sio significativos, uma vez que o valor obtido do
efeito € menor que o erro.

O efeito de terceira ordem ndo foi signficativo, pois seu valor ¢ menor que 0
erro do efeito, entdo ndo ha interagSes entre as trés variaveis.

Este fatorial 2° também pode ser visto como dois fatoriais 2° nas varidveis 2 e
4 para dois diferentes comprimentos, conforme figura I'V.10.

Desta forma, observa-se que para uma coluna (L = 125 mm), um aumento no
volume de inje¢do de 5 pb para de 20 pL, ocasiona um decréscimo na eficiéncia de
aproximadamente 14%. Utilizando-se duas colunas acopladas (L = 250 mm), observa-
se que a eficiéncia diminui 9%, pois quando a quantidade de F.E. ¢ maior, ha um

numero maior de interagdes € um aumento na capacidade de carga da coluna.

O aumento na temperatura proporcionou um acréscimo de aproximadamente
10% na eficiéncia para as colunas acopladas e aproximadamente 9% para uma

individual. Portanto nio houve uma variagdo significativa.
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Figura IV.10 - Fatoriais 2° para 2 comprimentos diferentes. A) uma coluna (L=125 mm) ¢ B)
duas colunas acopladas (L=250 mm).
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Este método indicou as variaveis que afetam a medida de N (volume de
injecdo, temperatura e comprimento da coluna). Obteve-se também, através dos
graficos, figura IV.10 a dire¢do preferencial para a realizagdo de ensaios com maior
eficiéncia. Ou seja, aumentar 6 comprimento e a temperatura ¢ diminuir o volume de

mjecdo.

1V.3.2 - Simplex sequencial modificado

Os valores obtidos para as variaveis temperatura e vazdo da fase moével, por
meio da aplicagdo do programa Simplex e as respectivas medidas de N estdo
mostrados na tabela IV.12. A seguir a figura IV.11 mostra os movimentos do Simplex
em dire¢do ao ponto 6timo.

Observou-se que o Simplex se deslocou em direg@o ao ponto Stimo rapidamente
e houve um aumento de 3.189 pratos em relagéio ao inicial. Os valores 6timos para a
temperatura e¢ para a vazio da fase movel foram de 60°C ¢ 0,2 mL.min?!
respectivamente, correspondendo ao vértice namero 8. O segundo melhor resultado
(vértice namero 12), é o ponto mais préximo ao 6timo obtido, confirmando portanto o
resultado.

O limite maximo estipulado para a temperatura da coluna foi de 60°C, pois
temperaturas maiores poderiam ocasionar quebras nas ligagdes entre a fase
estacionaria (C-18) e o suporte (silica) e causar danos irreversiveis a coluna.

Este método mostrou ser bastante adequado na obtengdo da vazio dtima e pode
ser utilizado, a principio, para qualquer coluna cromatografica. Ele representa uma
alternativa vantajosa 2 construgdo da curva de van Deemter, visto que é um método
simples e 0 tempo necessario para obter 0 ponto dtimo ¢ bem pequeno, devido ao

numero reduzido de experimentos.
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Tabela IV.12 - Movimentos do Simplex Sequencial Modificado e seus valores para

as variaveis: temperatura e vazio da fase movel e resposta medida

(N).
Numero do Vértice | Movimento | Temperatura Vazio daF M. Resposta_
do Simplex (°C) (mL min-1) Medida (N}
1 40 0,6 3.309
2 30 0,7 2.875
3 30 0,6 3.196
4 R 40 0.5 3.500
5 E 45 0,4 4.336
6 R 55 0,4 4.553
7 E 67,5 0,3 1.000*
8 R 60 0,2 6.064
9 E 70 0,0 100* **
10 R 70 0,2 50
11 C 51,25 0,35 4.833
12 R 56.25 0,15 5.545

* Temperatura maior que 60°C, violagio dos limites
** Fluxo 0,0 mL min!, violagdo dos lirites.
*** Calculado para o naftaleno.
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CONCLUSOES

O meétodo mais indicado para o enchimento de colunas para CLAE, com
particulas de tamanho pequcﬁo, ¢ o de suspensdio com alta pressdo. As suspensdes
devem ser estaveis e ndo formar aglomerados, entdo o CCl, foi utilizado, pois, possui
estas caracteristicas. Este solvente foi testado em dois graus diferentes de puriﬁcac;ﬁo e
os resultados mostraram que tanto o p.a. tratado segundo Perrin e Armarego (43) como
o grau Uvasol da MERCK, fornecem colunas com boa qualidade. As pressdes 6timas
de enchimento foram 34,5 e 41,3 MPa para os tp = 10 e 5 pm, respectivamente. A
concentragdo da suspensdo ¢ um fator importante no enchimento de colunas. Para tp =
5 um, solugdes mais diluidas, 7%, fomeceram eficiéncias maiores, enquanto que para
tp = 10 um, os melhores resultados foram obtidos com solugdes mais concentradas,
20%. Os valores otimos de eficiéncias para as colunas recheadas com fase
estacionaria C-18 com tp = 5 um foram: Phase Separatiom: 83.360 N.m™ e Hypersil
51.768 N.m™'. Para tp = 10 pm: C-18 Hypersil 35.432 N.m! e para C-8 32.192 N.m™.
Dessa forma, o método de enchimento desenvolvido por nés fomeceu colunas com
eficiéncias, no minimo, similares as adquiridas comercialmente ¢ maiores que da
literatura (2). Isto demonstra que a metodologia empregada foi bastante eficaz e
portanto colunas com étima qualidade podem ser obtidas, a um custo muito menor.

No estudo do tipo de conexfo, ambos os conectores, capilar (com L = 50 mm e
didmetro interno do tubo de 0,305 mm) e cabega-cabega, se mostraram adequados para
serem empregados no acoplamento de colunas, pois ndo causaram dispersio
significativa no sistema ¢ consequentemente ndo alargaram as bandas cromatograficas.
Porém o tipo capilar ¢ preferido devido as facilidades de uso.

O acoplamento de quatro colunas similares, fornecen um aumento na eficiéncia
de quatro vezes e uma relagdo linear entre N'? ¢ Rs foi observada. O valor de N
obtido das colunas acopladas foi suficiente para obter a separagio completa de uma
mistura sintética de nove compostos do tipo peralogenados (CBr,Cl,, onde x =1 ou 2
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ey + z =4 ou 6). Apesar do tempo de anélise ter sido grande, a resolugio obtida foi
melhor gue a publicada anteriormente (49).

A diminuigdo do tamanho de particula de fase estaciondria de 5 para 3 um
fornece colunas mais eficientes, em termos de N.m™, porém o comprimento maximo
estimado para as colunas sdo: 750 mm e 180 mm, respectivamente, gerando, na
pressdo de operagdo maxima, N igual a 67.596 e 25.236 pratos. Estes nimeros sdo
suficientes para resolver misturas (k=3) com um o = 1,02 ¢ 1,03. Entdo, no
acoplamento de colunas ¢ preferivel utilizar colunas recheadas com fases estaciondrias
com tp maiores, devido 4 menores pressdes de operagéo.

Um Planejamento Fatorial fracionario 2** foi aplicado para obter a importancia
relativa entre as varidveis: comprimento da coluna (L), volume de injegdo (Vi),
temperatura da coluna (T) e composigdo da fase mével (FM) em fungéo da eficiéncia.
O aumento do L foi o fator que mais contribuin para 0 aumento de N, pois dobrou a
eficiéncia, 4.540 pratos. Em seguida, a diminuigdo da viscosidade das fases, obtida por
meio do aumento de T, ocasionou um aumento de cerca de 672 pratos. A mudanga na
composigdo da FM praticamente nfo alterou o valor de N, pois se relaciona apenas
com o fator de reten¢do, k. Por dltimo, o aumento do Vi forneceu um decréscimo no
N de cerca de 750 pratos. Como uma das varidveis nio apresentou efeito significativo,
a composigdo da FM, um Fatorial Completo 2* foi obtido e os efeitos principais, de
segunda e terceira ordem puderam ser avaliados. Isto mostra que quando se faz um
planejamento dos experimentos € possivel obter, com poucos ensaios, um nimero
maior de informagdes € com maior confianga nos resultados, pois fornece os efeitos de
interagdes entre as varidveis.

A curva de van Deemter ¢ a maneira mais comum de se obter a vazdo étima de
uma coluna. Porém, o perfil da curva pode ser alterado com mudangas na temperatura
devido as alteragdes nas viscosidades das fases, movel e estacionaria. Assim uma outra
alternativa foi proposta, para se conseguir a melhor vazéio para se fazer as analises,
que ¢ através do método de otimizagéio Simplex Sequencial Modificado. Este método
mostrou ser bastante vantajoso, pois 0 mimero de expenmentos € menor que se

construir varias curvas de van Deemter em diversas temperaturas. Ele pode ser
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empregado para qualquer coluna cromatografica, desde que se disponha de forno para

aquecimento.
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