UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Instituto de Quimica

"Este exemplar corresponde a redagdo final da Tese
defendida por MARIA APARECIDA FERNANDES DE LIMA e

Aprovado pela Comissao Julgadora".

Campinas, 15 de dezembro de 1988

"DESENVOLVIMENTO DE COLUNAS PARA
HPLC E MICRO-HPLC"
TESE DE DOUTORADO

Maria Aparecida Fernandes de Lima

Orientador: Prof.Dr. Kenneth Elmer Collins




Aos meus filhos Daniel e Felipe, que com Seu sorriso
inocente, tantas vezes, fizeram renascer em mim forga

e coragem para prosseguir.

AO meu esposo pelo amor, carinho, dedica
gao e paciéncia durante todos estes anos,
sem o que nao teria sido possivel comple

tar este trabalho.

Aos meus pais pela enorme confianga, apcio e carinho

dedicados durante toda a minha vida.

Aos meus irmacs Luzia e Luiz, aos meus cunhados Joao
e Marta e aos meus sobrinhos pela grande amizade e CO
laboragio, em especial i Mariadngela pelo incentivo e

3 Regina por estar sempre presente e disponivel.



AGRADECIMENTOS

Ao meu Orientador, Prof.Dr. Kenneth, pela amizade e compre
ensao,

A Prof.Dra. Carol, pelas sugestdes e discussdes.

A todos os colegas do grupo Collins pelo excelente ambien-
te de trabalho.

As amigas Martha, Eliana, Fatima, Abigail, Guadalupe '
Pierina, Maria Isabel, Isabel Cristina, Cristina e Prisci-
la pelos "palpites" Sempre benvindos. |

‘Ao Mauricio, Sérgio e Jodo pela amizade e ajuda durante a
fealizagéo dos trabalhos praticos.

Aos Diretores e Professores do Instituto de Quimica pela
oportunidade e facilidades consegﬁidas.

Ads funcionarios do Instituto de Quimica pelas vérias con
;tribuigaes prestadas.

A FAPESP, CNPg, CAPES e UNICAMP pelas bolsas concedidas.

A Fundagdo de Tecnologia Industrial - FTI, pelas facilida-
des concedidas, em especial ao Dr. Daltro G. Pinatti, MSc.
Carlos A. Baldan e MSc. Rosa A. Conti.

Aos funcionarios da FTI, Luiz R. Bizaio e Nacir pelaé fi-
guras; Carlos pela edigao da tese; Graziela e Maria Euni
ce pela revisao do textoeSbnia Mara pela colaboracio.

A Marisa pela dedicacdo e capricho no trabalho de datilo-
grafia e montagem da tese. |

A Maria J.G. AYres pela grande amizade.

A todos que, de uma forma ou de outra, contribuiram e apoia

ram a realizagdo deste trabalho.



INDICE

CAPITULOI _INTRODUCKO L YT R R E R LI R I RN R

1. Fases EstaCionarias ...veeeeeeeccoseoneoeseeecnnnnennn

2, FasSesS MOVEIS cuiovercnuncecncesocononnneennss e e ae e
3. InteragoOes na Fase Reversa-Aplicagdes ..... teesensenas
4. EmpacOtamento de COLUNAS «uvuvevsveonesnennnnnennnnnn.

a. Sedimentaggo das Particulas ...... tissesncannsensaa

b. Aglomeragdao das Particulas ..vuiveeeeeeenossnennssns

¢. Velocidade de Impacto das Particulas ....... cresens

d. Remogdo do Solvente da Suspeﬁséo ..................

5. Métodos de Empacotamento ......... creeee cereviesaeaaa
é° Via 5eCa ceevvecnna tesinerossanones ceiv et enrsena

b. Vvia Omida ....... ceccscrocnsaenaa cecaeen e

6. Métodos de Avaliagdo de Colunas para HPLC ............
7. Dispersao Cromatogrifica R R
8. Principais EQUAacOes .vvevevennvenonn.. e ..,.;.;..
9. Microcolunas .............. ceer e e s e eseenassanasena
CAPITULO II ~ REVISAO BIBLIOGRAFICA R, ceens
1. Colunas Convencionais ..... cerevonas e,
2. Microcolunas ..... s seeaeanen '............:...........
CAPITULO<IIi = OBJETIVOS .ttuvvernnnnnnnnnnennnns ..,;.......

CAPITULO IV -~ CONSIDERACOES GERAIS R R T R T,
1. Preparacdo das COLUNAS +vivrenvunneonreecnnnennnnnnnnn.

a. Preparagac dos Tubos VaziOos ...veeeeeeneonwnnnnnn..

~5 ~ U

w o oo o

1l
17

22

24

28
28
38

78

81
81
81



b.

c.
d.

€.

Colocagfo dos TerMinais cvuenreitennscnonosnnnaaans
Selegdo do M&todo de Empacotamento ...............
Preparagido da Bomba de Empacotamento .............

Empacotamento das COLUNAS .uuusuvernrersonennenss.

2. Avaliagao da COLUNAS .ueuuurennennmenneoneennnnnnnnss

a.

b.

MOVEl ..fieiiiiiennennnnn c e o eanaeerowr oot cnoeananns

¢. Determinag¢ao do Volume Morto da Coluna ......... -

d. Escolha da Mistura de Teste e sua Detecgao .......

e. 0 Sistema de Injecad .........cceviviinnniininn...
£f..0 Sistema de Bombeamento .........ceveo.. ceeseenun
g. O Sistema de Detecgdo ......... et

. O Sistema de Registro dos Cromatogramas ..... seees

i. Aa Metodoldgia Empregada nos Calculos .....,........
CAPITULO V -~ RESULTADOS E. DISCUSSEO ......ovuu..
‘ 1. COLUNAS CONVENCIONATIS ©vivovecnneos s s es et neanes .o

Aperfeigoamento do Sistema. Cromatografico ..... e

Condicionamento das Colunas e Selegcio da Fase

a. Escolha das Condigdes de Operagao .............

b. Determinagdo do Volume MOrto ............. R

€. Escolha do Método de Empacotamento ........... .
d. Uso da Regido VisIvVel .. iiereneennnennnnnnns
e. Algumas Alteragdes no Sistema Cromatografico ..
f. Efeito do Comprimento da Coluna e do Diimetro
das ParticUlas ..uiueiiiuineeeeeenenensanenenenns
g. Aperfeigoamento do Sistema de Empacotamento ...
g.l. O conector reservatdrio/coluna ..... cerane

g.2. O uso de pré-coluna durante o empacotamen~

to oo--ncnno..--l.eq.-o-on.l.-e-cnn..cc-lcu

82
84
85
88
90
90

92
96
97

99
101
102
107
108

115

115
115
117
120
132

134

135
146

146

147




g.3. A velocidade do fluxo do solvente propul
B T T 148
h. Aperfeicoamento do Sistema Cromatografico ... 149
i. Tentativas de Redugdo do Fator de Assimetria,
As ,......;.......... ........ e e crowas .o 156

J. Finalizacao do Estudo das Colunas Convencio

nais ﬂl.'lﬂnle'l..ﬂlﬂ lllll t‘lll.ﬂn‘...l.b.l!'. 159
k. Comparagao das Colunas Similares ,........... 166
1. Apresentagao dos Resultados sob Outra Forma.. 167

m. Resultados do Acompanhamento da Eficiéncia da

Coluna 32 ......ciitiinnnsnnnncen ceterosanaas - 169

2. AVALIAQ_Z'EO DOS SISTEMA CROMATQOGRAFICO ....v.... .o 178
3. MICROCOLUNAS tevevvvnnsnnnnnnnnn s, S £ 7
a. Primeiras Tentativas .....eeeeeeeonnnnnnnn.. 194

b. Montagem do Sistema "Micro-HPLC" ......e...... 197

c. O Emprego de Particulas de 10um de didmetro .- 198

d. O Emprego de Material de Empacotamento Novo e

0s Testes com Diferentes Solventes c et e e 201
e. O Acoplamento de Microcolunas .........o..... 221
CAPITULO VI - CONCLUSGES ........ teeenan B 225

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....... St e e ettt en e 229



CG
CL
CLL

CLS

LISTA DOS SIMBOLOS E SIGLAS

Area do Pico

Fator de Assimetria

Fator de Seletividadé
Cromatografia Gasosa
Cromatografia Liquida
Cromatografia Ligquido-Liquido
Cromatografia Liquido-8dlido
Cromatografia de Permeacio em Gel

Diametro Interno da Coluna

Didmetro Interno (gendrico)

Coeficiente de Difusdo do Soluto da Fase Movel
Diametro de Particula

Distancia de Retencdo do Soluto

Faixa de Distribui¢do de Tamanho da Particula

Queda de Pressao

Impedéncia de Separacdo

Porosidade Total da Coluna
Porosidade Intraparticula
Porosidade Interparticula

Fase Estacionaria Quimicamente Ligada

Vazdo da Fase Mdvel

. Fator de Resisténcia ao Fluxo

Aceleragao da Gravidade

‘Indice de Performance



n Viscosidade do'Solvgntg ou Fase Mévgl

H Altura Equivalente a um Prato Teérico

h Altura do Prato Reduzida

h Altura do Pico

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficidncia

iso~ProOH Iso-Propanol

I Razao de Knox-Parker
K . Permeabilidade Especifica da Colunal
k' Fator de Capacidade
A Comprimento de Onda
L Cogprimento da Coluna
D Limite de Deteccéo
MeOH Metanol
MPa MegaPascal'(:losPa & 7000 psi)
N Nimero de Pratos Tedricos ou Eficidncia da Coluna
) Velocidade Linear Reduzida da Fase Mdvel
oDS Octadecilsilano
p Pressao
psi ' Livra por Poleéada Quadrada

(1000psi ~ 70bar ~70 atm)

RP~-8 - Fase Reversa/Octilsilanc
RP~18 Fase Reversa/Octadecilsilano
Ry Resolugao
P . Densidade
o Desvio Padriao
ol Variancia
S-DVB Poliestireno-Divinilbenzeno
- TLC Cromatografia em Camada Delgada

T Temperatura Absoluta




t ‘Tempo-de Retengao de Um Soluto N3o Retido

tp Tempo de Retencac do Soluto

u ‘ Velocidade Linear.da Fase Movel

Ua Unidades de Absorvancia (da Escala Total)
v/v Composicao da Fase Mdvel (Volume a Volume)
Vi | Volume Injetado

Vb Volume de Retengdao de Um Soluto N3o Retido ou Volume

Morto _

Vb Velocidade do Papel

Vo E Volume de'Retengao do Soluto

v, Veiocidade de Sedimentagao da Particula
W ' Largura do Pico

'Wl/z Largura do Pico a 50% da Altura

PTFE Politetrafluoretileno

PVC Polivinilcloreto



RESUMO
"DESENVOLVIMENTO DE COLUNAS PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA

DE ALTA EFICIENCIA (HPLC) E MICRO-HPLC"

Autora: ﬂaria Aparecida Fernandes de Lima
Orientador: Prof. Dr. Kenneth Elmer Collins

Tese de Doutorado

Instituto de Quimica ~ Universidade Estadual de Campinas

Caixa Postal 6154 — CEP 13081 - Campinas - SP, Brasil.

O interesse cresecnte em técnicas de alta resolugao
e a importancia atual dos fatores econdmicos tém levado ao de
éenvolvimento de colunas cromatogrificas de dimensdes cada vez
mais reduzidas. O objetivo deste projeto & o _ desenvolvimento
de métodos de empacotémento de colunas para HPLC, dando é&nfase
&s colunas com didmetro interno da ordem de 2mm, genericamente
denominadas "microcolunas", visando a uma substancial economia

de reagentes, sem, contudo, onerar a té&cnica cromatografica.

As colunas vazias foram montadas com tubos de ago
inoxidavel 316, sem costura, através de cortes, tratamentos a
adaptagoes de terminais especificos com volume morto baixo ou
nulo. Os tubos conectores também foram montados em nosso labo-
ratdério, assim como os reservatdrios e adaptadores para o sis-
tema de empacotamento.

Para a preparagao e avaliagdo das colunas - reali-
zZou~-se uma otimizégéo dos sistemas de empacotamento e cromato-
graficos através da adaptagao de conexdes adequadas e da redu-
¢&o das dimensSes dos tubos e conectores. A variincia dos sis-
temas cromatogrdaficos mostrou-se adequada ao emprego das  colu
nas estudadas.

Os resultados obtidos com a avaliagao e colunas
~ preparadas com silica gel ligada quimicamente a ODS, mostraram

que altas vazoes durante o empacotamento sioc mais criticas que



pressoes muito elevadas, produzindo melhores colunas tanto pa
ra a HPLC quanto para a "Micro-HPLC". As.éuspensaes prepafg
das com solventes de baixa viscosidade mostraram—-se adegquadas,
e a densidade da mistura de solventes naoc se apresentou tao re

levante,

0 estudo da influéncia do didmetro da particula e
comprimento da coluna sobre sua eficiéncia revelou que o com-~
primento ideal da coluna a ser empacotada & cerca de 15 a 18
mil vezes o didmetro da particula empregada (para particulas
de 3, 5 e 10um de silica ODS).

Foram obtidas colunas convencionais com eficidncia

similar ou melhor que daquelas disponiveis no mercado, cerca

de 70 mil pratos tedricos por metro para partlculas esféricas
de silica ODS - 5um (h ~ 2,8).

A performance das colunas com didmetro reduzido su
- perou as expectativas. Colunas com 2mm de didmetro empacota
das com particulas de 10um apresentaram niimero de prates tedri

cos superior a 40 mil por metro (h ~ 2,3).

A aplicabilidade das microcolunas mostrou-se per
feitamente viavel, tanto em pesquisa quanto em rotina, permi-
tindo o uso de equipamentos convencionais com pegquenas modifi-~
cagbes e pouquissimo Snus, o que & rapidamente recuperado dian
te da economia de 80% na guantidade de fase estacionédria e  um
consumo 20 vezes menor de fase movel em relagao as colunas de

4,6mm de dlametro interno.

HA ainda as vantagens com relacac ao emprego de me
nor quantidade de amostra com a mesma sensibilidade de massa e
a possibilidade do acoplamento de 2 ou mais colunas sem per
das na eficiéncia, permitindo a resolucao de misturas comple~-
xas, como as de compostos do carbono per-halogenados.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF COLUMNS FOR HIGH PERFORMANCE LIQUID

CHROMATOGRAPHY (HPLC) AND FOR MICRO-HPLC

Author: Maria Aparecida Fernandes de Lima

Supervisor:Prof.Dr. Kenneth Elmer Collins

Doctoral Thesis

Instituto de Quimica ~ Universidade Estadual de Campinas

Caixa Postal 6154 - CEP 13081 - Campinas - SP, Brasil

The search for better chromatographic resclution,
supported by its evident economic advantages, has led to the
development of high performance liquid chromatographic columns
of ever smaller dimensions. Thus, the objective of this
project is the development of methods to preparé columns for
HPLC, with emphasis on those of 2mm internal diameter, usually
called "microcolumns". Such columns show considerable
economies wifh respect to both stationary and mobile phases,
without placing exacting requirements on the chromatographic
equipment to be used.

Empty columns were fabricated from seamless 316
stainless steel. These were treated and fitted with special
low dead volume end fittings. The connecting tubes were also
made in the laboratory, as were the reservoire and adapters for
the packing system.

To better prepare and evaluate the performance of
the columns, the packing and chromatographic systems used were
optimized through a reduction in the connector tube dimensions
and the use of zero dead volume fittings. Measurements of
system variance indicate them to be adequate for the purposes
of this project. '

Evaluation of the different columns show that a



high flow rate during the packing is more critical to obtaining
good column performance, both in HPLC and in Micro-HPLC, than

‘is the pressure employed. Neither the viscosity or the density

of the solvent used to prepare the packing suspension were

found to be of high importance.

A study of how column efficiency is related to
column length and to particle diameter showed that the ideal column
length was about 15000 to 18000 times the diameter of the particles:
used (for particles of 3, 5 and 10um of silica -ODS). o

The conventional columns packed during this study
had efficiencies similar to or better than those commercially
available, reaching 70000 theoretical plates per meter for

columns packed with 5um diameter particles for silica-0DS h ~2,3).

For the 2mm diameter columns, with 10um particles,
columns were obtained with up to 40000 theoretical plates per
meter, well within our expectations considering the limits

imposed by the chromatographic system available.h ~ 2,3).

The use of columns with reduced dimensions, such as
those studied in this work, showed itself to be completely
viable, both for research and for routine analys;s, even with
conventional eguipment. To optimize performance with these
columns of reduced internal diameter, a number of minor
modifications must normally be made. However, the cost of
such modifications is compensated by the economies of
approximately 80% in the amount of stationary phase required
to pack the column and of the significant (up to 20 times)
reduction in consumptlon of mobile phase, compared to 4.6mm
diameter columns. Smaller samples can be injected with the
same mass sensitivity. In addition, two or more columns can be
coupled to permit separation of more complex mixtures, such as

mixtures of perhalogenated compounds.



CAPITULO I

INTRODUCAO

A qualidade das colunas empregadas na Cromato

grafia Liquida de Alta Eficiéncia, HPLC, tem melhorado muito

nos Ultimos anos. Esta evolugdo & o resultado de intensas pes

quisas realizadas no desenvolvimento de microparticulas /1 -8/
e de técnicas de preparacao de fases estacionérias guimicamen-
te ligadas /9 -24/. No entanto, as tentativas de dominio da
metodologia de empacotamento de colunas continuam uma constaﬁ—

te na area da HPLC /37/.

1. FASES ESTACIONARIAS

Muitos esforgos tém sido feitos no sentido de
melhorar a qualidade das fases estacionarias, especialmente
com respeito a redugao do didmetro, dp, /8, 25/ e da faixa de

distribuigao de tamanho, Adp, /4 e 7/ das particulas.

O nimero de novos fabricantes de fases esta-
cionarias aumenta com freqgiiéncia, mas os tipos de fases manti-
veram-se constantes durante algum tempo, e sO recentemente tém
surgido, na literatura e no mercado, novos materiais de empaco

tamento para HPLC /3, 5, 17, 19, 23, 24/.

O prego da fase estaciondria ou material deem

pacotamento cresce com a redugao do didmetro da particula e

de sua faixa de distribuigao de tamanho.



Particulas de silica gel menores que 5um (33
existem particulas de 4, 3, 2 e lum) sdo usadas em colunas ana
liticas de alta resolugdo, mas exigem pressdes elevadissimas
para o empacotamento. Tais materiais sdo muito caros e fogem
aos objetivos de nosso projeto. Prepararam-se apenas algumas co

lunas com particulas de 3um de difmetro neste trabalho.

Particulas com didmetro igual ou maior que
#

20um, em geral peliculares ou superficialmente porosas, sao

mais baratas e facilmente empacotadas através de técnicas por

via seca /26/. Foram muito usadas na década passada, porém ho
je sao apenas empregadas na cromatografia preparativa e na pre

paragao de pré-colunas.

Esferas porosas e rigidas de diversos didme-
tros preparadas por entrecruzamento de poliestireno e divinil
benzeno, S$-DVB, sao empregadas na cromatografia por troca iéni

ca e exclusao (dao baixos valores de N) .

De maior interesse atualmente s3o as particu-
las totalmente porosas, com 5 oulOum de didmetro, mecanicamen-
te estdveis e constituidas de silica gel. Podem ser irregula-

res ou esféricas,conforme a técnica de preparacgao.

Silica gel & nao apenas o mais importante ad
sorvente usado na Cromatografia Liquido-$dlido, CLS, ou Croma-
tografia Liquida por Adsorcdo, mas também o material basico ou_
suporte sb6lido mais empregado na preparacdo de fases estaciona

rias quimicamente ligadas, FEQL, utilizadas naCromatografia LI

quida por Partigao ou Cromatografia Liquido-Liquido, CLL.

As primeiras FEQL foram preparadas por esteri

ficagao da superficie ativa da silica gel (grupos silandis)com



alcoois ou fenilisocianatos. Os produtos obtidos por remocgao
continua da agua, apresentam estruturas monoméricas com liga-
¢oes = 8i-0-R/27/. Embora apresentem ripida transferencia
de massa e boa seletividade, sao facilmente hidrolizaveis. ou
tras técnicas surgiram, produzindo estruturas do tipo ZSi-R ou
=S8i- <::g ; mais estaveis hidroliticamente, pérém envolvem mui
tas etapas de preparacgac, cujo controle deve ser rigoroso /10/,
y

podendo resultar em baixo recobrimento dos silandis livres da

silica gel, além de residuos provenientes dos reagentes organo

metalicos usados.

. As FEQL disponiveis no mercado sao do tipo si
loxano, = 8i-0-8i -R /11, 28,29/, preparadas através da rea-
gao dos grupos silandis da superficie da silica gel com organo
clorosilanos ou organoalcoxisilanos. O controle do recobrimen
to da superficie pelo modificador orgédnico & importante e de

pende de suas caracteristicas, podendovariar entrel0 e 60%/30/

Conforme a natureza do grupo ligado a superfi
~cie da silica,tém~se fases com diferentes polaridade e seleti-

vidade.

Os grupos ou modificadores organicos mais co-
mumente empregados sao: Etil, Hexil, Octil, Octadecil, Fenil ’

Cloropropil, Aminopropil e Cianopropil.

Fases estacionarias polares sao empregadas
com solventes apolares ou menos polares que a FEQL, resultando
a conhecida e mais antiga té&cnica denominada Cromatografia com

Fase Normal, NP .

Fases apolares do tipo Octilsilano, C8, ou



octadecilsilano, ODS ou Cl8,sac empregadas com fases moveis
polares e constituem a técnica de Cromatografia com Fase Rever

sa, RP, o que da origem ds expressses "RP8, RP18" etc.

As fases mOvels empregadas com as FEQL, do ti
po fase reversa, em geral, sac misturas aquosas com solventes
organicos de média ou alta polaridade. Os solventes mais uti-

lizados sao metanol, MeOH, e acetonitrila, ACN. Tetra-hidrofu

rano, THF, também & empregado, embora seja menos polar e mais

caro que os anteriores.

A proporgao de agua na mistura varia confor-
" me a seletividade e resolugao désejadas, podendo muitas vezes
ultrapassar os 50%. Além do menor prec¢o dos solventes polares
em relagao aos apolares, como hexano e heptano, normaimente
usados na cromatografia com fase normal, e da possibilidade de
misturas com agua em diversas proporgoes, outras vantagens po
dem ser destacadas, como sua menor toxidez, simples manuseio '
versatilidade e ampla gama de aplicagoes da técnica, inclusive

na realizacdo de eluic¢Bes por gradiente de solvente.

Em suma, a Cromatografia com Fase Reversa ofe
rece uma série de vantagens e seu uso tem se intensificado a
cada dia. Estima-se que perto de 90% das aplicagtes da  HPLC

situam~gse na referida técnica atualmente /31/.

3. INTERACOES NA FASE REVERSA - APLICACOES

A retengao na Cromatografia com Fase Reversa



ocorre por interagoes hidrofdbicas do soluto com a fase esta
cionaria.
0 caridter quase universal da Fase Reversa ba

seia-se no fato de asmoléculas organicas apresentarem regiao hi

‘drofdbica em sua estrutura, que interage conm a fase estaciona-

ria, tornando a técnica adequada & separagao de componentes de
séries homdlogas e oligoméricas. Como a fase m6vel & polar e
geralmente contém agua, o método & também adequado as separa-~

gcoes de moléculas polares insoltiveis em solventes organlcos P

como & o caso de muitas amostras biolbgicas. Além disto, com-
postos com polaridades diferentes podem ser sepérados com 0

emprego de eluigoes por gradiente. Ao contrario da retengao ,

- gque & fungdo do carater hidrofébico da amostra, a seletividade

depende de interacdes especificas dosoluto coma fasembvel /32/
e péde ser ajustada por variagao de sua forga (proporgac- e na-
tureza dos constituintes) /33,34/. Mais detalhes sobre o meca
nismo envolvido na fase reversa podem ser encontrados na lite-

ratura /35, 36/.

4. EMPACOTAMENTO DE COLUNAS

Atd o inicio da década de 80, poucos usudrios
arriscavam O empacdtamento de suas prdprias colunas para HPLC.
Colunas eficientes s0 eram conseguidas se édquiridas prontas e
de fabricantes de renome. No entanto, o misticismo que envol-
via as técnicas de empacotamento tem desaparecido em nossos
dias, muito embora os novatos no ramo aprendam, rapidamente ,
que a obtengao de colunas estiveis e reprodutiveis exige muito

mais gque a simples reprodugao de uma publicacao da literatura.



£ possivel que existam tantas diferentes téc
nicas de empacotamento quantos sao os interessados em preparar
suas prOprias colunas. Muitos pesquisadores concordam que o

"Empacotamento de Colunas" & muito mais arte que ciéncia.

Uma analise dos diversos métodos de empacota-
mento de colunas para HPLC, descritos na literatura, déixa bem
claro que nao hd um método universal nem uma fOrmula magica ca
pazes de produzir colunas sempre COm O mMesSmo niﬁel de exceldn-

cia. A qualidade das colunas depende nao apenas da metodolg

gia empregada mas também do material de empacotamento e da ha

bilidade do usuario da técnica/37/

0 desenvolvimento tecnoldgico de equipamentos
‘de alta pressdo muito tem contribuido 3 metodologia de empaco-
tamenfo de colunas, ao lado da produgao de aCessérioé, com bai
X0 Su nenhum volume morto, empregados como terminais ou '~ cone

xoes para colunas de HPLC.

Os primeiros metodos de empacotamento de colu
nas, por via umida, para microparticulas 3 base de silica com
didmetro, dp, menor que 10pm, foram publicados no inicio | dos

anos 70 / 83-84/.

Na época das primeiras publicagdes sd existiam
particulas irregulares, empregadas na Cromatografia em Cama
da Delgada, TLC, produzidas por classificadores a ar /38/ ou
elutriagao por solvente /39/. A faixa de distribuicao de ta-
manho destas parﬁiculas era grande e comumente formavam-se "£i
nos" (particulas com dp < lum) durante o processo de prepara-
gac. Particulas com didmetro muito pequeno causam alta gqueda

de pressao durante o procedimento analitico, reduzindo o tempo



de vi&a das colunaé. Partiéﬁiés COm dp muito grande reduzem a
eficiéncia.

Ac longo dos anos, ocorreu grande evolugao na
qualidade das particulas e foram sintetizadas as esféricas, to
~talmente porosas, com uma distribuicao de tamanho relativamen-

te estreita, através de técnicas de polimerizagao homogénea ,

sem a necessidade de posterior separacao /40/.

2

Mesmo quando se empregam particulas de alta

qualidade e estreita Adp, muitas precaugoes devem ser tomadas,

principalmente com relagao aos seguintes pardmetros:

a) Sedimentagdo das Particulas

A velocidade de sedimentagao de particulas nu

ma suspensao, Voo €& dada pela equacao de Stokes /84/:

a2 g(p_ o) | '
Vg = P p_L {cm/s) 7 (01)
18n
onde: g & a aceleragio da gravidade (cm/s?)

p. & a densidade da particula (g/cm?)

oy & a densidade do liquido (g/cm?)

n €& a viscosidade do liquido (poise)
A equacdo de Stokes sugere que a escolha de

solventes densos e/ou viscosos & um pardmetro relevante para

particulas com grande didmetro (dp > 10um) ou com larga Adp.

b) Aglomeragao das Particulas

A area superficial das particulas aumenta com

a diminuicao do seu tamanho. Durante o empacctamento sob alta



pressao, as particulas sao dotadas de grande velocidade. 0]
atrito entre as particulas e com as paredes do reservatdrio ,
conexdes e coluna gera cargas eletrostadticas, podendo formar
aglomerados que impedem a sedimentacgao individual das particu
las no leito da coluna. Tais agregados causam redugaoc na efi-
ciéncia. Deve-se evitar o uso de misturas aqﬁosas na prepara-
¢ao das suspensdes, pois provocam cargas negativas na superfi-

#
cie da silica, formando aglomeracdes.

¢) Velocidade de Impacto das Particulas

Deve haver um compromisso entre a velocidade
de impacto das particulas no leito da coluna em preparagao e o
tempo que cada particula leva para ocupar sua posigao no inte-
rior da coluna. Assim, embora haja necessidade de elevada ener
gia cinética para as particulas, cada uma delas deve ter tempo
suficiente para se "alojar" antes que outra se chogque com ela,
causando riscos de formacao de aglomerados, vazios oucanals no

leito da coluna.

d) Remogac do Solvente da Suspensao

Varias caracteristicas dos solventes emprega-
dos no empacotamento de colunas devem ser observadés. Entre
elas, destacam-se a facilidade de remogao apéé O processo e a
nao reatividade com o material de empacotamento. Quando se de
seja preﬁarar colunas para Cromatografia com Fase Reversa, ou
seja, materiais de empacotamento apolares, deve-se dar prefe-.
réncia a solventes polares, cuja polaridade se assemelhe 3 da
fase movel, facilitando sua remogdo apds o empacotamento e

prevenindo reagdes indesejaveis.



5. METODOS DE EMPACOTAMENTO

a) Via Seca

Materiais de empacotamento peliculares, com

particulas rigidas e dp > 20um, em geral, sao empacotados atra

vés de técnicas porvia seca (Mé&todo do "Encher-Bater"). Tais

técnicas empregam batidas verticais da coluna sobre uma mesa
com forga e freqliéncia controladas produzindo colunas reprodu-

tiveis e de boa qualidade. Existem equipamentos destinados a

esta técnicaque permitem operagdes reprodutiveis com muito me

nos esforgo e grande economia de tempo.

b) via Omida

Particulas com dp < 20um devem ser empacotadas
por via Umida, pois, quanto maior a &rea superficial, maior se
ra a probabilidade de formagdo de cargas eletrostiticas por

via seca.

As técnicas por via Umida fundamentam-se na
filtragao de uma suspensdo do material de empacotamento em um

ligquido adequado ("slurry") sob pressio elevada.

A suspensdao colocada em um reservatorio & for
gada a percolar através da coluna por acao de um solvente pres
surizado, que denominamos solvente propulsor. Na extremidade
oposta da coluna, o material de empacotamento & retido por um
filtro, acumulando-se all até formar o leito da coluna. O sol
vente, que passa através do filtro, & coletado, podendo ser
recuperado e/ou reciclado. A pressurizaqéo do solvente & fei-

ta, geralmente por uma bomba pneumdtica movida a gas (Nz), gue

opera a pressao constante. Hétambémequipamentostkavazao-cong
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tante, cuja eficacia & defendida por alguns autores.

O sentido do empacotamento também & motivo de

controvérsia entre alguns pesquisadores.

O parametro mais polémico &, sem diivida, a se
legao do solvente da suspensao.

Dependendo das caracteristicas do solvente em

pregado, qguatro técnicas basicas podem ser enumeradas:

® Densidade balanceada ou ajustada
® Alta viscosidade

® Suspensao estabilizada

® Baixa viscosidade

As duas primeiras foram muito empregadas na
década de 70,qﬁando aAdp do material de empacotamento era mui-
to larga. Hoje, principalmente para particulas com dp < 5um ,
nao se faz necess@ria a preocupacdo com sua rapida sedimenta-
¢ao, pois a‘Adp, reduziu-se com o avan¢o da tecnologia de pre

paragao destes materiais, de 0,5 - 1,0 para 0,1 - 0,2.

Por outro lado, técnicas envolvendo alta vis-—
cosidade exigem pressOes mais elevadas para o empacotamento e

sao desaconselhiveis se n3o forem realmente necessarias.

-As caracteristicas mais negativas destas‘duas
técnicas situam-se na alta toxicidade da maioria dos solventes
empregados, nos elevados precos, nas dificuldades de remogao e
nas possibilidades de reagao com as fases estacionirias, em es

pecial com as gquimicamente ligadas.

A terceira técnica, suspensao estabilizada, &

mais empregada para silica nado modificada, embora algumas ten-
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tativas tenham sido feitas'dom FEQL /100, /.

Atualmente, o que se percebe na literatura &
uma mistura das diferentes técnicas, muitas vezes sem um mini-
mo de embasamento tedrico, meras modificacles dasprimeiras téc
nicas que foram publicadas, porém aplicadas a situagoes total-

mente diferentes.

0 uso de eletrdlitos & recomendado por alguns

autores /41/ no empacotamento de colunas para cromatografia

com fase reversa, para evitar a formagao de cargas na superfi-

cie modificada por hidrocarbonetos.

O emprego de solventes com baixa viscosidade
permite a obtencao de elévada velocidade de fluxo j& no inicio
do' empacotamento, conferindo alta energia cindtica &s particu-
las; no entanto, estas caracteristicas quase nao sdo explora-

das na literatura /42/.

Mais detalhes sobre o empacotamento de colu-
nas sao discutidos neste trabalho na revisdo bibliografica, Ca

pitulo II e Consideragdes Gerais, Capitulo IV.

6. METODOS DE AVALIAGCAO DE COLUNAS PARA HPLC

Apesar de sugestdes de novas formas de avalia
¢ao para as colunas cromatograficas /43/, a maneira mais empre

gada ainda & através do Nimero de Pratos Tedricos, N.

Antes que uma coluna seja colocada em opera-

gao, em analises de rotina ou pesquisa, deve-se testi-la.

Bidlingmeyer e Warren /44/ publicaram um in-

teressante artigo onde discutem diferentes formas para a realj



~12-

‘zagdo dos calculos de obtgﬁ@ﬁb da eficiéncia de uma coluna pa-
ra HPLC. Os autores partem de uma distincdo ente EFICIENCIA e
PERFORMANCE. Segundo eles, a performance de uma coluna depende
da separagao em que ela sera empregada e nido pode ser expressa
por um Unico nimero, enquanto que a eficiéncia d3 uma indica-
gao da qualidade do empacotamento da coluna, através de medi-
das das contribuigoes cinéticas ac espalhamento da banda. Os
efeitos extracoluna, que contribuem ac alargamento da banda, ou
mesmo os fatores termodindmicos (freglientemente manifestados

como cauda do pico), na pratica, n3o sao considerados nos cal-

4 y -~ 4 . -
culos da eficiencia da coluna. Assim, o valor do niimero de
pratos tedricos, na verdade, expressa apenas a performance ci

nética da coluna, denominada Eficiéncia, N.

A consideragao acima justifica a escolha dos
solutos considerados "ideais" para a avaliagdo da coluna. Uma
vez gue apénas a performance cinética.tem interesse, os solu-
tos nao devem interagir com as fases mbdvel e estacionaria, apre

sentando, portanto, um comportamento termodindmicc ideal.

o

Devido a consideragoes de que o pico resulta
do espalhamento da banda, com uma distribuig¢ao Gaussiana dacon
centragdo do soluto entre as fases mdvel e estaciondria, o cdl
culo do numero de pratos tedricos baseia-se no modelo Gaussia-
no. Assim, a eficiéncia, N, de uma coluna & convencionalmente

definida por:

N = — : (2)

onde to € o tempo de retengdo do pico e ¢? & a varidncia para
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a medida do pico em unidades de tempo (a variincia &, por defi -

nigdo, igual ao quadrado do desvio padrao, 0, de uma medida).

Diferentes larguras do pico podem ser relacio

nadas & varidncia de acordo com a relagao:

w2 = a g? (3)

onde a & uma constante que depende da altura do pico em que a

largura & medida.

Pode-se escrever, entao;

N=a—" O (4)

Esta &€ a equagdo basica para os métodos comu-
mentes empregados para o cilculo da eficiéncia da coluna ou per

formance cinética..

A figura I.l mostra a relacdo entre o pico de
perfil Gaussiano, a altura em que a largqura & medida e o valor
da constante a na equagdo 4, para seis possiveis determinacoes

de N.

Dos metodos sugeridos na figura I.l, o mais
amplamente empregado & o da "Meia Altura" /45/, devido & faci-
lidade na determinagdo da posicdc da medida (50% da altura do

pico), tornando-o muito reprodutivel (é o método usado neste
trabalho).

O método de inflexdo (20) & o que menos "sen-

te" a assimetria do pico; por outro lado,o método que usa a

largura a 4,4% da altura do pico (50) & o que sofre maior in
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134%
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Figura I.1 - Relagao entre a Largura do Pico, w, e a Cons-
tante a, para Diferentes Alturas do Pico de

Forma Gaussiana Empregadas no Calculo de N/44/
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fluéncia da distorééo do piéd;'

Outros métodos sdao discutidos por Bidlingmever
e Warren /44/ e por Colmsj® e Ericsson /45/. O Método do Momen
to, onde nac sao feitas consideragdes com relacio & forma do pi
co, fundamenta-se na determinagao de momentos estatisticos e
exige o uso de microcomputadores e técnicas de'aquisigao de da
dos. Este método & considerado o mais exato, justamente por

nio se basear em um perfil ideal do pico /44/.

Os métodos baseados na assimetria sio aproxima

goes do Método do Momento, enpregando modelo Gaussiano modifica

do exponencialmente.

Finalmente, tem-se o método da razdo Altura/Area),
ds = vezes empregado pelos usuarios daHPLC, mormeﬁte‘ por aque-—
les que dispCem de integradores interfaceados a seus equipamen-
tos. Neste caso, vale uma ressalva: alguns principiantes na
area cromatogridfica costumam usar este método e consideram a
area do pico Gaussiano como se fosse a drea.deum ..triéngulc [(b.h) /2] .

No entanto, a area de um pico Gaussiano, A, & funcdo de seu des-

vio padraoc, o, e de sua altura, h:

A = V271 och : {5)

Combinando as equagoes 2 e 5 tem-se:

2w (ht,)?
N = R

" (6)

Bristow e Knox /46/ sugerem o uso dos parame-

tros reduzidos para facilitar as comparages entre diferentes
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colunas, materiais e métodos dé empacotamento. Fazem uma revi
sdo dos procedimentos de teste, enumeram muitas recomendagbes
-para 0 sucesso na avaliagao e sugerem uma padronizacao paré
os testes. Defendem a premissa de que a mistura de teste deve

ser selecionada para mostrar o melhor da coluna.

Entre os parametros reduzidos ou quantidades

adimensionais, sugeridos por Bristow e Knox /46/, destacam-se:

e Altura de prato reduzida : h = B (7)
' d
P
@ Velocidade linear reduzi
ud
da do eluente (FM) : v o= ~ﬁP— (8)
m
. Apd?
® Resistencia da coluna : g = —FP (9)
' Lrju

As principais vantagens do uso destes parame-
tros em lugar dos similares absolutos, altura equivalente a um
prato tedrico, H, velocidéde linear da fase movel, u e permea-
bilidade da coluna, K, sdao as facilidades na comparagac dos re
sultados de colunas contendo materiais com diferentes tamanhos
de particula, ou avaliadas com diferentes solventes ou solutos.
Além disto, a padronizag¢do de "alta performance"” torna-se fa

cilmente estabelecida.

Assim, boas colunas devem ter h em torno de 3

para v na faixa de 5, enquanto que # nao deve exceder a 1000.

Para se obter a altura de prato reduzida, h ,

como pode ser constatado através da equagdo 7 , necessita-se
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do valor de H e este, por.sua vez, & relacionado a N através da
equagao :

L
N

H = (10)

Portanto, qualquer que seja o caminho escolhi-

do, a obtengac de N & sempre a primeira preocupacio.

7. DISPERSAO CROMATOGRAFICA

A coluna cromatografica & um operador de fun-
¢ao Gaussiana. O soluto, durante sua passagem através da colu-
na, deve sofrer um "espalhamento"” com uma distribuicio uniforme.
Mas, na pratica, isto raramente ocorre, resultandOveirossignifi
cativos nos calculos onde sao feitas tais consideragles. Entdo,
o modelo Gaussiano s& & apropriado quando o grau de assimetria

do pico for bastante reduzido.

A assimetria do pico & o resultado das diferen
tes dispersdes devido 3s fontes cromatogrificas e 3s fontes ins

trumentais.

As fontes cromatograficas de dispersao sao re-
lacionadas & natureza e qualidade das colunas e podem ser resu-

midas em:

1. Resolugao incompleta

2. Processos de cinética lenta
3. Reagoes quimicas
4, Defeitos no interior da coluna

As principais fontes instrumentais de dispersao

podem estar relacionadas a:
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1. Valvula de injecao
2. Tubos e conexodes

3. Sistema de detecgéd

Nao & possivel determinar cada dispersdo indi
vidualmente, mas pode-se obter a somatdria delas, o que nos da

o valor da "variancia Total" - g2.

A largura de um pico, na altura da linha de
base, & igual a 40, onde ¢ & o desvio padrdo (ver fig. I.l). A

variancia total sentida pelo detector & ¢? epode ser escrita co

mo:
2 2 2
g* = 0% + 1
o o o (11)
onde: : oé = Dispersao devido i coluna
o; = Dispersdo devido ao sistema cromatografi
co ou "Varidnecia extracoluna"
Pode-se escrever ainda:
2 o 42 2 2
= g% + + )
oy ol‘ Or T3 (12)
onde: Ui = Dispersdo devido ao sistema de injegdo
oé = Dispersdo devido aos tubos e conexdes
Ué = Dispersao devido ao sistema de detecgiao

A concepgao proposta por Klinkenberg /47/ e
aceita hoje pelos cientistas ligados @ area cromatografica @&

a de gue a variancia do sistema, c;, seja, no maximo, 10% do
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valor da varidncia total, o2.

g2 = 0,1 o2 ' (13)

Isto corresponde a um incremento de cerca de 5% no valor do
desvio padrao, o. Valores superiores causariam redug¢dao signi

ficativa na eficiéncia da coluna, comprometendo sua resolugao.

Van Deemter et al /48/, deduziram uma relagido
entre a altura equivalente a um prato teéripo, H, e a velocida

de linear da fase mdovel, u, cuja forma mais simples &:

H=A+B/Mu+ (C + c lu : (14)
onde: A & a contribuic¢do dos caminhos miltiplos

B & a contribuigdo da difusdo longitudinal, e

C & a contribuigdo daresisténcia totald trans

feréncia de massa nas fases mdvel e estacioniria aos processos

dispersivos.

A figura I.2 apresenta a forma da curva H x u
evidenciando as diversas contribuicdes ao espalhamento da ban

da.
A equagao 14 mostra que a soma de todos os pro

cessos dispersivos contribui para a dispersao total dabanda do
soluto, que pode ser expressa como a varidncia por unidade de

2

comprimento da coluna, 0%, considerada como a altura equivalen

te a um prato tedrico, H.

Depois de Van Deemter /48/, muitos pesquisado
res discutiram a validade da equacgao 14, entre eles Giddings/49,
50/, Huber et al/51,52/, Knox et al/53,54/, Horvath e Lin /55,

56/, Kirkland /57/ e Knox e Scott /58/ introduzindo novos ter
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u (mm/s)

-Figura 1.2 - Relagao entre Altura Equivalente a um - Prato
. Tedrico, H, e a Velocidade Linear da Fase MO

vel, u.
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mos e modificagaes; No entanto, até hoje ha controvérsias e o.
assunto continua despertando ¢ interesse, principa}mente na
.érea de "microcolunas", cdlunas com diametro reduzido, uma vez
que a equagdo 14 nio prevé qualquer dependéncia da  variincia
com o raio da coluna. Nos Gltimos anos, tem aumentado ¢ nime-
ro de trabalhos na literatura relacionados 3 dispersioc, nao sd
causada pela coluna, mas também pelo sistema cromatografico. -

Este interesse crescente deve~se ao desenvolvimento de colunas

com diametro cada vez menor e a consegllente necessidade de equi
pamento com baixa dispersao para ser empregado com tais colu-

nas. Em geral, a'preocupagéo dos pesquisadores esta voltada
para a determinagao da contribuigao das diferentes partes deum
cromatdgrafo a 'liquido ao espalhamento da banda, ou seja, a
varidncia extracoluna /59-68/. Cada componente pode contribuir

com cerca de 30% da variancia do sistema cromatografico:

2 2 2 o 2
oy Y ot'b O0q = 05/3 (15)

/ Para se otimizar um sistema cromatografico, &
preciso estimar guantitativamente a dispersao extracoluna que
pode ser tolerada sem gque haja perda significativa da eficidn-
cia da coluna. Neste trabalho, adeterminac¢ado experimental das
diversas contribuicdes 3 varidncia total, o?, & detalhada no
Capitulo V. Para uma coluna padrdo, de comprimento 25cm e did

metro 4,6mm, empacotada com particulas de 10um de didmetro e

eficiéncia N, pode-se escrever:

2 = 2
o] 0,1 o (16)
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2 - g2 ' 2 . g2
= , ou =
ol Vi/N o2 V/N | (17)
Encontra-se que a méxima dispersdo em unidades de volume & 8ufl
e portanto, a variancia maxima seri de 64uL?. Mas para uma co
luna de lmm de didmetro e mesmo comprimento, a varidncia extra

coluna maxima sera de 0,15uf?2.

Estes resultados indicam que o equipamento ero-
matografico a ser empregado com colunas de difmetro reduzido
deve ter uma dispersao total muito menor que aquele utilizado

para as convencionais.

.  Scott et al /69/, Capituios I e I1, apresen-
tam uma completa discussdo, indicando, inclusive, como estimar
cada uma das vari@ncias individualmente. Mostram também gue o
comprimento da coluna & determinado apenas pelo fator de sele-
tividade, o, e diametro das particulas, dp, para um dado siste
ma, enguanto que o minimo diametro da coluna, dc, aepende da
dispersao dolequipamento. Assim, a total otimizacgao de um sis
tema cromatografico exige que as propriedades fisicas de uma
coluna sejam relacionadas 3s caracteristicas do sistema. Por
exemplo, se a disperséo do equipamento for grande, deve-se au
mentar o di&métro da coluna para compensar as deficiéncias do

sistema.

8. PRINCIPAIS EQUACOES

De uma forma geral, os parametros cromatogri-
ficos de interesse podem ser inter~relacionados através das

equagoes a seguir:
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Eficiéncia ou Nimero de pratos tedricos da co

t .
N = 5,50 (—2-)?
W72

Velocidade linear da fase movel

u = L/to

Fator de capacidade da coluna

t, -t
k' = R 0
%
Resolugao
R = 2(*r,~ ®r;
® (W1+W2)

Fator de seletividade

+ - ]
- ]
tRz to ki

Ap = g n = ﬂnL
o°p

Permeabilidade cromatografica

unkL
Ap

K =

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

-(23)

(24)
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Indice de performance /70/

. 2 ’
r= N (25)
tRAp
Impeddncia de separacio /71/
2
E = 1 = n2g=-8 (26)
m{l+k") : K
E ainda:
A razao de Knox-Parker
d?.
T = < (27)
L d
P
A porosidade total da coluna
Ft F
_ o)
total oar?n nriy
€total = Ea * OBy ‘ (29)

9. MICROCOLUNAS

As colunas mais amplamente empregadas na HPLC
atualmente tém comprimentos entre 100 e 300mm. O difimetro mais
comum & o de 4,6mm. Estas colunas, denominadas "convencionais®

sac empregadas a vazdo tipica de 1lmf/min.

A tendéncia na reducgac das dimensdes da colu-

na acentuou-se no final da década passada, objetivando a obten
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¢dao de colunas mais eficientes e com maior resolugdo, aexemplo

da cromatografia gasosa /72/.

Por outro lado, a redugao nas dimensSes da co
luna torna a técnica cromatografica muito mais econdmica. A
quantidade de fase estaciona@ria gasta no empacotamento de colu
nas de 2mm de didmetro interno & cerca de 20% daquela necessi-
ria para colunas de 4,6mm de mesmo comprimento. O consumo de
fase mdvel & 20 vezes menor, pois as anidlises sdo feitas a va

z3o tipica de 50uf/min.
Qutros incentivos ao desenvolvimento de micro

colunas sao a capacidade de alta resolucido, elevada eficiéncia
e apossibilidade de interfacear com detectores gque requerem pe

queno volume de amostra, como o espectrdmetro de massa.

Como © volume do pico obtido com microcolunas
& também muito pequeno, a sensibilidade de massa & bastante
elevada e permite o trabalho com amostras em guantidades limi-

tadas.

As mesmas caracteristicas que tornam a t&cni-
ca vantajosa, por outro lado, exigem certos requisitos do equi
pamento utilizado, e requerem colunas muito bem empacotadas e

equipamentos com baixissima dispersao /65, 73-77/.

Devido ac pequeno volume do pico, defeitos no
empacotamento seraoc muito mais facilmente evidenciados através
de distorgoes da forma do pico e perda no niimerc de pratos ted

ricos.

Se a contribuigac extracoluna ao espalhamen-

to da banda for significativa os defeitos no leito da coluna



-26-

nao serac refletidos na forma do pico.

Em suma, muitas precaugoes devem ser +omadas
tanto durante o empacotamento das colunas de difmetro reduzido,
quanto com relagao ao equipamento cromatografico empregado na

sua avaliagdo /69 /.

Muita confusdo com relag3o & terminologia des-

tas colunas & encontrada na literatura.

Novotny /78/ procurou classificar os diferen-—

tes tipos de colunas, e Basey e Oliver /79/ sugeriram uma de=-

signacao geral para eliminar os muitos termos gue apareceram,

Knox /80/ estabeleceu uma versio da egquagido de
. Van Deemter para microcolunas:

h = Av1/3

+ B/v + Cv . {30)
onde A, B e C sao os coeficientes de Knox, analogos aos de

Van Deemter.

O maximo nimero de pratos tedricos, Nozx’ sera
alcangado guando a coluna de comprimento L for operada a velo-
cidade linear Otima, vo, onde a altura de prato reduzida sera

-+ »
ma -
minima, hmin

E Nméx sera igual a L/de.

Para microcolunas a vazao @ bastante baixa e o
valor de v € muito pequeno, o que torna o termo Cv negligen

ciavel (C < 0,1).

Como a condigao de Vo & obedecida para h s+ +PO

de-se diferenciar a equagao 30 e igualar a zero resultando:
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v, = (3B ,3/4 (31)
A
_ 4 1/4
hmin‘ —-—(3A3B_) (32)
3
logo: A F hmin = 4B | ‘ (33)

0 termo B nao varia muito com diferentes colu

nas e vale, em geral, 1,5.

Pode-se escrever entao:

v . h = 6 _ (34)

Assim, pode-se estimar experimentalmente o va

lor de A. Boas colunas tem A em torno de 2.
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carITULO IX

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. COLUNAS CONVENCIONAIS

A escolha da técnica adequada ao empacotamento
de colunas para HPLC depende muito da natureza e do tamanho das
particulas émpregadas, Materiais utilizados, tais como, tubos
vazios, conexoes e terminais também exercem grande efeito. A
meta final & um leito denso e compacto sem estruturas deforma-

das, vazios, canais ou aglomerados com uma distribui¢ao uni

forme das particulas em toda a extensdo da coluna.

[+

As primeiras colunas empacotadas para HPLC s

guiram procedimentos bésicos para cclunas da cromatografia 1

{22

- quida a baixa pressao ou meras adaptagOes de métodos usados p

jo

ra o empacotamento de colunas para a cromatografia gasosa.

O empacotamento era feito "a seco", sem quais-
quer cuidados ou técnicas especiais, apenas por introducio da
fase estacionaria nos tubos vazios, com uma das extremidades fe

chada, através de um funil adequadeo &s dimensOes das colunas.

Uma das primeiras tentativas de automagaq /81/
em 1964 wusou um procedimento por via Gmida que consistiu, basi
camente, na preparacgao de uma suspensao da fase estaciondria em
solugao tampao e £ransferéncia para um funil de separacdo aco-
plado a um agitador mecdnico e a um sifao de PVC gque, por sua
vez, foi ligado & coluna. Esta técnica representou um grande

avango nos procedimentos usados até entao por via seca, ou mes
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mo poi via @mida, baseados em‘filtragaes da suspensdo por agao
da gravidade, porém com adigGes manuais sem controle da quanti
dade ou da velocidade de adigdo da fase estacioniria. A técni
ca empregada mostrou ainda que a qualidade da coluna empacota-
da dependia da velocidade de agitagao, da sifonacaoc e da con-

centragaoc da suspensio.

‘Malores avangos ocorreram na década de 70. De
talhes de um procedimento de empacotamento foramdescritos /82 /,

comparando o comportamento de fases estacionériés constituidas
de particulas superficialmente porosas (Zipax e Corasil) com

aquelas totalmente porosas, no caso, quimicamente ligadas que
acabavam de surgir no mercado de microparticulas na &poca (Dura
pack). O procedimento descrito caracterizou-se por um pré~eﬁ~
pacotamento a seco, com adigao de pequenas quantidades de fase
estacionaria decada vez e com suaves "batidas" nas laterais da
coluna, enquanto se deixava cair a coluna de uma certa alturé
("socar™). Uma vez cheia, a coluna foi “sobada" e "batidaf la
teralmente por ma;s 10 minutos. Apds este procedimento, a colu
na foi conectada a uma bomba e fez~se passar solvente, aumen-
tando gradativamente a pressdo. Observou-se que as colunas em
‘pacotadas com Zipax e Corasil produziram maior nﬁme;o de pra-
tos tedricos que aguelas com fase estacionéria quimicamente 1i
gada, levando & conclusdo de que a porosidade das particulas

era um fator critico.

Kirkland /83/ e depois Majors /84/, publica
ram, em revistas diferentes, artigos relatando métodos de
empacotamento de colunas para HPLC baseados na técnica de "den

sidade balanceada", com fases estacionarias gquimicamente liga-
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das. Fol empregada uma'mistufa de tetrabromoetano/percleno(21/
15) para o preparo da suspensdo. Apds agitacio em banho de ul-
'trawsom;xn:2 minutos, a suspensao foi transferida fimediatameﬁte
para o reservatdrio da bomba. Completou-se o volume com agua.

Fez-se a .. conexao com a coluna e a pressurizacao a 5000 psi
(35MPa). Apds a coleta de 25mf do solvente de densidade balan-
ceada, o conjunto foi desmontado e o reservatdrio enchido com'
metanol. Remontado‘o conjunto, fez-se a passagem de metanol ate
eliminagao total da agua. Q procedimento foi, entao, repetido

com a fase mbvel. As colunas preparadas por esta técnica foram

comparadas équelaé empacotadas a seco e verificou-se que o méto
do proposto pfoduziu colunas com eficiéncia muito maior. Ve
rificou-se'tambémqymaprocedimentos gque empregam solventes Co=-
muns permitem a sedimentag¢ao das particulas por agao da gravida
de,nao sendo adequados a particulas porosas, principalmente se
houver muita variacao no tamanho das particulas{ '0s  autores
concluiram ainda que a pressdo ndo deve ser relaxada subitamen-
te apds o empacotamento, para evitar distilirbios no leito da colu
na, causando perda de eficiéncia. A concentragac ideal para a
suspensao foi cerca de 10-25% em peso. A fungao da &agua duran-
te o empacotamento foi a de ligquido se?arador ou pistab, entre
a suspensac e o solvente propulsor. Entdo, se osolvente for imis-
civel com a suspensio,o emprego da agua & dispensavel. Os-autg
res constataram que a pressurizacdac deve ser instantinea e nao
‘gradativa. O tempo gasto para empacotar cada coluna variou en

tre 3 e 4 minutos, levando 30-35 minutos para o condicionamento,

Apesar de todas as vantagens apresentadas pela
técnica proposta, h& inconvenientes quanto ao uso dos solventes

de alta densidade, especialmente os bromados, que sdo extrema~
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mente toxicos e de dificil ménipulagao, alem da liberagao de

bromo gue pode, inclusive, reagir com a fase estacionaria.

Em 1974, surgiuuma técnicaalternativa /85-86/
empregando o controle da viscosidade do solvente para manter o
material de empacotamento em suspensao. No entanto, o aumento
da viscosidade reduz a velocidade do fluxo do solvente propul-

sor, exigindo maior pressao de empacotamento.
£

Outras técnicas foram publicadas_com base no
controle da densidade e/ou viscosidade, porém cém algumas modi
ficag6es.

. Cassidy et al / 87/, ainda en 1974, investiga
ram e compararam diferentés técnicas de empacotamento de colu-
nas para HPLC com microparticulas irrequlares de sllica gel
(dp ¥ 10um}, inclusive comparando as técnicas de adicdo incre-
mental com a de densidade balanceada. Fez-se substituigdo de
alguns solventes, elevou-se a temperatura de ativacdo de sili-
ca gel, variaram-seas condicSes de agitagdo da suspensido, usa-
ram#&adiferentesﬁombas,alémde outras modificagoes. Finalmente
os autores concluiram que, para microparticulas, gquanto maior
for a pressao de empacotamento maior serd a eficiéncia da colu
na. Constataram que o emprego da técnica de suspensiao reduz
as interagoes entre as particulas e que a densidade do solven-
te empregado € um fator importante. Verificaram também que o
embrego de bombas com pressao constante mostrou-—se mais eficaz
que o0 de bombas com vazao constante, e que; por éua vez, bombas
movidas a gés sao melhores que as de pulsacao. 0Os autores
notaram ainda que a técnica de adigdo incremental foi mais re

produtivel; no entanto, a de densidade equilibrada produziu colu
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‘nas mais eficientes, principalﬁente quando em?regaram pressao
constante. Interessantes foram as observagoes de que pressoes
de 2500 psi (v 18MPa) produziam colunas com eficiéncia compara
vel Aquelas preparadas & 4500-5000 psi (31-35MPa). Aldm dis-

S0, 0s resultados mostraram que o uso doultra-som nao era criti

co, bastando uma agitacdo vigorosa.

Em 1975, Coq, Gonnet e Rocca /88/ empregaram

tetraclorometanc com o agente dispersante para varios tipos de

fases estaciondrias 3 base de silica e alumina com particulas

de 5um de diametro.

O procedimento experimental foi praticamente
© mesmo proposto por Kirkland /83/, com excegcao do emprego de
uma pré-coluna e do solvente pré-pressurizado entre a bomba e
a coluna, o que forneceu maior reprodutibilidéde nos resulta-
dos e colunas mais eficientes. Os autores constataram que a
densidade do solvente, no empacotamento de particulas de Sum ,
nado era tdo critica, quanto para as particulas com difmétro de

10um ou mais.

Webber e McKerrell /89/, em 1976, propuseram
um equipamento modular para o empacbtamento de colunas analiti
cas e semipreparativas. Foram empacotadas virias colunas com
microparticulas de silica usando varios meios para adispersao
da fase estacionaria. Os melhores resultados foramobtidos com-
tetraclorometano 5 pressao de 3000 psi (21MPa) e_.concentragao

de 1 a 10%.

Outras alteracgdes e adaptagdes foram su-
geridas, tais como o uso de duas bombas paralelas para a pro-

pulsdo de iso-octano na técnica de densidade balanceada, para
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0 empacotamento de colunas com FEQL/90/; e o emprego de agita-

gao da suspensao ("Dynamic Slurry") /91/.

Bristow et al /92/ empregaram metanol como
solvente pré-pressurizado e na preparac¢ac de uma suspensao bem
diluida, encontrando bons resultados com o emprego da técnica

de empacotamento ascendente.

No mesmo ano, Little et al /93/ relataram o
emprego de iso-propanol, com sucesso, na preparacao de suspen-

soes est@veis e obtencdo de colunas bastante eficientes.

Ainda Bristow /94/, em 1978, publicoﬁ ﬁm tra
balho scobre empacotamento de colunas preparativas (500 x 8mm)
usando metancl como agente dispersante e empregando a tecnica
‘dé empacotamento ascendente e deécendente, © que levou & obten

¢ao de bons resultados.

Broquaire /95/ propds um mé&todo de preparacio
usando suspensao sob agitag3o constante e alta pressao para um
rapido e simples empacotamento a pressao constante. O solven-
te usado para a suspensao foi o mesmo da propulsao. O sistema
de empacotamento foi evacuado, abrindo e fechando a valvula de
solventes antes do inicio da pressurizacao. A seguir, a pres-—
sao fol elevada para 6000psi (42MPa). Durante o empacotamento
fez-se vibragao da coluna. Registrou-se o fiuxo até que . se
tornasse constante, indicandﬁ o final do empacotamento. As
éolunas preparadas através desta técnica aprésentaram eficién-
cia equiparavel 5.maioria dos métodos descritos na literatura

com vantagens relativas a facilidade de uso, baixo custo, rapi

dez e boa reprodutibilidade.

Yamauchi et al / 96/ sugeriram outra alternati
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va para contornar o proBlema db bromo gerado a partir do tetra
bromoetano na técnica de densidade balanceada. O controle da
‘viscosidade com ciclo-hexanol .ou parafina liquida também n§§
foi adequado para fases i base de siIlica gel recobertas com ni
trato de prata, pois nio produziu uma boa suspensao. Empregou
se, entao, hexanol-l como agente dispersante e 10 minutos de
agitagao comultra-som. Para o empacotamento-foi usado benzeno
com vazao decrescénte,mantendo a pressao constante em 650 psi
(v 4,5MPa) por 7-8 minutos. A sequir, a coluna foi condiciona-

da por trés horas com benzeno a 450 psi (v 3MPa).

Yamauchi e Kumanotami /97/, 'em 1981,
propuseram alteragdes em seu proprio método, para fases esta-
cionarias quimicamente ligadas, com particulas de 3um de diadme
tro. Empregou-se uma mistura de hexanol-l/cloreto de metile
no (1:1) como meio dispersante e uma bomba de vézéo.constante,
conseguindo uma grande melhora na eficiéncia das colunas assim

preparadas.

No mesmo ano, 1981, Kuwata et al /98/ propuse
ram um meétodo répido parao empacotamento de colunasg para HPLC,
usando uma mistura constituida de varios solventes. Para tal
enmpregaram mefanol (para aumentar a dispersao), iso-propanol e
ciclo~hexanol (para contrplar a viscosidade) e nonipol-40 - (sur
fatante nao iénicﬁ,para estabilizar a suspens3o). Usou-se um
gradiente de press3o de 400 a 700 psi (2,8 a 4,9MPa) e fluxo
no sentido ascendente. O solvente propulsor foi metanol e,apds
eluigao de 15mf, o reservatdrio foi invertido e a coluna agueci
da.a 60°C. Uma vez empacotada a coluna, reduziu~se a temperatu

- ra e relaxou-se a pressdo. Os autores verificaram que o reser
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vatéfio empregado'prOPdrcionéﬁ grande economia da fase estacio
naria e gue o uso do sentido ascendente no infcio do processo
facilitou a introducio da suspensao sem formagao de agregados
no fundo do reservatdrio. Notaram também que os pProgramas de
pressao e temperatura auxiliaram a manutengao da vazio constan
te e elevada. As colunas assim preparadas mostraram-se de
excelente qualidade e o método €npregado apresentou boa repro-
dutibilidade.

Em 1982, Prusiewicz et al /99/ descreveram um
dispositivo para o empacotamento de colunas preparativas por
via seca. Foram comparadas té&cnicas manuais e'mecanizadas ra

ra particulas com diferentes didmetros. Os resultados foram

muito dependentes da natureza e do di&metro das particulas.

Liao e Ponzo,/lOQ/estudaram.o emprego de aci-
dos orginicos como solventes na preparacgao da suspensio. Ve
rificaram uma reducao ﬁa aglomeragao das particulas, provavel-
mente devido ao uso de tais solventes e conseqtliente- redugad na
atracdo de Coulomb entre as particulas. Foram produzidas co

lunas mais eficientes.

Klawiter et al A10le 102/investigaram relagdes
entre os métodos de empacotamento e a eficié@ncia dé colunas pre
parativas, comparando varios Procedimentos a seco, entre si, e

com outros por via Gmida. _ .
Halasz e Maldener /103/ Propuseram uma técnica

de empacotamento de colunas que, permitia a posterior conexio

de duas ou mais colunas sem perda da eficiéncia.

A técnica consistiu no uso de restritores, tubos muito finos

com estrangulamento, que ofereciam grande resisténcia ao fluxo,
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ausando queda de pressao, ja durante o empacotamento. . Além
dos restritores, os autores empregaramn também pré . e péswcolg
nas. Foram feitas comparagoes entre colunas empacotadas sem e
éom Os restritores de diferentes tamanhos. Os testes mostra-
ram que o método proposto para o empacotamento produziu colu~
nas que, praticamente, mantiveram a eficiéncia (H ~ 3dp) quan-—

do acopladas, além de apresentarem excelente estabilidade.

Outros métodos surgiram na literatura, no en

tanto, nenhuma novidade foi apresentada, apenas modificagces

das técnicas de densidade balanceada e/ou viscosidade, empre-

gando complexas misturas de solventes /104/.

Majors /105/ publicou uma revista sobre méto-
dos de empacotamento onde ressalta as confusdes e contradigdes

encontradas.

Nos Gltimos anos poucos trabalhos sobre o em
pacotamento de colunas convencionais tém sido publicados. Apa
rentemente os pesquisadores se desanimaram diante de tantas di

ficuldades e controvérsias.

Em 1987, Verzele et al /8/ publicaram‘um arti
go onde apresentam uma andlise dos resultados médios  obtidos
com um grande nimero de colunas fabricadas para venda, ~ por
RSL-Alltech, na Bélgica, durante dois meses. Apenas os valo-
res classificados de "aceitaveis ou muito bons" foram conside-
rados. A tabela II.1.I resume os resultados alcangados néssa

pesguisa pelos autores.

Os autores verificaram que particulas irregu-
lares de 10um dao maiores niimeros de pratos que as de forma es

férica de mesmo dp, e gque 0 inverso ocorre com as de Sum, ou
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seja, N para particulas esféricas & maior que N para as irrequ

lares.
O estudo com diversos dp revelou que a curva

h x d? apresenta um minimo e este ponto depende da forma das
particulas. Finalmente os autores sugeriram técnicas de empa-~
cotamento ascendentes e solventes de baixa viscosidade para

particulas com dilmetro muito,pequenos.

Tabela II.1.I -~ Nimeros de Pratos Médio das Melhores Colunas

Fabricadas por RSL, Alltech, Durante dois Me

ses, Conforme Ref. /8/.

Eficiéncia, N/m, em Relagdo ao Pireno¥*

Forma dasg Suporte para d_ = 5um d_ = 10um
‘Particulas a FEQL-ODS p ' p.

RoSil 93000 38000

Spherisorb 92000 39000
Esféerica

Hypersil 82000 36000

Nucleosil 74000 37000

Partisil 58500 35000

RSil ' 58000 : 42000
Irregular

LiChrosorb 49000 , 29000

* kKt o 5; rase Mdvel: ACN/H,0(75/25) & Velocidade Linear Otima
/8/.
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2. "MICROCOLUNAS"

A cromatografia ligquida (CL) é atualmente,
uma técnica bem fundamentada. A instrumentagéc- empregada vem
sofrendo profundas modificagCes, nao sO com relagdoc 3 automacao
mas, principalmente, no sentido de torna-la uma técnica mais
rapida e mais econdmica, sem, contudo, reduzir sua eficiénciaf
ou resolugao. Para alcangar tal meta, necessita-sede n3o apenas

uma instrumentagaootimizada, mas tambémde colunas cromatogrificas
- com performance adequada. Até ha pouco tempo, a teoria cromato

grifica tratava apenas do efeito do comprimento da coluna e do
didmetro da particula sobre a sua eficiéncia. Trabalhos mais

recentes tém ressaltado a importdncia do didmetro das colunas.

Horvath et al/106/ foram os primeiros pesquisa
.dores a empregar, em 1967, colunas empacotadas Com‘diémetro ne
nor que o convencional. Usaram tubos com diémetrd'interno de
lmm ou menos, empregando particulas peliculares(dp=50um), com
0 objetivo de separar misturas complexas, constituldas de nucleo
tideos, por CL, com velocidade, resolugac e sensibilidade simi-
lares as obtidas por cromatografia gasosa (CG). Obtiveram re
sultados promissores com um nimero de pratos tedricos lsuperior
a 1000 por coluna,quando o comum, na época, eram cerca de 200-
300 pratos. Deve-se ressaltar que estas mesmas colunas, | se
avaliadas com a instrumentagdo disponivel atualmente, teriam

fornecido cerca de 10 vezes mais pratos tedricos, pois os equi-

pamentos daquela época possulam alta dispersdo extracoluna, pa

rametro que sd veio & tona no final da década de 70.

Varios anos depois, em 1973, Wolf/107/ consta-
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tou que a eficiéncia da coluna diminui com a redugao do seu did
metro e estabeleceu que o menor didmetro priatico deveria ser
de Z2mm. O fenﬁmeqo observado ficou conhecido como "efeito das
paredes”. Sabe-se hoje que esta redugao evidenciada pof Wolf

deve-se ao aumento relativo da dispersao extracoluna.

Em 1976, Scott e Kucera ,/lO&Aestudandc as pro
priedades de exclusao da silica gel, empregaram uma coluna de
10m de comprimento e com didmetro interno de lmm, empacotada

com'particulas de 20um de silica gel. Obtiveram 250 mil pratos
tedricos. Este valor, comparado aos obtidos até entdo, mesmo

para colunas gonvencionais, era bastante elevado, e fez com que
o interesse dos pesquisadores se voltasse para a reduggo do dia
. metro das colunas. Embora este nio tivesse sido um traba
lho onde a preocupagdo maior fosse a variacao do diametro das
colunas, ele contribuiu muito para mudar a diregao das pesqui~

sas.

Logo depois Ishi e col. /109/ publicaram uma
técnica para a "miniaturizacgao™ da HPLC, introduzindo o‘ termo
‘Micro-HPLC". Os autores ressalﬁam neste artigo, além do méto-
do de empacotamento a selegdo do material usado, a prepéragéo
de celas de detecgao para microfluxo, a adequacao do sistema de
deteccgao, a metodologia de vazao reduzida, a injegdo de microvo
lumes de amostras e a realizagao de eluigoes por gradiente. Os
. autores discutem ainda a teoria do "espalhamento" dos componen-—
tes da amostra nos‘tubos conectores, Na parte experimental fo
ram usadas colunas de (50-300) x 0,5mm, preparadas pela técnica
de suspensao, com tubos de PTFE de comprimento varias vezes maior

gde o necessario, posteriormente cortados. A fase esta-
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cionaria foi suspensa em um solvente adequado e colocada em um
pequeno frasco. Congctou«seuma.seringavedada.fortemente ac ar
("air-tight"), Omnceréa.déQSOuﬂ, d& coluna vazia que foi en-
chida com o solvente da suspensaa. A seguir, a se-
ringa foi mérgulhada na suspensao gue por sua vez foi "aspira-
da" até a extremidade superior da coluna, através de operacio
manual ou elétrica do pistdo da seringa. Tampou-se a extremi
dade inferior da coluna com pequena quantidade de la de quart

20 (menos que 2mm) para evitar a saida da fase estacioniria ,

e acionou-se o émbolo da seringa para forgar_a saida do sol-
vente. Com este procedimento foi dbtido um leito denso e homo
géneo da fase estacioniria no interior da coluna. Este metodo
produziu colunas com boa razao de empacotamento (60 particulas:
40 vacancias). A semitransparéncia do tubo de PTFE permitia
observar o aspecto do leito formado, é,nos casos de defeito, a
seringa era desconectada, enchida com solvente e regonectada a
coluna para fazer mais pressio. Apds o empacotamenfo,é coluna
foi cortada nos tamanhos necessiarios, e pequenos "plugs" de la
de quartzo foram colocados na sua extremidade superior deixan~
do um espago de 1 - 2cm para a conex3o ao tubo de saida da

fase movel.

Os autores consideram o método usado adequado
para a prepara¢ao de gquaisquer microcolunas cujoc volume sejaﬁ
cerca de 1 a 2% do volume das colunas convencionais, sendo tam
bem adequado paratubos de 0,25mm de didmetro interno. Na época
sabia-se que, quando o didmetro dacoluna &diminuido para valores
menores que lmm, hd um conseqgfiente aumento nos valores de H, chama
do "efeito das paredes"; Contudo, dadas as caracteristicas dos

tubos de PTFE, este efeito foi sensivelmente reduzido.
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Ainda éom reiagao aos experimentos de Ishi e
colaboradores foram preparadas colunas com particulas esféri
cas de silica (5um) e com particulas irregulares de silica qui
micamente ligada a ODS (30um). A coluna de fase reversa foi
avaliada com metanol/agua e mistura de teste constitulda de
hidrocarbonetos aromdticos. A detecg@o foi feita no UV-250nm,
fornecendo valores de H entre 0,4-0,8mm. O melhor ‘volume de
injegao foi 0,2uf. Para colunas de 150 x 0,5mm empregou-se
uma vazao de 8uf/min, gasﬁando-se cerca de 200uf da fase mdvel

para a eluigdo dos hidrocarbonetos aromiticos (Benzeno/naftale

no/bifenila e antraceno), com razoivel resolugao, em 20 min, &

temperatura de 15°C. 0 artigo n3o cita a pressdo de operagio.

Os autores determinaram também a dispersao do
sistema cromatografico construido, obtendo valores menores que
0,5uf para a dispersao dos tubos conectores, valores estes con
siderados bem pequenos, se comparados com a dispersao total dé
pico (alguns uf em "Micro-HPLC"), passivel de ser negligenci-

ada.

Tsuda e Novotny /72/ estudaram um novo tipo de
coluna, por analogia & CG, ao qual chamaram de "coluna microca
pilar empacotada", com comprimento variando de 3 a-40m, e com
didmetro interno entre 50 e 250um. Empregaram também  varios
diametros de particulas de 10 a 100pm. Constataram gque h3 uma
razao Otima entre o didmetro interno da coluna e o difmetro da
particula, cujo valor & 2. Verificaram ainda qué a altura do
prato H diminui significativamente com a redugdo do difmetro
da particula. Para colunas com diametro de 70um, empacotadas com

particulas de 30um usou-se uma vazao da ordem de 10ué/min, obtendo
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se valores de H em torno de 100um, e curvas H versus v com mi-
nimos achatados, permitindo uma razoavel faixa Util da vaz3io.

Os autores nao conseguiram preparar colunas com particulas meno-
res, reésaltandozaﬁecessidade¢&3desenvolvimenbade uma tecﬁdlg
kgia de empacotamento, por via Umida, para particulas com diamg
tros ‘menores. 'Discutiram ainda as dificuldades -enfren-
tadas perante a CL, lembrando a alta resolucao, rapidez e ele-
vada sensibiiidade da CG. Concluiram gue era necesséaria uma
instrumenﬁagao adequada, permitindo maior pressao e menor dis-

persao, em particular, celas de detecgao com volume menor; e

que para aumentar a resoiugao, as colunas deveriam sér | ainda
mais longas. 'No entanto, a técnica revelava-se promissora, per
nitindo a combinagac com a espectrometria de massa, em fungao
éa baixa vazao empregada. Os aﬁtores empregaram apenas alumi-
na como adsorvente (CLS), recomendando o uso de outras fases es
tacionérias, inclusive as quimicamente ligadas, que ja cémega—

vam a surgir na época.

Em 1978, Tackeuchi /110/, sugeriu o uso do es
pectrdmetro de massa como sistema de deteccdo para a  "Micro-
HPLC", visando & possibilidade do acoplamento direto "on line",
o que até entdo era impossivel, dado o grande volume de fase

movel empregado na HPC convencional.

Em 1979, Guiochon 111/ publicou uma extensa
discussao tedrica relacionada & otimizagdo dos pardmetros cro
matograficos envolvidos na preparagio e operagao de colunas pa
ra HPLC. Nesse trabalho, o autor cita.asdificuldades‘relacio—
nadas a tecnologia das colunas de uma maneira geral, principal

mente o uso de pressoes elevadas. Salienta as vantagens das
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‘colunas "microbore", apésar das limitagoes relativas ao espalha
mento da banda por fontes extracolunas. Conclui que muitas di
ficuldades tecnoldgicas devem ser vencidas antes gue as colunas
capilares, ou capilares empacotadas, possam competir com as co-
‘lunas empacotadas convenvionais (segundo o autor, mais uma vez

evidencia~se a superioridade da CG, por ser muito mais rapi-

da e poderosa que a CL). Guiochon discute ainda os resulta
dos experimentais obtidos por Scott e Kucera /62/ e externa
suas davidas com relagdo a gualguer sucesso relacionado &  "Mi

cro-HPLC" num futuro prdximo, exaltando sempre as vantagens da

CG.

Scott e Kucera /62/, mno artigo citado pox
Guiochon /111/ mostraram a possibilidade de preparacdc de “micfo—
colunas” acopladas com 750 mil pratos teéricos, embora - em
seus experimentos tivessem usado pressao altissima e longos tem
pos de analise. Sugerem a construgao de um sistema de injegao
de baixo volume morto e de uma cela de detecgao com volume de

1pl.

Em outro trabalho, publicado em 1979, Scott e
Kucera‘/112/descreveramznnsistemacﬁégradiente para uso com colu
nas "microbore" e ressaltam as vantagens da alta sensibilidade
das colunas empregadas na analise de amostras bioldgicas e sepa
ragao de compostos com baixa massa molecular, contidos no san-

‘gue.

Em 1980, Tesarick /11¥ publicou um artigo so
bre colunas capilares de vidro, com didmetro interno de 30 a
200um para HPLC, com base no conhecimento tedrico e pritico da

~CG. O autor empregou soclugoes de amdnia e hidrédxido de tetra-



~44-

metilamdnio para o_tratamentO'de vidro, obtendo uma camada de
silica gel de espessura de 0,3 a 50um, o qué tornou o capilar
de vidro adequado ao emprego como fase estacionérié de silica}
ou ao trafamento subseqgliente, para fixagao de grﬁpos organicos
como fases guimicamente ligadas. Em outra publicacao, Tesarick

e col./ll4/estudaram as propriedades destas colunas.

Hermansson /115/descreveu métodos para a cons-
trugao de microcclunas e "miniaturizagao" do sistema cromato-
grafico, enumerando as vantagens de colunas de dildmetro reduzi
do (vlmm) e comparando-as &s convencionais de (100-300) x
(3-5)mm. O autor'destaca a redugao, de cerca de 20 vezes, na
quantidade de fase estacionaria, bem como a enorme economia de
fase movel. Enfétiza.nﬁosdﬂaelevada.sensibilidadede deteccao, a
melhor resolugao, como també&m a influéncia do volume da amostra
na eficiéncia da separagdo. As colunas empregadas no trabalho
experimental por ele realizado eram de 100 ou 200mm de compri-
mento, e difdmetro interno de 1,0 e 1,6mnm, de aco inoxidavel 316,
tendo sido empacotadas pela técnica de suspensido com densidade
equilibrada /84/, rapidaménte descrita a seguir. A fase esta-
ciondria empregada foi LiChrosorb RP 18,5um), em uma mistura
de tetracloreto de carbono: dioxano:tetrabronmoetano (15335:13L
cuja suspensac apresentou densidade 1,52g/cm®. A suspensao
foi agitada noultra-som poér 5 min e transferida para um réser-
vatdorio de 50 x 4,5mm, acoplado & coluna de lmm, e comprimento
de 100 a 300mm, atraveés de um conector de baixo volume morto.
O reservatdrio, por sua vez, foi 1igado a uma bomba (Waters, mo
delo 6000), e o empacotamento foi feito a 34MPa (4860 psi).
_Produziram—se colunas de 100 x 1,0mm, com valores de H da

ordem de 25um para solutos com valores de k' superiores a 35,
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na menor velocidade linear empregada, 0,27mm/s, ao ser usada

cela de detecgao com volume de 0,67mm® (0,67ul).

Ishii e Takeuchi /11¢ investigaram o efeito
do material empregado nos tubos, sobre a "performance" de "ul~
tramicrocolunas" (3-10cm x 0,12~0,15mm) e verificaram gue as
colunas de vidro "pirex" possulam maior eficiéhcia, mas eram
frageis e de dificil manipulagao. Por outro lado, jé se acha
vam disponiveis, comercialmente, tubos de silica fundida, fle

xiveis e mecanicamente resistentes, além de apresentarem uma
superficie inerte, possibilitando seu uso na preparagao de co

lunas na "Micro-HPLC".

Em 1980, Scott /117/ publicou um interessante
‘aftigo, mostrando as vantagens da "coluna analltica do futuro".
Devido ao fato de as colunas "microbore" serem operadas a vazdes
sigﬁificativamentelﬂaisbaixas gue as das colunas convencionaia

observam~-se as seguintes vantagens:

1. A velocidade linear de fase mdvel & rela-
tivamente alta a vazoes razoavelmente baixas, permitindo gran

des velocidades de separacdo;

2. O baixo consumo de solvente torna as colu

nas "microbore" muito econdmicas;

3. Com a redugao do didmetro das colunas, o
volume do pico se reduz proporcionalmente, aumentando a sensi-
bilidade de detecgao, isto &, pode-se injetar uma ' quantidade
muito mwnor de amostra e obter-se resposta razoivel. Este de-
talhe & de grande importincia quando se trabalha com guantida-

des limitadas de material, como, por exemplo, nos casos de amos
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tras bioldgicas.

o auﬁor faz notar a importadncia do controle
de dispersao extracoluna, descrevendo um sistema cromatografi-
co adequado ao uso,com colunas de difmetro reduzido. Aconse
“lha métodos comuns de empacotamento para as colunas "microborey
porém a pressdes maiores que 100MPa (cerca de 15000 psi), usan
do a técnica de "densidade eqguilibrada" (25% de glicerol em me

tanol).
Scott verificou que, se os tubos fossem enrola

dos, o didmetro da espiral nao deveria ser inferior a l2em, e
que 6 ato de enroclar as colunas apds o empacotaﬁento causava
gueda no nimero de pratos tedricos da coluna. Além disso, co-
" Iunas enroladas apresentavam um- menorrnumero de pratos tedri-
COS. Notou que as colunas de até 25cm de comprlmento erammais
facilmente empacotadas, podendo atingir até 10 mil pratos.

Dos diametros empregados, 1,27, 1,02 e 0,76mm, com comprimen-
to de 1Im e silica gel como fase estaciondria, as colunas de
1,02nm de diametro interno foram as que produziram menofes va-
lores de H. Diferentes diémetros de particulas foram emprega-
dos e as melhores colunas obtidas foram aquelas com particulas

de 20um.

No mesmo ano, Reese e Scott /63/ publicaram
um artigo discutindo teoricamente os fatorés que determiﬁam o
comprimento e o ralo de uma coluna cromatografica. Mostraram
que para um dado valor de H e k', & velocidade Otima da  fase
movel, o comprimento da coluna, L, & determinado peloc fator de
seletividade, o, das espécies a serem separadas, enguanto que

0 raio da coluna, Pc' depende tanto de o gquanto da variancia
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2

sist,+ Assim, o raio da coluna & o parametro

extracoluna, o
usado para compensar as deficidncias do equipamento e, ao mes-
.mo tempo, controlar a sensibilidade de massa e economia de sd;
vente. Examinando trés cromatégrafos‘comerciais, verificaram
que, em todos oscasos, a varidncia do sistema era elevada, e
gue o eguipamento era completamente_inadequado a0 uso com colu
nas "microbore", sendoc também insatisfatérib para uso com colu
nas convencionais de 4,6mm, quando soclutos com valores de k'me

nores que 2 eram empregados. Os autores entao sugeriram mu

dangas no equipamento cromatografico para reduzir a varidncia

extracoluna a cerca de 0,2p£?%, tornando-o adequado ac uso com

colunas de 0,5mm de didmetro interno, aumentando a sensibilida

de de massa e, ao mesmo tempo, reduzindo o consumo de solvente.

0 artigo & muito bom do ponto de vista tedri-
co, por abordar gquestoes de grande importancia, é discutir com
detalhes a dispersao e a varidncia cromatogridfica. No entanto,
a parte pratica & pouca clara, jique mostravalores gue nio cor
respondem aos graficos aprésentados, além de fazer uma enorme
confusao com relacdo as uﬁidades. Conforme observagao dos au
tores, uma coluna de Im x 0,5mm, com 40 mil pratos. tedricos re
guer uma varifincia extracoluna de 0,2u£2 ou menos, para atin-
gir 90% de eficiéncia; com um componente com valor de k' igual
a l. A simples redugao do volume da cela de detecgao nao re

-so0lve o problema da dispersao extracoluna, sendo necessirio tam

bém reduzir a um minimo as dispersdes nos tubos conectores, £il

tros e sistemas de injegéo, para se conseguir uma performance

otima. Uma vez solucionados os problemas da dispersio extraco

2

cist, € 0,2ul?), torna-se pratico o emprego de colu-

luna, (o

nas capilares empacotadas (di = 70um), ou até mesmo de tubos
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abertos revestidos. O émprego de colunas "microbore" empacota
das com particulas de 8-10um fornece altura de prato reduzida,
h, de 3,2 vezes o didmetro da particula, 3 velocidade Stima de
1,5mm/s. Particulas com didmetro menor poderiwnfornecermaioi
eficiéncia absoluta, mas seu uso ainda ndo foi possivel devido
a& reduzida variadncia da banda, necessitando equipamento com
baixissima dispersao.

A

Takeuchi e Ishii/118/ publicaram um outro ar

tigo, desta vez descrevendo a aplicacac de "microcolunas fle-
xiveis" empacotadas na CL, e sua ‘'performance cromatografica,

O material dos tubos achava-se disponivel no mercado e ja era
empregado na'época, na CG. A tecnica de empacotamento usada
assemelhava-se d& empregada pelos autores em trabalhos anterio-
res /11GH Tubos de silica fundida de (50-300) x 0,25mm foram
empregados para © empacdtam@nto, usando silica ligada quimica-
mente a dDS, com particulas de 5um. Tubos de PTFE, com didme-
tro igual ao da coluna empacotada, foram conectados em ambas
as extremidades da coluna, sendo inserida 13 de quaftzo em uma

delas.

A fase estacionérié foi dispersa em acetoni-
trila, por vibracgao ultra-sdnica, aspirada, a seguir, para o
interior do tubo de PTFE, e depois forgada a entrar no tubo de
silica fuﬁdida. Este procedimento foi realizado com uma serin
. ga do tipo "air-tight", acoplada a um "micro-feeder". BApds 6
empacotamento, a extremidade aberta da coluna foi preenchida
com 13 de quartzo, para evitar "sangramentos" da fase estacio-
naria. O uso de menos que lmm de 13 de quartzo fez com que o

espalhamento da banda fosse reduzido. As melhores colunas ob-

tidas tinham 100 x 25mm valores de H em torno de 13wl4ym, e
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cercﬁ de 74 mil pratos feéricﬁs por metro, o que & perfeitamen
te comparavel &s colunas convencionais. As colunas menores
gue 50mm apresentaram menor eficiéncia, prdvavelmente devido a
efeitos extracoluna, e as maiores que 300mm tambdm nio tiveram
boa performance , certamente devido 3 ndo uniformidade no lei
to, pela dificuldade de empacotamento de colunas muito longas
e alta queda de pressdo. A vazdo G6tima para as colunas de
1l0cm £oi da ordem de 2ul/min, e o volume de injegac foi o me
nor possivel, ficando em £o:no de algumas dezenas de  nanoli-

tros.

Em 1981, Guiochon /119 / publicou outro artigo,
fazendo comparagOes entre HPLC convencional e "Micro-HPLC".
Neste trabalho,destaca-se o fato de que colunas empacotadas 'e
capilares do mesmo comprimento d3do aproximadamente o mesmo nii
mero de pratos e gastam o mesmo tempo de anilise, quande o dia
metro das particulas na coluna empacotada € metade do diémetré
das colunas capilares e ambas sao operadas 3 vazio otima. Pa
ra que as capiiargs possam competir com as convencionais, seu
didmetro déve ser de apenas alguns micrdmetros. Mais uma vez
Guiochon mostra-se cético com relagao a qualquer sucesso da "Mi
cro-HPLC" e ressalta a enorme dificuldade técnica a ser venci
da para se conseguir alta eficiéncia. Para o, autor, a maior
permeabilidade da coluna capilar de tubo aberto nfio fagz com
. que a "Micro-HPLC" se torne mais rapida a ponto de competizrcoé

a CG com colunas capilares, dada a negligenciavel compressibi-

lidade dos liquidos.

Nao sb os americanos e japoneses mostraram

grande interesse na "Micro-HPLC"; també&m os chineses preocupa-

|
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ram-se com as colunas de pequenos didmetros.

Peichang Lu e col. /120/, ja conhecidos na area
de CG, publicaram um artigo sobre as relagOes entre eficiéncia
e comprimento das colunas cromatogrdficas, dando &nfase 3s co
lunas com pequeno diametro. As colunas de silica (5um) usadas
por eles foram adquiridas de um fabricante chinés. Colunas
de varios comprimentos (11 a 250mm) e didmetro interno de 2mm,
foram testadas. A fase mdvel empregada foi n-hexano, com va

zao em torno de 3uf/s (180uf/min). A intencdo dos autores foi

mostrar gue ha uma relacdo linear entre W e VRJE“e que, conse

glientemente, h é proporcional a /L/VR. 0 artigo & muito sucin
to; pouquissimas informagdes sio fornecidas com relagao aos pa
rametros escolhidos, e todas as refer@ncias citadas sao de au
tores chineses, em revistas a que nao temos acesso, com . exce

gao de uma que também ni3o elucida as dividas surgidas.

Em 1981, mais uma teﬁtativa de preparagido de
colunas microcapilares de tubo aberto foi feita por.Tsuda et
al/l2l/. Os autores empregaram vidros capilares previamenﬁetrg
‘tados com solugao alcalina sob pressdc. A superficie interna
medificada podé agir como adsorvente ou ser recoberta por uma
fase estaciondria liquida. Os autores efetuaram reacoes para
produzir duas diferentes fases estacionirias, uma de etilenoci
anidrina e outra de octadecilsilano. Os sistemas de injecao e
'detecgao foram modificados para reduzir o volume morto e, con-
segllentemente, a dispersio cromatografica. . Duas diferentes
celas de deteccac foram usadas, uma de 0,019uf eocutra de 0,17ul,
As colunas preparadas com etilenocianidrina apresentaram boa
resolugao para uma mistura de aminas aromdticas e valores de

H em torno de 20um para'os solutos com valores de k' proximos
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de 1, enquanto que'a coiuna,teétada com uma mistura de hidro-
carbonetos aromaticos, apesar de melhor resoluggo,‘mostrou va
nlores de H 10 vezes maiores gue os das primeiras colunas (H'®
200um) , para solutos com valores de k' proximos de 1. Os au-
tores concluiram que o procedimento de preparacgio dacoluna com

ODS deveria ser melhorado.

Kucera e Manius /122/ mostraram teoricamente
as possibilidades de se obteremcolunas de alta eficiéncia, atra

vés do acoplamento de varias colunas com di3metro interno de
Imm. Derivaram expressOes tedricas para a previsdo do maximo

nimerc de pratos tedricos e do nimero maximo de colunas que po
deriam ser acopladas sem perda da eficiéncia. Verificaram que
ha uma perda de 60% de eficiéncia em cada acoplamento de colu-
nas convencionais, enguanto que as colunas "microbore" tém sua
eficiéncia mantida e tambdm que, parase obteremsistemas com al
tissima resolugao, torna-se imperativo o emprego de colunas "mi

crobore". : Passando da teoria 3 pratica, os autores pre

pararam varias colunas de 250 x 4,6mm e de 500 x lmm com Zoxr
bax ODS, com particulas de didmetro mé&dio de 8um, empacota-

das segundo o procedimento descrito previamente /123y, Cada

coluna foi avaliada isoladamente. Para as colunas "microbore”,
o volume da cela emprégada na deteccao foi de 0,5uf, enqqanto
gue para as convencionais'empregou—se cela de 8uf. Todas as
. colunas foram operadas a mesma velocidade linear, 0,07cm/s, o
que corresponde a uma vazao de 30pf/min, para as "microbore" e
0,5uf/min, para as convencionais. Os dados foram processados
num sistema de computacaoc. Uma mistura de 10 alquilbenzends '
com vaiores de k' entre 0 e 6, foi utilizada para a avaliacao

das colunas, tendo sido determinada a eficiéncia média para os
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10 solutos. Dentre as "microbore"” foram selecionadas 9 colu—
nas com um nimero minimo de pratos em torno de 15000 por colu-
na, enquanto que,dentre as convencionais foramdesprezadas ague

las com menos de 8000 pratos por coluna.

A tabela II.2.I resume os resultados conse-

guidos pelos autores.

Tabela II.2.I - Comparagdo entre os Resultados Experimentais

Obtidos com as Diferentes Colunas.

Coluna L (cm) N*
500 x lmm : 50 15.400
150 47.420
300 92.800
450 139.060
250 x 4,6mm 25 8.350
50 11.830
100 16.690
150 19.500

Condigoes: Metanol/agua (85/15): velocidade linear 0,07cmks ;
volume de amostra 0,5 ou 5uf; 254nm; Zorbax ODS.

N* = nimero de pratos médio para todos os solutos
com valores de k' entre 0 a 5.
Como pode ser observado na tabela, o acopla

mento das colunas "microbore" produziu longas colunas com efi-

ciéncia igual a4 soma das varias colunas conectadas, o que nao
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ocorreu para as colunas convencionais.

Kucera e Manius mostraram ainda as aplicagoes
das colunas acopladas, com 230 mil pratos tedricos, operadas i
velocidade linear proxima da Otima (u = 0,2mm/s), na separagdo
‘de isdtopos, com resolugio muito boa, além de um cromgtograma
onde sao observados mais de 100 picos dos componentes de um
dleo de pinho separados i vazdo de 30uf/min, num périodo de

17 horas.
Ishii e Takeuchi /l24/continuaram a pesquisa

com tubos flexiveis de silica fundida, acoplando varias colu-
nas de 200mm de comprimento, empacotadas pelo método anterior-
mente descrito /118/. Os autores empregaram colunas com difdme-
fro interno de 0,25mm para fase'reversa e 0,35mm para permea=-
¢ao em gel, todas com particulas de 5um de dilmetro. O acopla
menio das colunas foi feito com tubos conectores de ago inoxi-
davel de 0,13mm de didmetro interno e 4-5cm de comprimento, en
cerrando um volume de 0,05-0,06uf. As colunas empacotadas com
silica quimicamente ligada a ODS apresentaram, em geral, cerca
dellQndJ.pratos tedricos (H ~ 14-19um), com desvio relativo _ de
9% para 10 colunas avaliadas, resultado este considerado bom.
0 acoplamento de até 3 colunas de 20cm de silica-ODS mostrou-
se linear, ou seja, o mesmo valor de H foi obtido para 1, 2 ou
3 ccolunas acopladas, indicando que a dispeﬁséo extracoluné. foi
'negliéenciével. A efici&ncia das colunas de silica-ODS foi de
terminada usando-se hidrocarhonetos aromaticos como mistura de
teste, acetonitrila—égué (7:3) como fase mOvel, e vazio da or-

dem de luf/min.

A eficiéncia das colunas de permeacdo em gel
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foi determinada por meib de uﬁa mistura de teste de hidrocarbo
netos aromaticos e ftalatos. Como fase mbvel foi usado o te-
.tra—hidrofurano. Cbhservou-se um pequeno aesviorda 1inearidade
com o aumento do numero de pratos com o comprimento da coluna.
Cerca de 100.000 pratos tedricos foram obtidos para dimetil-

ftalato, com uma coluna de 140cm de comprimento (tR = 80 min).

Em 1982, Krien et al /125/ publicaram um arti-
go falando das vantagens das colunas "microbore" empacotadas ,

“de lmm de didmetro interno, vantagens estas devidas i possibi-
lidade de acoplamento direto a espectrdmetros de massa, em fun

gao do pequeno volume que flui da coluna em'vazéé da ordem de
poucos uf/min. 0 artigo ressalta a importancia do desenvolvi-
mento de novas interfaces "LC-MS". e menciona a possibilidade
de detecgao direta a nivel de tragos (10pg) para amostras bio-
1ogicas, em tempos de anidlise similares 3 CL cohvgncional. A
elevada eficiéncia conseguida torna a técnica extremamente sen
sivel, possibilitando a injecdo de pequeno volume e anilise de
amostras em quantidade limitada, como nos casos de soro sanglhi

neo e extratos de insetos.

Novotny e McGuffin /73/ apresentaram uma dis-
cussao tedrica sobre a contribuicido do sistema de injecao para
o alargamento da banda e calcularam o maximo volume de injecao

permitido para causar uma contribuicao maxima de 5% na varién-

‘cia do pico. Os sistemas de injegao disponiveis no mercado
eram adequados as colunas convencionais (vol. mix. = 17uf) e
ainda 3s colunas "microbore" (vol. max. = 1l,6ul), mas para as

colunas capilares empacotadas e de tubo aberto era necessario

- um novo sistema de injegao. Assim, os autores propuseram a
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‘constfugéo de um sistemé capéz de fornecer volume pequeno, de
apenas 1lnl, a partir de componentes disponiveis. O sistema de
veria, segundo eles, ser automatizado, para melhorar a preci-
sao e simplificar as aplicagoes rotineiras. A técnica propos-—
ta oferece vantagens sobre as existentes, pois tanto serve éé
colunas capilares quanto as de di@metro reduzido eas convencio

nais bastando um controle da vazao e do tempo de injecao.

A

Em 1984, Takeuchi e Ishii /143/ publicaram um

artigo que trata do desenvolvimento de uma instfumentagéo para
se consequir uma rapida "Micro-HPLC". Com base em seu proprio

trabalho anterior com colunas de silica fundida 118/ por meio
do qual os autores constataram que, para este tipo de coluna a
dependéncia de H com a velocidade linear era bastante reduzi&a,
eles escolheram o mesmo material para a confecgao das colunas,
dos tubos conectores e, inclusive, para a coﬁstrugéo da cela
de detecgdo. As colunas empacotadas tinham 100 e 50mm de com~
primento, com diametro interno de 0,34mm, ao ?asso que os tu-
bos conectores tipham 57um de diametro e comprimento minimiza
‘do para evitar o alargamenﬁo das bandas por efeitos extracolu-
na. Os volumeé da valvula injetora e da cela de detecgio fo
ram de 0,02 e 0,05uf, respectivamente. Os autores_conseguiraﬁ
assim, com o© equipamento otimizado e com colunas de 100x0,34mm
empacotadas com silica quimicamente ligada a ODS, com particu-
las de 3um de didmetro, a separagac de 14 hidrocarbonetos aro;
maticos em 4 minutos, 3 vazdo de 27uf/min. Colunas de 50 x
0,34mm, por sua vez, separaram 8 hidrocarbonetos aromaticos '
em 45 segundos, a vazdo de 32pf/min, ou uma mistura padrao de

cafeina, aspirina e fenacetina, em 30 segundos, a vazao de

51pd/min.
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Ainda em 1984, Menet et al /126/, publicaram
un trabalho muito interessante sobre colunas de diémetro redu-
zido. Estudaram o procedimento de empacotamento de colunas de
ago inoxidavel de 1lmm de difmetro interno, empregando fases es
“tacionarias de silica gel pura, e silica quimicamente ligada a
grupos octil, octadecil e amino. O trabalho discute oé princi
pais paradmetros do empacotamento de colunas,'tais como a compo
sigao da suspensido, o sistema de empacotamento e a selegcao do

material empregado na preparagac das colunas.

Na realizagdo das pesquisas experimentais, ob
servaram-se muitos detalhes e tomaram-se todas és precgugaes.
Por exemplo, para evitar perdas na compressibilidade do solven
- te durante o empacotamento, o reservatdrio da suspensdo foi co
locadd bem prdéximo da bomba, com o minimo volume morﬁo possi-
vel; Apds a montagem da bomba, foram feitos testes com mistu-
ra de etanol/agua (95/5), degaseificada, para verificar possi-
veis vazamentos. Para a préparag&o da suspensaoc, 0s  autores
optaram por iodeto de metila, um solvente de alta densidade

(d=2,3g/mf) e baixa viscosidade (n = 4.107%

Pa.s.). A alta den
sidade visa minimizar a velocidade de sedimentagido (Lei de
Stokes), uma vez que a densidade do material de empacotamento
€ similar. A baixa viscosidade & relacionada & maior facilida
de da suspensac em fluir corretamente do reservatdrio ao inte-
-rior da coluna. O reservatdrio foi construido de aco inoxida-
vel com comprimentb de 80cm e diametro interno de 8mm. Os au
tores concluiram que had um 3ngulo ideal para o redutor cdnico

acoplado entre o reservatorio (di = 8mm) e a coluna empacotada

(d; = lmm). Por analogia ao fluxo dindmico, viram que ha um
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"meiOQangulo"étimo} em'tofné.de 70, para um fluxo de perfil
homogéneo, sem aglomerag¢des. Conclulram ainda que formas in
ternas com arestas devem ser evitadas. Para o empacotamento
de colunas de 1lm de comprimento, a suspensao foi preparada a
partir de 0,59 de fase estacionaria e 30mf de iodeto de metila
e homogeneizada, durante 15min, em um banho de ultra-som. A
suspensao foi transferida para o reservatdrio, a banda foi 1i
gada e & pressao foi aumentada, t3o rapidamente guanto possi-

vel para cerca de 180 MPa (v 26000 psi), assim permanecendo du

rante 2 horas. O solvente propulsor foi etanol/agua (95/5).

Apds a pressao ter voltado a zero, as colunas foram desconecta
das. Para a évaliagéo das colunas foram empregadas duas bom
bas, uma de pistao e outra tipo seringa de injecao com "loops"
intérnos de 0,5 e 1uf. Foram usados diferentes detectoreg: um
espectrofotométrico com cela de 0,5uf e outro refratométrico
com cela de 10ul. Para a cromatografia de adsorcao, a mistura
de teste foi constituida de tolueno, nitrobenzeno, 1,3-dinitro
benzeno, metilbenzoato e acetofenona (k' entre 0 e 5); e a fa
se mdvel foi diclorometano saturado com 200ppm de agua.

Para a fase revepsa foli empregada uma mistura de benzeno, naf-
taleno, fenantreno e antraceno (k' entre 0 e 3), com acetoni-
trila/agua (75/25) usada como fase mdvel. Os crométogramas ob
tidos para as misturas de teste mostraram picés com excelente
simetria, e a eficifncia foi calculadausando-se a largura da ban’
da a meia‘altura do pico. Colunas empacotadas com silica (7~
8um) deram hmin = 3 3 Verima = 1r7- Os quatro componentes da
mistura apresentaram praticamente os mesmos valorea de N (v 40

mil, indicando serem negligenciiveis os efeitos extracoluna) .

As fases quimicamente ligadas, NH, e Cg(7-8um),
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produziram colunas com hmin eﬁ torno de 4, e as colunas prepa-
radas com C18 (1lOum) deram hmin % 3. para a cromatografia de
adsorg¢ao, 0s autores perceberam pouca dependéncia de h com
“v", acima da velocidade &tima, nao ocorrendo o mesmo para a
cromatografia com fase normal ou reversa. Testes realizados
com diferentes temperaturas mostraram um aumento de h com a
temperatura na regiao prdoxima da velocidade linear Otima. 0

procedimento de empacotamento empregado era adequado & prepara

¢ao de colunas "microbore" com até lm de comprimento. As colu
nas mostravam-se estaveis com o tempo e podiam ser operadas se

equipamentos adeqﬁados estivessemdisponiveis. Podiam, alédm dis
so, ser acopladas, sem qualquer perda de eficiéncia, para uso
con misturas complexas. Foram conseguidos 270.000 pratos ted-
ricos pelo acoplamento de seis colunas de 1lm de comprimento ,
com nimero de pratos entre 40 e 50 mil, para cada coluna. Por
outro lado, se separagoes rapidas fossem necessérias, poder-se
iam empregar colunas curtas (10 cm), & vazdo similar & da
cromatografia convencional (aproximadamente lml/min), com exce
lentes resultados. AcoPléndo duas colunas, os autores conse-
guiram a separagao de uma mistura complexa de poliestireno, em
pouco mais de- 1 hora, & vazao de 50uf/min. Obtiveram, ainda,

a separagaoc de fracoes do petrdleo, com excelente seletividade,

e detecgao por indice de refragao.

Novotny e co0l./127/ publicaram um trabalho a
respeito da separagao de fragOes poliaromidticas neutras, n3o
volateis, usando CL com "micro-colunas". Em suas experién-
cias, demonstraram que colunas com eficiéncia superior a 200
mil pratos tedricog eram capazes de resolver mais de 170 picos.

A caracterizacao dos compostos foi feita por espectrometria de
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massa, indicando a presenga de numerosos isOmeros de compos-
tos policiclicos com estruturas contendo de 5 a 9 anéis. A

mesma separacao nao fol possivel com colunas convencionais.

Tsuda e col./128/ estudaram a relagac  didme
tro da coluna/diametro da particula, dc/dp e observaram que
os valores ideais ficavam entre 3 e 6. As colunas com esses
valores apresentaram boa performance e resisténcia ao fluxo,'ﬁ :
entre 80 e 120. Quando silica gel, de 10um, foi usada como

material de empacotamento, tornou-se possivel produzir colunas mi

crocapilares empacotadas com razoes dc/dp entre 3 el2. Porém co
lunas com raz@es superiores a 10, embora empacotédas uniforme-
mente, naoc se mostraram estaveis. O método de empacotamento
usado foi o mesmo j& descrito anteriormente,por via seca /121/.
Os autores concluiram que microcolunas com didmetros superio
res a 0,lmm devem ser empacotadas pela técnica‘iasuspenséo/via
Umida. Colunas com dc/dp entre 3 e 6, mostraram-se duas vezes
melhores que aquelas com razdes entre 8 e 9, A micrografia
eletrdnica da secgado de choque das colunas mostrou que o empa-
cotamento foi homogéneo, é também gue algumas particulas de si
lica gel foram inseridas nas paredes do tubo de vidro microca-
pilar. A relagdo h x v para as colunas estudadas mostrou-sesi

milar a das colunas convencionais.

Mori e Suzuki /129/usaram a técnica de densi-
"dade balanceada para o empacotamento de colunas com diametro
interno de 1,5 e 1,8mm, com gel de poliestireno, de 1l0um de
didmetro. O solvente empregado para a suspensao foi uma mistu
ra de toluenc/clorofdrmio (52,7/47,3). Usou=se bomba de va

zdo constante, a 0,35m{/min. As colunas obtidas eram compard-
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veis ds de cromatografia por exclusdo (GPC) convencionais. Fo
ram obtidos 30 e 36 mil pratos tedricos por metro, para as co

‘lunas de 1;5 e 1,8mm de didmetro interno, respectivanmente.

Menet et al/130/ publicaram outro trabalho,
onde explicam como acoplaram 23 colunas de lm de comprimento e
imm de difmetro interno. As colunas de silica gel (7-8pm), fo
ram empacotadas e avaliadas pelo método descrito anteriormente
/126/. Para o acoplamento foram selecionadas apenas as .colu-
nas com mais de 40 mil pratos. As extremidades inferiores fo-

ram cortadas para eliminar "fincs" que orventura tivessemn
r r

]

se formado devido a alta pressao usada no empacotamento (180MPa),
aumentando a permeabilidade do sistema. Os autores obtiveram
uma coluna com 22m e 1 milhdo de pratos tedricos, a vazdes de

13-15uf/min e pressao de quase 10000 psi (60-70MPa).

Reed e Loscombe/131/ estudaram a preparagao e

a aplicagao de colunas gue eles chamaram de "semi-microbore"
'(di = 2mm). Empregaram particulas esféricas de 3 e S5um de si
lica guimicamente ligada a ODS. A técnica de empacotamento

baseou~se no deslocamento ascendente da suspensig com pressao de
350 bar (v 35MPa ~ 5000 psi), conforme descrito por Broguaire
/95/, usando metanol-isopropanol (50/50) como solvente, tanto
para a suspensao quanﬁo para a propulsao. Para comparagdo, fo
ram preparadas colunas cohvencionais de 250 x 5mm, com materi-
- al de fase reversa de 5um. Na avaliagao das colunas,os au

tores empregaram deteccao espectrofotométrica com trés diferen

tes celas, com volumes de .8, 2,5 e 0,5uf, e caminho dptico de
10, 3 e lmm, respectivamente. A valvula de injeg3o empregada

foi mantida com uma alga interna de 1lpf para a maioria dos



-61-

testes. Para testes de capacidade da coluna, usocu-se tam
bém, uma valvula com alg¢as externas de 20 e lGOﬁﬁ. Como fa
se movel, empregou-se uma mistura de metanol-agua (60/40) ,
sendo que a mistura de teste foi acetona, fenol, 4-metilfenol,

3,5-xilenol e anisol.

As colunas de 150 x 2mm empacotadas com parti
culas esféricas de silica quimicamente ligada a 0ODS, de 3 e 5um,

produziram altura de prato reduzido h de 3,8, correspondendo a

13 e 8 mil pratos respectivamente. Os valores médios do fator

de assimetria foram na faixa de 1,6 - 1,8 (os autores nao ex
plicam estes valores). As tentativas para empaéotar colunas
de 20 e 25cm (di = 2mm) com particulas de 3um nao obtiveram sE
cesso. Os autores concluiram gque particulas de 3um poderiam
ser empregadas para a preparacgao de colunas com alta : eficién
cia, pelo método convencional, desde que o comprimento da colu
na nao ultrapasse 150mm. A vazdo Stima para estas colunas si
tuava-se na faixa de 40 a 100pf/min, representando uma- .econo-
mia de solvente da ordem de 80% em relagao ds colunas de 5mm.

Ambas as cdlunas(di = 2 e 5mm} mostraram limites de deteccao
similares; contudo, quando a disponibilidade de amostra era um
fator limitante, as colunas de 2mm ofereciam vantagens, dada
a sua maior sensibilidade. Os autores nio foram muito enfati-
cos com relagao 3 variancia do sistema e apenas sugeriram o
-uso de um detector com cela de pequeno volume, recomendando -a
valvula de micro-injegdo. Finalmente os autores acoplaram du
as colunas de 150 x 2mm, tendo 14.300 e 11.900 pratos cada uma,
e conseguiram o incrivel valor de 28.300 pratos para o conjun-

. to, mesmo tendo usado um tubo conector de 50 x 0,15mm. Qutro
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detalhe interessante foi gue ﬁma coluna de 12.600 pratos per-
deu sua eficiéncia apds 100 injegdes, ocorrendo uma gueda ;sg
bita e_dféstica“ para 6.600 pratos. Contudo, apds algumas  in
jegOes, a coluna "inexplicavelmente" recuperou parte de -sua
 eficiéncia,apresentando €.000 pratos e assim, permaneceu du

rante o periodo de aplicacdo.de mais de 160 injegoes.

Unger e col. /132%/ estudéram o acoplamento de
colunas de 125 e 250 x 1,0 e 1,6mm, de acgo inoxidével, empacota
das pela técnica da suspensdao com particulas de 5 e 4um, de si
lica quimicamente ligada a grupos Cl18 e C8, irregulares e esfé-
ricaé; Os tubos empregados receberam um tratamento prévio ate
tornarem-se espelhados internamente. A suspensao foi éreparada
- eom uma mistura de parafina/tetracloréto de carbono (50/50), em
concehtragaes de 5> a 10%. O solvente propulsor foi h-heptano.
0 empacotamento foi feito uma vaz3o constante, e a pressio ma
Xima foi de 100MPa (v14.500 psi). As colunas foram ‘avaliadas
em um sistema crematografico modular, onde "loops" de 0,5, 1,0
e 5,0uf foram empregados. A detecgao foi feita em 2 tiﬁos . de
celas modificadas, com volumes de 0,2, 0,4 e 1,3uf. Para a mon
tagem das colunas, tambem foram ﬁsadas duas técnicas difefentes.
Cinco colunas foram acopladas, dando um comprimento total de
1250mm, empregando conexoes capilares de 60mm de comprimento.
As fases mOveis empregadas foram metanol/agua e acetonitrila /
. agua.  Os solutos de teste foram acetona, benéeno, tolueno, naf
taleno, bifenil,‘fiuoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno,
pireno e criseno. O numero de pratos foi calculado usando a
largura do pico a meia altura e o método do momento estatIstico.

Este método foi usado também para determinar a assimetria do pi
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co. Os autores concluifam qué a superficie interna do tubo &
um pardmetro de extrema importancia, e que a pressac de empaco
ntamento necessaria para produzir colunas eficientes e estéveis
& mais alta que a exigida para colunas capilares empacotadas.

Verificaram que nenhuma diferenga existe na "performance" de
colunas "microbore” empacotadas com particulas irregulares ou
esféricas de sllica de fase reversa. Constataram gue, como &
mais dificil empacotar colunas mais longas que 250mm, o acopla
mento & o @inico caminho para a obtengao de um maior niimero de

pratos. Nas condigGes empregadas, quando do acoplamento de 5

colunas, © volume‘extracoluna foi mantido em torno de 4ué, e
foram obtidos'de 100 mil a 120 mil pratos tedricos. Foi cons-
tatado gque um méior nimero de pratos poderia ser conseguido com
colunas mais longas, mas isto implicaria num aumento proporcio
nal do tempo de anadlise, e maiores vazoes criariam_ gradientes
de temperatura, prejudicando a performance das éolunas. Os
autores concluiram que volumes de injecao superiores a 2ul e
celas de fluxo com mais que luf contribuem para um significati-
vo aumento na dispersdo extracoluna, e devem ser evitados. O

fator de resisténcia ao fluxo das colunas, g, variou entre 600~

800, indicando boa permeabilidade.

Meyef et al /133/desenvolveram um procedimen-
to de empacotamento de colunas "microbore" de lmm de didmetro
.interno, usando particulas de 5um, irregulares, para cromato-
grafia com fase reversa, através de uma variagao  sistematica
das condigbes de empacotamento. Examinaram tanto a tdcnica de
pressao quanto a de vazio constante, e observaram, que o proce
cimento otimizado, a pressdo constante, produziu colunas com

menores valores de h, 2,7 t 0,15, para um finico lote do materi
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al empregado. ' As coiunés for&m construidas com tubos de  ago
inoxidavel, 316, de 1/16 x 0,04 polegadas (lmm de diametro ig
terno}. Os reservatérios da suspensao foram feitos com colu~
nas convencionais vazias, de 4,6mm de diametro interno,-e éom
25 e 50cm de comprimento. Os reagentes foram todos de grau
HPLC. Todos os experimentos foram feitos em duplicata, usando
sempre o mesmo tubo de 10cm de comprimento para reduzir as va
riaveis, até que este tubo apresentasse falhas, em geral apds

10-15 aplicagOes. As eficiénciasdas colunas assim preparadas
mostraram-se comparaveis. Fol empregada a técnica.de suspen-

sdo, tanto para pressao guanto para vazao constantes. O mate-
rial de empacétamento, apds agitagao vigorosa em varias quanti
~dades do solvente da suépansio,»foi agitado com ultra-som por
5 min. Um volume da suspensao, eguivalente a 100mg?ﬂ:material
de empacotamento, foi imediatamente transferido ao rese;vaté—
rio acoplado & coluna "microbore" vazia. O reservatdrio foi
completado com o solvente da suspensdo antes de sua conexao a
bomba. ‘O empacotamento foi processado até que 10mf do solven-
te tivesse sido coletado. Foram comparadas as técnicas ascen-
dente e descendente, nas mesmas condig¢des. O empacotamento no
sentido descendente produziu melhores colunas sendc o escolhi-
do para os demais testes. Varios solventes propulsores foram
experimentados. Metanol puro e mistura de metanol e agua (50/
50) produziram colunas com igual nimeroc de pratos, niimero es-
te maior que o registrado quando da utilizac¢dao dos demais sol-
ventes. Metanol foi, ent3o, escolhido para os trabalhos res-
tantes. A concentragao da suspensdo e a pressao do empacota-
mento também foram testadas e ficou estabelecido que 15.000psi

(105 MPa) seria a pressao maxima a ser empregada para suspen-
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soes mais concentradas;'porém; para suspensdes com 65mg/mé em
isopropanol, pressoes entre 7000 e 9000psi (49 e 63MPa) mostra
ram-se ideals. Para a preparacdao da suspensiao foram testados
isopropanol puro e mistura de tetracloreto de carbono/metanol
(95/5). Ambos produziram colunas com eficiéncia m&xima, porém

isopropanol o fez a menor pressio.

Para se conseguir eficientes colunas de
rl

250 x lmm, os autores sugeriram empacotamentos descendentes, &

pressao constante de 12000psi (84MPa), usando 3,8mf de suspen~

sao a concentracao de 65mg/m{ em alcool isopropilico, sequido
de cerca de 0,8mf do mesmo solvente, e metanol foiempregado co
mo solvente propulsor. Colunas de 10cm deveriam ser empacota-
das a 8000psi (56MPa}), e para colunas de 50cm deveriam ser ém

pregadas pressOCes da ordem de 15000psi (105MPa).

As colunas foram avaliadas em um cromatd-
grafo medular, onde a detecgao foi feita em cela de fluxo de
0,5uf e com constante de tempo de 0,050s obtida porlsubstitui-
gcao de resistoresldo circuito. As colunas foram adaptadas di-
retamente a cela de .fluxo. As injegoes foram feitas com "loop"
de 0,5uf. Como fase mdvel foi empregada uma solugido aquosa
de KH2P04 - lOlicontendo 48% de metanol. A mistura de teste
empregada constituiu-se de acido 2-ticbarbitiitico, fenol, ace-
tofenona, nitrobenzeno e metilbenzoato (k' entre 0,1 e 9,2).
Empregou-se vazaoc de 17puf/min (v * 10) e detecgao a 230nm. 0
nimero de pratos tedricos foi calculado usando a-largura do
pico a meia altura e a assimetria dos picos determinada a 10%

da altura. Coeficientes de Knox foram determinados em um mi

crocomputador. Para as colunas de 250 x lmm, a minima altura
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de prato réduzida foi dé 2,7 iAO,lS, a velocidade réduzida de
4,0. A assimetria média de pico, para benzoato de metila, féi
de 1,15 * 0,06. O fator de resisténcia ao fluxo, #, foi  de
690 + 74. As vériag5es na eficiéncia das colunas dentrb ae
um mesmo grupo de experimentos foram menores que 10%. Colunas
estocadas mostraram-se estiveis. Em condigoOes otimizadas, efi
cidncia maxima de 5000 e 15000 pratos tedricos foram obtidas

para colunas de 10 e 25cm, respectivamente.

Dezaro et al /66 publicaram um trabalho
com algoritmos para a "otimizagao do tempo deanalise em HPLC"
Para a realizagdo deste trabalho, os autores empregaram tubos
de ago inoxidavel de 1/16 pol (1,6mm)} de didmetro externo x Lmm
~de diametro interno de varios comprimentos. O menor COmprimen
‘to que pode ser usado para acoplar diretamente a valvula inje-
tora & cela de detecgao foi 3,6cm. As colunas foram empacota-
das com a técnica descendente a 10000-15000psi (70 a 105MPa).
O reservatdrio consistiu de um tubo de 100 x 4,6mm de ago ino-
xiddvel. A suspensio foi preparada com fase estacionaria gul
mica ligada (C8 e Cl18) a uma concentracgao de 65-100mg/mf em
isopropanol, e dispersa em banho de ultra-som. O solventeJ pro
pulsor foi metanol. Para a obtencao dos algoritmos foram con-
siderados a resclugdo, a performance da coluna, a variincia
extracoluna, © fator de capacidade e o comprimento da coluna.

- Para a determinagao da varidncia da coluna féram empregados o
segundo momento estatistico e a extrapolacdo ndo-linear a com-

primento nulo do tubo.

Os autores conseguiram uma redugio de 50%

no tempo de andlise de teofilina, através da aplicagdo do algo-
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ritmo, com corte da coluna (redugadao no comprimento) e empregan

do uma técnica de "superposigéo da injecao" (Bveplapping in-

jection technique).,

Naish et al /74/ descreveram adeterminagdo da
varidncia externa de sistemas "microbore", rapidos e convencio
nais de CL, pelo "método da coluna". A compatibilidade com as
relevantes tecnologias de coluna foi avaliada envolvendo a cdg
paragao entre as dispersCes interna e externa. A comparacao
entre cromatogramas de uma mistura de 8 componentes, em um gru
po de colunas de véarias dimensoes, mostrou a relacdo entre ve-
locidade, economia e sensibilidade obtida na pratica. Celas
com diferentes volumes foram empregadas no sistema de detecgao
e varios volumes de injecao também foram usados. 0 calculo
das variancias foi feito usando-se o segundo momento esta-
tistico, através da conexao de salda do detector a um  sistema
de computagao, aldm de um programa BASIC. Misturas de hidro-
carbonetos poliaromaticos foram empregadas nos testes, a va-
rias vazdes, e metanol/égué {(75/25) foi empregada como fase

movel.

Niessen et al /134/, preocupados, como a
maioria dos pesquisadores na area de colunas de diZmetro redu-
zido, publicaram um trabalho onde procuram otimizar a perfor-

mance da CL com colunas capilares, visando minimizar as par-

" tes externas gue causam alargamento dos picos. Para isto foi

feita uma avaliagao cuidadosa dos resultados . experimentais
através do modelo Gaussiano modificado exponencialmente, e com

paragao com as previsoes tebricas.

Em 1985, Gareil e Rosset /135/estudando o
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efeito do fluxo compleméntar (“make—up flow") sobre a varidn~
0
cia dévido ao sistema de detecgao concluiram que, & - medida
que a vazao aumenta, predominam as fontes de varidncia devi&o
&s contribuigdes do volume da cela de fluxo, dos tubos de en-
trada e do sistema eletrdnico do detector. Assim, com © uso
do fluxo auxiliar ou complementar, a diminuicao na variancia
era menor gue a esperada. Verificaram que 6 fluxo cauxiliar ;
era mais eficiente em detectores em que o tubo de entrada

e a constante de tempo eram menores, indicando que nao apenas

o volume da cela era importante.

' A maioria das publicagoes citadas n@sta_rg
visao bibliografica discute bastante a aplicabilidade das colu
nas "microbore", os requisitos instrumentais, os aspectos eco-
ndmicos e até mesmo as consideragOes tedricas. No entanto pou
ca informagdo foi encontrada com relagao & metodologia de empa
cotamento das colunas de pequeno didmetro. Em 1935, surgiu na
literatura um trabalho de Welling et al /136/ devotado & descri
¢do detalhada de um procedimento de preparagaoc de colunas de
1,2 - 1,5mm. Os autores éstudaram a influéncia da pressao e
da vazao de empacotamento, bem como do comprimento da coluna
sobre sua eficiéncia. O tempo de vida da coluna também foi es
tudado. Foram testados dois tipos de bombas para o empacota-
mento, uma de vazao constante (tipo seringa) e outra de pres

gsao constante. A técnica empregada para o empacotamento foi a

da suspensao. O material de empacotamento (300-400mg) foi ume
decido com 0,5m{ de metanol, e a suspensac preparada com 6,5mé

de tetraclorometano. Foram separados "finos e grossos” e a

suspensao transferida ao reservatdrio, que por sua vez foi aco
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plado & coluna. A proéulséio foi feita i vazao constante e a pres
530 maxima de 600 bar (60MPa) com metanol. ApOs passagem ‘de
um volume equivalente a 100 vezes o volume da coluna, a bomba
foi desligada. Foram esperados 30 min para a remogao aa coiu—
'na. Apds a colocagdo do filtro, a coluna foi fechada e condi-
cionada usando como fase mdvel metanol/dgua (8:2). A avalia-
gao foi feita com mistura de uracila (k' = 0) etolueno(k' = 2).
Os calculos foram processadds manualmente por medidas da largu
ra do picb no ponto de inflexao (0,607 da altura). A assime-

tria foi determinada a _1/10 da altura do pico. A estabilidade

da coluna foi testada i pressio de 50 bar (5MPa) e inje¢Ces de

20uf a cada 60s,.

Como os autores ndo dispunham de um equipa
mento com cela de baixa dispersio empregou-se um arﬁificio pa
ra reduzir o espalhamento da bomba. Aplicou-se um fluxo com
plementar(” make-up flow ")na saida da coluna, isto &, o eluato
foi continuamente misturado a um volume adicional da fase mo-
vel antes da entrada do detector, reduzindo o tempo de trans-
porte do pico da saida da coluna a cela de detecgao (os auto-
res nio citam o volume da cela). Com isto ocorreu uma reducio
na sensibilidade de massa, uma vez gue ¢ pico foi diluido, nio
invalidando, porém, a possibilidade de se obter resultados per
tinentes aos fendmenos de interesse. Testes realizados mostra
_ ram que o desvio padrao diminui com o aumenté do fluxo, atin-
gindo o valor de luf quando a razdao entre a vazio éomplementar
e a vazao normal & maior gue 20. O valor dé 1yl para o desvio
padrdo indica auséncia de dispersdo cromatogrdfica, ou seja, o
equipamento em questao & adequado ac usoc com colunas.de diame-

tro interno de 1,2 - 1,5mm empacotadas com particulas de 7-8um
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e testadas com,solﬁtos com k' v 1. Nestas condicoes, uma colu
na com H = 15um tem um desvic padrio de 3,5ﬁ£. Assim, um des-
.vio externo de lﬁﬂ acarretaria um erro sistematico de 4%, ds
autores nado constataram diferencas na eficiéncia das  colunas
empacotadas com bombas tipo seringa ou membrana. Concluiram
que vazbes muito baixas para o empacotamento causam perdas, e
vazoes muito altas provocam guebras no matetial de empacotamen |
to. Eles estabeleceram 1,2m{/min como sendo a vazao Otima, tan

to para particulas de silica ODS irregulares, gquanto para esfé
ricas. As colunas empacotadas com particulas esféricas mostra

ram-se melhores. Colunas menores (100 e 200mm) deram, em toda
a faixa de Veiocidade linear testada (u entre 0,4 e 3,5mm/s) ,
mais baixos valdres de H gque osdas colunas maiores (250 e 550mm).
A estabilidade das colunas mostrou-se excelente, com uma queda
de 40% na eficiéncia apds alguns milhares de injecles (800 in-
jegaes), para colunas de 1,2mm. Colunas com diéméﬁro interno
de 1,5mm, empacotadas com silica ODS, apresentafam uma melhora
na eficiéncia durante as primeiras 4000 injegdes, e apds isto
uma gqueda no valor de N. Os autores concluiram que © procedi-
mento de empacotamento das colunas "microbore” nao & mais com-
plicado que o.das colunas convencionais, e que alguns cuidados
devem ser tomados, pxincipalmente com relagao a superficie in
terna dos tubos de aco inoxidavel, que deve ser polida até mos
trar-se brilhante e livre de quaisquer irregularidades. = Os
autores sugeriram uﬁa vazdo Otima de empacotamento para o mate
rial empregado de 1,2mf/min, mas ressaltaram que este valor po
deria ser diferente quandé‘outros materiais fossem empregados.
Os autores enfatizaram que valores de altura de prato reduzida

iguais a 2 foram conseguidos nas condigCes empregadas, e que
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estes valores eram, pelo menos, iguais ou até melhores que os
obtidos com colunas convencionais. A estabilidade das colunas,
segundo os autores, mostrou-se superior 3 das colunas conven-

cionais.

Apesar da importdncia crescente da "Micro
HPLC", equipamentos adequados a esta técnica tardaram a se tor

nar disponiveis no mercado.

Em 1986, Bhown et al/137/, estudando o

isolamento, purificagéo e estruturas de compostos biolbégicos ,

tais como proteinas, peptideos e amino Acidos, aplicaram a "Mi
cro~-HPLC". ©No entanto certos requisitos foram necessarios aos
equipamentos empregados com colunas "microbore”, tais como:pre
' cisf@o nas menores VazSes empregadas, capacidade de ;ealizagéo
de gradiente a baixas vazoes e celas de fiuxo para a detecgao
com‘pequeno volume. Diante das dificuldades, os autores fize-
ram uma modificagao no sistema de HPLC convencional; A altera
¢ao efetuada foi bastante simples e rapida, constando de um co
nector em T entre a camara de mistura de solventes e a vialvula
auto-injetora, cuja salida adicional foi acoplada a uma vélvula
dosadora de preciséo("fine metering valve") e a um amortecedor
~ de pulsos, em série. As conexoes foram feitas com tubos de
0,007 polegadas de diametro interno,de ago inoxidavel, com com
primento minimo. As colunas usadas, com di, 4,5 e2,0mm,foraﬁ com
'pradaé prontas, ambas de 150mm de comprimento, e  empacotadas
com particulas esféricas de 5um, de silica ODS. Devido i bai
xa vazao e ao pequeno volume da cela (luf), foi necessario cri
ar um restritor de pressdo na salda da cela do detector para

evitar a formagao de bolhas de ar. A vazdo foi a mesma para
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as colunas "micro"Ae "macro" empregadas, porem para as "micro-
bore" a valvula dosadora foi ajustada para manter a pressaé em
2000psi (14MPa) , o que correspondeu a uma vazdo de 0,320p{/min.
0 excesso de solvente foi eliminado apds o amortecedor de pul
sos. Os volumes de injegao para as colunas "microbore" foram
menores que 25uf. O sistema "divisor de fluxo" proposto pelos
autores mostrou-se reprodutivel, podendo sef adaptado a siste-
mas convencionais de HPLC com uma ou duas bombas, com ou sem
auto-injetor, bastando fechar a valvula coméletamente para que

o sistema wvolte as caracteristicas convencionais, facilitan

do a troca de colunas nos trabalhos rotineiros. Os autores en
fatizaram que é pressao de trabalho e o programa de gradiente
foram os mesmosrpara ambos os tipos de colunas. .1 Os autores
apresentaram ainda, comparagOes entre as separagoes de mistu-

ras de amino acidos e peptideos, com colunas convencionais e

"nmicrobore”, com excelentes resultados.

Brooks et al /75/ estudaram o efeito do
caminho &ptico na cela de fluxo sobre a varifncia de um siste-
ma cromatografico. Para é realizacdo deste trabalho, publica-
do em 1987, os autores puderam contar com equipamentos adequa-
dos 3 cromatografia com colunas de diametros reduzidos,‘jé dis
poniveis no mercado. Os autores empregaram um detector de ab-
sorbéncia,.com comprimentb de onda variavel, com celas de- flu
%0 com volume menor gque luf. Foram empregados trés diferentes
comprimentos de cela (10, 5 e lmm). Usou-se uma bomba do tipo
seringa com capacidade de 50mf, vazao minima de 0,08uf/min e
pressao maxima de 10000psi (70MPa). A valvula injetora emprega
- da possuila uma alg¢a interna de 0,1npf. As colunas foram aco

pladas diretamente 3 valvula injetora e & cela de detecgao pa
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ra minimizar a dispersao do sistema cromatografico. Trés dife
rentes didmetros de coluna foram empregados (0,2,.0,5 e lmm).
As colunas de lmm foram compradas prontas. Duas colunas de
b,Smm de ago inoxidavel, foram empacotadas com silica ODS, 3um
Uma de 300 x 0,5mm, reta, fol revestida internamente com uma ca
mada de silica ("glass-lined") e a outra de 840 x 0,5mm de ago
polido foi enrolada com um diametro de lé6cm, e depois empacota
da. Ambas foram empacotadas 3 pressac de 15000 psi (L05MPa)usan
do a técnica da suspensao, nistura de metanol-tetraclorometano
(1:13), empregando uma bomba pneumatica. As colunas de 0,2 mm
foram prepara@as com tubos de silica fundida usando uma bomba
tipo seringa, alGOOOPsi (42MPa), a vazao constante. O reserva
torio de empacotamento foi de 500uf. Uma suspensao de 50mg do
material de empacotamento foi preparada em 200pf do solvente, e
agitada'em banho de ultra-som por 10 min. A coiuna foi enchi-
da com o solvente propulsor. A suspensao foi traﬁSferida ao
reservatdrio e este completado com © mesmo solvente, até  que
qualguer bolha de ar tivesse sido eliminada. Apds a montagem
do. sistema aplicou-~se uma bressao de 6000psi (42MPa), rapidamen
te, empregando metanol como solvente propulsor. A coluna foi
mantida sob esta pressao durante uma noite. A vélvula; entao,
foi fechada, e a pressao caiu para zero, sendo assim - mantida
por 5 horaé. A coluna foi lavada com fase mével durante uma
_noite antes do uso. As colunas foram avaliadas e varios para-
metros calculados e comparados. © valor de o? ficou entre 1 e.
14ul?, para os trés tipos de celas empregados, guando foi usa-
da a coluna de 300 x 0,5mm, cujo valor de h era 3,0. A sensi-
bilidade de massa da coluna de 1000 x 0,2mm era 13,2 vezes me

lhor que para a coluna de 250 x lmm. O uso da cela de 5mm de
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comprimentcyem,vezlda detecgdo "on-column" com comprimento de
0,2mm, aumentou muito a sensibilidade de massa. A geometria
da cela de detecgao e seu volume mostraram-se mais importantes
para colunas menores. Alguns dos resultados obtidos pelos au-

tores, comcaminho opticode bmm, sao resumidos na tabela II.2.II.

Tabela IX.2.II - Resumo dos Resultados Experimentais Obtidos
para as‘Diversas Colunas por Detecg¢dao com Ce

la de 5mm.

Dimensoes das | Uzcél
. * -
Colunas (mm) N/m h L.D.*. (ue?)
250 x 1 34000 2,4 111 1,62
300 x 0,5 33000 3,0 48 6,45
840 x 0,5 56000 4,9 63 1,71
(espiral)
1000 x 0,2 80000 4,1 8,4 0,03
*  L.D. - Limite de detecgao
* % Uzcol ~ Varidncia da coluna 3 vazdo de 10pl/min

Os autores coﬁcluiram,que a cela de detecgdo de lul exibiu me
nor efeito sobre a eficiéncia de quaisquer das colunas estuda-
das, contudo a de 5mm foi a que produziu melhor sensibilidade
‘de massa, embora com razoivel perda de eficidncia para a colu-
na de 1000 x 0,2mm (N_./N = 0,48 - cdlculos feitos para soluto
com k' = 2). Assim, dependendo da aplicagac desejada, podem
se escolher colunas mais curtas ou mais longas. Embora estas

apresentem tempo de anilise maior, podem separar misturas mui
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to complexas.

Schlabach e Wilson /138/ empregaram colunas
"microbore" para a separagao e caracterizagao de proteinas, por
fase reversa, obtendo uma sensibilidade 10-20 vezes maior gque
com colunas convencionais, operadas a mesma velocidade linear.
Os autores empregaram colunas de 2,1 e lmm de didmetroc interno
e investigaram a dependéncia do volume do pico com avazao, con
cluindo que a vazao afeta muito mais o volume do pico do que
propriamente o diametro da coluna ou mesmo seu comprimento.
écnstataram que uma redugao de 4 vezes no valor da vazao resul
ta uma diminujgao de,no minimo, 50% no volume do pico, para va
zao de 25 a 400uf{/min. Para os bidlogos a recuperagao das pro
teinas em volume reduzido & de vital importdncia para a metodo
logia de caracterizacao subsegliente, bem como o pequenc volume
de injegdo empregado na "Micro-HPLC", pois deparam com muitas
limitagoes com relagao a quantidade de amostra disponivel. Os
autores concluiram que a "Micro-HPLC" & uma técnica . altamente
promissora, sobretudo pelas suas altas resolugﬁa e sensibilida

de.

Novotny e col./139/ publicaram, em 1987, um
artigo onde ressaltaram os aspectos guantitativos ‘da "Micro-
HPLC", enfatizando a reprodutibilidade da reténgao, a perfor-
mance da coluna e as medidas da area do pico para colunas ca
pilares, empacotadas com fase estaciondria do tipo Cl8, empre-
gadas na cromatografia com fase reversa. Para o-empaCGtamentn
de colunas de 250um de diametro interno foram preparadas sus-
pensdes de 50-60mg do material de empacotamento, particulas de

5um, esféricas, de silica ODS, para cada metro de coluna, em
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0,19 - 0,23mf de acetonitrila, contendo 1,5% de um surfatante
nao idnico. As suspensoes foram transferidas para um pegueno
reservatorio de 1/16 pol. de diametro interno. O empacotamen-
to foi iniciado 3 pressao de 50atm (5MPa). A pressao foi au-
mentada a 450atm (45MPa), com incrementos de 100atm (10MPa) a
cada 5 segundos. Apds a coluna estar empacotada, esperou-se
30-60 min para desligar a bomba. Quando a pressac voltou a ze
ro, o© solvente foi trocado, e passou-se agua durante uma noite.
Esta etapa mostrou-se importante para a completa compactacgao
do leito da coluna. A avéliaqﬁo das colunas foi feita usando-
se um sistema modificado, consituido de uma bomba tipo seringa
operada a pre;sﬁﬁ constante e um detector UV, com cela modifi-
cadé de 10nf, a 254nm. Uma valvula de injecao com alga in
terna de 0,2pd foi usadaempregando atécnica "moving-injection"
descrita por Harvey e Stearns /140/ para redugao da variancia.
Com esta técnica apenas uma fracgaoc de volume da alga & inje-
tada e a valvula & imediatamente fechada. Se for injetado to
do o volume, ocorre um perfil de decaimento exponencial, devi-
do ao fluxo laminar de deslocamento da fase mdvel, provocando
um arraste da amostra através das paredes da alga. . O maximo
volume injetado foi cerca de 170nf, correspondendo a um tempo
de injegac de 6,6s, sem que CoCOrresse a indesgjével cauda do
pico. Além disto a contribuigao deste volume de amostra a al
‘tura de prato tedrico foi de 10%, para um solutoc com k' = 1. _
Uma vez que a maioria dos solutos analisados apresentava k'>1,
o volume usado foi considerado um bom compromisso entre a
eficiéncia e sensibilidade das microcolunas empregadas. A mis
tura de teste foi constituida de m-cresol, nitrobenzeno, dife-

nilamina e fenantreno diésclvidos em acetonitrila-agua (75/25)
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gue também foi a fase mével. .Acetcna foi empregada para a de
terminaggg do volume morto. A dependéncia de h com v foi gré-
ficada e comparada a curva tedrica pela eqguagao de Knox. Os
resultados mostraram gue boas colunas foram produzidas com - o
método de empacotamento empregado. Colunas de lm de comprimen
to apresentaram eficiéncia na faixa de 70 a 90 mil pratos ted-
ricos. Os autores obtiveram valores médios de h, para as nove
colunas preparadas, da ordem de 2,5. Foi calculada também a
porosidade para uma das colunas e encontrado o valor de 0,751,
além de outros parametros de interesse, tais como .resisténcia
do fluxo e impeddncia das colunas. A contribuigdo da coluna &
variancia crcﬁatogréfica foi de l,ﬂg.lﬂ_luiz, correspondendo a
. 92,7% do alargamento total da banda, e a contribuigac do inje-
tor foi de 6,6%. Finalmente o artigo discute a importancia da
precisac e da exatiddo dos volumes injetados e a influéngia do
sistema de bombeamentc e da estabilidade da wvazao, ressaltando
a melhor reprodutibilidade com bombas recentemente desenvolvi-

das para trabalhos com microcclunas.



= -

CAPITULO III

OBJETIVOS

A revisao bibliografica dos métodos de empacota
mento de colunas empregadas na HPLC induz a uma falsa concepgao
de gue a técnica ja foi exaustivamente estudada e estd muito bem
estabelecida. Uma analise mais profunda conduz a conclusaoc de
que os métodos propostos pof diferentes pesquisadores como "sim
ples", "rapidos", "eficazes" ou "Otimos" sao, na verdade, contra
ditdrios e levam a evidéncias irreais dos processos envolvidos.
Ha, sem divida, um Gnico ponto em comum entre todos:  "as micro

particulas devem ser filtradas a partir de uma suspensao, sob

pressao, para dar origem ao leito da coluna", mas apenas este.

A coluna érumatogréfica é o componente de maior
importﬁncia num equipamento de HPLC. De nada adiantarao excelen
tes detectores, bombas de alta pressac e precisao, injetores
especiais, ou quaisquer outros sofisticados dispositivos, se a

coluna nao for de boa gualidade.

Muitos pesquisadores tém concentrado® suas aten
¢oes na obtengao de fases estacionirias mais seletivas e no de
senvolvimento de tecnologia adequada 3 preparagao de colunas ca

da vez mais eficientes.

O interesse crescente em métodos analiticos de
alta resolugao e a importadncia atual dos fatores econdmicos tém
levado ao desenvolvimento de colunas com dimensoes mais reduzi
das que as convencionais, em especial com relagao ao diametro

interno, originando colunas para aplicagao na técnica denominada

*
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Micro-Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Micro-HPLC.

0 objetivo deste projeto &, justamente, contfi
buir ao desenvolvimento dos métodos de preparagao de colunas cro
matogrificas para HPLC e Micro-HPLC, visando d obtengao de coig
nas a um precgo acessivel e. compativel as necessidades e realida

de de nosso pals.

Como as exigéncias relacionadas ao eguipamento
cromatografico crescem com a redugdo do difimetro interno das co
lunas, o projeto da énfase a agueles em torno de 2mm, gue propor
cionam uma economia de cerca de 80% nas guantidades empregadas
de fases mdvel e estacionaria, sem, contudo, requerer transforma

¢oes onerosas no sistema.

A escolha do material de empacotamento &, tam
bém, fundamentada em fatores econdmicos. As fases estacionarias
quimicémente ligadas empregadas na cromatografia por particao
sao ligeiramente mais caras que as de silica gel pura aplicadas
na cromatografia por adsorgao; entretanto, a técnica . resultante
€ economicamente vantajosa, j& que emprega solventes muito. mais
baratos e, muitas vezes, em misturas com grande perDrgED de
dgua. Assim, sao empregadas, durante todo o trabalho, as fases
estaciondrias apolares, d base de microparticulas porosas de si
lica gel, ligadas a octadecilsilano, aplicadas & cromatografia
com fase reversa. Além das vantagens econdmicas, a técnica ca
racteriza-se por grande versatilidade, sendo responsavel por qua

se 90% das aplicagaeé atuais da HPLC.

Para se alcangar o ohjetivo proposto foram ne

cessirias as seguintes etapas:

l.Preparagao das colunas vazias
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2.Montagem e otimizagdo do sistema de empacota
mento.

3.Montagen e otimizacgdo dos sistemas de HPLC e
Micro-HPLC.

4 .Desenvolvinento da metodologia de

empacota
mento através de variagoes sistemdticas dos parametros
tes.

relevaﬂ

5.Avaliagao das colunas empacotadas.

6.Estabelecimento de correlagoes entre

-

s va
rios métodos de empacotamento, a performance cromatogrifica e a
eficiéncia das colunas,

" 7.Comparacao entre as colunas convencionais

=
as de diametro reduzidc levando-se em consideracao

o custo
por coluna e por anilise, as condigoes de empacotamento, os re
quisitos para a avaliagao e aplicagdao, e o tempo de analise.

8.Comparaga@o entre as colunas obtidas e

agque
las disponiveis no mercado ou citadas na literatura.

9.Avaliag3o da influéncia do didmetro da parti
cula e do comprimento da coluna sobre sua eficiéneia.

10 .Acoplamento das colunas.

li.Apresentacac de um exemplo de aplicagao
colunas de diametro

das
reduzido, na resolugao de mistura comple
xa, comparando-se as colunas convencionais.
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CAPITULO IV

CONSIDERAGOES GERAIS

l. PREPARACAO DAS COLUNAS

A preparagao de colunas para HPLC envolve uma
série de etapas e cada uma delas exige cuidados e precaugdes
especiais.

a) Preparacgao dos tubos vazios

A primeira etapa & a escolha do material a
ser empregado. Os tubos vazios, bem como seus encaixes, termi-
nais e conectores, podem influenciar tanto na performance, guan
to na aplicagac das colunas. O material escolhidc deve resis-
tir ao ataque quimico das fases empregadas e a altas pressdes.
O ago inoxidavel 316, sem costura, & o material préferido. A
superficie das paredes internas deve ser pclida; brilhante e es
pelhada. Para isso os tubos sdo cortados nas dimensdes desejadas
e seu interior tratado com um abrasivo para eliminagdo de micro
particulas, empregando um fio de tecido especial, ligado a um
fio de nylon, ou um barbante grosso, impregnado cﬁm uma pasta
abrasiva. S3o feitos movimentos de vai-e-vem puxando o fio nas
extremidades do tubo varias vezes. A seguir o tubo deve = ser
lavado com agua e detergente e, novamente, deve-se usar o bar
bante, agora sem a pasta. O barbante deve ser passado até sair
limpo do interior do tubo. Este deve ser lavado novamente com
agua e detergente (acidos diluidos também podem ser usados); a
seguir vdrias vezes com agua, depois com Agua destilada, eta-

nol e finalmente com acetona. Se, ac serem cortados, surgirem
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bordas cortantes na secéﬁa transversal dos tubos, estas devem
ser eliminadas, com auxIlio de lixas bem finas, antes da liﬁpg
za da superficie interna. Feitos estes tratamentcs, os tubos
devem ser observados contra a luz, num angulo de 45° , & gifa—
dos lentamente. Se alguma imperfeigao for detectada, o trata-
mento deve ser repetido e, se persisitir, o tubo deve ser des
cartado. Apenas os tubos lisos e espelhados internamente de-
vem ser empregados. Deve-se medir, com pagquimetro, o didmetro
interno em ambas as extremidades dos tubos, para se constatar
sua homogeneidade e ver;ficar se, durante o corte, nao houve

qualquer estrangulamento.
b) Colocagao dos terminais

A segunda etapa & a colocagdo dos terminais.

A figura IV.l mostra alguns tipos de terminais existentes. Eles
sEd.constituidns de varias pecas, e todas elas devem se encai-
xar com precisao para que nac haja volume morto nem vazamentos,
ou seja, as pegas devem ser compativeis entre si. Em geral, ca
da fabricante tem um conjunto destas pecas gque, embora | seme-
lhantes, nao podem ser misturadas. Qualquer diferencga minima
pode causar danos irreparaveis. Escolhido o conjunto de ﬁegas,
deve-se verificar se os filtros fazem parte delas. Se nao, eles
devem ser colocados no interior das pegas antes das conexoes
serem apertadas. Os filtros, geralmente, sao de ago inoxidavel
poroso ou uma tela de PTFE. O didmetro do filtro deve ser com
pativel com a pega onde ele wval ser inserido, e o diidmetro de
seu poro deve ser menor gue o das particulas com as quais vai
ser usado.

Observados todos os detalhes, o conjunto deve
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ser adaptado ao tubo vazio e deve-se dar O."aperfo“ segundo as
especificagOes do fabricante. Conforme o tipc das pegas e o
didmetro do tubo empregado, da-se um determinado niimero de vol
tas ou uma fracao delas, para se conseguir uma conex3o perfei-

ta. Assim, fica pronta a coluna vazia.

A0 se escolherem os terminais, deve-se levar
em consideragdc sua compatibilidade com o sistema cromatografi
co e com a bomba de empacotamento evitando problemas posterio-
res.

c) Selegdo do método de empacotamento

A selegao do método de empacotamento depende,
principalmente, do tipo de material a ser empregado. Particu-
ias rigidas, porosas, a base de-silica gel, s3o empacoctadas por
via Gmida. Esta técnica baseia-se na preparacao de uma suspen
sdo (slurry) do material em um solvente ou em uma mistura de
les, de forma a obter uma dispersdoc adequada que permanega es
tavel 3 temperatura ambiente, livre de corrente de ar, pelo me
nos por um periodo de tempo suficiente para a transferéncia da
suspensao ao reservatdrio da bomba e inicio do empacotamento.

Basicamente sdo dois os métodos empregados no empacotamento de

colunas por via Gmida.

O primeiro deles controla a densidade do sol
- vente empregado. Quanto mails proxima ela estiver da densidade
do material de empacotamento, mencor seri a velocidade de sedi-
mentagcao das particulas na suspensioc. Em géral, os solventes
usados nesta técnica s3do tdxicos e caros e podem, inclusive,
reagir com as fases empregadas e, até mesmo, atacar os tﬁﬁos.

A proporgao entre os solventes & determinada por "ensaio e erro".
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0 seguﬂdo método baseia-se na viscosidade dos
solventes. A sedimentacao das particulas & mais lenta emsolven
tes com alta viscosidade; contudo tais solventes aumentam a re
siténcia ao fluxo, exigindo alta pressaoc de empacotamento, o]
que causa quebra das particulas tornando o processo lento. Par
ticulas grandes sac mais pesadas e exigem maiores cuidados; no
entanto as particulas de 5um, ou menos, tém uma velocidade de
sedimentéqiﬂ bastante reduzida e podem ser empacotadas com sol

ventes de viscosidade mais baixa.

Uma vez escolhido o solvente ou estabelecida
a composicao da mistura a ser empregada, a suspensao deve ser
preparada usando vigorosa agitagao, se possivel com ultra-som.
Em nosso trabalhc foi usado o Agitador Ultra-sonico Branson, mo
delo Sonifier B-12. Deve-se considerar também a natureza e po
laridade dos solventes empregados. No empacotamento de colu-
nas para a cromatografia com fase reversa, dev;m ser preferi-
 dos solventes polares ou solventes que sejam facilmente elimi-
nados ou "lavados" através do solvente propulsor e/cu da fase

movel a ser empregada na avaliagao das colunas.

A selegdo do solvente de propuls3do, & também
importante. Deve ser previamente degaseificado(com’ ultra-som)
e filtrado em filtros de porosidade reduzida, menor ou igual
dquela a ser empregada nas colunas, e deve estar nos frascos._
‘correspondentes da bomba de empacotamento (reservatdrios de

solventes) .

d) Preparagao da bomba de empacotamento

Todas as colunas deste projeto foram empacota
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das usando-se uma bomba especifica para empacotamento de colunas

para HPLC,marca Shandon, modelo HPLC(RR-025), gue opera a prég
sao constante, cuja vista frontal & mostrada na figura IV.2 .

Antes de ser coln&ada em funcionamento, a bomba deve estar com
todas as conexoes preparadas. Deve-se verificar se as cone-
x0es sao compativeis com as da coluna a ser empacotada. Uma
vez preparada, colocam-se todos os solventes, degaseifica
dos, nos respectivos reservatbrios e liga-se abomba para a pas-
sagem dos solventes através de todas as tubulagOes. Em geral
usa-se a ordem inversa a ser empregada durante o processo de
empacotamento. Nesta efapa 2 coluna vazia deve ser acoplada
ao sistema para se verificarem possiveis vazamentos e eliminar
bolhas de ar no equipamento. Uma das extremidades da coluna de
ﬁe ser acoplada ao reservatdrio através de conexoes especiais,
e aoutra deve estar montada ja comos terminaisdefinitivos, inclu-
sive como filtro. A pressao deve ser aumentada lentamente até
atingir o valor necessirio. Com este procedimento, todos 0s
tubos adaptadores, Dfeservatﬁrictaaprapria coluna ficam cheios
de solvente. Se nenhum wvazamento for detectado, a bomba deve
ser desligada, e espera-se um periodo para que a pressao volte
a zero. A seguir separa-se o reservatdrio da coluna cuidadosa-

mente, para que permanega cheia de solvente. 0 reservatdrio

deve ser invertido para retirar o solvente, que deve ser medi-

do sempre, por precaugdo, pois pode ocorrer a permanéncia de
solvente no seu interior, pois sua outra extremidade fica fe-

chada.

Quanto ao procedimento de empacotamento, pro-
priamente dito, podem-se considerar ainda alguns detalhes. A

pressao pode ser mantida constante durante todo o processo e,
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consegllentemente, a vazao do solvente propulsor, que impulsiona
a suspensao para o interior da coluna onde as particulas s3o
retidas pelo filtro localizado em sua extremidade oposta, dimi
nui até tornar-se constante, o gque indica o final do processo.
Pode-se usar ainda vazdo constante e pressdo varidvel. Alémdis
so, 0 sentido do empacotamento pode ser ascendente ou descenden
te, conforme seja a localizagao do reservatdorio de suspensao

em relagac a coluna a ser empacotada.

Finalmente, para o empacotamento d pressao
constante, a bomba deve ser pré-pressurizada, com a pressaoc a
ser empregada. Para isso, deve-se ligar a bomba, mantendo a
valvula de solvente fechada, e acionar a valvula de pressao do
gas até o valor necessario. Este procedimento &  importante,
pois ao dar inicio ao empacotamento, a press3ao pré-estabelecida

deve ser atingida tao rapidamente guanto possivel.

e) Empacotamento das colunas

Finalizadas todas as etapas anteriores, pode-
se entao processar o empacotamento das colunas propriamente

dito.

A suspensao, apﬁshcmcgeneizagﬁm-porultra-som,
deve ser transferida ao reservatorio através de um funil :+. ou

com auxilio de uma seringa.

O reservatdrio da suspensao deve ser acopla-
do a coluna(ver fig.IV.2), previamente cheia de -solvente (pode
ser o solvente propulsor ou a mistura empregada na preparagao
da suspensao). -ﬁ bomba deve ser ligada, com a valvula de sol-
vente aberta, para que imediatamente ocorra a pressurizagaoc do

solvente propulsor que flui através do sistema, impulsicnando
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a suspensao que penetra hacoluha,onde & filtrada; deixando pas
sar apenas o solvente. As particulas ficam retidas pelo fi&
tro e vao se acomodando uniformemente, formande o "leito" da co
luna. Deve-se fazer um controle da vazao do solvente qﬁe £iui
da coluna. Nos empacotamentos a pressao constante observa-se
que a vazao, inicialmente alta, vai se reduzindo, 3 medida gue
as particulas da fase estacionaria vao se compactando no inte-
rior da coluna, até tornar-se constante, o gque ihdica o t&rmi-

no do processo.

Se forem adotados os dois sentidos de empaco-

tameﬁto, asceqdenﬁe e descendente, deve-se inverter o sentido
do conjunto reservatdrio/coluna durante o empacotamenté, o gue
@ facilitado pela configurag@o da prdpria bomba, pois o conjun
to & fixado em um suporte que permite o giro de 180°. Com is
so, pode-se ter a coluna posicionada acima ou abaixo do reser-
vatdrio. Embora o fluxo do solvente seja num Gnico sentido-do
reservatdrio para a coluna -a inversdo do conjunto permite gue
o fluxo seja, ora de baixo para cima - ascendente - ora de cima
para baixo -descendente. O sentido ascendente & vantajoso no
inicio do processo, pois impede qﬁe particulas maiores se sedi-
mentem, produzindo um leito mais homogéneo, Quando a.vazac se
torna constante - uma indicagao de que o empacotamento estd em
sua fase final - deve-se passarmais solvente propulsor (quanti-
. dade equivalente a 100 vezes o volume da coluha). A seguir ,
sem se desligar a bomba, muda-se ¢ solvente, através da valvu=-
la seletora de solventes (verfig.IV.Z).Estaﬁmdangadepende,fug
damentalmente, do solvente empregado na propulsao. Se este apre
sentar polaridade semelhante 3 da fase mdvel, pode-se' mudar

diretamente para a propria fase mdvel; caso contrario deve-se
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variér—se a polaridade lentaménte até gue esta se aproxime ou
se iguale _a polariadade da fase mével. S5 entio muda-se pa
ra a fase mdovel, gue deve passar pelo menos por 5 minutos atra
vés da coluna, apds o que a bomba & desligada. Deve-se espe
rar cerca de 5 a 10 minutos, até que a pressdo do gas volte a
zero e entao separa-se a coluna da bomba e adapta-se o

terminal com o filtro. A coluna estd pronta para a avaliagao.

~

2. AVALIACAO DAS COLUNAS

Torna-se necessario tomar uma série de precau
¢oes para a avaliag3o das colunas, com relacao aos testes, 3s
caracteristicas do sistemé cromatografico e ao método emprega
do nos calculos. Devem-se ent3o considerar as seguintes eta-

pas para a avaliacao das colunas.

a) Aperfeigoamento do sistema cromatogréfico_

A figufa IV.3 apresenta um esquema dos princi-
pais componentes de um sistema de HPLC. OQuando o equipamento
& comprado, geralmente possui longos tubos unindo ‘injetor-
coluna~detécto;. Nem sempre estes tubos apresentam orificios
capilares. Tais equipamentos necessitam de certas modificagoes
para serem empregados com colunas analiticas, mesmo que nas
dimensdes convencionais. A varidncia de um equipamento cromato
gréafico & fungdo das caracteristicas da coluna, ou seja, seu
- valor-deve ser desprezivel comparado dvaridncia da coluna; ca
so contrario, todos os resultados produzidos estardo seriamente
comprometidos. Para se atingir tal meta, deve~se, antes de
quaisquer testes, determinar avariincia total do sistema croma
tografico. Se o valor encontrado for significativo, devem-~se

reduzir as dimensdes dos tubos e conexbes através do emprego
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de tubos com reduzissimo di@metro interno (capilar) e mini
nmizar seu comprimento. E claro que o didmetro & limitado pe

las disponibilidades no mercado e o comprimento, pela disposi

¢ao fisica dos varios componentes.

Apds estes cuidados aparentemente simples, no
vos testes devem ser realizados para se constatar a eficacia

das mudangas realizadas.

Outros detalhes importantes concernem aos vo
lumes de amostra a serem injetados,ao tamanho da cela e ad tem
po - de resposta do detector. Estes parametros devem ser verifi
cados e otimizados. Para colunas convencicnais, sua importan-

cia &€ relativa, no entanto com microcolunas & crucial.

Finalmente deve-se verificar a adequacdo dos
terminais da coluna acs do equipamento cromatografico para se

garantir vedagao perfeita e dispersdo reduzida.

b) Condicionamento das colunas e selecio da

fase movel

O condicionamento de uma coluna faz~se mister

para gue ocorra um pérfeito equilibrioc entre as féses movel e
estacionaria. Deve ser feito de maneira gradual, isto &, a
polaridade. dos solventes. empregados no condicionamento deve
variar lentamente desde o© valor da polaridade do solvente pro-
‘ pulsor até ac da fase mGvel a ser empregada nos testes. Se.
esta variagdo ja tiver sido realizada durante o processo de
empacotamento, pode-se entac empregar diretamente a fase mbvel

apds a adaptagao da coluna ao cromatdgrafo.

A escolha da fase mOvel depende da técnica
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cromatografica empregada, da ﬁistura a ser gseparada e, & cla-
ro, da disponibilidade,. Além do requisito de baixé viscosiw
dade, gue & importante para reduzir a gueda de pressao durante
o procedimento cromatografico, deve-se evitar o uso de solven-
tes tSxicos e altamente inflamdveis. Como isto & dificil, de
vem-se minimizar os riscos trabalhando em ambientes bem ventila
dos e évitando a colocagdo de dispositivos, como bombas, em lo
cais gque possam coletar vapores de solventes. Deve-se veri
ficar a miscibilidade dos solventes em agua ou em outros sol
ventes, em todas as pr0por95es,principalmente quando se preten
de usar eluigoes por gradiente. : | A reati-
vidade dos soiventes com a fase estacionarjia e com a prdpria
~amostra também deve ser. evitada. Finalmente deve-se consi-
derar a pureza dos solventes e sua compatibilidade com o siste
ma de detecgao. Para a cromatografia com fase reversa, as fa-
ses moOveis usadas sd3o polares ou, pelo menos, mais polares gque
a fase estacionaria. S&o constituidas de solventes organicos
misturados com agua em diferéntes proporgoes. Os solventes
mais empregados sdao o metanol, devido 3 sua alta polaridade e
baixo custo, a acetdnitrila, de polaridade intermediaria; e ©
tetra-hidrofurano, o menos polar e mais caro em comparagao aos
anteriores. Muitas vezes, dadas as caracteristicas da mistura
a ser separada & preciso um solventenmnospolar<m1eluigées com
gradiente envolvendo mistuias ternirias ou &até mesmo guaterna
rias, e entdo podem-se usar todoseles, incluéive a agua e variar

suas proporgoes, conforme as necessidades.

Em ncsso trabalho, como a preocupacgaomaior foi
o fator econdmico, a fase mdvel empregada foi, quase sempre,

uma mistura de metanol e 3gua. Uma vez estabelecida a nature-
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za da fase mével deve-se ‘pfoéurar, entre seus componentes, a me-
'ihor 'prOporc;’aio que satifagaas necessidades. Foi usado um pro-
gramador de solventes para o estabelecimento da melhor composi
g¢ao metanol-agua para a fase mével. Iniciou-se com metanol pu
ro e aunentou-se b teor de agua em 5% de cada vez e realizaram
se eluigoes isocriticas a cada novo incremento. Procurocu-se
um compromisso entre maxima resolugdo e minimo tempo de andli-
se, sem,contudo, esquecer o fator econdmice, isto &, tentou-se
a maxima porcentagem de Agua. Concluiu-se que a proporgao
70/30 (v/v) para a mistura fnetanol/égua apresentava-se ideal,
além do gue maiores proporgdes de &gua nido s& aumentavam o
tempo de andlise, como também provécavam maiores quedas de

pressao.

O condicionamento deve ser realizado percolan
do a fase mbvel através da coluna, com uma vaz3o 2 a 3 vezes a
vazao Otima, e acompanhando, através do sistema de registro, o
comportamento da linha de base. Quando esta se mantém‘ estavel
por cerca de 5 minutos, podem-se iniciar os testes. Em geral
‘o tempo de 'condicionamento varia um pouco de coluna para colu-
na, mas,se todés Os equipamentos estiverem em ordem e nio hou
ver flutuagoes na rede eiétrica, cerca de 30 minutos sera su-—
ficiente. Se, durante o empacotamento ndo héuver passa
gem de fase mdvel, serao necessarias, pelo menos, duas horas
para gque haja um equilibrio perfeito. Nao se deve esquecer que
o tempo n‘éo € critico para o equilibrio, mas sim o volume de
fase mdOvel empregado; no entanto, nao se devem usar vazdes mui-
to mais altas que aquelas a serem empregadas nos testes, para re
duzir o tempo de condicionamento, pois submeter desnecessarii

mente as colunas a elevadas pressdes além de grandes riscos pe
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dem-se causar danos irreversiveis tanto d coluna quanto ao equipamen
to. Uma pratica empregada & deixar durante anoite, a vazao bem pe
quena, porémisto sddeve ser feito quando se tem certeza daesta-
bilidade davoltagem darede elétricae quando hidispositivos de
seguranga nos equipamentos usados; por exemplo, a bomba desliga-
se automaticamente se a pressdoatingir um valor critico.

Outra pratica muito importante, & o inicio do con
dicionamento da coluna sem o seu acoplamento ao sistema de detec-—
¢do. Estaé uma forma de evitar gue particulas penetremna cela | de
detecgao causando obstrugdes, muitas vezes irreversiveis. Tais
particulas podem ser provenientes daprdpria coluna, por emprego
de filtrosnao adequados, ou por variagdes bruscas da fase movel
gue podem solubilizar a fase estaciondriaou arrastar solutos que
tenham ficadoretidos no leito da celuna, quandodo émprego de ou
tras fases moveis, Estes solutos podem reprecipitar dentro dé cela
de detecgao ou na tubulagdo de entrada ou saida do detector confor-
me as condigdes aliencontradas, provocando obétrugSes, gue sSerao
detectadas atravésde aumento "inexplicdvel" da pressio, ou  até
mesmo aruptura das janelas dacela. Outra fonte de microparticu-
las saoos tubos e conexdes empregados. Estes devem ser"lavados”na
linha de fluxo antesde serem acopladors ao detector por um bom tem-
po{v1l5 min) comalta vazao (v5mf/min na auséncia da coluna) .

O-uso de filtros & indispensivel nos reservatd
rios, injetor e conexdes empregadas, mesmo que os solventes j& te
“nham s'ido filtrados. Finalmente deve-se lembrar, que para avalia-

g¢oes das colunas, as eluicdes devem ser isocriticas ea composicao
da:fasembvel facilmente reproduzida. Os solventes devem ser rrevia

mente degaseificados. 0 critério de pureza dos reagentes, sol-

ventes organicos e dguadeve ser rigorosoc. Em nosso projeto foram
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empregados solvenﬁes gfau PA,'porém filtrados previamente .em
filtros com baixissima porosidade (O,Zﬁm) , durante os trabalhos
'com colunas convencionails. Para as microcolunas foram empregg
dos solventes grau HPLC. Durante todo o projeto foi utilizado

dgua purificada no sistema Milli-Q (Millipore).
c) Detexminacao do volume morto da coluna

Para se chegar aos parametros de interesse de
uma coluna, deve-se conhecer seu volume morto, Vg , © tempo
de retengac de um soluto nao retido. Isto & feito experimen-

talmente por injegao de um soluto cuja interacdo com a fase es

tacionaria seja nula, isto &, o valor de VO deve ser indepen-
dente da vazao, da composicao da fase mdvel e da concentragao

do soluto injetado.

Na cromatografia com fase revérsa_a escolha
do soluto de teste apresenta alguns problemas, pois a maioria
dos compostos organicos apresenta alguma particdo com a fase
estacioniria e resultam valores de Vo mais altos que os reais.
Compostos idnicos em eluentes ndo tamponados sac excluidos dos
poros das particulas por repulsdo eletrostitica levando a re-
sultados mais baixos, © mesmo acontecendo com solutos de .alta

massa molar.

‘Alguns sais como o nitrito e o nitrato de sd
dio e o brometo de pot@ssio j& foram empregados para este fim,

porém sua detecgao & um fator limitante.

Em nosso projeto,foi empregada uma té&cnica ra
diocanalitica,através da injecdo de Agua tritiada e detecgao da
radiagao beta em um sistema de cintilagdo liquida, que sera

descrita oportunamente em detalhes.
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d) Escolha da mistura de teste e sua deteccao

A constituigdo da mistura a ser empregada na
avaliacgado das colunas & extremamente importante. Seus compo-
nentes devem possuir comportamentos que levem 3 - -determinagﬁb
das caracteristicas fisicas e guimicas do leito da coluna.
Assim, para um determinado sistema de teste (soluto/solvente)
certos parametros cromatogridficos devem ser constantes e quais

;
quer variagGes indicam problemas especificos com a coluna  ou

com a fase estacionaria propriamente dita.

A mistura deve conter compostos que caracteri
zem "adequadamente acoluna em termos cinéticos e termodinimicos.
Em geral escolhem~-se solutos com valores de k' entre 2 e 10.
Para a cromatografia com fase reversa devem-se evitar solutos
com caracteristicas acidas ou basicas,para que n3o ocorram me
cénismos maltiplos, .como nos casos de silandis livres na fase
estacionaria, devido a fraco recobrimento dq suporte pela fa
se ligquida. Hidrocarbonetos aromiticos polihuclearés com” mas

sas molares relativamente baixas sao ideais.

Durante © nosso projeto, foi empregada, para a
avaliagdo das colunas, uma mistura constituida de acetona, ben
zeno, benzonitrilao, tolueno e naftaleno. Antracené também foi
usado algumas vezes, porém tem um tempo de re£eng§o muito lon
go, causando muita demora nas analises; por isso foi descartado.A
escolha desta mistura foi baseada nas consideragses anteriores
e disponibilidades de nosso laboratdrio, al_ém de coincidir com
misturas empregadas por alguns fabricantes de colunas, o que

facilita nossaccmparagao comas colunas existentes no mercado.

Em geral, a mistura de teste & dissolvida na
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'prépria fase mévei. Eﬁ.nossd caso, foram preparadas solugdes-
estogue em metanol puro, pois a solubilidade dos componentés
da mistura diminui com o aumento do teor de agua na fase ndvel
(excegao feita a acetona). As misturas de teste foramrpre§a~
radas por adigoes de gotas das solugdes estogue em cerca de
20mf de fase mOvel e rapidas injecdes para verificar a’ altura
dos piéos no cromatograma (ensaio e erro). Nao houve, portan-
to, uma preocupacgao gquantitativa, e sim‘um interesse em obter
picos com alturas similares, de forma a ocupar cerca de 70
a 80% do papel de regisﬁro.' Este procedimento foi adotado pa
ra minimizar os erros nas medidas manuais para o pfoéessameg
to dos calculos. Além disto a concentracio destes solutos
Vvaria de coluna para'coluna. A mistura assim preparada po
de ser usada durante 1 semana ou 2, apds o que deve ser nova- .
mente preparada, a partir das sclugoes estogue, gue podem ser

guardadas bem tampadas durante meses, preferivelmente em refri

geradores .

Outro detalhe a ser observado, na seleczo da
mistura de teste, &com relagao a4 detecgdo. A maioria dos sis-
temas cromatograficos cpera com detecgéo através de espectrofo
tometros com celas de fluxo, e os solutos sdo detectados na re
giao do ultravioleta e raras vezes no visivel. Assim, hi um
compromisso entre a maxima absorgdo dos solutos e a minima .absor
g3o0 da fase mdvel. Os solventes orginicos mais empregados na
HPLC em geral comecam a absorver na regiao de 250-240nm; a
220nm j& ocorre cerca de 20% de absorbéncia.e,abaixo deste va
lor,a detecgéo do soluto & impratic@vel. Em geral o comprimen
to de onda de 254nm & empregado, pois a majoria dos compostos

organicos tem excelente absorvancia neste valor em contraposi
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¢do a transparéncia dos solvenfes empregados. Uma boa pratica
& verificar sempre, apds a troca dos reagentes, o seu comporta
mento na faixa do espectro eletromagnético de interesse. Mui
tos detectores sao de comprimento de onda varilvel e isto faci
lita muito, pois a verificagao pode ser feita por injecido do
soluto, ou solvente de interesse, diretamente na cela de fluxo
e uma varredura na faixa de comprimentos de onda de interesse.

Quando sé_COnhece soluto e coluna, e se sabe que ele & total-
mente séparado (Rs > 1,2) pode-se fazer tal varredura por in
terrupgao do fluxoc da fase mdvel no momento em que o soluto se
encontra no interior da cela, obtendo, assim, facilmente seu es

F

pectrograma (técnica conhecida como "stop-flow scanning").

Se ocutros detectores forem empregados, os
nmesmos cuidados devem ser observados, isto &, o compromisso en
tre a maxima detecgao dos solutos com minima interferéncia da

fase movel.
e) O sistema de injecao

A apropriada introduc¢doc da amostra na coluna
. cromatografica & um importante fator na obtengéd da sua perfor
mance. A amostra deve sexr injetada através de um sistema cons
tituido de tubos muito finos e com volume mortco nulo para gue
o espalhamento do pico seja negligencidvel. Quando a coluna
- fornece pjicos com volumes muito pequenocs, a injecao da ~amostra )
&€ critica. De uma maneira geral, um injetor para HPLC deve in
troduzir a amostra na coluna através de tubos muito estreitos,

ser reprodutivel, operar a altas quedas de pressdaoc e apresen-

tar manuseio conveniente.

Em nossos trabalhes, foram empregadas valvulas
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injetoras manuais, marca Rheodyne, especiais para micro-amos

tragem e aplicagoOes emsistemas de HPLC. Com estas valvulas amos

tradoras, amostras podem ser introduzidas com alta reproduti
bilidade (ou repetibilidade) em colunas pressurizadas (até
7000 psi ~ 50MPa, segundo especificagoes do fabricante), sem

significantes interrupgoes do fluxo e, até mesmo, a .elevadas

temperaturas.

#

Outra vantagem destas valvulas & que a amos-
tragem pode ser variada por simples troca daalga/( .“loop") e nao ne
éessita de seringas de precisao para as injegces. Um volume
maior de amostra &€ introduzido, de tal forma a encher toda a
alca . (posicao "load") eliminando bolhas que possam existir
e o excesso & descartado automaticamente. O rotor de valvula
& acionado e apenas o volume da alcga e injetado (posicao
"inject"). Dois cuidados devem ser tomados, um com relagao ao
movimento sempre de forma suave e com a mesma velocidade, e ou
tro com relagao a lavagem da alga. Entre duas injegdes con
secutivas a alca deve ser lavada com a propria fase mdvel,

em ambas as posigoes.

Em todbs os nossos trabalhos, a valvula foi man
tida na posicao “inject“.apés a injecao e durante toda a elui-
¢ao. Alguns pesquisadores preferem voltar 3 posicgao "load" pou
cos segundos apbs a injegao, sob a alegagao de alargamento da
banda por continua lavagem da alca durante a eluigao, no en
tanto nao se constatou, em nosso trabalho, dife?enqas entre as
2 maneiras de injegao, a nao ser variagoes nas alturas dos pi
éos guando foi empregada a técnica de voltar a posigao "load".
Entao optou-se por deixar a alga na posigaoc "inject" até o

final da eluigag gquando se deve lava-la com a fase mdvel, e sd
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depois ~voltar & posigdo "load" e novamente proceder & lava-

gem antes de nova introducao de amostra.

Uma das valvulas "Rheodyne" empregadas, a mg
delo 7010, permite a troca de algas e foram empregadas em
nosso trabalho alcgas de 20, 10, 5 e 1lpf para a injecao de
amostras nos sistemas- convencionais. A outra valvula, emprega
da no sistema"Micro-HPLC'", também da marca Rheodyne, modelo 7413

apresenta alga interna de 1lpuf, a qual foi usada em todos os

trabalhos com as microcolunas,

f) O sistema de bombeamento

Além da bomba propriamente dita, pode—-se con-
siderar como sistema de bombeamento a vdlvula de verificacao ,

os controladores da vazao, a cémara de mistura, os amortece-

dores de pulsos e os conversores de press3o.

Para a cromatografia com colunas = convencio-
nais as bombas empregadas devem ser capazes de fornecer vazoes,
pelo menos, na faixa de 0,5 a 3 m{/min e pressdes maximas da
ordem de 5000psi (fb35MPa)‘. A vazao deve ser estivel,apresentar
uma precisao razodvel (algumas unidades por cento)e,portanto, deve ser
reprodutivel. O fluxo produzido pela bomba deve apresentar re
duzida pulsa¢do. Outros requisitos a serem observados na sele
¢ao de uma bomba sdo, além do prego, a resisténcia quimica &
corrosao por solventes, facilidade de operagac e o tempo neces
sario para a troca de solventes. Evidentemente apenas uma bom
ba carissima ird preencher todos os requisitos acima. Em ge-
ral os sistemas comerciais representam um compromisso entre oOs

diferentes fatores.

Para o sistema convencional, em nosso projeto,
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foram usadas duas bombas marca Altex, modelo 110;do tipo reci
procante. Estas bombas ndo sao muito caras e operam continuém
mente a vazao constante e podem ser usadas em sistemas com gra
diente . Porém apresentam pulsac3o e durante uma parte.do ﬁfg
jeto, empregou-se um longo tubo éspiralado {(amortecedor) entre
a bomba e o injetor para reduzir os pulsos. Nao sac adequadas
a0 uso com solventes volateis,pois pode ocorrer cavitacao. A
manutengao ndo é muito complexa. Em alguns testes foi empre
gado também um programador de solventes Master LDC, modelo 1600
e um misturador de solventes, também marca Master LDC, modelo
1000, para a variagéd da composigao da fase mdvel, porédm ape

r

nas em programas isocraticos.

Para a"Micro-HPLC" faz~se mister uma bomba com
capacidade de produzir vazdes bem mais reduzidas, da ordem de
poucos n{/min, e,conseqlfentemente, com precisio mais elevada. A

auséncia de pulsagbes & um requisito importante.

Em nosso projeto empregou-se uma bomba marca
I8CO, modelo up-LC 500, para - . vazoes de 0,02 a 600uf/min,
com uma precisao de 1 % e pressao maxima de 10000 psi{~70MPa).
‘Trata-se de uma bomba tipo seringa, movida a pistao, com veloci-
dade fixa, com um cilindro (reservatdrio de solventes) de 50mé.
As ﬁﬂicas desvantagens desta bomba sio a troca de solyentes que e
muito trabalhosa e demorada, pois exige sucessivas lavagens do

cilindro, e,evidentemente, o prego.
g) O sistema de detecgao

Na HPLC as separagoes ocorrem de forma contl
nua, tornando necessaria a detecgdo dos componentes isolados 3

medida que eles v3o deixando a coluna. HAE basicamenter dois ti
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' pos de detectores: aqueles que medem as propriedades comoum to
do, ou seja,a diferenca entre alguma propriedade fisica do so-
luto na fase movel e a da fase mbvel pura, e aqueles que deter

minam a propriedade do proprio soluto,

Detectores que medem a propriedade como um to
do, em geral, s%aquase universais, mas tém baixa sensibilida-
de e limitada faixa dinamica, sendo afetados por pequenas varia

.
¢Oes na composigdo e vazdo da fase mdvel eda temperatura. Co
mo exemplos, temos os detectores de iIndices de réfragéo, cons

tante dielétrica e condutividade.

y Detectores que respondem as propriedades fisi
cas ou quimicas do soluto, idealmente, independem da fase mo-
vel. Exenmplos destes sao os detectores espectrdfotométricos,
eletroguimicos e os de flucrescéncia. Embora a independéncia
da fase mbvel seja relativa, as variagOes sdo suficientemente
pequenas permitindo operar com mudangas em sua composigao como
eluigaes por gradiente, fornecendo alta sensibilidade e ampla

faixa de resposta linear.

Em nosso projeto foram empregados detectores
espectrofotométricos com comprimentos de onda variadveils nas re
gides visivel (ldmpada de tungsténio) e ultravioleta (lampa-

da de deutério).

Para as colunas convencionais foi usado o de-
tector marca Schoeffel, modelo 770. A detecg&@, durante a
avaliagao das colunas, foi efetuada a 254nm. Este detec-
tor fornece excelente reprodutibidade, porém deve-se verificar
sempre a amperagem da lampada, pois se estiver fora das especi

-

ficagodes do fabricante a reprodutibilidade cai bastante. Ha
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inclusive uma tabela de confiabilidade dos resultados em fun-
¢do do numero de horas de uso da lampada de deutério, forneci-
da pelo prdprio fabricante da lampada (tabela IV.I). Paises de
Senvolvidos sugerem a troca das lampadas entre seis meses e
um ano de uso; porém esta pratica & impossivel no Brasil. Por
tanto todas as precaugoes devem ser tomadas, e deve-se lembrar
que ligar e desligar uma lampada,muitas vezes,pode ser mais
prejudicial que manter a lampada ligada durante um dia inteiro,

se ela for necessaria vArias vezes durante este dia.

A cela de fluxo deste detector possui jane-
las de quartzo, facilmente substituiveis e volume de 8ul, sen-
do adequado acuso com colunas convencionais, poré&m muito gran-

de para colunas com didmetro menor.

Durante o0s trabalhos,devem ser tomadas todas
as precaugoes; por exemplo, apds o uso, devem-se lavar bem as ce
las deixando passar fase mdvel e depois o solvente puro por
varios minutos, para nao acumular impurezas e ndo ocorrer obs-
trugoes na cela de fluxo, o gue exigiria uma limpeza constante
da cela. Porém, com certos cuidados e pratica, a manutencgio
pode ser feita pelo proprio operador. Além da_cela de amostra,
este detector.possui também uma cela de referéncia,mas, como
ha uma compensagac eletrdnica interna, nds nunca usamos -esta
cela, ou seja, eia foi mantida sempre vazia, mas seu alinhamen
to Sptico, assim como o da cela de amostra, & importante e de
ve ser verificado caso haja qualquer anomalia no registro dos

cromatogramas.

O tubo gue liga o fim da coluna a cela de flu

xo neste detector & longo e passa através de um trocador de ca
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- Eelagﬁo Entre a Confiabilidade da Resposta do
Detector e o Tempo de Uso da Lampada de Deuté
rio, Fonte de Radiacao Ultravioleta, Forneci-
da pelo Fabricante da Fonte: Kratos Analyti-

cél Instruments,

Tempo de Uso Credibilidade
{Horas) :
0 a 200 100%

201 a 300 ' 80%

301 a 400 70%

401 a 500 60%

501 a 600 50%

601 a 700 40%

701 a 7800 : 30%

801 a 200 20%

901 a 1000 10%

Mais de 1000 0%
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lor, tendo cerca de 30cm. Como nosso propdsito era reduzir a
dispersao extra-coluna, este tubo, juntamente com o trocador de
calor, foi retirado. Com isto o comprimento do tubo foi redu-
zido a - 10cm, permitindo a conexac da coluna 3 cela de de

tecgao com menor dispersao.

Como se trata de um detector de comprimento
de onéa‘variével,é possivel registrar espectrogramas dos com-
postos de interesse por interrupcio do fluxo e varredura na
faixa de comprimentcos de onda que se deseja. Esta pratica
£“stop—flow scanning”) foi muito empregada durante os nossos traba
lhos, para verificar a transparéncia da fase mdvel ou o coefi-

ciente de extingdo molar de alguns solutos.

Para os trabalhos com as colunas'de diametros
reduzidos, a cela de 8uf & muito grande e foi usado um outro
detector marca LDC, modelo Spectro MonitorD - 481. Este de-
tector, também espectrofotométrico, ultravicleta . e visivel ’
possul uma cela de fluxo de 1pf. e permite ligar a éolﬁna'dirg
tamente & cela de fluxo, com o emprego de um adaptador de volu
me morto nulo, nos casos das colunas com roscas externas, ou
diretamente, se o terminal da coiuna possulr roagca interna.
Este - detector exige maiores precaugdes duranté o uso e
malor  tempo para a estabilizagao. Os cuidados com as lampa
das e acela dedetecgac sao os mesmos citados anteriormente para

o detector Schoeffel,

Um outro detalhe importante & a constante de
tempo de um detector, isto &, o tempo que o sistema gasta para
enviar a resposta ao sistema de registro. Para que a disper-

sdo cromatogrdfica devido ao sistema de detecgio seja minimiza
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da, a respostadeve ser praticamente instantinea; dai ambos os de

tectores terem sido operados com constantes de tempominimas, 1 e

0,05s paraos sistemas convencional emicro,respectivamente.

h) O sistema de registro dos cromatogramas

O tempo de resposta do sistema de registro &
tamb&m muito importante. De nada adiantam detectores sofisti-
cados ou otimizados,se O sistema de registro ndo corresponder.
Um registrador de boa qualidade & essencial na HPLC, uma vez
que muitas separacdes envolvem picos agudos e requerem rapido

e preciso monitoramento.

-

As caracteristicas preferidas de um registra-
dor para HPLC incluem tempos de resposta iguais ou menores que
um segundo (o que equivale a uma constante de tempo, C, menor
ou igual a 0,3 segundos), alta impedidncia de entrada (>1 Mohm),
boa rejeigao a ruidos, varias voltagens de entrada ("floating

input”) e velocidades do papel variaveis.

Durante nosso trabalho foram usados os regis-
tradores potenciométricos marca ECB, modelo 102. Como a saida
de nossos detectores & de 10mV, os registradores foram manti-

dos com esta voltagemde entrada, embora possulssemvarias outras

Para a realizacao das medidas dos paridmetros
experimentais, feitas manualmente, & importante obter picos
largos e grandes distancias de retenc@o, para que 0s erros por
centuails sejam minimizados. Como os registradores oferecem a
possibilidade de varias velocidades do papel de registro, esta
foi largamente explorada de forma a obter sempre cromatogramas
similares, com relagao a4 largura dos picos, em todas as vazdes

empregadas, o que facilitou muito durante as medidas dos para-
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metros experimentais. Assim ,quando se empregam ~ baixas wvazoes,
o gque implica em maiores tempos de retencao, a velocidade do
papel foi menor dé gue para as vazoes mais altas. Com este
procedimento, pode-se uniformizar as medidas e, consequenteﬁeg
te, reduzir os erros relativos, o0 que & primordial para efei

tos comparativos.

Como as caracteristicas destes registradores

correspondem ds necessidades, eles também foram empregados na

Micro-HPLC sem problemas.
i} A metodologia empregada nos cdlculos

Para se descrever efetivamente a performance
de uma coluna, seu nimero de pratos tedricos, N,deve ser preci-
samente determinado. A forma do pico nao sd afeta o valor cal
culado de N, como tambdm & importante por si sd. Como se dis
cutiu na parte introdutdria, ha muitos métodeos disponiveis pa
ra a determinacdo de N. 0 mé&todo do soluto pode ser
empregado para diferentes formatos de picos, porém exigé calcu

los de momentos estatisticos e,conseqﬂentemente,auxilio de tég
nicas computadorizadas.

Se os picos forem simétricos ou apresentarem
baixa assimetria, podem-se empregar as expressoes derivadas da
equagao . Entre elas,a mais comumente usada, devido as
facilidades relativas ds medidas experimentais e reprodutibili

dade é:

tR 2

N =5,54 (— y ) (eq. . I.18)
1

onde'tR € o tempo de retengao, tomado no apice do pico e w1/2 e
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a largura do pico a 50% de sua altura, em unidades de tempo.

Deve-se lembrar sempre gue esta equagac & de
rivada através de consideracdes feitas ao pico Gaussiano e, se
for empregada para picos distorcidos,os valores de N perdem
sua validade. Como nosso interesse foi sempre o de considerar
apenas as colunas com picos simétricos ou com baixissima assi-
metria, esta expressao foi empregada durante todo o nosso tra-
balho experimental, e os fatores de assimetria dos picos fo

ram sempre determinados.

Ha varios caminhos para a obtencio da assime-
tria dos picos;"entretanto o mais empregado, inclusive pelamaijoria
dos fornecedores de colunas, & o método que considera a razao
a 10% da altura. A figura IV.4 apresenta um cromatograma,desta-
cando o0s parametros experimentais de interesse e indicando a

forma para se calcular ofator deassimetria, As.

Além da determinagdo do niimero de pratos ted-
ricos , N, e do fator de assimetria , As, outros pardmetros cro
matograficos podem ser obtidos e s3o muito fiteis na avaliacido

das colunas: entre eles destacam—-se,:

- a. altura equivalente aum praﬁo tedrico - H,
- a altura de prato reduzida - h,

- & velocidade linear da fase movel - u,

- a velocidade linear reduzida -~ v

- o fator de resisténcia ao fluxo - #

-~ ou apermeabilidade especificada coluna - Ko,
- a razao de Knox-Parker - I,

- a porosidade total - Eer

e aqueles mais comuns como:
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—Ao fator delcapacidade -k,
- a resolugao - R,
- e o fator de seletividade - a

Todos estes parametros ji foram discutidos na

parte introdutdria juntamente com as equagdes que permitem ob.

ter seus valores,.

Deve-se destacar ainda que, ao seregistrar um
cromatograma, cuidados simples como anotar a data, aécondigaes
de operagao e as caracteristicas da coluna nio devem ser menos
prezados, pois podem comprometer a avaliagao e comparagao pos-—
teriores. Entao, sugere—se uma segliencia para este procedimen
to, lembrando que & melhor excesso do que falta de informagao.
Inicia-se pela data de analise, podendo, inclusive, constar o ho-
rario do teste, pois, ds vezes, pode ser relevante, por exemplo,
se foil o primeiro teste do dia e houve qualquer'prqblema, ques
toes de equilibrio etc, ou se foi no final do dia, quando os
equipamentos estavam superaquecidos, ou num momento em gue hou

ve queda de energia, e assim por diante.

A seguir,deve-se registrar a marca e o modelo
dos equipamentos utilizados e anotar detalhes come amperageﬁ
da lampada, constante de tempo etc., pois, se outras pessoasusa
rem o aparelho ou se és testes forem repetidos apds algum tem

po, & importante reproduzir todas as caracteristicas.

Passa-se entao aos detalhes de aplicacdo mais

imediata, que podem ser subdivididos como segue:

— Identificagao da Coluna
@ Numero, nome ou marca da coluna

® Comprimento, L (mm)
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e Didmetro interno , di (mm)
e Material usado no empacotamento (detalhes)
e Didmetro da particula, dp (um)

e Método usado no empacotamento

- Condigﬁes de Operacgao

@ Temperatura , T (K)

e Composigao da fase mé%el, g (v/v)

® Composigao da mistura de teste

e Método de injecdo

e Volume da amostra injetado, Vi (uf)

e Método de detecgdo , X (nm)

® Sensibilidade de detecgao (UA)

e Queda de pressao AP (MPa)

® Vazdo da fase mdvel, F(mlf/min ou uﬁ/min)

® Velocidade do papel, vp (cm/min)

Resolvidas todas estas peculiaridades e obti-
dos os cromatogramas, devem—se fazer as medidas das distancias
inerentes. Em nosso trabalho, as medidas foram feitas com auxi-
lio de uma régua, com precisioc de 0,5mm, procurando sempre repro
duzir a mesma sistemitica, relatadaa seguir. O primeiropasso & a
obtengao das tangentes, para se chegar ao tempo de retencao. Para
isto posiciona~se a régua no ponto de inflexdo e a partir dai
tangencia-se a linha do pico. Isto feito, nas posicoes Ffron—
tal e.caudal", obtém-se = sua intersecgdo no apice do pico.
Este & o ponto correspondente ao tempo de retengdo daguele pico
(ver figuraiv.4). A seguir determinam-se asPOSigaes correspon-
dentes a 10 e 50% da altura do pico. A altura do pico, 100%,nao
corresponde ao ponto de intersecgao das tangentes e sim ao cu-

me do proprio pico. Esta & uma confusdo domum aos principian
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tes na area cromatogrdfica. Em seguida, traga-se a linha de ba
se e tira-se uma perpendicular a ela passando pela_intersecgéo
das tangentes. Esta perpendicular determina os dois segmentos
de reta, A e B, a 10% da altura, que serao usados para o cilcu
lo do fator de assimetria, As(Fig.IV.4).Mede-se a largura do pico
a 50% da sua altura, Wl/Z' Esta largura, assim como os ‘segmen-

tos a 10% da altura, devem ser tomados entre as linhas do pi

co e nao das tangentes. Este tamb&m & um ponto de confusio.

Feito isto para um pico, repete-se o procedi-
mento para os demais picos e,inclusivg,paracapicockasoiuto nao

retido, para g obtengéo do valor de to ou VO.

Quando se deseja obter a resolugao, "Ry
deve-se determinar também a largura do pico na altura da linha
de base, e,nesté caso, a medida & feita entre as tangentes. e
nao entre as linhas do pico.

Deve-se lembrar gque todas as medidas sao fei-
tas em unidades de distdncia e para se obterem os tempos de re
tengao, deve-se usar a velocidade do papel para a transformacgao
em unidades de tempo. Se sedesejavem os volumes de retencgao, en
prega-se a vazao da fase mdvel e tem-se o resultado em unida-
des de volumel Nao esquecer também que, ao processar os calcu-
los, as unidades devem ser coerentes., Entao, se na equagao IV.l1
tR estiver em unidades de tempo, wl/zdeve ser usado em unida-
des de tempo e assim por diante. Logo, as equagoes deveriam
ser expressas coOmo:

t

R 2

(=% ou N =5,54 (2%

W
wl/2 1/2

a
N = 5,54

porém o uso de tR/w1/2 ja & consagrado devido & sua simplicida

de. Basta lembrar que N & adimensional. Para se obterem outros
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parémetroé cromatograficos, além das medidas feitas,bastausar
as dimensoes da coluna, difdmetro das particulas e algumas das
condicoes de operagdo. Alguns parametros exigem propriedades
da fase movel, como a viscosidade, e propriedades do soluto |,
tais como, a massa molar e o coeficiente de difusdoc do soluto

na fase mdvel. Estes dados siao encontrados na literatura.

Finalizando deve-se ressaltar que todos os
cuidados devem ser tomados com relagao aos cdlculos, principal
mente a forma dos picos,-para que 0s resultados possam ser re-—
levantes, e que todos os dados devem ser anotados durante os
trabalhos experimentais para que nac causem problemas futuros.
Se possivel, os cadlculos devem ser feitos logo apds o procedi-
" mento experimental, pois acunular muitos cromatogramas pode ser
causa-de grandes confusoes. Durante O nosso trabalhé, cada
colﬁna empacotada foi testada a um grande nimeroc de vazdes, e
estas precaugdes precisaram ser tomadas, principalmente com re
lagdo s condigdes de operacdo que eram constantemente altera-

das.

Nosso objetivo foi sempre o de obter os valo
res de altura equivalente a um prato tedrico, H, e colocar em
graficos versus a velocidade linear, u. Desse modo, os vwvalo-
res medidos e calculados foram sempre tabelados e, é seguir, os
graficos foram feitos, como se pode observér nos resultados ex

perimentais.

A colocagac dos resultados em graficos permi
te uma melhor visualizagao e facilita as comparagdes entre as
varias colunas preparadas e aquelas da literatura ou disponi

veis no mercado.
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CAPITULO V

RESULTADOS ¥ DISCUSSAO

Este capitulo, dedicado aos Resultados e Dis-
cussao, na verdade, pretende muito mais que isto, pois, dadas
as caracteristicas peculiares ao nosso trabalho, deverd rela
tar cada‘etapa e, em seguida, apresentar os resultados tecendo

os comentarios cablveis.

Julgamos muito dificil, além de enfadonho, des
crever todos 0Os nossos experimentos, para sO no final vir a fa
zer os comentdrios. TerIamos gue, a todo momento, fazer alu-
soes a determinados testes para podermos comenti-los. Al&m dis

so, cada nova etapa de nosso trabalho s& se justifica apds -a

discussao da anterior.

Assim, para nao tornar o texto repetitivo e
cansativo aos leitores, passaremos & descrigéo dos ‘experimen-
tos, seguindo umalordem guase cronoldgica dos acontecimentos.
Para isto dividiremos o capitulo em duas partesy; a primeira de
vera relatar todos os trabalhos realizados com as colunas con-
vencionais; a segunda tratarad da otimizacac cromatogrdfica e

das colunas com didmetro reduzido.

l. COLUNAS CONVENCIONAIS -

a) Escolha das Condigdes dé Operaggo

Nossa primeira preocupagaoc foi com relagdo &
montagem do sistema cromatografico, o gque naoc foi muito sim-
ples,considerando a complexidade dos mddulos e nossa inexperi-

éncia na época. Uma vez em funcionamento, procuramos estabele-
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cer as condigoes de operagao, empregando uma coluna j& disponi-

vel em nosso laboratdrio (LiChrosorb RP-18, 10um, de 200x4,6mm) .

Conforme Jja descrevemos em Consideracgdes Gerais
Capitulo IV, a selegéo da Fase MOvel e da mistura de teste foi
feita levando-se em consideragaoc os fatores econdmicos e nossa
disponibilidade. Evidentemente isto ocorreu apds uma extensa
revisac bibliografica e uma série de experimentos realizados em
nosso si;tema. Decidimos pela composigac de 70/30 metanol/3gua,
pois maiores concentragoes de agua provocavam a‘elevagéocmapreg
s3o do sistema, além de ocasionarem grandes tempos de retengao
para o©s solutqs organicos da mistura de teste. Menores propor-
¢oes de agua, além de anti-econdmicas, provocavam perdas na re
solugao e diminuigdo nos valores do fator de capacidade, k', dos

solutos empregados. Além disto, com 30% de agua pode-se variar

a vazao sem grande preocupagio COm a pressio.

Para a-escolha dos componentes da mistura de
teste, também observamos os critérios econdmicos, nossa- disponi
bilidade e suqesﬁGes encontradas na literatura. Apds uma série
de testes com solutos disponiveis em nosso instituto,optamos por
acetona, benzeno, benzonitrilo, tolueno, naftaleno e antraceno.
Como antraceno apresenta um valor de fator de capacidade muito
alto, principalmente para colunas com particulas de didmetro mui
to pequeno (<5um}, este soluto sO foi empregado algumas vezes,
Outras vezes s0 empregamos 3 solutos: acetona, benzonitrilo e
naftaleno. Para facilitar, as tabelas e gréficoé, em sua malo-
ria, s® apresentam os resultados para o naftaleno, que & um ex-
celente soluto para a avaliacaoc de colunas, dadas as suas carac
teristicas fisicas e quimicas, como baixa massa molar e cariter

neutro, evitande mecanismos miltiplos durante as separagoes.
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b) Determinacao do Volume Morto

Uma das dificuldades encontradas noinicio des
te trabalho foi a determinagaoc do tempo de retengao de um solu
to nao retido, ty- Varios solutos foram experimentados e
constatou~-se que o0s de menores tempos de retengéo eram o meta-
nol e a agua. O cromatograma mostrado na figura V.1l ilustraos

picos tipicos destes componentes.

—pei MeOH
—e| H0

ta) : | (b}

Figura V.1 - Cromatogramas tipicos obtidos com coluna de
LiChrosorb RP-18, 1l0um, 200x4,6mm; Detecgao :
'220nm; Fase Movel: MeOH/Agua-70/30;Vazao 1lmf/
min; a) Metanol; b) Agua.
Observa—se na figura V.l um pico negative se
guido de outro positivo para a dgua e ¢ contrario para o meta-
nol. O aspecto dos picos deixou diividas quanto 3 posic3o exa

ta do soluto, ou seja, gual dos picos deveria ser considerado,

se o positivo ou o negativo.
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Para se obter a posigao exata da agua no cro-
matograma, langou-se mao de uma técnica radiométrica. Usou-
se égua.tritiada—3H20. Injetou-se 20uf de solugac contendo
teoricémente llOOécpm de 3H20 e coletaram-se fragoes do eluido,

com cerca de seis gotas cada (12 segundos), em fracos contendo

2mf de um coquetel preparadc conforme Collins e col./141/.

A contagem das radiagOes Beta do  decaimento
do tritio, usando cintilacg¢d@o liquida, foi realizada empregando
um programa de contagem de 1 min com 2% de erro. Os vresulta-
dos finais sao apresentados na tabela V.I. Nota-se um maximo
de atiwvidade radiatiﬁa no tubo de numero 18. Determinéu—se o]
volume do tubé de teflon & saida do detector (tubo que liga o
detector ao frasco coletor) e constatou-se que seu volume cor-
respondia a 2 vezes o0 volume coletado em cada frasco. Como a
enumeracgac dos frascos comegou ao se fazer a injegio, descon-
taram—se dois frascos, chegando-se a conclusdo de que a maxima
atividade de radiagéo Beta encontrava-se no tubo de nimero 16, ou
seja, correspondiaaoc volume de 3,2mf. A analise do cromatogra-
ma revela gue o volume de 3,2mf corresponde praticamente,. a
interéécg%o com a linha de base, isto &, ao ponto onde ha-a in
versao do pico negativo para positivo. Fato curiocso & gue es
te valoxr coincide ao ponto de intersecgao também no cromato-
grama do metanol, sdO que na inversac de positivo para negativo.
Isto facilita muito a determinagao do valor do tempo de reten-
gdo de um soluto n3o retido, t,, sem que haja a preocupagao
de se injetar égua ou metanocl em cada novo teste, pois em ge-
ral,quando se emprega a teécnica cromatografica com fase rever-

sa, observa-se este pico negativo. Assim, na pratica basta pro

longar a linha de base até que ocorra a intersecgao com a par-



-119-

‘Tabela V.I  ~. Resultados da Contagem de Radiacdo B provenien

3

te do decaimento de H,0 na determinagao de

Vo. Sistema de Cintilagdo Liquida.

Identificacgao cpm (* 2%)
Branco Sem Fase Movel 43
Branco com 6 Gotas de Fase Mdvel 48
Padrao Sem Fase Movel 11910
Padrao com 6 Gotas de Fase Mbvel 11850
Amostra n@ 1 Volume (mf): O - 28

2 0 46

3 . 54

4 , 44

5 , 26

6 , 48

7 1,0 43

8 1,2 33

9 1,4 ‘ 48

10 ’ 63

11 1,8 63

12 2, ' 43

13 2,2 29

14 , 71

15 , 59

16 , 70

17 , 2560

18 * ; 7800Q

19 , 3700

20 , 1125

21 ' 180 -

22 , 106

23 4, 95

24 , 62

25 R 73

26 ’ 54

* Resultados médios de 2 determinacdes
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te de inversao dos picos e considerar este valor para a obten
¢cao de to.
c) Escolha do Método de Empacotamento
Estabelecidos todos os detalhes podemos agora

descrever e comparar as varias colunas preparadas.

Inicialmente foram empacotadas trés colunas
(1, 2 e 3), de 151x4,6mm com LiChrosorb RP-18, S5um. Este matg
.rial foi recuperado.de outras colunas usadas anteriormente em
nosso laboratdrio e foi apenas homogeneizado antes do uso. Os
parametros experimentais empregados no empacotamento déstas co
lunas sao listados na tabela V.II. A tabela V.III apresenta
os resultados obtidos na avaliagdo destas colunas. A fig. V.2

mostra cromatogramas tipicos obtidos com a coluna 2.

Tabela V.II - Pardmetros Experimentais Empregados no Empaco

tamento das Colunas 1, 2 e 3.

Material de empacotamento LiChrosorb RP-18 (recuperado)
biametro das particulas . 5 um (irregulares)
Dimensoes das colunas (Lxd;) 151 x 4,6mm

Massa gasta : . 2g (£5%)

Suspensao ‘ | ' nv2,5g/30mf de MeOH
Tempo de ultra-som ) 30 min (vel. 5}
Solvente propulsér MeOH PA

Pressao de solvente 5000psi (v35MPa)
Tempo de propulsaoc ascendente 7 min

Tempo de propulsao descendente | 5 min

Vazao final(para as col.l e 2%*) | 7 ml/min (5%)

* Ocorreu vazamento durante o empacotamento da coluna 3, nao

sendo possivel medir a wvazao.



-121-

tr= 1,90 min
te = 1.9 min
W, 0,062 min wuz' 0,062 min
- g
2 &
2
wl -
to= 1.59min 2 to=1,59min O
- N
w x
3 l
_J z ]
Agz1,3 . RAg=3 '
Figura v.2 - Cromatogramas Tipicos Obtidos com a Coluna 2.

Testes Feitos no Sistema Convencional. Vazao:
0,8mf/min; Pressao: 1500psi (~10,5 MPa); Volu

me Injetado: 20uf; Detecgao: 254nm.
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'Tabe}.é. V.III - Resultados Exﬁerimentais Obtidos na Avaliagao
das Colunas 1, 2 e 3. Eficiéncia Calculédaem
Relagao ao Naftaleno.Vol.Injetado:20ul; Detec
¢ao UV:254nm (média de 6 determinagoes feitas

em 3 dias diferentes - 2 por dia). dp = Sum

Vazio u Coluna 1 Coluna 2 | Coluna 3
m&/min){ (mm/s)| N/m H N/m H N/m H

@h | e | @Y @m) | (m™h (um)
0,2 0,21 [*45600 | *21,9 [*45700 {* 21,9 19400 | 51,5
0,4 0,44 | 37700 | 26,5 | 32100 | 31,2 21100 | 47,4
0,5 0,54 | 30800 | 32,5 | 29400 | 34,0 [* 23500 [* 42,6
0,6 0,67 | 32300 31,0 | 33700 | 29,7 | 23000 43,5
0,8 0,89 | 29600 33,7 | 34000 | 29,1 22900 ; 43,7
1,0 1,14 | 28300 | 35,3 | 30900 35,1 26600 | 37,6
1,2 1,36 { 25900} 38,6 | 28000 | 35,7 21300 | 46,9
1,5 1,70- 24500. 40,8 | 26800 | 38,8 18000 { 55,6
2,0 2,21 | 23800 42,0 | 24900 | 40,2 16300 | 61,3
2,5 2,90 | 23500| 42,6 | 21600 46,3 15500 | 64,5

A analise da figura V.2 revela gue ambos oS
compostos, naftaleno e benzonitrilo, apresentaram picos simila
res e praticamente o mesmo valor de numero de pratos tedricos
nas condigc")es enpregadas. Isto seria uma indicagao de disper-

sao cromatografica negligenciivel; porém verifica-se também que



-123~

ambos ©s solutos tiveram o© mesmo tempo de retencgao, ou seja, a
resolugao da coluna em gquestdo foi nula para estes dois compos

tos. O mesmo comportamento foi observado com as colunas 1 e 3.

Observando a tabela V.III, nota-se que as colu
nas 1 e 2 apresentaram resultados razoavelmente similares, no
entanto bem diferentes dos resultados da coluna 3. Como todas
elas foram preparadas através do mesmo método, a {inica explicé
¢ao encontrada & gue vazamentos ocorridos durante o procedimen
to de empacotamento da coluna 3 afetaram enormemente sua guali
dade (houve problemas com a rosca de saida da coluna, o gque
causou vazamento durante todo o processo, inclusive naoc permi-
tindo medir a vazao de saida, ou seja, em média coletou-se 2mf/
min do solvente no final do tubo e cerca de 4,5m{/min onde ocor

ria o vazamento).

Concluimos assim gue, muito provavelmente, va
zamenhtos durante o empacotamento devem prejudicar a gqualidade

das colunas.

Quanto as colunas 1 e 2, cuja preparagao ocor
reu normalmente, os resultados foram considerados até razoa-—
veis para as primeiras tentativas (Hmi nv22um) g nb entanto, em

.
bora tivessem apresentado picos com um bom formato e com assi-
metria relativamente baixa (cerca de 1,3), nao mostraram nenhu
ma capacidade em resolver os solutos empregados. Provavelmen-
te isso se deve as caracteristicas da fase estacionéria em
pregada. Tratava-se de um material ja usado em uma coluna pre
parativa, cuja vida Gtil j& se esgotara, e nds apenas a desem-—

pacotamos , homogeneizamos o material, apds separacao de par-

tes visualmente sujas e/ou aglomeradas, e empregamos nestes
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primeiros testes.

Além dos valores baixos da eficiéncia da colu
na 3, oS picos também apresentaram uma certa distorgao. Na
verdade a cauda ficou peguena, porém apresentaram uma “subid-a"
muito rapida na parte frontal, do gque resultaram picos com fato
res de assimetria em torno de 1,7. Sendo assim,a coluna mos

trou-se de péssima gualidade.

Antes de quaisquer outras providéhcias, ten—
tou-se a preparacgao de uma outra coluna, empregandc-se O mesmor mé&todo
de empacotamento, o mesmo tipo de fase estacionaria(LiChrosorb
RP-18,5um); porém desta vez o material foil novo, 'adquiriéo de

E. Merck.

A coluna assim preparada, denominada 4, conse
guiu resolver uma mistura de benzonitrilo, tolueno e naftaleno
nuito bem, porém os picos apresentaram elevados fatores de as-
simetria (As ~ 3) e a coluna foi descartada apds algumas tenta

tivas inQteis para a redugao da cauda dos picos.

Pensou-se em mudar o método de empacotamen-to,
procurar outras alternativas. Empregaram-se diversos solventes
para a preparag¢ao da suspensac epropulsao. Fizeram-se ten-
tativas preparando-ge a suspensao com algumas gotas de gliceri
na, outras vezes com agentes tensoativos, tais como emulsionap_
tes e mesmo detergentes concentrados. Usaram-se ainda gotasde
amania ou acidos organicos. No entanto os resultados permane-
ceram frustranters. A melhor coluna conseguida nesta etapa, a
coluna denominada 5, ainda ficou pior gue as colunas 1 e 2.
Para a coluna 5, foi empregado o mesmo material recuperado r

usado nas trés primeiras colunas. O método de empacotamento ,
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contudo, foi diferente. A ‘ SﬁSpensao foi preparada com LiChrosorb
RP-18, 5um, previamente seco a 8000, por 2 horas, em uma mistu-
ra de iso-propanol e n-heptano (50/50). O n-heptano foi tam-
bém empregado como solvente propulsor. Como se descreveu eﬁ
Consideragoes Gerais, antes de iniciar o empacotamento todas
as tubulag¢oes da bomba devem ser enchidas com o solvente pro
pulsor, no caso o n-~-heptano. _ Apds o empacotamento, o solven
te propulsor deve ser "lavado", variando-se lentamente a pola-
ridade dos solventes, at@ se chegar ao valor da polaridade da
fase mdvel. Com isto o emprego de um solvente polaf, ou de
polaridade muito diferente da fase mdvel, torna o procedimento
muito trabalhoso e demorado. A tabela V.IV resume as condi-
¢oes empregadas no empacotamento da coluna 5. A tabela V.V re
sume os resultados obtidos, calculados para os piéos do nafta-
leno, na avaliagao desta coluna. Tentou-se a injecio de . uma
mistura de compostos. Entre naftaleno e benzonitrilo houve boa
resolugao (R, = 3}, porém tolueno, benzeno e benzonitrilo apre

sentaram o mesmo tempo de retencio.

Observou-se ainda uma variagao no valor do ni
mero de pratos‘para naftaleno e benzeonitrilo. Para baixas
vazoes, N,em relacao ac benzonitrilo,apresentou-se menor que pa
ra o naftaleno, ficando similar em torno de 2,0mﬂ/ﬁin. Acima
desta vazao,houve uma inversdo: N, em relagdo éo benzonitrilo,
foi maior que N em relagao a naftaleno. Este comportamento in
dica uma élteragéo na transferéncia de massa do soluto, suge-
rindo defeitos no leito da coluna, o que foi corroborado pelo
alto fator de assimetria, em torno de 1,8, para a maioria dos
picos. Diante dos resultados obtidog sentimo-nos estar, nova

mente no ponto de partida, embora com alguma experiéncia
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Tabela V.IV - Parametros Experimentais Empregados no Empaco

tamento da Coluna 5.

Material de empacotamento LiChrosorb RP-18 (recuperado)

previamente seco a 80°C (2h) .

Didmetro da particula 5 um (irregular)
Dimensoes da -coluna 151 x 4,6mm
Suspensao ' 2g em 30m{ da mistura n-heptal

no/iso-PrOBE (50/50).

Tempo de agitacio comultra-som 4 min

Solvente propulsor n-heptano

Pressac do golvente _ 7200 psi (v 50MPa)
Propulsao ascendente ' até 100mf de n-heptano
Propulsao descendente mais 50mf de n-heptano

150mf de iso-PrCH

150mf de MeOH

Vazao final (MeOH) 8mf/min
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Tabela V.V - Resultados Obtidos na Avalia¢do da Coluna 5.
Eficiéncia Calculada em Relagao ao Naftaleno.

Vol. Injetado: 20uf; Detecgao: 254nm

Vazao u N N/m H

(m¢/min) | (mm/s) - (m 7} (um)
0,5 0,53 3960 26200 38,2
1,0 1,13 5400 35800 28,0
1,5 1,67 5450 36100 27,8
2,0 231 4140 27500 36,4
2,2 2,47 3660 24200 41,3
2,5 2,80 3430 22700 44,0

Resultados médios de, no minimo, 2 determinagGes.

acumulada. Até o momento, empregavamos colunas vazias montadas

por nds, & maneira comc foi exposta no capitulo IV ~ Conside-
ragoes Gerais. Decidimos, entdo, empregar uma coluna vazia ad-
quirida de Hewlet Packard, de 200 mm de comprimento e mesmo
didmetro das colunas anteriores (4,6mm). 0 material emprega-
do também foi novo, fornecido por Whatman, Partisil 10 ODS, com
as mesmas caracteristicas dos anteriores, particulas irregula-
res de silica ligada a 18 atomos de carbono, porém com didme-
A coluna vazia foi

tro de 1l0um. A coluna foli dencminada 6.

apenas lavada adequadamente e o empacotamento foi processado
usande apenas isopropanol, tanto para a preparacao da suspen-

sao quanto para a propulsao. A tabela V.VI resume todos os pa
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rametros experimentais usados neste empacotamento.

Tabela V.VI - Pardmetros Experimentais Empregadés no Empaco

tamento da Coluna 6.

Material de empacotamento

Diadmetro das particulas
Dimensoes da coluna

Massa usada

Suspensao

Tempo de agitagaoultra-som
Solvente propulsor
Pressao 4o solvente

Tempo propuls3o ascendente

Partisil 10-0DS (novo) (5% de
recobrimento)

10 um

200 x 4,6mm

34

3 g/30mf iso-PrOH
3 min (vel. 5)
iso-PrOH PA

7200 psi (v50MPa)
15 min

10 min ¢/ iso-PrOH

Tempo propulsio descendente

10 min ¢/ MeQH

vazao final (iso—PrOH) ~ 8md/min

vazio final (MeOH) v 15ml/min

A figura V.3 mostra um cromatograma obtido com
a coluna 6. Observa-se razoavel resolugdoc dos componentes da
mistura injetada; no entanto, os valorés de K' ainda foramlbas~
tante baixos (menores que 1l). A tabela V.VII resume os resul-
tados obtidos, para os 5 solutos, a vazao de 2,5m{/min, e a ta

bela V.VIII apresenta os resultados daavaliagao dacoluna 6, cal
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AR B

Figura V.3 - Cromatograma Obtido com a Coluna 6.
Sistema Convencicnal; Vazao:2,2mf/min; Pres
s3o: 1500psi (v+10,5MPa); Volume Injetado:20uf;
Detecgao 254nm; Componentes da Mistura: l1=Ace
tona, 2=Benzonitrilo; 3=Benzeno, 4=Tolueno e
5=Naftalenc.
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- culados para o naftaleno, nas diferentes vazoes utilizadas.

Tabela V.VII -~ Resultados Obtidos por Injegdo de 20uf de Ca-
da Solugao, Individualmente, i Vazacde 2,5mf/

min e Detecgao a 254nm, com a Coluna 6.

Soluto k! RS N/m H
| (m~1) (um)

Acetona 0,16 17300 57,8
1,5

Benzonitrilo 0,31 16000 62,5
1,1

Benzeno 0,45 17800 56,2
1,7

Tolueno . 0,65 17400 57,5
1,6

Naftaleno 0,91 17700 56,5

Observou-se que os resultados obtidos na elui
gao dos solutos isoladamente foram similares Aquelés consegui-

dos por injecao da mistura.

Foi feita a injegdo individualmente para faci
litar as medidas das larguras dos picos na altura da linha de
base, para o cdlculo da resoclugio, uma vez que a separagao nao

ocorreu totalmente. Assim, os valores de R, sac estimativos.

A andlise da tabela V.VIII revela que os resul

tados obtidos com a coluna 6 foram melhores que os conseguidos
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Tabela V.VIII - Resultados Experimentais Obtidos na Avaliacao
da Coluna 6. Eficiéncia Calculada em Relacao

ao Naftaleno. Vol. Injetado: 20uf, Deteccgao:

254nm.

Vazao u N * N/m | H

@l /min) (rm/ s) - (m-% {(um)
0,4 0,48 6420 32100 31,2
0,5 0,52 5630 28200 35,5
1,0 | 1,17 4890 24500 | 40,9
1,2 1,42 4410 22000 45,4
1,5 | 1,75 4250 21200 47,1
2,2 2,71 3880 19400 51,5
2,5 3,24 3530 17600 56,7

* Resultados médios de no minimo, 3 determinacdes.

com as colunas 1 e 2, pois a coluna 6 apresentou valores mini-

mos de altura de prato, H de aproximadamente 3 vezes o did

min’ _
metro da particula (10um) , enguanto que os valores obtidos com
as colunas anteriores, 1 e 2, foram cerca de 4 vezes o didmetro
da particﬁla (5um). Além disto, a coluna 6 apresentou uma-resg
lucao razoavel para os solutos empregados (fig. V.3) contra a

resolugao nula das colunas 1 e 2 e resoluglo parcial da coluna

5.

A tabela V.VII também mostra que todos os so-

lutos,com diferentes k', apresentaram nimero de pratos tedricos
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similares, uma indicagao de dispersac cromatogrifica negligen-—

ciavel.

A forma dos picos nas diferentes vazoes empre
gadas, foi semelhante,e os fatores de assimetria também apresen

‘taram valores em torno de 1,3.

Notamos ainda que a linha de base apresentava
flutuagoes a cada dia mais acentuadas. Fomos obrigados a re-
duzir a sensibilidade de detecgao. Ainda assim,a reprodutibi-
lidade dos resultados caiu muito durante os Gltimos trébalhos.
Aumentamos mails a velocidade do papel de registro dos cromato-
gramés e repetimos pelo menos 5 vezes cada eluiééo para poder

obter resultados coerentes.

Nao tardou muito e ocorreu o inevitével- a vi
da Gtil da lampada de deutério (fonte de luz ultravioleta) se

esgotara.
d} Uso da Regiao Visivel

Fizemos algumas tentativas de trabalho na _ re
gido visivel, pois necessitdvamos aguardar a importagido da lam
pada queimada. Contudo, nao conséquimgs bons resultados. A
tabela V.IX resume os resultados finais obtidos com os compos-—
tos experimentados. Mais uma vez a escolha destes compostos
baseou-se em nossa disponibilidade. Obtiveram-se seus espec
togramas no proprio sistema cromatografico, ﬁela técnica de in
terrupgaoc do fluxo e, através deles, escolheu-se o comprimen
to de onda para a detecgao cromatogréfica; As
tentativas foram baseadas nas vantagens gue poderiam advir, se

bons resultados fossem conseguidos, nao s& com relagao & subs-

tituig¢ao da lampada de deutério pela de tungsténio (fonte de
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luz visivel) como também com relagao &s facilidades na selegao
de solwventes para o emprego na regiao visivel, pois, sendo os
solventes incolores, nao teriamos os incovenientes de absorgéo

enm algumas regides, como ocorre no ultravioleta.

Os resultados do naftaleno incluidos na tabe-

la V.IX, para comparac¢do, foram conseguidos anteriormente com

a mesma coluna.

s

Tabela V.IX - Resumo dos Resultados Obtidos Através de Tes
tes de Solutos que Absorvem na Regiao Visivel
do Espectroeletrcmagnético, com a Coluna de
LiChrosorb RP-18,5um, 151x4,6mm(Coluna 5), Com
parados éo Naftaleno (Resultados Obtidos Ante
riormente), 3 Vazido de 1,0mf/min e Injegido de

20ul. Detecgao: Varios Comprimentos de Onda,

A
Soluto A N/m H
' (nm) (m~h (um)
Naftaleno 254 35800 28
2~Nitrofenol 345 18700 53
Vermelho de 500 11100 90
Metila
Alaranjado 430 5600 | 180
de Metila
Acido Picrico 345 5100 200
2,4-Dinitro- 430 4600 220
naftol
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A andlise da tabela V.IX revela que OS COmMpos
.tos empregados nac foram adequados ao cilculo do niimero de pra
tos tedricos, ou seja, n&o servem para a avaliagio de colunas
dentro dos padrdes que conhecemos. £ possivel que uma selecgao
maig adegquada dos compoStos venha a resolver o problema, pois
concluimos pela existéncia de mecanismos miiltiplos na eluicdo
dos compostos usadds,o que fez, inclusive, que alguns apresenl—
tassem tempoc de residéncia na coluna até mesme inferior ao
do soluto "nao retido". No entanto,apés estes experimentos,re
cebemos a ldmpada nova e voltamos aos trabalhos anteriores.
Apenas deixamos registradas aqul nossas tentativas, pois julga
mos que possam ser retomadas no futuro e que, inclusive, le-

vem a resultados vantajosos.

e) Algumas AlteragOes no Sistema Cromatografi
co

Susbtituida a lampada de deutério, outras al-
teragoOes foram feitas em nosso sistema cromatografico. Uma
delas foil a eliminagac do programador de solventes com conse-
quente emprego de uma Gnica bomba. Dal passamos & preparacio
prévia da fase mdvel (MeOH/HZO - 70/30) seguida de sua homoge-
neizagao e desgaseificagaq comultra-som. Empregaram~se frascos de
5£, para se obter uma quantidade razodvel ao uso durante - al
gum tempo, reduziﬁdo quaisquer variaveis com relacdo a fase
mével. Com isto, retiramos também do sistema cromatografico o

misturador de solventes.

Novas tentativas de empacotamento e avaliagao
de colunas foram feitas e constatou-se gue a reprodutibilidade

do sistema cromatografico melhorou muito apds a troca da lampa
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da,e as flutuagoes da linha de base e os constantes "spikes"ve
rificados nos filtimos cromatogramas desapareceramn. A pressaoc
na bomba apresentou-se bem menor e mais estdvel apds as altera

¢oes realizadas.

Além disto, colunas empacotadas com apenas me
tanol como solvente de suspensdo e de propulsio, com materi-
al de empacotamento novo, mostraram-se similares 3 coluna § ’
que foi preparada com isopropanol. Como metanol & também o
principal constituinte da fase mével,o procedimento de empaco-
tamento com metanol torna-se bem mais rapido e econémiqo, do

gue guandc se emprega isopropanol.

-

Passou-se ao estudo de uma série de colunas
-de diferentes comprimentos e diZimetros de particulas,empregan-

do metanol em sua preparacgac.

f) Efeito do Comprimento da Coluna e do Didme

tro das Particulas

Para esta nova etapa do trabalho, dispbs-se
de material de empacotamento novo, com particulas esféricas;de
10, 5 e 3um de diametros, também 3 base de silica ligada a 18
étdmos de carbono. As colunas empacotadas foram todas de 4,6mm

de diametro,e o comprimento variou de 50 a 200mm.

Nossa meta nesta etapa do trabalho foi -estu
dar a influéncia do comprimento da coluna sobre sua eficidncia
e a dependéncia desta com relagao ao tamanho da particula em

pregada, visando a economia de solventes e fase estacioniria.

Dados da literatura revelam que a eficiéncia

de colunas empacotadas com particulas esféricas & similar 3 de
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particulas irregulares /142/ embora o empacotamento daquelas
seja mais facil, isto &, obtém-se leitos mais homogéneos e com
pactos com particulas esféricas muito mais facilmente gue com
particulas irregulares. Na pratica, istoresulta emmelhores co
lunas, principalmente com.relagéo a permeabilidade, ou seija, as

particulas esféricas oferecem menor resisténcia ao fluxo.

Dez diferentes colunas foram empacotadas. 0
método de empacotamenté foi basicamente © mesmo descrito ante-—
riormente, variando apenas o tempo de empacotaﬁento em
fungéo do comprimento das colunas e do tamanho das particulas,
visando a passagem de um volume de metanol equivalente a 50 ve
zes o volume da coluna, no sentido ascendente. A pressaoc de
empacotamento também variou um pouco conforme as caracteristi-
cas das colunas, ficando entre 5000 e 6000 psi (35 e 42MPa).
Metanol fol usado tanto para a suspensac quanto para a propul-
saoc. ApOs a inversio do sentido da coluna,deu-se continuidade
& passagem de metanol até& que a vazao permanecesse constante ,
cerca de 20, 8 e 4m{/min para as particulas de 10, 5 e 3um P
respectivaﬁente, (notou—se pequena variagao com o comprimento
da coluna). A seguir, percolou-se fase mdvel até umvolume equi

valente a 50 vezes o volume da coluna.

A passagem de fase mdOvel durante o empacota-
mento facilita muito o condicionamento das colunas, permitindo
grande redugao no tempo de equilibrio das colunas no sistema

cromatografico.

As massas empregadas na preparagao das suspen
sbes variaram em fungac do comprimento das colunas (tabela V.

X) e foram empregadas com um excesso de cerca de 20% para ga
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rantir o© empacotamento total das colunas. O volume de metanol
‘empregado na preparagac da suspensao foi sempre de. 30mi; quan=
tidade correspondente ac volume doreservatdrio dabomba. Nao hou
ve, portanto, preccupagac coma concentracidoda suspensaoe sim com
o emprego de um pequeno excesso de fase estacionaria garantindo
o empacotamento total e a sobra de peguena quantidade do mate-

rial empregado.

Tabela V.X - Massas Usadas para a Preparacgao das Suspen-

sOes das Colunas 7 a 16 em Fungdo de seu Com-—

primento, L.

L (mm) 49 100 151 200

m(g) 0,9 1,6 2,3 3,2

A avaliagao das colunas fol feita com uma mistura de acetona ,
benzeno e naftaleno, cuja concentragao variou de coluna para
coluna, visando sempre manter a altura dos picos entre60 e 80%
da altura do papel de registro. Todas as colunas mostraram
excelente resolugaoc para os solutos em questéo. Calculou-se
o nimero de pratos tedricos, em relagdo ao naftaleno, para to-
das as vazoes empregadas. Os valores da altura equivalente a
um prato tedrico,H, foram colocados em graficos contra a velo-
cidade linear da fase mOvel, u, para todas as colunas prepara-
das. As figuras V.4 a V.10 exibem as curvas H x u obtidas pa

ra as coluhas 7 - 16.

Das figurasV.4 aVv.6 mostra-seo efeito do com

primento sobre a eficiéncia das colunas para as particulas de

3, 5 e 10um, respectivamente.
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Das figurasV.7 aV.1l0 mostra-seo efeitodo dii-
metro daparticula sobrea eficiénciapara as colunas de 49,100, 150
e 200rm.

A anadlise dafigura V.4 revela gue &mais facil
‘empacotar colunasmais curtas quando se emprega particulasde 3um
de diémetro, pois aeficiéncia se reduz como aumento do cozﬁprimen—
to das colunas. Alem disto, observa-se uma-inclinagéo bastante sua
ve para a curvada menor coluna (49mm),0 que permite seu emprego nu-
ma larga faixa de vazao sem substancial perdana eficiéncia. O uso
da.colunacomﬂvazéoreduzida.possibilitagrande economiade solven
te, ao passo que seuemprego comalta vazao proporciona anilises bas

tante rapidas, permitindo economia no tempo de analise.

A figura V.5 apresenta os resultados obtidos
com as colunas empacotadas com particulas de 5um e, neste caso,

nota-se gue o comprimento ideal & o de 100mm.

Ja a figura V.6 também leva 3 conclusao de
que tanto as colunas muito curtas guanto as muito longas £fi

caram piores que a intermediaria de 15lmm.

Foi feita também a anadlise do efeito d; didme
tro das particulas sobre a efici@ncia das colunas. As figuras
V.7 e V.10 que correspondem, respectivamente, ao menor e maior
comprimento das colunas qgue foram preparadas, mostram, ~ como
ja era esperado, que partidulas de menor diametro produzem co

lunas com maior eficieéncia.

A tabela V.XI resume os resultados obtidos pa
ra as 10 colunas preparadas nesta etapa do trabalho (colunas
7-16) . Nesta tabela, foram incluidos os valores da altura de

prato reduzida, h, que facilitam a comparagao entre colunas
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com diferentes diémetroé de pérticulas. Observa-se que as co-
lunas empacotadas com particulas de 5um de didmetro, em geral,
ficaram similares &8s preparadas com particulas de 10um e melho
res gue agquelas empacotadas com particulas de 3um.

Tabela V.XI - Resumo dos Resultados Obtidos com as Colunas
7 a 16 Evidenciando os Valores da Eficiencia

Maxima , N/m , ¢ Altura de Prato Reduzida ,h h, &

Velocidade Linear Otima, u .

"Coluna| ~ dp L N/m Hoin h ﬁ
um) | (oo | ™Y | (um) - | (m/s)
7 3 49 55200 | 18,1 6,0 1,5
8 100 55500 | 18,0 6,0 1,6
9 151 55000 | 18,2 6,1 1,6
10 5 49 39800 | 25,2 5,1 1,3
11 100 56700 | 17,6 3,5 1,5
12 151 49400 | 18,9 3,8 0,3
13 200 44400 | 22,5 4,5 1,5
14 10 100 25700 | 38,9 3,9 0,13
15 151 28400 | 35,2 3,5 0,13
16 200 19500 | 51,2 5,1 0,13

As figuras V.8 e V.9 sugerem que colunas de
100 e 150mm de comprimento sao muito longas para o empacotamen
to com particulas de 3um, produzindo colunas com baixa eficién-
cia. Por outro lado, 100mm & um comprimento pequeno para ser

usado com particulas de 10pm, pois a curva para tal coluna en
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L
O-49 mm
1or H- |00 mm
o-151 mm
° o 2 3 |
u {mm/s)
Figura V.4 - Efeito do Comprimento Sobre a Efici@ncia da

Coluna, para Particulas de 3um.

_ - O-49 mm
; O~ [00mm
10 o~ 151 mm
@~ 200 mm
A L A Il S
° | 2 3
u {mms)
. Pigura V.5 - Efeito do Comprimento da Coluna Sobre a Efici-

éncia, para Particulas de 5ym.
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L

A A-100mm
o o-i{5] mm
30k . ®-200 mm

Figura V.6 - Efeito do Comprimento da Coluna Sobre sua-Efi

ciéncia, para Particulas de 10um.
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Figura V.8 - Efeito do Diametro da Particula Sobre a Efici

éncia para Colunas de 100 x 4,6mm.
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Figura V.9 - Efeito do Diametro da Particula Sobre a Efici-

éncia, para Colunas de 150 x 4,6mm.
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- Figura V.10 ~ Efeito do Didmetro da Particula Sobre a Efici-

éncia, para Colunas de 200 x74,6mm.
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Figura V.11 - Cromatograma Obtido no Sistema Cromatografico
Convencional.

Coluna 9 - Spherisorb ODS - 3um (151 x 4, 6mm)
Vazao: 1,0mf/min; Pressao: 24 MPa

H = 20um - u = 1,6mm/s
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Figura V.12 - Cromatogramas
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NAFTALENO
ACETONA

BENZENO

JUJU

V =icm/min

—

b - COLUNA |4

Obtidos no Sistema Cromatografi

co Convencional.

a)Coluna 10-Spherisorb ODS-5um
49 x 4,6mm; Vazao:0,7mf/min;
Pressao = 1,8MPa; H = 26,9%um
u = 0,9%4mn/s

b)Coluna l4-Spherisorb ODS-10um
100 x 4,6mm; Vazao:1l,0mf/min;
H = 46,9um

Pressac ~ 0; e

a = 1,5mm/s
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contfamse deslocada pafa cima em rela¢dao 3 coluna com particu-
las de 5um e mesmo comprimento. Ja a coluna de 150mm com par-
ticulas de 10um apresenta excelente curva e étimos resultadoé,
‘se comparados & coluna de mesmo comprimento empacotada com par

ticulas de 5um.

As figuras V.1l e V.12 ilustram a  separagao
de acetona, benzeno € naftaleno obtida com algumas das colunas
preparadas nesta etapa,e pode-se constatar a melhor resolugao
da coluna de 3um em relagao as de 5 e 10um. Deve-~se ressaltar
que. estes foram alguns dos cromatogramas tipicos conseguidos

nesta etapa do trabalho.

¢g) Aperfeigoamento do Sistema de Empacotamen-
to
Apds a etapa anterior, deparamo-nos com al-
guns problemas na bomba de empacctamento. Para os'reparos, o]

equipamento foi praticamente desmontado e, com isto, passamos

a conhecé-lo um pouco melhor.

Decidimos realizar algumas alteragdes, visan-
do otimizar a preparagéo das colunas em trés pontos que julga
mos de grande importancia e que passaremos a descrever a se-
guir.

.g.1l) O conector reservatdrio/coluna

A figura IV.2 apresenta a vista frontal dabom
ba de empacotamento de colunas para HPLC, usada em nosso proje
to. Agora daremos énfase ao conjﬁntb reservatorio/coluna.

Um esbogo deste conjunto conforme recebido de
seu fornecedor pode ser wvisto na figqura V.13.a.

Nossa pratica na preparacgao de colunas levou-
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nos a suspeitar que a bﬁusca fedugéo do diametro do reservato-
rio (8mm) ao diametro da coluna (4,6mm) pudesse estar provocan
do aglomeragao das particulas, produzindo colunas com baixa
eficiéncia.

Para substituir a pec¢a original, foi construl
da uma pega de interior cdnico de politetrafluoretileno (PTFE)
e adaptada a um conector adequado, cujo esbogo & mostrado na
figura V.13.b. Com esta pecga,foil preparada uma coluna denomi-
nada coluna 19 para comparagac com a coluna 18 Preparada com a
ﬁesma fase estacionadria e de mesma dimensio, porémantes da subs
tituigao daconexao. (O reservatdrio foi cortado, ficando com um
volume de 25m{). A sequir, preparou-se a coluna 20, porém usou
se pressac um pouco maior, o que acabou danificando a pecga ée
PTFE.

Construiu-se, entdo, uma pega similar, porém
de ago inoxidavel 316, gue foi empregada para o empacotamento

das colunas 21, 22 e 23, sem problemas de deformagao.

lg.2) O uso de pré-coluna durante o empacota-—
mento
Quando se separava a coluna do reservatdrio
de suspensao, guase sempre era observado um "sulco" ou defei-
tos no tepo do leito da coluna. Na tentativa de evitar este

problema em nosso projeto, optou-se pelo uso de uma pré-colu-

na, ou seja, o emprego de uma pegquena coluna (L = 50mm) com
diSmetro igual ao da coluna, entre esta e o reservatdrio. Es
ta técnica facilitou o trabalho, pois a partir dai, primeiro
desconectou-se a pré-coluna do reservatdrio e, a seguir, so

bre a mesa e com muito cuidado, separou-se a coluna da pré-co
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luna, para a colocagao do terminal com o filtro

As colunas 22 e 23 foram empacotadas com o em

prego da pré-coluna.

g.3) A wvelocidade do fluxo do solvente propul

501X

Embora as particulas empregadas na preparagao
das colunas para HPLC sejam rigidas, sempre gue possivel de~
ve-se evitar submeté-las a pressdes excessiﬁas.

Nossos experimentos realizados até o momento
mostraram gue o valor da pressdao empregada no processo de empa
cotamento nac &, por si s&, tdo relevante quanto a vazio do
solvente. De nada adiantam pressbes altissimas se, por .algum
motivo, o solvente propulsor nao flui livremente.

Um dos principais requisitos para o sucesso
na preparagao de.colunas éeapré—pressurizagéoda,bdﬁba,para.que
o solvente possa fluir com elevada velocidade de fluxo, imedia
tamente apds a bomba ter sido ligada.

A rapidez na preparacao das colunas & impor-
tante tanto para gue nao ocorra a sedimentacao das particulas,
guanto para provocar seu chogue com o leito da coiuna com alta
velocidade de impacto, antes mesmo que as particulas anteri-
ores tenham tempo de de se alojar, resultando maior homogenei-
dade do leito formado.

Nossa bomba de empacotamento possuia uma espé
cie de "restritor" de pressao entre a salda da coluna e o fras
co coletor de solventes, gue impedia uma vazao maior do solven
te propulsor. A eliminagao deste "restritor" permitiu a obten

gao, a 4000 psi {v 28MPa), de uma vazao 3 vezes maior gque ague
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la conseguida,a 7200 psi (v 50MPa),com a pe¢a na tubulagao.

A coluna 23 foi empacotada apds a eliminacgao
do obstrutor no sistema. A tabela V.XIIX resume os resultados
obtidos com as colunas 18-23, evidenciando as alteragdes reali-
zadas no sistema de empacotamento, de forma a facilitar a com
paragaoc entre os resﬁltados conseguidos antes e depois de cada
modificacao realizada. Deve-se observar que a coluna 18 foi

empacotada antes de qualquer mudanca.

A figura V.14 apresenta a vazao do solvente
propulsor para o grupo das seis colunas preparadas negta etapa
do trabalho. ‘Através da tabela V.XII constata-se que a coluna
18 foi empacotada com o dobro da pressac empregada para a colu
na 23, embora esta tenha ficado pronta em 2/3 do tempo gastc
na primeira. As colunas 20-22 foram prepradas a mesma pressao
e a pequena diferenca observada né_inclinagﬁngas 3 curvas de

ve-se a diferengas nos filtros empregados nas colunas.

Foram feitos testescom osfiltros antes do em
pacotamento. Muitos foram desprezados polis, mesmo sem a fase
estacionaria, ofereceram certa resisténcia ao fluxo. Apenas
aqueles filtros "permeaveis" foram usados, mas nao foram idénti-

cos, resultando diferencas na vazao final.

h) Aperfeigoamento do sistema cromatografico
Simultaneamente as alteracoes realizadas na
bomba de empacotamento, foram feitas modifica¢des também no

sistema cromatografico.

No inicio do nosso projeto, j& haviamos reduzi
do as dimensdes dos tubos e conexdes em . nosso cromatografo (fo

ram usados tubos de 0,010pol ~ 0,25mm), mas nesta etapa do tra
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Figura V.13 = Esquema da Parte do Sistema de Empacotamento
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a) Antes das Modificagoes

b) Apds as Modificacgdes
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Tabela V.XITI - Resultados Obtidos na Avaliagéo das Colunas
18-23, Relacionados ds Modificagdes Realiza

das na Bomba de Empacotamento.

Coluna Coluna Coluna Coluna | Coluna Coluna
18 19 20 21 22 23
Conexao Comum PTFE PTFE Aco Aco Ago
(danos) Inox, Inox. Inox,
Pré-Coluna Sem Sem Sem Sem Com Com
Obstrutor | Com ~Com Com Com Com - Sem
Pressao 60 42 50 50 50 28
{MPa)
Tempo de ' |
Empacota- 15 30 23 20 20 10
mento (min) '
B@z&:doSQl
vente FPro; 14 5 6 7 7 24
. 'pulsor
{mf/min)
N + /m
max’ 16800 23700 16500 23650 28800 27600
(m™1)
i
min. 59,5 42,2 60,7 42,3 34,7 36,3
(um)

Obs.: As colunas preparadas nesta série de experimentos foram
todas de 100x4,6mm, com fins Valco, e com fase estacio-
" naria de silica ODS, com particulas ifregulares de 10um.
Os métodos de preparacao e avaliagao foram aqueles  des
critos no capitulo IV deste trabalho (Solvente de suspen
sio e propulsdo: MeOH; Fase Mdvel: 70MeOH/30 Agua
Calculos feitos em relagao ao Naftaleno.

Volume de amostra injetado: 10uf
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balho recebemos tubos de acgo inoxidavel com didmetro interno
ainda menor (0,0045 pol 2;0,114mm). Estes novos tubos forém
usados para a preparacao de conexdes, tao curtas quanto pos
sivel, visando minimizar a dispersdo cromatografica. Além

da substituig¢ac das conexdes fizemos também a troca daalga de

amostragem de 20uf, por outra de 10uf.

A avaliacao das colunaé 18 a 23 ja foi reali
zada com estas modificagdes no sistema cromatogféfico. A fi-
gura V.15 ilustra a diferenga obtida nos cromatogramas de uma
mesma coluna (coluna 20) onde a Gnica diferenga nas condigbes
emprégadas na avaliagiao foi o volume de amostra injetado. Ob
serva—-se uma sensivel melhora tanto na forma dos picoé, guan-
to na resolugao dos componentes da mistura injetado, o gue
evidencia que a alga empregada anteriormente apreéenfava um
volﬁme excessivo, pelo menos para as colunas de 100x4,6mm mos

tradas na figura V.15.

A coluna 23, empacotada com press3o bem me
nor gque as anteriores, embora em menor tempo devido 2 alta
velocidade de fluxo empregada, mostrou excelente resolugao pa
ra os solutos empregados, alem de valores de nimerc de pratos
tedricos similares para os 3 solutos. J& a coluna 18, embora
tenha aprésentado uma resolugao razoavel, apresentou enorme
variacao nos valores do nilmero de pratos teéxicos para os di

ferentes solutos da mistura de teste. (Veja tabela XVITI)

A tabela V.XIIT ilustra os resultados obti-
dos com as colunas 18 e 23, evidenciando que as nodificacgoes
realizadas no sistema de empacotamento levaram quase 3 dupli-

cagao dos valores de N e que as alteragdes feitas no sistema
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cromatografico realmente reduziram a dispersdo dos picos, resul
tando valores similares de N para solutos com diferentes va

lores de k'.

Tabela V.XIII - Comparagao Entre os Valores de N para Solutos
‘ com Diferentes Valores de k',Para as Colunas

18 e 23 Preparadas, Respectivamente, Antes e

Apds Todas as Alteragdes Realizadas nos Siste

mas de Empacotamento e Avaliacdo das Colunas.

_ VALORES DE N/m (1;1_1)
Solutos . Acetona Benzeno Naftaleno
Coluna 18 6600 12800 ‘ 16800
Coluna 23 24100 24300 -25800

Quanto aos fatores de assimetria, observamos
uma grande redugao, de cerca de 2,3, para as primeiras colunas
empacofadas nesta etapa, para valor em torno de 1,5 nas alti-
mas. A redugao no fator de assimetria nesta série de co-
lunas evidencia a eficl@cia das alteracgdes realizadas na bomba,
no entanto,o registro de wvalores de 1,5 indica a necessidade
de maiores precaugoes ainda. Devemos ressaltar agui que este
grupo de colunas apresentou maiores valores para os fatores de
assimetria que as colunas das etapas anteriores, fato expli-
cado pela redugao ha dispersao cromatogrifica, ou seja, nosso

cromatdgrafo nesta etapa do trabalho apresentou melhor perfor-
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mance, sendo capaz de "detectar" ou "sentir" mais as verdadei

ras caracteristicas das colunas avaliadas.

i) Tentativas de Redugao do Fator de Assime

tria, As.

Os resultados obtidos com a série de -colunas
anterior foram realmente animadores, restando apenas a ques
tao do fator de assimetria que, embora se tenha reduzidco bas-
tante no decorrer da Ultima etapa, ainda estava elevado para

0S nossos propdsitos.

Decidiu-seg entdo, pela preparagao de um grupo

de colunas com particulas de 5um de diametro. Empregaramn-se

~particulas irregulares.

As caracteristicas e as dimensoes dos tubos
vazios foram mantidas constantes. Usou-se tubos de 100x4,6 mm

com terminais Valco, preparados por nds.

0 método de empacotamento usado também foi o
mesmo da etépa anterior, empregandc metanol como solvente pro-
pulsor e no preparo da suspensao. As condigbes empregadas no
empacotamento bem como todos os pardmetros relevantes sao resu
midos na tabela V.XIV. As colunas foram identificadas pelos
nameros 24 a 28. Parte do material de empacotamento usado pa-

ra a coluna 24 foi recuperado de colunas anteriores.

Nio se fez a passagem de fase movel  durante
o empacotamento da coluna 28 para se certificar da eficacia ou
nao desta pratica, mas fez~-se o condicionamento no cromatdgra-
fo normalmente. A tabela V.XV apresenta os resultados obtidos

com estas colunas.
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‘tamento das Colunas 24-28, Dimensces: 100
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Parametros Experimentais Empregados no Empaco

X

4,6mm; Particulas Irregulares, (Apés Todas as

AlteragOes Feitas na Bomba Shandon).

Condi¢Oes _ | Tempera-|Passagem| Vazao
Coluna [Fase Esta da Fase Es | Pressao| tura Am-{ de Fase| Final
cionaria [tacionaria (psi) | biente | Movel |(mf/min)
(*)
24 LiChrosorky 30% Recu 6000 Normal Sim 4,0
RP 18-5um perada (4 2MPa)
25 |LiChrosord Novo 6000 |Elevada | Sim 4,0
RP 18-5um (42MPa)
26 LiChrosorb Novo 6000 Normal Sim 4,0
RP 18-5um {(42MPa)
27 |LiChrosord Novo 6000 20%C sim 4,0
RY 18-5um {42MPa)
28 |LiChrosorh Novo 6000 20°C N3o 4,0
RP 18-5um (42MPa)

(*) Houve problemas com o ar condicionado do laboratdrio

dias em que foram preparadas as 3 primeiras colunas.

nos

A

temperatura ambiente estava alta, especialmente no dia do

empacotamento da coluna 25; notou-se um superaguecimento

e um aspecto estranho na suspensac ao retira-la do ultra-

som, como se houvesse ocorrido a sua decomposigao.
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Resultados Obtidos na Avaliac¢ad das Colunas
24 a 28. Dimensoes: 100x4,6mm - LiChrosorb
RP-18 (Sﬁm); Volume da Amostra Injetado: 10uf
Detecgao a 254nm; Calculos de N em Relagéo-ao

Naftaleno (Apbs a Otimizacdaoc do Cromatdgrafo)

Coluna u Nﬁax/m B in ~ As
(mm/s) (m=1) (um) -
24 0,59 34000 29,4 1,04
25 0,60 39700 25,2 1,5
26 0,60 42400 23,6 1,2
27 0,60 49300 20,3 1,4
28 0,60 37300 26,8 1,4

Por analogia as colunas empacotadas com partl

culas de 1l0um, da etapa anterior, esperavamos conseguir mais

de 50 mil pratos tedricos para as colunas 24-28, No entanto

apenas o resultado obtido com a coluna 27 aproximou-se denossas

expectativas e ainda assim com um fator de assimetria relativa

mente alto. Constatou-se que a passagem de fase mdvel durante

o0 empacotamento & uma pratica importante, pois a coluna 28 (sem

fase mOvel) mostrou menor nimero de pratos que a 27.
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Além do usode parte do material recuperado para a coluna 24 e
dos problemas relacionados & temperatura ambiente enfrentados
nos dias em que algumas destas colunas foram preparadas, nos
observamos ainda, a0 tentar empacotar outras colunas, gque havia pro
blemas mecanicos na bomba. Os problemas foramconfirmados atra
vés da detecgac de vazamento no pistdo da bomba e, consegfiente
mente, a}pressao deve ter sofrido flutuagoes durante o empaco-
tamento das Ultimas colunés, o que pode justificar a grande va
riagao observada nos resultados apresentados na tabela V.XV e,

inclusive, 0os altos valores do fator de assimetria obtidos.

-

Mais uma vez necessitamos aguardar a chegada

de pecgas de reposicgac para realizar os reparos.

) Finalizagao do Estudo das Colunas Conven
cionais
Recebidas as pecgas de reposicao da bomba Shandon
foram feitas as substituig¢les necessarias e deu-se continuida-

‘de aos trabalhos para a finalizagdo dos testes com as colunas

convencionais,.

Preparou-se uma série de colunas empregando

particulas irregulares e esféricas de 5 e 1l0um de diametro.

O método de empacotamento empregado para es
tas colunas foi o mesmo do anterior. Uscu~semetanol como solveﬁ
te e a pressao foi méntida constante em 5000 psi (35MPa) para
as colunas com particulas de 10um de didmetroe 6000 psi(42MPa)

para as colunas com particulas de 5um de diametro.

O empacotamento foli inicialmente ascendente ,
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até passagem de cerca de 100mf de metanol, e depois descenden~
_te até& passagem de aproximadamente mais 50mf{ de metanol. Sem
desligar a bomba, o metanol foi substituido pela fasemdvel que
percolou durante cerca de 5 minutos, apds o que a bomba foi

desligada.

A figura V.16 apresenta uma comparacao entre
as vazoes tipicas obtidas durante o empacotamento de colunés
com diferentes tipos de fases estacionirias. Observa-se gue
a 6000 psi (42MPa) uma coluna de particulas esféricas, de 10um,
fica pronta em menos de 4 minutos, portanto, pode-se feduzir a
pressaoc de empacotamento para 5000 psi (35MPa), mantendo alta
velocidade de impacto das particulas, o que resulta em colunas

de excelente gqualidade.

Foram preparadas 4 colunas de .cada tipo de
fase estacionéria,e os resultados médios s3o apresentados na

tabela V.XVI.

Agora com todos os equipamentos funcionando
perfeitamente, observou-se excelente reprodutibilidade nos re-
sultados. Obteve-se uma variagéo inferior a 5% para os resul
tados de colunas similares, e um desvioc médio inferior a 2%
na avaliagao de uma mesma coluna, resultados estes considera-

dos muito bons.

A analise da tabela V.XVI revela que os resul
tados conseguidos com as colunas 29-32 superam as expectati-
vas,;xdjsmesmoéa maioria das colunas disponiveis no mercado
nao alcancamvalores de N t3o elevados. Além disso, os fatores de
assimetria mostraram-se excelentes, principalmente para as co

lunas empacotadas com particulas de 5um de diadmetro.
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Tabela V.XVI - Resultados Médios Obtidos na Avaliacdo das Co
lunas Identificadas pelos Niameros 29 a 32. Di
mensdes 100x4,6mm; Terminais Valco; Volume da

Amostrac:z loﬁﬂ; Detecgao a 254nm.

Coluna Fase Esta u Nmax/m Hmin hmin As
:o - - * -
cionaria(*}| (mm/s) (m l) (um)
29 LiChrosorb 0,70 37400 26,8 2,7 1,2
RP 18-10um (x1,5%) {nova)
: Spherisorb
30 S10 ODS 0,30 37500 26,9 2,7 | 1,3
10um _ (+1,2%) (recup.
31 . LiChrosorb 0,90 57800 17,3 3,5. 1,01
RP 18-5um (£1,6%) {recup.
32 Spherisorb
S 5 0Ds 0,65 71000 14,1 2,8 1,10
S5um (+1,1%) (recup.

(*) LiChrosorb RP-18 & fornecido por E.Merck (Part.irregulares)

Spherisorb S ODS & obtido de Phase Sep. (Part.esféricas)

A figura V.17 mostracromatogramas obtidos com
as colunas 29 e 30 empacotadas com particulas de 10um, irregu

lares e esféericas, respectivamente.

A figura V.18 apresenta os.cromatogramas ob-
tidos com as coluhas 31 e 32,pmeparadascom particulas de 5um,
nas mesmas condigoes, vazao e'veiocidade do papel, para faci-
litar a comparac¢ao. Observa-se que os resultados sac seme-

lhantes, embora a coluna 32, empacotada com particulas es-
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SPHERISORB

S 10 ODS-10um / LICHROSORB
” RP I8 - 1Oum
{ SPHERISORS
] S5 ODS -5 pm

{ LICHROSORB
“d 4 RPI8-5um

1¢) 20

Tempo{min)
Variagoes Tipicas do Volume do Solvente Propul
sor (Metanol) em Relagdo ao Tempo de Empacota-
mento das Colunas com Diférentes Fases Estacio
narias, Apbs todas as Alteragdes Feitas na Bom
a Pressao do Solvente de

ba Shandon, 6000 psi

(42MPa) e Pressaoc do Gas (Nz)de 95psi (0, 7MPa)
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ACETONA

BENZENO
NAFTALENO

(a) | (b}

BENZENO

e ACETONA

LICHROSORB RP I8 - 10um -

SPHERISORB S10-0DS-10 um

Figura V.17 -~ Cromatogramas Obtidos com:
| a) Coluna 29 -~ LiChrosorb RP 18-10um (Mefck}Fg
se Estacionaria Nova. Vazao 1,0ml/min; P ~
200psi; Velocidade do Papel: 0,5cm/min.
b) Coluna 30 - Spherisorb S10-0ODS - 10um(Phase
Sep.) Fase Estacionaria Recuperada. Vazao:
1,4ml/min; P ~ 250psi; Velocidade do Papel:

2cm/min.
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Cromatogramas Tipicos Obtidos no Sistema Croma
tografico Convencional, Empregando-se as mes-
mas Condigoes. Vazao: 1,0mfs/min; v, : 10uf e De

tecgao: 254nm.

‘a) Coluna 31 - LiChrosorb RP 18-5um; 100x4,6mm

N = 57800 Pratos/m

max
b} Coluna 32 - Spherisorb S5 ODS~5um; 100x4, 6mm

N = 71000 Pratos/m

max
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Dados Experimentais e Calculados Referentes a
Coluna 1), de 100 x 4,6 mm Empacotada com
Spherisorb S-5 ODS, Novo({(Ver Capitulo V.1l.f)

Calculos em Relagdo ao Naftaleno

Vazio |Pressdo|  t_ ty Wl/é N{T H u | A/B

(m€/min} (psi)| (min) | (min) {(min) (m ™) (um) |(mm/s) -
0,1 200 | 12,93 | 46,53 | 1,70 | 41500 | 24,1 | 0,13} 1,2
0,4 300 2,80 | 10,05 | 0,33 | 53000 ] 18,9 0,60] 1,2
0,7 400 1,58 | 5,60| 0,18 55500 | 18,0 1,1 1,2
1,0 550 1,11 | 4,00 0,13 56700 17,6 1,5 1,3
1,4 800 6;80 2,82 0,10 | 44100 | 22,7 2,1 1,3
1,8 | 1000 | o0,62| 2,20| 0,08 40900 | 24,5 2,7 1,2
2,2 | 1250 0,50 | 1,791 0,07 | 34200} 29,2 3,3 1,2

Obs.é 1000 psi ~ 7MPa _
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fericas, tenha fornecido picos mais finos e, conseglientemente,
maior nimero de pratos tedricos que a coluna 31, de particulas

irregulares.

k) Comparacao das Colunas Similares

As particulas esféricas empregadas nesta eta
pa do trabalho foram recuperadas daquelas colunas usadas no
"Estudo do efeito do comprimento da coluna sobre sua eficiég
cia" descrito no item £ deste capitulo. Apesar de recuperadocs
os resultados conseguidos agora, apds todas as alteragdes fei
tas nos equipamentos, foram bem melhores gue agqueles - obtidos
anteriormente, indicando que, se tivéssemos usadd_matexial de
empacotamento novo, provavelmente teriamos conseguido efici

éncia ainda maior.

Para deixar bem clara a diferencga obtida en
tre os resultados conseguidos nesta etapa do trabalho e aque
les descritos no item f deste capitulo, as tabela V.XVII e

V.XVIII apresentam os resultados conseguidos com as colunas 11
e 32, respectivamente. DeVe—se lembrar que a coluna 11, de ca
racteristicas similares & coluna 32 guanto &s dimensoes e fase
estacionaria, foi empacotada com material novo, antes das
modificacoes realizadas na bomba Shandon, e avaliada antes da

otimizacao do sistema cromatografico. Ja a coluna 32

foi preparada e testada apds todas as alteragoes.

A andlise das tabelas V.XVII e V.XVIII revela
que o ntmero maximo de pratos tedricos para a coluna 11 foi de
56700 a vazao de 1,0mf/min, engquanto que a coluna 32 ultrapas-
sou os 70 mil pratos tedricos e & vazao ainda menor, 0,4mf/min,

0 que permite, inclusive, maior economia de fase movel.
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Tabela V.XVIII - Dados Experimentais e Calculados Referentes ‘&
Coluna 32, 100x4,6mm, Empacotada com Spherisorb

S;—S ObS5, 5um, Recuperado.

Vazao [Pressao ty tr Wl/z N{Iil H u | A/B

(m £ /min) (psir) (min) (min) | (min} | (m 7) | (uym) |(mm/s) -
6,1 400 12,10| 45,42 1,70 | 39600 25,3‘ 0,14 11,10
0(2 600 5,02 20,95 0,63 | 61300} 16,3 6,33 11,22
0,4 800 2,581 10,03 0,28 | 71000 14,1 0,65 1,19

- 0,6 _- 900 1,71 6,63 G,l9 68700 14,6 0,97 11,16
1;0 1100 1,06 3,96 0,12 | 63500 15,8 1,57 |'L,07
1,4 1700 0,75 2,85 6,09 | 53900} 18,6 2,21 11,16
1,8 2100 0,58 2,18 0,08 147600} 21,0 2,87 l,il

Obs.: 1000 psi v~ 7MPa

Além da coluna ll, que & similar & coluna 32,
temos também a coluna 30, de particulas de 10um de diémetro, si
milar & coluna 14 . As figuras V.19 e V.20 apresentam as curvas
de H versus u para as colunas 30 e 32 respectivamente, permitin
do compara-las ds figuras V.5 e V.6 do capitulo V.1.f, cor-

respondente as colunas 11 e 14,
£) Apresentagao dos Resultados Sob Outra Forma

Os resultados obtidos na.avaliagao de uma colu
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Fiqura V.19 -
de Linear para a Coluna 30.
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Figura Vv.20 - Dependéncia da Altura do Prato com a Velocida

de Linear para a Coluna 32. (dp = Sum)
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na cromatografica podem ser expressos de varias formas. Neste
trabalho, j& o apresentamos em forma de graficos e tabelas; po
‘rém alguns usuarios preferem utilizar-se de relatdrios. Exig
tem programas simples para microcomputadores que ja fornecem
os resultados na forma de um relatdrio, como apresentado com

resultados completos para a coluna 32. (pag. 171)

E evidente que o relatdrio apresentado &
bastante detalhado, e,dependendo das necessidades, pode-se resu
mi-lo, ou atd mesmo acrescentar outros pardmetros gue  possam
interessar, como por exemplo, a Impedancia da coluna (E), a
Razaoc de Knox-Parcher (I), a Resolucao (RS) ou o Fator de Sele

tividade da coluna (a), entre outros.

m) Resultados do Acompanhamento da Eficiéncia

da Coluna 32
A coluna 32 foi avaliada perio&icamente. A
tabela V.XIX.apresenta os resultados obtidos pof estas avalia-
goes. Durante o periodo de 2 anos a coluna foi usada para va
rios testes em nosso projeto e inclusive em outros projetos de

nossc grupo de trabalho.

A avaliagao da coluna 32 em outros eguipamen-—
tos s& foi feita apds 2 anos, pois estes nao eram  disponiveis

anteriormente.

Para nossa surpresa, os resultados obtidos com
a coluna 32 no sistema Micro-HPLC (ISCO/LDC), mostraram-se su
periores aos resultados alcancados com a mesmacoluna, logo apds
seu empacotamento, no cromatdgrafo empregado para os testes das
colunas convencicnais, embora ja otimizado. Isto mostra gque,

se forem disponiveis equipamentos de alta precisio e baixa dis



=170~

Tabela V.XIX - Resultados Obtidos na Avaliag3o Periddica da
Coluna 32,
Equipamento Cromatografico
Periodo Bomba Injetor Detector | Vazdo N/m
(meses) | Marca/Tipo [Marca/Volu- Marca/Volu- {mf/min) (m—l)
me alga me cela
0 Altex/ Rheodyne/ jSchoeffel/ 0,4 71000
pistio | 10 pe 8 ut 1.0 63300
6 Altex/ Rheodyne/ |Schoeffel/ 1,0 62300
pistao 10 ut 8 ul ‘
12 Altex/ Rhecdyne/ |Schoeffel/ 1,0 . 54800
pistao 10 pue 8 pi
18 Altex/ Rheodyne/ | Schoeffel/ 1,0 46100
pistao 10 p2 8 ut
24 Altex/ Rheodyne/ | Schoeffel/ 1,0 38700
pistao 10 pe 8 ut
i
24 Waters/ Rheodyne/ {Waters/ 1,0 42400
pistao 5 pl 1l uf
24 ISCO/ Rheodyne/ |LDC/1 0,6 80600
seringa 1 ué 1 ué

persao, podemos desfrutar de altissima performance cromatogra-

fica.
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Relatdrio de Teste de Coluna

- Coluna 32
Comprimento
Diametro interno
Fase estacionaria
Diametro das particulas
Data do Empacotamento

Data da avaliacgao

- Condicces de Avaliacao

Cromatografo Modular
Bomba
Injetor
Detector
Registrador

Temperatura da coluna

Fase movel

Vazao da fase mével

pressdo de teste

Volume de amostra

Mistura injetada

Deteccgao
Sensibilidade

Velocidade do papel

L1}

”

(1]

L1

[ 2]

"

Ll

LT}

100 mm
4,6 mm
Spherisorb S-5 ODS

5 um

23/10/85
24/10/85

Altex

Rheodyne
Shoeffell - UV/V
ECB

Ambiente (v 25°C)
MeOH/Agua (70/30)
1,0 mf/min

7,7 MPa (1100 psi)
10 us |
Acetona
Benzonitrilo
Benzeno

Tolueno

Naftaleno

254 nm

0,2 UA

1 cm/min
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- Parametros Medidos

Tempo morto (to) : 63,6s
Tempo de retengdo (tp) : 237,6s
Largura do pico ameia altura(wl/z) : 7,02s
A : 1,07 cm
B : 1,00 cm

-~ Parametros Calculados (em relacgido ao naftalenoc)

NQ pratos tedricos p/coluna(MN/col.): 6.350

N® pratos tedricos p/metro (N/m) : 63500 m"l
Altura eqguivalente a 1 prato tedri-

co (H) : 15,8 um
Altura reduziaa do prato (h) : 3,15
Velocidade linear da fase mbdvel(u) : 1,57 mm/s
Velocidade reduzida da fase mdvel(v) : 10,5
Permeabilidade : 28590 um2
Resisténcia ao fluxo (#) : 874

Fator de capacidade (k') : 2,74
Razao de retengdo : 0,27
Fator de aséimetria.(A/B) : 1,07

- Constantes usadas

Viscosidade da fase mével (25°C) 1,36.10 Ns/m2
Coeficiente de difusao do naftaleno
na fase movel 1 0,74m2/s

Massa molar do naftaleno : 128 ¢

- Obs.: Para oscalculos foi empregado o formuldrio da parte in

trodutodoria.
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Para finalizar nossa discussao sobre colunas
convencionais apresentam-se o0s resultados obtidos com a colu-
na 32, 2 anos apds seu empacotamento, no sistema Micro-HPLC

r

com maiores detalhes,

A tabela V.XX resume os resultados experimen-
tais e calculados para as aiferentes vazoes empregadas. Deve-—
se notar que amaxima vazao registrada foide 600uLl/min (0 ,6mL/min),
devido a limitagoes do equipamento. No entanto,foram obtidos
resultados até 10pl/min (0,01lml/min), o que nio & possivél com

os eguipamentos convencionais.

A tabela V.XXI mostra os resultados obtidos 3
vazao de 600uf/min para os 5 solutos injetados. Pode-se obser
var a excelente concordancia dos resultados, © gue demonstra

que a dispersao cromatografica & nula nas condigles empregadas.

A figura V.21 mostra o cromatograma corréspog
dente aos dados apreséntados na tabela V.XXI, evidenciando a
maneira empregada no processamento dos calculos bem como 0s
resultados obtidos. A figura V.22 apresenta o mesmo cromaﬁom
grama da figura V.21, porém obtido 3 velocidade do papel . de
lem/min. Nota-se a excelente simetria dos picos de todos os
solutos e constata-se que todos os solutos foram muito bem re-

solvidos (observe os tempos de retencao).

A velocidade do papel de registro usada para
obtengao do cromatograma da figura V.21 foi de 6cm/min, um va
lor bastante alto,mas necessario para se ter-picos mais largos,
permitindo as medidas dos parémetros de interesse. Em geral, a

largura observada na figura V.21 & a minima usada na pratica;

o ideal & ter larguras de pico a meia altura de cerca de lcm,
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Resultados Obtidos com a Coluna 32, 2 Ahos ApOs

sua Preparacao.

ma Micro—HPLC; Injecao de 1luf;

254nmm. (Em Relacao ao Naftaleno)

Testes Realizados com o Siste

Detecgao a

Vazao | P(psi) t t W N/m H u A/B
o R 1/2 1
(u&/min) | (MPa) | (min) | (min) (min)} m (um) {{mm/s) -
600 580 1,68 5,72 0,15 | 80600 | 12,4 0,99 1,0
(4,1)
500 460 2,04} 7,00 0,19 | 75200( 13,3 0,82 1,0
(3,2) '
400 330 2,57 8,82 0,24 | 74800 13,4 0,65 1,08
300 240 3,40{11,85 0,35 63500 15,8 | 0,49 1,0
(1,7)
100 v o0 10,40} 36,30 1,201 508001} 19,7 0,16 1,0
50 n 0 21,00{72,60 3,20} 28500 35,1 0,08 1,0
10 N Q 96,00{263,2 | 15,60 ] 15800 63,3 0,02 1,0

ou mais, para que sejam minimizados os erros das medidas /143/.

A estimativa do desvio médio obtida para o c3l

culo do nimero de pratos tedricos para os diferentes

da mistura de teste foi de 0,32%,

valor

solutos

considerado extre
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Takbela V.XXI - Resultados Experimentais Obtidos com a Coluna

32 (ApSs 2 Anos) para os 5 Solutos da Mistura
Injetada no Sistema Micro-HPLC A& Vaziao de
600 uf/min (P 580 psi(4,1MPa). Volume de
Amostra: 1luf; Detecgao a 254nm(Ver Cromatogra

ma da Figura Vv.21).

Soluto R Wl/2 N{T H A/B
(min) (min) {m ) {um) -

Acetona 1,96 0,05 80000 12,5 1,26
Benzoni-~ 2,55 0,07 81000 12,4 1,24
trilo

Benzeno 3,48 0,09 80400 12,4 1,20
Tolueno 4,45 0,12 80700 12,3 1,10
Naftaleno 5,72 0,15 80600 12,4 1,00

Obs.: Nimero de pratos tedricos médio: 80500/m (+ 0,32%)

mamente baixo, ou seja, pode-se afirmar que ndo houve variagido

do nimero de pratos, N, com o aumento do fator de capacidade,

k'. Esta consténcia no valor de N indica que a dispersio cro-

matografica & totalmente negligenciivel para a coluna emprega-

da.
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N= 8067 ~ N= 8055

34,32 cm
28,71cm
N = 8039 ’
O
20,12 cm g A E
w |
N = 8096 3 |
O [T
| f f,_
1599¢cm, gg
- o
N= 7999 3 E
;é:_' @ ] 0,7T0cm — 0:90cm
= ‘
"l'rscm| 8 iz m
_ 2
&
0,40914
0. 3icm j
f A 0,40 0,48 0,60 10 1,0
B 0,32 0,39 0,50 1,0 Lo
As = 1,25 1,23 .20 1,00 1,00

Figura V.21 -

Cromatograma Obtido com a Coluna 32, Dois Anos
Apds sua Preparacdo, no Sistema "Micro-HPLC".
Coluna de Spherisorb S-5 ODS (5um)-100x4,6mm.
‘Pressao: 580psi (4,1MPa); Volume Injetado:lpl
Detecgao: 254nm (0,02UA)

Velocidade do Papel = 6cm/min
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e m— T OLUENO
e —— NAFTALENO

BENZENO
——mee——— G ENZONITRILO

ACETONA

Figura V.22 - Cromatograma Obtido com a Coluna 32 (Apds 2 Anos)
no "Micro-HPLC"; Velocidade do Papel lcm/min;

Demais Condigbes como Fig. V.21.
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2. AVALIAGCAO DO SISTEMA CROMATOGRAFICO

A figura V.23 apresenta um diagrama esquemitico
- do equipamento empregado nos testes gue denominamos "Avaliagao

da Dispersao Cromatogrifica”.

Inicialmente empregamos ¢ eguipamento convencio

nal constituide de:

- Bomba Altex, modelo 110-A, com vazio de 0,1 a
v 5,0mi/min (dependendo da pressao).

~ Injetor Rheodyne, modelo 7010, com alga de
10ut. |

=~ Detector Schoeffel, modelo 770, com cela de

8uf, operado a 254nm e constante de tempo minima de 1s.

' Depois foil usado um sistema considerado de
baixa dispersao,devido &ds caracteristicas de sua valvula inje-
tora e volume da cela de detecgaoc. A bomba empregada foi a
mesma, poié aguardavamos a importacgao da bomba do sistema Mi

cro—-HPLC.

O sistema de"baixa dispersao” foi assim  consti

tuido:

~ Bomba Altex, modelo 110-A (foi empregado ur
tubo de 0,5mm de di@metro interno e 2m de comprimento, eépira—
lado com didmetro de cerca de 10cm, para a reducgac dos pulsos
provenientes da bomba).

— Micro-injetor Rheodyne, modelo 7413, com alga
interna de 1lud.

- Detector LDC, Milton Roy, com cela 6é iuwf

operado a 254nm e constante de tempo minima de 0,05s.
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@) COM COLUNA b) SEM COLUNA
BOMBAS
o~ /
|NJETOR-——(§:::;~TUBOS DE CONEXAO ~ — INJETOR

DETECTOR

COLUNA

TUBO DE CONEXAO

DETECTOR

Figura V.23 - Diagrama Esquematico do Equipamento Empregado
no Estudo da Dispersao Cromatografica.
‘a) Sistema Cromatografico Completo

b) Sistema Cromatografico Sem €oluna
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As configuracgoes representadas na figura V.23
correspondem ao emprego (a) ou nao (b) da coluna cromatografi-

ca na realizagao dos testes.

A coluna empregada nos testes foi a coluna 32,

de Spherisorb S-5 ODS, 5um, preparada na etapa anterior.

O comprimento dos tubos conectores variou en-
tre 100 e 1400mm e trés diferentes diimetros internos foram

usados:0,02 pol (0,5mm), 0,01 pol {(0,25mm}, e 0,0045pol (0, 11lmm).

A coluna foi conectada diretamente ao detec-
tor através de um micro-adaptador especial, ao qual foi acopla
da uma conexio de "Kel-F". A ligagao ao injetor foi feita por
meio de um tubo com o minimo comprimento permitido pela confi-
gurégéo do sistema (50mm) e com o menor di3metro disponivel

(0,11lmm) .

Para os experimentos "sem coluna" os tubos em
pregados foram conectados diretamente ao injetor e o mesmc adap-

tador fol usado para o acoplamento ao detector.

Todas as pecgas empregadas,anilhas (ferrules) e
pegascﬂaconexéo(fittingsxforam de volume morto nulo e compati-
veis entre si, como por exemplo, conexbes Rheodyne para o inje

tor e Valco para a coluna.

A parte pratica foi simples, embora bastante-
trabalhosa, pois envolveu a troca constante de mdédulos, tubos
e conexoes, além do que todos os tubos foram cortados e monta-

dos por nds.

Fez-se a injegao de uma solucao de naftaleno

em metanol (v 0,01%) e sua eluigdo com MeOH/dgua - 70/30.
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Figura V.24 -  Cromatograma Tipico Obtido pela Injegdo de lué
de Solucao de Naftaleno em Metanol, com um Tu
bo de 400 x 0,25mm no Sistema de Baixa Disper-

sao. Deteccdo a 254nm com Cela de 1pf.
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A figura V.24 mostra um cromatograma  tipico
obtido nestas condigdes, no caso na auséncia da coluna, o que

justifica a rapida ascensdo e a grande cauda observadas.

O conceito basico envolvido nestes experimen-—

tos & proveniente da equacgao

2 o .2 2 2
¢ instr.+ a t/c *to col . (eq.35)

onde Uzinstr , & variancia devido aos fatores instrumentais (de

tector /injetor), czt/',c, a varidncia devido aos tubos e conecto

res e ngOl' d variancia devido & coluna, correspondem. ds con

tribuigdes dos varios componentes do sistema cromatogrifico &
varidncia total, o?.

A partir do cromatograma pode~se obter o va-

lor da varidncia total observada, Gzobs através da equacgao:

2
W

1/2
a = : {eg. 36)
obs. 84n2 :

onde Wl/2 € a largura do pico a meia altura em unidades de vo-

lume (uf).

Na auséncia da coluna, pode-se obter a variin-

cia instrumental,se eliminados os tubos e conexdes; ou pode-se

obter a variancia devido aos tubos, se por exemplo, for empre-
gado um equipamento de baixa dispersao, minimizando os volumes
de injegac e da cela de detecgao, e o volume mortoc do injetor e

do detector. Desse modo, pode-se considerar czinstr = 0.

Empregando a coluna e subtraindo as demais con
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tribuigdes, obtém-se a varidncia da coluna propriamente dita.

Com base nestas consideracdes foram feitos os

testes experimentais.

Além da variag¢do das dimensdes dos tubos, em

pregaram-se diversas vazoes durante as eluicgdes.

A figura V.25 apresenta a dependéncia da vari
dncia, ¢?, com o comprimento, para tubos com 2 diferentes didme
tros internos, 0,5 e 0,25mm, bastante empregados na HPLC con
vencional. Estes testes foram feitos com ambas as configura-

gées da figura V.23, com e sem a coluna cromatografica, em va

zao de 1lm{/min e no sistema convencional.

A intersecgao da curva ¢® x L com o eixo das
ordenadas (0?) fornece a varifncia a comprimento nulo do tubo.
Considerando os resultados dos testes com a configuragao (b) ,
sem coluna, o valor encontrado corresponde & varidncia instrg
mental, devido aos sistemas de injecdo e deteégéo, ja gque o va
lor foi obtido por extrapolagao a comprimento zero do tubo e

na auséncia da coluna.

Para a figura V.25 o valor encontrado foi de
300u£2, correspondendo entac a variidncia instrumental do siste
ma convencional empregado (detector e injetor). A equagao 37

pode, entao, ser escrita como:

2 = 2 - 2 - )
6 bs.= © instr. 300ut (eg.37)

Agora, considerando as curvas obtidas quando do

uso da configuracao (a), com coluna, o valor de ¢? na intersec
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L COM COLUNA e

SEM COLUNA o 4= 0:50mm
COM COLUNA A&
SEM COLUNA [ 9= 0:25mm
10000~
8 000-
-]
[ o]
o
;h'SOOO-
o
©
42000~
35004
32000~
2000- ' i
1000+
5004,/ . o
] e
(o} 500 1000 ’ 1500
L{mm)
Figura V.25 - Dependéncia da Varidncia, ¢%, com o Comprimen~-

to do Tubo de Conexao, L. Testes Feitos no Sis

tema Convencional. Vaz3ao: l,Omﬁ/min; Vi: 10ul;

v

cela® B¥L e Detecgdo a 254nm.
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¢do das curvas com o eixo das ordenadas & 3200ul?, o gue cor
responde a varidncia total do sistema com coluna, excetuando a

contribuicao dos tubos. Logo,

2 o 2 2 - 2
G ops.= O instr. + o col. 3200t {eqg.38)

Portanto, a diferenca 2900u22%2, & a contribui

cao da coluna a varidncia total dos sistema, Gzcbl . Observe
gue os resultados independem do didmetro dos tubos, ja - gue
o? = 0. (L = 0)

t/c
7 A figura V.26 apresenta a variagao de ¢? com
a vazao da fase mdvel para varios cémprimentos do tubolde cone
-xao de 0,25mm de didmetro interno, obtida no sistema de baixa
disperééo,sem 0 emprego da coluna cromatografica. Neste caso

a equacdo pode ser reescrita como:
g? = g2 {eq.39)

A figura V.26 mostra uma dependéncia "parci-
almente"” linear da varidncia com a vazao. Alguns trabalhos da
literatura, entre eles Reese e Scott / 63/ e Hanggi e Carr/67 /,
defendem uma relagao linear entre o? e F. Pordm uma anilise
detalhada destes trabalhos revela que Hanggi e Carr /67/ “fize
ram estudos simulados dos dados sobre embasamentos tedricos, en
quanto que Scott e Reese /63/ apresentaram um grafico onde ava
z3o maxima & 500uf/min, além de possuir apenas trés pontos por
onde passa a reta. Nenhum outro trabalho foi localizado com

o emprego de uma vasta faixa de vazao nem com tantos pontos co
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g

COMPRIN/ DO TUBO

= ® — (00 mm
® e 400 umm
O — 600 mm
o - 000 mm
2000} A = [2TE mm
$ — 378 mm
1800 -
iy
o
21200}
o~
© .
5 —‘—.‘:’:*::vl::
- -— -
800} oA .
l"ﬁ' - "’ - ':"‘g"
,"0' ‘.-Q" et
+ ’/‘.Ip“ o'::: 'ﬁ o
PRI _':ﬁ' e

s AB s : -
400/ e‘o":’w.‘-r--'.
//ﬁ’fé” S
/ Il 1 A

o - d S
. ||° 200 310 4:0
' F (ml /7 min)
‘Figura V.26 - Relagdo entre a Variincia, o2, e a Vazio da Fa

se Movel, F. Testes Feitos no Sistema de Baixa
Dispersao, Sem Coluna. Didmetro Interno do Tu

bo de Conexao:0,25mm; v, = 1uf; v = luld e

cela
Deteccao: 254nm
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mo © nosso. Ainda assim, conferimos a vazdo da bomba. Apds nos
certificarmos da precisdoc da vazdo da bomba, repetimos os tes-

tes e constatamos uma grande coeréncia nosgs resultados.

Testes realizados com tubo de 0,1lmm de diémg
tro interno mostraram a mesma tendéncia observada com tubos de
0,25mm. A figura V.27 apresenta os resultados obtidos com um
tubo de 100 x 0,1llmm e os compara aos resultados do tubo de

0,25mm, de igual comprimente, da figqura V.26.

Observa-se uma faixa linear para vazOes bai-
xas (menores que .0,7mf/min) e uma tendéncia 3 linearidade aci-

ma de 2mf{/min. em ambas as figuras V.26 e V.27.

Diante deste novo fato, podemos sugerir que,
possivelmente, efeitos parabdlicos do perfil da velocidade do
fluxo sejam os responsaveis pela nio linearidéde, causando evi
déncias que vao contra as previsdes tedricas, o qué nao ocorre
para pequenas vazoes, onde hi menos perturbagaeg e o fluxo apre
senta um perfil laminar. Entretanto, vazdes maiores podem provo-
car efeitos que geram fluxo com turbuléncia. No entantg, o
que mais nos interessa no momento sao as vazdes reduzidas, pa
ra o emprego‘do sistema Micro-HPLC, e com certezé nesta regiao
ocorre a linearidade da curva o2 x ¥, permitindo as extrapola-

¢Oes desejadas.

A interseccac das curvas das figuras V.26 e
V.27 com o eixo 6%, por extrapolacdo i vazdo nula, fornece a va
ridncia estatica resultante da diluicdo logaritmica ou de efei
tos wash out /63/. A inclinagao das curvas corresponde 3 de

pendéncia da varidncia com a vaz3o, resultante do perfil do flu

xo da fase mdvel no sistema de tubos do equipamento e tende a
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1500
o
=. 1000}
“~
o
O
$00-
DIMENSOES DO TUBO
- %X - 100 0,i1dmm {0,0045 pol )
¢ - D0 x0,254mm (00100 pol }
i ' ' : N —
° ) 2 3 4
F/ mlmin-!
Figura V.27 - Relagao entre a Varidncia, o?, e a Vazdo da Fa

' se Movel, F. Testes Feitos no Sistema de Baixa
Dispersao, sem Coluna. Tubos de Conex3o de

100mm de Comprimento. Vimluﬂ; v =1yl e De

cela
tecgcao a 254nm.
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ser similar para os difexrentes tubos usados.

A varidncia estatica determinada através da fi
gura V.26 & resumida na tabela V.XXII. As curvas da figura V.
27 também tendem para a origem, resultando uma dispersio estati

ca muito pequena.

Tabela V.XXII - Relagao entre a Varidncia e o Comprimento do
Tubo (di = 0,25mm) ; Sistema de Baixa Disper-
sao (0) . Resultados Obtidos por Extrapolacio

da Curva o? x F 3 Vazao Nula (Fig. V.24).

Comprimento Tubo 100 400 600 1000 1275 1375
L (mm)

Varidncia:o?(pf?)] < 5 70 140 200 260 290

Dispersao:g{uf) <2,2 8,4 12 14 16 17

A dispersdo estdtica &,portanto,fungdo das di

mensoes dos tubos empregados.

Os dados experimentais obtidos podem ainda ser
manipulados para fornecer uma relacgao entre a varidncia eo com
primento dos tubos para as diversas vazdes empregadas. A figé
ra V.28 ilustra os resultados obtidos,levando a uma relacao en
tre a variancia e a vazdo empregada, a comprimento nulo do tu

bo, que & resumidana tabelaV.XXIII. Este estudo também foi fei

to no sistema de baixa dispersaq empregando tubos para conexdes
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com diametro interno de 0,25mm. Observa-se que,para vazdes in

Tabela V.XXIII - Relagdo entre Varidncia e Vazao. Sistema de
Baixa Dispersao. Resultados Obtidos por Ex-
trapolagao da Curva o2 x L a Comprimento Nulo

do Tubo(d; = 0,25mm) (Fig. V.28)

Vazao :F (mf/min) (0,1) * 0,2 0,5 0,8 (1,0)*
Variancia:o? (uf?)] (< 8 ) 22 70 128 (n200)
Dispersao:o (uf) (<2,8) 4,7 8,4 11,3 (14)

(*) Dados entre paré@nteses sio estimativos

feriores a 10m{/min os pontos da curva c? x L da figura V.28
530 lineareé; porém, @ medida que a vaz3o aumenta os pontos no
grafico mostram-se cada vez mais dispersos, razio por gue nao
foram'conseguidos dados acimackeO,SmE/min, além do nosso maior
interesse por vazdes reduzidas. No entanto, seguindo a tendég
cia apresentada na figura V.28, pode-se inferir que a varian-—
cia, para comprimento nule do tubo, & vazio de 1,0mf/min, deve
situar-se em torno de 200uf?. Como era de se esperar, trata-
se de um valor inferior ao encontrado no sistema convencional
(300uf?) nas mesmas condigdes. A variacao de ¢? com L mostra-
se similar para as diferentes vazdes emnpregadas, ou seja, as
retas tém praticamente o mesmo coeficiente angular. Observa-
'se, através da fig. V.28, que, guando se quadruplica o compri-

mento do tubo, de 100 para 400mm, ocorre um incremento de cer-
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ca de 70-80 unidades no valor de 0%, independentemente da va-
zao ou mesmo do sistema empregado. No entanto, este aumento
tem uma importancia relativa muito diferente para cada_caso es
tudado. Por exemplo: para o sistema convencional corresponde
a cerca de 20% de aumento em 0%, enquanto que para o sistema
de baixa dispersao significa quase 30%, 3 mesma vazio. ’Considg
rando a menor vazao testada corresponde a cerca de 150%. Como
na Micro-HPLC as vazoes sao da ordem de 30m60u£/min, o  maximo
cuidado deve ser tomado e nao s o comprimento do tubo deve ser
minimizado, mas também o seu diametro, que & um fator ~ ainda

mais critico que o comprimento.

Nossos estudos levaram-nos a conclusaé de gue
~a variancia do sistema Micro-HPLC empregado & inferior a 5 uf?
correépondendo a uma dispersao da ordem de 2uf, se férem empre
gadds tubos de 100 x 0,25mm. Utilizando tubos de 0,llmm- de
digmetro internc este valor cai um pouco mais, tornando-se mi
nimo com uma conexac de 50 x 0,llmm.

Resumindo, nosso sistema convencional apreéeg
tou uma variancia de 300utl? (¢ ¥ 17uf) para oconjunto deteqtor/
injetor, cerca de 10% da contribuigéo da coluna, enquanto que

a dispersao para tubos e conexdes pode ser t3o pequena quan-

to 2p€, se todas as precaugdes forem tomadas.

Estes resultados sac considerados muito bons.

Segundo a literatura /65/ a dispersao instrumental (oi }de

nstr.
ve ser igual ou menor que 1/3 (um tergo} da dispersao da colu-
na cromatografica, para gue a perda maxima em N, devido 3s con

tribuigOes do detector e injetor ao espalhamento da banda, se

ja de 10%. Por outro lado, a contribuicao de tubos e conexdes
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VAZAO ( mi/min)

®-~-0,2
X-0,8 A
a-90.,8
A—I:O & //

v-1,0

Y T 1 ll
0 i 400 800 1200
L{mm)
Pigura V.28 - Relagao entre a Varidncia, o?, e o Comprimen-

to do Tubo (L) para Algumas das Vazoes Testa-
das. Sistema de Baixa Dispersdo, Sem Coluna,
Diametro Interno dos Tubos: 0,25mm. A Curva
"}", do Sistema Convencionél, fo.i Plotada para

Comparacgado.
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pode gerar uma dispersao de 30 a 60pl no sistema convencio

nal e cerca de luf para o sistema Micro-HPLC.

Devemos ressaltar que o didmetro do tubo mos-
frou ser um parametro muito mais critico que seu comprimento.
Observamos que para se duplicar a variancia de um sistema com
conexaco de 100 x 0,25mm, seu comprimento deve ser aumentado em
100 vezes, enquanto que seu didmetro basta ser duplicado. Além
disto, se for empregada uma conexao de 0,5mm de difmetro inter—
no, qualquer aumento em seu comprimento corresponderi a um au-~
mento proporcional na varidncia. Outro ponto que deve ser en-
fatizado &€ que, para vazoOes reduzidas, as dimenéBes dos tubps

de conexao devem ser minimizadas.

Além da redugdo no volume da cela do detector,
deve-se, sempre que possivel, empregar pequeno . volume de amos
tra, observando sempre um compromisso entre a guantidade de

amostra e a sensibilidade deéejada.
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3. MICROCOLUNAS

a) Primeiras Tentatiwvas

Iﬁicialmente foi montada uma coluna vaZia. de
250 x 1l,8mm com terminais Valco de volume morto nulo. Calcu
.louuse o volume da coluna (Vﬂﬁrzhb encontrando-se o valor de
0,64mf. Para garantir um excesso, foi empregado cerca de
800mg do matérial de empacotamento, Spherisorb S$5-0DS, com par

ticulas de 5um, ja usado anteriormente.

Em fungao da reduzida quantidade do material
de émpacotamento,tenﬁoumse o emprego de um reservatdrio menor,
com um volume de 6mf e com uma entrada lateral para o solvente
- propulsor independente do local de introdugdo da suspensao. Es
te tipo de reservatdrio permite o empacotamento no sentido des
‘cendente, sem necessitar a sua inversao no inicio do processo,

além de ser mais rapidamente fechado.

A suspensao foi preparada com 6mf{ de metanol
(800mg/6ntl) ,agitada comultra-som por 3 min e rapidamente trans
ferida ao reservatdrio. A bomba, préwpressurizada a 4000 psi

(28MPa), foi logo ligada, dando inicio ao empacotamento.

A vazao mostrou-se demasiado lenta, tornando
necessario um tempo maior de empacotamento -cerca de 20 min -

para a passagem de apenas 5mf de metanol.

A coluna assim preparada foi identificada com

a letra A.

Para o empacotamento da coluna B foi emprega-
da a mesma técnica; porém fez-se a prévia separacaoc de "finos

e grossos”". Partiu-sede lg do material de empacotamento que
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foi proveniente do mesmo lote usado na coluna A.

Apds a pressurizacao da bomba,fez~se um teste
da vazao do solvente propulsor, usando a coluna vazia com fil
tro, quando se obteve umvalor deléﬁmﬁ/min. No entanto, durante o
empacofamento, conseguiu-—se apenas uma ligeira melhora em rela

¢ao & coluna A. A vazdo final ficou em torno de 0,5mf/min.

A avaliagao destas colunas foi tentada no sis
tema convencional, ja que ainda ndo haviamos recebido a bomba
tipo seringa, e a lampada de deutério do detector com microcela

havia queimado. Aguardavamos as importagdes...

Os desastrosos resultados obtidos na avalia-
gao das colunas A e B poden ser'observados na tabela V.XXIV ,
juntamente com os resultados das colunas C e D, cujo: procedi
mento de empacotamento foi ligeiramente diferente. Na expecta
tiva de aumentar a velocidade do fluxo do solvente propulsor ,
empregaram-se pressoes de 6000psi, além de se ter voltado ao an
tigo reservatdrio de 25mf, proporcionando a obtencao de 'suspen
sdes mais diluidas (900mg/25mf de metanol). Os demais parame-
tros foram mantidos, com a excegido da passagem de fase movel

para a coluna D, pratica nao realizada ccm as colunas A, BeC.

Conseguiu-se um pequeno aumento na vazao do
solvente propulsor, alcangando cerca de lmf/min no final ‘do em

pacotamento.

-Para facilitar a comparacdaoc dos resultados, a
tabela V.XXIV ressalta alguns detalhes de interesse emprega-
dos no empacotamento. Nota-se gque os resultados deixam a dese

jar, apesar demelhores resolugao e simetria dos picos
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Tabela V.XXIV - Resultados Obtidos na Avaliagao das  Colunas
A, B, C e D associados as CondigGes de Empaco
tamento. Coluna de 250 x 1,8mm de Spherisorb
S5~0DS, 5um; Avaliacao feita no Sistema Con-
vencional: Vazdo: 0,1lmf€/min; Volume de Inje-—

cao: 1luf (alga externa); Detecgdo a 254nm: Ce

la de 8ufL
Condigoes Empregadas no Resultados da
Coluna Empacotamento Avaliacao
Pressao| Finos |Conc.da{ Vazao [Vol.de Fa '
e Susp. | Final {se Movelll N/m | H Pressao
Grossos o
(psi) | (ng/ml) | (mé/min)| (ml) (m 7) | (um) { (psi)
A 4000 134 0,3 0 4960 | 200 | 800
(28MPa) (5, 6MPa)
B | 4000 Jgeparal 167 0,5 0 6680 | 150 | 800
(28MPa dos ‘
(5 ,6MPa)
C | 8900 tseparal 36 | 0,7 0 6300 | 160 | 1600
(42MPa) dos
(11, 2MPa)
D | 8000 toonaral 36 1,0 | 20me || 8050 | 120 | 2000
(42MPa) dos
(14MPa)
observadas para a coluna D (As = 1,16), pois as trés colunas

anteriores mostraram picos bastante distorcidos.

Os resultados obtidos com as gquatro colunas
descritas vém corroborar nossa concepgao de que, embora adequa
do ao uso com colunas convencionais analiticas (250 x 4,6mm), o

- equipamento nao se presta aos trabalhos com colunas de diame-
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tro reduzido. Além do mais, pareceu-nosque a tecnologia de em
pacotamento também necessitava de uma otimizacdo. No entanto,
preferiu-se ndo arriscar gquaisquer conclusdes quanto aos para-
metros variados nestes primeiros testes, com excegao da efica-
‘cia da passagem da fase movel no prdoprio sistema de empacota-

mento que, mais uma vez, Torneceu melhores resultados.
b) Montagem do Sistema “Micro-HPLC"

Recebido o equipamento que faltava, nossa pra
tica na época. permitiu gue © novo sistema fosse logo montado,

ficando constituido dos segqguintes médulos:

- Bomba I1IS8C0, modelo Micro LC-500, com capaci
~dade de 50m{, vazao de 0,02 a 600uf/min, precisao de0,1%, pres
sao maxima de 10000psi (70MPa), com repetibilidade de - 1% e volu
me morto de 0,76émf, acoplada a um reservatdrio de fase movel

com capacidade de 5f com um filtro de porosidade de 0,2um.

- Valvula micro-injetora Rheodyne, modelo 7413,

com alga interna de 1uf.

- Detector espectrofotométrico UV-V, LDC, Mil
ton Roy, com cela de luf, operado a 254nm e constante de tempeo

minima de 0,05s.

- Registrador potenciométrico, ECB, modelo

110~-A, com entrada de 10mV e velocidade do papel variavel.

A coluna foi acoplada diretamente ac detec-
tor através de uma conex&o com volume morto nuloe. A ligacgao
ao injetor foi feita com um tubo de 50 x 0,1lmm com terminais
Rheodyne para o injetor e um adaptador de Kel-F para a coluna,

ambos proporcionando conexoes sem volume morto.
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Os primeiros testes realizados com o novo sis
tema foram para a coluna B da etapa anterior, quase umano apds
seu empacotamento. Observou-se um aumento de cerca de 30% no
valor do nimero de pratos tedricos obtido na primeira avalia-
¢ao, além de uma melhora na simetria dos picos, para testes re

alizados a mesma vazac (100uf/min).

c) O Emprego de Particulas de 10um de Didmetro

Como a questao da vazao reduzida durante 6 emn
pacotamento persistiu nas Gltimas tentativas, apesar do aumen-
to da pressao, da mudang¢a do reservatdorio da suspensao e da se
paragcac de "finos e grossos”, decidiu-se pela substituicao do
material de empacotamento, de 5um, por outro simi;ar,porém com

particulas com maior diimetro.

Empregou-se LiChrosorb RP‘lé com particulas
de 1lOum, recuperado, para as trés primeiras colunas, identifi-
cadas pelas letras E, F e G. Tanto a técnica-de empacotamento
guanto o reservatdrio da suspensao foram mantidos iguais aos
das colunas C e D. A dimensao das colunas e também seus ter-

minais foram variados de acordo com nossa disponibilidade.

A tabela V.XXV fornece os detalhes empregados
na preparagao das trés colunas citadas, e a tabela V.XXVI apre
senta os melhores resultados obtidos através da avaliacgido des

tas colunas.

A figura V.29 da uma visao melhor dos resulta
dos conseguidos por eluig¢do a diferentes vazdes, permitindo
uma comparagéo global entre as colunas E, F e G através das

curvas H versus u, Observa-se uma dispersao maior dos pontos
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-Figura V.29 - Dependéncia da Altura de Prato (H) com a Velo

cidade Linear (u); Colunas E, F eG: LiChrosorb

RP-18, 10um. Testes Feitos no "Micro-HPLC"



=200~

Tabela V.XXV - Condi¢oes Empregadas no Empacotamento das Co—
lunas E, F e G. Parametros Comuns as Trés Co
lunas: Material de Empacotamento LiChrosorb
RP-18,10um (Recuperado); Sepéu:ados "Finos e
Grossos™; Tempo de Agitacao com Ultra-Som -

3min; Passagem da Fase Movel - 5min.

Dimenstes Composicao [Volume (mf)| Pressio Vazao |Terpo de
Coluna {mm) e | da Susp. |e Sentido | de Empaco Final |Empacocta
' Terminais | {mg/m.£) do Solv. tamento - mento
Solvente |Propulsor (psi) (mf/min) {min)

E 250x1,8 44 27 +asc. 6000 2,5 15

Vaico MeOH 23 Ydesc. (42MPa)
F 252x1,8 40 28 4+ asc.] 6000 3,0 12

Swagelock MeOH 17 ¥Ydesc.! (42MPa)

G 221x1,9 48 22 tasc. 8000 4,0 10
Swagelock MeOH 20 Ydesc.| (56MPa)

na curva correspondente a coluna G, cujo empacotamento foi fei
to com pressaomaisalta, de 8000 psi (56MPa). Embora a c<oluna
E tenha fornecido maior eficiéncia, seus picosmostraram-se mais

assimétricos (As ~ 1,3).

Como na realidade estes foram os primeiros
resultados obtidos com © novo sistema, preferiu-se nao arris-
car conclusoes précipitadas, além da indicagéo de que 8000 psi
(56MPa) foi uma pressao demasiado alta para oempacotamento das
particulas com didmetro de 10um. No entanto,constatou-se gue

a velocidade de fluxo do solvente propulsor melhorou bastante
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Tabela V.XXVI - Resultados Experimentais Obtidos na Avaliacao
das Colunas E, F e G, a Vazao Otima. Testes

Realizados no Sistema Micro-HPLC. {(Em Relacao

ao Naftaleno) .

Coluna F P us, N/gol N{m Bmi As
, {max) (max)
(uf/min)| (psi) (mm/s) - (m=1) (um) -
E 30 0 0,21 6430 | 25700 38,9 | 1,30
F 10 0 0,07 5290 21000 47,6 1,07
G 30 0 0,21 4760 21550 46,4 1,10

em relagao aos primeiros testes com particulas de Sum.

d) O Emprego de Material de Empacotamento Novo e os Testes

com Diferentes Solventes

Partiu-se, entao, para uma nova série de co-
lunas, mantendo o uso das particulas de 10um, gque nos pareceu
promissor, uma vez que oOs resultados nac ficaram muito aquém
daqueles obtidos com material similar para as colunas conven
cionaié o

Seis novas colunas foram preparadas comLiChrosorb
RP-18, 10um ( E. Merck), novo. _- A pressao foi variada em
fungao das caracteristicas da suspens3o. Para suspenstes mais
viscosas, usou-se uma pressao maior, engquanto que para outras

de maior fluidez,manteve-se a pressao em 4000 psi (28MPa).
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O parametro variado nestes testes foi a cons-

tituica@o do solvente da suspensao e da propulsao.

Nos casos em que foram empregadas misturas'de
solventes, a propor¢ac entre eles foi estabelecida por engaio
e erro,; visando obter uma mistura cuja densidade fosse a mais
similar possivel da densidade do material de empacotaﬁento em
pregado. |

A tabela V.XXVII resume Os parémetros emprega
dos durante o empacotamento das seis colunas, identificadas pe

las letras do alfabeto H a N, bem como a composigao da mistura

das suspensoes.

Deve-se salientar gue o mesmo material de em~
‘pacotamento foi empregado para todas as colunas desta etapa.
Inicialmente a massa pesada fol em torno de lg; porém como o
material apresentou-se homogéneo e livre de aglomerados ou im-
purezas, nao se fez mister a separacazo de "finos e grossos" e
a massa foi reduzida, passando a cerca de 0,7g para as demais
colunas. Em média, a massa recuperada do desempacotamento das

colunas foi cerca de 0,5-0,6qg.

O volume da suspensao foi igual ao do reserva
tdério, 25mf. As suspensoes foramagitadas noultra-som por 3min,
com excegao dagquelas das colunas M e N, cujo aspecto mnostrou-

se coloidal, homogéneo e estavel.

A suspensao da coluna L preparada com acetona
e 1,1 , 2, 2 tétrabromoetano, 1:10(¥/v), sofreu um grande au-
mento na temperatura durante a agitagaocom ultra-som, tendo atin
gido cerca de 60°C (normalmente & observado um ligeiro aqueci-

mento, nao ultrapassando os 400C). Outras anomalias foram ob
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‘Tabela V.XXVII - Resumo dos Parametros Empregados no Empacota

mento das Colunas H a N.

Material de Empaco

tamento: LiChrosorb RP-18 10um-Novo (E.Merck)

Dimensces; Camposicao [Volume (mf) Pressio do| Vazao [Tempo de
(mm) e | do Solven—le Sentido| Empacota | Final |Empacota
Coluna | Terminais| te dasSusp. [do Solven mento mento
(Proporcao )ite Propul
sor *
(psi) {mf/min) {min)
170x1,9 27 +Metanol
H Metanol 4000 3 10
Valco Puro 12+ Metanol (28MPa)
250x1, 8{n—-Heptano/ 129 4+ n-Hepta
I ’ no
Isopropanol 274 n-Hepta 6000 4 30
Valco (L:1) no
20+Isopro
panocl
20+Me0H (42MPa)
252x1,8 {25+Isopro
J panol
[sopropanol 74Isopro 6000 1 23
‘Swagelock] Puro pancl (42MPa)
20+MeOH
250x1,8| Acetona/ {11+ Metanol
L | Tetrabro+ 4000 1,2 23
moetano |20+ Metanol
Valco {1:10) (28MPa)
170x1,9|{Metanol/ {35+ Metanol
M Iodeto de 4000 4 le
Metila 354 Metanol )
vValco (3:7) (28MPa)
252x1,8| Acetona/ {304 Metanol
N Jodeto de 4000 2 16
Metila 15¢ Metanol
Swagelockl (1:1) (28MPa)

*

As setas acima indicam o sentido do empacotamento: * Ascendente

+ Descendente
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servadas com a coluna.L. Por exemplo, ¢ empacotamento fol mais
lento gue o das demais colunas e o material do desempacotameﬁn
to mostrou-se amarelado e com aspecto estranho, nao secou guan
do exposto ao ar, como ocorreu normalmente com o materiél répi
rado das demais colunas. Porém, aparentemente,estes detalhes n3o

alteraram o comportamento dacoluna propriamente dita.

O tempo de empacotamenté de cada coluna vari
ou em fungao da vazdo e da complexidade do solveﬁte da suspen-
sao. Quando se empregaram solventes diferentes da fase mdvel,
procedeu-se atmuzexaustiVE1lavagem da coluna, variando gradati-
vaménte a polaridade doé"solventas até d da fase mbvel. A se
guir, sem desligar a bomba, fez~-se o intercambio do éolvente

.para a fase mdvel que percolou, .por pélo menos 5 minutos, apds

o que desligou-se a bomba e esperam-se mais 5 minutos para a

desconexac das partes.

Apbds a adaptacgao dos terminais adeguados, com
os respectivos filtros, as colunas foram acopladas ao sistema
de "Micro-HPLC", previamente descrito,e exaustivamente avalia
das. Tentou-se o emprego de vazaes inferiores a 10uf/min; no
entanto, nosso equipamento sofria interferéncias da rede elé
trica do laboratdrio e ndo se conseguiu uma linha de base estd
vel. Além disso,estes testes eram extremamente demorados, che
gando a 6 horas para uma eluicio (testes a 30uf/min gastavam

cerca de 20 minutos).

‘A tabela V.XVIII apresenta os resultados obti
dos na avaliagao das 6 colunas nas diferentes vazdes emprega-
das. Os valores da pressaoc e da velocidade linear listados

sao os valores médios obtidos com as 6 colunas.
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Observou-se excelente repetibilidade nos
resultados, principalmente para vazoes inferiores a 100uf/min.
A estimativa do desvio mé&dio da velocidade linear das varias
colunas preparadas calculada para a mesma vazao, foi cerca de
2 a 3%. Obteve-se uma estimativa do desvio mé&dio inferior a
5% para os resultados de 3 eluigOes consecutivas para uha

tinica coluna, nas mesmas condicgoes.

A linha de base dos cromatogramas mostrou ex;
celente estabilidade, mesmo com alta sensibilidade. A pressdo
de teste mostrou-se constante durante toda a eluicdo. Notou-se
um pequeno aumento na pressac, em testes com a mesma coluna, em
diferentes dias. Este aumento ocorria proporcionalmente para
todas as vazoes, © gue mostrava gue,apds varios testes,a colu-
na oferecia maior resisténcia ao fluxo, mas esta variacao era

bastante reduzida, da ordem de poucos décimos de MPa.

As figuras V.30 a V.35 apresentam a dependén-
cia da altura equivalente a um prato tedrico, H, com a veloci-
dade linear da fase mdvel, u, para as colunas H a N. Uma anéli
se detalhada destas figuras permite colocar as 6 éolunas em or
dem crescente de sua efic}éncia, relacionando-as com os.solveg
tes usados no empacotamento e uma estimativa do custo do sol-

vente por coluna, conforme pode ser cbservado na tabela V.XXIX.

Dados da literatura /36/, sugerem gue uma va-
riagao de *10% entre os resultados de colunas preparadas com a

mesma metodologia é_perfeitamente aceitavel.

Manipulando os resultados obtidos, listados
na tabela V.¥XXIX, encontra-se um valor nédio de 36,100 para a

eficiéncia das 6 colunas. Considerandovariacgao de * 10%, tem-



-207-

Tabela V.XXIX - Resumo dos Resultados Obtidos com as Colunas
H a N, Relacionados ao Custo e Composicaoc da
Mistura da Suspens3o, em Ordem Crescente de

Eficiéncia, N.

Solvente da Suspensao H . N -
min max,/m
[Coluna = P ' -1
Proporgao (V/V) Preco (Dolar) {um) (m ™)
H Metanol {puro) 0,03 32,6 30700
M Metanol/Todeto de 12,43 30,8 32500

Metila (3:7)

- J Isopropanol (puro) 0,09 29,4 34000

I. n-Heptano/Iso-pro | 0,59+2,50 27,8 36000
panol {1:1) )

L Acetona/Tetrabro- 9,51 25,2 39700

moetano {(1:10)

N Acetona/Iodeto de 8,24 23,4 42800
Metila (1:1)

se uma faixa de 32500 a 39700. 1Isto elimina, praticamente, ape
nas as colunas H e N. Na verdade, nao & este o raciocinio que
se pretende fazer, uma vez que se cbteve uma reprodutibilidade
melhor que 5% para as varias éolunas preparédas de forma simi-
lar, dﬁrante todo o trabalho. Apenas sugere-se gque, de uma
forma geral, as diferencas obtidas com os varios solventes em

pregados nao foi tao grande.

Constatou-se que dos solventes empregados, a
mistura que forneceu melhor resultado foi a de acetona e iode-—

to de metila (1:1}, e n3o foi sb pelo menor valor de H osn-
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- ' SOLVENTE DA SUSPENSAO
ME TANOL PURO

E
2
x
40
min. = 32,6 ym
20
1 ! ] ] —
o l 2 3 4
u(mm/s)
COLUNA H
JFigura V.30 - Dependéncia da Altura do Prato (H) com a Velg
cidade Linear (u); Coluna H : LiChrosorb RP
18,10um. Dimensdes: 170 x 1,9mm (Valco) Tes

tes Feitos no "Micro-HPLC" Conforme Condig¢des

da Tabela V.XXVIII.
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60}
SOLVENTE DA SUSPENSAO:

'é' N-HEPTANO / 1SO- PRCPANOCL
2 (e
= 40-
20F
| | 1 l -—
0 | 2 3 4
U (mm/s)
COLUNA |
?;Lgura V.31 - Dependéncia da Altura de Prato (H) com a Velo-
cidade IL.inear (u). Coluna I : LiChrosorb RP
18,10um, Dimensdes: 250 x 1,8mm(Valco). Tes

tes no "Micro-HPLC" Conforme Tabela V.XXVIII.



-210-

80p

SOLVENTE DA SUSPENSAO:

60 ISO-PROPANOL PURO
E
2
X 40
204-
] | I i ' o
° [ 2 3 4 '
u {mm/s)
COLUNA J
Figura V.32 = Dependéncia da Altura do Prato (H) com a Velo-
cidade Linear (u); Coluna .J : LiChrosdrb RP

18,10um. Dimensces 252 x 1,8mm (Swagelock) Tes
'tes Feitos no Micro-HPLC Conforme Condigdes da

Tabela V.XXVIII.
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80

60

SOLVENTE DA SUSPENSAO:

g ACETONA / TETRABROMO-ETANO
- {110}
x 401
min ° 25,2 ym
20
o ] | | I dezseee
{ 2 3 ' 4
u (mm/s)
COLUNA L
Figura V.33 - Dependéncia da Altura de Prato (H) com a Velo-
cidade I.inear (u); Coluna L: LiChrosorb R_P
18,10um. Dimensoces 250 x 1,8mm (Valco) Testes

Feitos no "Micro-HPLC". CondigSes Conforme Ta

bela V.XXVIIT.
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SOLVENTE DA SUSPENSAO
METANOL/ IODETO DE METILA

(3:7)
Hmi“ = 30,8}"’“
i 2 3 49
u{mm/s)
COLUNA M
34 - Dependéncia da Altura do Prato (H) com a Velo—
- cidade Linear (u); Coluna M : LiChrosorb RP

18,10ym. Dimensoes 170 x 1,9mm (Valco) Testes

Feitos no "Micro-HPLC" Conforme Condicoes da

Tabela V.XXVIII.
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so}
60}
SOLVENTE DA SUSPENSAO
T ACETONA / IODETO DE METILA
“2 {t:1)
40}
20+ Hoin © 23,4m
| 1 | l —
o) I B 2 3 4
u{mm/s)
COLUNA N

Figura V.35

Dependéncia da Altura do Prato (H) com a Velo~-

cidade Linear (u); Coluna N: LiChrosorb RP

_lS,lOﬁm. DimensOes 252 x 1,8mm (Swagelock) Teg

tes Feitos no "Micro-HPLC" Conforme Condigdes

da Tabela V.XXVIII.
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Pode-se verificar isto através da curva H versus u da figura
v.35. Nota-se uma excelente coer@ncia dos pontos, além de um
formato de curva que indica gue a coluna pode ser empregada,sem
considerivel perda de eficiéncia, em uma larga faixa de vazdo

(até 140pf/min).

y Nao se deve esquecer de qgue estas 6 colunas
foram preparadas com particulas irregulares, com diametroc mé-
dic de 10um. Para este material, 42800 pratos tedricos por me
tro ja& & um nimero bastante alto, mesmo para colunas convencio
nais {(ver coluna 30) e como se trata de uma coluna de 1,8 mm

de diametro interno, pode-se considerar o resultado conseguido

um sucesso absoluto.

HA apenas um inconveniente nesta metodoclogia,
principalmente com relagao aos nossos-propésitos. A nivel de
Brasil, deve-se considerar um compromisso entre a necessidade
e a disponibilidade, ou seja, o fator econdmico & cfitico; Pa
‘ra ilustrar, a tabela V.XXX fornece uma comparagao dos pregos dos
diferentes solventes empregados nesta etapa do trabalho, o que,

associado & composicao do solvente leva & conclusao de que &

coluna N sO0 nao apresenta maior custo que as colunas L eM sen

do muitomais caraque as colunas H eJ. (ver tabela V.XXIX).

Através da tabela V.XXIX pode-se comparar oS
precos das misturas empregadas na suspenséo de cada coluna. Pa
ra a coluna I foi computado um adicional de 2,50 ddlares, por
considerar relevante, pois o n-heptano foi também um dos 'sol-
ventes propulscres. Nos demais casos, os solventes propulso
res foram metanol e iso;propanol ocasionando um consumo adicio

nal maximo da ordem de apenas 0,10 dblares.

1
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.Pabela V.XXX - Comparagao entre os Pregos dos Solventes Em-—

pregados no Empacotamento das Colunas H a N.

Solvente Preco/L (No Brasil)
(érau para Analise)

Cruzados (Agosto/88) Ddlar
Iodeto de Metila 184.000,00 657.00
Tetrabromoetano 117.000,00 418 .00
n-Heptano 12.300,00 44,00
Iso~-propanol 938,00 _ 3.40
Acetona 532,00 1.90
Metanol ' 364,00 ) 1.30

Quanto a coluna I, preparada com acetona e

tetrabromoetano, conforme ja se comentou, foram observadas al
gumas anomalias dﬁrante a sua preparagac; porém a coluna apre-
sentou um valor de Hmin bastante reduzido, mostrando-se simi
lar & coluna N para velocidades lineares inferiores a 0,2mm/s.
No entanto, acima deste valor, a coluna apresentou uma ascensao
na curﬁa H versus u, mostrando praticamente uma Unica velocida
- de 6tima para uso ou uma faixa muito estreita de vazdo. Além

disto, notou-se uma certa dispersao nos pontos, embora nio tao

grande quanto aquela observada para a coluna M,
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A coluna M, sem duvida, foi a plor de todas as
colunas, alem da mais cara. A curva H versus u foitragadaapg
nas para dar uma nogao da possivel tendéncia. A coluna M com
.parada ds colunas H e J, apésar do valor intermediario de Hmi
pode ser, de longe, descartada, ndo sd pelo prego, mas também

pelas caracteristicas apresentadas por sua curva.

Quanto & coluna I, empacotada com mistura de
iso-propanol e n-heptano, verificouwse'um bom valor de Hmin p
uma  ascensao relativamente suave da curva, porém uma razoavel
dispersao dos ‘pontos, apesar de uma boa tendéncia. Esta colu-
na, contudo, apresentou um empacotamento bastante trabalhosc e
ﬁao muito econdmico, se consideiarmos gue n-heptano foi usado
também na maior parte da propulsao, dando um custc total supe-
rior a 3 dolares. Pode-se verificar, pela tabela V.XXVIi gque

foi a coluna que gastou maior tempo de preparagao, apesar de se

ter empregado pressao elevada.

Resta agora comparar as colunas cuja metodolo
gia & a mais econdmica, ©  as colunas H e J, preparadas com
metanocl e iso-propancl, respectivamente. O posicionamento dos
pontos nas curvas H versus u apresentou uma tendéncia similar,
para as duas colunas para as maiores vazoes testadas. No en-
tanto, para as vazles prdximas da dtima, a coluna J, empacota=-
da com iSo—propanol puro, apresentou menores valores de altura
do prato para as mesmas velocidades lineares gue a coluna empa
cotada com metanol puro, H , embora esta tenha mostrado uma
faixa de vazao proxima da Otima ligeiramente maior gque a colu
na J, isto &, a curva da coluna Japresentouumainclinagéomais

acentuada, nao permitindo o uso de muitas vazdes perto da Oti-
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3 4
i
2
3
4

JuJ L UL J L
COLUNA H COLUNA N -
Figura V.36 -Cromatogramas Obtidos com as Colunas H e N -

r

LiChrosorb RP 18, 1l0um Sistema "'Micro-HP_LC“ ;
Vazao: 500uf/min; Velocidade do Papel=lcm/min;
Detecga@o a 254nm; Volume de Amostra=luf; Compo
nentes _de Amostra:l-Acetona; 2-Benzeno; 3-Ben-

zonitrilo; 4-~Tolueno e 5-~Naftaleno.
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na, sem uma razoavel perda da eficiéncia.

Finalmente, pode-se concluir que, se nio for.ne
cessidria uma eficiéncia muito alta, e se os fatores econdmicos
'forem predominantes, iso—propanol e, até mesmo, metanol podem
ser empregados na preparagao de colunas para a "Micro-HPLC".
0 empacotamento com metanol & muito mais rapido, pois este sol
vente apresenta baixissima viscosidade, flu:i.ndb livremente, além
de ser o solvente mais erhpregado na composic¢dao da fase mdvel.
Tudo isto facilita muito o processo de preparacio, | permitindo

gue a coluna fique pronta em menos de 10 minutos.

Por outro lado, se houver necessidade demaior.
nimero de pratos tedricos, o "solvente"ideal para a preparagio
da suspensao devera ser constituldo de uma mistura com 50% de

iodeto de metila em acetona,

A figura V.36 apresenta cromatogramas tipicos
obtidos com as colunas H e N, nas mesmas condig¢des ex
perimentais, para facilitar a comparagao entre as 2 cclunas.
Observa-se a melhor resolugdo da coluna N em relagdo 3 coluna
H; no entanto ambas as colunas mostram picos com um bonito for

mato e com elevada simetria.

A figura V.37 apresenta um cromatograma obti-
do com a coluna N, & vazao Otima, em sua dime.nséo normal, onde
foi empregada uma razoavel velocidade do papel,permitindo a ob
tengao de bandas mais largas para facilitar -os célculos manu-
ais. Em geral,a velocidade do papel empregada foi ainda maior
durante os trabalhos praticos. Pode-se notar a e_xcelente per-
formance da coluna N e a forma perfeita dos picos com fatores

de assimetria muito prdéximos da unidade. Os parametros medi-
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CONEXAO COM VOLUME
MORTO ZERO

DETECTOR

Figura V.38 - Esquema do Acoplamento de duas Microcolunas
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.dos e calculados foram transcritos para o cromatograma para fa

cilitar a visualizacao dos resultados obtidos.

e) O Acoplamento de Microcolunas
Durante nosso trabalho com colunas convencio-—
nais, tentou-se o acoplamento sem qualquer sucesso; ja com as mi
crocolunas conseguiu-se, apds algumas tentativas, a concatena-—
géio entre duas colunas com resultados considerados muito bons ,
mostrando que & possivel obter colunas mais longas com nimero
de pratos igual ou, pelo menos, proximo da soma do nﬁﬁlero de

pratos das 'co};unas concatenadas.

A conexao emptegada entre as colunas & um dos
fatores criticos. As primeiras tentativas foram feitas cem
uma conexao, marca Valco, "sem volume morto'; porém foramneces-
sarios dois filtros porosos superpostos para que nao '_5ouvesse"sa£1u
gramento” da fase estaciondria. Mesmo assim, nio se conseguiu es-
tabilizagao da linha de base e houve redugdc do niimero de pra

tos tedricos.

A seguir empregou-se uma conexac  construida
com um tubo deminimo comprimentopossivel emenor diametro intexr
no disponivel (30 x 0,1lmm). Os terminais da conexao foram
compativeié com as colunas empregadas. Em uma das extremidades
empregararam-se pecas Swagelok e na outrausaram-se pegas Valco
para a adaptacao das colunas Swagelok e Valco, respectivamente.
A figura V.38 apresenta um esgquema da inontagem feita desde a
ligagao com o injetor (Rheodyne) & .conexé'.o com o detector (LDC)
através de plugs de Kel'F (Kel'F & marca registrada da 3M Co.

Trata-se de um polimeroc de clorotrifluoretileno - CTFE).

A tabela V.XXXI resume os resultados consegui
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dos, a 50pf/min, com as colunas L e N acopladas, comparando-os
aos resultados obtidos, nas mesmas condigaes, quando estas co

lunas foram avaliadas isoladamente.

A anadlise dos resultados apresentados na tabe
la V.XXXT revela gque ocorreu uma perda de apenas 5% daleficiég
cia através do acoplamento das duas colunas, ou seija, pratica
mente manteve-se o valor do nUmero de pratos teéficos por me
tro. Este resultado mostra que o acoplamento de microcolunas
€ uma pratica viével, permitindo resolugCes de misturas comple
xas. A figura V.39 ilustra uma aplicagao das colunas acopladas
({L+N) na resolugéo de uma mistura de nove compostos pef«halogg
nados do carbono, i vazio de 100uf/min.

Tabela V.XXXI ~ Comparagao entre Resultados ObtidosAcdm as Co
lunas N e L Separadamente e Apds o Acoplamen-—

to, a4 Vazao de 50uf/min. Testes Feitos no Sis

ma "Micro-HPLC" nas Mesmas Condigoes.

Coluna N Coluna L Colunas N+L
Swagelok Valco Acopladas
252x1, 8mm 250x1,8mm 502x1, 8mm
N/col. 10780 8300 18150
N/m 42760 33200 36150
_1 .
(m ™)
H 23,4 30,1 27,6
(um)

A figura V.40 apresenta a separacdoc da mesma mistura de compos
tos obtida por Leone /145/, com uma coluna adquirida de Alltech,

particulas esféricas de 5um.
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Figura V.39 - Cromatograma Obtido com as Colunas L+N, Aco-
pladas. LiChrosorb RP-18,10um. Dimensoes :

502x1,8mm; Sistema Micro-HPLC; Injegac: 1lpf ;
Detecgao 220nm; Sensibilidade: 0,05UA; Vazao:
100u£/min; Pressao: 2430psi (16,7MPa); Fase
Mével; MeOH/HzO (70/30) ; VP: 0,5cm/min; Mistu

ra de 9 Compostos Per—halogenadds.
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' Figura V.40 -  Cromatograma Obtido com a Coluna Alltech -
Ultrasphere ODS-5um. Dimensoes: 250x4,6mm ;
Sistema Convencional; Injegdo: 10pf;  Detec
¢ao: 220nm; Vazio: 1,0mf/min; Fase Mdvel :
M.eOH/Hzo (70/30); N ~ 70 mil/m. Extraido com

Permissao da Ref.145, £ig.5.18).
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CAPITULO VI

CONCLUSOES

A andlise dos resultados élcangados revela gue:

@ Problemas ocorridos durante o empacotamento,
tais como vazamentos ou interrupg¢do brusca da pressdo, causam re
dugdo na eficiéncia da coluna, produzindo picos com elevada assi
metria. -

e Fases estacionarias deterioradas ou aglomera
das, mesmo que bem empacotadas, nao fornecem boas colunas, provo
cando redugdo ou, até mesmo, auséncia de resolugao.

@ A pratica de percolar fase mdvel através da
coluna durante o processo de empacotamento mostrou-se de grande
eficdcia, além de facilitar o condionamento antes da  avaliagao
ou uso.

© A temperatura apresentou-se como um parametro
critico e devem-se tomar precaugdes, pois a simples elevagao da
temperatura do ambiente pode causar danos & fase estaciondria du
rante a agitagdo ultra-sdnica, cujo tempo, também nao deve ser
excessivo.

e Tentativas de uso de aditivos como liguidos
viscosos ou tensoativos e solugdes adcidas ou basicas, tao procla
madas na literatura,.nao originaram gqualgquer melhora na gualida
de das colunas.

e Quando se empregaram diferentes solventes, en
tre eles etanol, tetraclorometano, acetona, ciclohexanol, n~hep

tano e iso-propanol, apenas os 2 Ultimos produziram colunas com
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razoavel niimero de pratos e alguma resolugao.

® Metanol comportou-se como o melhor solvente
para o empacotamento das colunas convencionais, podendo ser em
pregado tanto como solvente propulsor como na preparagac da sus
pensdo, fornecendo colunas com excelente eficiéncia.

e O empacotamento de colunas com particulas de
3um de diéﬁetro mostrou-se mais dificil, nao tendo sido possi
vel obter colunas com o mesmo valor de altura de prato reduzida

que agquele alcangado com as particulas de 5 e 1l0um, mesmo assim,

a resolugdo daquelas colunas mostrou-se superior a destas.

e O estudo da influéncia do diametro da parti
cula e do comprimento da coluna sobre sua eficiéncia revelou
gue hi uma relacgdo linear entre o tamanho da particula e o com
primento ideal da coluna, com didmetro interno de 4,6mm, a ser
empacotada. Esta relagéo‘pode ser expressa por: L = f dp, onde
-f & um fator em torno de 15 a 18 mil., Valores fora desta faixa
produzirao colunas com menor eficidncia.

.® As alteracgoes realizadas na bomba de empaco
tamento mostraram-se de grande importéncia, permitindo a obten
gao de colunas mais eficientes, a pressdo bem mais baixa e em
um tempo muito menor, o gque demonstra a maior relevancia da al
ta energia cinética em relacgdo a pressao durante o processo. ]

o As modificagdes feitas no sistema cromatogra
fico levaram a uma sensivel redugao na disperséo,‘ tornando-o
adequado ao uso com colunas convencionais.

o Testes de estabilidade realizados levaram a
conclusdo de gue o método de empacotamento, n3o sd forneceu co
lunas de alta eficiéncia, mas também, produziu coluﬁas com lon

ga vida e picos com excelente simetria, mesmo apds muito tempo
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de uso.

® Os esforgos dispengados no desenvolvimento da
metodologia de empacotamento de colunas foram compensadores, le
vando a resultados reprodutiveis, similares ou até mesmo superio
res aos encontrados na literatura e aos de colunas disponiveis
no mercado. |

@ Foram obtidos valores de altura de prato redu
zida, h, tao baixos gquanto 2,7 para colunas convencionals, empaco
tadas com particulas esféricas e irregulares de 10um.

® As colunas empacotadas com particulas de 5pm
esféricas (h=2,é) mostraram-se melhores que as irregulares de
mesmo diametro (h=3,5).

® Microcolunas empacotadas com a mesma técnica
(metanol) produziram h’£ 3,3, comparaveis as convencionais; no
entanto, se necesario, podem-se empregar outras técnicas, chegando
a valores de h t3o baixos gquanto 2,3 (Acetona: Iodeto de Metila,
1:1).

e 0 equipamento de Micro-HPLC empregado mos
trou-se adequado ds colunas empregadas, indicando que nenhuma so
fisticagdo é necesséria para se alcancar uma economia da ordem

de 80% com relagao ds fases mdvel e estaciondria empregadas.

Finalmente, pesquisas realizadas junto ao merca
do de colunas cromatogrdficas deixam claro gue, entre as colunas
disponiveis, as mais baratas custam, no Brasil, em . torno de

UsS$ 700.00, chegando, as mais caras, a quase US$ 2 000.00.

Com a tecnologia proposta neste projeto, calcu
los demonstram que, mesmo importando as fases estacionarias e
comprando a coluna vazia pronta gque custa mais de US$ 100.00,

ainda seria compensador empacotar suas proprias colunas. Por
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outro lado, se a coluna vazia for montada ou construida em nosso
pais (existem projetos em nossoc laboratdrio para a-confecgio des
tes acessdrios), © custo da coluna n3o chegaria a 30% do valor

em que ela é vendida, mesmo importando a fase estacioniria.

Se o Brasil dispuzesse de tecnologia de prepara
¢ao das fases estaciondrias, enti3o poderiamos preparar nossas
prbprias colunas de HPLC ao prego daguelas encontradas no exte

rior, tao barato quanto US$ 200.00 ou US$ 300.00.
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