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1- INTRODUCAO

Nenhum registro das técnicas cromatograficas contemporaneas fica completo se nédo
incluir a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). E um tipo de cromatografia liquida que
emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase movel
que € eluida sobre altas pressdes. Ela tem a capacidade de realizar separacdes e andlises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em
escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade. Somente a
partir dos anos 70 se conseguiu um avango consideravel da cromatografia liquida moderna que
até entdo era essencialmente subdesenvolvida, apesar de que um dos primeiros experimentos
sobre cromatografia, no inicio do século, foi o tipo que é hoje chamado cromatografia liquida
classica. O avanco foi gradual e atingiu o atual nivel de sofisticacdo que a CLAE apresenta,
devido ao revolucionario desenvolvimento tecnoldgico da préatica deste tipo de cromatografia.
Desde 1968 tornou-se possivel rechear colunas com particulas de pequeno tamanho, necessarias
para alta resolugdo e, também, adquirir equipamentos que funcionam nas altas pressoes
necessarias para obter uma boa velocidade de eluicdo. Nos ultimos dez anos ocorreu o
desenvolvimento de varios detectores espectrofotométricos que operam em comprimentos de
onda variavel até 190 nm, e houve um aumento na utilizacdo dos detectores por fluorescéncia,
eletroquimicos, e por fluorescéncia induzida por laser, bem como acoplamento com o
espectrometro de massas. Com estes, tornou-se possivel a deteccdo da maioria dos compostos e a
analise de tragos em amostras complexas, como sangue, urina, solo, alimentos, petréleo, etc.
Hoje em dia sdo comuns estudos com particulas pequenas, a execucdo da CLAE com fase
reversa e, particularmente, o uso de equipamentos para uma perfeita eluicdo com gradiente, bem
como de métodos especiais, tais como a formacéo de pares idnicos. Como resultado, dificuldades
anteriores ou separacOes dificeis de compostos como corantes polares, isdmeros, drogas basicas
e seus metabdlitos sdo agora rotina.

2- O PROCESSO CROMATOGRAFICO

0 processo cromatografico consiste na particdo dos componentes de uma mistura entre a
fase movel e a fase estacionaria. No caso da cromatografia gasosa o fluido é um gas e na
cromatografia liquida o fluido € um solvente. Na cromatografia liquida a fase estacionaria é
constituida de particulas sélidas empacotadas em uma coluna, a qual é atravessada pela fase
movel. Sdo as forgas fisicas e quimicas que atuam entre os solutos e as duas fases s&o
responsaveis pela retencdo dos solutos sobre a coluna cromatografica. A diferenca na magnitude
dessas forcas que determina a resolucédo e portanto a separacao dos solutos individuais. As forgas
elementares que agem sobre as moléculas sao de cinco tipos:

1) Forcas de dispersdo de London ou forcas 3) Ligaces de hidrogénio;
de Van der Waals; 4) Interacdes dielétricas;
2) InteracGes de dipolo induzido; 5) Interacdes eletrostaticas e coulombianas.



As varidveis que afetarem essas forcas intermoleculares iram influenciar o grau de
separagdo obtido pela passagem dos solutos através da coluna cromatografica.

2.1 - CROMATOGRAFIA LIQUIDA CLASSICA X CLAE

Na cromatografia liquida classica (CLC) o recheio da coluna é utilizado geralmente uma
sO vez, porque parte da amostra usualmente se adsorve de forma irreversivel. O enchimento da
coluna deve ser repetido para cada separacdo. A aplicacdo da amostra, para ser feita
corretamente, requer alguma habilidade, fatos que representam um desperdicio de material e
tempo. A vazdo de eluente na CLC é promovida pela a¢do da gravidade e as fra¢des individuais
da amostra sdo coletadas manualmente ou através de um coletor de fracbes. As separacdes
requerem, geralmente, varias horas e a detec¢do e a quantificacdo das fracdes sao realizadas por
analise manual. Na CLAE emprega-se um coluna fechada, reaproveitavel; portanto, até centenas
de separacdes individuais podem ser realizadas com a mesma coluna. Essas colunas sdo muito
eficazes, mas oferecem uma grande resisténcia a vazdo da fase mdvel, ou seja, ela sofre uma
perda de carga. Por esta razdo € necessario empregar sistemas de bomba de alta pressao (até 400
bars) que fazem a fase mével migrar a uma velocidade razodvel através da coluna. A vazéo da
fase movel é controlada facilmente, resultando em operagfes mais reprodutiveis, que tornam as
analises executadas por CLAE mais precisas. Varios tipos de detectores, que podem ser
colocados na saida da coluna, proporcionam uma identificacdo e quantificacdo continua dos
componentes da amostra. A analise quantitativa pela CLAE pode atingir uma precisao superior a
+ 0.5%. Finalmente, separacGes em escala preparativa de miligramas de amostras sao
relativamente faceis.

2.2 - CROMATOGRAFIA GASOSA X CLAE

Na cromatografia gasosa (CG) € necessario que a amostra seja suficientemente volatil, a
fim de que possa passar através da coluna na forma de vapor, e estavel termicamente para ndo se
decompor nas condi¢fes de separacdo. Os métodos de deteccdo utilizados em CG sdo mais
rapidos e sensiveis, a aparelhagem mais facil de ser manipulada e em geral mais barata. A CLAE
requer somente que a amostra seja soltvel na fase movel. Assim, a CLAE é um método ideal
para a separacdo de espécies ibnicas ou macromoléculas de interesse bioldgico e produtos
naturais labeis, bem como uma imensa variedade de outros compostos de alta massa molecular
e/ou baixa estabilidade térmica. A CLAE possui como vantagens adicionais: duas fases
cromatograficas de interacdo seletiva com as moléculas da amostra, versus somente uma na CG e
maior variedade de possiveis mecanismos de separa¢do. As principais caracteristicas de ambas as
técnicas estdo resumidas na Tabela 1. E a conclusdo que pode ser tirada sobre elas e que se
complementam na analise de diferentes tipos de amostras.



Tabela 1- Caracteristicas da CG e da CLAE

Quesito CG HPLC

Amostra Amostra ou derivado volatil; termicamente Amostra soltvel na fase movel
estavel nas condigbes de operacéo

Tipos de Gases, liquidos e solidos: MM de 2 até 1200 Liquidos e solidos: MM de 32 até 4 x

amostra 10°

Quant. minima |10** g 10° g

detectavel

Capacidade Baixa e trabalhosa Boa, com facil coleta e possibilidade

preparativa de automacao

Capacidade Excelente, com separacdo de amostras com Excelente, com separacédo de

analitica cerca de 200 componentes amostras com até 50 componentes

Pratos tedricos | 2000 — 300.000 500 — 25.000

por coluna

A Tabela 2, cita algumas vantagens e limitagcdes da CLAE;

Tabela 2- Vantagens e limitagdes da CLAE

Vantagens Limitacdes

Menor tempo de anélise Alto custo da instrumentacéo

Alta resolucéo Alto custo de operacéo

Resultados quantitativos Pouco usada para analises qualitativas

Boa sensibilidade Falta de detector universal sensivel
Versatilidade Necessidade de experiéncia no seu manuseio
Automacéo

3- CARACTERISTICAS DAS FASES ESTACIONARIAS EM CLAE

Considerando as suas propriedades fisicas, os recheios para CLAE podem ser
classificados de acordo com o0s seguintes aspectos:

a) Sdlidos rigidos, semi-rigidos ou ndo rigidos; ~ ¢) Particulas esféricas ou irregulares;
b) Particulas porosas ou peliculares; d) Particulas com diferentes diametros.
Sélidos rigidos a base de silica sdo os recheios mais usados atualmente. Esses recheios

podem resistir a pressdes relativamente altas, resultando em enchimento estavel e colunas
eficientes de particulas pequenas.

Soélidos semi-rigidos sdo geralmente constituidos de particulas porosas de poliestireno
entrecruzadas com divinilbenzeno. 0 semi-rigido tem sido usado para pressdes até 350 bars. O
maior interesse no semi-rigido atualmente é para aplicagdes na CLAE por exclusdo com fase
movel orgénica; contudo eles também séo usados na troca idnica.




Solidos nédo rigidos, tais como agarose ou dextrose, usados em cromatografia por
exclusdo, sdo aplicados exclusivamente para a separacdo de moléculas grandes, sollveis em
agua, como as proteinas. Contudo, estes sélidos ndo rigidos ndo podem resistir as pressdes
usadas na CLAE. Os dois tipos de materiais, peliculares e porosos, diferem em algumas de suas
propriedades e tém muitas outras em comum. Ambos podem ser introduzidos na coluna com
certa facilidade, obtendo-se colunas muito eficazes. Elas podem ser utilizadas em cromatografia
liquido-solido, dependendo da atividade da sua superficie ou pode ser recoberto com alguma fase
liquida e obter-se uma coluna para CLAE com fase quimicamente ligada. Além destes tem-se 0s
materiais de recheio do tipo pelicular ou poroso para cromatografia por troca ionica. A Figura 1
apresenta esquematicamente algumas formas mais comuns de particulas para cromatografia de
liquidos.

Os adsorventes peliculares, com didmetro de particula entre 30 e 45 pum, apresentam
eficiéncia, rapidez, reprodutibilidade e custo similar aos adsorventes porosos (5 - 10 um), mas
tém menor capacidade e, por isto, 0 seu emprego tem diminuido notavelmente nos ultimos anos
(Figura 2).

CENTR{O INERTE
CEMTRO JII HWERTE

PARTICULA SOLIDA :
RESINA PELICULAR RESINA POROSA

Figura 1- Formas mais comuns de particulas para cromatografia de liquidos.
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Figura 2- Diferentes formas e tamanhos dos materiais para empacotamento de colunas.

Para obter distribuicio homogénea do recheio em toda extensdo da coluna, o que
aumenta a eficiéncia da separacdo, as particulas devem ter a menor variacdo de diametro
possivel. As particulas esféricas sdo melhores do que as irregulares, mas estas tém menor custo.



O tamanho da particula controla o processo de difusdo das moléculas da amostra ao
penetrar e sair dos poros da particula. Quanto maior o tamanho da particula porosa, mais lento o
processo de difusdo e, como consequéncia, mais lenta a transferéncia de massa entre a fase
estacionaria e a fase mével. Isto acontece porque, a medida gque aumenta o tamanho da particula,
aumenta também a profundidade dos poros e conseqlientemente a amostra demora mais tempo
para sair destes poros profundos. Ao mesmo tempo deve-se considerar que um aumento da vazao
da fase movel, para obter-se analises rapidas, faz com que as moléculas da amostra nesta fase
migrem rapidamente, em comparagdo com as da fase estacionaria (independente dos poros). Isto
resulta no alargamento dos picos. Conforme diminui o tamanho da particula, a profundidade dos
poros diminui e a saida dos poros acontece mais rapidamente, permitindo obter analises rapidas,
sem perda na eficiéncia.

Estas explicagdes justificam porque na CLAE utilizam-se somente materiais porosos
cujas particulas tem tamanho menor do que 30 um, com exce¢éao da troca i6nica.

Outros tipos de materiais utilizados sdo particulas esféricas, geralmente vitreas, nédo
porosas, recobertas por uma camada muito fina de um adsorvente poroso. Este tipo de material e
denominado de pelicula de camada porosa, de porosidade superficial ou de centro ndo poroso. A
Tabela 3, apresenta um resumo das propriedades gerais dos recheios peliculares e porosos em
funcdo dos tamanhos de suas particulas.

Tabela 3- Caracteristicas de diferentes recheios para CLAE.

Propriedade Irregulares Porosos Esféricos |Esféricos ou | Peliculares
(=30 pum) (=30 pupm) Irregulares esféricos
(50u10pum) | (> 30 pum)
Eficiéncia Baixa a moderada | Baixa a moderada Alta Moderada a alta
Velocidade de analise Moderada Moderada Rapida Rapida
Facilidade de enchimento | Razoéavel Boa Razoavel Excelente
Quantidade de amostra | Grande Grande Grande Pequena
Permeabilidade da coluna | Alta Alta Baixa Muito alta
Capacidade Alta Alta Alta Baixa
Custo Baixo Moderado Alto Moderado a alto

4- AS TECNICAS DA CLAE

Ha cinco tipos de fases estacionarias com diferentes mecanismos que regem as
separacOes cromatograficas na CLAE. Mediante a simples troca de coluna e fase movel é
possivel utilizar um deles.



4.1- CROMATOGRAFIA LIQUIDO-SOLIDO OU POR ADSORCAO

O mecanismo de separacdo da cromatografia liquido solido (CLS), ou adsorcao, se baseia
na competicdo que existe entre moléculas da amostra e as da fase movel em ocupar 0s sitios
ativos na superficie de um solido (fase estacionaria). O equilibrio estabelecido é:

ADBOEVENTE
v 3
SOLVENTE SOLUTTO

Para que a molécula do soluto possa ser adsorvida na fase estacionaria, primeiro uma
molécula da fase movel deve ser deslocada da superficie. Se assumir que 0 adsorvente possui
uma superficie polar (por exemplo: silica ou alumina), grupos apolares (por ex.;
hidrocarbonetos) terdo pouca afinidade por essa superficie e ndo irdo deslocar a molécula da fase
movel; por isso, ndo serdo retidos. Grupos funcionais polares capazes de formar pontes de
hidrogénio terdo fortes afinidades pela superficie e serdo fortemente retidos. Moléculas
polarizaveis (por ex.: moléculas aromaticas) irdo apresentar interacdo dipolo induzido-dipolo
com a superficie do adsorvente e, portanto, também serdo retidas; o grau de retencdo depende da
polarizacdo de cada molécula ou grupo funcional. E importante que as particulas da fase
estacionaria apresentem uma grande area de superficie, isto €, um grande nimero de sitios ativos.
A atividade da superficie de muitos solidos (incluindo a silica e alumina) se encontra com
frequéncia afetada pela retencdo de certas moléculas de alta polaridade como alcoois, fendis,
agua, etc., e, devido a eles, em determinadas ocasides, € dificil reproduzir os resultados obtidos
nas analises, porque as propriedades da superficie sofrem mudancas. Em consequéncia, a
superficie da silica empregada na CLAE é habitualmente submetida a determinados processos de
desativacdo com o propdsito de diminuir a retencdo de moléculas muito polares e, assim, se
mantém a superficie em condi¢cBes uniformes, o que contribuird para melhorar a
reprodutibilidade das analises. Muitas vezes, devido a uma forte adsor¢édo ou retencéo de alguns
componentes da amostra no solido ativo, é necessario aumentar a polaridade da fase movel de
uma maneira constante e uniforme, com o qual se consegue um incremento de solubilidade dos
componentes da amostra na fase movel. A essa variacdo da-se o nome de eluicdo por gradiente
ou programacdo da fase movel.

Para a maioria das separacdes realizadas por adsorcdo (CLS) usa-se particulas porosas, na
faixa de 5-10 um, alem de se empregar, as vezes, 0s materiais maiores (30-40 pum), como
pelicula porosa. Quase todas estas separa¢des sdo limitadas a alguns tipos de adsorventes: silica e
alumina. A retencédo e a separagao nestes adsorventes sdo geralmente similares, os componentes
mais polares da amostra serdo retido preferencialmente.

Na modalidade de cromatografia por particdo com fase liquida, é preferivel usar suportes
gue sejam inertes; mas ndo existem suportes inertes com rigidez e uniformidade requeridas pela
CLAE. Usa-se a silica, sabendo-se que tem pontos adsorventes que necessitam ser
completamente cobertos ou inativados, como em CG. Os poros deverdo ser suficientemente



grandes para permitir total acesso das moléculas do soluto a fase estacionaria contida dentro da
estrutura dos poros, mas suficientemente pequeno para resistir a remocao do liquido estacionario
pelo arraste mecanico da fase movel.

A Tabela 4 apresenta uma lista de sélidos microporosos usados em cromatografia liquido
solido (CLS) e como suporte para cromatografia liquido-liquido (CLL).

Tabela 4- Lista de sélidos microporosos para CLAE (CLS) e como suporte para CLAE

(CLL)
Tipo Nome Fornecedor |Diametro da particula (um)
Silica (esférica) ADSORBOSPHERE HS-Si | Alltech 3,5,10
BAKERBOND-Si J. T. Baker 3,5
CHROMSPHERE ChromPack 5
LICHROSPHERE-SI E. Merck 3,5,10
Silica (irregular) LICHROSORB-Si E. Merck 5,7,10
Alumina (irregular) LICHROSORB ALOX-T E. Merck 5,10
Carbono grafitizado HYPERCARB Shandon 7
Polimero de estireno- POLYSPHERE E. Merck 10
divinilbenzeno

4.2- CROMATOGRAFIA LIQUIDO-LIQUIDO OU POR PARTICAO

A cromatografia liquido-liquido (CLL) foi desenvolvida por Martin e Synge em 1941
para separacao de varios aminoacidos, usando fase estacionaria de agua em silica e cloroformio
como fase moével. 0 mecanismo de separacdo neste tipo de cromatografia, ou mecanismo de
distribuicdo como também é chamado, baseia-se nas diferentes solubilidades que apresentam os
componentes da amostra na fase movel e na fase estacionaria. Entdo, os componentes mais
sollveis na fase estacionaria sdo seletivamente retidos por ela, enquanto os menos sollveis sdo
transportados mais rapidamente pela fase mdvel. 0 maior inconveniente desta técnica é a
solubilidade da fase estacionaria na fase movel, o que rapidamente deteriora a coluna, levando a
ndo reprodutibilidade nas separacdes repetitivas. Isto pode ser resolvido de duas maneiras. A
primeira é saturando a fase movel com a fase estacionaria por meio de uma pré-coluna, colocada
antes do injetor, que contenha uma alta percentagem de fase estacionaria. A segunda é utilizando
materiais que contenham a fase estacionaria, quimicamente ligada a um suporte solido.

4.3- CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM FASE LIGADA

A fase estacionaria para a cromatografia liquida com fase ligada (CLFL) surgiu como
resposta aos problemas com a CLL. Como a fase estacionaria é quimicamente ligada a superficie
do suporte, ndo ha mais solubilidade da fase estacionaria na fase mével. O mecanismo principal
desta técnica baseia-se na parti¢do. Por outro lado, como esta fase estacionaria também apresenta
influéncia de grupos ativos (polares) da superficie (isto €, também ocorre 0 mecanismo de



adsorcdo), a maioria dos pesquisadores considera esta técnica um método separado.

Variando a natureza dos grupos funcionais da fase estacionaria € possivel obter diferentes
tipos de seletividade. Estes grupos podem ser polares, como o grupo amino (-NH;) e o grupo
nitrilo (-CN), que funcionam similarmente as fases polares da CLS, sendo chamados de fase
normal. E ha os de natureza apolar, como os grupos octil (-CgH17), octadecil (-C1gH37), fenil (-
CeHs), etc., que sdo chamados de fase reversa. Na Tabela 5 encontram-se listadas fases
estacionarias microporosas para CLFL e na Tabela 6 fases estacionérias peliculares para CLFL.
Este tipo de cromatografia € muito Util e se aplica a moléculas de baixa ou media polaridade, ndo
ibnicas, de massa molecular inferior a 2000 e soltveis em solvente organico.

A superficie de silica, que é o suporte mais popular, pode ser modificada por um destes
caminhos, entre outros:

a) Formacéo do éster silicato (Si-O-R) por reacéo do grupo silanol com um alcool:
Si-OH + ROH ——> Si-O-R + H,0
b) Formacdo de ligacdo siloxano (Si-O-SiR3) por reacdo do grupo silanol com um
organoclorosilano:
Si-OH + R3SiCl —> Si-0-SiR3 + HCI
¢) Formacdo da ligacéo silicio-carbono pelo tratamento do grupo silanol com cloreto de tionila,

para produzir o cloreto, que, em seguida, reage com um composto organometalico para produzir
um grupo organico ligado diretamente a superficie da silica:

Si-OH + SOCl ——> Si-Cl + SO, + HCI
Si-Cl + RLi ——>» Si-R + LiCl

Estes materiais, quando preparados pelos métodos b e ¢ tém, relativamente, uma grande
estabilidade (até pH 8) . O tipo éster, preparado pelo método a néo é tao estavel.

Tabela 5- Fases estacionarias microporosas para CLAE com fase ligada (CLFL).

Tipo Nome Fornecedor Grupo ligado
Apolar ADSOBOSPHERE C;50u Cg Alltech Octadecil ou octil
UBONDAPAK Cyg Waters octadecil
PARTISIL ODS Whatman octadecil
Polaridade média | LICHROSORB CN E. Merck cianopropil
HYPERSIL PHENYL Shandon fenil
ZORBAX - CN DuPont cianopropil
Polaridade alta BAKERBOND-NH, J.T. Baker alquilamina
PARTISIL PAC Whatman ciano + diamina
LICHROSORB-DIOL E. Merck alquildiol




Tabela 6- Fases estacionarias peliculares para CLAE com fase ligada (CLFL).

Tipo Nome Fornecedor Grupo ligado
Apolar BONDAPAK Cig Waters octadecil
Polaridade média ZIPAC ANH DuPont alquilnitrila
Polaridade alta ZIPAC PAM DuPont poliamida

Quando ndo é facil manter todas as moléculas na forma ndo ionizadas, a cromatografia
liquida por pares de ions (CLPI), uma forma especial de CLFL, pode ser usada. Nela, a amostra
ibnica ou ionizavel forma um par de ions por associa¢do com um contra-ion organico adequado e
presente na fase movel. O par de ions é entdo distribuido entre a fase estacionaria, normalmente
uma de fase reversa, onde o par de ions é soluvel, e a fase mével, normalmente aquosa-organica,
que solubiliza as espécies ionizadas. 0 equilibrio envolvido confere um alto grau de solubilidade.
A seletividade pode ser introduzida na separacdo pelo ajuste dos parametros de polaridade da
fase movel, pelo pH, pela natureza e concentracdo do contra-ion, e, em menor extensdo, pela
natureza da fase estacionaria. A CLPI é uma alternativa a cromatografia por troca i6nica e tem a
vantagem de usar colunas de longa vida e maior reprodutividade. Além disso, a CLPI permite a
determinacédo simultanea de compostos acidos, basicos e neutros.

4.4- CROMATOGRAFIA LIQUIDA POR TROCA IONICA

Na cromatografia por troca idnica (CTI), a fase estacionaria possui grupamentos idnicos
quimicamente ligados que podem ser trocadores de cations ou de anions. Esses grupamentos
apresentam contra-ions que sdo deslocados pelos ions da amostra. Por exemplo, admitindo uma
amostra com um cation M*, tem-se:

M* + R-SO3Na” <> Na' + R-SO3M*

Grupos quimicamente ligados, utilizados para troca iénica, sao:
-SO3”  -trocadores fortes de cations -NR3"  -trocadores fortes de anions
-CO,”  -trocadores fracos de cations -NH,R" - trocadores fracos de anions

As catidnicas sdo adquiridas comercialmente na forma de sais de sodio (Na*) ou de fon
hidrogénio e as anidnicas na forma de cloreto (CI ).

Os materiais usados como recheio para CLAE por troca idnica tem grupos (cations ou
anions) quimicamente ligados a particulas porosas de resinas poliméricas, a silica com camada
pelicular, as microparticulas porosas de silica e as microparticulas porosas de resinas
poliméricas. Tradicionalmente, as particulas porosas de resina polimérica sdo usadas na
separacao de aminodacidos, peptideos e carboidratos. Este material consiste em particulas rigidas
do copolimero de poliestireno-divinilbenzeno, cuja superficie e poros contém 0s grupos
trocadores de ions. Estes materiais sdo de capacidade elevada, geralmente da ordem de
miliequivalentes por grama de material e sdo encontrados com diametros maiores (30 - 40 um)
ou menores (5 um, 10 pum).



As silicas com camadas peliculares consistem de uma particula vitrea de forma esferica
recoberta com uma camada fina do copolimero poliestireno-divinilbenzeno que contém os
grupos ativos trocadores de ions. Estes materiais sdo de capacidade reduzida, da ordem de 10
Kg/g, mas muito eficazes e podem ser utilizados com solventes organicos.

Existem também materiais que tém a vantagem de resistir a pressdes elevadas e possuir
uma capacidade de troca superior a dos materiais peliculares; sdo as microparticulas porosas de
silica com grupos trocadores quimicamente ligados. Na Tabela 7 destacam-se caracteristicas de
alguns materiais empregados como fase estacionaria na CLAE por troca ibnica.

Os processos de troca ibnica dependem muito da temperatura, € conveniente ter algum
sistema de controle térmico quando for empregado este tipo de fase estacionéria, pois mudancas
normais na temperatura ambiente podem afetar os resultados.

Tabela 7- Fases estacionarias para CLAE por troca i6nica (CTI).

Tipo Nome Fornecedor Suporte Grupo funcional
Anibnico ADSORBOSPHERE SAX Alltech silica -NH™;
AMINEX Bio-Rad es-dvbh” -NH*;
PARTISIL SAX Whatman silica -NH™;
Cationico | AMINEX Bio-Rad es-dvb -¢SO’3
AQUAPORE CX Brownlee silica -SO73
PARTISIL SCX Whatman silica -¢SO’3

* copolimero de estireno e polidivinilbenzeno
4.5- CROMATOGRAFIA LIQUIDA POR EXCLUSAO

A cromatografia por exclusdo tem sua resolucdo baseada no tamanho efetivo das
moléculas dos componentes da amostra em solugdo. E existem limites que determinam o
intervalo de tamanhos em que um material é util. O primeiro € o inferior, chamado de limite de
permeacdo, abaixo do qual todas as moléculas de menor tamanho séo igualmente difundidas
dentro dos poros do material e o segundo é o superior, chamado limite de exclusdo, acima do
qual todas as moléculas sdo muito grandes para penetrar nos poros. Moléculas de tamanho
intermediério entre ambos os limites serdo separadas totalmente ou parcialmente de acordo com
a seletividade caracteristica de cada material. Entdo, serdo eluidas sem resolucdo as moléculas
menores gque o limite de permeacdo e as maiores do que o limite de exclusédo, separando somente
as que se encontram dentro destes limites.

Atualmente dispde-se de um grande numero de materiais para cromatografia por
exclusdo. Eles variam de acordo com a sua rigidez e com o intervalo de tamanho dentro do qual
sdo Uteis, isto é, 0 material a ser utilizado na coluna dependera do tamanho efetivo das moléculas
que devem ser separadas.

Quanto a rigidez existem trés tipos de materiais. Os primeiros sdo 0s materiais fracos
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(ndo rigidos), constituidos de géis de polidextrano (Sephadex), poliacrilamidas (Bio-Gel P ) e
poliagaroses (Sepharose e Bio Gel A), usados quase sempre com fases moveis aquosas. Sua
capacidade é elevada mas eles ndo resistem a pressdes superiores a 3 bars; entdo, sdo usados
somente na CE classica.

Os segundos sdo 0s materiais semi-rigidos que normalmente resistem a pressdes da
ordem de 100 a 150 bars. Estes materiais s@o constituidos de microesferas de algum copolimero,
como o poliestireno-divinilbenzeno. Podem ser empregados com fases moveis aquosas ou ndo
aquosas e existem em uma grande variedade de porosidade. S&o usados em CLAE e também em
CE cléssica.

Os terceiros sdo 0s materiais rigidos que resistem a qualquer pressdo e sdo geralmente
constituidos de particulas de silica porosa ou de vidro poroso. Devido a sua rigidez podem-se
obter separagbes muito rapidas com fluxo de fase mdvel muito alto, o que produz pressdes
elevadas, para o uso de CLAE.

Os materiais a base de silica ou vidro podem ter a superficie muito ativa e apresentar
adsorcdo ou degradacao de certos materiais (por exemplo, desnaturacdo de proteinas). Existem
tratamentos para eliminar estes efeitos mediante processos de desativacdo quimica, tais como
silanizar a sua superficie de modo muito similar ao tratamento quimico dos suportes em
cromatografia gasosa.

Na Tabela 8 sdo citados alguns desses materiais de recheio para colunas de CLAE.

Tabela 8- Fases estacionarias microporosas para CLAE por exclusdo (CE)

Nome Fornecedor Material Particula Massa Molar Fase movel
(9 em pm)

BIOSIL SEC Bio-Rad silica 10 500 - 10° ag/org”™

H-BONDAGEL Waters silica 10 2x10°-7x10° ag/org

MICROGEL ChromPack  es-dvb” 5,10 10 - 4 x 10’ org

SHODEX A Showa Denko es-dvb 10 10% - 2 x 108 org

ULTRAHYDRAGEL  Waters polimetacrilato 10 2x10°-7x10° aq.

* copolimero de estireno e polidivinilbenzeno
**aq = solu¢des aquosas tamponadas; org = solu¢des ndo aquosas

5- CARACTERISTICAS DAS COLUNAS USADAS EM CLAE

As colunas séo constituidas de um pedaco de tubo de algum material inerte, de didametro
interno uniforme e capaz de resistir as pressdes em que sera usado. 0 aco inoxidavel é o mais
usado entre todos os materiais. Existem também algumas feitas com vidro de paredes grossas,
mas apresentam o inconveniente de ndo se conseguir conexdes adequadas, entre o vidro e o
metal, que resistam a altas pressdes sem vazamento.

Geralmente, o diametro interno das colunas para fias analiticos é ao redor de 3a5 mme
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para colunas preparativas igual ou maior do que 10 mm. As colunas com microdiametro
apresentam didmetros internos entre 0.05 e 2 mm. O comprimento na maioria dos casos, fica
entre 10 e 50 cm, com excecdo da cromatografia por exclusdo onde, as vezes, usam-se colunas
de comprimento maior ou varias colunas conectadas uma na outra.

A capacidade da coluna e determinada pelo seu comprimento, diametro e material de
recheio. As colunas sdo normalmente retas porque apresentam uma perda de eficiéncia quando
sdo dobradas. Nos extremos da coluna coloca-se um disco de teflon ou metal poroso para evitar a
perda do recheio ou mudangas na sua compactacdo. E importante que este disco retenha as
particulas do recheio sem produzir um aumento muito grande na pressdo. Nas colunas atuais é
comum obter-se eficiéncia da ordem de 50.000 pratos tedricos por metro de coluna, que é
superior as eficiéncias normalmente obtidas em cromatografia gasosa com colunas recheadas.

5.1- TECNICAS DE ENCHIMENTO DAS COLUNAS

O enchimento de colunas para CLAE pode ser feito a seco ou usando uma suspenséo da
fase estaciondria em um solvente apropriado. Sendo que as pequenas particulas, durante o
enchimento a seco com vibracdo, tendem a formar aglomerados, produzindo um acumulo das
particulas maiores perto da parede e das menores no centro da coluna, o0 método de enchimento
por suspensdo com alta pressao e preferido para rechear colunas com particulas de didmetro
menor do que 25 pm.

5.2- CUIDADOS COM AS COLUNAS DA CLAE

No emprego das colunas de particulas microporosas sdo necessarias algumas precaucgoes.
Em amostras muito sujas convém utilizar uma pré-coluna. A pré-coluna é uma coluna pequena
com o mesmo recheio ou similar da camada porosa usada na coluna. Coloca-se entre o injetor e a
coluna. As pré-colunas com esta finalidade geralmente sdo de 2 - 5 cm de comprimento com o
mesmo diametro interno da prépria coluna, para que apresentem as mesmas caracteristicas de
separacao. Os solventes devem ter um alto grau de pureza para evitar a contaminacao da coluna.
Um outro cuidado importante e que os solventes devem ser filtrados, em filtros de 0.2 um, para
retirar particulas solidas, que podem riscar o pistdo ou a valvula injetora ou mesmo entupir 0s
tubos do sistema. Solventes halogenados podem conter tragos de HCI, HBr, etc., que podem
reagir com o0 aco inoxidavel da coluna e outras partes do sistema. Dependendo da natureza
potencialmente corrosiva de cada solvente, eles podem também trazer problemas para a coluna,
com a solubilizacdo de ions metalicos.

5.3- ALARGAMENTO DA BANDA CROMATOGRAFICA

Uma caracteristica indesejavel na cromatografia liquida € o alargamento da banda
cromatografica. Os fatores que provocam este alargamento podem ser: colunares e mecanicos.

5.3.1- FATORES COLUNARES

Difus&o por turbilhonamento: E consequiéncia dos diversos caminhos que as moléculas da
amostra podem ter através da coluna devido a ndo homogeneidade do suporte. Pode ser
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diminuida utilizando-se particulas esféricas de tamanho uniforme e melhorando-se o
empacotamento.

a) Difusdo axial: A amostra difunde-se axialmente na coluna provocando o alargamento da
banda. Se a velocidade for relativamente alta a tendéncia da banda é aumentar. Hoje, as
colunas apresentam disco de distribui¢do no topo da coluna, para evitar a difuséo axial.

b) Difusdo longitudinal: Ocorre o fendbmeno de dispersdo a medida que a amostra caminha ao
longo da coluna, aumentando a largura da faixa. Se o fluxo for muito elevado a difuséo tende
a ser zero. Entretanto, se o fluxo é muito lento a difuséo é relativamente alta.

c) Canais diferenciais: Os canais diferenciais podem ser provocados durante 0s processos de
empacotamento da coluna, devido a quedas que, provocam rachaduras microscépicas, ou
mudancas bruscas de solventes.

d) Porosidade do suporte
5.3.2- FATORES MECANICOS

a) Volume morto das conexdes;

b) Volume morto das tubulagdes;

¢) Volume morto do injetor (loop);

d) Volume morto dos detectores;

e) Tubo de saida (ndo deve apresentar didametro superior ao das conexdes utilizadas)
6- CARACTERISTICAS DAS FASES MOVEIS EM CLAE

6.1-VISCOSIDADE

A viscosidade do solvente, ou misturas de solventes, empregados em cromatografia a
liqguido tém importancia fundamental durante o bombeamento isocratico ou por gradiente.
Muitos solventes sdo descartados como fase madvel, devido a sua grande viscosidade, que vai
acarretar dificuldades no bombeamento. Alcool, metanol, e todos os compostos que tém
viscosidade inferior a um, sdo considerados 6timos quanto a viscosidade e portanto aumentam a
facilidade de bombeamento. Os hidrocarbonetos, nesse aspecto, sdo Otimos mesmo para
homologos com 8 ou mais 4tomos de carbono.

Em uma mistura de solventes, a viscosidade geralmente ndo varia linearmente com a
composicao, mas sim com suas caracteristicas de polaridade ou de possibilidade de formacédo de
pontes de hidrogénio. Esse fato é extremamente importante quando se trabalha com variacdo da
composi¢do da mistura durante uma analise.

A viscosidade é uma propriedade que afeta a queda de pressao dentro da coluna (a queda
de pressdo € proporcional a viscosidade), porém, afeta também a sua eficiéncia, pois a fase
guanto mais viscosa for, mais afetara o coeficiente de difusdo da substancia analisada,
acarretando uma perda consideravel na eficiéncia de separacéo.
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6.2-COMPATIBILIDADE COM TIPO DE DETECTOR UTILIZADO

O indice de refracdo é um parametro importante para a escolha da fase mével, quando se
trabalna com os detectores que utilizam esta propriedade para deteccdo. A maioria dos
compostos alifaticos simples tem um indice de refracdo entre 1,3 e 1,4; compostos de maior peso
molecular ou clorados entre 1,3 e 1,5 e a maioria dos compostos aromaticos entre 1,5 e 1,55. Ao
se trabalhar com gradiente é recomendado que o indice de refracdo dos componentes da fase
tenham valores bem proximos, apresentando nesse caso uma menor variacdo da linha de base.
Dos solventes misciveis, a &gua, acetonitrila e o metanol possuem indices de refracdo
satisfatorios para operacdo com misturas. Verifica-se que, quanto maior a diferenga entre o
indice de refracdo da substancia a ser analisada e o da fase movel, menor sera o valor da
quantidade minima detectada, QMD, isto €, maior a sensibilidade.

Trabalhando-se com detectores espectrofotométricos (UV-VIS), deve-se conhecer as
regibes de absorcdo da fase movel utilizada. Uma indicacdo melhor é obtida pela analise do
espectro do solvente; em caso de presenca de impurezas, as regides em que 0 mesmo absorve
podem ser alteradas. Denomina-se de “cutoff” o comprimento de onda abaixo do qual o solvente
absorve mais de 1,0 unidade de absorbancia numa célula de 1 cm de comprimento. Tabelas
apresentando os valores de “cutoff” podem ser Uteis para a escolha da fase movel adequada.
Esses dados s@o importantes, uma vez que a resposta do detector depende da diferenca entre a
absorbancia do solvente e a do composto analisado.

6.3-POLARIDADE DA FASE MOVEL
Quatro tipos de interacBes entre moléculas do solvente e analito devem ser consideradas:

a)Dispersdo: As interagdes de dispersdo ocorrem porque os elétrons estdo em movimento caotico
e em certos momentos podem assumir uma configuragcdo assimeétrica. Em um determinado
instante pode-se criar um momento dipolar temporéario numa molécula, polarizando os elétrons
de um lado de uma molécula adjacente, repelindo-os conseqientemente. Esse dipolo resultante
acarretara numa atracdo eletrostatica dessas moléculas. As interacGes de dispersdo sdo maiores
para as moléculas mais féceis de polarizar.

b)Interacdo dielétrica: E a interacdo dos jons da amostra com os liquidos de alta constante
dielétrica. A carga polariza as moléculas do solvente que as rodeia, resultando numa atracéo
eletrostatica da substancia com o solvente. Ela facilita a dissolu¢do de substéncias idnicas e
ionizaveis da amostra em fases polares como a dgua, metanol, etc.

c)Dipolos: Ocorrem quando existem moléculas de solventes e analitos que tém dipolos
permanentes. Ocorrem geralmente entre grupos funcionais das préprias moléculas.
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Os momentos dipolares de alguns grupos funcionais estdo mostrados na Tabela 9, abaixo:

Tabela 9- Momento dipolar em unidade debyes

Grupo unidade Grupo unidade
amina 0,8 halogénios 1,6
éter 1,2 éster 1,8
sulfeto 1,4 tiol 1,4
carboxila -COOH 1,7 hidroxila 1,7
aldeido -CHO 2,3 cetona 2,7
nitro -NO, 3,2 nitrila -CN 3,5

d)Pontes de hidrogénio: Pontes de hidrogénio entre doadores e aceptores de hidrogénio sao
encontrados comumente na quimica. O par cloroférmio/trimetilamina € um bom exemplo de um
doador de protons (cloroférmio) e um aceptor (trimetilamina).

C|3H <. N(CH3)3

A polaridade é entdo a habilidade que tem um solvente de atuar em combina¢do com 0s
quatro tipos de interacdes citadas. A forca do solvente aumenta com a polaridade na particdo
com fases normais e em adsorcdo enquanto que, em fase reversa, a forca do solvente diminui
com o0 aumento da polaridade.

6.4-MISCIBILIDADE

A necessidade de se efetuar analises por gradiente ou empregando misturas de solventes,
requer que eles sejam misciveis entre si. Insolubilidade leva a formacédo de goticulas de solventes
suspensas na saida da coluna, produzindo ruido nos detectores.

A substituicdo de solventes requer que eles sejam misciveis entre si, a fim de se poder
lavar a bomba, a tubulacdo, a coluna e o detector. A Tabela 10 mostra um diagrama de
solubilidade entre os solventes mais empregados em CLAE.

Tabela 10- Diagrama de solubilidade entre os solventes mais empregados em CLAE

1/2(3[4]|5]|6]7]|8]|9([10]11]12
hexano (1) ° o |o
tetracloreto de carbono (2) °
cloroférmio (3) o
cloreto de metileno (4) °
éter etilico (5) °
acetato de etila (6) °
acetona (7)
acetonitrila (8) °
isopropanol (9)
metanol (10) .
égua (11) ° ° ° . . .
acido acético (12)

e indica imiscibilidade
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6.5-DICAS E CUIDADOS COM AS FASES MOVEIS

A fase modvel deve ser de alta pureza, como um solvente de grau cromatogréfico,
permitindo realizar analises de alta sensibilidade com detectores por fluorescéncia ou por
absorbancia no ultravioleta, onde as impurezas da fase moével podem absorver e diminuir a
sensibilidade do detector para 0os componentes da amostra.

Quando se utilizar cromatografia liquido-liquido, a fase mdvel pode dissolver a fase
estacionaria. Para evitar isto, satura-se a fase mdvel com a fase estacionaria utilizando-se para
isso uma pré-coluna contendo uma alta concentrado da mesma fase estacionaria.

No preparo da fase mével deve-se filtrar o solvente (trabalhar com filtro Millipore) e
desgaseifica-lo. Deixar o solvente no frasco dentro de banho ultra-som por, no minimo, 15
minutos. Esse tempo varia conforme a solucdo a ser preparada. No caso de solvente organico
com agua, esse tempo pode ser maior. Por exemplo, em uma mistura de agua e alcool, que é
exotérmica, deve-se efetuar a mistura e depois desgaseifica-la. Em mistura de acetonitrila e &gua
a desgaseificacdo deve ser feita em temperatura baixa devido & grande volatilidade da
acetonotrila.

Ao se trabalhar com agua, tomar todos os cuidados para que ndo se forme fungo dentro
da coluna. Lavar sempre o sistema abundantemente e passar um agente de esterilizacdo (por ex,
MeOH ou Acetonitrila). Para analise de acUcares utilizar agua ligeiramente acidificada.

O mesmo cuidado se deve ter quando se trabalha com solugdo tampdo. Nesse caso uma
atencdo a mais deve ser dada. N&o deixar o sistema parado quando se trabalha com tampéo, pois
pode cristalizar sal na regido do pistdo da bomba. Ao se reiniciar o trabalho, esse sal cristalizado
pode danificar o corpo do pistéo.

7- EQUIPAMENTOS PARA CLAE

As principais caracteristicas que devem ser levadas em consideracdo na escolha de um
equipamento para CLAE sdo:

a) Versatilidade: o equipamento deve resolver amostras de diferentes tipos, servir a distintas
técnicas cromatograficas e realizar o maximo de operagdes, tais como, gradiente de fase
movel, coleta das fracGes, reciclagem de fragdes, etc., necessarias as analises sofisticadas.

b) Rapidez: Para se conseguir andlises rapidas, deve-se obter as melhores condi¢des de CLAE,
isto é, fase movel de baixa viscosidade, bomba de alta pressdo e colunas com particulas de
pequeno didmetro (grande area de superficie, que ajuda 0s processos de separacao).

c) Reprodutibilidade e Estabilidade: caracteristicas essenciais para obter do equipamento um
bom funcionamento em longo prazo. O equipamento deve ter controle adequado sobre 0s
parametros de operagdo, como vazao, temperatura, pressao e composi¢do da fase movel.

d) Sensibilidade: Um bom equipamento, mesmo trabalhando com pequenas quantidades de
amostra, deve gerar sinais de intensidade apreciavel.
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A Figura 3 mostra O esquema de um cromatdgrafo basico para CLAE cujos
componentes, bem como outros néo ilustrados, séo descritos a seguir.

coluna detector interface

computador

i
/1

Li.1H1 =RI

vahrula de injecan homba

fase mivel (eluente)

Figura 3- Esquema basico de um cromatdgrafo para CLAE
7.1- RESERVATORIO DA FASE MOVEL

O reservatorio pode ser uma garrafa de solvente bem limpa. Para analise de ions ndo se
utiliza reservatdrio de vidro comum, para evitar que a solucdo tenha ions provenientes da parede
do reservatorio. Pode-se trabalhar com frasco de polietileno. Utiliza-se esse tipo de frasco
quando se trabalha com solucBes tampdo, solu¢Bes contendo ions F ou solugbes levemente
alcalinas. Nao se lava o reservatorio com solucdo sulfocrébmica, nem muito alcalina, pois estas
corroem as paredes internas, favorecendo a transferéncia de ions para a solucdo. O volume
desses frascos varia de 1 a 3 litros de capacidade, o que normalmente ¢ suficiente para um dia de
trabalho. A captacdo da fase movel é feita através de filtro, para remover particulas que possam
obstruir e estragar o sistema de bombeamento e a coluna. Este filtro deve ter a capacidade de
reter particulas sem produzir queda excessiva de presséo.

As fases moveis polares tém tendéncia a dissolver oxigénio e outros gases. Se esses gases
sdo liberados dentro do equipamento, formam bolhas e podem afetar o funcionamento do
detector e a eficiéncia da coluna. Por esse motivo é necessario remover os gases dissolvidos na
fase moével. Em muitos equipamentos, o proprio reservatério estd condicionado a efetuar a
remocdo, por exemplo, pela aplicacdo de vacuo no reservatorio e agitacdo da fase mével sob
acao de ultra-som e/ou aquecimento. O problema da formacdo de bolhas tem sido reduzido pela
adicdo de um filtro na saida do detector, o que restringe um pouco a vazdo e produz uma
pequena pressdo na cela do detector, impedindo a formacao de bolhas.
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7.2- SISTEMA DE BOMBEAMENTO

O desenvolvimento do sistema de bombeamento adequado foi o fator mais importante
para o desenvolvimento da CLAE. A bomba tem que proporcionar uma vazao razoavel através
da coluna, para que a analise ndo seja lenta, e uma vazao constante, para ndo atrapalhar o sistema
de deteccdo. Os aspectos mais importantes para o sistema de bombeamento sao:

a) Pressdo maxima de operacédo na faixa de 600 bars.

b) Vazao continua, sem pulsos (usando, por exemplo, amortecedor de pulsos).

c) Intervalo de vazbes entre 0.01 e 10 mL/min, para aplica¢fes analiticas, e até 100 mL/min,
para aplicagdes preparativas.

d) Reprodutibilidade e constancia da vazéo de 1 %.

e) Inércia quimica a solventes comuns.

f) Pequeno volume bombeado (maximo de 0,5 mL) nos sistemas com bomba de pistdo, para
uso em eluicdo com gradiente e reciclagem.
g) Volume interno pequeno.
Podem ser considerados basicamente dois tipos de bombas, as mecénicas e as

pneumaticas. Entre as bombas mecanicas existem dois tipos diferentes, reciprocas (pistdo ou
diafragma) e do tipo seringa.

7.2.1- BOMBAS DE SERINGAS COM VOLUME CONSTANTE

Chamadas também de émbolo ou de deslocamento continuo, estas bombas possuem um
émbolo ou pistdo que é deslocado de forma continua e uniforme por um motor de preciséo,
comprimindo o liquido contido em uma camara de volume constante. As vantagens apresentadas
por essas bombas sdo ndo apresentarem pulsacdo e terem fluxo constante da fase moével. A
desvantagem é um reservatério de solvente limitado, o que dificulta o reenchimento e a mudanca
da fase mdvel, pois implica parar o sistema e despressurizar.

7.2.2- BOMBAS DE SERINGAS COM PRESSAO CONSTANTE

Esta bomba tem um pistdo que se movimenta pela acdo de agente pneumatico. O
reservatorio da bomba é cheio pela forca do ar comprimido, que desloca o pistdo ou diafragma.
As vaz0Oes obtidas sdo livres de pulsacGes e de pressdo constante, mas isso significa que, se a
resisténcia a pressdo da coluna muda, a vazao também muda. As desvantagens deste sistema sao:

- Instabilidade na velocidade do fluxo;
- Mudancas no tempo de retencdo, dificultando a interpretacao dos resultados;
- Capacidade limitada do volume total que pode ser bombeado;

7.2.3- BOMBAS RECIPROCADORAS

Sdo bombas que escoam volumes constantes de forma ndo continua, isto €, pulsante.
Essas bombas operam mediante 0 movimento de um pistdo (movimentado por via de um eixo
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excéntrico) e através de um sistema de valvulas que alternadamente se abrem e fecham, onde se
enche e esvazia, de modo alternativo, uma pequena camara. Estas bombas apresentam um
volume interno de 100-200 pL (Figura 4).

excentrico

esfera de safira

alojamento e
anel de safira

Figura 4- Desenho esquematico de bomba reciprocadora.

O selo do pistdo € um disco de teflon fixo no interior do corpo da bomba, feito de aco
inoxidavel quimicamente resistente. Os pistdes sdo de safira, que confere resisténcia ao ataque da
maioria dos solventes utilizados em CLAE. Uma véalvula (check-valve) tipica consiste em uma
esfera de rubi aparada em base de safira, formando um selo. A pressdo dentro do reservatorio da
bomba é a responsavel pela abertura e o fechamento do selo. Estes movimentos dependem da
localizagdo da esfera (na entrada ou na saida da valvula). Existem dois tipos de valvula (check-
valve). Na primeira a esfera funciona através da forca da gravidade. E na segunda a valvula tem
uma mola metélica (a¢o inoxidavel apoiada sobre a esfera de rubi). A mola mantém a vélvula
fechada até que a pressdo desenvolvida pela bomba force a contragdo da mola, possibilitando a
passagem do solvente. Além disso, a mola impede que a valvula abra em baixas pressdes.

As principais vantagens deste tipo de bomba sdo uma vazdo com volume constante,
capacidade de alimentacdo continua do sistema, facilidade na mudanca da fase movel e o
trabalho com pequenos volumes.

Uma das desvantagens deste tipo de bomba é que se obtém uma vazdo pulsante e nao
uniforme e continua. Isto pode causar perda de eficiéncia na coluna e instabilidade no detector.
Sistemas de amortizagdo hidro-pneumaticos, localizados entre a bomba e a coluna, tém sido
utilizados para solucionar esse problema. A forma mais simples de amortecedor utilizada
consiste de uma seccdo normalmente espiralada de espessura reduzida de a¢o inoxidavel ou tubo
de teflon (6 m x 1 mm). Este tubo capilar se deixa fluir livremente e assim absorve as pulsacdes
produzidas pela bomba. A grande desvantagem desse tipo de amortecedor é seu grande volume
morto, que pode provocar alargamento da banda cromatogréfica, além de tornar o processo de
mudanca da fase mdvel lento e dispendioso.
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7.2.4- BOMBAS RECIPROCADORAS DE DUPLO-PISTAO

Neste tipo de bomba, dois pistdes sdo acionados por um mesmo eixo excéntrico, de forma
que, quando um pistdo succiona a fase mével, o outro expulsa o liquido para fora da bomba. A
vazdo de ambos os pistdes, ja quase livre de pulsacdo, é encaminhada a coluna por uma via
comum. Assim o sistema de duplo pistdo tem todas as vantagens da reciprocadora de pistdo
simples, além da vantagem adicional da grande diminuicdo do problema de pulsacéo.

coluna selos coluna
¥ 4

vahsula vahsula

esfera de safira esfera de safira

alojamento e

alojamento g
anel de safira

anel de safira

¥
reservatorio reservatario

Figura 5- Desenho esquematico de bomba reciprocadora de duplo pistéo.
7.3- VALVULAS PARA AMOSTRAGEM

Anteriormente, a introducdo da amostra era efetuada de forma similar a realizada na
cromatografia gasosa, ou seja, mediante micro-seringa que injeta a amostra dentro de uma
pequena camara, de onde é eluida pela fase movel. Os equipamentos modernos empregam
valvulas para amostragem, como a ilustrada esquematicamente na Figura 6. A amostra,
introduzida na valvula mediante seringa, deve encher o espaco interno da porcao do tubo capilar
de aco, a alga de amostragem (carga). Normalmente o volume contido na alga € de 1 a 100 pL. A
amostra € injetada na coluna, ao girar a valvula para que a posi¢cdo de entrada e saida mude
(injecdo na coluna). Desta forma pode injetar-se na coluna pressurizada um intervalo amplo de
volumes de amostra, dependendo do tubo capilar (alca de amostragem) utilizado, com um alto
grau de reprodutibilidade. As valvulas para amostragem sdo fabricadas somente de material
inerte, como teflon e aco inoxidavel, e seu desenho é tal que resistem a pressdes muito elevadas.

para coluna CAHRBREGAR para coluna IHJETAR.

L C |

[ |

da bomba

da bomba
[—

Figura 6: Valvula de amostragem para CLAE. Posi¢édo de carregar e posi¢cdo de injecao.
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7.4- DETETORES USADOS EM CLAE

Uma instrumentacdo melhor é requerida para a CLAE, em relacdo a sensibilidade dos
detectores, para monitorizacdo do efluente que sai da coluna. Infelizmente as propriedades
fisicas ou fisico-quimicas da amostra e fase movel sdo, muitas vezes, similares. Algumas
solugdes para o problema de deteccdo tem sido procuradas no desenvolvimento da CLAE:

- Medidas diferenciadas de propriedades gerais de ambas: amostras e fase mével

- Medidas de uma propriedade da amostra que ndo é apresentada pela fase madvel.

- Deteccdo apds a eliminagdo da fase movel.

Uma variedade de detectores tem sido desenvolvida para CLAE, baseando-se em uma
destas solucbes. Um detector ideal para a CLAE seria aquele com as seguintes caracteristicas:

a) Alta sensibilidade e baixo limite de detec¢édo

b) Resposta rapida a todos os solutos

¢) Insensibilidade a mudancas nas temperatura e na vazao da fase movel.

d) Resposta independente da fase movel

e) Pequena contribuicdo ao alargamento do pico pelo volume extra da cela do detector.

f) Resposta que aumente linearmente com a quantidade do soluto

g) Nao destrui¢do do soluto.

h) Seguranca e conveniéncia de uso.

i) Informacdo qualitativa do pico desejado.

Infelizmente, ndo existe um detector que apresente todas estas propriedades, a ndo ser que ele
seja desenvolvido. A Tabela 11 resume algumas das propriedades dos detectores.

Tabela 11- Propriedades de alguns detectores usados em CLAE

absorvem na regido de
trabalho

geral

derivados que
fluorescem

Item Detector Detector por Detector por Detector
espectrofotométrico |indice de fluorescéncia |eletroquimico
(UV-VIS) refracédo

Principio de operagdo |absorbéncia de luz na | mudangas no emissao oxidacé&o ou
faixa do UV-VIS indice de refracdo | fluorescente apés | redugdo em

da fase mével excitacdo com luz | potencial fixo
Tipo seletivo universal altamente seletivo
seletivo

Quantidade min. Fixo: 107° 107 de 10° até 10* |10*?

detectével (g/mL) Var: 10°

Sensibilidade a baixa alta baixa média

temperatura

Sensivel a vazdo da néo nao néao sim

fase movel

Util com gradientes sim nao sim néo

Aplicagdes compostos que compostos em compostos ou Espécies que se

oxidam ou se
reduzam
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7.4.1- DETECTORES POR ABSOBANCIA NO ULTRAVIOLETA E NO VISIVEL

Nos detectores espectrofotométricos o seu funcionamento baseia-se na absorbancia de luz
por parte da amostra ao passar através dela qualquer radiacdo eletromagnética; normalmente isto
ocorre no ultravioleta até o infravermelho, em um dado comprimento de onda. Existem dois
tipos de detectores de luz ultravioleta: o de comprimento de onda variavel (espectrofotdmetros),
que ndo s6 é de aplicacdo mais variada e sensivel, mas também é mais caro, e 0 chamado
fotométrico que funciona com um ou dois comprimentos de onda fixos. Este ultimo é sensivel,
econdmico e mais que suficiente para se conseguir bons resultados com todos 0s compostos que
absorvem luz no comprimento de onda em que ele funciona. Este tipo de detector é normalmente
insensivel a variagdes de vazdo e temperatura. A maioria dos detectores de comprimento de onda
fixo, oferecidos no mercado, operam em um comprimento de onda de 254 nm e um de 280 nm,
resultado da absorbéncia de luz em 254 nm e da emisséo de luz em 280 nm por uma substancia
fosforescente. Em o6timas condi¢fes, pode-se atingir sensibilidades de até 0,001 unidades de
absorbancia e, se o composto absorve intensamente na faixa de UV, é possivel detectar
quantidades de amostras da ordem de nanogramas (10 g). Quando se aplica gradiente na fase
movel e ela apresenta variagdo significativa de absorbancia para o UV, é necesséario utilizar a
cela de referéncia para compensar esta variacdo. Se a fase movel ndo absorve ou se a absorbancia
é constante, pode-se deixar a cela de referéncia vazia ou cheia com um dos componentes da fase
movel. A Figura 7 mostra o desenho de uma célula para CLAE.

lapc'ns cobina

fonte de Uv —s- —- Datestar

descartel

Figura 7- Célula do detector de ultravioleta para CLAE.

Espectrofotdbmetros de comprimentos de onda variavel UV-VIS, cobrindo a faixa de
190-800 nm, através de monocromador que seleciona o comprimento de onda desejado do feixe
de luz emitido pelas lampadas de deutério (UV) ou tungsténio (VIS), oferecem varias vantagens
sobre os instrumentos de comprimento de onda fixo:

a) Apresenta alta absorbancia para varios componentes devido a escolha de comprimento de
onda e, consequentemente, tem maior sensibilidade.

b) Permite maior seletividade, desde que um determinado comprimento de onda pode ser
escolhido, onde o soluto de interesse absorve bastante e outros nao.
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c) Promove eficiéncia em eluicdo por gradiente através da habilidade de selecionar um
comprimento de onda onde os componentes da fase movel ndo apresentam uma variagdo de
absorbancia para diferentes concentracdes.

d) Permitir obter o espectro de absorbancia de cada componente em separado apds parar a
vazdo da fase movel.

Andlises em diferentes comprimentos de onda  |lampada de
também  sdo  possiveis com  o0s  detectores deteno
espectrofotométricos através de um conjunto de {“E"‘“
fotodiodos. Esses fotodiodos, seletivos a determinados amplificador
comprimentos de onda, em grande numero, cerca de 250,
permitem levantar o espectro da substancia durante a
eluicdo. Este detector é denominado detector de rede de ::‘-I:l;':tf;ml_l
diodos (diode array detector), cujo esquema se encontra
na figura 8. Os detectores de rede de diodos eram, até a
alguns anos, pouco sensiveis, mas na atualidade, com a _
melhora dos computadores com programas dedicados Lﬁ?g;’;}\
para este fim, com o aumento da sensibilidade dos diodos
e com correcdes da aberracdo da rede de difracdo, eles
aumentaram sua sensibilidade e aplicabilidade.

rede de
dindos

Figura 8- Esquema de um detector
de rede de diodos.

Na figura 9 pode-se observar um espectro de absorcdo, obtido em trés dimensdes por
microcomputador acoplado ao detector de rede de diodos, da eluicdo de uma mistura de trés
esterois, obtido em intervalos de 5 segundos.
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Figura 9 - Espectro de absorcdo da eluicdo de uma mistura de trés esterodides, varreduras em
intervalos de 5 segundos.

7.4.2- DETECTORES POR INDICE DE REFRACAO

E o segundo detector mais usado na CLAE. Este detector acompanha continuamente a
diferenca de indice de refracdo entre a fase movel pura e o efluente que sai da coluna contendo
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0s componentes da amostra. Para solutos que ndo absorvem no UV ou visivel e,
consequentemente, ndo sdo detectados por detectores fotométricos, a melhor escolha é o detector
por indice de refracdo. A resposta deste detector é universal e sua sensibilidade é moderada,
geralmente da ordem de micrograma (10° g). Este nivel de concentracdo corresponde a uma
diferenca no indice de refracio entre a amostra e a fase mével de aproximadamente 10 unidades
de indice de refracdo. Para observar esta diferenca é necessario um controle de temperatura de
aproximadamente 0,001 °C, o que normalmente é conseguido por circulacdo de agua, de uma
boa fonte termostatizada, através do refratdmetro ou um bom controle da temperatura ambiente.
Além deste problema com a temperatura, existem ainda outros: a sensibilidade as variacdes de
vaz&do e mudangas na composi¢do da fase movel, que impedem o uso de gradiente por ser dificil
encontrar um par de solventes com indices de refracdo idénticos. Qualquer mudanca na
composicao da mistura mudara o indice de refracdo da fase movel, entdo, o lado da referéncia
terd que mudar, 0 que é quase impossivel. A figura 10 apresenta o esquema de um tipo de
detector por indice de refracéo.

celulade amostra

etido
feixe {eixe defl
incidente "'ﬁ/"

>,

“:celula de referéncia

Figura 10- Esquema de um detector refratométrico por deflexao.
7.4.3- DETECTORES POR FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia € um método de deteccdo dos mais sensiveis da
atualidade, especifico para compostos que fluorescem. Em boas condi¢es é possivel detectar
quantidades da ordem de picogramas (10 g), o que é comparavel aos detectores por captura de
elétrons em CG. Uma alta intensidade de fluorescéncia é esperada de compostos que sejam
conjugados simetricamente ou que ndo podem produzir estruturas fortemente iénicas.

A fase mdvel empregada nos detectores de fluorescéncia deve célula
ser cuidadosamente selecionada, pois a intensidade de emisséo O . Od?ﬂﬂm
depende do meio em que se encontra a amostra. Isto dificulta é::i,
algumas de suas aplicacdes, tais como andlise quantitativa e mumcmrTnadeS

eluicdo por gradiente, nas quais deve-se selecionar os e

componentes da fase moével para ndo atrapalhar a fluorescéncia.  lampada
A . . . de xendnio

Os detectores para fluorescéncia também podem proporcionar
espectros de emissdo das amostras retidas momentaneamente : detector

, - Figura 11- Esquema de um
na sua cela. Desde que uma fonte de UV € necessaria em o

A detector por fluorescéncia

ambos o0s detectores, por absorbancia no UV e por
fluorescéncia, eles podem ser combinados em um s6 detector.
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7.4.4- DETECTORES ELETROQUIMICOS

Métodos eletroquimicos de deteccdo oferecem a mais promissora solugdo para o
problema de desenvolvimento de um detector para CLAE suficientemente sensivel e nao
baseado em absorbancia de luz. Eles oferecem vantagens de alta seletividade, alta sensibilidade e
serem muito bons para as anélises de tracos. E importante destacar que, neste tipo de detecgéo, a
amostra tem que ser constituida de ions ou compostos que sofram ou oxidacdo ou reducdo
(detectores polarogréaficos). Este detector € seletivo, porque detecta somente as espécies que se
oxidam (ou reduzem) em um potencial inferior ou igual ao fixado. Os detectores eletroquimicos
sdo bons para as modalidades de cromatografia que usam fases mdveis aquosas, tais como a
cromatografia por troca iénica, por exclusdao ou com fase reversa por pares de ions ou ate com
fase reversa com compostos oxidaveis na fase agua-alcool.

7.4.5- DETETORES POR ABSORBANCIA NO INFRAVERMELHO

A absorbéncia no infravermelho pode ser usada como detector universal ou especifico. A
sensibilidade destes detectores, oferecidos no comércio, € muito pequena para as quantidade de
amostra normalmente usadas, mas eles sdo usados com sistemas de CLAE por exclusdo. Usando
a técnica de parar a vazao com a amostra na cela e tirar o espectro de infravermelho, dard uma
imagem analitica completa da amostra. Este tipo de detector € limitado pela fase mével que deve
ser transparente no comprimento de onda utilizado.

7.4.6- DETECTORES DE RADIOATIVIDADE

Os detectores de radioatividade sdo projetados especificamente para detectar solutos
radiomarcados conforme sdo eluidos da coluna. Quase todos detectores deste tipo ndo sao
encontrados comercialmente, com excecdo dos que detectam as particulas p~ do *P e do *C.
Para o segundo, que funciona atraves de cintilacdo liquida, h& necessidade da adi¢do de um
coquetel de cintilacdo. Detectores radioguimicos tém uma grande faixa de resposta, sdo
insensiveis a troca de fases madveis, podendo ser usados com eluicdo por gradiente. Aplicagdes
cromatograficas com emissores de y e de B~ forte (tais como **1, ?°Po e 'Sb), usando sistemas
de cintilacdo ou mesmo contador Geiger, tém sido publicadas.

7.4.7- DETECTORES DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os espectrometros de massas sdo um tipo de detector para CLAE que pode combinar
sensibilidade, versatilidade e universalidade e seu potencial de utilizacdo ¢ muito grande. A
maior dificuldade na utilizacdo destes detectores € o interfaceamento com o sistema de CLAE e
0 seu alto custo quando comparado aos outros detectores mais usados.

7.4.8- OUTROS DETECTORES

Detectores baseados em outras propriedades do soluto (como, constante dielétrica,
densidade, pressdo de vapor, viscosidade etc.) tém sido apresentados para serem usados na
CLAE. Vérios destes detectores sdo baseados em propriedades que dependem da temperatura,
fazendo sua resposta depender da variacao térmica.
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Figura 12 - Os cromatogramas acima sdo uma mistura de seis esterdides: (1) predinisona, (2)

cortisona, (3) hidrocortisona, (4) dexametasona, (5) corticosterona, (6) cortoexolona. A coluna é
de 150 mm por 4 mm de diametro interno, recheada com fase reversa Cs.
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Figura 13 - Aplicacdo de cromatografia de excluséo. (a) Separacdo de acidos graxos. Coluna a
base de poliestireno, 7,5 cm x 600 nm, com limite de exclusio de 10%. Tetrahidrofurano como
fase mével, numa vazéo de 1,2 mL/min. Detector de indice de refracdo. (b) Analise de resina
epoxi comercial (n = n° de unidades monomeéricas no polimero). Coluna de silica porosa 6,2 x
250 mm. Fase movel de tetrahidrofurano, numa vazédo de 1,3 mL/min. Detector de UV.
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Figura 14 - Os cromatogramas sdo de uma mistura de benzeno e clorobenzenos. No primeiro
caso, a eluicdo foi de modo isocratico, com uma mistura de metanol/agua 50/50. No segundo
caso, a eluicdo foi por gradiente, partindo de metanol/agua 40/60 e aumentando o teor de
metanol em 8%/minuto. A coluna foi de 25 cm x 4,1 mm de didmetro interno, com fase reversa
Cis. Sabe-se que os compostos analisados sdo (1) benzeno, (2) clorobenzeno, (3) o-
diclorobenzeno, (4) 1,2,3-triclorobenzeno, (5) 1,3,5-triclorobenzeno, (6) 1,2,4-triclorobenzeno,
(7) 1,2,3,4-tetraclorobenzeno, (8) 1,2,3,5-tetraclorobenzeno, (9) pentaclorobenzeno e (10)

hexaclorobenzeno.
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Figura 15 - Separacdo de aminoacidos em coluna de troca ibnica. Empacotamento: troca

catibnica com particulas de 8 um de didmetro.
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Figura 16 - Uma aplicacdo tipica de cromatografia de adsorcdo: separacdo de cis- e trans-
pirazolina. Coluna 10 x 0,3 ¢cm de silica pelicular. Fase mdvel 50/50 diclorometano/isoctano,
temperatura ambiente e vazdo de 0,25 mL/min. Detector UV 254 nm.
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