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Resumo

O interesse por sistemas e colunas cromatograficas que permitem analises mais rapidas tem crescido nos
ultimos anos. Recentemente, a introdugdo de colunas com particulas superficialmente porosas sub-3 um
mostrou-se como uma alternativa interessante aos sistemas e colunas de UHPLC que operam em
pressdes proximas ou superiores a 1000 bar. Essas novas colunas tém apresentado eficiéncias proximas as
de colunas UHPLC mencionadas acima, porém sob menores pressoes, possibilitando ainda analises mais
rdpidas do que em HPLC tradicional. Um aspecto importante do uso de colunas com mais alta eficiéncia
¢ o aumento da demanda por sistemas de cromatografia com uma reduzida dispersdo extracoluna
das bandas cromatograficas. Nesse contexto, esse artigo apresenta a avaliagdo do efeito de diversos
parametros relacionados com a dispersdo extracoluna sobre o desempenho de uma coluna preenchida
com particulas superficialmente porosas, dando sequéncia ao artigo publicado na edi¢ao anterior, o qual
trazia uma detalhada discussdo sobre o papel desempenhado por cada um desses pardmetros.
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Influence of instrumental parameters on the performance of HPLC column
packed with superficially porous particles sub-3 pm

Abstract

There is a growth interest in chromatographic systems and columns that allow faster analysis. Recently,
the introduction of sub-3 um superficially porous particles has been showing an interesting alternative
to UHPLC systems and columns, which work at pressures of about 1000 bar. The chromatographic
efficiency of these new columns have been almost reaching that one of the above mentioned UHPLC
columns, but under lower pressures; moreover, they have been allowing faster analyses than those
obtained with traditional HPLC. A relevant aspect of using very high efficient columns is the increased
demand for HPLC systems with reduced extracolumn dispersion of the chromatographic bands. In this
context, this article presents the evaluation of the effects of several parameters on the performance of
columns packed with superficially porous particles, forwarding the article published in the previous
edition, which brought a detailed discussion about the hole of each of those parameters.
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1 Introducéo

Tem havido um grande interesse no tipo de
analise por HPLC (Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia), atualmente denominada como
“ultrarrapida” Em complementagdo a ja con-
solidada UHPLC (Cromatografia Liquida de
Ultraeficiéncia), a qual utiliza pressdes incompa-
tiveis com a HPLC tradicional, a recente intro-
ducio de colunas preenchidas com particulas
superficialmente porosas sub-3 um (as quais
tém sido denominadas “SPP sub-3 um”, do inglés
superficially porous particles) tornou possivel
analises eficientes e em um tempo mais curto em
sistemas HPLC limitados a pressdes mais baixas
do que as usadas em UHPLC.

O desempenho geral da maior parte das
separagdes cromatograficas pode ser prejudicado
pelos efeitos do “volume extracoluna” (ECV) e
algumas mads configuracdes da aquisigdo e tra-
tamento do sinal do detector. Conforme discu-
tido no artigo dessa se¢do publicado na tultima
edicdo, varios parametros instrumentais de um
HPLC convencional, se nido forem ajustados
apropriadamente, podem prejudicar a eficiéncia
intrinseca das modernas colunas SPP sub-3 um.
No artigo anterior, foi feita uma discussao sobre
o papel desses pardmetros frente a eficiéncia cro-
matografica, por meio do aumento da dispersao
extracoluna das bandas cromatograficas!'.

Uma vez que, em sistemas de cromatografia
rdpida, os picos eluem em tempos mais curtos,
em bandas com um pequeno volume em relagao
a separagdes convencionais, modificagdes devem
ser feitas em um HPLC convencional, para que
o maximo da eficiéncia das colunas possa ser

obtido durante a anélise.

Diferentes recomendagdes visando melho-
rar o resultado das separagdes cromatograficas
vém sendo sugeridas, principalmente em manu-
ais de empresas que vendem produtos para cro-
matografia®®, na maior parte, empresas que
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oferecem colunas cromatograficas. Dentre as
recomendagdes existentes, algumas sdo bastante
pertinentes como:

1. Ajustes nas condigdes de detec¢ao. Uma
sugestdo ¢ diminuir o tempo de resposta
do detector e aumentar a frequéncia de
aquisi¢do de dados.

2. Substituir a tubulagdo do equipamento
por tubos de menor comprimento e
diametro interno.

3. Substituir uma célula de detecgdo conven-

cional por uma de menor volume.
4. Adequar o volume de inje¢ao da amostra.

Os ajustes das condigdes de detec¢ao estio
relacionados com trés parametros: a taxa de aqui-
sicdo de dados do detector, o seu tempo de res-
posta e o volume interno da célula de detecgao.

Os detectores necessitam ter a diminui¢do
do volume da célula para manter a concentra-
¢d0 e o sinal analitico (baixa dispersdo da amos-
tra), mantendo ainda o maior possivel caminho
optico, a fim de se obter alta detectabilidade. A
constante de tempo do detector deve ser sufi-
cientemente rapida (< 100 ms) devido as estrei-
tas larguras de base dos picos (apenas poucos
segundos) e as altas taxas de amostragem e aqui-
sicdo dos dados que sdo necessdrias para adqui-
rir dados suficientes em curto espago de tempo;
assim os eventos de aquisi¢do e tratamento ele-
tronico-computacional dos dados sao ajustados
de forma a obter um niimero minimo de pontos
de aquisi¢do ao longo do pico cromatografico
(geralmente 20) e minimizar significadamente
o ruido da linda de base sem, a0 mesmo tempo,
provocar o alargamento dos picos'®..

Para as tubulagdes do equipamento (todas
entre o injetor e o detector) ¢ recomendada
a substituicdo por tubos com d.i. de 127 pm
(0,005”) com o menor comprimento possivel.
Esses tubos contribuem com ECV de apenas
0,13 puL.cm™, o qual é mais compativel com os
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sistemas otimizados. Nao se recomendam tubos
ainda mais estreitos, pois eles apresentam maior
facilidade de obstrucdes e elevam de maneira
incompativel a pressao extracoluna do equipa-
mento. Contudo, em equipamentos configura-
dos para colunas com menor didmetro interno,

tubos ainda mais estreitos podem ser requeridos.

A injecdo da amostra é critica mesmo nos
casos de analises por HPLC convencional. No
caso de sistemas com colunas mais eficientes, a
introdu¢do da amostra torna-se ainda mais cri-
tica. O volume de injecdo de amostra deve ser
reduzido com a finalidade de evitar o espalha-
mento da amostra e, consequentemente, o alar-
gamento do pico cromatografico.

Neste artigo, uma coluna preenchida com
particulas SPP sub-3 um foi utilizada de maneira
a avaliar o efeito de diferentes parametros pre-
sentes em um HPLC tradicional. Teve-se por
objetivo ilustrar numericamente e visualmente
esses efeitos sobre a eficiéncia cromatografica
ou sobre pardmetros derivados dela. Com essa
abordagem, pretende-se racionalizar a escolha
dos pardmetros instrumentais para a analise com
o objetivo de nio prejudicar substancialmente a
eficiéncia, contudo sem sacrificar outras caracte-
risticas cromatogréﬁcas, tais como as limitacoes
de pressio do equipamento e a relagdo sinal/
ruido dos picos cromatograficos obtidos.

2 Materiais e métodos

2.1 Padrées e reagentes

Foram utilizados padroes analiticos de ura-
cila, naftaleno, antraceno, fenantreno, pireno,
levofloxacina, pefloxacina, ciprofloxacina, enro-
floxacina, sulfacetamida, sulfadiazina, sulfatia-
zol, sulfamerazina, sulfametazina, sulfametazol,
sulfacloropiridazina, sulfametoxazol, sulfadime-
toxina e sulfaquinoxalina. A partir de solu¢des-
-estoque em solventes apropriados, foram prepa-
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radas soluc¢des diluidas de trabalho na fase mével
das analises. Os respectivos padroes foram agru-
pados em trés misturas, de acordo com as suas
classes, os hidrocarbonetos policiclicos aromati-
cos (PAH), as fluoroquinolonas (FQ) e as sulfo-
namidas (SF). Utilizou-se, no preparo das fases
moveis, agua ultrapurificada, acetonitrila (grau
HPLC) e, eventualmente, acido férmico (grau
analitico).

2.2 Sistemas cromatogréficos e coluna

Foram usados dois sistemas HPLC conven-
cionais da série 20A Prominence, Shimadzu,
contendo bombas LC-20AD, amostrador auto-
matico SIL-20A e -20AC, forno para colunas
CTO-20A e detector UV-Vis SPD-20A, entre
outros dispositivos. Adicionalmente, em alguns
experimentos, utilizou-se um injetor manual
Rheodyne, modelo 7725i, com al¢a de amos-
tragem de 20 pL. Utilizou-se uma coluna com
particulas SPP do tipo Poroshell 120 EC-C18
(100 x 3,0 mm, 2,7 um), Agilent, precedida por
um filtro pré-coluna de baixa dispersao (2 pum)

do mesmo fabricante.

Uma vez que foram avaliadas diferentes con-
di¢cdes cromatograficas e instrumentais, adequa-
das a cada experimento, os detalhes pertinentes
a cada situagdo serdo apresentados junto aos seus
respectivos resultados e discussoes.

2.3 Parédmetros cromatogrdficos
avaliados

Inicialmente foram comparados dois sis-
temas cromatograficos da mesma série com
arranjos instrumentais diferentes. Cada sistema
foi configurado com o menor volume extraco-
luna possibilitado pelo arranjo instrumental do
equipamento (denominados HPLC 1 e HPLC 2),
utilizando ainda as condi¢oes de detecgdo que
propiciassem o menor alargamento da banda
cromatografica. A seguir foi avaliado o efeito,
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sobre a eficiéncia, da presenca do filtro pré-
-coluna de baixa dispersao precedendo a coluna
analitica, optando-se por utiliza-lo em todas as
analises subsequentes.

2.3.1 Teste 1 — avaliagdo do volume da
célula de deteccdo e influéncia da
vazdo sobre a eficiéncia, resolugdo
e relacdo sinal/ruido dos picos
cromatograficos

Apos os testes preliminares, foi utilizado
o sistema HPLC 2 no restante dos experimen-
tos. Foram comparadas as eficiéncias do inje-
tor manual e do amostrador automatico, sob
condigdes 6timas, para os picos dos PAH, inje-
tando-se 2 puL de solugdo em ambos os casos,
constatando-se auséncia de diferengas entre
ambos. Com as condi¢bes de deteccédo que pro-
piciam o menor alargamento da banda croma-
tografica (frequéncia de aquisi¢ao de 10 Hz e
tempo de resposta de 0,02 segundos), foram
construidos graficos de van Deemter para os
analitos naftaleno e pireno, comparando uma
célula de deteccdo convencional (12 pL de
volume e 10 mm de caminho éptico) e uma
célula de detecgao semimicro (2,4 uL de volume
e 3 mm de caminho 6ptico). Primeiramente,
foi utilizado o injetor manual, o qual permi-
tia a utilizacdo de pressdes de até 400 bar no
sistema HPLC; a seguir, para as outras curvas
comparativas, foi utilizado o amostrador auto-
matico, limitando a pressdo maxima do sistema
em pouco mais do que 200 bar.

A partir desses experimentos, foram calcu-
ladas as eficiéncias para os picos do naftaleno e
pireno na separac¢do isocratica dos PAH, sendo
também construidas curvas de van Deemter.
Adicionalmente, considerando todos os analitos
da mistura dos PAH, foi feita curva das varian-
cias dos picos cromatograficos em fun¢do dos
respectivos volumes de reten¢do para estimativa
da varidncia extracoluna e da eficiéncia média
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intrinseca da coluna. Para a vazdo de maior efi-
ciéncia cromatografica, foi feita a comparacgdo
entre as eficiéncias e a relacao sinal/ruido obti-
das com ambas as células. Foram também com-
parados os cromatogramas da mistura de FQ, em
andlise por gradiente, de maneira a observar o
efeito da célula de detecgao sobre a resolugdo do

cromatograma.

2.3.2 Teste 2 — avaliagdo da frequéncia
e tempo de resposta do detector
sobre a eficiéncia, resolucéo e
relagdo sinal/ruidos dos picos
cromatogréficos

Foram obtidos cromatogramas nas con-
dicdes de 10 Hz e 0,02 segundos; 3,3 Hz e
0,02 segundos; 3,3 Hz e 0,5 segundos; e 1,0 Hz e
1,0 segundo. Por meio desses resultados, foi feita
comparagdo das eficiéncias e relagdes sinal/ruido

para os picos do naftaleno e pireno.

2.3.3 Teste 3 — avaliagdo do volume
da tubulagdo sobre eficiéncia e
resoluc@o dos picos cromatogrdficos

Foram utilizadas trés diferentes tubula-
¢oes de ligagdao entre a valvula do amostrador
automatico e a entrada da coluna. As duas pri-
meiras foram constituidas de tubulagdo PEEK
“vermelha’, com 127 um de didmetro interno,
uma com 30 cm de comprimento e aproxima-
damente 3,8 pL de volume interno, e a outra
com 60 cm e aproximadamente 7,6 pL; adicio-
nalmente foi avaliada tubulacao PEEK “alaran-
jada’, com 508 um de didmetro interno e 30 cm
de comprimento, com aproximadamente 60,8 pL
de volume interno. Em todas as situagoes, foram
calculadas as eficiéncias para os picos do nafta-
leno e pireno na mistura dos PAH e compara-
das as resolugdes com os cromatogramas das
FQeSE
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2.3.4 Teste 4 — avaliagGo do volume
de injecdo e efeito focalizador
do gradiente sobre a eficiéncia,
resolucdo e relagéo sinal/ruido
dos picos cromatogréficos

Foram avaliadas injegdes de 1, 2, 5 e 10 puL

utilizando-se o amostrador automatico.
Conforme, anteriormente, foram avaliadas as
eficiéncias e relagdes sinal/ruido para os picos
do naftaleno e pireno na mistura dos PAH.
Adicionalmente, visualmente foram compara-
das as diferentes eficiéncias por meio da super-
posicdo dos picos cromatograficos de interesse,
com o ajuste da escala dos cromatogramas.
No caso das inje¢des em gradiente, com mis-
tura das FQ e SE foi possivel ainda visualizar o
efeito da focalizagdo dos analitos, comparando
0s primeiros picos com os ultimos picos elui-

dos no cromatograma.

2.3.5Demais ajustes e avaliagdes das
condi¢des cromatogrdficas

De maneira a obter menor pressio croma-
togréﬁca no sistema e, consequentemente, tra-
balhar em maiores vazdes, mesmo sob restritas
limitagdes de pressio maxima, foram avaliadas
as separacgdes a 30 e a 40 °C, bem como o com-
portamento cromatografico e vazdes maximas

alcancadas em cada situacéo.

3 Resultados e discussoes

Selecionou-se uma coluna SPP sub-3 com
dimensdes de 100 x 3,0 mm. Colunas com
3,0 mm de didmetro tém sido denominadas
“solvent saver” por apresentarem um consumo
menor de fase moével em relagdo a colunas de
didmetro interno convencional de 4,6 mm, ao
mesmo tempo em que ndo possuem condi¢des
tdo exigentes de instrumentagdo (a respeito dos

volumes extracolunas) como as colunas semi-
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micro de 2,1 mm de didmetro. Apenas como
uma referéncia inicial, as colunas “solvent saver”
requerem uma vazdo de 0,43 mL/min para
equivalerem em velocidade linear de andlise a
uma coluna similar com 4,6 mm de didAmetro a

1,0 mL/min.

Os sistemas HPLC 1 e 2 utilizados estavam
configurados em arranjos instrumentais ligei-
ramente diferentes. Portanto, foram feitas com-
paracdes entre ambos de maneira a verificar se
pequenas modificagdes no posicionamento dos
moédulos cromatograficos poderiam provocar
uma diferenga perceptivel na eficiéncia croma-
tografica. Uma vez que ambos os equipamentos
estavam configurados em suas condigdes 6timas
de eficiéncia no momento das analises, nao foi
possivel observar diferencas na eficiéncia e perfil
cromatografico entre ambos os equipamentos,
demonstrando que, de fato, ambos poderiam ser
usados adequadamente com a coluna em ques-
tdo. Por questdes de facilidade de acesso para
modificagbes nas configuragdes instrumentais,
optou-se entdo por realizar o restante dos expe-
rimentos de configuragdo instrumental no deno-
minado HPLC 2.

Atualmente tem sido recomendado o uso
de filtros pré-coluna como forma de prevengao a
obstrucdo dos frits de entrada da coluna, sem que
seja adicionado um excesso de volume extraco-
luna, como os que sdo causados por pré-colunas
incompativeis. Neste trabalho, optou-se pelo uso
de um filtro de baixa dispersao, tido como apro-
priado para o tipo de coluna utilizado. Conforme
pode ser observado pelas bandas cromatografi-
cas comparadas (Figura 1), com e sem a presenca
do filtro pré-coluna, nenhuma diferenca foi per-
cebida com relagao ao alargamento das bandas
e consequente perda de eficiéncia. Dessa forma,
foi confirmada a adequagdo do filtro pré-coluna
a sua finalidade, tendo ele sido mantido no res-

tante dos experimentos.
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3.1 Avaliagéo do teste 1 — volume da
célula de deteccéo

Apesar de as bombas e demais configura-
¢oes dos sistemas HPLC utilizados serem com-
pativeis com pressoes de até 400 bar, os amos-
tradores automaticos utilizados eram limitados
a pressoes de aproximadamente 200 bar, fato
esse que limitaria a utilizagdo da coluna analitica
até um terco de sua pressio maxima de trabalho
(600 bar). Dessa forma, para avaliagdo da coluna
em velocidades mais altas de andlise, na cons-
trucdo das curvas de van Deemter, uma vélvula
de inje¢ao manual também foi utilizada. Com
essa configuragdo, a coluna analitica pode ser
operada até vazdes de 1,3 mL/min, sem ultra-
passar a pressdo de 400 bar (em condigbes de
analise similares aquelas do cromatograma da
Figura 1). Em sistemas HPLC mais modernos,
0s quais suportam pressdes mais altas, vazoes
ainda maiores podem ser utilizadas, até o limite
de 600 bar. Com relagdo a eficiéncia cromato-
gréfica, nao foram observadas diferengas entre a
injegdo manual e a inje¢ao automatica de volu-
mes de 2 uL de amostra nas condig¢des 6timas
de vazao.

A Figura 2 mostra uma comparagdo entre
as eficiéncias obtidas para os picos do nafta-
leno e pireno nos seus maximos de eficiéncia
(segundo o grafico de van Deemter), a 0,8 e
0,7 mL/min de vazdo, respectivamente. Como
pode ser observado, ha uma perda de 7,8% na
eficiéncia do pico mais retido (pireno) e de 9,9%
no menos retido (naftaleno). Todavia, a escolha
da melhor célula de deteccdo deve ser feita com
cuidado, pois o uso de uma célula semimicro
pode levar a uma menor razao sinal/ruido para
os picos registrados. Por exemplo, nos expe-
rimentos realizados para o pireno, na Figura
2, houve uma reducio de 20,8% na intensi-
dade observada para o pico cromatografico e o
dobro da intensidade do ruido na linha de base,
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Figura T Avaliacdo da utilizagdo de um filtro pré-
coluna de baixa disperséo precedendo a coluna
analitica. a) banda cromatogréfica preta (por cima)
— Andlise com a utilizacgo do filtro; e b) banda
cromatogréfica verde (por baixo) — Andlise sem
a utilizacdo do filiro. Destaque para o pico do
antraceno, normalizado para a mesma altura, de
maneira a favorecer a comparacdo da largura da
banda. Condigdes gerais: detecgéo a 10 Hz, filiro de
resposta de 0,02 segundos, vazéo de 0,4 mL/min de
mistura ACN:H,O, 60:40 (v/v), volume de injecdo de
2 uL e temperatura do forno a 30 °C.
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Figura 2 Comparacdo entre as eficiéncias méximas
obtidas para os picos do naftaleno e pireno usando
uma célula de detecgdo convencional e uma célula
semimicro. Condicdes gerais: detecgéo a 10 Hz, filtro
de resposta de 0,02 segundos, fase mével ACN:H,O,
60:40 (v/v), volume de injecéo de 1 UL e temperatura
do forno a 40 °C. Vazées utilizadas: 0,8 mL/min para
o naftaleno e 0,7 mL/min para o pireno.
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levando a uma reducio de 60% da razdo sinal/
ruido desse pico com o uso da célula semimicro.
Diante desse resultado, observa-se que a melhor
eficiéncia contrasta com uma razao sinal/ruido
inferior. Em situacdes reais, a escolha do ana-
lista deve ser ponderada de acordo com o para-
metro mais importante para a andlise. Se o mais
importante for a eficiéncia e, ainda, se um limite
de detec¢do (LD) e quantifica¢do (LQ) mais bai-
x0s nao forem necessarios, a célula semimicro
torna-se entdo a melhor escolha. Por outro lado,
se a eficiéncia nao for tdo limitante, mas sim a
busca por menores valores de LD e LQ, a esco-
lha pelo uso da célula convencional deve ser
considerada. Uma sugestdo seria a verificagao
da influéncia de ambas as células frente a situa-
¢do real de analise. Um exemplo pode ser obser-
vado na Figura 3, onde se normaliza e detalha
uma regido do cromatograma da separagdo de
padroes de FQ em uma célula convencional e em
uma célula semimicro. Observa-se que hd uma
perda de eficiéncia com o uso da célula conven-
cional, porém essa perda nao chega a ser critica
para a separacdo em questdo. Numericamente
ha uma redu¢do na resolu¢ao do primeiro par
de 2,34 para 1,62 e do segundo par de 1,99 para
1,48; todavia a razao sinal/ruido com a célula
convencional é o dobro daquela obtida com a

célula semimicro.

Para obter-se a eficiéncia intrinseca da
coluna e ter uma estimativa da variincia extra-
coluna obtida com o sistema em condig¢des Oti-
mas de andlise, foi construida uma curva das
variancias dos picos dos PAH em fun¢do dos
volumes de reten¢do ao quadrado. Como foi
demonstrado no artigo anterior!’, o valor do
intercepto desse grafico equivale a variancia
extracoluna e a inclinagdo, ao inverso da eficién-
cia (1/N). A Figura 4 ilustra essa curva, onde se
verifica uma variancia de 63 uL? e uma eficiéncia
de 19594 pratos.
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Figura 3 Destaque de uma parte dos cromatogramas
normalizados das FQ comparando uma célula
semimicro (verde) e uma célula convencional (preto).
Os picos correspondem a levofloxacina, pefloxacina e
ciprofloxacina (em ordem crescente de retencéo). Os
cromatogramas foram normalizados para obterem-se
intensidades iguais, de maneira a favorecer a
comparagdo do alargamento das bandas. Condicoes
gerais: deteccdo a 3,3 Hz, filiro de resposta de
0,02 segundos, separagdo por gradiente, temperatura
do forno a 40 °C, vazées de 0,6 mL/min e volume de
injecdo de 2 uL.

3.2 Avaliagéo do teste 2 — condigdes
do detector

Conforme mencionado anteriormente, as
condicdes de aquisicio e atenuagido do ruido
configuradas para a detec¢ao dos picos cromato-
graficos podem causar prejuizos a eficiéncia cro-
matografica. Por outro lado, com o aumento da
frequéncia de aquisi¢ao e redugao no tempo de
resposta do detector (responsavel pela atenuagio
do ruido), um aumento do ruido da linha de base
¢ observado, levando a redugéo da relagao sinal/
ruido dos picos detectados. O detector utilizado
nesses experimentos tinha a capacidade de tra-
balhar com aquisicio maxima de 10 Hz e com
um filtro de resposta minimo de 0,02 segundos.
E importante ressaltar o aumento recente no
numero de modelos de detectores de diversos
fabricantes, capazes de atuar em frequéncias mais
altas de aquisicdo, justamente pela demanda tra-
zida pela UHPLC e cromatografia rapida. Com

relacio a frequéncia de aquisigdo, um valor
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adequado pode ser estimado pelos picos mais
estreitos de interesse, calculando-se a frequéncia
minima para a aquisi¢do de, ao menos, 20 pontos
ao longo da banda cromatografica. Por serem
valores facilmente configurados via software,
o teste das melhores condi¢oes de aquisi¢ao do
cromatograma pode ser facilmente executado.
As Figuras 5 e 6 ilustram o efeito de diferentes
condicoes de detecciao para picos da mistura de
PAH. A redugdo na frequéncia de aquisi¢do de
10 Hz para 3,3 Hz causou uma redugdo de 6 a 7%
na eficiéncia para os picos dos PAH, sabendo que
0 pico mais afetado costuma ser aquele menos
retido, e, por consequéncia, mais estreito. Por
outro lado, a mudancga citada acima elevou a
razdo sinal/ruido do pireno em 28% devido ao
menor ruido observado na linha de base e ligeiro
aumento na intensidade do pico cromatografico.
Como pode ser observado, o uso de um tempo
de resposta maior (0,5 segundos), ou mesmo
uma frequéncia menor (1 Hz), provoca perdas
excessivas de eficiéncia, especialmente para os
picos menos retidos. Com relagdo ao ruido da
linha de base, um aumento excessivo do tempo
de resposta nao contribui tanto quanto a redugédo
na frequéncia de aquisi¢do, com base nos resul-
tados apresentados, de modo que o aumento de
0,02 para 0,5 segundos, mantendo a frequéncia
em 3,3 Hz, elevou de 28 para 32% os ganhos em

rela¢ao a condi¢ao 10 Hz e 0,02 segundos.

De acordo com a discussédo anterior, o ajuste
da frequéncia de aquisi¢do deve levar em conta a
situagdo real de analise. Tomando como exemplo
a separagdo das fluoroquinolonas apresentada na
Figura 7, para a largura apresentada pelos picos,
uma frequéncia de 3,3 Hz foi suficiente. Pode-se
observar, pela comparagdo dos cromatogramas,
que o perfil e largura dos picos mantiveram-se
idénticos, tendo-se de diferenga apenas a redu-
¢d0 do ruido dalinha de base; fato esse que dobra
a relagdo sinal/ruido desses analitos. O detalhe
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Figura 4  Grdfico da variéincia em fungdo do quadrado
do volume de reten¢@o para a andlise da mistura de PAH.
Condicdes gerais: deteccdo a 10 Hz, filiro de resposta de
0,02 segundos, célula semimicro, fase mével ACN:H,O,
60:40 (v/v), volume de injecdo de 1 uL, temperatura do
forno a 40 °C e vazéo a 0,8 mL/min.
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Figura 5 Comparagéo entre as eficiéncias obtidas
para os picos do naftaleno e pireno usando diferentes
frequéncias e tempos de resposta do detector.
Condigées gerais: fase mével ACN:H,O, 60:40 (v/v),
volume de injecdo de 1 uL, temperatura do forno a
40 °C, vazao de 0,8 mL/min e célula semimicro.

da Figura 7 demonstra que as bandas cromato-
graficas de ambas as aquisi¢oes foram perfeita-
mente sobrepostas, ressaltando que a redugido

de frequéncia nao trouxe prejuizo para a efi-
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ciéncia. E importante ressaltar que essa analise
foi realizada a uma vazao de 0,5 mL/min, sob
aproximadamente 200 bar de pressdo; em uma

Razdo sinal/ruido para o pireno
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Figura 6 Comparagéo entre as razdes sinal/ruido
para o pico do pireno usando diferentes frequéncias
e tempos de resposta do detector. Condi¢des gerais:
fase mével ACN:H,O, 60:40 (v/v), volume de injegdo
de 1 ul, temperatura do forno a 40 °C, vazdo de
0,7 mL/min e célula semimicro.
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condi¢do mais rapida de analise, por exemplo,
triplicando-se a vazao e chegando-se ao limite de
pressio recomendado para a coluna, a0 menos
o triplo da frequéncia de aquisi¢do desse experi-
mento deveria ser utilizado.

3.3 Avaliagdo do teste 3 — volume das
tubulacoes

E reconhecido que o volume excessivo das
tubulagdes é uma das principais fontes de pro-
blemas de alargamento de picos em equipamen-
tos antigos, ndo configurados para cromatogra-
fia rapida. A Figura 8 ilustra o quanto o excesso
de volume nas tubula¢des pode atrapalhar a
eficiéncia  cromatografica. ~Comparando-se
diferentes tubos na ligacdo entre o injetor e a
coluna, pode-se observar a critica influéncia
dessa variavel. O comprimento minimo de
tubulacdo necessaria para conectar a coluna
(colocada no forno) a valvula de inje¢dao do

amostrador automatico é de 30 cm, sendo que,

250 A 9,375 9,400 9,425 9,450 9,475 9,500 9,525 9,550 9,575 9,600

875 900 925 950 9,75 10,00

10,25 10,50 10,75 11,00 11,25 11,50

Minutos

Figura 7 Parte dos cromatogramas das FQ comparando a aquisicdo em 3,3 Hz e 0,02 segundos (verde) com a
aquisicdo em 10 Hz e 0,02 segundos (preto). Os picos correspondem a levofloxacina, pefloxacina, ciprofloxacina
e enrofloxacina (em ordem crescente de retencéo). No destaque, a sobreposicéo ndo normalizada do pico da
ciprofloxacina nas duas condigdes de deteccdo. Condigdes gerais: separacdo por gradiente, temperatura do

forno a 30 °C, vazdo de 0,5 mL/min, volume de injecéo de 1 ulL e célula semimicro.

Scientia Chromatographica 2011; 3(2):157-172

165



Amparo MR, Franzini CD, Schiavon B, Carvalho LS, Santos Neto AJ

166

14000 +
13000 4
12000 4
11000 4
10000 4
9000 -
8000 -

2,25
2,30
2,35
2,40
2745
2,50
2,55
2,60

Parémetros instrumentais sobre colunas SSP sub-3pum

uv

7000 -
6000 1
5000 -
4000 -
3000 -
2000 - t

4000
3500
3000
2500

1500
1000

58 59 60 61 62 63 64

0,0 1,0 2,0 3,0

4,0 5,0 6,0 7,0

Minutos

Figura 8 Cromatogramas normalizados dos PAH comparando tubulagéo pré-coluna com 60,8 L (verde) e 7,6 uL

(preto). Os picos correspondem a naftaleno, antraceno, fenantreno e pireno (em ordem crescente de retencéo). No

destaque, a sobreposicdo, normalizada para a altura, dos picos cromatogrdficos, ilustrando o maior alargamento

do pico menos retido. Condigdes gerais: fase mével ACN:H,O, 60:40 (v/v), volume de injegdo de 1 uL, temperatura

do forno a 40 °C, vazéo de 0,7 mL/min, célula semimicro, detecgdo a 10 Hz e tempo de resposta de 0,02 segundos.

Tubulacdo com aproximadamente 60,8 UL correspondente a 30 cm de tubo de PEEK alaranjado (508 um d.i.) e

com aproximadamente 7,6 uL correspondente a 60 cm de tubo PEEK vermelho (127 um d.i.).

com esse comprimento, o ajuste da coluna
dentro do forno ¢é bastante dificil. Idealmente,
um tubo de 60 cm permite o ajuste da coluna
na vertical, facilitando o manuseio e trocas de
colunas. Comparando-se a utilizagdo de tubos
de PEEK vermelho (127 um d.i.) de 30 e 60 cm,
nao se observou qualquer diferen¢a no croma-
tograma dos PAH, inclusive para o pico da ura-
cila, o qual tem fator de retengdo praticamente
nulo. Por outro lado, o uso de um tubo inapro-
priado, mesmo que no menor comprimento
possivel (tubo laranja com 30 cm), provocou
perdas enormes de eficiéncia. O pico do pireno
na Figura 8 apresenta uma redugio de 34% em
sua eficiéncia, enquanto o pico do naftalento
(menos retido) é demasiadamente alargado ao
ponto de sofrer também um grande prejuizo em

sua simetria.

3.4 Avaliagéo do teste 4 — volume de
injec@o

O volume de inje¢ao maximo permitido em
uma coluna, sem causar alargamento, depende
do fator de retengdo dos compostos de interesse,
bem como da modalidade de analise. E sabido
que a injecdo da amostra em solugdo bem mais
fraca do que a fase movel leva a focalizagdo dos
analitos e que um efeito similar também ¢é obser-
vado para os picos mais retidos em uma analise
por gradiente. A Figura 9 demonstra que a inje-
¢do da mistura de PAH em volumes crescentes
até 10 pL nao provocou o alargamento dos picos.
Dado o fator de retencdo de todos os analitos e o
percentual de acetonitrila utilizada na fase mével
isocratica (60%), observa-se que tanto o naftaleno
quanto o pireno (o menos e mais retido dos anali-
tos, respectivamente) foram bem focalizados.

Scientia Chromatographica 2011; 3(2):157-172
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Por outro lado, a separagdo das sulfona-
midas é um excelente exemplo do poder de
focalizagdo de uma analise em gradiente e dos
problemas causados aos picos ndo focaliza-
dos no caso de excessivo volume de injegdo. A
mistura das sulfonamidas utilizada é composta
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por moléculas polares com diferentes graus de
hidrofobicidade. A andlise dessas SF ¢ iniciada
com fase moével contendo apenas 8% de ACN
em sua composi¢ao, tendo esse teor aumentado
gradativamente até 33% ao fim da analise. Dessa
forma, os primeiros picos eluem em fase mdvel

@
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Figura 9 Detalhe de picos cromatogrdficos normalizados para a altura, comparando diferentes volumes de

injecdo (1, 2, 5 e 10 ul) - a) pico do naftaleno, b) pico do pireno — e ilustrando auséncia de perda de eficiéncia
para injegdes de até 10 ul sob as condigdes utilizadas. Condigdes gerais: fase mével ACN:H,O, 60:40 (v/v),

temperatura do forno a 40 °C, vazédo de 0,8 mL/min, célula semimicro, deteccéo a 10 Hz, tempo de resposta de

0,02 segundos e mistura dos padrées analiticos preparada em fase mével.
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muito fraca, incapaz de permitir a focalizagdo
dos analitos injetados em agua. Todavia, os
ultimos picos, eluidos em uma fase mével mais
forte, sio satisfatoriamente focalizados, con-
forme se observa na Figura 10. Nessa figura, fica
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nitido o alargamento do pico da sulfacetamida
com os volumes crescentes de inje¢do, enquanto
o dltimo par de analitos ndo sofre qualquer alar-
gamento mesmo quando 10 pL de solugdo sdo

injetados.
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Figura 10 Detalhe de picos cromatogréficos normalizados para a altura, comparando diferentes volumes de
injecdo (1, 2, 5 e 10 uL) — a) pico da sulfacetamida (padrdo menos retido da mistura de sulfonamidas), b) picos
da sulfadimethoxina e da sulfaquinoxalina (padrées mais retidos da mistura de sulfonamidas) - e ilustrando a

focalizag@o dos maiores volumes injetados para os picos mais retidos em relagdo ao menos retido. Condigées
gerais: andlise em gradiente, temperatura do forno a 40 °C, vazéo de 0,6 mL/min, célula semimicro, detecgéo a

10 Hz e tempo de resposta de 0,02 segundos.
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3.5 Avaliagdo comparativa das
separacoes

Algumas comparagdes foram feitas de
maneira a apresentar as condigdes maximas de
eficiéncia que puderam ser obtidas com o sis-
tema cromatografico utilizado, alguns ajustes
racionais que puderam melhorar outros aspectos
da andlise, sem um detrimento importante da
eficiéncia, bem como condi¢des criticas de dis-
persao extracoluna que devem ser evitadas.

A Figura 11 compara uma condi¢do
maxima de eficiéncia obtida a 30 °C para a ana-
lise das sulfonamidas, usando as condigdes de
menor dispersdo provocadas pelo volume de
injecdo, tubulagao e sistema de detecgdo. Um
aspecto interessante a ser observado é que,
usando analise por gradiente, iniciando com
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8% de acetonitrila e temperatura de 30 °C,
uma vazdo de 0,5 mL/min ja levava o sistema
a aproximar-se do limite de 200 bar estabele-
cido pelo amostrador automatico utilizado.
Uma forma de aumentar a vazio a 0,6 mL/min
e diminuir o tempo de andlise foi a utilizagao
de uma temperatura de 40 °C, a qual diminui a
viscosidade da fase movel. Essa nova condigao
permitiu uma redugao no tempo total de ana-
lise (cromatograma central). Adicionalmente,
deve-se levar em consideragdo que a utilizagao
de sistemas que suportam até 400 ou 600 bar
ainda permitiria a redu¢ao do tempo de analise
na propor¢do do aumento da vazdo. Para con-
seguir um ganho na detectabilidade, além do
ajuste da vazdo, utilizou-se um maior volume

de inje¢ao (2 pL) e uma célula convencional

NI
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Cromatogramas normalizados da mistura de sulfonamidas. Preto: Separagéo em sistema com a menor

possivel dispersao extracoluna — detecgdo a 10 Hz, tempo de resposta de 0,02 segundos, célula semimicro, volume

de injec@o de 1 uL, tubulacdo vermelha pré-coluna, temperatura de 30 °C e vazdo de 0,5 mL/min. Verde: Separagdo

racionalizada — detecgéo a 10 Hz, tempo de resposta de 0,02 segundos, célula convencional, volume de injecdo
de 2 uL, tubulacdo vermelha pré-coluna, temperatura de 40 °C e vazéo de 0,6 mL/min. Verde-claro: Separagdo
sob configuracdo inadequada — detecgéo a 1,0 Hz, tempo de resposta de 1,0 segundo, célula convencional,
volume de injecdo de 10 ulL, tubulacéo alaranjada pré-coluna, temperatura de 40 °C e vazéo de 0,6 mL/min.
Mistura constituida por sulfacetamida, sulfadiazina, sulfatiazol, sulfamerazina, sulfametazina, sulfametazol,

sulfacloropiridazina, sulfametoxazol, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina (em ordem crescente de retencdo).
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de detec¢do, sem que um grande prejuizo da
separa¢do possa ser visualizado. Um ultimo
detalhe a ser destacado é que ajustes na tem-
peratura podem provocar variagdes na seletivi-
dade, como pode ser observado na melhoria da
resolugdo do ultimo par de picos cromatografi-
cos e na piora na resolucdo entre o quinto e o
sexto pico. Por fim, apresenta-se uma condi¢ao
totalmente critica de analise, a qual demonstra
o quanto um ajuste inadequado das condigdes
cromatograficas em uma eventual transferéncia
de método poderia provocar prejuizos na sepa-

ra¢do dos mesmos analitos.

De maneira similar, a Figura 12 faz a mesma
comparagdo para as fluoroquinolonas, com o
detalhe que, para os quatro compostos analisa-

dos, ndo se observou influéncia da temperatura
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sobre a seletividade. A frequéncia de aquisi¢ao
pode ser ajustada a 3,3 Hz, uma vez que, com a
largura dos picos das FQ, foi possivel a aquisi¢ao
de 20 pontos/pico. Como pode ser observado
entre o cromatograma superior e o central, ha
pequena diminui¢do da resolugdo; todavia, além
de ndo ser uma redugdo critica para a separa-
¢do em questdo, essas modificagdes do método
levaram a menor tempo de anélise e significativa

melhora na relagio sinal/ruido dos picos.

Finalmente, a Figura 13 ilustra o ganho
em eficiéncia e tempo de analise ao se migrar
de uma velocidade de analise tipica de HPLC
convencional para a velocidade 6tima de and-
lise desse tipo de coluna. A pressdo exigida do
cromatdgrafo para obter-se o cromatograma a

0,8 mL/min, sob as condi¢oes descritas, é pro-
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Figura 12 Cromatogramas normalizados da mistura de fluoroquinolonas. Verde: Separagéo em sistema com a

menor possivel dispers@o extracoluna — detecgdo a 10 Hz, tempo de resposta de 0,02 segundos, célula semimicro,

volume de injecéo de 1 L, tubulacdo vermelha pré-coluna, temperatura de 30 °C e vazdo de 0,5 mL/min.

Preto: Separacdo racionalizada — deteccdo a 3,3 Hz, tempo de resposta de 0,02 segundos, célula convencional,
volume de injecéo de 2 L, tubulacdo vermelha pré-coluna, temperatura de 40 °C e vazdo de 0,6 mL/min.
Verde-claro: Separagéo sob configuracé@o inadequada — detecgdo a 1,0 Hz, tempo de resposta de 1,0 segundo,
célula convencional, volume de injecdo de 10 uL, tubulagdo alaranjada pré-coluna, temperatura de 40 °C e
vazdo de 0,6 mL/min. Mistura constituida por levofloxacina, pefloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina (em

ordem crescente de retencéo).
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Figura 13 Cromatogramas normalizados da mistura de PAH. Preto: Separag@o a 0,4 mL/min, verde: separacdo

a 0,8 mL/min. Mistura constituida por uracila, naftaleno, antraceno, fenantreno e pireno (em ordem crescente de

retencdo). Condigoes gerais: fase mével ACN:H, O, 60:40 (v/v), detecgéio a 10 Hz, tempo de resposta de 0,02 segundos,
célula semimicro, volume de injecéo de 1 uL, tubulagdo vermelha pré-coluna e temperatura de 30 °C.

xima a 200 bar. Considerando que o termo C da
equagdo de van Deemter para essas colunas nao
¢ muito pronunciado, vazdes ainda mais altas
podem ser facilmente exploradas até a pressdo
limite de 600 bar imposta pela coluna, desde que
o sistema cromatografico utilizado suporte essas

condig¢des de uso.

4 Consideragdes finais

Como se pdde observar nas Figuras 11 e 12,
condi¢des inadequadas de analise destruiram
toda a eficiéncia intrinseca de colunas croma-
tograficas de excelente qualidade, chegando até
mesmo a eficiéncias inferiores aquelas observa-
das em HPLC convencional. Conforme foi des-
crito no artigo da ultima edi¢ao e exemplificado
no presente artigo, um minimo de cuidado na
selecdo dos pardmetros de analise pode levar a

excelentes resultados, quer queira, em busca da

Scientia Chromatographica 2011; 3(2):157-172

maxima eficiéncia; ou, até mesmo, na aceitavel,
controlada e deliberada perda de uma pequena
parcela dessa eficiéncia em fun¢do de um ganho

na detectabilidade.

A coluna SSP sub-3 pm usada neste traba-
lho apresentou adequado desempenho, com eco-
nomia de solventes, por se tratar de uma coluna
do tipo “solvent saver” Apesar da limitagdo de
pressio maxima imposta pelo amostrador auto-
matico (200 bar), as colunas ainda puderam ser
utilizadas em proximidade ao seu maximo de
eficiéncia, ou até acima dele, a depender da vis-
cosidade da fase movel, temperatura de andlise e
caracteristicas da molécula. Recomenda-se, con-
tudo, que, idealmente, essas colunas sejam usa-
das em sistemas HPLC que suportem até 600 bar
de pressao, condigdo essa capaz de garantir o
maximo de velocidade de andlise oferecido por

esse tipo de material de preenchimento.
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