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Resumo

O alargamento da banda é um fator altamente indesejavel em todas as técnicas cromatograficas, uma vez
que diminui a eficiéncia da coluna (menor numero de pratos, N) e deteriora a resolu¢do (menor Rs). Este
efeito é particularmente critico na cromatografia liquida capilar (c-LC) devido aos pequenos volumes da
instrumentagido, conexdes, colunas, etc., empregados na técnica. Como parte de uma série de artigos a
respeito da c-LC, neste trabalho serdo abordados os principais fatores que ocasionam o alargamento das
bandas cromatogréficas em c-LC, assim como a maneira de evita-lo.
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Capillary liquid chromatography:
2. Band broadening due to extracolumn effects

Abstract

Band broadening is one of the major factors to be avoided in chromatographic techniques, once it
decreases the column efficiency (the number of plates, N) and deteriorates the Resolution (Rs). This effect
is particularly critical in capillary liquid chromatography due to the very low volumes, instrumentation,
connections and columns employed in this technique. As a part in a series of papers dealing with ¢-LC,
this work describes the major factors responsible for band broadening in chromatography, as well as the
ways to minimize it.
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1 Introducgéo

Os primeiros trabalhos relacionados a uti-
lizagdo de colunas capilares na cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) surgiram no
final da década de 60, praticamente a0 mesmo
tempo que o surgimento da propria HPLC.
Apesar de seu inicio promissor, o desenvolvi-
mento da cromatografia liquida capilar (c-LC)
foi bastante lento ao longo dos ultimos 40 anos
e, até o presente, nao alcancou ampla difusao,
fazendo com que as colunas de 4,6 mm de dié-
metro interno ainda permane¢am como padrio
comercial. Um dos principais motivos que leva-
ram a este lento avancgo, e a consequente padro-
nizac¢do das colunas de 4,6 mm, esta diretamente
relacionado a um grande, e lamentavel, equivoco
ocorrido no inicio do desenvolvimento das colu-
nas de HPLC.

As primeiras colunas desenvolvidas para a
versdo instrumental da cromatografia liquida
possuiam entre 1,6-3,0 mm de didmetro interno
(d.i.) x 50-100 cm de comprimento e eram geral-
mente empacotadas com particulas de 30 pm
recobertas com uma fase estaciondria pelicular.
No entanto, logo apds a introdu¢ao das primeiras
fases estaciondrias compostas de microparticulas
porosas de 5-10 pm, foi observado que as antigas
colunas - agora empacotadas com a nova fase
estacionaria — diferentemente do esperado, pos-
sufam menor eficiéncia quando comparadas com
colunas de didmetro interno maiores (5-6 mm)
empacotadas também com o novo material. Esta
observagdo fez com que grande parte dos cro-
matografistas acreditasse, erroneamente, que
colunas de pequeno didmetro interno possuiam
intrinsecamente eficiéncias menores que as de
grande didmetro interno, fazendo assim com
que estas se tornassem o novo padrio a partir de

entdol!l.
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Na realidade, a menor eficiéncia obtida pelas
colunas de pequeno didmetro interno nao estava
relacionada a sua dimensdo, mas sim ao exces-
sivo alargamento de banda ocorrido tanto den-
tro da coluna - devido a limitada tecnologia de
empacotamento existente na época — quanto fora
da coluna - devido a utilizacdo de detectores ina-
dequados aos picos estreitos eluidos pelas novas
colunas!'), uma vez que estas podiam atingir até
10.000 pratos, fornecendo assim picos 10 vezes
mais estreitos que aqueles fornecidos pelas pri-
meiras colunas empacotadas com particulas de
30 um, que possuiam em torno de 500 pratos!''’.

Deste modo, quando surgiram as primeiras
fases estaciondrias porosas de 5-10 pm, havia
a necessidade de se redesenhar grande parte
do equipamento cromatografico (incluindo os
detectores) para que se adaptasse as novas colu-
nas, no entanto, ocorreu o inverso, as novas colu-
nas tiveram seu didmetro interno aumentado
para que se adaptassem aos antigos equipamen-
tos!?l.

Este equivoco na interpretacdo da origem
da baixa eficiéncia obtida pelas colunas capilares,
que acabou resultando no abandono de seu uso,
ilustra muito bem a importancia que o conheci-
mento dos aspectos teoricos referentes a minia-
turizagdo das colunas cromatograficas pode ter
para o cromatografista e para a técnica em si.

Assim como ocorreu 40 anos atras, atual-
mente o alargamento de banda extracoluna ainda
vem sendo considerado um dos maiores desa-
fios da miniaturizagao da cromatografia liquida
(LC)P#), uma vez que possui grandes implica-
¢oes no desenvolvimento de sistemas instrumen-
tais de alta eficiéncia destinados a escala capilar.

Deste modo, provavelmente o aspecto ted-
rico mais importante que um bom cromatogra-
fista deve dominar, para que finalmente as colu-
nas capilares na LC possam produzir implicagdes
similares aquelas introduzidas pelas colunas
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capilares na GC, seja o completo entendimento
dos processos envolvidos no alargamento de

banda extracoluna.

Este trabalho, como parte de uma série de
artigos a respeito da cromatografia liquida capi-
lar (c-LC), tem como objetivo discutir os princi-
pais processos de dispersdo relacionados ao alar-
gamento de banda extracoluna, assim como seu

significado pratico.

2 Largura do pico cromatogréfico

Sob condigdes ideais, quando uma pequena
quantidade de amostra é introduzida em um sis-
tema cromatografico na forma de uma pequena
zona retangular, os picos eluidos desse sistema
idealmente possuirdo uma distribuigdo gaus-

siana descrita pela Equagéo 1:

y= A exp _(t_t’)z (1)
O ops V 27 2O-ozbs

onde A € a érea do pico, 5, o desvio padrdo do
pico observado a partir do cromatograma, t o

tempo e ¢ o tempo de retengdo do pico.

Como descrito pela Equagdo 1, um pico
gaussiano é matematicamente caracterizado pela
sua area, tempo de retencdo, e desvio padrao.
Esta caracterizac¢do em funcdo do desvio padrao
ao invés da largura do pico, como ¢é corriqueira-
mente feita pelos cromatografistas, vem do fato
de que, matematicamente, a largura de base de
uma curva gaussiana é infinita, uma vez que tal
curva ¢ assintotica, tocando assim a linha de base

somente em valores de t infinitos.

Deste modo, para caracterizarmos um pico
cromatografico em fungao da sua largura de
base, torna-se necessaria a estipulacdo de um
método para definirmos como tal largura sera
obtida. Atualmente, é comum considerar que

a largura de um pico cromatografico gaussiano
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sera aquela definida pela intersec¢ao das tan-
gentes do ponto de inflexdo do pico com a linha
de base. Graficamente, isto equivale ao valor de

4 desvios padrao, como mostrado na Figura 1.

Utilizando tal critério, podemos reescrever a
Equagdo 1, agora em fun¢ao da largura de base,
da seguinte forma:

4A -8(t—t,)’*

Y R @)

onde w ¢ a largura de base do pico obtida pela
intersecgdo das linhas tangentes aos pontos de
inflexdo com a linha de base.

Uma vez que a largura de um pico croma-
tografico gaussiano esta diretamente relacionada
ao seu desvio padrdo, poderiamos utilizar tal
valor como um bom parametro para a avaliacao
do alargamento de banda. No entanto, em varias
situagdes, torna-se mais vantajoso (devido a sua
propriedade aditiva) a utilizagdo do valor do
quadrado do desvio padrdo (isto é, a variancia)
para tal propdsito. A relagao entre a eficiéncia de
uma separa¢do cromatografica (em termos da
altura de um prato) e o alargamento da banda
cromatografica (em termos da variéncia) é dada
pela Equacao 3:

1,2 -
1,0 -
0,8 -
0,6 4

0,4

Sinal analitico

0,2 -

0,0 4

-50 -40 -36 -26 -16 06 16 20 30 40 50
Desvio padréao

Figura T  Pico cromatogrdfico com distribuicéo gaussiana.
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H=—% (3)

onde H ¢é a altura equivalente de um prato, o2, ¢
a variancia do pico observada a partir do registro

do cromatograma, e L o comprimento da coluna.

3 Fontes de alargamento de banda

Idealmente, o alargamento da banda croma-
tografica deveria depender somente dos proces-

sos de dispersao relacionados a colunal”, ou seja:

2 2
Oobs =Ocol (4)

onde 62 ¢ a contribuigdo da coluna para a vari-

1
ancia total observada a partir do cromatograma.

No entanto, na pratica, é verificado que
tanto a coluna quanto o equipamento influen-
ciam na largura do pico. Desta forma, a varian-
cia do pico pode ser mais bem expressada pela

seguinte equagao:

2 _ 2 2

Oohs =00l T Oy (5)
onde 62 ¢ a contribui¢do de todas as fontes de
dispersao extracoluna para o alargamento total
do pico.

3.1 Processos de disperséo

intracoluna — o2
col

Saito et al.'! foram os primeiros pesquisa-
dores a estudarem a contribui¢édo dos diferentes
processos de dispersao ocorridos dentro de uma
coluna empacotada para o alargamento total da
banda. Tais autores postularam a existéncia de
basicamente quatro processos de dispersdo que
influenciam de forma significativa a variancia
final da banda cromatografica. Estes processos

foram designados pelos autores como:

« Dispersdo devido aos multiplos caminhos;

Alargamento de bandas em micro-LC

« Dispersao devido a difusdo longitudinal;
« Dispersao devido a resisténcia a transfe-
réncia de massa na fase movel;

« Dispersao devido a resisténcia a transfe-

réncia de massa na fase estaciondria.

Segundo estes autores, todos estes proces-
sos seriam aleatdrios e essencialmente indepen-
dentes entre si fornecendo, assim, contribui¢oes
individuais para a varidncia da banda croma-
tografica que, quando somadas, produziriam a

variancia final da banda'”, ou seja:

2 2 2 2 2
Ocol =Ome +Gdl +Grm + O (6)

onde ¢ , 6%, 6> e G’ representam as contri-
mc dl rm rs

buicoes da dispersdo causada pelos multiplos

caminhos, difusdo longitudinal, resisténcia a

transferéncia de massa na fase movel e resistén-

cia A transferéncia de massa na fase estaciondria,

respectivamente.

3.2 Processos de dispersao
extracoluna — o2,

Semelhantemente ao feito de Saito et al.l'!
para os processos de dispersio intracoluna, um
grande nimero de pesquisadores vem propondo
e desenvolvendo varios métodos e equagdes
especificas para estimar as contribui¢des das
diversas fontes de dispersdo extracoluna!'??. A
seguir discutiremos as suas cinco principais fon-

tes, a citar:
+ Dispersao devido ao volume de amos-
2 ).
tragem (ij),
» Dispersao ocorrida nas tubulagées (67, );

« Dispersao devido aos processos de
mistura e difusdo ocorridas nas conexdes
2 .
(o2 )
 Dispersao devido ao volume da cela de
3 2 .
deteccdo (a2, );
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» Dispersao devido a constante de tempo
do detector (2 ).

Semelhantemente ao alargamento de banda
intracoluna, o alargamento de banda extracoluna
é expresso como a soma de todas as contribui-
¢oes individuais, como mostrada pela Equagdo 7.

2 _
ex

o G;j +0't2uh +G,2nd +6§et +GC2t (7)

O completo entendimento da origem e da
magnitude destes diferentes processos de alar-
gamento extracoluna ¢ de fundamental impor-
tancia para o desenvolvimento de sistemas cro-
matograficos capilares de alta eficiéncia e, uma
vez que — por motivos 6bvios - tais processos
de dispersdo sempre estardo presentes em maior

ou menor grau®’

, a principal preocupa¢io no
desenvolvimento de equipamentos dedicados a
c-LC é o quanto esses efeitos podem influenciar
a separacao.

Atualmente ha um consenso de que a vari-
ancia proporcionada pelos processos de disper-
sdo extracoluna nao deve superar 10% da contri-

buigdo da coluna, ou seja:

o’ <0,1007 (8)

col

A Equagdo 8 ainda pode ser escrita, em
termos dos pardmetros cromatograficos, da
seguinte forma:

Tabela 1

Coutinho LFM, Lancas FM

2 472 2 2
e (1+k
O-ezx 30,10% 9)

onde Gzex possui unidades de volume, 7, L e € sdo
respectivamente o raio, comprimento e permea-
bilidade da coluna, enquanto N e k sdo respecti-
vamente o numero de pratos e o fator de retengao
para um dado composto.

A Tabela 1 mostra os valores maximos tole-
rados para a varidncia extracoluna para diver-
sos picos com diferentes fatores de reten¢ao em
sete diferentes colunas, calculadas a partir da
Equagao 9.

A partir dos valores da Tabela 1, podemos
observar que uma coluna com diametro interno
de 250 pym admitira uma varidncia extraco-
luna maxima cerca de 115.000 vezes menor que
aquela admitida para uma coluna convencional
de 4,6 mm de didmetro interno. Esta observaciao
demonstra claramente a importancia que a redu-
¢do de todas as fontes de dispersdo extracoluna
possui para a c-LC.

Apesar da Equagdo 9 ser muito util no cal-
culo do maximo alargamento de banda extra-
coluna tolerado para um sistema em particular,
ela ndo fornece nenhuma informacgdo sobre as
maximas contribui¢des individuais de cada fonte
de alargamento. Para tal, podemos utilizar a
Equacao 10:

Valores méximos tolerados para a variéncia extracoluna (62 ) calculados a partir da Equacéo 9*.

2
ex

D.I.t da coluna

Fator de retencéo (k)

0 2 6 10 20

4,6 mm 20,3 ul? 183 L2 995 ul? 2.456 L2 8.952 ul?
1,0 mm 0,05 ul? 0,41 ul? 2,22 ul? 5,49 ul? 20,0 ul?
250 um 177 nl2 1.594 nl?2 8.678 nl? 21.429 nl? 78.103 nl?
100 um 4,53 nl? 40,8 nl? 222 nl? 549 nl2 1999 nL2
50 um 0,28 nl?2 2,55 nl? 13,9 nl2 34,3 nl? 125 nL2
20 um 0,01 nL? 0,07 nl? 0,36 nl? 0,88 nl?2 3,20 nl?2
10 um 453 pl? 4.080 pl? 22.216 pl? 54.859 pl? 199.943 pl2

*L=0,15m;e=0,7; N =15.000. t Didmetro interno.
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o’=00" (10)

onde ¢’ € a contribui¢do individual para alar-
gamento de banda proporcionado pela fonte
de dispersdo x e 0_a fracdo do maximo alarga-
mento de banda extracoluna (c? ) tolerado para
tal fonte de dispersao, sendo que a somatodria de
todas as fragoes individuais devera ser sempre
igual a 1, ou seja:

zex zeinj+0tub+9md+9der+90t:1 (11)

3.3 Dispersdo devido a introdugéo da
amostra

O alargamento de banda proporcionado
pelo processo de introdugdo da amostra tem
origem em basicamente duas fontes distintas.
A primeira fonte é inerente a todos os sistemas
de introducido de amostras e, desta forma, infe-
lizmente nao pode ser evitada. Tal fonte de dis-
persdo resulta da natureza finita do volume da
amostra introduzida no sistema e é diretamente
proporcional a ele. Desta forma, esta fonte de
alargamento de banda ¢ independente do tipo de
sistema de introdugdo da amostra.

Por sua vez, a segunda fonte de alargamento
de banda esta diretamente relacionada ao perfil
com o qual a amostra é introduzida no sistema
cromatografico, sendo dependente do tipo de
sistema de introdu¢ao da amostra, do design uti-
lizado pela valvula, do didmetro interno da alga
de amostragem (independente se é externa ou
interna), velocidade de comutagdo da posi¢do
Load para a Inject, entre muitos outros fatores.

A contribui¢ao de ambas as fontes para o
alargamento de banda pode ser calculada a partir
da seguinte equagao:

v
2 _ Vinj

Oinj = o (12)
onde V., €0 volume de inje¢do e K é uma cons-
tante que caracteriza o perfil com o qual a amos-
tra é introduzida no sistema cromatografico. Para

Alargamento de bandas em micro-LC

um perfil perfeitamente retangular, gaussiano e
exponencial, K* assume os valores 12, 36 e 1, res-

pectivamente.

A Tabela 2 mostra os volumes maximos
de injecao calculados com cinco valores de Omj
para picos com diferentes fatores de reten¢io (k)
em colunas de diversos diametros internos. Tais
valores foram calculados considerando um per-
fil de injecdo perfeitamente retangular (K* = 12).
No entanto, na pratica dificilmente tal perfil sera
atingido utilizando as vélvulas atualmente dis-
poniveis no mercado. Desse modo, os volumes
de inje¢do ndo devem ultrapassar dois tergos dos
valores tabelados (a nao ser nos casos nos quais se
utilizam algum tipo de pré-concentragdo on-line
como, por exemplo, a focaliza¢ao on-column ou

column-switching).

E importante salientar que um processo
ideal de injegdo deve introduzir rapidamente
uma quantidade de amostra pequena o suficiente
para ndo proporcionar um excessivo alargamento
de banda, mas, a0 mesmo tempo, grande o sufi-
ciente para permitir a detec¢ao de todos os seus
constituintes, mesmo em concentragdes muito
baixas. Deste modo, existe um compromisso
entre eficiéncia de separa¢ao e sensibilidade de
detecgao que, em escalas capilares, ganha impor-
tancia ainda maior que em escala convencional’,
uma vez que as celas de detec¢ao dos métodos
oticos desenvolvidas para a escala capilar obvia-
mente possuem caminhos 6ticos muito menores

que as desenvolvidas para a escala convencional.

Um meio de se contornar tal paradigma
pode ser atingido minimizando todas as outras
fontes de dispersao, fazendo com que seus res-
pectivos 0’ tendam a zero, o que, consequente-
mente, resultaria em valores elevados para Ginj,
permitindo, assim, a utilizagdo de grandes volu-
mes de inje¢ao sem que a eficiéncia da separagdo

seja significativamente prejudicada.
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Tabela 2 Volume maximo de injecdo.

Coutinho LFM, Lancas FM

D.I. coluna k ol =0,0%
0,=1 0,=075 0,,=0,5% 0,,=0,25 0,,=0,1
4,6 mm 15,61 uL 13,52 uL 11,04 uL 7,80 uL 4,94 uL
46,82 L 40,55 L 33,11 uL 23,41 ul 14,81 uL
10 171,69 uL 148,68 uL 121,40 uL 85,84 uL 54,29 uL
1,0 mm 0,74 uL 0,64 uL 0,52 uL 0,37 uL 0,23 uL
2,21 uL 1,92 uL 1,56 uL 1,17 uL 0,70 uL
10 8,11 uL 7,03 uL 5,74 uL 4,06 uL 2,57 uL
250 um 46,10 nL 39,92 nL 32,60 nL 23,05 nL 14,58 nL
138,30 nL 119,77 nL 97,79 nL 69,15 nL 43,73 nL
10 507,10 nL 439,16 nL 358,58 nL 253,55 nL 160,36 nL
100 pm 7,38 nL 6,39 nL 5,22 nL 3,69 nL 2,33 nL
2 22,13 nL 19,16 nL 15,65 nL 11,06 nL 7,00 nL
10 81,14 nL 70,27 nL 57,37 nL 40,57 nL 25,66 nL
50 um 1,84 nL 1,60 nL 1,30 nL 0,92 nL 0,58 nL
5,53 nL 4,79 nL 3,91 nL 2,77 nL 1,75 nL
10 20,28 nL 17,57 nL 14,34 nL 10,14 nL 6,41 nL
20 um 0 295,04 pL 255,51 pL 208,63 pL 147,52 pL 93,30 pL
2 885,13 pL 766,54 pL 625,88 pL 442,56 pL 279,90 pL
10 3245,46 pL  2810,65pL  2294,89pL  1622,73pL  1026,31 pL
10 um 0 73,76 pL 63,88 pL 52,16 pL 36,88 pL 23,33 pL
2 221,28 pL 191,64 pL 156,47 pL 110,64 pL 69,98 pL
10 811,37 pL 702,66 pL 573,72 pL 405,68 pL 256,58 pL

*K2=12;L=0,15m; e =0,7; N = 15.000.

Atualmente, véalvulas de até 4 nL podem ser
encontradas comercialmente, no entanto, caso
se necessite de volumes de injegdo menores que
aqueles fornecidos por tais valvulas, pode-se
ainda empregar diversas técnicas alternativas de
injegdo descritas na literatura®?’), as quais serdo
discutidas detalhadamente em outra parte desta
série de artigos.

3.4 Dispersdo ocorrida nas
tubulacdes

Junto com os processos de mistura e dis-
persdo (conhecidos também como camara de
mistura e cdmara de dispersdo), o processo de

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):185-197

dispersao ocorrido nas tubulagdes ¢ uma das trés
maiores fontes de alargamento de banda extra-

coluna.

O processo de dispersao ocorrido dentro
das tubulacdoes normalmente utilizadas entre
o injetor e a coluna e entre a coluna e o detec-
tor, resulta do perfil paraboélico da velocidade
com a qual a fase movel flui através delal?**
(Figura 2). Este fendmeno conhecido como fluxo
de Poiseuille é matematicamente descrito pela

equagdo de Hagen-Poiseuille:

AP
u(r)=4n—L(r02 -1?) (13)
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onde u(r) é a velocidade linear em fungéo da dis-
tdncia r a partir do centro do tubo, r, € o raio
interno do tubo, L o comprimento, AP a dife-
renga de pressao entre os dois extremos do tubo
e 1 a viscosidade dindmica da fase médvel.

Devido ao perfil ndo linear da velocidade,
as moléculas dos analitos proximas ao centro
do tubo fluirdo mais rapidamente que aquelas
proximas a parede, provocando, assim, a disper-
sao da banda cromatogréfica como ilustrado na
Figura 2.

A partir da Equagao 13 também podemos
verificar que as moléculas dos analitos proximas
ao centro do tubo (r = 0) fluirdo com a maxima
velocidade permitida, enquanto as moléculas
proéximas a parede (r = r) permanecerao paradas
indefinidamente, caso nao exista nenhum meca-

nismo de transferéncia de massa radial.

— @
Flow
®
Flow —— ]

Figura 2 Velocidades da fase mével em fungdo da
disténcia do centro do tubo. a) Perfil ideal, resultante
da passagem de um fluido através de um tubo em
velocidade uniforme, sem alargamento da bando;
b) Perfil resultante do alargamento da banda devido
ao perfil né&o linear da velocidade ocasionado pela
viscosidade do fluido e forcas de friccdo.

Alargamento de bandas em micro-LC

Sob condigdes de fluxo laminar, o dnico
mecanismo de transferéncia de massa radial
existente dentro do tubo é a difusio molecular!'l.
Deste modo, qualquer meio que promova uma
maior difusdo das espécies também proporcio-
nara uma diminui¢do do alargamento do pico.
Diversas geometrias de tubulagdes (espiraladas,
torcidas, em forma de serpentina, com sec¢do
transversal ovalada, etc.) ja foram propostas
visando aumentar tal difusdo radial. No entanto,
apesar de tais geometrias terem aumentado sig-
nificativamente a difusdo das espécies dentro do
tubo (proporcionando assim uma menor disper-
sd0) tais tubulacdes ndo sdo utilizadas com muita
frequéncia.

O efeito da dispersdo devido ao perfil da
velocidade da fase movel é pouco pronun-
ciado na cromatografia gasosa, uma vez que a
grande difusibilidade dos gases possibilita uma
rapida difusao radial que, em parte, compensa
a ndo linearidade do perfil de velocidade™. No
entanto, a difusibilidade dos liquidos é cerca de
5 ordens de grandeza menor que as dos gases o
que, consequentemente, promove uma dispersio

proporcionalmente maior.

Se considerarmos uma tubulagio como
sendo uma coluna tubular aberta que nao retém
de nenhuma forma os analitos, poderemos esti-
mar a contribuicao da dispersdo da banda cro-
matografica devido ao fluxo de Poiseuille a partir

da equagéo de Taylor-Golay!! para um pico nio

retido:
2D r*u
H =—m4 14
(comp) =y, " 24D (14)
onde H ¢ a altura de um prato em uni-
(comp)

dades de comprimento, D, é o coeficiente de
difusdo molecular do analito na fase movel, r o
raio interno da tubulagéo e u a velocidade média

linear da fase mdvel.
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Utilizando a seguinte relagdo:

2
_ O b 1

(comp) — I (71' T2)2

(15)

onde sz ¢ a variancia em unidades de volume,

b
podemos reescrever a Equacdo 14 em termos da
varidncia proporcionada pela dispersao devido
ao fluxo de Poiseuille (em unidade de volume)

da seguinte forma:

2 2Dm7r2r4L N 72r°Lu

G =
ou em termos do fluxo volumétrico:
, 2D,7m°r°L 7 r*LF
Utub = + (17)

F 24D

m

Uma vez que o coeficiente de difusao
dos liquidos é muito pequeno (na ordem de
10”° cm?.s!), assim como o raio interno das colu-
nas capilares (na ordem de 10 cm?), o primeiro
termo das Equagdes 16 e 17 pode ser negligen-
ciado quando aplicado na cromatografia liquida
capilar. Desta forma, a contribui¢ao para a vari-
ancia total do pico, devido aos processos de dis-
persao ocorridos dentro das tubulagoes, pode ser
calculada a partir da seguinte equagao:

y T r*LF

o- =
tub 24D

m

(18)

A partir da Equagdo 18, podemos obser-
var que a varidncia proporcionada pelo fluxo
de Poiseuille é proporcional a quarta poténcia
do raio do tubo. Deste modo, pode-se concluir
que a redugdo do didmetro interno do tubo é o
meio mais efetivo de se reduzir o alargamento
de banda causado pelas tubulagdes. No entanto,
a pressdo do sistema cromatografico é inver-
samente proporcional ao quadrado do raio do
tubo, como descrito pela seguinte equagao:

_8nlu

2
r

AP (19)
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Deste modo, o didmetro interno minimo
que uma tubulagdo utilizada em um sistema cro-
matografico capilar de alta eficiéncia podera pos-
suir é limitado pela pressdo que a propria tubu-
lagdo proporcionara no sistema cromatografico,
impossibilitando assim a utilizagdo de tubula-

¢des de didmetro interno muito reduzido.

Semelhantemente ao calculo do volume
maximo tolerado para a inje¢do, a Tabela 3 mos-
tra o comprimento maximo tolerado para as

tubulacoes utilizadas em 5 diferentes colunas.

3.5 Processos de difusdo e mistura
(cdmaras de difusdo e de mistura)

O alargamento da banda cromatografica
resultante dos efeitos da cAmara de mistura e da
cimara de difusio estd inerentemente relacio-
nado as conexdes entre duas tubulagdes (tanto de
mesmo didmetro interno, quanto de diametros
diferente) através de uma cavidade (ou cAmara),

como mostrado na Figura 3.

O efeito da camara de difusdo é muito simi-
lar a dispersao devido ao fluxo de Poiseuille, no
entanto, com um perfil de velocidade do fluxo
muito mais complexo e dependente da geome-
tria das tubulag¢des e do volume morto associado
a camara que conecta as duas tubulagdes. Desta
forma, a contribuicdo dos efeitos da camara de
difusao para o alargamento do pico geralmente
ndo pode ser calculada.

[11]

Sternberg!"'! demonstrou que o compor-
tamento das camaras de difusdo e de mistura é
funcionalmente muito similar, sendo a primeira
controlada pela constante de tempo da difusdo do
soluto e a segunda controlada pelo fluxo da fase
movel. A constante de tempo do decaimento da
concentragdo de um soluto da amostra, devido

aos efeitos da cAmara de difusio, é inversamente
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Tabela 3  Comprimento méximo (cm) tolerado para as tubulagdes utilizadas com colunas de 5 diferentes
dié@metros internos para um pico pouco retido*.

D.l. Fluxo D.l. o2, =6,,0%

coluna  velumétrico™  tubo 0,1  0,=075 0,=05 0,=025 0,=0,1

1,0 mm 0,13 0,10 0,07 0,03 0,01

46mm  1,0ml/min 250 um 34,3 25,7 17,2 8,58 3,43

100 pm 1340 1005 670 335 134

250 um 1,63 1,22 0,81 0,41 0,16

1,0mm 47 pl/min 100 gm 63,7 47,8 31,8 15,9 6,37

50 um 1019 764 509 255 102

100 pm 3,90 2,92 1,95 0,97 0,39

250um  3ul/min 50 um 62,3 46,8 31,2 15,6 6,23

25 um 998 748 499 249 99,8

50 pm 10,2 7,64 5,09 2,6 1,02

100 um 473 nL/min 25 um 163 122 81,5 40,8 16,3

10 um 6367 4775 3184 1592 637

25 um 40,6 30,4 20,3 10,1 4,06

50um 118 nL/min 10 um 1585 1189 793 396 159
5 um 25360 19020 12680 6340 2536

10 um 266 200 133 66,5 26,6

20um  18nl/min  5um 4256 3192 2128 1064 426
2 pum 166253 124690 83127 41563 16625

10 um 59,9 44,9 29,9 15,0 5,99

10um  5nl/min 5um 958 718 479 239 95,8

2 um 37407 28055 18703 9352 3741

Volume
morto

N

]
o

Volume
morto

cmara.

—1 | -

Figura 3 Conexdes entre dois tubos através de uma

*k=2;L=0,15m;e=0,7; N=15.000; D_=10°fu = 1,0 mm/s.

proporcional ao coeficiente de difusdo molecular
do soluto, enquanto que o efeito da camara de

mistura é inversamente proporcional ao fluxo.

Tanto o alargamento de banda causado pela
camara de difusdo quanto o causado pela cAmara
de mistura sdao de natureza exponencial. Tal
natureza ¢ consideravelmente mais prejudicial
ao sistema cromatografico capilar que as fontes
de alargamento de banda que possuem natureza
gaussiana, pois aquela resulta em picos com cau-
dasP!l.

Nos atuais sistemas de HPLC e c¢-LC, os
fendmenos das camaras de difusdo e de mistura

sdo combinados de uma forma complexa. No

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):185-197
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caso particular da c-LC, na qual a velocidade
da fase movel que flui pelos tubos é geralmente
mais baixa que aquelas utilizadas na HPLC con-
vencional, os efeitos das cAmaras de difusao e de
mistura podem contribuir de forma mais signifi-
cativa que na HPLC. Deste modo, é imprescindi-
vel para a ¢-LC que até mesmo os menores volu-
mes mortos sejam completamente eliminados do

sistema.

3.6 Dispersdo no detector

O sistema eletronico do detector também
pode contribuir de forma significativa para o
alargamento do pico. Isto se deve a velocidade
finita com a qual o circuito eletronico responde
a uma variag¢do do sinal proveniente do transdu-
tor!!3234, Uma vez que grande parte do circuito
elétrico é composta de resistores associados com
capacitores (circuitos RC), como mostrado na
Figura 4, tais circuitos responderdo a um esti-
mulo elétrico de forma exponencial.

O tempo de resposta de um circuito RC, é
caracterizado pela sua constante de tempo T, que
representa o tempo necessario para que o sinal
na saida do circuito (V) atinja aproximadamente
63% do sinal de entrada (V), como mostrado na
Figura 5.

A contribui¢io da constante de tempo paraa
variancia total do pico (em unidades de volume)
¢ dada pela seguinte equagio:

ol =F1° (20)
onde 2, € a contribui¢do da constante de tempo
do circuito eletronico do detector para a varian-
cia total do pico.

Para calcularmos qual a constante de tempo
maxima tolerada para um sistema de detecgio,

podemos utilizar a Equagao 21:

0.0,
= Oex (21)

F

Scientia Chromatographica 2011; 3(3):185-197

Coutinho LFM, Lancas FM

(o, O
Figura 4 Circuito RC.

100 R —
0,8
SRR SN
8061 ,
= /
2 1
0,4 1 /
< 1
= !
w 0’2 | II
III
0,0 1 = RC = 5 segundos
-10 0 10 20 30
Tempo (segundos)
Figura 5 Constante de tempo. (-) Sinal elétrico na
entrada do circuito RC (V); (---) Sinal elétrico na saida

do Circuito RC (V).

T =0 segundos
1,0 - 4 &
ST=3 segundos
0,8 -
S ,T=0 segundos
£ 06-
<
& LT=12 segundos
s 0,4
5
w
T = 24 segundos
02 - < &
0,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (segundos)

Figura 6 Efeito da constante de tempo em um pico
com largura de 24 segundos.
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Além da influéncia que a constante de tempo
do detector tem no alargamento do pico, ela tam-
bém pode influenciar de forma significativa na

sua simetria, como pode ser visto na Figura 6.

4 Concluséo

O alargamento da banda ¢ um fator alta-
mente indesejavel em cromatografia, uma vez
que diminui a eficiéncia da coluna (menor N)
e deteriora a resolugdo (menor Rs). Os princi-
pais fatores que ocasionam este alargamento
podem ser resumidos em alargamento devido
a fatores intrinsecos da coluna e a fatores extra-
coluna. No presente artigo, demonstraram-se os
principais fatores extracoluna responsaveis pelo
alargamento das bandas cromatograficas, assim
como as maneiras de evita-los. Apesar de o alar-
gamento ser indesejavel em qualquer técnica de
separacdo, ele se torna particularmente critico na
cromatografia liquida capilar (c-LC) devido aos

pequenos volumes inerentes a técnica.
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