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Resumo

Com os desenvolvimentos recentes em HPLC e a complexidade dos atuais desafios enfrentados pela
técnica, tem sido mais comum o uso de andlises no modo de eluicdo em gradiente de fase mével. O
uso desses gradientes permite, por exemplo, analises mais rapidas e capazes de separar compostos
com faixas mais amplas de hidrofobicidade do que nas metodologias com elui¢do isocratica. Por outro
lado, a utilizagdo de gradiente é mais exigente com a configuragdo da instrumentacdo analitica. Essas
configura¢des podem ser particularmente criticas em casos de andlise com corridas curtas em UHPLC ou
com o uso de colunas microbore em LC-ESI-MS. Dependendo do tipo de detector e fase modvel utilizada,
volumes muito pequenos de mistura podem provocar excessivo ruido e instabilidades na linha de base do
cromatograma. Pelo contrario, um volume muito grande do misturador pode acarretar atrasos no efetivo
inicio do gradiente e demora no recondicionamento da coluna ao fim da corrida cromatografica. Nesse
artigo sera feita uma revisao de algumas particularidades do uso de gradiente, bem como dos respectivos
cuidados e ajustes para se minimizar as possibilidades de falha nesse tipo de anélise.
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The importance of the solvent mixing volume in gradient HPLC
Abstract

With the recent developments in HPLC and the complexity of the current challenges faced by this
technique the use of mobile phase gradients has become more usual. The use of gradients allows, for
example, fast analysis able to separate compounds with wide ranges of hydrophobicity than possible with
isocratic elution. On the other hand, the use of gradient is more demanding regarding the instrumental
setup. These setups can be particularly critical in the case of short chromatographic runs in UHPLC or
with the use of microbore columns on LC-ESI-MS. Depending on the type of detector and mobile phase
used, very low mixing volumes can lead to excessive noise in the form of ripple in the chromatographic
baseline. In contrast, a very high mixing volume can cause gradient delay and extend the time needed
for column equilibration at the end of the run. Here we present a revision about some particularities
regarding the use of gradient, as well as the respective caution and adjustments to minimize the chances
of failure in this kind of analysis.
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1 Aspectos gerais

Apesar da maior simplicidade das analises
com eluigao isocratica em HPLC (aquelas em que
nao ha variagdo da composigao/forga de elui¢ao da
fase movel ao longo da separacgdo), diversas apli-
cagdes requerem o uso de eluicdo em gradiente de
fase movel. Um exemplo seria a analise de amos-
tras complexas para as quais se necessita reduzir o
tempo de eluicdo de compostos que apresentam
alta interacdo com a fase estaciondria da coluna
(sem prejudicar a separagdo dos analitos menos
retidos presentes na mesma amostra). Analises
em gradiente exigem instrumentagdo mais sofis-
ticada e solventes mais puros, causam maiores
problemas na linha de base do detector e sao mais
problematicas na transferéncia do método entre
diferentes equipamentos. Embora existam essas
complicagdes, certas situagdes exigem as anali-
ses em gradiente, como amostras com compos-
tos de interesse apresentando fatores de retencao
(k) muito amplos em anadlise isocratica; amostras
contendo interferentes muito retidos e que podem
eluir tardiamente em analises subsequentes ou
sobrecarregar a coluna; amostras muito diluidas e
em solventes fracos, as quais necessitam pré-con-

centragio na coluna cromatografica.

Para a formacdo de gradientes em HPLC
ha duas técnicas mais comumente emprega-
das: o gradiente de baixa pressao (Low-Pressure
Gradient - LPG) usando valvula proporcional
de mistura precedendo a bomba ou o gradiente
de alta pressao (High-Pressure Gradient — HPG)
usando dois ou mais dispositivos de bombe-
amento. Em ambos ocorre a programagdo da
variagdo da composicdo final da fase movel em
fungdo do tempo, de maneira a garantir um gra-
diente de solventes na fase movel. Obviamente,
se necessario, tais sistemas podem operar no
modo isocratico, permitindo uma facil alteragao
na composi¢do desejada para a fase movel iso-
cratica. As bombas mais comumente encontra-
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das no mercado para ambas as aplicagdes sdo a
bomba terndria ou quaterndaria de mistura sob
baixa pressdo e a bomba bindria de mistura sob
alta pressdo, usadas para LPG e HPG, respectiva-
mente. De qualquer forma, na utiliza¢ao dessas
bombas ocorrem inomogeneidades localizadas
na composicao da fase mével impulsionada para
o restante do sistema cromatografico, tornando
necessaria a existéncia de um adequado mistura-
dor para que a combinagido dos solventes torne-se
perfeitamente homogénea. Em revisdo anterior,
um maior detalhamento sobre o funcionamento
de gradientes de alta e baixa pressao foi forne-
cido!. Basicamente, a formacdo inicial da fase
movel em bomba de mistura sob baixa pressao
possui a caracteristica segmentada e ¢é realizada
antes da bomba cromatografica propriamente
dita, de maneira que a mistura entre os solven-
tes deve atravessar o sistema de bombeamento
antes de, efetivamente, chegar ao misturador do
sistema. Em bomba binaria de alta pressao, pelo
contrario, ocorre a confluéncia entre os solventes
impulsionados separadamente pelos dois dispo-
sitivos de bombeamento e as pequenas pulsagdes
desses dispositivos fazem com que a composi¢ao
da fase movel ndo seja perfeitamente homogénea
antes de uma adequada mistura. A Figura 1 ilus-
tra as diferencas na forma de composicio da fase
movel nos sistemas para LPG (Figura 1a) e HPG
(Figura 1b), bem como a caracteristica dessa fase

movel antes e apOs a passagem pelo misturador®®.

Maiores detalhes sobre o escopo do uso
das bombas mencionadas acima podem ser
consultados na revisdo técnica de Gratzfeld-
Huesgen®. Em aplicagdes ndo muito exigentes,
ambos os tipos de bombas (mistura de baixa ou
alta pressdo) apresentam desempenho adequado.
Todavia, com ambas, se o misturador utilizado
nao for eficiente na homogeneizagao da fase
movel, prejuizos podem ocorrer no desempenho

final da analise cromatografica.
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permissd@o de Dionex (Part of Thermo Fisher Scientific)?.

Em casos de insuficiente volume ou inefi-
ciéncia para uma adequada homogeneizagao, o
problema mais comum ¢é o aumento do ruido da
linha de base (na forma de ondulagdes, ou ripple
em inglés). Nesse caso, quanto mais sensivel for o
detector as variagdes na composicao da fase movel,
mais criticos serao os problemas com ondulagoes da
linha de base. Outro problema que pode ocorrer em
alguns casos ¢ a deterioragdo da eficiéncia cromato-

grafica. Isso pode acontecer por causa de pequenas
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llustracdo dos sistemas de bombeamento utilizados para a) LPG; e b) HPG. Adaptagéo feita com

diferengas de interagao localizadas ao longo do pico
cromatografico, em funcio das diferentes forcas de
eluicdo encontradas na fase mével, e que levam a
deformagao da banda cromatografica.

Nao menos importante do que um volume
minimo suficiente para a mistura, um volume
excessivo também apresenta detrimentos as ana-
lises em gradientes, particularmente em alguns
casos, como andlise em UHPLC e em microbore
LC-ESI-MS. Nas analises em UHPLC exploram-
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-se velocidades lineares mais altas bem como
gradientes mais ingremes, de maneira a obterem-
-se analises cromatograficas mais rapidas. Nessas
situagdes, um excessivo volume do misturador
causaria atrasos no inicio efetivo do gradiente de
solventes na coluna, bem como um tempo mais
longo para chegar-se a um equilibrio da coluna ao
término da andlise. De maneira analoga, o uso da
cromatografia em escala reduzida também exige
ajustes no volume utilizado para a mistura da
fase mdvel em questdo. A Tabela 1 apresenta uma
classificagdo para as diferentes escalas da HPLC,
e, dessas, aquela que encontra maior importan-
cia é a escala microbore, a qual ¢é extensivamente
utilizada no caso do acoplamento com a espectro-
metria de massas utilizando a interfase de eletro-
nebulizagdo (electrospray) (LC-ESI-MS). Como
o uso dessa abordagem vem se popularizando e,
muitas vezes, instrumentos ja existentes no labo-
ratorio sdo adaptados para essa técnica, faz-se
relevante destacar a importancia que ajustes sejam

feitos também no volume utilizado no misturador.

O desenvolvimento de misturadores com
volumes compativeis as novas demandas e, prin-
cipalmente, efetivos na homogeneizagao da fase
movel tem sido bastante explorado atualmente
pelos fabricantes de instrumentos para HPLC.
Ha basicamente duas abordagens para a realiza-
¢do da mistura: o uso de misturadores estaticos
ou dindmicos. Os primeiros ndo utilizam pecas
moveis e sdo mecanicamente mais simples, ape-
sar de explorarem sofisticadas tecnologias na sua
concepgao e fabricagdo, de maneira a garantir um
maximo de mistura em um menor volume. Os
misturadores dinamicos ou ativos utilizam dis-
positivos moveis de agitacdo para a obtengdo da
mistura. Muitos deles sdo constituidos por uma
camara onde ocorre a confluéncia dos solventes
a serem misturados e no interior da qual existe
uma barra ou dispositivo similar de agitagao.
Apesar de garantirem uma mistura muito efetiva,
esses agitadores apresentam maior necessidade
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de manuten¢ao, geralmente tém maior volume
total, e atualmente ndo sdo utilizados por todos os
fabricantes, particularmente em casos de UHPLC
e LC microbore. A Figura 2 ilustra o esquema de
um agitador dindmico desenvolvido em pesqui-
sas do passado para a utilizagdo em LC microbore.
No caso dos agitadores estaticos muito tem sido
feito ultimamente. Diversos fabricantes tém apre-
sentado novas alternativas para a configuracao
desses misturadores, mostrando, algumas vezes,
comparagdes entre os seus modelos e os dos
concorrentes. Dessa forma, existem no mercado
diferentes tecnologias para esses misturadores,
entre as quais se podem citar o uso de: dispositi-
vos preenchidos com microesferas de diferentes
tamanhos e materiais; dispositivos que induzem a
mistura por cisalhamento do solvente; diferentes
dispositivos microfluidicos em multiplas cama-
das; e dispositivos que combinam etapas sequen-

ciais de mistura radial e longitudinal.

Tabela 1
cromatografia liquida realizada em diferentes escalas.

Nomenclatura para classificagdo da

Classificagéo Diametro Vazéo tipica

interno (i.d.)

LC convencional  3,2-4,6 mm  0,5-2,0 mL/min
LC microbore 1,5-3,2 mm  100-500 uL/min
micro-LC (u-LC)  0,5-1,5 mm 10-00 uL/min
LC capilar (cLC)  150-500 um 1-10 puL/min
nano-LC 10-150 um  10-1000 nL/min
AN Xy
2cm

Figura 2 Esquema em corte de uma cdmara de
mistura dindmica por agitacdo com volume interno de
80 uL. Com permisséo, a partir da referéncia 4.

Scientia Chromatographica 2011; 3(4):327-338



Misturador de solventes em HPLC gradiente

2 Implicagdées do uso de volume
insuficiente para mistura

A principio pode-se questionar o porque
da necessidade de um misturador para bombas
bindrias de alta pressdao, uma vez que a jun¢ao
dos solventes em uma conexdo em T aparenta ser
suficiente. Logicamente bombas de alta pressao
sao menos criticas do que aquelas baseadas em
mistura sob baixa pressdo (as quais produzem
um fluxo segmentado de solventes); todavia, em
algumas situagdes, excessivo ruido ¢é ainda obser-
vado na linha de base. Algumas bombas podem
dispensar volumes tdo baixos quanto 20 pL ou
menos por ciclo de funcionamento, dependendo
se sdo do tipo de pistdes paralelos ou sequenciais.
Requer-se usualmente um volume de mistura
minimo equivalente ao volume dispensado em
dois ciclos da bomba para minimizar as peque-
nas diferencas na composi¢ao de cada um desses

ciclos de preenchimento. Para as bombas de baixa

©)

Santos Neto AJ

pressdo, a esse volume soma-se o fato que a fase
movel chega e atravessa a bomba em um fluxo
segmentado e mal pré-misturado, requerendo-se
um maior volume de mistura e, por conseguinte,
maiores atrasos na realizacdo de gradientes. Esse
¢ um grande motivo para alguns fabricantes nao
aconselharem a configuragdo de baixa pressao
para executar gradientes em separagdes tipicas de
LC-ESI-MS sob baixas vazoes da fase mével. Além
disso, as bombas de baixa pressio ndo sio acon-
selhadas por alguns fabricantes para gradientes
extremos, além da faixa de 5 a 95% de qualquer
um dos constituintes da fase movel®. Igualmente,
pequenas diferengas podem ocorrer na transfe-
réncia de métodos entre os dois tipos de bomba,
uma vez que as bombas binarias de alta pressao
utilizam a compressibilidade 6tima para cada um
dos solventes utilizados na mistura (organico e
aquoso), enquanto em gradiente de baixa pressao
apenas uma compressibilidade pode ser utilizada
para todos os canais do solvente.

Minutos

Minutos

Figura 3 Cromatograma ilustrando as oscilagées inadequadas causadas na linha de base por problemas na

mistura do gradiente (a), em relagéo a um cromatograma adequado (b). Adaptacéo feita com permisséo de

Dionex (Part of Thermo Fisher Scientific)®?.
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Os casos tipicos que levam ao aparecimento
de oscilagdes mais elevadas da linha de base sdo
aqueles em que os solventes da mistura apre-
sentam respostas muito diferentes no detector
utilizado (por exemplo, diferente absor¢ao no
caso de deteccdo UV). Obviamente, o maior
ruido induzido por problemas na mistura leva
a maiores valores de LD e LQ nessas situagdes.
Um trabalho de Logar e colaboradores descreve
os efeitos da mistura do eluente em HPLC gra-
diente sobre a resposta do detector de espectro-
metria de lente térmica (TLS) e do UV-Vis/.
Nesse trabalho foi feita uma comparagao entre
valores de LD obtidos em método isocratico
e em gradiente para alguns compostos. Dada
a major sensibilidade do TLS as varia¢oes da
composi¢do do solvente, o uso de gradiente
causou maior aumento dos valores de LD no
detector TLS do que no UV-Vis, demonstrando
que o primeiro sofre maior influéncia das ino-
mogeneidades da mistura. A Figura 3 ilustra
a diferenca na razao sinal/ruido em fungédo de
uma mistura inadequada dos solventes que
compde o gradiente.

Um teste simples para a verificagdo de ade-
quac¢ao da mistura pode ser feito adicionando-se
metanol na linha A do gradiente e metanol con-
tendo 0,1% de acetona na linha B, e ajustando-se
o detector UV para 260 nm. Em seguida realiza-
-se uma corrida com gradiente de 0 a 100% do
componente B da fase movel, verificando-se o
ruido obtido na linha de base. A Figura 4 ilus-
tra alguns experimentos em vazdes tipicas de LC
microbore comparando diferentes tipos de mis-

turadores.

Algumas composi¢oes de fase movel sao
mais criticas em HPLC, sabe-se que a pre-
senc¢a de acido acético e férmico, ou suas res-
pectivas bases, eleva a absor¢do da radiagdo
UV em baixos comprimentos de onda. Um

caso tipicamente conhecido e extremo é o uso
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de 4cido trifluoroacético (TFA) como aditivo
nas fases organica e aquosa. Esse aditivo, em
uma concentra¢do de 0,1% em cada solvente,
faz com que haja uma diferenca da ordem de
160 mAU (a 220 nm) entre as absorbancias
observadas na fase 100% aquosa e 100% orga-
nica (acetonitrila). Neste ultimo caso, o maior
volume possivel de mistura deve ser usado se
o objetivo principal for a obtengdo dos meno-
res limites de detec¢do em detectores espec-
trofotométricos.

¢004AU - B

N

0 8 16 24 32 40 48 56
Minutos

Figura 4 Testes de gradientes obtidos com metanol
e metanol fortificado com acetona. a) Apenas um T
misturador, b) T com tubo misturador estdtico de 80 uL,
c) T com tubo misturador de 320 ul, d) misturador
dindmico de 80 ulL, e e) T com tubo misturador estético
de 80 ulL e misturador dindmico de 80 uL. Gradiente
de 0 a 100% em 50 minutos (2%/min), vazdo de fase
mével de 50 uL/min e misturador ligado diretamente
ao detector sem o uso de coluna cromatografica. Com
permiss@o, a partir da referéncia 4.
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Uma situagdo adicional é que os volumes
inadequados de mistura, além de induzirem as
ondula¢des na linha de base, também acarre-
tam distor¢des no cromatograma. O exemplo da
Figura 5 demonstra que mesmo em separagdes
isocraticas usando a mistura dos solventes no sis-
tema, uma mistura incompleta além de elevar o
ruido da linha de base também distorce o perfil
cromatografico. Pode-se observar pelo cromato-
grama da Figura 5b que uma menor eficiéncia foi
obtida no caso da mistura inadequada, além do

ja esperado aumento no ruido da linha de base.

Por fim, conforme destacado na referéncia 2,
a propria coluna cromatografica tem a capaci-
dade de amplificar o ruido (ondulagdo) da linha
de base atribuido a problemas de mistura da fase
movel. Em experimentos em que se comparam
o uso de uma unido, em substituicdo a coluna
cromatografica, pode-se observar o efeito dessa
ampliagdo (Figura 6). Nesse caso, com o uso de
um misturador de 35 pL, as ondulagdes equiva-

Santos Neto AJ

leram a 0,26% da escala usando-se uma uniéo e
11,1% usando-se uma coluna (uma amplificagdo
de 43 vezes). No caso do uso de um misturador
com 400 pL, os ruidos foram, respectivamente,
0,03 e 1,45% da escala do detector; apesar de um
nivel mais baixo de ruido, a amplificacio é supe-

rior a 50 vezes.

Apesar de algumas aplicagdes serem criti-
cas com relagdo a uma perfeita mistura da fase
movel, em outros casos permite-se uma consi-
deravel redugao do volume de mistura. Algumas
aplicagdes em LC-MS permitem o uso de volu-
mes minimos de mistura, de maneira a possibili-

tarem-se gradientes e re-equilibrios mais rapidos.

3 Implicacdes da existéncia de
volume excessivo

Se um volume inadequadamente pequeno
de mistura pode ser um problema, por outro

lado, um volume muito grande também nao é

2
5 @ ® ©
1 3 I 0,004 AU I 0.004 AU I 0,004 AU
6
4
+ Wi
fUUUUL U e v LU
0 8 16 24 0 8 16 24 0 8 16 24
Minutos Minutos Minutos

Figura 5 Separagdo isocrdtica com metanol:dgua (70:30, v/v). Picos 1 a é: uracila, fenol, acetofenona,
nitrobenzeno, metilbenzoato e tolueno, respectivamente. a) Fase mével pré-misturada usando apenas uma
bomba; b) Metanol e dgua impulsionados por duas bombas e combinados em um misturador em T. ¢) Metanol

e dgua impulsionados por duas bombas e combinados em um misturador completo. Com permisséo, a partir

da referéncia 4.
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Figura 6 Comparagéo das oscilagdes da linha
de base com a presenca da coluna (cinza) e sem a
coluna (preto). Misturador de 35 L, solvente A: dgua/
acetonitrila 99:1 + 0,1% TFA, solvente B: acetonitrila
100% + 0,1% TFA, coluna: Dionex Acclaim RP C18,
3 um, 120 ,Z\, 250 x 3,0 mm, vazdo: 1,00 mL/min,
temperatura: 35 °C, comprimento de onda: 220 nm.
No experimento sem coluna foi utilizado um capilar
de silica fundida de 50 um, gerando uma presséo de
400 bar. Adaptagéo feita com permissdo de Dionex
(Part of Thermo Fisher Scientific)?.

desejavel na maioria das analises em gradiente.
O problema relacionado a um volume exagerado
de mistura é que esse causara atrasos na chegada
do gradiente até a coluna, podendo ainda cau-
sar significativas distorgées do gradiente, além
de prolongar o tempo de equilibrio entre as cor-
ridas. No caso de UHPLC, deseja-se um baixo
volume de mistura, para permitirem-se gradien-
tes rapidos e pequeno tempo de re-equilibrio.
Duas situacdes se destacam atualmente na ques-
tdo dos ajustes necessarios em sistemas HPLC
ndo otimizados para a compatibilizagdo com
analises em gradientes. Um dos casos relevantes
¢ a utilizacdo de colunas para andlises cromato-
graficas rapidas (por exemplo, colunas com tec-
nologia de particulas superficialmente porosas),
o outro envolve o uso de colunas microbore para
LC-ESI-MS, as quais tipicamente trabalham em
vazdes inferiores a 0,2-0,3 mL/min. Como nes-

ses casos os gradientes utilizados sdao geralmente
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rapidos e as vazdes, baixas, qualquer volume
excessivo de mistura pode causar detrimentos na
separagao.

A Figura 7 compara analises sequenciais
realizadas com um tempo de equilibrio insufi-
ciente entre as corridas, dadas as baixas vazdes
em contrapartida a um misturador com mais do
que 500 pL de volume. Nesse caso, a primeira
corrida (com coluna equilibrada) difere das
demais, tanto nos tempos de reten¢do quanto
nas eficiéncias, justamente pelo fato do solvente
ndo se re-equilibrar adequadamente no interior
da coluna antes de uma nova inje¢do de amos-
tra. Observa-se que na primeira corrida (croma-
tograma de cima) os picos sao mais estreitos e
eluem em tempos diferentes daqueles dos demais
cromatogramas abaixo, comprovando que apds a
primeira corrida a coluna ndo consegue retornar
ao seu equilibrio inicial antes da préxima inje-
¢do. Nesse caso usou-se uma coluna com tecno-
logia de particulas superficialmente porosas e
com diametro interno de 2,1 mm, para facilitar
o acoplamento LC-ESI-UV-MS, e verificou-se
que o volume do misturador era inadequado a
condicio analitica utilizada, a qual usava vazao
de 0,15 mL/min.

E 6bvio que ndo basta minimizar apenas
os volumes, fato esse que leva os fabricantes de
HPLC ao desenvolvimento constante de melho-
res tecnologias de mistura para atender os dife-
rentes volumes demandados. Faz-se importante
mencionar que nao apenas o volume do mistu-
rador pode causar atrasos nos gradientes como
também alguns injetores automaticos, os quais
utilizam grandes al¢as de amostragem que per-
manecem no caminho do solvente entre o sis-
tema de bombeamento e a coluna. Alguns desses
instrumentos permitem a configuragdo dessa
alca em modo by-pass depois de determinado
tempo de esvaziamento, fazendo com que o

gradiente ndo precise atravessa-la durante toda

Scientia Chromatographica 2011; 3(4):327-338
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Figura 7 Comparacéo entre cromatogramas obtidos por LC-ESI-UV-MS com coluna microbore (150 X 2,1 mm,
2,6 um). Injecdes sequenciais de mistura contendo 5 antibiéticos. Andlise em gradiente linear de 8 a 30% do solvente B,
retornando a 8% em intervalo de 1 minuto e mantendo-se equilibrado por mais 5 minutos, em vazéo de 0,15 mL/min.
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a analise. Em outros equipamentos nos quais a
opgao by-pass nao é configuravel, recomenda-se
a reducao do volume da al¢a de injedo para rea-
lizagao de anlises suscetiveis a atrasos indeseja-

dos do gradiente.

3.1 Como aferir e ajustar o volume
adequado para o gradiente

Diante de todo o exposto, faz-se importante
saber como estimar o tempo real de atraso da
chegada do gradiente a coluna, em fungao do
volume de mistura e dos demais dispositivos uti-
lizados. Esse atraso ¢ util no calculo do denomi-
nado GDV (do inglés, gradient delay volume), o
qual é o produto do tempo de atraso do gradiente

com a vazdo da fase movel utilizada. Conforme

100% -z500reeeoeeer
. 50%..... .
agua ou A
acetonitrila ’
+0,5% de
’ “Tempo de
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______________ 0%, yy atraso 0
0 5 10 15 20 25
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Figura 8 Determinagéo experimental do tempo de
atraso do gradiente. Adaptacdo feita com permissdo
de Dionex (Part of Thermo Fisher Scientific)?.
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Misturador de solventes em HPLC gradiente

ilustrado na Figura 8, um gradiente entre 0 e
100% do solvente B pode ser realizado em um
intervalo de 10 minutos (sendo que o solvente B
contém 0,5% de acetona em relagdo ao solvente
A). A linha de base deve ser registrada por um
detector UV em aproximadamente 260 nm e a
distancia horizontal entre o grafico do gradiente
e o dalinha de base na altura de 50% de B corres-

ponde ao tempo de atraso do gradiente.

Além do tempo de atraso no gradiente,
outro pardmetro importante ¢ a dependéncia
que o erro na concentra¢do (CE) da fase movel
apresenta em fungao da inclinagao do gradiente.
A Figura 9 demonstra que para um mesmo
tempo de atraso do gradiente ha o dobro do erro
na concentragdo quando se duplica a inclinagao

do gradiente. O erro na concentragao é:

£ rampado gradiente x volume demistura

(1)

vazdoda fasemével

A simulagao de diferentes volumes de mis-
tura demonstra claramente que um volume
excessivo causa distor¢des no gradiente devido as
dispersdes no sistema. Essas dispersdes causam
um comportamento ndo linear do gradiente em
funcao da dilui¢do exponencial que ocorre nos
extremos do gradiente. O trabalho de Powley e
colaboradores descreve como realizar uma simu-
lacdo do efeito do volume de mistura e demais

pardmetros sobre o perfil do gradiente®. Tal
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Figura 9 Determinacdo experimental do erro da concentracdo do gradiente.
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abordagem ¢ de interesse quando se trabalha com
baixas vazdes de fase mdvel e necessita-se saber os
ajustes necessarios e influéncias existentes sobre
a transferéncia de métodos. A Figura 10 ilustra
algumas simulagdes, em comparagdao a um sis-

tema tedrico com volume de mistura igual a zero.

Como pode ser observado na Figura 10, o
aumento no volume de mistura prejudica a line-
aridade da variagdo do gradiente que realmente
chega a coluna. Na simula¢ao de um volume de
400 pL de mistura, o qual causa um atraso de
2 minutos no gradiente, o erro de concentragio
¢ de 10%. Esse erro mantém-se linearmente em
10% ao longo da regido central do gradiente,
todavia, nos extremos do grafico ha uma perda
de linearidade seguindo um comportamento
exponencial. No caso da mistura em 400 pL ha

uma perda da linearidade do gradiente abaixo
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Figura 10 Simulocdo das distor¢des causadas

pela dispersédo no volume de mistura. Perfil tedrico
considerando volume zero e em comparagéo com
200 e 400 uL de volume de mistura. Gradiente entre
0 e 100% de B de 0 a 20 minutos (5%/min) e vazédo
de 0,2 mL/min.
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de aproximadamente 10% de B e acima de apro-
ximadamente 90% de B. Essas distor¢oes siao
capazes de afetar a eluicio dos compostos reti-
dos nessa faixa do gradiente e devem ser levadas
em considerac¢do nos ajustes do método e princi-
palmente na transferéncia da metodologia entre

instrumentos com volumes diferentes.

4 Consideracdes finais

A existéncia de um misturador efetivo para
a homogeneizagao da fase mével obtida em sis-
temas cromatograficos com multiplos canais de
solventes é de extrema importincia em diversas
aplicagdes, quer seja usando analise isocratica ou
em gradiente, com bomba bindria de alta pres-
sdo ou quaterndria de baixa pressdo. A influén-
cia de uma adequada mistura recai sobre o ruido
da linha de base, permitindo limites de detec¢ao
significativamente melhores para alguns detecto-

res e diversas composi¢oes de fase movel.

Um perfeito ajuste do volume utilizado
para a mistura é importante para UHPLC e
LC-ESI-MS, ndo apenas no sentido de garantir-
-se uma mistura minimamente aceitavel para a
fase mdvel como também para evitar grandes
atrasos no gradiente, os quais podem inviabilizar
o desenvolvimento de andlises rapidas, eficientes

e reprodutiveis.

Em linhas gerais, para aplicagoes de UHPLC
e LC-ESI-MS, com detectores que sofrem pouco
com as irregularidades da composi¢do do sol-
vente (Corona CAD, ELSD e MS) podem-se uti-
lizar misturadores pequenos, da ordem de 35 a
100 pL. Misturadores de tamanho intermediario
(200 a 400 pL) podem ser mais adequados para
minimizar as ondula¢des da linha de base em
detector UV-Vis, sendo que o maximo de estabi-
lidade pode ser conseguido com misturadores de
até 800 pL. Para as aplicagdes mais exigentes, tais

como aquelas envolvendo o uso de TFA e bom-
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bas com misturador de baixa pressdo, volumes
de 800 uL ou mesmo superiores a 1,5 mL podem

ser necessarios.

Em vista da discussdo apresentada, torna-
-se evidente que instrumentos convencionais
nio otimizados para UHPLC e LC-ESI-MS em
escala microbore, muito comuns nos laboratdrios
de analise, necessitam ajustes para operar ade-
quadamente em condi¢des de gradientes. Alguns
desses equipamentos podem ter misturadores
com volumes ajustaveis, mas provavelmente nao
serdo capazes de té-los reduzidos aos niveis mais
baixos desejados, a0 menos sem a aquisi¢ao de
novos misturadores com tecnologias e volumes

mais compativeis com as atuais exigéncias.
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