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Resumo

Como apresentado na edicdo de lancamento da Scientia Chromatographica, esse espaco tratara do assunto
Troubleshooting em cromatografia— o entendimento e aresolugdo dos problemas mai s comuns apresentados pel os
sistemas e métodos cromatogréficos de andlise. Nessa edicdo, uma introducéo a técnica e as estratégias de
troubleshooting em sistemas e métodos cromatograficos sera
apresentada. Na segunda parte do artigo havera a descricéo do sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com uma visdo voltada ao
entendimento e prevencéo de problemas comumente encontrados.
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Abstract

As presented in the release edition of the Scientia Chromatographica, this column will deal with
Troubleshooting in chromatography — addressing the comprehension and resol ution of the usual problems depicted
by chromatographic systems and methods of analysis. In this edition, we will present an introduction to the
concepts and strategies of the troubleshooting technique, applied for
chromatographic systems and methods. In the second part, adescription
of the high performance liquid chromatographic system will be
presented, focusing on the understanding and prevention of the most
usua problems that a chromatographist is used to deal with.

Keywords

Troubleshooting technique;
liquid chromatography; HPLC;
chromatography maintenance.

2009 | v. 1| n.2 83



Scientia Chromatographica

Como apresentado na edicdo de lancamento da
Scientia  Chromatographica, esta coluna tratard
daguilo que em inglés chama-se Troubleshooting, ou
sga, de maneira resumida, em portugués, pode-se
compreender esse termo como a identificacdo e
resolucdo de problemas em um Sistema ou processo.
Dessa forma, a abordagem de troubleshooting em
cromatografia tem o objetivo de observar, isolar e
corrigir problemas, demaneiradireta, smples, racional
e eficiente. Adiante, estratégias para a Sistematizacdo
da identificacdo e resolucdo dos problemas seréo
apresentadas, servindo de guia para a abordagem das
falhas que surgirem no decorrer do uso de um sistema
cromatogréafico ou relacionado. Pretende-se abordar as
diversas formas de cromatografia instrumental, por
exemplo, cromatografia liquida, gasosa e com fluido
supercritico, bem como os assuntos relacionados a ela
(preparo de amostras, tratamento dos dados,
acoplamento com outras técnicas). A cromatografia
liquidadedtaeficiéncia(HPLC ou CLAE paraaqueles
gue gostam do termo em portugués) esta presente como
ferramenta de andlise nos mais diversos laboratorios e,
dessaforma, serdaprimeiraareceber anossaatencao.

Para que o usuario da técnica torne-se um
profissional (cromatografista) mais capacitado e
prontamente apto para atuar na identificacdo e
resolucdo de problemas, uma compreensdo do
funcionamento de cada pate do sistema de
cromatografia € imprescindivel. Por essa razdo, nesse
primeiro artigo, havera uma discussdo relativamente
detal hada dos principios de funcionamento e operacao
de cada parte de um HPL C, bem como ser&o indicados
os problemas mai's comuns que ocorrem em cada parte.
Obviamente, seria praticamente impossivel enderecar
cada um dos eventuais problemas que podem ocorrer
em cada parte de um sistema HPL C, da mesmaforma,
uma discussdo detdhada de cada problema
reconhecido resultaria em um livro sobre resolucgo de
problemas em HPLC. Nessa coluna, tentaremos
abordar, a0 longo do tempo, 0s aspectos mais
relevantes que forem considerados pelo editor,
contando com a grande colaboragdo, sugestéo e critica
dos leitores/colegas cromatografistas. Conforme
necessario, um pouco da teoria da cromatografia sera
apresentada como subsidio para a compreensdo e
resolucdo de problemas especificos que estiverem
sendo discutidos. Acreditamos que a compreensdo dos
fundamentos bési cos da teoria e técnica da HPLC sdo
0S requisitos que juntamente com a experiéncia
adquirida habilitam um cromatografista paraatuar com
propriedade, tanto em andlises de rotina quanto nas
areas de pesquisa.
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Quando ha um problema?
O que fazer nesse caso?

Antes de adentrar a0 assunto da técnica de
HPL C, gostaria de destacar os fundamentos da técnica
de Troubleshooting. O primeiro passo para
resolvermos um problema é sabermos que estamos
diante de um. Ou sgja, precisamos da resposta para a
pergunta “Quando h4 um problema?’. Para isso,
precisamos reconhecer o funcionamento norma do
nosso equipamento, de maneira a reconhecer quando
ago de anormal vem a surgir. E prética recomendada
em qualquer laboratdrio, mesmo que ndo exigida pela
rotina, manter um caderno com anotagdes sobre o
funcionamento do equipamento. Da mesma forma, €
interessante ter um conjunto de condi¢Bes padréo de
uso, sob 0 qual se obtém determinado resultado. Por
exemplo, com uma determinada colunae ao utilizar-se
certo  método, obtém-se  um  reconhecido
cromatograma para a mistura teste, bem como o
registro de certo intervalo de presséo paraacoluna. Os
sentidos do cromatografista também sdo importantes
ferramentas no reconhecimento de problemas: ruidos
ou vibracfes anormais podem ser indicios de pecas
desgestadas, mal Iubrificadas, quebradas, mal
colocadas etc.; vazamentos ou bolhas podem ser
visuamente detectados, bem como as anormalidades
reportadas  pelo cromatograma; um  eventua
aquecimento ou liberacdo de odor caracteristico pode
indicar a ocorréncia de queima ou superaguecimento
de placas ou componentes el etronicos.

Ao reconhecer o problema, “O que fazer nesse
casn?’, primeiramente, € importante saber se ele pode
ser resolvido pelo préprio cromatografistaou sehaverda
necessidade de assisténciatécnica especiaizada. Muitos
procedimentos podem ser redizados pelo proprio
cromatografista e sfo inclusive listados e descritos nos
manuais de operacdo e manutencdo rotineira dos
equipamentos. Por outro lado, outros procedimentos
fazem parte apenas dos “manuais de servigo” restritos
aos técnicos egpecidizados e treinados paa
manutencdbes mais avangadas. O cromatografista deve
reconhecer até onde pode atuar e quando chegaahorade
pedir socorro a um profissonal habilitado para fazer a
manutencdo daguel e equipamento.

As sugestBes que serdo apresentadas nessa
coluna, serdo de cardter genérico. Apesar de
culturalmente as instrucdes de uso dificilmente serem
lidas, deve ser entendido que as sugestdes apresentadas
aqui ndo se prestam a substituir os manuais de uso e
manutencao dos equipamentos. Esses manuais contém
informagbes especificas e detdhadas paa o
equipamento, de uma determinadamarcaemodel o, em
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particular. Por exemplo, em um procedimento de
manutencdo, um manua de boa qudidade traz
diagramas com vista explodida e procedimento passo a
passo para acessar um determinado problema.

Ao efetuar modificagbes no hardware do
equipamento, tudo deve ser devidamente anotado e
sistematizado. Por exemplo, ao se suspeitar de mau
funcionamento de uma check valve, a flutuagdo de
pressdo deverd ser registrada, a vévula marcada,
trocada e ent&o a pressdo aferida e comparada com a
anteriormente registrada. Imagine a dor de cabeca
causada por ndo se marcar umacheck valve defeituosa
que foi substituida e posteriormente utiliza-la como
peca de reposicdo ao se fazer a manutencdo
preventiva de outro HPLC. O registro dos
procedimentos de manutencdo tem uma vantagem
adicional, pois servem como referéncia quando um
problema similar voltar a ocorrer.

Em tempo, é importante destacar que, apesar
de algumas pessoas associarem 0 acronimo HPLC
com “High Problem Liquid Chromatography”, um
sistema bem cuidado, com manutencdes preventivas
bem executadas e em dia, dificilmente tera problemas
de hardware complicados de serem resolvidos.

Os fundamentos da
Técnica de Troubleshooting

Dentre o0s objetivos da técnica de
troubleshooting, esto incluidos: a identificagdo dos
problemas téo logo ocorram; aprontalocalizacéo da(s)
causa(s); a solugdo rdpida do problema. E importante,
ainda, que o procedimento seja documentado para que
uma nova ocorréncia sgja mais facilmente identificada
e resolvida Como comentado anteriormente, a
observacdo cuidadosa do bom funcionamento do
equipamento € um excelente termdmetro para saber
guando ago de errado surge no sistema ou nos
resultados esperados. Essa técnica de isolamento e
solucdo de problemas baseia-se na sistematizacdo, de
maneiralogica, da busca pelo problema. As principais
estratégias adotadas seguem a seguir:

1. Uma mudanga de cada vez

A abordagem do problema deve ser feita de
maneira logica e sequencial. Cada dteracdo ou
substituicdo de componente ou peca deve ser feita
individualmente para que entdo outra possibilidade
sgja avaliada. Apesar da realizagdo de mudancas e
testesindividuais soar como umaperdadetempo, essa
€ a mehor maneira de se isolar o problema,
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reconhecendo-o e resolvendo-o. Algumas vezes, um
laboratério ndo tem tempo para tal procedimento,
nesse caso, uma revisdo completa da parte sob
suspei¢do, no sistema, € redlizada. Se o problema
realmente estiver |ocalizado naquele médul o ou parte,
provavelmente sera resolvido, porém a custa de um
dispéndio de recursos maior e sem a compreenséo do
gue realmente causou o problema. Se a causa do
problema for sistemética, ndo se saberd como
preveni-la, correndo-se o risco de haver recorréncia,
obrigando a uma nova intervengd. Um exemplo
cléssico é atroca da coluna ou pré-coluna quando se
apresenta um aumento de pressdo no sistema de LC.
Nem sempre essa é aestratégiaque surte efeitoendo é
a maneira mais eficiente de iniciar os testes de
troubleshooting. O isolamento da linha do solvente,
ponto a ponto e sequencial, entre a bomba e o
detector, poderia rapidamente resolver o problema.
Um filtro entupido ap6s a bomba, ou mesmo uma
vélvula de injec8o parcialmente obstruida poderiam
ser a causa do problema, evitando a substituicdo
desnecessaria de uma coluna ou pré-coluna.

2. Confirme a presenca do
problema e a sua solugio

Ao deparar com um problema, é importante
gue este sgja confirmado por uma segunda injecéo,
antes que mudancgas no método ou sistemacomecem a
ser feitas na busca pela sua causa. As vezes, um
artefato cromatografico causado por uma bolha de ar
esporédica pode levar a caga pelo problema, quando
ele ndo mais esta presente. Da mesma forma, é
importante confirmar se a mudanca feita no sistema
ou método, ao se abordar um problema, é realmente
efetiva, antes de se partir para um novo teste. Um
exemplo que leva muitos cromatografistas em busca
de problemas no método, preparo de amostras ou
solugbes de padrbes € o aparecimento de picos
inesperados em corridas cromatogréficas com
gradiente. Algumas vezes, esse(s) pico(s) pode(m) ser
decorrentes de contaminante(s) presentes na agua ou
solventes orgénicos utilizados, e ndo aparece(m) em
separacOes isocréticas. No uso de gradiente, um
contaminante pode ser pré-concentrado no inicio da
corrida cromatogréfica, quando a fase moével ndo tem
forca suficiente para elui-lo, e entdo, ao se iniciar a
rampa do gradiente, ele serd eluido na forma de um
pico cromatografico inesperado. Paraobservar-se que
o problema ndo é diretamente relacionado com o
método aplicado as amostras ou padrdes, bastaria
teste com uma corrida cromatogréfica em que néo se
faz injecdo alguma.
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3. Substitua a parte sob suspei¢io
por outra reconhecidamente boa

Um teste rgpido e eficiente de ser feito em
laboratérios com mais de um equipamento (ou com
pecas de reposicdo disponivels) é a substituicdo de
parte ou médul o por outro que sabidamente apresenta
bom funcionamento. A trocade um detector, em casos
de problemas com alinhade base, por exemplo, éuma
boa forma de indicar se o problema reside naquela
parte do sistema. Para essa estratégia, teriainimeros
exemplos pessoais interessantes, que ao longo do
tempo, nessa coluna, serdo abordados. Uma extenséo
dessa estratégia é a devolugdo da parte substituida
guando essa mudanca ndo resultar na resolucéo do
problema. Digamos que a parte substituida seja uma
check valve ou lampada do detector. A parte usada
deveraser retornada, paraevitar um acimulo de pegas
ou partes que ainda ndo esgotaram a sua vida Util.
Excecdes para esse caso 30 as partes que apresentam
dano irreparavel quando sdo substituidas (por
exemplo, aguns selos) ou partes que ja se
aproximavam do momento da substituicdo em
procedimentos de manutencdo preventiva.

4. Tenha condicoes de referéncia

Como mencionado anteriormente, tenha
referéncias para saber se o desempenho do LC esta
adequado. Por exemplo, uma mistura teste conhecida
€ geralmente adequada para avaliar se uma coluna
esta funcionando apropriadamente ou se apresenta
problemas em sua eficiéncia de separacéo.

5. Mantenha anotag¢des

Conforme recomendado anteriormente, as
anotagdes dos procedimentos de troubleshooting
funcionam como referéncia para problemas que
possam surgir posteriormente. Recomendamos dois
tipos de anotagcdo: anotagdes no formato de um
relatorio simplificado de troubleshooting, em que os
testesrealizados e suas observacOes sdo indicadas, até
gue o problema sgja resolvido (sugere-se 0 esquema:
sintoma, causa e solucdo, para esse tipo de anotacéo);
anotagdes temporérias para cada mudanca executada.
As anotacGes no formato de relatorio servem de
referéncia para todos os cromatografistas do
laboratério/empresa, agilizando os procedimentos
futuros. O objetivo desse Ultimo tipo de anotacdo é
manter controle sobre as mudancgas que estdo sendo
feitas em cada passo do procedimento de verificacdo
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do problema. Por exemplo, as pressdes devem ser
anotadas a0 se diminar cada pate da linha
cromatogréfica, entre a bomba e o detector, a0 se
buscar acausade um problemade elevacdo dapresséo
no sistema cromatogréfico.

6. Preveja as falhas e atue
antecipadamente na manutengio

Algumas pessoas tém a impresséo de que a
manutencdo preventiva € perda de dinheiro, pois
antecipa a troca de pegas que poderiam durar um
tempo amais. Esse pensamento é certamentefalho em
laboratorios de rotina/prestacdo de servigos, e muitas
vezes também em laboratérios de pesquisa
Primeiramente, a0 se adotar a técnica de
troubleshooting, asfalhas no sistematornam-se muito
mais previsivels. Além disso, a prépria rotina de
manutencdo sugerida pelo fabricante do equipamento
€ um indicativo dos pontos que mais merecem
atencdo. O esguema de manutencdo para o
equipamento pode ser baseado no tempo de uso deum
determinado componente, ou em outro indicativo
qualquer (por exemplo, relagdo sinal/ruido
apresentado pelo cromatograma de um padréo
analitico, reducéo naenergiadalampada, elevacao do
interval o deflutuacdo dapressdo dasbombasetc.). Ao
se estabel ecer a manutencg&o preventiva, ela pode ser
agendada para um periodo mais adequado dentro de
uma faixa de aertalindicativa de manutengo. Esse
ultimo aspecto é o que faz a diferenca nos custos
finais desse procedimento. Imagine um projeto em
execucdo, o qual envolva a andlise de centenas ou
milhares de amostras. Uma falha no decorrer do
projeto, exigindo a manutencéo imediata do sistema,
poderia implicar na perda dos resultados até entéo
processados, causando prejuizo muito maior do que
0S gastos com a manutencdo preventiva que teria
evitado o problema. Em JUltima ingténcia, a
manutencdo preventiva também evita gastos
adicionais desnecessarios, decorrentes de falhas
secundarias ocasionadas pela fata de manutengao.
Por exemplo, pedacosde um rotor (pecado interior de
uma vévula injetora) desgastado poderiam ser
arrastados pela fase mével e causar o entupimento de
uma coluna; ou o vazamento de fase mével por um
selo desgastado poderia comprometer o sistema
eletronico de um cromatografo. Felizmente, existem
outros meios de prevenir esses problemas, mas a
melhor maneirade se evitar “ doresde cabega’ aindaé
amanutencdo preventiva.
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7. Cuidado com as solu¢des tampao

De t&o importante e recorrente, resolvemos dar
atencdo aum caso concreto nesse Ultimo item. O uso de
solugBes tampdo ou contendo eletrdlitos (nem sempre a
solugdo preparada € um “tampao” — revejam o conceito
de tampdo antes de reportarem 0 uso de um em seus
métodos...) € muito comum, especidmente em
cromatografia em fase reversa e de troca ibnica. A
remocao da solucdo tampdo do sistema, quando fora de
Uso, ou natroca por outro método, ndo deixa de ser um
item preventivo. Algumas dessas solugbes podem
causar corrosdo, dirasio ou mesmo cristalizagdo
(levando ao bloqueio daslinhas). Outra preocupacéo € o
desenvolvimento de microrganismos devido a solugdes
tampdo em condigdes fisoldgicas, acarretando
problemas secundérios. A regra nesse caso € aremogao
da solucdo tampé&o, do sistema e da coluna, quando fora
de uso. A solucdo ided para esse procedimento deve
conter uma composi¢do sSmilar aquela da fase mével,
substituindo a solugdo tampéo por agua pura. Deve-se
evitar a lavagem do sistema e coluna, previamente
usados com solugdes sdinas, diretamente com 100% de
solvente orgdnico (principdmente se este for
acetonitrila). Um procedimento desse tipo pode levar a
precipitacdo do sal, causando problemas desde abomba
até o detector. Um Ultimo cuidado a0 sedeixar o sstema
cromatogréfico parado é evitar o preenchimento das
tubulacBes com agua pura O emprego de &gua nas
tubulagbes também permite o desenvolvimento de
micro-organismaos, 0S quais requererdo um extensivo
procedimento de limpeza e substituicBes de pegas, caso
venha a acontecer. Uma forma smples e segura de
acondicionar o sstema € a utilizagdo de uma mistura
aguoso-acodlica nas tubulagdes e linhas do sistema;
uma solugdo contendo mais do que 20% de metanol jaé
adequada para prevenir esse problema.

Alégica da Técnica de Troubleshooting

na localizagao do problema

O uso de procedimentos 6gicos na resolucao
de problemas é a chave do troubleshooting. Algumas
falhas, como 0 vazamento de uma conexao, sdo faceis
de localizar e corrigir. Por outro lado, distor¢es nos
picos cromatograficos podem ser causadas por
diversas razfes, necessitando-se de procedimentos
mai s cuidadosos para o isolamento do problema. Para
os problemas que ndo sdo de dbvia solugdo, uma
abordagem sistemética é importante para que se
chegue ao isolamento e correcéo do real causador do
fato por meio de um caminho mais curto do que a
simples procura aleatéria pela causa do problema.
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A. Examine todo o sistema

A primeira etapa ao deparar com um problema
é fazer uma varredura rgpida de todo o sistema
(hardware e método). Inicie a observacdo do
reservatorio dafase mével, seguindo até o descarte do
detector, verificando se ha alguma causa 6bvia que
possa ser identificada visualmente ou que possa ser
inferida devido as caracteristicas do método. Procure
por vazamentos, bolhas, trocas nas linhas das fases
moveis, excesso de pressdo, falta de controle de
temperatura, rack de vials mal posicionado, vials com
volume insuficiente, equivoco na selegdo da coluna
etc. Comrelacdo ao método observe 0 uso equivocado
de um método errado, ou fahas na digitacdo da
propor¢éo ou vazdo da fase movel, limites ajustados
paraas pressoes (inferior e superior), erro no gustedo
comprimento de ondado detector ou nas condi¢des de
deteccdo paraoutrostipos de detectores. Esse deve ser
um procedimento rapido, porém muitas falhas do
sistema ou do operador sdo, felizmente, solucionadas
diretamente nessa primeira avaliac&o.

B. Observe as alteragdes que foram
feitas no sistema ou método

Se a fadha ou problema ndo for localizado
seguindo o item anterior, determine as mudangas
realizadas no sistema ou método e que podem ter dado
causa ao fato. Por exemplo, houve algum procedimento
de manutengéo, houve a reposi¢céo de alguma parte ou
modulo do sistema, houve mudanca no método,
trocou-se a fase mével, ou injetou-se aguma amostra
incomum? Nesse item asugestdo de manter-se o registro
das dteracbes e procedimentos redlizados no sstema €
muito Util. As mudancas redlizadas, sob uma andlise
cuidadosa, podem indicar a causa do problema surgido
no sistema. Mesmo que essas mudancgas ndo indiquem a
causa do problema, o seu conhecimento pode gjudar na
posterior investigacdo do caso.

C. Teste as condigoes de referéncia

Para problemas que causam mudangas no
perfil cromatogréfico, a injecdo de uma mistura de
referéncia pode solucionar o problema. Dessa forma,
pode-serelacionar o problemacom umacaracteristica
da amostra ou do sistema. Se o cromatograma de
referéncia estd adequado, o0 problema esta
relacionado, de algumaforma, com os procedimentos
dependentes da amostra. Por exemplo, a injecdo de
padr&es diluidos em 100% de solvente organico, pode
apresentar picos duplos ou com ombros; umainjecéo
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de solucdo-teste previamente conhecida, e nessas
condicbes  conhecidas, resultasdd em  um
cromatograma adequado, indicando que a causa dos
picos andmal os esta rel acionada a amostra, € ndo com
0 sistema cromatogréafico/coluna. Porém, se ambos os
cromatogramas  apresentam-se  inadequados, algo
relacionado ao sistema cromatografico esta causando
0 problema. Nesse caso, focalize a atencdo na
localizag&o, passo a passo, da causa do problema

Essa discussdo apresentada acerca da técnica
detroubleshooting deve ser usada em conjunto com o
entendimento das fontes/causas de problemas que
podem ocorrer em um sSistema ou método
cromatogréafico. A discussao pontua do entendimento
e resolucdo desses problemas especificos em
cromatografia serd 0 tema mais recorrente nessa
coluna, todavia entendemos que 0 seu emprego, se
baseado nastécnicas e estratégias apresentadas acima,
tornard o sucesso mais facilmente alcancavel. Em
adicdo a essa coluna, muitos manuais de
equipamentos apresentam uma descricdo dos
problemas mais comuns e suas possiveis causas e
solucdes. Além disso, alguns catalogos de empresas
especializadas em suprimentos para cromatografia
apresentam listas resumidas de troubleshooting em
suas especialidades. Alguns livros em inglés também
apresentam uma discussdo mais ampla sobre o
assunto.? Em sintese, siga 0s seguintes passos.
mantenha anotagdes sobre o0s procedimentos
realizados no sistema cromatografico, amostras
injetadas no sistema e na coluna cromatografica;
guando estiver em busca da solugdo de um problema
no sistema cromatografico, faga apenas umamudanca
de cada vez; se a mudanga n&o resolver o problema,
via de regra, retorne a configuracdo original; rotule
(como pegas usadas) ou descarte as pecas
substituidas, e identifique a posicéo correta quando
forem removidas temporariamente para algum teste;
quando o problema for corrigido e a causa
identificada, crie uma peguena nota no caderno de
troubleshooting relacionando sintoma, causa e
solucdo; requisite pecas em substituicdo as pecas do
estoque de manutencdo que forem usadas, trogque
informagBes com seus colegas de laboratério ou
grupos de discussdo, fagca buscas nos registros do
caderno de troubleshooting do equipamento e
consulte a literatura, geramente outras pessoas ja
passaram pel os problemas que vocé esta encontrando
no momento; ao reconhecer um problema, faca uma
varredura em busca da causa, mas ndo se afaste das
regras de troubleshooting; ndo se esqueca de injetar
solucdes ou testes anteriores que permitam comparar
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com um cromatograma de referéncia (idealmente
registrado nos cadernos de controle referentes ao
equipamento ou a coluna); se necessario, oMo
estratégia para isolamento do problema, substitua
modulos ou partes destes, por equivaentes
provenientes de equi pamentos que estéo em adequado
funcionamento.

Como a compreensio do
funcionamento do sistema de HPLC
pode ajudar na solugio dos problemas?

A solugdo de problemas envolvendo
cromatografia € mais bem executada quando se
compreende o funcionamento do dstema
cromatogréafico e os principios que regem a separagao.
Como visto anteriormente, 0 sistema cromatografico, 0
cromatograma, ou ambos, indican quando um
problema surge. Da mesma forma, a solu¢do do
problema é obtida por meio da investigagcdo dos
indicios apresentado pelo sistema ou cromatograma.
Obviamente, um conhecimento sobre o sistema e sobre
a teoria por trés da separacdo cromatogréfica é
imprescindivel. Do contrério, qualquer mudanga feita
no sistema, em busca de solucéo para o problema, ndo
pass’¥a de mero procedimento, infundado, de
“tentativaeerro”, levando aperdadetempo edinheiro.
Nessa parte do artigo, trataremos de fazer uma
apresentacdo sobre cada parte que geramente esta
presente em um sistema de HPLC, apresentando
informagBes necessarias para uma boa compreensdo
dos procedimentos de troubleshooting. Uma visdo
ainda mais detalhada da instrumentacdo em HPLC
pode ser obtida na referéncia 1 ou em outros livros
especializados.

Para aquel es que ndo estdo familiarizados com
muitas marcas e modelos de cromatografos liquidos,
existem basicamente doi stipos de sistemas, quanto ao
arranjo. Ha sistema modulares, que podem ser
identificados pela presenca de madul os distintos para
as bombas, desgaseificador, injetor, compartimento
para a coluna, detectores etc.; e ha sistemas
compactos ou monoblocos. Os primeiros geralmente
apresentam maior versatilidade de configuragdo e
podem sofrer atualizagbesincrementos mais
facilmente, dependendo da configuragéo, ocupam um
espaco maior que 0s equi pamentos monoblocos e séo
caracterizados pelo empilhamento dos médulos. Os
ultimos costumam ser vendidos para finalidades mais
especificas etem atualizacdo (upgrade) relativamente
mais dificil, estes encontram boa aplicacdo em
laboratorios com rotina bem definida. Em ambos os
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tipos de equipamento os componentes/partes s&o
praticamente 0s mesmo, mudando apenas o tipo de
integracdo/agrupamento entre eles.

Um  trabalho  envolvendo  separacéo
cromatogréfica por HPLC comega antes mesmo de
chegar-se a frente do equipamento. A escolha de
solventes organicos adequados (geralmente descritos
como grau HPLC), de &gua ultrapurificada e de
reagentes com alto grau de pureza, € imprescindivel,
especiamente nos casos de andlise em gradiente. No
preparo dafase movel afiltracdo de solugdesobtidasa
partir da solubilizagdo de solutos solidos (geralmente
solugdes tampdo) € necessaria para evitar que
materiais particulados sgjam introduzidos no sistema
cromatogréfico (membranas de 0,22 ou 0,45 um,
compativeis com a fase mével, sdo adequadas a esse
procedimento). Além disso, caso o cromatégrafo ndo
possua sistema de desgaseificacdo integrado, esse
procedimento deve ser executado antes dafase movel
ser introduzida no sistema.

A aspersdo de um gés inerte (geramente hélio)
na fase mével é um dos méodos mais eficientes para
remocdo dos gases dissolvidos na SJOIuc;éo.1 Alguns
equipamentos possuem inclusve um sistema de
apersio de hédlio integrado. Mais préticos e
popul arizados atual mente sdo os sistemas online avacuo
integrados a0 cromatdgrafo e que se bassian em
membranas semipermeavels ao gés (Fig. 1). Problemas
relacionados a uma insuficiente desgaseificacdo séo
mais comuns do que se pode imaginar. A tolernciaaos
gasss na fase movel va depender sobretudo da
sensibilidade da bomba e do detector. O aparecimento
de bolhas é mais critico em misturas organico-aquosas
(geralmente acetonitrila-dgua ou metanol-agua, em fase
reversa, por exemplo), pois a solubilidade dos gases
nesse tipo de mistura € menor do que nas solugdes
orgéanica e aguosa separadas. Com esse tipo de mistura
podem persistir bolhas nafase mével apds apurgapelos
desgaseificadores online. Em razéo do tamanho das
bolhas formadas, adgumas delas podem ndo ser
completamente permeadas pelo desgaseficador a
vacuo. Nesse caso, uma solugdo smples é a sonicagdo
dafase méve por 5a10 minutos, antesdaintroducéo no
sistema cromatogréfico. Apesar da sonicagdo, por S S0,
ndo ser um método de desgaseificacdo tdo eficiente
quanto a aspersao de hélio ou a aplicacdo de vacuo, da
serve para a rdpida remogdo do excesso de gas
insolubilizado no momento da mistura entre o solvente
aguoso e 0 organico, auxiliando aetapaonline posterior.
A filtracdo a vécuo dessa mistura, por membrana
filtrante, dgumas vezes também resolve o problemado
excesso de bolhas de gés.
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Figura 1. Desgaseificador online a vacuo, o solvente entra
no sistema por uma das portas, passa por fina tubulacéo
composta por membrana semipermeavel aos gases e sai do
sistema em direcdo a bomba ou vévula seletora do
gradiente de baixa pressdo.

Asfases méves sfo geralmente acondicionas em
frascos de vidro apropriados (Fig. 2) e colocadas em
compartimento adequado, sobre o cromatégrafo. Caso
ndo hga compartimento adequado (geramente suprido
com o cromatégrafo), recomenda-se 0 emprego de uma
bacia retangular que se adapte sobre 0 equipamento. A
colocacéo de frascos diretamente sobre o equipamento
pode levar a acidentes, ocasionando o derramamento de
liquido sobre componentes sensiveis do equipamento. Os
frascos devem ser tampados para evitar a entrada de
materid particulado e a contaminagéo, bem como evitar a
evgporacdo de solventes. Alguns frascos comerciais
possuem tampas com filtros de ar, porém essas tampas
podem ser facilmente adaptaedas no laboratorio. Através
da tampa deve exidir orificio para a entrada do tubo
coletor da fase mévd, e em caso de sistema de aspersio
de hdlio, também para esse. Na entrada do tubo coletor é
comum autilizacdo de um filtro de 10 um (gerdmente de
aco inoxidavel 316 ou palietileno de dtissmadensidade),
enquanto nasaida do tubo de aspersfo de hélio usa=seum
“filtro” de 2 um paraa dispersdo do gés (Fig. 3).

@

r

Figura 2. Exemplo de frasco para acondicionamento da
fase movel.

_l’"/'
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Figura 3. Exemplos de filtros de admisséo de fase mével.

Na maior parte das bombas, a troca de
solventes pode ser feita por um processo de purga,
comandada por meio de software ou no painel da
prépria bomba cromatogréafica. Esse procedimento
faz com que a fase movel passe através do tubo de
entrada (geraimente um tubo de Teflon® —
politetrafluoroetileno — de 1/8"), pelo sistema de
desgaseificacdo online, se presente, fluindo até a
bomba cromatografica e sendo desviado, pelavavula
de purga, para o descarte. Esse procedimento também
pode ser feito manualmente por meio de aspiracéo
com uma seringa comum, adaptada na saida da
vélvula de purga. Geramente esse procedimento &
necessario e recomendado quando o tubo de entrada e
abomba encontram-se sem fase mével. A néo ser que
a bomba sgja extremamente robusta, a suc¢cdo de
grande volume de ar pelo tubo de entrada impede a
bomba de redlizar a purga automatica da fase mével,
reguerendo a purgamanual. Apesar de esse problema
ser defécil observagdo, jafoi testemunhada, inlmeras
vezes, essa ocorréncia em laboratérios. Geralmente,
esse problema ocorre pela falta de constatagéo, pelo
operador, de que o tubo de entrada esta seco. Nesse
caso, 0 operador solicita uma purga automatica e ndo
observa se a fase mével esta fluindo pelo tubo de
entrada até o descarte. Apds esse procedimento de
purga, o operador tenta estabelecer um fluxo de fase
movel pela coluna, mas constata que ndo ha elevacéo
da pressdo (no caso de utilizar fase mével composta
por apenas um tipo de solvente) ou que ha
instabilidade da pressdo, com repetidas quedas
bruscas, (geralmente no caso de utilizagdo de fase
movel bindria, tern&ia ou quaternaria). Um
procedimento prédtico para constatar 0 hbom
funcionamento das bombas é permitir aentradade um
pequenino segmento de ar através do filtro de entrada
no inicio da purga e acompanhar o seu caminhar pelo
tubo até ser eliminado pelo desgaseificador ou ser
remetido ao descarte pela vavula de purga.

Apesar de existirem outros tipos de bomba, as
mais utilizadas atualmente sdo aquelas baseadas na
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combinacdo de dois pistdes reciprocantes (em série
(tandem) ou em paraelo). Em ambas as bombas o
funcionamento do pist&o € o mesmo. Movido por um
sistema mecéanico controlado eletronicamente, o
pistdo exerce um movimento ciclico de avanco e
recuo promovendo o enchimento e esvaziamento da
sua cdmara. Para a vedacdo do espaco existente entre
a parede da cémara e o pistdo, utiliza-se um selo de
material elastomérico. Esse selo, para melhor
vedacdo, possui uma mola no seu interior (Fig. 4). A
diferenca entre as duas bombas esta no tamanho dos
pistdes, no caminho feito pelo solvente e no nimero
de check valves. Primeiramente, check valves so
vélvulasderetencdo, ou sgja, vavulasque permitemo
fluxo de solventes em apenas um sentido.
Basicamente sdo vévulas, ativas ou passivas, com
umaou mais esferas em seu interior, e que bloqueiam
a passagem da fase mével quando esta é pressionada
no sentido contrario ao fluxo permitido. Na bomba
com dois pistdes reciprocantes em paralelo, paracada
pistéo ha duas check valves uma de entrada e outrade
saida. Bem como os pistbes, as check valves
funcionam alternadamente. Enquanto um pistéo
impulsiona afase mével dasuacamaraparao sistema
cromatogréfico, tendo a check valve de saida abertae
a de entrada fechada; o outro admite a fase movel,
proveniente do reservatorio, em sua camara, tendo a
vélvula de entrada aberta e a de saida fechada. Ao
chegar ao fim dos seus cursos, os pistées e asvalvulas
invertem 0s seus papéis, garantindo um
impulsionamento quase continuo dafase mével parao
sistema. A Figura 5 esquematiza esse tipo de bomba.
Nas bombas com pistdes em série haapenasum par de
check valves |ocalizadas na entrada e saida da céBmara
do primeiro pistdo. Esse primeiro pistédo geralmente
tem o dobro do volume do segundo. Na primeira
metade do ciclo, esse primeiro pistéo impulsiona a
fase mével do interior da cAmara para 0 sistema
cromatogréfico, tendo avédvulade saidaabertaeade
entrada fechada. Todavia, metade do volume da fase
movel impulsionada, em vez de ser direcionada ao
sistema cromatografico, ocupa-se de preencher o
espaco de admissdo gerado pelo segundo pistdo da
série. Ao fim da primeira metade do ciclo de
funcionamento, a cadmara do segundo pistdo esta
completamente cheia e a do primeiro, vazia, nesse
momento ocorre a inversdo dos movimentos e das
check valves. O primeiro, pistdo iniciaa admissdo de
nova fase movel, proveniente do reservatorio,
enquanto o0 segundo pistdo incumbe-se de
impulsionar afase mével contidaem suacémara para
o restante do sistema. A Figura 6 ilustra esse tipo de
bomba.

www.scientiachromatographica.com



Scientia Chromatographica

Figura 4. Exemplos de selo de vedag8o (vista ampliada) e
pistdes de safira, usados em bombas de HPLC.
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Figura 5. Esquema de bomba do tipo reciprocante de duplo pistéo em parde o. Figura cedida como cortesa pelo Dr.

Lincoln F. M. Coutinho®,
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Figura 6. Esquema de bomba do tipo reciprocante de duplo pistdo em série. Figura cedida como cortesia pelo Dr.

Lincoln F. M. Coutinho®.
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As bombas de pistdes serials s8o mais baratas e
robustas do que aquelas de pistbes em paraelo, no
entanto, tem inferior qualidade na aimentagdo do
solvente. Geralmente sob um mesmo regime de vazéo, a
pulsacdo das bombas com pistées em paralelo é menor
do que aquela das bombas serias. Em vazdes
convencionais, superiores a 1,0 mL/min, geralmente as
duas bombas gpresentam desempenhos bastante
satisfatorios. Para vazfes mais baixas, recomenda-se 0
emprego de bombas com pistées em paraelo, umavez
que possuem um inferior limite de trabalho, com menor
nivel de pulsacéo, esse € 0 caso comum de sistemas
HPLC que alimentam espectrémetros de massas com
interfaces do tipo dectrospray. A manutencdo e 0s
problemas mais comuns em uma bomba de HPLC
envolvem os selos e as check valves. Ambos tém uma
vida Util eimplicam na estabilidade da pressdo exercida
pelabomba. Enquanto os sel os podem apresentar falhas
estruturals e gerar vazamentos, as check valves podem
apresentar  dificuldade na abertura e fechamento,
também perturbando a pressdo e vazdo da fase mével.
Osmaiores cuidados exigidos por partesdabomba
envolvem a limpeza, quanto a materiais particulados
presentes nafase mével. A cristdizacdo dos sais de uma
solugdo tampéo pode levar a0 desgaste (ranhuras) do
sdo, a travamentos e desgaste da check valve e, em
Ultima ingtancia, a quebra dos pistées e danos em sua
camara. Algumas bombas apresentam uma segunda
camara, posterior acamarade admissdo dafasemével, a
qua permite a lavagem do corpo do pistéo. Ela é de
especia uso quando se faz 0 emprego continuo de
solugBes tampéo em atas concentragdes. Recomenda-se
autilizag&o de solucdo aquosa contendo entre 10 € 20 %
de metanal para evitar, por um lado, a cristalizacéo dos
sai's no solvente orgénico, e por outro o crescimento de
microorganismos. O principad sintoma indicativo de
problemas com selos é a incapacidade de manter a
pressdo no interior da bomba. Como isso se dacom o
vazamento dafase mével, dependendo do caso pode-se
observar ese vazamento. Os problemas com selos
costumam ser resolvidos com a sua subdtituicdo, €
importante escolher o tipo de sdlo adequado a fase
movel que se utiliza no sitema. No caso das check
valves, também h& manifestaco de instabilidade na
pressdo. Com um exame detalhado € possivel identificar
qual a vévula problemética e proceder com o seu
conserto ou subgtituicdo. As check valves em caso de
mau funcionamento, agumas vezes, podem ser
recuperadas por meio da lavagem em banho de
ultrassom. Geralmente utiliza-se primeiramente agua
(podendo estar acidificada com &cido nitrico), uma
segunda lavagem com &gua pura, no caso da lavagem
com &cido, e posteriormente um solvente orgéanico
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(metanol ou acetonitrila). Um cuidado adiciona é a
montagem correta das check valves, evitando-se a sua
inversdo ou troca entre as portas de entrada e saida.
Geramente, na saida da bomba encontra-se mais um
filtro, convém observar se ha obstrucdo dele,
principamente quando um problema de eevacdo de
pressfo ocorrer exclusivamente em uma das bombas do
sstema. Esse tipo de entupimento costuma decorrer da
falta de manutencéo do sistema de vedacdo da vdvula
de purga, 0 materid elastomérico de vedacdo pode
fragmentar-se e obstruir o primeiro obstaculo & sua
passagem, no caso, o filtro de saida da bomba. Outras
manutencdes requeridas pelas bombas sdo de mais
longo prazo e podem envolver a subgtituicéo de pistdes
ou diafragmas, e a limpeza e Iubrificacdo da parte
mecani cado acionamento dos pistdes. A substituicdo de
pistbes e diafragmas pode constar dos manuais de
manutencdo do usuario, enquanto geralmente alimpeza
elubrificacdo das partes mecanicas requerem a abertura
da bomba e costumam ser feitas por técnico
especidizado ou com maiores  conhecimentos.
Eventualmente sensores eetrénicos da posicdo dos
pistdes podem falhar egerar problemasdificeisde serem
detectados sob uma primeira inspecdo. Nesse caso, a
edtratégia de substituicdo dos componentes funciona
muito bem parao isolamento do problema. Paramaiores
detd hes sobre o funcionamento e partes dos diferentes
tiposdebombas, sugerimosumaconsultaareferéncia3,
aqual pode ser obtida pela web.

Ainda sobre o sstema de bombeamento dos
solventes, alguns realizam separactes baseadas em fase
mabvel com composicao invariavel, ou sga, separacies
chamadas isocréticas. Enquanto outros utilizam de
gradientesentre diferentesfasesmoéveis, as quais podem
ser bindrias, tern&ias ou quatern&ias. Os sistemas
isocrati cos dependem de apenas umabomba e amistura
adequada para a fase movel pode ser feita diretamente
no recipiente de fase mével. E evidente que sistemas
para gradiente podem também fazer uma mistura
isocréticaapropriada. Os sistemas paragradiente podem
ser de dois tipos (baixa e dta pressfo), e seu
entendimento € importante para a compreensio de
problemas que podem ocorrer. Nos sistemas de baixa
pressfo, apenas uma bomba é utilizada, porém esta é
precedida por uma vavula sdetora de fase movel
(compostapor vavulas solenoides). A composi¢éo final
da fase movel é obtida pela segmentacdo proporciona
dos diferentes solventes, os quais passam pelabomba e
tem o término da homogeneizacdo redizada por um
misturador. O gradiente € controlado pelo sstema
eletrénico, o qua calcula os tempos que cada uma das
vélvulas solenoides ficam abertas, permitindo que a
correta propor¢do da mistura sgja obtida. Os sistemas
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com gradiente de alta pressio possuem uma bomba para
cada uma das fases moveis misturadas. A proporcéo
entre os solvente € gjustada pelafragéo davazéo de cada
bomba que constitui avazéo totdl utilizada. As saidasde
cadauma das bombas confluem paraum misturador que
homogeneiza a fase mével que é destinada para o
restante do sistema. Os sistemas com gradientes debaixa
pressdo sdo mais baratos, uma vez que utilizam apenas
uma bomba e um seletor de solventes, em contraste com
o gradiente de ata pressdo que precisa de uma bomba
para cada solvente damistura. Por outro lado, aplicacdes
gue necessitem de vazdes mais baixas e que sggam muito
sensivels a inomogeneidades da fase moével ndo
apresentam bons resultados com gradiente de baixa
pressdo. Sob baixas vazdes, causa atrasos no gradiente
(em razéo do volume morto do sistema) podendo
inviabilizar a separacdo e sua repetibilidade, e, dém
disso, ainsuficiente homogeneizag&o causa aumento no
ruido dalinhade base do cromatograma. Em sistemasde
baixa pressdo, uma egtimativa do volume morto do
cromatégrafo deve estar bem claraparaevitar problemas
de selegéo incorreta das condigBes do gradiente. Muitas
vezes, gradientes com colunas de 2,1 mm de didmetro
interno, sob vazdo de aproximadamente 0,2 ml/min,
acopl adas a espectrémetros de massas com detecgdo por
electrospray sdo incompativeis com sistemas de baixa
pressdo. Um cuidado adicional com o gradiente de baixa
pressao € a correta desgaseificacdo dafase mével, como
a mistura inicia-se ainda sob baixa pressdo, eventuais
bolhas de gas podem ser formadas pela menor
solubilidade dos gases na mistura organico-aquosa, em
relacdo aos solventes ndo misturados. Uma valvula
sdletora de solventes composta por quatro vavulas
solenoides é representadana Figura 7.

[

Figura 7. Exemplo de valvula para selecéo de solventes em
gradiente de baixa pressdo.
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Apbs o sistema de pressurizacdo da fase
movel, encontra-se, nos sistemas capazes de elaborar
gradientes, um misturador. Esse misturador costuma
ter um volume de mistura regulavel que deve ser
gjustado de acordo com as caracteristicas de uso do
sissema. Um exemplo de guste inadequado é a
selecdo do maior volume de mistura para analises sob
gradiente em vazdes reduzidas. Atrasos superiores a
dez minutos podem ser constatados dependendo da
combinagcdo inadequada que for redlizada,
especialmente em sistemas com gradiente de baixa
pressao.

A fasemovel, apos deixar acamarade mistura,
€ destinada ao sistema de injecdo. Convém ressaltar
guetodaalinhadafase mével, apés abomba, deve ser
resistente as pressdes utilizadas para a obtencdo de
adequada vazéo pela coluna cromatogréafica. Além
disso, os di@metros internos desses tubos devem ser
adequados as vaz0des utilizadas. Tubos com diametro
interno muito reduzido levam a um desnecessario
aumento de pressdo, além de maiores riscos de
entupimento. Por outro lado, um diédmetro interno
relativamente exagerado causa atraso do gradiente e,
se depois do sistema de injecdo, aargamento
indesejado dos picos cromatogréficos. Os tubos mais
empregados nos sistemas convencionais sdo de ago
inoxidavel e tém 1/16” de diametro externo. Outro
material muito utilizado para as tubulagbes de
equipamentos em que se desgjamaior inérciaquimica
(geralmente parabiomol écul as) é o polieteretercetona
(PEEK) também de 1/16”" de didmetro externo.
Alguns sistemas de nano-HPLC e HPLC capilar
apresentam tubulagdes mais finas com diametro
externo de 1/32", geramente de PEEK revestido
internamente por silica fundida e podem apresentar
didmetros internos de poucos micrdmetros. Um
cuidado adicional refere-se aos conectores usado em
HPLC. Nem todas as portas de conexdes das
diferentes marcas de cromatégrafos, vévulas e
colunas apresentam as mesmas caracteristicas. A
escolha cuidadosa pode evitar desde o emperramento
de conectores inadequados, até distorgBes
cromatogréficas como picos duplos, com cauda
(tailing) ou com frontes (fronting) em virtude do
excesso de volume morto entre o injetor e acolunaou
entre a coluna e o detector. Muitos conectores atuais
podem e sdo suficientemente atarraxados com os
proprios dedos. Em caso do emprego de chaves nas
conexdes, recomenda-se que aforcautilizadando seja
em demasia, geral mente Vs de voltaapos aconexao ser
atarraxada manualmente ja é suficiente para evitar
vazamentos. Um vazamento persistente costuma ser
causado por incompatibilidade entre os conectores ou
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conectores danificados. Um excesso de forga pode
causar a quebra de um conector e levar a hecessidade
de assisténcia técnica do fabricante.

Hadiversossistemas deinjecéo paraHPLC, os
mai s encontrados atualmente s&o as valvulas manuais
(em sistemas de menor custo) ou Os injetores
automaticos. Noinjetor manual, umavavulade6 vias
e 2 posicBes permite que, com o auxilio de uma
seringa, a alca de amostragem (loop) seja preenchida
(totalmente ou parcialmente) pelaamostra. Apds essa
etapa de carregamento da amostra (load), avavula é
comutada (girada) de maneira a introduzir a al¢a de
amostragem na linha cromatografica, posicionando-a
entre 0 sistema de bombeamento e a coluna
cromatogréfica. Os maiores cuidados com relacéo ao
procedimento de injecdo manua concernem a uma
adequada limpeza da vavula, entre as injegdes, para
evitar que efeitos de memdria (carry over) sgjam
observados. Como todas pecas moveis, 0s
componentes da vavula tém uma vida Gtil e devem
sofrer manutengéo apos um certo nimero de injecdes.
Um dltimo cuidado consiste em ndo esquecer
solucgdes corrosivas ou salinas no interior da vavula,
uma vez que essas podem danifica-la seriamente. Os
sistemas de injecdo automdtica podem apresentar
diferentes arranjos, cada qual com suas
peculiaridades. Dentre os mais usados, aguns
simplesmente mecanizam as mesmas fungdes que o
operador executa na injecdo manual, preenchendo a
alca por meio do impulsionamento da amostra com
uma seringa; outros preenchem a al¢a por meio da
sucgdo da amostra até aalga; e um terceiro tipo tem a
agulha de amostragem integrada a dca de
amostragem. As velocidades de injecdo e demais
caracteristicas dependem do tipo de sistema de
injecdo empregado pelo amostrador automatico.
Dentre os trés tipos apresentados, o Ultimo € o mais
moderno e o0 que geramente apresenta maiores
velocidades de injecdo, bem como reducéo do efeito
dememoaria. Obviamente, costumam ser osmaiscaros
€ com mais componentes para manutencéo e fonte de
problemas. Para um troubleshooting mais detalhado
relacionado aos sistemas de injecdo, uma melhor
compreensdo do funcionamento de cada um se faz
necessaria. Infelizmente, nesse momento, um
detalhamento maior estenderia em demasia esta
discussdo. Material bem detalhado sobre os diversos
sistemas de injecdo pode ser encontrado naweb.*

O injetor, como visto anteriormente, € o
responsavel pela insercdo da amostra no sistema
cromatogréfico, permitindo que esta chegue até a
coluna e tenha ideadmente, todos 0s seus
componentes separados. Entretanto, a amostra, na
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maioria dos casos, s6 pode ser injetada depois de ter
sido adeguadamente preparada. O adequado
tratamento da amostra envolve o emprego de diversas
técnicas de preparo de amostras. Esses procedimentos
sd0 bastante especializados e merecem atencéo
detalhada desse periédico, podendo ser consultados
na secéo “Preparo de amostras’. Eventualmente,
problemas que tenham relagdo com o preparo de
amostras serdo discutidos nessa coluna. Para o
momento, 0 mais importante acerca da forma que a
amostra deve encontrar-se para ser introduzida,
refere-se a sua compatibilidade com a fase mével
empregada no inicio da corrida cromatografica. Apos
adequadamente tratada, via de regra, a amostra deve
estar solubilizada nafase mével empregada no inicio
da corrida. Como nem sempre isso é possivel, alguns
cuidados devem ser tomados, pois muitos problemas
de distorcdo dos picos cromatograficos sao causados
por erros naintroducdo da amostra. Primeiramente, a
amostra deve estar completamente solubilizada na
solugdo de injecdo, devendo ser preferencialmente
filtrada, ou centrifugada, para a remogéo de qual quer
material particulado em suspensdo. Caso afase mével
sgja muito diferente da solugdo a ser injetada, é
importante verificar se a amostra ndo precipitara ao
ser introduzida no sistema. De preferéncia,
especia mente nos casos de grande volume deinjecéo,
aforca de eluicdo do solvente da amostra deverd ser
menor do que aguele da fase mével do inicio da
corrida. Por exemplo, em injeces em fase reversa, a
porcentagem de solvente orgénico da solugdo da
amostra ndo deve superar, em muito, aguela da fase
movel. Um caso classico de incompatibilidade é a
injecdo de solugdes contendo 100% de acetonitrilaou
metanol, em corridas em fase reversa iniciando com
baixos teores de solvente organico na fase movel.
Todavia, as distor¢des nos picos cromatogréficos sao
dependentes do método e dos anaditos a serem
separados, e podem estar ausentes em alguns casos.
ApOs sear adequadamente introduzida no
sistema cromatogréfico, desga-se que a amostra
atinja a coluna cromatografica com o formato de uma
banda o mais estreita possivel. Esse formato depende,
entre outras, da qualidade da injecdo e da
minimizagdo do volume morto entre o injetor e a
coluna. A coluna cromatogréfica em HPLC, via de
regra, € um tubo de ago inoxidavel preenchido com a
fase estacionéria adegquada. A diversidade de colunas
cromatogréficas é incalculavel. H& colunas que
variam em escala, desde diémetros de poucos
microbmetros até aguns centimetros, isso em
equipamentos que podemos classificar como HPLC
de bancada. Dai surge classificacdes que véo desde o
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nano-HPL C até o HPL C preparativo. Quanto ao tipo
de material de empacotamento é comum o emprego
atual de particulas de silica desde superiores a 10 um
de didmetro em colunas preparativas até sub-2 pum
para separacOes de altissima eficiéncia; materiais
poliméricos particulados ainda continuam sendo
utilizados; bem como tem sido ampliado o uso de
colunas monoliticas a base de silica ou organicas,
tanto em escala capilar quanto na convencional.
Muitos problemas encontrados em separacdes
cromatogréficas tém causas que, de alguma forma,
relacionam-se com a coluna cromatogréfica. O
perfeito entendimento de seu funcionamento depende
também de conceitos tedricos que em momento
adequado serdo abordados. Para 0 momento, convém
destacar que a coluna cromatogréfica, exceto no caso
de amostras muito limpas, merece algum tipo de
protecdo. Uma das causas mais comuns de perdas
precoces de colunas cromatogréficas, problemas de
eficiéncia e distorcdo de picos cromatograficos
relaciona-se com a obstrucdo do filtro de entrada,
posicionado justapostamente no inicio da coluna.
Esse filtro é referido como frit, em inglés, ou
traduzido livremente como ‘frita’, em portugués.
Algumas vezes, a sua obstrucdo pode ser resolvida
com procedimentos de lavagem da coluna, e em
colunas antigas, permitiase inclusive a sua
substituicdo; de qualquer maneira, a melhor forma de
evitar-se essetipo de problemaéaprevencio. E muito
divulgada a utilizacdo de pré-colunas, as quais sdo
posicionadas precedendo a coluna cromatografica
propriamente dita. Apesar de ser a forma de
prevencdo de problemas mais popularizada, em
muitos casos, 0 uso de um filtro de linha, em vez da
pré-coluna, surte 0s mesmos efeitos, ou ainda permite
resultados superiores, em termos de menor
alargamento dos picos. Maiores discussdes sobre as
vantagens e desvantagens de filtros de linhas ou
pré-colunas ficam para outro momento, o fato é que
ao menos um deles é recomendado para prolongar a
vida da coluna. Um filtro de linha obstruido é
facilmente substituido e tem um pregco madico,
enguanto colunas caras podem ser perdidas se estes
ndo forem utilizados. Findmente, as colunas,
idealmente, sdo mantidas em um forno, para controle
de temperatura. Apesar de variagdes na temperatura
implicarem em diferentes tempos de retencdo e
seletividades, a0 menos em escala convencional, néo
éviével aseparacdo por programacdo de temperatura
(como ocorre na cromatografia em fase gasosa).
Outros dispositivos que podem requerer e apresentar
control e de temperatura sao osinjetores autométicose
alguns detectores. O resfriamento das amostras é
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desegjado para prolongar a suaconservagao no interior
do amostrador automético, enquanto o controle de
temperatura de detectores, por exemplo, UV/Vis ou
eletroquimico, é importante para aumentar a
estabilidade da linha de base do cromatograma.

Sob condicbes étimas, os componentes da
amostra apresentam desiguai s taxas de interacéo com
a fase estacionaria da coluna e sdo eluidos com
diferentes tempos de retencdo. Para que esses
compostos sejam observados, ha a necessidade de um
sistema de deteccdo, que possibilite o registro na
forma de picos em um cromatograma. Os picos
registrados em um cromatogramafornecem umaideia
com relagdo aidentidade dos compostos separados, e
a area dos picos relaciona-se com a quantidade de
cada composto. Atualmente, ha uma gama muito
grande de detectores que podem ser usados em um
HPLC. O mais popular detector para HPLC é o
UV/Vis, o qual pode ser encontrado também naforma
mais sofisticada que emprega um arranjo de
fotodiodos (comumente referido como DAD ou PDA,
doinglés, diode array detector ou photodiode array),
para deteccdo simultanea de todos os comprimentos
de onda em um determinado intervalo do espectro
UV/Vis. Outros detectores que podem ser
encontrados, dependendo da especididade do
laboratério, sdo detectores de fluorescéncia, de indice
de refracéo, de espalhamento de luz por evaporacéo
(evaporative light scattering detector), de dicroismo
circular, eletroquimico e de condutividade.
Equipamentos mais sofisticados e que constituem
analisadores espectrométricos, em vez de meros
detectores para cromatografia, S80 0s espectrometros
de massas (MS) e os espectrdmetros de ressonancia
magnética nuclear (NMR). Evidentemente, o
primeiro grupo atualmente encontra um grau de
divulgagdo muito maior do que o0 segundo, e
equipamentosdo tipo LC-MS/M Stém ganhado muito
espaco e atencdo nos laboratdrios. Apesar de custo
muito mais elevado do que o de um HPLC-UV, um
LC-MS/MS, em todos os seus modos de andlise,
expande significativamente as fronteiras de atuacéo
das técnicas cromatogréficas. Detalhes sobre os
cuidados e particularidades referentes a0
acoplamento LC-MS fogem ao escopo deste artigo,
mas eventualmente serdo retomados em momentos
maisoportunos. De maneirageral, todos os detectores
requerem um certo tempo de estabilizacdo, esse
tempo pode ir de alguns minutos (detectores UV) até
algumas horas (detectores el etroquimicos). Umadica
€ aproveitar o tempo de estabilizagéo pararedizar o
preparo das amostras a serem injetadas. Um detalhe
gue evitaproblemas em alguns detectores, geralmente
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UV/Vis e de fluorescéncia, € a utilizacdo de um tubo
de descarte que gere certa presséo apds a cela de
deteccdo. Algumas vezes, o encurtamento do tubo de
descarte, ou a simples eliminac&o dele para coleta de
fraces imediatamente apds o detector, pode levar ao
surgimento de bolhas que atrapalhardo o
cromatograma. A slbita despressurizacdo apds a
coluna pode levar ainsolubilizacdo do gés dissolvido
na amostra e o aparecimento de bolhas, que, em
Ultima insténcia, podem ficar retidas no detector
causando artefatos no cromatograma. Um Udltimo
alerta quanto a esse procedimento € a observagéo da
pressdo maxima suportada pela cela de detecgdo, do
contrario esta pode apresentar vazamentos ou mesmo
ser danificada

Os sistemas cromatogréficos atuais sdo
controlados eletronicamente. Apesar de poder-se
executar agrande maioriadas fungdes pelo médulo ou
interface de controle do equipamento, 0 meio mais
utilizado é o controle via software, instalado em um
computador. Além do controle do equipamento, o
software comumente apresenta um pacote de
funcionalidades para facilitar o tratamento e a
interpretacdo dos dados, bem como a geracéo de
relatérios e aexportacdo dos resultados. Dessaforma,
um conhecimento rudimentar da eletrénica e
informatica relacionada ao sistema cromatogréfico é
desgiado, uma vez que aguns problemas sdo ai
localizados.

Atualmente, os sistemas cromatogréficos
permitem que injecBes sjam programadas e o sistema
monitorado a distancia, ta facilidade permite que
cromatografos trabalhem 24 horas processando as
amostras. No caso de deixar 0 sistema em espera
durante a noite, para que 0 mesmo método sgja
retomado no dia seguinte, recomenda-se deixar uma
pequena vazdo de fase moéve fluindo pelo sistema
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Algo emtorno de 10% davazao normal jaé suficiente,
e para maior economia de fase mével pode operar-se
em modo de reciclagem de fase mével. O detector e 0
restante dos modul os devem ficar dedligados aé o dia
seguinte.  Quando o sstema for  dedigar
definitivamente, é importante fazer alimpeza de todas
as linhas utilizadas e acondicionalo com solvente
apropriado, bem como a coluna cromatogréfica.

Concluindo, a0 se adquirir experiéncia na
operacdo rotineira de um sistema de cromatografia
liquida de ata eficiéncia, bem como ao se adquirir
conhecimento técnico e tedrico a respeito da HPLC,
muitos desses procedi mentos e observagdes tendem a
tornarem-se intuitivos. O mais importante nas
analisesderotina, por maisexperiénciaque setenha, é
fazer tudo da mesma maneira e na mesma sequéncia,
para que se obtenham resultados comparaveis.
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