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UNIFIED CHROMATOGRAPHY. The scope of this study encompasses an overview of the principles of unified chromatography
as well as the principles of chromatographic techniques as applied to unified systems, which include gas chromatography, liquid
chromatography, supercritical fluid chromatography, high temperature and high pressure liquid chromatography, micro-liquid

chromatography, enhanced fluidity chromatography, and solvating gas chromatography. Theoretical considerations and individual

instrumental parameters such as mobile phase, sample introduction system, columns, and detection system are also discussed.

Future applications of this separation approach are discussed.

Keywords: unified chromatography; instrumentation; separation.

INTRODUCAO

Os primeiros artigos envolvendo a cromatografia como uma ci-
éncia foram publicados em 1906 por Michael Tswett, um botanico
russo, o qual separou algumas substincias de extratos de plantas'.
Desde entio, esta técnica desenvolveu-se e ampliou-se até uma for-
ma instrumental com elevada sofisticac@o, inicialmente com a
cromatografia gasosa (GC), posteriormente, a cromatografia liquida
(LC) e, finalmente, a cromatografia com fluido supercritico® (SFC),
concebida nos anos 60, mas empregada muito tempo depois de seu
desenvolvimento.

Na década de 70, os sistemas cromatograficos existentes eram a
GC e LC, como técnicas bem distintas. Nos anos 80, buscou-se um
aumento da resolucao nestes modos cromatograficos, consolidando-
se a cromatografia gasosa de alta resolugdo (HRGC) e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Nessa década ocorreu também a
introducdo de sistemas de SFC, porém com adapta¢des de equipa-
mentos j4 existentes, utilizando a tecnologia de detec¢do e colunas
importadas da GC, e técnicas de inje¢do e controle da fase mével de
HPLC?. Nos anos 90, ocorreu a miniaturiza¢do destas técnicas pela
introdugio de sistemas p-HRGC, p-SFC e p-LC.

Uma revisdo recente sobre cromatografia gasosa® destaca os avan-
¢os em GC de alta temperatura e técnicas multidimensionais. Alguns
avangos em sistemas GC portdteis, assim como em detectores, tam-
bém foram apresentados. Como no passado, a grande maioria dos
trabalhos publicados estdo relacionados com o desenvolvimento de
metodologias analiticas para a aplicacdo da técnica. Um trabalho
extensivo sobre as tendéncias em GC foi realizado, com 139 referén-
cias*, e pode ser utilizado tanto com cunho histérico, como para ve-
rificar as tendéncias dos tdltimos anos. Com base nessas revisdes e
em trabalhos mais especificos, foi possivel verificar que praticamen-
te nenhum trabalho foi relatado buscando a unificacdo da GC com
outras técnicas, em um sistema unico nos ultimos anos.

Tratando-se de HPLC, uma revisdo recente* apresentou impor-
tantes avancos, nos dltimos trés anos, enfocados na miniaturizagao,
velocidade e desenvolvimentos para necessidades especificas, como
pesquisas em biotecnologia e quimica combinatorial. Esse autor tam-
bém cita uma explosdo de artigos tratando de técnicas de micro-
cromatografia, tais como a cromatografia liquida capilar (CLC), a
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eletrocromatografia capilar (CEC), e técnicas em “microchip”, in-
cluindo o desenvolvimento de novos detectores. Outro assunto estu-
dado € o efeito da temperatura em cromatografia liquida, o qual serd
melhor discutido posteriormente.

A cromatografia com fluido supercritico (SFC), até os dias de
hoje, ndo foi difundida tdo largamente como a LC e GC. Poucas
empresas produzem equipamentos comerciais e ainda sem muito
sucesso. Todavia, o uso da SFC continua crescendo, principalmente
com o desenvolvimento de equipamentos para técnicas correlatas,
como sistemas para introduc¢do de amostra mais eficientes, equipa-
mentos comerciais para HPLC de alta temperatura, estudos envol-
vendo SFC e detecc@o com espectrometria de massas (MS), bombas
especificamente desenvolvidas para uso de diéxido de carbono como
fase movel entre outros, o que demonstra um amadurecimento gra-
dual da técnica, a qual podera abrir as portas para a aplicacdo da SFC
em processos rotineiros de andlise. Em revisdo recente desta técnica,
Chester e Pinkstone', em 2002, ressaltam o crescimento de aplica-
¢oes da SFC em complementa¢do a HPLC na drea farmacéutica, o
desenvolvimento da HPLC de alta temperatura e estudos envolven-
do fases estaciondrias e detectores para SFC.

Cada sistema cromatografico foi desenvolvido separadamente
(CG, LC, SFC), de forma que a instrumentagdo envolvida em cada
método € diferente. Entretanto, alguns trabalhos foram desenvolvi-
dos na tentativa de unificar os vdrios sistemas cromatograficos exis-
tentes em um Unico equipamento, capaz de trabalhar com fases mé-
veis em diferentes estados fisicos.

Nesta revisdo, serdo discutidos trabalhos que englobam aspectos
unificados, ou que buscaram a unificacdo da cromatografia como
um todo. Entre eles, serdo destacados a HPLC de alta temperatura e
alta pressdo, LC capilar e técnicas envolvendo fase mdvel com flui-
dez realgada, e a cromatografia a gds solvatante. Estes desenvolvi-
mentos significaram enorme avanco na dire¢do da cromatografia
unificada propriamente dita. Serdo discutidos, também, alguns as-
pectos tedricos relevantes para a técnica, e aspectos instrumentais
individuais, tais como fase mdével, injetores, colunas e detectores.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA A ALTA TEMPERATURA
Em cromatografia liquida (LC), a temperatura deve exercer efei-

to sobre parametros fisicos como solubilidade, pressdo de vapor, vis-
cosidade e difusividade e, conseqiientemente, sobre a retencdo, efi-
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ciéncia da coluna, seletividade, queda de pressdo na coluna e nas
propriedades da fase estaciondria. Logo, todos os pardmetros impor-
tantes em LC sdo mais ou menos influenciados pela temperatura.
Como a LC ¢ usualmente mais robusta a pequenas alteracdes na tem-
peratura, em comparacio a alteracdes no pH, ou na composi¢do da
fase moével, este parametro €, usualmente, negligenciado nesta técni-
ca, 0 que nao deveria ocorrer. Greibrokk e Andersen’ comentam que
a negligéncia da utilizagdo da temperatura como pardmetro a ser
otimizado estd relacionada com o fato de que a LC € uma técnica
parcialmente preparativa, e que a programacio de temperatura € di-
ficil de ser implementada em colunas grandes, devido ao gradiente
radial de temperatura resultante. Assim, muitas pessoas tém estado
satisfeitas com os resultados obtidos a temperatura ambiente, antes
do surgimento da miniaturizagdo. Apesar da pouca aplicagdo, histo-
ricamente, o efeito da temperatura na retencio foi relatada pela pri-
meira vez hd mais de 50 anos atrds®.

Outro ponto importante levantado por Strain® € a discusséo so-
bre a decomposi¢do dos analitos a temperaturas mais altas. Este au-
tor considera que o tempo de exposi¢do dos analitos a altas tempera-
turas € muito pequeno para ocorrer a degradacdo, dado o tempo cur-
to das corridas cromatograficas neste modo. Thompson e Carr” afir-
mam que a maioria das rea¢des quimicas que afetam a estabilidade
dos analitos, tais como hidrdlise, oxidagdo, isomerizagdo e epime-
rizacdo, € considerada desprezivel. Este ponto € muito importante,
visto que muitos justificam a ndo utilizagdo da temperatura devido a
degradabilidade dos analitos sem, no entanto, comprovarem experi-
mentalmente que essa degradag@o ocorre.

Cui e Olesik?® discutem que a HPLC € geralmente utilizada para a
separacdo de compostos nao voldteis, porém, nao hd restri¢oes para
outros compostos. A HPLC geralmente apresenta maior tempo de and-
lise e menor eficiéncia do que SFC. A razdo esta na baixa difuséo dos
compostos em liquidos, comparada com fluido supercritico. Os liqui-
dos apresentam coeficientes de difuséo na ordem de 10-° cm? s, com-
parado a 10 a 10 cm? s! para fluidos supercriticos.

Thompson e Carr’ afirmam que as vantagens da utilizagéo de
altas temperaturas em cromatografia liquida s@o claras. Acima de
100 °C, a diminuicdo de 5 a 10 vezes na viscosidade do eluente e o
aumento concomitante da difusividade dos analitos contribuem para
um aumento dréstico na velocidade de andlise. A menor viscosidade
diminui a queda de pressdo ao longo da coluna, o que permite maio-
res velocidades lineares na pressdo limite da bomba.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSAO

MacNair e colaboradores®!? introduziram a cromatografia liqui-
da capilar com ultra-alta pressdao (UHPLC) em 1997, buscando re-
solver as limitagdes que a utilizag@o de particulas de diametro pe-
queno impunham para sistemas de bombeamento convencionais. Em
seu primeiro trabalho, MacNair e colaboradores’ utilizaram particu-
las de 1,5 pm de diametro, com a pressdo chegando a 4100 bar (60.000
psi), obtendo até 300.000 pratos para os compostos menos retidos e
200.000 pratos para os compostos mais retidos. Em trabalho mais
recente, MacNair e colaboradores!® utilizaram particulas de 1 pm de
diametro, com a pressdo chegando a 5000 bar (72.000 psi), obtendo
até 200.000 pratos para analitos orgdnicos pequenos em 6 min de
andlise, em condigdes isocraticas. Estes resultados promissores,
mesmo que ainda recentes, demonstram que a utilizacio de altas
pressdes € bastante vantajosa porém, muitos estudos devem ser rea-
lizados, buscando uma sedimentacdo desta técnica.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA MINIATURIZADA

As técnicas de micro-LC s@o fundamentadas na miniaturizagao
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das colunas de HPLC. Conseqiientemente, torna-se necessdria a re-
ducdo do tamanho da vélvula de injecdo, cela de deteccdo e qualquer
outro volume extra coluna, de forma a minimizar perdas na resolu-
¢do ocorridas pelo espalhamento da banda. Estas reducdes resultam
em um grande aumento na eficiéncia de separacdo. Em funcao des-
tas modificacdes, as colunas de micro-LC apresentam, tipicamente,
10 vezes mais pratos que as colunas de HPLC convencionais''. Exis-
te muita discussao sobre classificacio de dimensdes da coluna e va-
zdes que abrangem a HPLC convencional, micro-LC, LC capilar e a
nano-LC. A maioria das técnicas tem sido nomeada com base no
tipo ou didmetro interno do tubo utilizado para a coluna
cromatografica, todavia, com o uso de novos materiais para a manu-
fatura dos tubos, como capilares de silica fundida, tubos poliméricos,
tubos de aco inoxiddvel, tubos micro torneados em placas de silicone,
etc., esta nomenclatura torna-se insuficientemente precisa. Por este
motivo, Chervet et al.'? sugeriram uma nomenclatura considerando
também a vazdo da fase mével empregada, seguida do diametro in-
terno da coluna, ou seu material de fabricacdo. Esta nomenclatura
estd apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Nomes e defini¢des para as técnicas de HPLC segundo
Chervet'?

Diametro interno Vazao da fase movel Nome

da coluna

3,2 — 4,6 mm 0,5 - 2,0 mL/min HPLC convencional
1,5-3,2mm 100 — 500 pL/min HPLC microbore
0,5 -1,5 mm 10 — 100 pL/min micro-LC

150 — 500 pm 1 — 10 pL/min LC capilar

10 — 150 um 10 — 1000 nL/min nano-LC

TECNICAS ENVOLVENDO FASE MOVEL COM FLUIDEZ
REALCADA

Os primeiros estudos realizados com fase mével com fluidez
realcada sdo atribuidos a Cui e Olesik’, em 1991. Neste trabalho,
estudaram o efeito da diminuigdo da viscosidade pela adi¢do de CO,
em uma fase mével comumente empregada em HPLC, o metanol, a
25 °C e 170 bar (2500 psi) de pressao, concluindo que o tempo de
andlise para a separa¢@o de uma mistura teste diminuiu quando gran-
de proporgdes de CO, foram adicionadas. Estes mesmos autores con-
tinuaram a pesquisa nesta drea, publicando em 1995® o primeiro tra-
balho aplicando liquidos com fluidez realcada a HPLC de fase reversa.
Neste trabalho, utilizaram como fase méovel uma mistura de metanol
e dgua, adicionaram CO, como realgador de fluidez e uma coluna
capilar contendo octadecil polissiloxano ligado a particulas de silica
de 5 pm de diametro e 80 A de tamanho de poro, obtendo menores
alturas equivalentes a um prato e menor tempo de andlise com a
adi¢do do CO,. Lee e Olesik'* apresentaram um trabalho no mesmo
ano, aplicando a fase mével com fluidez realcada para HPLC com
fase normal, utilizando n-hexano enriquecido com CO, como fase
movel, e uma coluna com fase estaciondria 3-cianopropil
polissiloxano. Neste trabalho, obtiveram também melhora na efici-
éncia e constataram uma diminui¢do na assimetria dos picos, com a
adi¢do de CO,. Entretanto, tamb€m constataram que existia uma
quantidade limite de CO, a ser adicionada para causar estes efeitos.

Uma das técnicas existentes que aplicam fases méveis com flui-
dez realgada € a cromatografia liquida na condi¢@o critica, LCCC,
mais popularmente conhecida por cromatografia com fluido
supercritico. A varidvel mais comumente manipulada para atingir a
condicdo critica nestes sistemas € a composi¢do da fase mével, utili-
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zando misturas de até trés liquidos diferentes. Liquidos com fluidez
realcada sdo comumente solventes organicos, como tetraidrofurano
(THF), misturados com uma grande propor¢do de gases liquefeitos,
como CO,. Liquidos com a fluidez realgada mantém a for¢a do
solvente vinculada a proporcdo de solvente organico, enquanto que
as propriedades de viscosidade estdo vinculadas ao modificador de
fluidez. A alta compressibilidade destes liquidos permite a manipu-
lacdo da forga do solvente pela mudanca da pressdo ou temperatura,
varidveis que sdo inatingiveis para fases méveis compostas por li-
quidos puros'.

Conforme o levantamento realizado na base de dados da Web of
Science em 2002, foram encontrados apenas 23 trabalhos publica-
dos envolvendo fase mével com fluidez realcada, sendo que todos
foram realizados pelo mesmo grupo de pesquisa, liderado por Olesik.
Assim, podemos concluir que esta técnica estd em sua infancia, e
muitos estudos a este respeito devem ainda ser realizados.

CROMATOGRAFIA A GAS SOLVATANTE (SGC)

A cromatografia a gés solvatante € assim chamada quando a fase
movel que entra na coluna cromatografica encontra-se no estado
supercritco, e na saida, no estado gasoso. Esta técnica também ¢&
bastante recente, sendo que o primeiro trabalho envolvendo a
cromatografia a gds solvatante foi publicado em 1997 por Shen e
Lee'®. Segundo a pesquisa bibliografica realizada na base de dados
Web of Science, em 2002, foram encontradas apenas 18 publicagdes
envolvendo esta técnica, sendo que todas apresentam os pesquisado-
res que a conceberam como co-autores.

No primeiro trabalho, foi utilizada uma coluna capilar de silica
fundida, contendo particulas de octadecil silica (10 ym de didme-
tro), com dimensdes 336 cm X 250 um i.d., utilizando CO, com fase
movel. Para a temperatura de 130 °C, foram obtidos 264.000 pratos,
com uma pressdo de entrada de CO, de 260 atm. Os autores conclu-
fram que o fator de retencdo € dependente da pressdo de entrada da
coluna, porém independente do gradiente de pressdo ao longo da
coluna's.

Um trabalho mais recente'” apresenta a cromatografia a gds
solvatante utilizando dgua acima do ponto de ebuli¢do como fase mé-
vel, e uma coluna empacotada com particulas de zircénio com 3 pm
de didmetro médio, encapsuladas com polibutadieno. Com este siste-
ma, os autores realizaram uma série de consideragdes quanto a trans-
feréncia de massa, ao fator de retencdo e estudos com a temperatura.

FUNDAMENTACAO TEORICA

As equagdes mais utilizadas para definir parametros cromato-
gréficos, tais como eficiéncia de uma coluna cromatogréfica, resolu-
¢do, niimero de pratos, entre outros, jd estdo bastante estabelecidas,
desde o inicio dos anos 60'®. Os modos cromatogréficos de separa-
¢do (GC, LC e SFC) sdo ainda classificados de acordo com o estado
fisico da fase movel (gds, liquido ou fluido supercritico) na coluna.
Em 1965, Giddings ja discutira a inexisténcia de limites tedricos
entre os modos de separacao cromatografica, considerando estas dis-
tingdes como arbitrdrias, artificiais e contraprodutivas'.

Os principios da cromatografia unificada podem ser explicados
pela teoria das fases para um fluido puro. Um diagrama de fases para
um fluido puro (Figura 1) € um diagrama bidimensional de pressio
em funcdo da temperatura, no qual os estados sdlido, liquido e vapor
estdo separados por linhas representando a transicdo de fase da su-
blimagdo, fusdo e ebuli¢do. As fases sdlida, liquida e gasosa coexis-
tem em equilibrio apenas no ponto triplo. A medida em que a linha
da ebulicdo € estendida do ponto triplo para maiores pressdes e tem-
peraturas, onde as fases liquida e vapor coexistem no equilibrio, as
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Figura 1. Diagrama de fases de uma substincia pura

diferencas entre as propriedades que distinguem liquido de vapor
vao diminuindo, até um ponto em que convergem. Este ponto ¢ o
ponto critico, onde a linha de ebulicdo termina. Para valores de pres-
sdo e temperatura maiores do que do ponto critico, existe apenas
uma fase fluida, que € compressivel como um vapor, mas que solvata
e dissolve outras substancias como um liquido. Um fluido sob con-
di¢des acima do ponto critico, neste diagrama, é chamado de fluido
supercritico®.

Baseando-se neste diagrama, pode-se perceber que a fronteira
que separa um gds de um liquido e ambos de um fluido supercritico
¢ inexistente, e que cada estado pode ser alcancado apenas pela vari-
acdo das condicdes de temperatura e pressao.

Em 1988, Martire*' derivou a teoria unificada da cromatografia
de adsorcdo, utilizando termodindmica estatistica e um modelo de
campo auto-consistente. Essas equacdes apresentam uma complexi-
dade desnecessdria a este trabalho, porém revelam que as varidveis
de estados naturais para qualquer fase mdvel sdo a temperatura e a
densidade reduzidas.

Outro estudo importante € baseado nas curvas de eficiéncia de
Van Deemter construidas a partir da combinacio de vérios pardmetros
cromatogréficos, sob condi¢des de GC, SFC e HPLC*.

A Figura 2 indica que velocidades 6timas para diferentes técni-
cas sdo diferentes, o que ¢ uma das maiores dificuldades da
cromatografia unificada?. Outros fatores importantes a serem consi-
derados sdo os pardmetros operacionais tradicionalmente aplicados
a cada técnica. Para a GC, os efeitos mais importantes sio a tempe-
ratura e a vazdo da fase mével, para HPLC € a composicdo da fase
movel, e para SFC, a pressdo, temperatura e composi¢do da fase
movel. Entretanto, como serd discutido posteriormente, todos estes
pardmetros sdo importantes em todos os casos, e devem ser conside-
rados em um sistema unificado, além de outros parametros, tal como
a compressibilidade da fase modvel.
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Figura 2. Curvas de eficiéncia de Van Deemter. Reproduzida da ref. 22 com
permissdo da Elsevier
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INSTRUMENTACAO PARA CROMATOGRAFIA
UNIFICADA

Takeuchi e colaboradores? realizaram o trabalho prético pionei-
ro em cromatografia unificada em 1987, construindo um sistema que
utilizava duas bombas e uma coluna empacotada no interior de um
forno, conforme o esquema ilustrado na Figura 3. Eles investigaram
os efeitos de temperatura e pressdo da coluna na retencdo relativa
entre hidrocarbonetos aromdticos, empregando metanol e éter dietilico
como fases moveis. Pela variacdo de pressdo e temperatura, o siste-
ma poderia operar sob condi¢des de GC e LC*. Com este sistema,
Ishii e Takeuchi® estudaram o efeito da fase mével na separacdo de
alguns compostos. Foi realizada a separag¢do de mistura artificial de
hidrocarbonetos aromaticos e oligdmeros de estireno (Figura 4), tanto
em coluna capilar de silica fundida microempacotada, quanto em
capilar tubular aberta, utilizando éter etilico como fase mével. Os
hidrocarbonetos foram separados no modo GC e os oligdbmeros fo-
ram separados no modo SFC, isotermicamente na temperatura
supercritica, utilizando uma programaco de pressao.

Davies e Yang® estudaram os aspectos tedricos da técnica com
respeito as caracteristicas da fase movel, velocidades lineares Gtimas
e capacidade maxima, utilizando um sistema relativamente simples
(Figura 5) constituido de um forno Lee Scientific Series 600, bomba
e controlador, modificando apenas o sistema de injecdo e o sistema
de selec@o da fase mével, utilizando uma valvula Valco, de 200 nL.
Foi utilizada coluna tubular aberta de 10 m de comprimento e 100 pm
de didmetro interno, e um restritor de 50 um de diametro interno. A
fase mdvel empregada no modo SFC foi diéxido de carbono, inseri-
do no sistema por uma bomba seringa, e no modo GC foi hélio
pressurizado. Com este sistema, foi analisada mistura de gasolina e
petréleo cru e uma amostra de verniz incolor, no modo seqiiencial
GC-SFC.

Steenackers e Sandra® realizaram experimentos com colunas
microempacotadas, visando a cromatografia unificada. Para tal, utili-
zaram um instrumento Carlo Erba SFC 3000 equipado com um injetor
pneumdtico Valco C14W de 60 nL, e um detector de ionizacdo de
chama (FID). Como fase mével foi utilizado CO,, e como restritor,
tubos capilares de silica fundida com 10 a 30 cm de comprimento e 5
a 10 um de didmetro interno. Foram utilizadas colunas de silica fundi-
da “homemade” empacotadas com trés tipos de fases. Com este siste-
ma, foram analisados vérios hidrocarbonetos, inicialmente em condi-
¢oes de GC de alta pressdo, seguido de SFC de alta temperatura.

Liu e Yang® realizaram um estudo da cromatografia gasosa de
alta pressdo unificada com SFC empregando colunas microbore
empacotadas. Para tal, utilizaram um sistema SFC Lee Scientific
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Figura 3. Esquema do sistema de cromatografia unificada pioneiro,
desenvolvido por Takeuchi e colaboradores: 1- microcomputador; 2-bomba
HPLC; 3- solventes; 4-vdlvula de injegcdo; 5-capilar para pré-aquecimento;
6-coluna de separacao; 7-forno GC; 8-capilar para esfriamento; 9- banho
de dgua; 10-detector UV; 11- aquisi¢do de dados; 12-Unido T 1/32 in.
(Valco); 13- coluna restritora e 14-saida
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Figura 4. Cromatogramas representativos da separagdo seqiiencial GC e
SFC de mistura artificial de hidrocarbonetos aromdticos e oligbmeros de
estireno®, (a) em coluna capilar micro empacotada com Develosil 5 um, de
dimensoes 15 m X 0,5 mm LD.; (b) em coluna capilar (tubular aberta) de
silica fundida, 13 m X 53 um, tratada com hidroxido de sodio. Picos: 1-
benzeno; 2-naftaleno; 3-antraceno; 4-pireno e 5-poliestireno. Reproduzida
da ref 25 com permissdo do JCS
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Figura 5. Sistema utilizado por Davies e Yang para cromatografia unificada

Series Modelo 622, com detector FID, e uma valvula de injegdo
automatizada Rheodyne 7520, com uma alga de amostragem interna
de 0,5 pL. O volume de amostra injetado foi controlado pelo tempo
de injecdo. Para a seleciio da fase mével foi utilizada uma valvula
Rheodyne 7010. Como fase moével foram utilizados CO, e hélio.
Foram demonstradas aplicacdes deste sistema para a separacao de
componentes volateis e nao volateis em amostras complexas, como
mistura sintética de n-alcanos, de dlcoois e mistura de gasolina e
petréleo bruto.

Bartle e colaboradores® estudaram a otimizac@o das velocidades
lineares em corridas de GC e SFC, em um sistema para cromatografia
unificada (Figura 6) construido com uma vélvula rotatdria p6s colu-
na para direcionar o efluente da coluna para o FID através de um
tubo de silica fundida de 50 pm ID, durante a separagdo por GC, ou
através de um restritor metalico, durante o modo SFC. Neste sistema
foi utilizada uma coluna tubular aberta de 10 m X 100 um de didme-
tro interno, para GC, SFC e GC-SFC em seqiiéncia. A se¢do GC da
corrida foi realizada com hélio na pressdo normal do gés, seguida
pela separacdo SFC com CO,.
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Figura 6. Diagrama esquemdtico de sistema utilizado para GC-SFC: C -
coluna analitica; F — unido metdlica; G — indicador de pressao; H —
revestimento resistente a temperatura; I — aquecedor de inje¢do; PR —
regulador de alta pressao; RI — tubo de silica fundida; R2 — restritor metdlico;
T — trap de carvdo ativado; TR — restritor de transformagdo; VI — vdlvula de
trés vias e duas posigoes; V2 — vdlvula de injegcdo e V3 — vdlvula rotatéria

O mesmo grupo desenvolveu ainda um sistema para cromatogratia
unificada (Figura 7) utilizando um cromatdgrafo Lee Scientific Series
600 SFC/GC modificado. A aparelhagem foi composta por um cilin-
dro de hélio pressurizado, um cilindro de CO,, uma bomba seringa
Lee Scientific 600, um forno com detector de ioniza¢do de chama
(FID) e um detector Lee Scientific 501 UV/VIS com uma cela
“homemade” de baixo volume, uma bomba de pistdo reciprocante
Merk-Hitachi, com regulagem de vazdo de liquido na faixa de
microlitros, uma vdlvula de injecdo com um propulsor pneumdtico,
uma vélvula Valco digital de seis portas e duas posi¢des, com baixo
volume morto, programada em seqiiéncia de alta temperatura, e co-
luna analitica (coluna microtubular aberta ou coluna capilar). Com
esta aparelhagem, os autores realizaram andlises seqiienciais GC-
SFC para amostras de dleos vegetais e de cera doméstica contamina-
dos com pesticidas®, e no modo GC, analisaram 6leo lubrificante de
motor a gasolina®.
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Figura 7. Diagrama esquemdtico do sistema desenvolvido por Tong e
colaboradores utilizado para GC-SFC com coluna tubular aberta: A — luva
de aluminio; B — conector; C — coluna cromatogrdfica; F — unido metdlica;
G — indicador de pressdo; PR — regulador de alta pressdo; Rl — tubo de
silica fundida; R2 — restritor metdlico; RG — coluna de retengdo; TR — trap
de carvao ativado; VI — vdlvula de trés vias e duas posi¢oes; V2 — vdlvula
de injecdo e V3 — vdlvula rotatoria

Os mesmos autores? desenvolveram outro sistema (Figura 8),
consistindo de apenas uma vélvula rotatéria de 6 portas para a sele-
¢do da fase movel, com o efluente da coluna indo diretamente para o
detector. Exceto pela valvula de inje¢do, todos os elementos que afe-
tam o processo de transformagdo foram instalados dentro do forno,
para acelerar o processo de mudanca de um modo para outro, prin-

Cromatografia Unificada 751

cipalmente para HPLC. Este foi o mais recente sistema instrumental
para cromatografia unificada encontrado na literatura. A limitagdo
deste sistema estd associada a inexisténcia de valvulas comerciais
que resistam simultaneamente a temperatura exigida para GC e as
pressdes de trabalho de LC e SFC. Os autores utilizaram uma valvu-
la seletora de alta temperatura, o que limita a utilizacdo do sistema
para altas pressoes.
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Figura 8. Sistema desenvolvido por Tong e colaboradores para cromatografia
unificada

Conforme o levantamento bibliografico realizado, até os dias de
hoje, apenas sete sistemas visando a cromatografia unificada foram
desenvolvidos, dos quais apenas dois apresentaram algum resultado
operando nos trés modos, e os demais, apenas em GC e SFC.

SISTEMAS APLICAVEIS A CROMATOGRAFIA
UNIFICADA

Fases méveis

A escolha da fase moével pode ser considerada a etapa mais im-
portante do processo cromatografico. Sao as especificidades da fase
movel que caracterizardo o tipo de cromatografia empregada (GC,
LC, SFC, etc.), com as caracteristicas e peculiaridades intrinsecas
para cada sistema, geralmente caracterizado por instrumentacdo com-
pletamente diferente. Isto € principalmente evidente no que tange
aos métodos para detecciio mais usuais, como detector de indice de
refracdo ou UV para LC e FID, ECD, NPD e outros especificos para
GC ou SFC. Outro ponto importante que a fase mével define € o tipo
de interacdes predominantes no sistema fase estaciondria-fase mé-
vel-analito, e quais as condigdes ideais para manipular estas interagdes
da melhor forma possivel, como gradientes de pressdo, temperatura
ou composic¢ao. Por essas razdes, € impossivel estudar a cromatografia
unificada sem estudar as caracteristicas das fases moveis.

Para facilitar a escolha de uma mistura de fases mdveis que seja
ideal para um determinado sistema, sem a necessidade de testar ex-
perimentalmente uma enorme variedade de solventes e suas propor-
¢des, podem ser empregados cdlculos tedricos utilizando estudos de
propriedades fisico-quimicas jd realizados para uma variedade de
misturas, mesmo que ndo tenham sido levadas em consideracdes as
propriedades cromatograficas das mesmas, como estudo de equili-
brios entre fases, viscosidade e densidade® 3, entre outros.

Nos sistemas unificados, desenvolvidos até entdo, foram empre-
gados hélio para GC e CO, para SFC, independentemente®**, metanol
e éter dietilico como gés e liquido®, ou éter etilico como gés e fluido
supercritico®. Portanto, percebe-se que muito pouco foi testado e
desenvolvido nesta drea, sendo que, nos dias de hoje, contamos com
o desenvolvimento de outras técnicas empregando fases méveis dis-
tintas, como a fase mével com fluidez real¢ada, anteriormente apre-
sentada.
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Injetores

O volume de amostra a ser injetado ird depender de vérios fato-
res, como didmetro da coluna, coeficiente de particdo dos analitos,
fase modvel, entre outros. Logo, procura-se utilizar os métodos de
injecdo universalmente empregados, satisfazendo estas condigdes.
Outro fator considerado € a maior sensibilidade da cromatografia
gasosa em relagdo aos métodos de introdug@o de amostra, frente as
outras técnicas.

A maioria das técnicas de introdugéo de amostra® para GC en-
volvem a vaporiza¢do da amostra e, conseqiientemente, o uso de
cAmaras de vaporizacdo. E importante fazer a distingdo entre técni-
cas de vaporizagdo e inje¢do/transferéncia “on column”. O significa-
do inicial de introdug@o “on column” era a injecdo diretamente na
coluna de separagdo, porém atualmente a utilizacdo de pré-colunas
ndo empacotadas tem sido comum. Quando um sistema de saida de
vapor (“vapor exit”) € utilizado, freqiientemente ele € retido na pré-
coluna, surgindo o termo injecao “on-precolumn”. Este termo pare-
ce mais apropriado para definir injegdo/transferéncia “on column”
através da vaporizagdo da amostra pelas paredes do capilar na tem-
peratura do forno. Em GC capilar, na injecéio “on column” necessa-
riamente a amostra € introduzida como um liquido, sendo que o injetor
e a cabeca da coluna estdo a uma temperatura abaixo do ponto de
ebuli¢do do solvente, com correc¢do de pressao. Para distinguir entre
este método e a injecdo “on column” em colunas empacotadas (quen-
te), € utilizado o termo “inje¢do fria na coluna” (“cold on column™).
As técnicas de vaporizagdo envolvem uma camara termostatizada
independente do forno, estando com a temperatura permanentemen-
te acima da temperatura do forno, ou com programagao de tempera-
tura no vaporizador (PTV)®.

Numerosas técnicas para a introdugdo de grandes volumes de
amostras sdo descritas na literatura. A técnica de inje¢do “on column”
com lacuna de retencio € considerada a primeira escolha para qual-
quer aplicag¢do. Tem sido utilizada com sucesso para inje¢do com
seringa de grande volume em cromatografia liquida e cromatografia
gasosa “on-line” HPLC-GC, ha mais de uma década. Recentemente,
foram introduzidos sistemas com inje¢do “on-column” com volu-
mes acima de 500 uL*. Estes sistemas tém sido de rdpida aceita¢do
para a andlise de micropoluentes organicos em dgua e outras andli-
ses de tragos envolvendo amostras limpas, ou para aplicagdes envol-
vendo “clean-up” eficiente. Inje¢@o “on-column” ndo pode ser utili-
zada com amostras que contenham grande quantidade de subprodutos
ndo volateis e que apresentem adsorcdo nos sitios da coluna
cromatografica. Concentragdes substanciais de 4gua podem desativar
a pré-coluna, ocasionando adsorc@o. Amostras problemadticas podem
ser introduzidas através de uma camara de vaporizag¢do, que atua
como um filtro, retendo materiais nao volateis e prevenindo a con-
densacdo de dgua pelo contato com as paredes da pré-coluna ou da
coluna de separagao™®.

A introdug¢do de amostra por vdlvula, aplicada a GC, foi estudada
no contexto da cromatografia unificada, existindo um trabalho envol-
vendo injec¢do por vélvula, especifico para GC*, que apresentou resul-
tados promissores. Nesse trabalho, os autores estudaram quatro siste-
mas de inje¢do com valvula (com uma al¢a de amostragem interna de
60 nL): injecao “splitless” com lacuna de retengéo, injecdo “split” com
lacuna de retengdo, conexdo direta com a coluna utilizando um siste-
ma de aquecimento entre a coluna e a valvula, uma lacuna de retengio
e o sistema de aquecimento, concomitantemente. Esses autores cons-
tataram que o sistema utilizando uma lacuna de reten¢io e a zona de
aquecimento apresentou um aumento na resolucdo, frente aos outros
sistemas. Esse sistema estd ilustrado na Figura 9.

A utilizacdo de vélvula para introdugdo de amostras em HPLC jd
estd bastante estabelecida. Logo, esse método mostra-se o mais con-
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Figura 9. Diagrama esquemditico do sistema de inje¢do por vdlvula para GC

veniente para o sistema proposto, uma vez que ja foi constatado o
seu funcionamento para todas as técnica envolvidas, além de ser o
sistema aplicado nos trabalhos envolvendo a cromatografia unificada
desenvolvidos até entdo, como descrito anteriormente.

Colunas

Como o sistema para cromatografia unificada visa a maior ver-
satilidade possivel, teoricamente, qualquer tipo de coluna croma-
tografica poderia ser empregada. Entretanto, o restante do sistema
instrumental deve ser desenvolvido com dimensdes compativeis a
coluna utilizada. Como a tendéncia em cromatografia é a minia-
turizagdo dos sistemas analiticos, ndo teria sentido desenvolver um
sistema novo com dimensdes que brevemente cairdo em desuso, ain-
da mais que os novos detectores estdo surgindo também para siste-
mas miniaturizados, e novas tecnologias de fabricacdo de colunas
estdo surgindo nas menores dimensdes compativeis com os sistemas
existentes. Outro ponto importante estd relacionado ao aumento da
eficiéncia de colunas capilares quando comparadas com as dimen-
sdes maiores, além de possibilitar melhores resultados, quando se
trata de sistemas de altas pressdes’, pois colunas cromatograficas
com dimensdes grandes apresentam um calor friccional gerado com
vazdes altas, que pode ser minimizado com a diminui¢do do diame-
tro da coluna.

O tnico trabalho encontrado buscando o desenvolvimento de
colunas cromatogréficas para cromatografia unificada foi desenvol-
vido por Steenackers e Sandra”. Esses autores realizaram alguns
experimentos com colunas capilares de silica fundida com dimen-
sdes entre 50 e 70 cm de comprimento, 50 e 100 um de didmetro
interno, recheadas com particulas de octadecilsilano Spherisorb de
5 um de didmetro, Nucleosil 10-100 de 5 um de diametro ou silica
10-100 ligada com silicone 40:60 difenil:dimetil terminada em silanol,
também com 10 pm de didmetro. Estas colunas foram empacotadas
pelo método de “slurry packing”, sendo obtidos bons resultados em
condicdes de alta pressdo ou alta temperatura.

Estudos tedricos envolvendo a preparacdo de colunas empacota-
das para cromatografia foram realizados por Tong e colaboradores™®.
Nesse trabalho foram discutidos varios parametros utilizando CO,
para 0 empacotamento.

Como a tecnologia de colunas existente utiliza colunas tubulares
abertas para GC e colunas empacotadas para HPLC, buscamos cen-
tralizar o estudo em colunas empregadas em SFC, que abrangem
estas duas dreas. Virtualmente, todas as pesquisas contemporaneas
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em colunas empacotadas para SFC sao realizadas com recheios e
dimensdes de colunas de HPLC *. O desenvolvimento de colunas
recheadas com polimeros encapsulados, inicialmente em HPLC, tem
apresentado um grande impacto no desenvolvimento de colunas para
SFC. Estes materiais s3o geralmente utilizados para a separacdo de
compostos polares, por apresentarem propriedades cromatograficas
mais favordveis¥. Assim como para HPLC, a maioria dos materiais
para empacotamento € a base de silica quimicamente ligada ou
sorventes encapsulados, que sdo largamente avaliados quanto aos
tamanhos de poro e a quimica de ligagio envolvida. Outros sorventes
a base de 6xidos inorginicos como Alumina, Zirconio ou Titanio
sdo raramente utilizados®. Em cromatografia liquida em fase nor-
mal, estes sorventes apresentam propriedades contrastantes com a
silica. Compostos bdsicos exibem tempos de retencio pequenos e
picos simétricos, ao passo que, para a silica, 0s mesmos compostos
apresentam picos largos e longos tempos de retengéo®. Entretanto,
Alumina, Zirconio e Titanio s@o suportes pobres para a preparacio
de fases quimicamente ligadas, e trabalhos com este tipo de fase
encapsulada estdo apenas comegando®.

O uso de colunas tubulares abertas para SFC declinou durante os
anos 90, sendo que as expectativas de um ressurgimento de interesse
sdo pequenas®. Este desinteresse estd ligado aos resultados limita-
dos obtidos, pois a necessidade de colunas com didmetro interno
muito pequeno combinada com as baixas vazdes de fase movel
requeridas impediram, de certa forma, o desenvolvimento instrumen-
tal. O CO, €, aparentemente, a Unica fase mével compativel com
detectores a base de chama, restringindo a aplicacio destes sistemas
a compostos que apresentem uma solubilidade adequada nesse
solvente, e que sejam relativamente ndo polares no meio solvatante®.
Contudo, acreditamos que o avanco tecnoldgico no preparo de colu-
nas tubulares abertas e o desenvolvimento instrumental ao longo dos
anos, principalmente no que tange a miniaturizacio das técnicas,
promoverdo o ressurgimento da SFC com colunas tubulares abertas,
aumentando a faixa de aplicabilidade da mesma.

DETECTORES

Virios detectores tém sido estudados para aplicagdo em vérios
modos cromatogréaficos®. Espectrometria de massas (MS),
espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR), deteccdo de absorcdo (UV), deteccdo de ionizacdo de chama
(FID), detector termoidnico (TID), detector fotométrico de chama
(FPD) e espectrometria de mobilidade i6nica (IMS) foram investi-
gados como métodos de deteccdo para GC, SFC ou HPLC.
Comumente, cada detector tem obtido sucesso quando aplicado a
um ou dois modos de separagao.

Dentre os métodos de detec¢io acima citados, o que apresenta
maiores expectativas para aplica¢do em cromatografia unificada € a
espectrometria de massas. Esta técnica, além de fornecer informa-
¢des estruturais sobre os analitos, € largamente empregada em GC,
HPLC, e tem apresentado bons resultados em SFC*. Entretanto, a
maior dificuldade no emprego da MS estd na interface, pois as
interfaces mais adequadas para cada modo cromatografico sdo bem
diferentes. Para HPLC, a maior incompatibilidade com o detector de
massas, sem necessidade de uma interface, estd relacionada as eleva-
das vazdes de fase moével que saem da coluna, o que ndo seria um
problema tdo grande com a utilizagio de colunas capilares e vazdes
na ordem de microlitros por minuto. Desta forma, seria possivel
acoplar MS a LC sem necessidade de uma interface, como ocorre
para GC, e o sistema poderia operar nos varios modos cromatograficos
com o mesmo sistema de detecgdo. Teoricamente este sistema € apli-
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cavel, porém ndo existem resultados experimentais satisfatorios que
comprovem esta hipétese, de forma que muito estudo ainda deve ser
feito a esse respeito.

CONCLUSOES

A presente revisdo discutiu os recentes avancos nas técnicas
cromatograficas em dire¢do a sua unificagdo. Observa-se que a
miniaturizagdo dos sistemas, particularmente das colunas, permite o
uso de componentes do sistema em diferentes modos. No presente,
uma das principais limitacdes para o desenvolvimento de um siste-
ma integrado para a cromatografia unificada € o sistema de detecgao.
Espera-se que com os avancos atuais no acoplamento entre
cromatografia liquida e espectrometria de massas (LC/MS), novos
desenvolvimentos nesta drea sejam disponibilizados em breve. Este
deve ser o elo que falta para a realiza¢do do sonho da maioria dos
cromatografistas: a cromatografia unificada.
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