Quim. Nova, Vol. 26, No. 5, 687-693, 2003

FLUIDOS SUPERCRITICOS EM QUIMICA ANALITICA. II. CROMATOGRAFIA COM FLUIDO

SUPERCRITICO: INSTRUMENTACAO

Emanuel Carrilho, Maria Cecilia H. Tavares e Fernando M. Lancas*
Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, CP 780, 13560-970 Sao Carlos - SP

Recebido em 12/6/02; aceito em 6/12/02

isdo

Rev

SUPERCRITICAL FLUID IN ANALYTICAL CHEMISTRY. II. SUPERCRITICAL FLUID CHROMATOGRAPHY:
INSTRUMENTATION. The first paper in this series discussed the basic theory involved in supercritical fluid chromatography
(SFC) and how the technique progressed from gas and liquid chromatography. The first SFC instruments were simple adaptations
of the commercially available liquid chromatographs with packed columns followed by modifications in gas chromatographs

using open tubular capillary columns. In this paper, the most important aspects regarding instrumentation are covered, including

practical, simple, and the most important, inexpensive solutions to build a home-made SFC system.

Keywords: instrumentation; SFC; home-made systems.

Conforme discutido em publicagdo anterior', a cromatografia com
fluido supercritico (SFC) foi desenvolvida a partir do conhecimento
jabem sedimentado da cromatografia gasosa (GC) e da cromatografia
liquida (LC). Os primeiros cromatégrafos empregados para SFC fo-
ram simples adaptagdes de cromatdégrafos comercialmente disponi-
veis para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A princi-
pal modificag@o instrumental geralmente consiste na adaptacdo de
bombas de pressurizagdo e de celas de deteccdo, principalmente do
tipo UV-vis, para resistirem as pressdes elevadas. Inicialmente, as
colunas eram as mesmas usadas em HPLC. A introdug¢@o, no inicio
da década de 80, dos tubos de silica fundida para preparo de colunas
capilares em cromatografia gasosa foi rapidamente absorvida em SFC.
Assim, surgiram as colunas capilares (ou tubulares abertas) em SFC,
as quais requeriam instrumentos diferentes daqueles ja existentes
para SFC usando colunas empacotadas (recheadas) provenientes da
HPLC. Estabeleceram-se, entao, duas modalidades de instrumentos
para SFC: para colunas empacotadas (ou recheadas) (pSFC) ou para
colunas capilares (tubulares abertas) (cSFC). No presente trabalho o
uso dos dois tipos de coluna em SFC serdo descritos e as vantagens
e limitacdes da instrumentagdo pertinente serdo discutidas.

INTRODUCAO

O esquema genérico ilustrado na Figura 1 mostra os principais
componentes de um cromatégrafo utilizando fluido supercritico como
fase movel. Na parte (A) da Figura 1, ilustra-se um sistema tipico
para uso com colunas empacotadas (recheadas) enquanto que na parte
(B), é esquematizado um sistema para colunas capilares (tubulares
abertas). Apesar do esquema genérico diferir apenas com relacio as
colunas, em decorréncia de suas caracteristicas, varios detalhes se-
rdo discutidos a seguir, uma vez que a otimizagio dos sistemas pode
depender da escolha dos componentes.

INSTRUMENTACAO PARA SFC
Sistema de bombeamento e pressurizaciao

Sendo as pressodes de trabalho em SFC geralmente elevadas, existe
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Figura 1. Diagrama de um cromatografo para pSFC (colunas empacotadas
ou recheadas) (A) e de um cromatégrafo para cSFC (colunas capilares ou
tubulares abertas) (B). 1- cilindro de CO,, 2- vdlvula, 3- bomba para
pressurizar o CO,, 4- forno, 5- injetor, 6- coluna, 7- restritor, 8- detector

anecessidade de um maior cuidado sobre o sistema de bombeamento
e pressurizacgdo. O sistema ideal para SFC deve ser capaz de suportar
altas pressdes, apresentar rapida resposta aos comandos de alteracio
da pressdo e manter-se a niveis constantes com baixas flutuagdes no
bombeamento do eluente. Todas os sistemas de pressurizag@o apre-
sentados e discutidos na Tabela 1 podem ser satisfatoriamente usa-
dos para SFC, porém a escolha vai depender do custo, do fluido
empregado, da vazdo compativel com a coluna empregada e da apli-
cagdo a ser realizada.
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Tabela 1. Caracteristicas de trés tipos de sistemas de pressurizagio para SFC

Quim. Nova

Tipo de Bomba

Funcionamento

Vantagens

Limitacdes

Uso

pressurizagdo pneumdtica

um liquido em um
recipiente metdlico é
pressurizado diretamente
com nitrogénio (ou outro
g4s inerte)

¢ a opcdo mais facil e
barata de se implementar
em um laboratdrio, pois
0 vaso de pressuriza¢io
pode ser construido em
uma oficina mecanica
simples®

este sistema ¢é bastante
limitado, uma vez que a
maior pressdo disponivel
de se obter é igual a

do cilindro de nitrogénio
(aproximadamente

160 bar)

se o sistema dispuser de
uma boa vdlvula de alta
pressao, a programacgao
de pressdo € possivel,
podendo ser efetuados
incrementos continuos

pistdo reciprocante

¢ uma bomba tipica de
HPLC; funciona com um
ou dois pistdes de
pequeno volume que
alternadamente puxam o
liquido do reservatdrio e
o comprimem em direciao
a coluna cromatografica

sistema amplamente
utilizado em HPLC;
é possivel controlar
satisfatoriamente a
pressdo e operar
facilmente com
programacdo de
composicao de fase
mével e/ou adicdo de

existe a necessidade de

instalagdo de um supressor

de pulso, eletronico ou
mecanico, para se obter
um bombeamento livre de
pulsacdo®

se o fluido for liquido a
temperatura ambiente,
nenhuma modificacio é
necessaria, porém se o
fluido for um gés, entdo
¢ necessdrio refrigerar
a bomba

modificadores
seringa funciona como um pistdo € a mais indicada parao  sem diivida, a bomba a seringa é preenchida com
unico, porém de grande uso em SFC pois seringa é a opgdo de o fluido na composicdo a
volume (~20 mL) apresenta fluxo estdvel, melhor desempenho por  ser usado, podendo ser
rdpida resposta a ser livre de pulsacdo e usado tanto com vazao
programacdo e permite por atingir altas pressdes, ou pressdo constantes ou
também a utilizacio de porém também € a de com gradiente de
gases como fluido maior custo e nao densidade
supercritico, desde que permite mudanca rapida
estejam no estado de composicdo de fase
liquido (para tal é movel
necessdrio resfriar o
sistema antes da
pressurizagdo)*
Injetores Tabela 2. Volumes tipicos de injecdo (V,,) em funcdo do didmetro

Virios autores pioneiros chegaram a construir seus proprios
injetores. Jentoft e Gouw® montaram um injetor de alta pressdo do
tipo “stop flow”. Sie e Rijnders® descreveram um sistema onde a
amostra era injetada pneumaticamente para dentro da coluna. Atual-
mente estdo sendo desenvolvidos sistemas de injecdo de amostras
para alta pressdo baseados no tempo’, os quais possibilitam a inje-
cdo de volumes bastante reduzidos com alta precisdo e exatidao.

O injetor convencional de GC, o qual permite inser¢ao direta da
agulha de uma seringa em um septo, foi usado apesar de apresentar
problemas em sistemas com a pressdo inicial elevada (geralmente quan-
do a pressdo critica do eluente é maior que 70 bar), mas mostrou bom
desempenho a pressdes menores (fluidos com pressao critica em torno
de 40 bar)®. Sem ddvida alguma, o sistema mais usado é o injetor
tipico de HPLC com vélvula de multiplos pdrticos. Este injetor apre-
senta alto desempenho em pressoes elevadas e boa reprodutibilidade
de amostragem. Para colunas em pSFC, um sistema convencional de
inje¢do para HPLC ¢ adequado. Entretanto, para sistemas com coluna
capilar, um volume menor de amostra é necessdrio. Para tal, deve-se
adaptar um “split” (divisor de amostra) entre o injetor e a coluna. Os
injetores mais antigos utilizavam um volume grande de amostra, ge-
ralmente com “loop” externo’, enquanto que os mais modernos jd apre-
sentam “loop” interno da ordem de nanolitros, o que diminui a relacao
de divisdo (“split ratio”). As dimensdes da coluna capilar regulam a
capacidade médxima de amostra a ser injetada. Na Tabela 2 sdo apre-

interno (d.i.) e comprimento (L) da coluna capilar em SFC'

Diametro interno  Volume do injetor Comprimento da coluna

d.i. (um) Vinj (uL) L (m)
200 1,50 4,8
100 0,27 34

50 0,05 2,4

sentadas algumas relacdes de volume de injecdo em funcdo do diame-
tro e comprimento da coluna'®.

Colunas

As primeiras tentativas na utilizacdo de colunas capilares em
cromatografia com fluido supercritico foram frustradas pelo fato de
que vdrias fases estaciondrias foram lavadas da coluna pelo alto po-
der de solvatacgdo do fluido supercritico. Isto levou os pesquisadores
a desenvolverem fases de maior massa molecular (entrecruzadas) e
com ligagdo direta ao suporte sélido (tubo de silica fundida no caso
de colunas capilares ou particulas de silica no caso de colunas empa-
cotadas). O tamanho das particulas de empacotamento (recheio) tem
grande influéncia no desempenho cromatogréfico devido ao seu efeito
na queda de pressdo ao longo da coluna. Particulas de tamanho pe-
queno (1 a 10 um) permitem elevada resolugdo cromatografica e gran-
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de nimero de pratos (eficiéncia elevada), porém a queda de pressao
¢é grande, da ordem de 5 a 10 bar, o que causa efeitos adversos. Por
outro lado, particulas de didmetro maior (20 a 120 pm) apresentam
menor eficiéncia devido a menor drea de parti¢do, porém produzem
pequena queda de pressao (quase desprezivel em alguns sistemas, da
ordem de 0,5 bar) o que permite o uso de vazdes de fase mével maio-
res, reduzindo o tempo de andlise.

A escolha da fase estaciondria deve ser feita levando em consi-
derag@o o soluto a ser analisado e a estabilidade da fase sob as con-
digdes criticas; neste aspecto, tanto o filme liquido quanto o suporte
sélido devem ser considerados. Tanto colunas empacotadas quanto
colunas capilares de tubo aberto podem ser usadas em SFC. A dife-
renga entre os sistemas nao recai somente nos dois tipos de coluna
mas, também, na fase estaciondria, na instrumentacéo e na aplicacao
dessas diferentes formas de SFC. A teoria bdsica, todavia, é igual-
mente vélida para ambas situagdes. As caracteristicas mais relevan-
tes de cada tipo de coluna serdo destacadas a seguir:

» Caracteristicas de uma coluna capilar tubular aberta para cSFC:

Na coluna capilar de tubo aberto a fase estaciondria é um filme
polimérico depositado na parede interna do tubo. O volume da colu-
na, exceto aquele ocupado pela fase estaciondria, € disponivel para o
fluxo da fase mével. Para uma dada coluna, trés dimensdes sio rele-
vantes: o didmetro interno da coluna, a espessura de filme da fase
estaciondria e o comprimento da coluna.

a) Diametro interno (d.i.): a variagdo do didmetro afeta a efici-
éncia pois acarreta numa varia¢do da vazdo da fase mével
pela coluna alterando vdrias propriedades cromatogréficas.

b) Comprimento: 0 aumento no comprimento causa um aumento
na resolu¢do assim como um aumento no tempo de andlise.
O comprimento da coluna deve ser o menor possivel, porém
suficiente para ocorrer a separacao.

¢) Espessura de filme (d,): se d, € aumentado, pode-se aumentar
o equivalente na amostra injetada na coluna, obtendo-se um
aumento na sensibilidade.

e Caracteristicas de uma coluna empacotada para pSFC:

O tamanho de particula é um parimetro adicional que afeta a
eficiéncia e a sensibilidade. Os efeitos do tamanho de particula na
pSFC sao similares aos efeitos do didmetro da coluna na cSFC. As
particulas usadas nas colunas de pSFC sdo as mesmas usadas para
HPLC. O comprimento e o didmetro interno das colunas para pSFC
sdo mais limitadas que em HPLC devido a alta pressdo utilizada e a
maior restrico da primeira quanto a queda de pressdo. A queda de
pressdo ocorre através da coluna e depende do didmetro da particula
de empacotamento e do comprimento da coluna, podendo ser esti-
mada pela Equagdo 1:

uynL

AP = ‘Z,? (1)
»

onde: AP = pressdo (bar)

u = velocidade linear (cm/s)

Y = constante (~1000 para particulas esféricas de empaco-

tamento)

M = viscosidade (poise)

L = comprimento da coluna (cm)

dp = didmetro da particula de empacotamento (mm)

O maior problema da variacdo da pressdo através da coluna é
que a densidade do fluido de arraste no inicio e no final da coluna
serdo diferentes e, conseqiientemente, o poder de solvatagdo serd
diretamente proporcional a variacdo da densidade do fluido e, com
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isso, o poder de elui¢do varia dentro da coluna'’. Um resumo das
vantagens e desvantagens do uso das colunas capilares e empacota-
das ¢ apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Resumo das caracteristicas do emprego das colunas
capilares e empacotadas em SFC'"

Coluna capilar

Vantagens: * Baixa queda de pressao
e Alta eficiéncia
* Facilidade de interface com detectores FID e
MS
* Baixa vazdo de fase mdvel (bomba seringa)

Desvantagens: * Baixa velocidade 6tima
¢ Dificil controle de vazao
¢ Baixa sensibilidade com detectores UV e IR

Coluna empacotada

Vantagens: e Menor tempo de andlise
* Alta capacidade de amostra (sensibilidade)
* Possibilidade de uso de detectores UV e IR

Desvantagens: * Alta queda de pressdo
* Baixa eficiéncia
e Grande drea superficial (possivel efeito de
adsorcao)

Sistema de aquecimento e controle de temperatura

O controle da temperatura em SFC é muito importante pois a
variacdo da temperatura acarreta variacido da densidade do fluido e,
conseqiientemente, influencia na parti¢do, na volatilizacido dos
analitos e na seletividade, principalmente na regido préxima ao pon-
to critico. Nesta regido, isto é, em torno do ponto critico, o controle
da temperatura deve ser o melhor possivel para manter a densidade
do fluido constante. O forno cromatografico devera funcionar numa
faixa desde a temperatura ambiente até cerca de 300 °C. Em alguns
casos hd necessidade de ter um pré-aquecedor para que o fluido che-
gue na coluna com a temperatura préoxima da qual serd usada. Para
isso, pode-se instalar o injetor dentro do forno; desta forma a amos-
tra € introduzida na coluna sob a mesma temperatura de andlise.

O sucesso do transporte do analito até o detector também depen-
de da volatilidade, da solubilidade na fase fluida, da geometria do
restritor, da pressdo e da temperatura do fluido. Para compostos pou-
co voldteis, é possivel que o analito precipite e concentre-se na pare-
de do restritor, o qual pode chegar a ponta e, eventualmente, obstruir
o restritor. A Figura 2 mostra uma foto dos diferentes perfis de ex-
pansdo da dgua, em fungdo da temperatura do restritor'>. Pode-se
perceber que a temperaturas mais elevadas o aerossol é mais fino e
evita o entupimento do restritor. Para evitar a obstrucéo do restritor,
a temperatura na zona de expansdo do fluido deve ser maior que a
temperatura critica. O aumento da pressdo facilita o transporte de
analitos no sistema cromatografico devido ao alto poder de
solubilizacdo do fluidos, mas aumentar a temperatura pode ser con-
traproducente uma vez que a densidade da fase fluida diminui. Para
analitos que apresentam alguma volatilidade, o aumento da tempe-
ratura pode aumentar a solubilidade.

Restritores

Os restritores sio usados para que se mantenha a pressao homo-
génea dentro da coluna cromatografica. Os restritores sdo os ele-
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Figura 2. Fotografia do perfil da expansdo da dgua para 600 bar em vdrias
temperaturas de expansdo (Te) - reproduzida da ref. 13, com permissdo da
American Chemical Society

mentos da instrumenta¢do em SFC que devem apresentar os maiores
cuidados na escolha devido a compatibilidade com os diferentes
detectores, além de manterem a pressdo interna constante. Na tenta-
tiva de obter resultados satisfatdrios e consistentes, diversas possibi-
lidades foram testadas. Por exemplo, Lee e Campbell* montaram
um sistema dotado de vasos de coleta pressurizados com nitrogénio,
servindo para duas finalidades: recuperar a amostra em fracdes dis-
tintas e produzir uma pressdo de retorno (“back pressure”). Sistema
andlogo foi descrito por Hirata e Nakata'> onde a “back pressure” era
produzida por outra bomba de pressurizacio equilibrando, assim, a
pressdo de entrada e a pressdo de saida.

Restritores mais simples sdo constituidos de tubo de silica fun-
dida de pequeno didmetro interno (<10 wm) como o utilizado por
McNair e Hensley'. Bertsch e Green!” compararam 5 tipos de
restritores: restritor de silica fundida, restritor de silica fundida nio
tratada, restritor de ago inox, restritor de vidro Pyrex e restritor de
filtro sinterizado microporoso, tendo obtido um melhor resultado
com o primeiro. A Figura 3 ilustra, de forma esquematica, diferentes
geometrias de restritores que foram investigados para SFC e SFC-
MSIS-23.

Muitos dos detectores usados para SFC, como o detector de
ionizacdo de chama (FID) e o espectrometro de massas (MS), reque-
rem que o efluente cromatogrifico seja despressurizado antes da
detecgdo. A despressurizacio ¢, geralmente, realizada pela expansio
da fase mdvel através do restritor na regido onde ocorre a detecgao.
Muitos instrumentos empregados em SFC utilizam alguma forma de
restritor capilar com dimensdes empiricamente selecionadas para dar
a fase mével uma velocidade linear adequada para a temperatura e
pressdo cromatograficas desejadas.

Na Figura 4 ¢ ilustrado o processo adiabdtico no qual a entalpia
do fluido € a mesma antes e depois da expansdo (H,). Se o restritor
for curto, o processo pode ser considerado adiabdtico, se o restritor
for longo e a temperatura for mantida constante, a expansiao poderd
ser considerada isotérmica. Em ambos os casos, o estado de equili-
brio do fluido, no restitor e apds a expansdo, podem ser expressos
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Figura 3. Diagrama de vdrios restritores que podem ser usados para SFC.
A)de silica fundida com redutor, B) de silica fundida com extremidade conica,
C) e D) de silica fundida com diferentes didmetros de orificio, E) de silica
fundida com orificio interno formado a partir da compressdo da coluna a
temperatura elevada, F) formado pela deposicdo de material no final do
capilar, G) de orificio tipo “pinhole”, muito usado para SFC-MS, H) de
silica fundida formada por filtro poroso (“frit”), 1) Restritor com a
extremidade comprimida (“pinched”). Adaptado da ref. 21

Frente de choque
Restritor

T1: P Hy T, P Hy

Regido de
Expansao
Isoentdlpica (Hy)

Regido de
Expansio
Isoentropica

Gas despressurizado
em equilibrio

Fluido em equilibrio
aalta pressao

Figura 4. llustragcdo esquemdtica da expansdo do fluido supercritico para
um processo adiabdtico no qual os estados inicial e final do fluido sdo
conhecidos - reproduzida da ref. 13, com permissdo de American Chemical
Society

pelas relagdes termodinidmicas descritas nas Equagdes 2 e 3'. A den-
sidade do fluido na saida do capilar (p,) pode ser estimada pela rela-
¢d0 entre as pressdes apds o processo de expansdo (P,) € a pressao
no interior da coluna (P)).

C
Py [y i:1,2 5B ,sendo y =—" = 1,4 para o CO, 2)
Py 2 )R P, C

v

onde: p, = densidade do fluido na entrada do capilar (g/cm?)
p, = densidade do fluido na safda do capilar (g/cm’)
P, =pressdo no interior da coluna (bar)
P, =pressdo apds o processo de espansdo (bar)
y = razdo entre a capacidade calorifica a pressdo constante
(Cp) e a volume constante (C)
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Para uma expansao adiabdtica a temperatura na saida do capilar
(T,) serd dada, também, pela relagdo entre a temperatura no interior
da coluna (T)) e ¥.

?lzlﬂ/ 3

As dimensdes dos restritores podem ser as mais variadas possi-
veis e produzir o mesmo resultado. Por exemplo, o restritor capilar
pode ser curto com um didmetro interno bastante reduzido ou longo
com diametro interno maior. O diagrama da Figura 5 mostra a de-
pendéncia da relacdo entre o comprimento e o didmetro do restritor
capilar (L/D) e o efeito desta relagdo na reducdo do fluxo de fase
movel e na redugdo da pressdo. O restritor ideal para SFC deve apre-
sentar as seguintes caracteristicas>:

a) manter uma vazdo uniforme, mesmo durante a programagdo de
temperatura e pressio;

b) ser inerte para ndo permitir adsor¢cdo de analitos durante a
despressurizacdo da fase mével;

c) ser facilmente substituido para varia¢do de vazdo e

d) manter a transferéncia completa de solutos que se degradam ou
que ndo sdo voldteis ao detector sem pirélise ou formacao de

particulas.
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Figura 5. Pardmetros de redugdo de fluxo como uma fungdo da razdo
comprimento/diametro da coluna (L/d) para uma expansdo adiabdtica no
final do capilar - reproduzida da ref. 13, com permissdo da American
Chemical Society

Detectores

A principio, qualquer detector convencional de cromatografia
liquida ou gasosa pode ser usado em SFC sem que, para isso, neces-
site de grandes modificagdes instrumentais. Detectores de UV sdo
amplamente usados desde que estejam dotados de uma cela de alta
pressdo®. Normalmente, os detectores de absorcdo UV apresentam
bons resultados na andlise de hidrocarbonetos aromaticos
polinucleares. Pode-se adaptar um detector UV para detec¢do “on-
column” devido ao reduzido volume de cela, quando a separacgdo é
feita em cSFC?. As desvantagens destes detectores s3o as mesmas
encontradas em HPLC, como a auséncia de resposta para compostos
que ndo possuam grupos cromdéforos. Um detector que tem sido usa-
do com bons resultados por ser compativel com os dois sistemas
SFC € o detector evaporativo com espalhamento de luz (ELSD). O
ELSD ¢ particularmente adequado para uso em SFC. O seu funcio-
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namento consiste numa etapa de vaporizagio do efluente com poste-

rior espalhamento de luz pelas moléculas dos analitos, o que ocorre

automaticamente no processo de descompressdo da fase mével. Este
detector ainda apresenta boa sensibilidade, podendo ser considerado
um detector pseudo-universal?’.

Mais sensivel e mais abrangente é o detector por ioniza¢do em
chama, FID, largamente utilizado em GC, o qual permite a detec¢do
da maioria dos compostos orgdnicos com boa sensibilidade e exce-
lente linearidade de resposta, sendo adequado para andlises quanti-
tativas. Alguns problemas foram encontrados na utilizagdo de
restritores antes do FID, incluindo o resfriamento nas regides de ex-
pansio adiabdtica’ e a deposicdo de material de alta massa molecular
durante a descompressdo da fase mével®. Se o fluido € liquido a
temperatura ambiente (tal como pentano) o detector mais indicado é
o UV, enquanto que o FID € o detector preferido quando se utiliza
CO, como fluido supercritico. Alguns trabalhos recentes avaliam o
uso de espectrdmetros de massas como detectores em SFC*. Apesar
de promissores, sistemas dedicados SFC-MS ainda sdo raros e indis-
poniveis comercialmente®.

A expectativa de alta eficiéncia combinada com o baixo fluxo
volumétrico mostrou que a SFC possibilita ficil interfaceamento com
os detectores da cromatografia gasosa, em particular, com a
espectrometria de massas. O grande interesse nesta técnica estd na
separacdo de compostos ndo polares de elevada massa molecular,
como oligdmeros sintéticos e surfactantes nao-idnicos, que podem
ser separados por SFC e apresentam a vantagem da detec¢do por
MS. Assim, a caracterizaciio de misturas complexas certamente foi
beneficiada com esta evolugdo.

No inicio do desenvolvimento da SFC-MS ndo foi obtido um
progresso substancial pois ndo houve a possibilidade de acoplamento
direto. Foram feitas varias tentativas usando bombas de alto vacuo
em estdgios adicionais para tolerar altas vazdes de fase mével®' .
Com o desenvolvimento de novas colunas e diferentes interfaces, o
interesse pela SFC-MS voltou a aumentar com vdrios trabalhos mos-
trando o sucesso neste interfaceamento™.

Durante a ultima década, a interface mais comum de SFC-MS
era feita pela inser¢ao direta do restritor na fonte de fons do espec-
trometro de massas, podendo este operar tanto no modo de impacto
eletronico (EI) como em ionizag¢do quimica (CI). Por vdrias razdes,
este método de introdugdo direta de fluido mostrou-se efetivo:

a) o volume reduzido de fase mével dispensada pela coluna capilar
pode ser facilmente removido pelo sistema de vdcuo do
espectrOmetro de massas padrao, sem a necessidade de estigios
adicionais de vacuo;

b) apresenta um volume morto minimo e

¢) com o aquecimento suficiente da ponta do restritor pode-se com-
pensar o resfriamento adiabdtico.

A influéncia do restritor no desempenho da interface do MS foi
estudada®. Entre os restritores comuns de SFC, o afilado de parede
delgada fornece inigualdvel vantagem na separag@o de algumas mistu-
ras de oligdmeros, os quais ndo podem ser completamente resolvidos
quando se usa um restritor de filtro poroso (“frit”) ou um integral®.
Duas das possiveis interfaces utilizadas para o acoplamento SFC-MS
com introducdo direta da amostra estdo mostradas na Figura 6.

Os primeiros equipamentos adaptados para acoplamento LC-MS
suportavam altas vazdes de fase mével, podendo esta ser variada
sem influenciar o mecanismo da produg@o de fons. Com este ponto
de vista, a SFC tornou-se interessante novamente. A maior parte dos
trabalhos em SFC-MS com ionizac¢do a pressdo atmosférica (API)
tém sido realizados com colunas capilares®*!. Para a interface SFC
com fonte API, equipamentos LC-MS comerciais foram usados sem
modificagdes, requerendo somente a introdu¢do de um restritor. Al-
guns problemas podem surgir quando o instrumento apresentar um
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Figura 6. Diagramas de duas interfaces SFC-MS - reproduzidos das ref. 37
e 38, com permissdo de Wiley - VCH

restritor ndo apropriado. Uma limitagdo no uso de fonte API estd na
utilizacdo de uma composi¢do programada (gradiente) da fase mé-
vel em SFC*#,

Ha dois mecanismos fundamentais no processo de ionizag¢do do
soluto em efluente SFC a pressdo atmosférica. Primeiro, a ionizagdo
pode ser executada na fase gasosa por meio de uma descarga “Corona”
produzida com a aplicaciio de uma alta tenséo na ponta de um eletro-
do agulha, localizado na saida do restritor. Este processo ¢ denomi-
nado de ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) e requer
uma vaporizac¢do completa do efluente da coluna, a qual é auxiliada
pelo aquecimento do restritor e de um nebulizador de gés. O segun-
do mecanismo dé-se por um processo de nebulizagdo sob alta tensdo
ou “electrospray”. A ionizagdo “electrospray” (ESI) dé-se inicial-
mente pela formacdo de goticulas finas no aerossol na saida da colu-
na. Com a vaporizagdo constante destas microgotas, a presenca de
cargas provenientes dos analitos idnicos ou de tampdes dcidos pro-
voca uma grande repulsdo eletrostatica na superficie da gota. No
limite da estabilidade entre a tensdo superficial e a repulsdo idnica
ocorre uma explosdo couldmbica, a qual ocorre sucessivamente até
o analito se encontrar ionizado em fase gasosa. Este processo ¢ par-
ticularmente interessante para macromoléculas*'*3.

Sistemas comerciais

Um indicio de que existe uma demanda em crescimento para
instrumentos comerciais de SFC pode ser observado pelo nimero
atual de fabricantes de equipamentos. Por exemplo, em 1994, ape-
nas Hewlett Packard, Dionex, Suprex e Gilson tinham modelos de
instrumentos disponiveis no mercado. Em 1997, das quatro compa-
nhias iniciais, apenas a Gilson ainda se mantinha ativa na drea de
SFC, porém, na companhia de outros seis fabricantes que, ou cria-
ram os préprios modelos ou licenciaram dos primeiros. Juntos ofe-
reciam oito modelos diferentes de equipamentos, sendo que todos
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dedicados a colunas empacotadas (tanto para colunas “microbore”
quanto para colunas analiticas e preparativas). Uma excecdo era a
ABB Process Analytics, que oferecia a possibilidade de escolha en-
tre colunas capilares e empacotadas. Para uma completa compara-
¢do entre todos os sistemas comerciais disponiveis veja as Revisoes
de Produto (“Product Review”) nas Paginas A do periddico Analytical
Chemistry* .

COMENTARIOS FINAIS

O ressurgimento da SFC ainda ¢ timido, todavia ele € inegdvel*.
A industria farmacéutica estd sendo sua principal promotora por ter
encontrado na SFC uma ferramenta analitica particularmente apropri-
ada para seus compostos de interesse. Compostos farmacéuticos sdo,
em sua grande maioria, ou compostos termicamente instdveis, ou de
baixa volatilidade ou compostos quirais. Estes tltimos, constituem no
principal foco das aplica¢des na inddstria farmacéutica, pois SFC nor-
malmente gera uma resolugdo maior por unidade de tempo do que
HPLC em separagdes quirais, o que é extremante interessante para
aplicacdes industriais®. Curiosamente, aparentemente o efeito de
solvatacdo do diéxido de carbono induz mudangas conformacionais
que sdo geometricamente favordveis a discriminagdo quiral®.

Nos tltimos 2 anos pouco foi mudado na instrumenta¢io comer-
cial em SFC e os instrumentos adaptados ainda estdo sendo usados e
testados com pequenas variagdes para utilizagdo com coluna capilar
e diferentes detectores, como o MS*. Depois de um periodo de qua-
se estagnacdo, trabalhos realizados pelo uso de técnicas API durante
os ultimos anos t&ém dado um novo impeto no campo da SFC-MS.
Observa-se que existe uma grande oportunidade se abrindo no interfa-
ceamento pSFC-MS sem restricdes as limitacdes cromatograficas,
obtendo-se, assim, uma poderosa ferramenta analitica, muito mais
versatil que cSFC-MS, a qual tem dominado os trabalhos em SFC-
MS nos anos recentes.

Atualmente, hd ainda um nimero reduzido de grupos de pesqui-
sa trabalhando em SFC-API-MS, parcialmente devido aos altos cus-
tos dos equipamentos. Particularmente, a fonte API tem sido usada
apenas em escala de pesquisa em instrumentos MS adaptados. Con-
tudo, uma vez que equipamentos miniaturizados poderao ser feitos e
disponiveis, espera-se que SFC-MS terd uma ampla aceitac@o.

Outra grande potencialidade do acoplamento SFC-MS est4 rela-
cionada com o desenvolvimento da cromatografia unificada*, na qual
o grande desafio é compatibilizar a fase mével com o sistema de
detecgdo. Neste caso, usando CO, e MS, pode-se utilizar a fase mé-
vel em qualquer estado (liquido, gds ou supercritico) e um sistema
de deteccdo universal.

Serd apresentada, nos proéximos artigos, uma avaliacdo de dois
sistemas para cromatografia com fluido supercritico, sendo um para
colunas empacotadas e o outro para colunas capilares abertas. Am-
bos foram projetados e construidos pelo Grupo de Cromatografia
(CROMA) do Instituto de Quimica de Sao Carlos/USP. O primeiro,
uma versdo completamente artesanal, foi montado e adaptado a par-
tir de alguns componentes cromatogrificos antigos e outros dese-
nhados e construidos no IQSC? O segundo, jd mais sofisticado e
moderno, foi construido com correcdes observadas no desenvolvi-
mento do primeiro sistema, empregando uma coluna capilar de tubo
aberto®.
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