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THE STATE OF ART OF ULTRA PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC) retains the same principles as High Performance Liquid Chromatography (HPLC), but uses 1-2.1 mm i.d. columns with sub-2
um particles. It is considered the newest advance in analytical separation science. The use of these small particles with mobile phases
at high linear velocities increases resolution and detectability and decreases analysis time. Thus, the analyses are faster, the solvent

volume is smaller, the efficiency is higher and the detectability is 2-3 times higher when compared with HPLC analysis.
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INTRODUCAO

Desde o inicio da cromatografia liquida (CL), em 1950, até os
dias atuais, muitos avancos foram alcangados e todos eles foram
impulsionados pelo desenvolvimento continuo de novas particulas
de fases estaciondrias (FE) que fossem capazes de gerar colunas
mais seletivas, eficientes e estdveis quimica e mecanicamente. Nos
dltimos 40 anos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
tem sido a técnica analitica mais desenvolvida, difundida e empregada
em laboratdrios de andlise de inddstrias quimicas e farmacéuticas,
em dreas médicas e em muitos outros campos da ciéncia e até em
Orgdos governamentais.

Associada a essa expansao, na tltima década, o desenvolvimento
da CLAE tem sido direcionado a necessidade de andlises mais rapidas,
porém sem o comprometimento do desempenho cromatogréfico. Para
isso, a reducdo do tamanho das particulas da FE e das colunas foi a
alternativa mais atrativa, porém ficou limitada por um periodo por
causa da elevada pressdo resultante desta concomitante redugdo, que
ndo € compativel com os sistemas cromatograficos convencionais.
Entretanto, o uso de particulas menores que 2 um se tornou possivel
recentemente, com o desenvolvimento da cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (CLUE).

DESENVOLVIMENTO DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA
AO LONGO DA SUA HISTORIA

O desenvolvimento da CL, desde o seu inicio em 1950, quando
se usavam colunas recheadas com particulas irregulares de 100-200
um que alcancavam eficiéncias de apenas 200 pratos/15 cm, até hoje,
estd voltado para a tecnologia das particulas de recheio, associado a
busca de melhor desempenho cromatografico, melhor reprodutibili-
dade e andlises mais rapidas sem perda de eficiéncia e de resolucao.
Como forma de elucidar a trajetéria da evoluc@o desta técnica, que
atualmente emprega, com sucesso, particulas de FE menores que 2
um, os seus avangos estdo detalhados no breve histérico'? descrito
a seguir.

Ao redor dos anos 60, foram introduzidas as colunas recheadas
com particulas peliculares rigidas de 40-50 um, mecanicamente
resistentes e, dessa forma, proprias para serem usadas com pressao.
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Estas particulas ofereciam maiores eficiéncias, 1000 pratos/15 cm,
devido a taxa rapida de transferéncia de massa resultante da camada
porosa fina das particulas peliculares, porém, apresentavam baixa area
superficial e, conseqiientemente, baixa capacidade de amostra.

A transi¢do para particulas porosas menores, com didmetros em
torno de 10 pm, ocorreu por volta dos anos 70, com a finalidade de
contornar as desvantagens apresentadas pelas particulas de didmetro
maior e pelas peliculares. As colunas recheadas com particulas de
10 um apresentaram um ganho em eficiéncia, 6000 pratos/15 cm,
quando comparadas as existentes até entdo. Entretanto, a reprodu-
tibilidade do enchimento destas colunas com particulas menores e
irregulares tornou-se um desafio, até serem desenvolvidas as parti-
culas esféricas.

A partir dos anos 80, com a introdugdo das particulas esféricas, o
desenvolvimento voltou-se basicamente para a redugio do didmetro
das particulas de FE. As primeiras particulas esféricas desenvolvidas
possufam didmetros de 5 um e apresentavam eficiéncia de 12000
pratos/15 cm e, 10 anos mais tarde, foram introduzidas as particulas
esféricas de 3-3,5 um que alcangavam eficiéncias significativamente
maiores que as anteriores, em torno de 22000 pratos/15 cm. Com
isso, as andlises tornaram-se 30-50% mais rapidas e eficiéncias mais
elevadas foram alcangadas, uma vez que estas particulas permitem
enchimentos mais reprodutiveis e formam um leito cromatografico
mais homogéneo e compacto.

Em 1996, foram introduzidas as particulas esféricas ndo porosas
de 1,5 um, com as quais foram obtidas colunas com eficiéncias de
30000 pratos/15 cm. Além da alta eficiéncia, estas particulas ofere-
cem menor resisténcia a transferéncia de massa, facilitando o uso de
uma faixa ampla de vazdes de fase mével, sem perda de desempenho
cromatografico e s3o mais resistentes e estdveis as altas pressoes e
temperaturas. Entretanto, devido a drea superficial baixa, estas par-
ticulas resultam em menor capacidade de amostra que as particulas
porosas e, por causa do tamanho pequeno, proporcionam tempos
de retengdo menores. Dessa forma, estes materiais sdo geralmente
empregados para separagdo de macromoléculas como, por exemplo,
as proteinas que tém difusdo lenta na fase mével.

Somente apds 50 anos de desenvolvimento, surgiram as particulas
esféricas porosas de 2,5 um, com as quais sdo obtidas colunas com
altas eficiéncias (25000 pratos/15 cm), os enchimentos séo reproduti-
veis e as andlises sdo mais rapidas devido a concomitante diminui¢ao
dos tamanhos das colunas. Poucos anos mais tarde, surgiram as
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particulas esféricas porosas de 1,7 um que, comparadas as particu-
las de 5 ou 3 um, permitem melhores resolugdes e altas eficiéncias,
30000 pratos/15 cm, porém, necessitam de uma instrumenta¢ao mais
sofisticada para serem empregadas com o maximo de desempenho
cromatografico.'*

Os desenvolvimentos significativos alcan¢ados na dltima década
foram conseqiiéncia do uso intenso da CLAE no mundo todo, como
uma técnica de analise de rotina em laboratorios e, dessa forma, a
busca por andlises mais rdpidas e com bom desempenho cromato-
grafico tornou-se evidente e necessdria.

A alternativa mais simples, para diminuir o tempo de andlise, seria
o uso de colunas mais curtas associadas a vazdes mais elevadas de
fase mével (FM). Com isso, as andlises e os tempos de reequilibrio da
coluna seriam mais rdpidos e as pressdes seriam compativeis com os
sistemas convencionais de CLAE, devido ao menor comprimento da
coluna. Esta alternativa foi aplicada, empregando-se particulas de FE
de 3-3,5 pum, mas mesmo assim as separagdes apresentavam menor
desempenho cromatogrifico e perda de resolugdo.**

Outra estratégia foi o uso das colunas monoliticas,'”® que sdo
um meio continuo de separa¢do, comumente em formato cilindrico,
altamente poroso e preparadas a partir de silica ou de material poli-
mérico. A estrutura € caracterizada por apresentar macroporos (2 um)
e mesoporos (13 nm) que conferem aos monolitos eficiéncias simi-
lares as alcancadas com colunas recheadas com particulas de 3-3,5
um, porém, oferecem uma permeabilidade maior que os materiais
particulados e, dessa forma, podem ser usadas vazdes mais altas sem
aumento da pressao no sistema cromatografico e sem perda de efici-
éncia, devido a rdpida taxa de transferéncia de massa. Entretanto, o
uso das colunas monoliticas estd limitado as colunas comercialmente
disponiveis, que sdo de um unico fabricante, Merck, e apresentam
diametros internos de 4,6 e 3,0 mm, ndo sendo tdo compativeis com
o espectrometro de massas (EM), além de consumirem maiores
quantidades de solventes e possuirem estabilidade quimica limitada
em uma estreita faixa de pH (2-8).

A busca por andlises rdpidas deu inicio a cromatografia liquida
de alta temperatura (CLAT)'® que emprega colunas convencionais de
CLAE, porém, as andlises sdo realizadas em temperaturas maiores
que 60 °C. O uso de altas temperaturas diminui a viscosidade da
fase moével e, conseqiientemente, gera menores pressdes no sistema
cromatogréfico, permitindo o uso de vazdes de FM mais elevadas.
Com isso sdo alcancadas maiores eficiéncias, maiores velocidades de
transferéncia de massa e menores tempos de andlise. Entretanto, esta
técnica apresenta muitas desvantagens, entre elas, poucos materiais de
recheio sdo estdveis a altas temperaturas, possibilidade de degradagio
dos compostos analisados e dificuldade de aquecimento e resfriamento
da fase movel, que restringem o seu uso em andlises de rotina.

Recentemente, o uso de particulas menores que 2 um, em sis-
temas cromatograficos com pressdes convencionais, 40 MPa (6000
psi), tem diminuido bastante o tempo de andlise, porém, o0 maximo
desempenho cromatografico tem sido limitado pela pressdo. Para
contornar o obstdculo da pressdo e fazer uso das particulas menores
que 2 um, com o mdximo de desempenho cromatografico, tornando
as andlises até 20 vezes mais rdpidas, sistemas capazes de trabalhar
em altas pressodes, 100 MPa (15000 psi), foram desenvolvidos e esse
avanco da cromatografia liquida foi denominado de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (CLUE).

INFLUENCIA DO TAMANHO DAS PARTICULAS EM
CROMATOGRAFIA LiQUIDA

Como mostrado, o crescimento do emprego da cromatografia
liquida deve-se a evoluc@o dos materiais de recheio, que permitiram
separagdes cada vez melhores. A base dessa evolugdo € governada
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pela equagdo de van Deemter,>**!! que descreve a relac@o entre efi-
ciéncia, expressa pela altura de prato (H, um), velocidade linear da
fase mdvel (U, mm/s) e tamanho da particula (dp):

BD

Cd’?
H=Aa’p+—f‘4+—pM
u D,

)

onde D, = coeficiente de difusdo do analito € A, B e C sdo constantes.

O termo A refere-se ao alargamento dos picos devido aos diferen-
tes caminhos seguidos pelas moléculas do analito. Esse termo pode ser
minimizado usando-se colunas de tamanho reduzido, com didmetros
internos menores, com enchimentos eficientes e particulas uniformes.
O termo B esta relacionado a difus@o longitudinal ou difusdo do
soluto na FM e este termo pode ser minimizado com o uso de altas
velocidades lineares da FM. O termo C descreve a transferéncia de
massa do analito entre a FM e a FE.

O minimo da curva de van Deemter representa a vazao 6tima para
se obter a eficiéncia mdxima da coluna. Isto € um compromisso entre
os termos B e C. Os termos A e C sdo influenciados pelo tamanho das
particulas. As particulas menores tendem a reduzir a altura do prato
e, dessa forma, sdo obtidas colunas com um nimero de pratos maior,
ou seja, mais eficientes. As particulas pequenas tendem a permitir
trocas do soluto na FM e nos poros das particulas mais rapidamente
devido a menor profundidade dos poros. Assim, o soluto gasta um
tempo menor entre a FM e a FE, eluindo em picos estreitos.

Uma vantagem do uso de particulas menores que 2 pm ¢ que
a eficiéncia da coluna pode ser mantida com a diminui¢do do seu
comprimento. Uma coluna menor permite separagdes mais rapidas,
uma vez que o tempo de separacio € proporcional ao comprimento
da coluna. Além disso, uma coluna menor, comparada a uma maior,
empregando-se a mesma vazdo de fase mével, gasta uma menor
quantidade de solvente, de amostra e de FE.

Na Figura 1, estdo apresentadas as curvas de van Deemter,">!>!*
para particulas de 10, 5, 3 e < 2 um, que mostram que as particulas
< 2 um podem ser usadas para separagdes rapidas e ultra rapidas,
uma vez que as eficiéncias sdo mantidas com uso de colunas curtas
e com altas velocidades lineares de FM.

30— 10 um
25 -
5 um
T 20
2
T
15 — 3um
5 <2um
I I I I I I
1 2 3 4 5 6
p (mm/s)

Figura 1. Curva de van Deemter para particulas de 10, 5, 3 ¢ < 2 um.
Adaptada da ref. 1

O uso de colunas recheadas com essas particulas < 2 um requer
a otimizacdo de outros pardmetros experimentais.

A diminui¢do do tamanho da particula provoca um aumento na
presséo do sistema, conforme a Equagio 2:%'3

Lnp
P=¢—" (2)
¢ 10042
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onde P = pressio, ¢ =resisténcia a vazio, L = comprimento da coluna
(mm), N = viscosidade da FM (mPa/s), pu = velocidade linear (mm/s)
e d, = tamanho da particula (um).

Dessa forma, se o tamanho da particula for reduzido pela metade,
tem-se um aumento da pressdao por um fator de 4. Porém, como o
uso das particulas menores estd associado ao emprego de colunas
mais curtas, esse aumento na pressio passa a ser menor que 4 vezes,
mas, mesmo assim, ndo € compativel com um sistema convencional
de CLAE.

Outros fatores que precisam ser otimizados sdo o volume extra
coluna e o tempo de residéncia dos gradientes, tempo que a FM leva
para percorrer o sistema cromatografico desde a saida do misturador
até o topo da coluna, como forma de minimizar o alargamento do pico
cromatografico e obter a maxima eficiéncia da coluna.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA ASSOCIADA AO USO DE
ALTAS PRESSOES

A primeira citagio relacionada ao uso de altas pressdes, denomi-
nada cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (CLUAE), foi a de
Bidlingmeyer et al.,'em 1969, que empregaram particulas menores
que 2 um, em uma coluna longa e de didmetro interno grande. Entre-
tanto, os resultados obtidos foram irreprodutiveis devido a problemas
no enchimento.

Os primeiros trabalhos relevantes usando pressdes acima de 410
MPa (60000 psi) foram realizados por Jorgenson e colaboradores'” e
Lee e colaboradores,'® por volta de 1997, nos quais usaram colunas
capilares de silica fundida (30 pm x 52 cm) e particulas ndo porosas
de 1-1,5 um que resultaram em eficiéncias de 140000-190000 pratos.
Esta técnica foi empregada na separagdo de benzodiazepinicos, de
compostos farmacéuticos e de herbicidas. Entretanto, a dificuldade em
adaptar um sistema de injecdo apto a fazer a introdugdo da amostra
em um sistema a alta pressao fez com que essa técnica ficasse restrita
aos laboratdrios académicos que possuissem sistemas de CLUAE de
fabricagdo prépria.!®!219

O potencial de separagdo apresentado pelo CLUAE impulsionou
as pesquisas para o desenvolvimento de um sistema adequado para
trabalhar com altas pressdes, porém, usando particulas de silica
porosas (< 2 um) e colunas analiticas de CLAE, o que deu origem a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE).

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA
(CLUE)

A CLUE € o avanco mais recente das técnicas de separagdo,
baseia-se nos mesmos principios da cromatografia liquida de alta
eficiéncia e utiliza fases estaciondrias com particulas menores que
2 pum. O uso destas particulas juntamente com as altas velocidades
lineares da FM aumentam a resolucio e a detectabilidade e diminuem
o tempo das andlises.'*!*?" Para tornar isto possivel, uma vez que a
atual tecnologia de instrumenta¢@o (bombas, injetores e detectores)
disponivel para a CLAE ndo € projetada para trabalhar em altas
pressdes, um novo equipamento que pode operar em pressdes acima
de 100 MPa foi introduzido e adaptado as necessidades atuais, em
2004 pela Waters Corporation. Este primeiro equipamento comercial
capaz de operar em pressdes acima de 100 MPa (15000 psi) foi de-
nominado pela Waters Corporation de Acquity™ ultra performance
liquid chromatography system (UPLC™).!#2Logo em seguida, outros
dois fabricantes, a Jasco e a Agilent, lancaram seus instrumentos de
CLUE, o Xtrem LC (X-LC), também com capacidade de trabalhar
em pressdes acima de 100 MPa e o 1200 Series Rapid Resolution
LC system capaz de trabalhar em pressdes acima de 60 MPa (9000
psi), P respectivamente.

Quim. Nova

As modifica¢des requeridas em um sistema de CLUE sio: capaci-
dade de trabalhar a pressdes muito altas (100 MPa), volumes internos
muito menores (conexdes, alca de amostragem, cela do detector,
bombas), celas do detector sem dispersao e com alta taxa de aquisi¢ao,
melhoramento no sistema de controle e de dados, colunas resistentes
para trabalharem a altas pressdes e com baixo volume morto, injetores
com precisdo na faixa de volumes pequenos.

SISTEMA DE GERENCIAMENTO DE FASE MOVEL

Para se obter o médximo de aproveitamento das vantagens propor-
cionadas pelo tamanho reduzido das particulas e a fim de se alcancar
elevada capacidade de separagdo em CLUE, uma instrumentacéo ca-
paz de trabalhar em altas pressdes € necessdria. A pressdo necessaria,
considerando a vazdo 6tima para alcangar o maximo de eficiéncia,
empregando uma coluna de 15 cm recheada com particulas de FE
de 1,7 pum, fica ao redor de 15000 psi. Dessa forma, sdo requeridas
bombas capazes de impulsionar a fase mével de forma suave e re-
produtivel nestas altas pressdes, para compensar a compressibilidade
do solvente, e que sejam capazes de operar tanto no modo de elui¢cio
isocrdtico como por gradiente.>!21420

Em um sistema de CLUE, devido a compressibilidade do solvente
a altas pressoes, o fluxo deve ser impulsionado de forma rapida e o sis-
tema deve ter baixos volumes para se obter um bom desempenho.

Dessa forma, o equipamento de CLUE possui um sistema bindrio
de solventes, com duas bombas individuais em série para propiciar
gradientes a altas pressdes. Nas saidas das bombas, o filtro e o mistura-
dor (50 pL) estdo acoplados em um mesmo dispositivo, para diminuir
o volume do sistema e fornecer uma mistura adequada. O sistema
tem um volume total de aproximadamente 150 pL. A vantagem de
se fazer as misturas dos solventes a altas pressdes € a obtengdo de
um baixo volume do sistema, uma vez que o tempo de residéncia da
fase mével € menor.'+2028

SISTEMA DE INJECAO DA AMOSTRA

As vélvulas de injecdo convencionais, tanto as manuais quanto as
automaticas, ndo sdo projetadas e nem sio rigidas o suficiente para
operar em pressdes extremas. Para proteger a entrada da coluna das
flutuagdes resultantes do emprego das altas pressdes, o processo de
inje¢do deve ser feito em um curto intervalo de tempo e com um
fluxo relativamente livre de pulso. Dessa forma, a inje¢ao da amostra
¢ realizada de forma automadtica e o amostrador possui controle de
temperatura de 4-40 °C.1314

O volume de injecdo de amostra deve ser reduzido para evitar
o espalhamento da amostra e, conseqiientemente, o alargamento do
pico cromatogréafico. Para isto, os equipamentos de CLUE possuem
uma faixa de volume de injegéo de apenas 0,1-50 pL.'*%

E necessério também um ciclo rdpido para a injecdo da amostra,
para se obter o maximo de aproveitamento da velocidade oferecida
pelo CLUE, uma vez que € requerida a separagdo de uma grande
quantidade de compostos por unidade de tempo. Geralmente, nos
sistemas de CLUE, o tempo de injecdo da amostra sem a etapa da
lavagem € de 25 s, enquanto que com duas etapas de lavagem esse
tempo passa para 60 s. O processo de lavagem em duas etapas pode
ser realizado utilizando dois solventes diferentes, geralmente, de po-
laridades distintas para a completa limpeza da agulha, como forma de
reduzir o efeito de memdria, ou seja, o arraste da amostra injetada em
uma andlise posterior e para aumentar a detectabilidade.!!320-282

Outra forma de anular o efeito de memoria, além de reduzir
os problemas de entupimento da agulha e diminuir a dispersdo da
amostra dentro da agulha de amostragem € usar agulhas do tipo
needle-in-needle, ou seja, tem-se uma agulha dentro de outra agulha,
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sendo a agulha interna de PEEK (poliéter éter cetona) e a externa
de ago inoxidédvel."**® A agulha de ago inoxidédvel € utilizada para
perfurar o septo e a agulha de PEEK ¢ empregada para sugar a
amostra, uma vez que a adsor¢do da amostra no PEEK € menor que
no ac¢o inoxiddvel.

COLUNAS E FASES ESTACIONARIAS

O emprego de particulas < 2 pm como material de recheio das
colunas cromatogréficas aumenta a resisténcia ao fluxo da FM,%!* de
modo que estas colunas devem operar em pressdes mais altas. Além
disso, as maiores eficiéncias destas colunas sao alcancadas com o uso
de altas velocidades lineares de FM, o que também contribui para
o aumento da pressdo no sistema cromatografico, podendo atingir
pressdes maiores que 100 MPa.

Dessa forma, além de desenvolver FE resistentes, principalmen-
te, ao uso de altas pressdes, mudancas nos tubos das colunas e no
processo de enchimento também foram necessdarias.

Em termos de instrumentac@o,'*?** foi necesséria a reducdo do
didmetro interno do tubo da coluna, de 3,0-4,6 mm das convencio-
nalmente usadas para particulas de 3-5 um, para um didmetro interno
de 1,0-2,1 mm para as particulas <2 ym, a fim de minimizar o efeito
do aquecimento dos solventes da fase mdvel, que ocorre quando
sdo usadas altas pressdes. Este aquecimento pode provocar um gra-
diente de temperatura ao longo da corrida, gerando uma vazdo de
FM nio uniforme, o que pode prejudicar as separagdes tornando-as
irreprodutiveis.

Foi necessdrio também o desenvolvimento de novos filtros de
coluna, com porosidade menor que 2 um para reter as particulas das
FE, capazes de resistirem as altas pressdes e a um grande nimero de
injegdes, sem apresentarem problemas de entupimento, uma vez que
a porosidade € extremamente reduzida.''*

Para tornar o sistema de enchimento préprio para o recheio de
colunas curtas e com FE da ordem de 2 um foi necessdria a ampliagao
da faixa de press@o maxima que pode ser aplicada, que passou de 100
MPa (15000 psi) dos sistemas de enchimento comumente utilizados
para colunas com particulas de 3-5 um para 134 MPa (20000 psi)
para as particulas < 2 um. Esta etapa € considerada critica, devido
a dificuldade encontrada na reprodutibilidade do enchimento das
colunas com particulas com este tamanho.**

Em relacdo as FE utilizadas em cromatografia liquida de forma
geral, muitos avancos ja aconteceram, como descrito ao longo do
texto, porém as FE préprias para serem empregadas em CLUE ainda
s@o alvo de desenvolvimento, devido ao nivel de exceléncia exigido
por estes sistemas.

As particulas de silica nua, existentes até entdo, ndo possuiam
a resisténcia mecanica ou a eficiéncia necessdria que as separacdes
em CLUE demandam. As particulas a serem empregadas em CLUE
devem apresentar, como um dos primeiros requisitos, maior resis-
téncia fisica ou mecanica, porém, esta caracteristica nao pode estar
associada a diminui¢do de capacidade de amostra, como € o caso das
particulas ndo porosas, menores que 2 um.

E recomenddvel também, que as novas particulas sejam estaveis
a uma grande faixa de pH e que as interacdes indesejaveis com os
compostos analisados sejam minimizadas.'***3° Estas caracteristicas,
porém, ndo sdo somente desejdveis quando se trata de CLUE e sim
em qualquer modalidade da cromatografia liquida.

TIPOS DE COLUNAS DE CLUE
Atualmente, vérios fabricantes>>** tém desenvolvido colunas

com dimensdes adequadas para CLUE, conforme mostra a Tabela 1,
porém apenas as colunas do tipo Acquity™ UPLC BEH, fabricadas
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pela Waters, preenchem todos os requisitos necessarios para trabalhar
na condi¢do de maximo desempenho da CLUE. O diferencial das
colunas Acquity™ UPLC BEH das demais € o emprego de particulas
hibridas (orginicas e inorganicas) que sao mais resistentes mecani-
camente que as particulas de silica pura.?

Tabela 1. Fabricantes, denominagdo e tamanho das particulas das
colunas cromatogréficas desenvolvidas para CLUE

Fabricante Coluna p:?g:;?:(zs;)
Waters Acquity™ UPLC BEH 1,7
Agilent Zorbax 1,8
Thermo Electron Hypersil GOLD 1,9
Bischoff ProntoPEARL 1,8
Altech Platinum HPLC 1,5
Macherey Nagel Nucleodur 1,8
Shimadzu Pathfinder 1,5
Interchim TSKgel Super-ODS 2,0
Sepax GP Series 2,0
YMC YMC ultra-fast 2,0

A tecnologia envolvida na obtengao dessas particulas serd descrita
e discutida, tendo como base as colunas do tipo Zorbax e Acquity™
UPLC BEH, com o objetivo de mostrar os desenvolvimentos mais
recentes no que diz respeito as fases estaciondrias para CLUE.

Colunas Zorbax

O desenvolvimento das FE das colunas Zorbax com tamanho
de particulas reduzido baseou-se na busca de melhor estabilidade
quimica em condigdes mais agressivas de FM, uma vez que a faixa
de pH da silica estd limitada entre 2 e 8, de melhor estabilidade fisica
e de maior tempo de vida util.

As colunas Zorbax Eclipse Extra Densely Bonded (XDB) consis-
tem de uma FE de 1,8 pm do tipo C18, C8 ou fenil que ¢ duplamente
capeada (Figura 2 A), o que reduz o nimero de silandis livres para
um valor quase nulo, podendo ser usadas em uma faixa de pH de 2-9.
Essas FE sdo convenientes para a separa¢io de compostos neutros,
bésicos e dcidos.>* O processo de capeamento consiste em uma reacio
de silanizagdo com um reagente organossilano de tamanho reduzido,
apos a qual se tem uma redu¢@o do nimero de silanéis residuais.

Outro tipo de coluna disponivel € a Zorbax StableBond (SB)
que € preparada a partir de silanos monofuncionais com cadeias C3,
C8, C18, fenil e CN e de grupos volumosos que protegem esterica-
mente as ligagdes siloxano (Figura 2 B). Para as FE do tipo C18 os
grupos protetores podem ser diisobutil ou diisopropil, enquanto que
para as FE dos tipos C8, C3, fenil e CN sdo empregados os grupos
diisopropil. Estas FE estericamente protegidas fornecem maior
estabilidade e aumentam o tempo de vida e a reprodutibilidade
destas FE quando sio usadas FM 4cidas, uma vez que elas resistem
a uma faixa de pH de 1-6 e sdo compativeis com FM com elevada
quantidade de dgua.>?!

Colunas Acquity™

O desenvolvimento das colunas Acquity™ foi direcionado as
peculiaridades impostas pela CLUE, como a preparagao de particulas
de FE especiais. Para atender este requisito, foram desenvolvidas as
particulas hibridas, produzidas pela reac@o de bis(trietoxissililetano) e
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Figura 2. Estruturas das fases estaciondrias: (A) Zorbax Eclipse eXtra Den-
sely Bonded C8 e (B) Zorbax StableBond. Adaptada da ref. 31

tetraetoxissilano, que dd origem a uma particula de silica com pontes
de etano inseridas na sua estrutura (polietoxissilano), denominada
de silica hibrida de segunda geragao (Figura 3). Estas particulas sdo
muito diferentes das particulas tradicionais de silica, porque as modi-
ficagdes tém resultado em adi¢@o de carbono (grupos etil) nas ligacdes
siloxano, semelhante ao que ocorre no processo de capeamento.

t
. 11 EQ /OEt S S~ O—di—otet
fo-Shot * EtO~ISi @ S\i—OEt R Y c/> })
EO EtO OFEt / \ /
/Si\O/Si\o/S\i\o Et
Tetraetoxissilano  Bis(trietoxissilil)etano EtO (l)Et OEt
(TEOS) (BTEE)

Polietoxissilano
(BPEOS)

Figura 3. Equacdo da reagdo quimica de sintese da silica hibrida de segunda
geragdo. Adaptada da ref. 30

A combinag¢ao de material organico e inorganico gera particulas
com didmetros de 1,7 pm que possuem maior estabilidade mecanica,
uma vez que as ligagdes silicio-carbono sdo similares as ligacoes
silicio-oxigénio; sdo resistentes em uma faixa extensa de pH (1-12)
e esta maior estabilidade quimica € conferida pelas pontes de carbono
que estdo inseridas na superficie da silica; sdo estdveis em tempe-
raturas de até 60 °C e fornecem uma boa simetria de pico, devido a
quantidade reduzida de silandis residuais.'2>6:9:12:14.30

Cabe ressaltar ainda que estas particulas conferem um aumento
na resolucdo dos picos cromatograficos, devido as altas eficiéncias
fornecidas por estas colunas. Além disso, as particulas hibridas de
1,7 um'*2%% s30 obtidas em uma distribuicéo estreita de tamanho de
particulas, que pode ser visualizada na Figura 4, o que além de facilitar
o processo de enchimento das colunas, gera um leito cromatografico
mais homogeéneo e eficiente.

Encontram-se disponiveis comercialmente 4 colunas Acquity™
UPLC BEH,**com diferentes caracteristicas, que empregam particu-
las hibridas de segunda geracdo de 1,7 um: C18 e C8 - s@o recheadas
com FE contendo cadeias alquil ligadas a superficie da silica, de forma
a oferecer melhor estabilidade hidrolitica. As fases estaciondrias com
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Marcador 10 um

Figura 4. Microscopia das particulas de silica: (A) pura de 5 um e (B) hibrida
de segunda geragdo de 1,7 um. Adaptada da Waters Corporation

cadeias de C8 sdo menos hidrofébicas e, conseqiientemente, oferecem
menor retencdo. Ambas as fases estaciondrias encontram-se capea-
das; Shield RP18 - € a denominag@o dada as colunas recheadas com
FE que possuem grupos carbamatos embutidos, que conferem uma
retencdo diferenciada para os compostos doadores de hidrogénio.
Estas FE sdo capeadas com trimetilsilano; C6 Fenil - sdo recheadas
com FE do tipo fenil que conferem uma seletividade especifica para
compostos aromdticos ou outros compostos com elétrons m. Estas
também sdo FE capeadas.

Poucos estudos foram realizados para avaliar a estabilidade destas
novas colunas para CLUE. As colunas Acquity™ foram avaliadas por
King et al.*?e por Grumbach et al.,*® quanto a resisténcia mecinica a
altas pressoes e a estabilidade quimica, usando uma FM tamponada
com metilpirrolidina a pH 11,3, respectivamente. Os resultados ob-
tidos mostraram, respectivamente, que a estabilidade dessas colunas
foi de 4000 e de 1000 injecGes. Kaufmann e Butcher® verificaram
o aparecimento de picos duplos, com o uso de pressdes entre 73-82
MPa (11000-13000 psi), e associaram o problema ao entupimento
dos filtros, ocasionado durante o enchimento das colunas.

Dessa forma, € dificil avaliar a estabilidade de uma coluna, uma
vez que sdo muitos os fatores envolvidos, como, solventes e pH da
FM, pressdes utilizadas, complexidade da amostra injetada, tempe-
ratura de andlise, entre outros. Porém, todos os trabalhos publicados
mostram que as colunas apresentam boa estabilidade nas condi¢des
utilizadas.

SISTEMA DE DETECCAO

Com o uso das particulas < 2 um sdo obtidos picos cromatogra-
ficos com largura a meia altura menores que 1 s, exigindo, dessa
maneira, mudancgas significativas nos detectores. De forma geral,
para manter a exatiddo e a reprodutibilidade no processo de aquisi¢cao
dos dados, tanto os detectores 6pticos, UV-VIS e arranjo de diodos
(DAD), como os espectrometros de massas precisam ser capazes de
operar com altas taxas de amostragem, para adquirir um nimero de
pontos suficientes para a construgdo do pico cromatografico. Teori-
camente, a detectabilidade de um sistema de CLUE, comparada com
a de um de CLAE, € cerca de 2-3 vezes maior, dependendo do tipo
de detector usado."'>!*

Mudancas mais significativas ocorreram nos detectores opticos
convencionais (UV e DAD) que sdo projetados para equipamentos
de CLAE, nos quais sdo injetadas maiores quantidades de amostra
e o tempo de andlise é mais longo, quando comparado com o de
CLUE.

Assim, esses detectores necessitam de diminui¢ao do volume da
cela do detector e um longo caminho éptico, para manter a concentra-
¢do e o sinal e uma baixa dispersdo da amostra, a fim de se obter alta
detectabilidade. As dimensoes de volume da cela e o comprimento
do caminho 6ptico, desses detectores, sdo de aproximadamente 500
nL e 10 mm, respectivamente.'>!420
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A constante de tempo do detector deve ser suficientemente rapida
(<100 ms) devido as estreitas larguras de base dos picos (apenas pou-
cos segundos) e as altas taxas de amostragem (> 20 Hz) e de aquisi¢do
dos dados (20-40 pontos/s) que sdo necessdrias para adquirir dados
suficientes em curto espaco de tempo. 31420

CARACTERIZACAO DO DESEMPENHO
CROMATOGRAFICO DAS COLUNAS DE CLUE

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia, por ser uma técnica
bastante recente, ainda estd em processo de avaliagdo por pesqui-
sadores da drea e também pelos usudrios da cromatografia liquida
em diversos tipos de andlises, visando estabelecer as vantagens que
esta nova modalidade oferece em relagdo a cromatografia liquida de
alta eficiéncia.

Sob este ponto de vista, alguns trabalhos foram desenvolvidos,
como o de Novdkovd et al.'? que desenvolveram um método para
analisar os compostos de uma formulagdo farmacéutica de diclo-
fenaco. Estas andlises foram realizadas por CLUE, empregando as
colunas Acquity™ BEH C18 (50 x 2,1 mm, 1,7 um) e (100 x 2,1
mm, 1,7 pm) e por CLAE, empregando as colunas Zorbax Eclipse
XDB-C18 (75 x 4,6 mm, 3,5 um), Zorbax Eclipse SB-C18 (50 x
4,6 mm, 1,8 um), Purospher RP18e (125 x 4,0 mm, 5,0 ym) e uma
coluna monolitica Chromolith Performance RP-18e (100 x 4,6 mm).
Do ponto de vista de reprodutibilidade do tempo de retengdo e da
area dos picos cromatograficos, as colunas Zorbax com particulas
de 1,8 e 3,5 pm apresentaram melhores resultados que as colunas
Acquity™ e isto pode estar relacionado a baixa precisdo, devida
ao uso parcial da agulha de injecdo. Em relacdo a simetria de pico,
resoluc@o e eficiéncia, as colunas Acquity™ apresentaram resultados
substancialmente melhores que os obtidos para as demais colunas. Os
melhores resultados de tempo de andlise e de consumo de solvente
foram obtidos com as colunas Acquity™. Com a coluna Acquity™
(50x 2,1 mm, 1,7 um) o tempo de andlise foi de 2,4 min e 0 consumo
de FM, metanol:dgua acidificada com dcido fosférico a pH 2,5 (65:35
v/v) auma vazdo de 0,45 mL/min, foi de 1,08 mL, enquanto que com
a coluna Purospher (125 x 4,0 mm, 5,0 um) o tempo de andlise foi
de 13 min e o consumo de FM (vazdo de 0,7 mL/min) foi de 11,9
mL. Com as colunas Zorbax de 1,8 pm o tempo de andlise foi simi-
lar aos obtidos com as colunas Acquity™ (3,5 min), e com a coluna
monolitica foi obtido o menor tempo de andlise (1,8 min), porém
todas estas colunas apresentaram um maior consumo de solvente em
relacdo as colunas Acquity™, por causa das maiores vazdes de FM
requeridas por estas colunas.

Outra avaliagdo interessante apresentada neste trabalho refere-se
ao uso das colunas convencionais de CLAE em CLUE. Para isso, as
colunas Zorbax foram conectadas ao sistema de CLUE e as mesmas
analises foram realizadas. Os resultados mostraram que esta opera-
¢do pode ser facilmente realizada, porém nio apresenta vantagem
significativa, devido a necessidade do uso de vazdes de FM menores
que aquelas empregadas no sistema de CLAE. Dessa forma, o uso
de colunas convencionais no sistema de CLUE ndo gera andlises
mais rdpidas, porém foi verificada uma melhora na simetria do pico
cromatografico.

Nguyen et al.® compararam colunas recheadas com particulas
< 2 um, usando um sistema de CLUE, com colunas convencionais
recheadas com particulas de 3,5 e 5 um, usando um sistema de CLAE,
na andlise de uma mistura de 4 alquilparabenos. Os resultados destas
comparacdes mostraram que: (a) as colunas recheadas com particulas
de 1,7 ym apresentaram eficiéncias trés vezes maiores e as andlises
foram oito vezes mais rapidas que as colunas recheadas com particulas
de 5 um. Isto pode ser verificado visualizando a Figura 5, porém ¢
importante observar que a escala do eixo das abscissas (tempo de
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andlise) foi expandida para a coluna Acquity™; (b) o ndimero de pratos
por unidade de tempo (pratos/s), que € um parametro que descreve
o compromisso entre alta eficiéncia e andlises rdpidas, foi maior que
1000 pratos/s, que € um valor muito bom, uma vez que sio sugeridos
valores entre 400-1000 pratos/s quando se emprega condicdes de
CLUE e em torno de 100 pratos/s quando se emprega cromatografia
liquida convencional; (c) os valores de resisténcia ao fluxo de fase
movel apresentados pelas colunas recheadas com particulas de 1,7 um
foram maiores que os valores apresentados pelas colunas recheadas
com particulas de 1,9 um, sugerindo, dessa forma, que as colunas
recheadas com particulas de 1,7 um possuem uma maior compactagio
do leito cromatografico e uma distribui¢co mais estreita de tamanho de
particulas, uma vez que a permeabilidade e a resisténcia ao fluxo ndo
variam com a natureza das particulas do leito cromatografico, mas sim
com os “‘espacgos” entre as particulas e com a compactacio do mesmo;
(d) as colunas recheadas com as particulas < 2 pm apresentaram boa
estabilidade durante algumas centenas de inje¢des, enquanto que as
colunas recheadas com as particulas de 5 pm se mostraram estaveis
aum nimero bem maior de inje¢des (500-1000). Esta diferenga pode
estar relacionada com a nova geometria das colunas de CLUE, as
altas pressdes de enchimento e a pequena porosidade dos filtros, que
podem entupir apds um grande nimero de injegdes.

Com o mesmo intuito de comparacdo descrito acima, Villiers
et al.? realizaram um trabalho empregando colunas recheadas com
particulas de 1,7 um em um sistema de CLUE e colunas recheadas
com particulas de 3,5 ¢ 5 um em um sistema de CLAE, na andlise
de uma mistura de uracila, cafeina, piridina, anilina, fenol, acetofe-
nona e benzeno, geralmente usada para a avaliagdo do desempenho
cromatografico de colunas convencionais de CLAE. Os resultados
obtidos confirmam os conceitos introduzidos neste texto: (a) a velo-
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Figura 5. Cromatogramas obtidos na separagdo dos alquilparabenos (1 —
metilparabeno, 2 — etilparabeno, 3 — propilparabeno, 4 — butilparabeno).
(A) Coluna XTerra RP18 (4,6 x 150 mm, 5 um). Condi¢oes Cromatogrdficas:
FM: acetonitrila:dgua (40:60 v/v), vazdo da FM: 900 uL/min, temperatura:
30 °C, volume de injecdo: 10 uL e detec¢do por arranjo de diodos a 254
nm. (B) Coluna Acquity™ BEH C18, (2,1 x 50 mm, 1,7 um). Condi¢bes
Cromatogrdficas: FM: acetonitrila:dgua (40:60 v/v), vazdo da FM: 520 uL/
min, temperatura: 30 °C, volume de inje¢do: 1 uL e detec¢do por arranjo de
diodos a 254 nm. Adaptada da ref. 6
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cidade linear 6tima e a altura de prato obtida para a coluna recheada
com particulas de 1,7 pm foram respectivamente de 0,37 cm/s e 4,4
um, enquanto que os valores para a coluna recheada com particulas
de 5 pm foram de 0,17 cm/s e 9,4 um, comprovando experimental-
mente que as particulas de didametros menores fornecem maiores
eficiéncias com o aumento das velocidades lineares de fase mével;
(b) a combinag¢do da vazao 6tima com colunas mais curtas recheadas
com particulas de 1,7 um proporcionou uma diminui¢ao no tempo de
andlise de 4,3 e 3,5 vezes, quando comparadas com as colunas reche-
adas com particulas de 5 e 3,5 um, respectivamente, sem diminuir a
eficiéncia das colunas; (c) a avaliacdo da formacdo de gradiente de
temperatura com o emprego de altas pressdes foi realizada analisando
a perda de eficiéncia de colunas isoladas em espuma de poliestireno,
simulando um meio adiabatico, e de colunas ndo isoladas, usando
as vazdes Otimas e as vazdes que resultassem na pressdo limite do
CLUE. Os resultados mostraram que existe uma perda na eficiéncia
de aproximadamente 10% somente quando a coluna ndo estd isolada
e com a aplicac@o de vazdes mais altas, mostrando que o gradiente
de temperatura ndo tem muita influéncia quando se utiliza a vazio
6tima de andlise.

TRANSFERENCIA DE METODOS DE CLAE PARA CLUE

A possibilidade de transferéncia de um método ja desenvolvido e
protocolado empregando um sistema de CLAE para um de CLUE ¢é
um aspecto muito importante a ser considerado, pois, muitas vezes,
tem-se constituido no fator limitante para difusdo e uso da CLUE.
Segundo os estudos de Veuthey e colaboradores,**? a transferéncia
de um método de CLAE ja desenvolvido para CLUE € totalmente
passivel, desde que determinados fatores sejam considerados. Estes
fatores dependem do modo de elui¢do empregado no método de
separagdo ja desenvolvido.

Na transferéncia de um método de separa¢iio no modo de eluiciio
isocrética,* o principal fator que influencia € o volume extra coluna
(do injetor, da cela do detector e das tubulagdes), que provoca alar-
gamento do pico cromatografico quando ndo existe compatibilidade
entre o volume extra coluna do equipamento com o diadmetro da
coluna, ou seja, para se obter uma boa separag@o a razdo entre o
volume extra coluna e o volume total (extra coluna e da coluna)
deve ser menor que 10%, tanto em CLAE quanto em CLUE. Além
disso, para a transferéncia do método ser eficiente a fase estaciondria
empregada deve ser similar a do método jd existente. Os parametros
a serem otimizados s@o o volume de inje¢do e a vazio da fase mével,
que podem ser calculados pelas Equacdes 3 e 4, respectivamente, ou
pelo programa desenvolvido e disponibilizado pelos mesmos autores,
denominado de HPLC calculator v.2.0.%*

2
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inj2 i " 2 L
“

1

onde, V, ., = volume de inje¢do a ser determinado, V, , = volume de
injecdo do método desenvolvido, d , = didmetro interno da coluna
a ser empregada, d , = didmetro interno da coluna empregada no
método desenvolvido, L, = comprimento da coluna a ser empregada

e L, = comprimento da coluna empregada no método desenvolvido.
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onde, F, = vazio da fase mével a ser determinada, /', = vazdo da fase
movel do método desenvolvido, d , = didmetro da particula de FE
empregada no método desenvolvido e d,,z = didmetro da particula de
FE a ser empregada.

Quim. Nova

Na transferéncia de um método de separagdo no qual foi em-
pregada eluicdo por gradiente,” o fator principal a ser considerado
é o tempo de residéncia da FM que resulta em variagdes nos tempos
de reten¢do, comprometendo a resolugdo, sobretudo dos primeiros
compostos eluidos, quando ndo existe compatibilidade entre o tem-
po de residéncia da FM com o didmetro da coluna. Dessa forma,
a transferéncia s6 € vdlida quando o tempo de residéncia da FM €&
desprezivel, ou seja, quando a razdo entre o tempo de residéncia da
FM e o tempo de retardamento da FM € constante. Além disso, para
a transferéncia do método ser eficiente a fase estaciondria empregada
deve ser similar a usada no método ja existente e as composicdes ini-
cial e final do gradiente devem permanecer constantes. Os pardmetros
a serem otimizados sdo o volume de inje¢do, a vazdo da fase mével,
o tempo da etapa isocratica do gradiente e o tempo do gradiente que
podem ser calculados pelas Equagdes 3, 4, 5 e 6, respectivamente,
ou pelo HPLC calculator v.2.0.3*

4
=7 Xx—Ltx- 5)

onde, ¢ = tempo, V , = volume de retardamento da FM a ser
empregado e V = volume de retardamento da FM empregado no
método desenvolvido.

_ (%B Sfinal, %B inicial | ) 6)

grad,

slope,

onde, %B =- porcentagem de solvente organico e
Vo JE
slope, = slope, x —-x —=

nmy 1

O sucesso da transferéncia dos métodos, nos dois modos de
elui¢do, pode ser facilmente visualizado nos dois exemplos a seguir.
O primeiro € referente a transferéncia de um método desenvolvido
empregando CLAE para a separac¢do de uma mistura de rapidocaina,*
usando elui¢do isocratica, para CLUE (Figura 6). Comparando-se
os cromatogramas apresentados na Figura 6, pode-se perceber que a
transferéncia do método € plausivel de ser realizada, e, além disso,
o tempo de andlise reduziu para 40 s, a resolucio permaneceu cons-
tante e a eficiéncia aumentou em torno de 10%. O segundo exemplo
refere-se a transferéncia de um método desenvolvido empregando
CLAE para a separagio de uma formulacdo farmacéutica,? no modo
de eluicdo gradiente, para CLUE. Os cromatogramas apresentados
na Figura 7 mostram que a transferéncia de um método por eluicio
gradiente também pode ser realizada e, além disso, o tempo de andlise
reduziu por um fator de 10, a detectabilidade ndo foi afetada, a reso-
lugdo diminuiu somente 10% para o par 3-4 (que sdo os compostos
mais afetados pelo tempo de residéncia da fase mével) e o tempo de
reequilibrio da coluna passou de 20 para 2 min.

APLICACOES DA CLUE

As primeiras aplicagdes empregando um CLUE foram realizadas
com um sistema acoplado a um EM com analisador de tempo de
voo em andlises de metabonomas e genomas.'* Atualmente, muitos
trabalhos ja foram realizados, empregando CLUE com os detectores
opticos (UV e DAD) e acoplado a espectrometria de massas, nas
mais diversas dreas. Vdrios trabalhos envolvem a determinacdo de
farmacos,*'*>?735-4! por exemplo, Dongre et al.?! fizeram a validacéo
de um método para a determinagdo de primaquina e suas impurezas
usando colunas recheadas com particulas de 1,7 um, em um CLUE-
UV, e colunas recheadas com particulas de 5 pm, em um CLAE-UV.
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Figura 6. Cromatogramas ilustrativos da transferéncia de um método de
separagdo no modo de elui¢do isocrdtica, desenvolvido para CLAE (A) e
transferido para CLUE (B) para a separagdo de uma mistura de rapidocaina
(1-metilparabeno, 2-2,6-dimetilanilina, 3-propilparabeno, 4-lidocaina). (A)
Condigoes Cromatogrdficas: Coluna XTerra RP18 (150 x 4,6 mm, 5 um),
FM: acetonitrila:tampdo fosfato pH 7,2 (50:50 v/v), vazdo da FM: 1000 uL/
min, volume de inje¢do: 20 uL, temperatura: 30 °C e detec¢do UV a 230 nm.
(B) Condig¢bes Cromatogrdficas: Coluna Acquity™ BEH CI18 (50 x 2,1 mm,
1,7 um), FM: acetonitrila:tampdo fosfato pH 7,2 (50:50 v/v), vazdo da FM:
610 uL/min, volume de inje¢do: 1,4 uL , temperatura: 30 °C e detec¢do UV
a 230 nm. Adaptada da ref. 24

Os resultados obtidos empregando o primeiro sistema em rela¢ao ao
segundo foram superiores em trés pontos principais: tempo de andlise
(14 vezes mais rapido), eficiéncia e detectabilidade (2 vezes maior).
A detectabilidade foi medida pelos limites de deteccdo (LD) e de
quantificac¢do (LQ), sendo que os LQ estdo apresentados na Figura
8, na qual se pode avaliar, com clareza, 0 aumento da detectabilidade
com uso de colunas recheadas com particulas <2 ym e CLUE, uma
vez que as duas técnicas empregaram o mesmo detector.

A determinagio de agrot6xicos**** também vem sendo explorada
com o emprego de CLUE, e algumas pesquisas ja foram desenvolvi-
das, como a de Kovalczuk ef al.,* que determinaram 16 agrotéxicos
em macis por CLUE-EM-EM e CLAE-EM-EM. As duas técnicas
possibilitaram a determina¢@o dos compostos, porém o método de-
senvolvido para o CLUE-EM-EM consumiu uma menor quantidade
de solvente, devido ao menor tempo de andlise e forneceu limites de
quantifica¢cdo menores que os obtidos por CLAE-EM-EM, para a
maioria dos compostos. Os LQ empregando CLUE-EM-EM ficaram
entre 0,5-8,0 pg/kg e empregando CLAE-EM-EM ficaram entre 2,0-
8,0 ng/kg, dependendo do composto. Este aumento de detectabilidade
proporcionado pelo uso do CLUE € importante, uma vez que 0s
limites maximos de residuos de agrotdxicos exigidos pelas agéncias
reguladoras tém sido cada vez menores.

Outra aplicacao interessante realizada por Bendahl er al.* foi a
determinagdo de conservantes em cosméticos a base de bromo (bro-
nopol, bronidox e metildibromo glutaronitrila) por CLUE-PAI-EM,
ou seja, CLUE acoplado a um plasma de argdnio com acoplamento
indutivo (PAI) em série a um EM, que se mostrou uma técnica ana-
litica muito atrativa, por combinar uma técnica de separagdo de alta
eficiéncia com um detector muito sensivel e especifico a um elemento.
Os resultados mostraram que o emprego de altas velocidades lineares

T T T T T T T T T T T T T T T
0 0,204 0608101,21,41,6 1,82,02,22,42,62,8 3,0
Tempo (min)

Figura 7. Cromatogramas ilustrativos da transferéncia de um método de
separagdo no modo de elui¢do gradiente, desenvolvido para CLAE (A) e
transferido para CLUE (B) para a separag¢do de uma formulagdo farmacéu-
tica. (A) Condi¢coes Cromatogrdficas: Coluna XBridge C18 (150 x 4,6 mm, 5
um), FM: A —0,01% de dcido férmico em H,0 e B —0,01% de dcido formico
em acetonitrila:dgua (50:50 v/v), vazdo da FM: 1000 uL/min, gradiente:
T(A:B) =T, (100:0), T,,(40:60), T, (100:0), T,; (100:0), volume de injecdo:
20 uL, temperatura: 30 °C e detec¢do UV. (B) Condi¢des Cromatogrdficas:
Coluna Acquity™ BEH CI18 (50 x 2,1 mm, 1,7 um), FM: A — 0,01% de dcido
Jformico em H,0 e B —0,01% de dcido férmico em acetonitrila:dgua (50:50
v/v), vazdo da FM: 610 uL/min, gradiente: T (A:B) =T, (100:0), T, , (40:60),
T3'5 (100:0), Ts,/ (100:0), volume de injegdo: 1,4 uL , temperatura: 30 °C e
detecgdo UV. Adaptada da ref. 26

z

(B)
LQ- 0,10 pg/mL
CLUE - UV - 1,7 um

LQ- 0,25 pg/mL
CLAE - UV - 5um

Resposta do Detector
Resposta do Detector
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Tempo (min)
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Figura 8. Medida dos LQ para a impureza Il da primaquina. Condig¢oes
Cromatogrdficas: (A) CLAE: FM: acetonitrila:dgua acidificada com 0,01 %
de dcido trifluoracético (25:75 v/v), vazdo de FM: 1 mL/min, volume de
injecdo: 10 uL, detec¢do UV a 265 nm e temperatura: 35 °C. (B) CLUE: as
mesmas condig¢oes que em (A) com excegdo da vazdo de FM: 0,5 mL/min e
volume de injecdo: 0,8 uL. Adaptada da ref. 21

de fase mdvel proporcionou um curto tempo de andlise, enquanto que
o uso de velocidades lineares de fase mével intermedidrias propor-
cionou um aumento na detectabilidade. A maior rapidez nas andlises
apresentou a vantagem de menor consumo de argonio.

Além dos trabalhos descritos acima, outros foram realizados em-
pregando CLUE, como, por exemplo, determinagdo de lactonas,? to-
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xinas marinhas,® cianobactérias,* drogas veterindrias,*’ saponinas,'>**
enzimas* e metabonomas, o que comprova que a cromatografia
liquida de ultra eficiéncia vem sendo avaliada e empregada em
diversas dreas.

CONCLUSAO

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia € uma técnica bastante
recente, que ja estd sendo utilizada em andlises de rotina em diversas
areas. Esta rdpida difusdo estd relacionada principalmente a disponi-
bilidade da instrumentacao totalmente desenvolvida e adequada para
as necessidades do emprego de particulas < 2 um e altas pressoes e
de materiais de recheio, como as particulas hibridas, que possuem
desempenho cromatografico superior as particulas de silica pura.

Com base nos desenvolvimentos recentes, ndo resta divida que
as andlises realizadas utilizando-se CLUE sdo muito mais rdpidas, na
ordem de poucos minutos, que o consumo de solventes € bem menor,
que as eficiéncias alcangadas sd3o mais elevadas, que a detectabilida-
de € de 2-3 vezes maior, quando comparadas as andlises realizadas
utilizando-se CLAE. Além disso, a transferéncia de um método ja
desenvolvido por CLAE para CLUE pode ser facilmente realizada,
deixando de ser um fator limitante para o emprego da CLUE.

Apesar de todas estas vantagens, poucos estudos foram reali-
zados para avaliar o tempo de vida das colunas que sdo submetidas
a condi¢des extremas de pressdo e o custo de manutengdo de um
equipamento que possui uma série de particularidades e opera em
altas pressoes. Além disso, a tecnologia das colunas de CLUE, que
sejam capazes de gerar o maximo desempenho cromatografico, requer
novos desenvolvimentos neste campo.
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