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A titulo de exemplo, podemos calcular a reta de padro-
niza¢do do capilar da Tabela I, no caso onde o gis emprega-

do n3o seria mais 0 N, , e sim 0 0,.

Operando as substituigSes necessdrias na equagdo (12)

vem:

(Dy), = 094Dy (13)

e para fins de verificar a validade deste procedimento, efe-
tuamos a padronizagdo experimental do capilar usando o
gas O,. Os resuitados figuram na Tabela I e na figura 3.

Tabela Il — Fluxo de O, em fungdo da pressdo de Py,
experimental e calculado.

Pressdo Dy —(N,) Dycal. (O;) Dy, exper. (O)
kg/cm? cm®/min - cm®/min - cm®/min % Erro
1,0 388 365 358 2
2,0 605 569 556 2
3,0 814 765 750 2
40 1.019 958 953 1
5,0 1.233 1.159 1.149 1

Para se ter uma idéia da dimensdo da se¢do do estrangula-
mento do capilar, aplica-se a equago 11 com as devidas
substituicGes:

A=20x10" c¢m?

n-1 12

Ld} l*) [
-

sor

sop

o

—— EXPER I MENTAL

ot == == CALEULADO: ( Dy h-o,uu,l..‘
19k
,4
o s— iR
00
3

o, (£

Fig. 3 — Comparagdo das Curvas de Calibragdo experimen-
tal e calculada para O, .
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1 — INTRODUCAO

“Independentemente do mecanismo de separag@o, o
que mais interessa ao cromatografista é separar, isto &,
resolver a sua amostra.”

Esta frase admite varias interpretagdes e, certamente,
terd na sua segunda parte uma concordincia geral entre os
quimicos: o objetivo maior tem de ser a separagdo, pois s6
depois disto é que se pode iniciar a interpretagdo de um cro-
matograma. Quanto 3 primeira afirmacdo da frase acima, ela
pode despertar a simpatia de alguns, pelo seu contetido
“pratico”, pois de nada adianta conhecer teorias sofistica-
das sobre mecanismos de separagio se ngo se consegue um
bom cromatograma. Desconhecer, contudo, a teoria da cro-
matografia, pode conduzir ao empirismo inconseqiiente de
testar diversas colunas, sem qualquer base para a escolha,
““até que uma dé certo”. Ao contrario de demonstrar capa-
cidade de trabalho, testes intermindveis e desorientados re-
presentam gasto de tempo, reagentes e equipamento de
custo elevadissimo, bem como um desgaste progressivo do
prestigio do cromatografista.

Com o proposito de evitar trabalho ¢ despesas desneces-
sirias, o cromatografista deve ter nogdo dos pardmetros ex-
perimentais que lhe fornecem indicagdes sobre quais os fa-
tores que ele deve considerar, bem como a ordem em que
eles devem ser tratados de forma a otimizar a separagdo.
Este é o objetivo deste artigo.



2 - 0 QUE E RESOLUCAO

A resolugdo depende, dentre outros fatores, da eficiéncia
¢ da seletividade da coluna. A eficiéncia, por sua vez, rela-
ciona-se com o nimero de pratos tedricos, e pode ser carac-
terizada pela largura dos picos obtidos. A seletividade de-
pende das composi¢des das fases mdvel e estaciondria,
caracterizando-se pela separagdo entre os picos. A resolu-
¢do obtida num cromatograma advém de um compromisso
entre esses fatores, como pode ser visto na fig. 1. Assim,
mds eficiéncia e seletividade sempre acarretaro md reso-
lugdo (fig. 1A), pois bandas muito largas e mal separadas
tendem a se superpor. Também é possivel baixa seletividade
com boa eficiéncia (fig. 1 B). Noutros casos, a seletividade é
boa, compensando a mid eficiéncia (fig. 1C). O caso ideal
(fig. 1D) é boa resolug¢do como resultado de boas eficiéncia
e seletividade.

mjﬂ

A

c M

Como a Eficiéncia e a Seletividade da coluna afetam a Re-
solugdo. A) Resolugdo pobre por causa de mas Eficiéncia
e Seletividade. B) M4 Resolugdo por causa da ma Seletivi-
dade, contudo a Eficiéncia é boa. C) Boa Resolugdo devi-
da a boa Seletividade, apesar de baixa Efici€éncia. D) Boa

Resolu¢do como resultado de boas Seletividade e Eficién-
cia.

Fig. 1 -

3— AVALIACAO DA RESOLUCAO

Uma vez conhecido o conceito operacional da Resolu-
¢fo, pode-se passar a uma definigdo formal e matematica
do pardmetro. Existem duas abordagens que devem ser con-
sideradas, dependendo do enfoque: a pratica, que permite
calcular e quantificar a Resolugdo a partir de dados regis-
trados num cromatograma, e a tedrica, que relaciona a
Resolugdo com seus fatores contribuintes.

Em termos priticos, pode-se definir Resolugdo pela
relagdo:

distancia entre os centros de duas bandas adjacente

Rs= ou

média das larguras das bases das duas bandas

R = (tR2 - tRl)
T 1
T(Wl +W,) (eq- 1)

conforme ilustrado na fig. 2, onde tg e tR, sdo os tempos
de retengdo de duas espécies, isto é, o tempo que decor-
re entre a inje¢do da amostra e o aparecimento dos maxi-
mos dos picos. W, e W, sdo as larguras das bases dos picos,
“entendidas como as bases dos triangulos formados pelas
tangentes ao lado dos picos com a linha de base do croma-
tograma.

8¢p —

W, —w,

Fig. 2 — A defini¢So de Resolu¢do (vide ea. 1).
Se os dois picos adjacentes tém larguras de bases simila-
res, usa-se simplificar a equagdo 1 para:
At
Ry =—R
W,

(eq- 2)

Na priética, as equages 1 e 2 permitem apenas avaliar a
Resolugdo, uma vez que tg, W, e W, sé podem ser medi-
dos aproximadamente, pelas razSes que se seguem:

1. A definigdo de Rg é limitada por natureza, pois so
¢ valida para picos adjacentes cujas larguras de bases ndo
sejam muito diferentes, caso contririo a média das largu-
ras deixa de ser significativa.

2. Freqilentemente os picos reais nfo sfo uniformes
como os da fig. 2, o que pode dificultar, ou impedir, a
medida da largura da base, como ocorre com os picos da
fig. 3.

. 1

-
40 50 60 (min)

Fig. 3~ Cromatograma com picos com linha de base indefinidaZ.
Amostra: hidrocarbonetos C—12 a C-36; coluna: 4 x
PLgel 10 um, 60 cm; eluente: THP; fluxo: 1 ml/min.
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3. Em muitos casos, a superposi¢do de picos pode resul-
tar em erros na localizagdo dos tg reais, como mostrado na
fig. 4.

Fig. 4 — Erros possiveis na localizagio do Tempo de Retengdo (se-

ta tracejada = posigdo real do maximo do pico; seta cheia
=posi¢do aparente).

4 — USO DA RESOLUCAO

Quando o intuito de uma anilise nfo é o estudo das
caracteristicas de um sistema cromatografico, mas simples-
mente otimizar separagGes, existem formas bastante pra-
ticas para se usar e avaliar Rg, como segue:

1. No caso de dois componente's em propor¢des equi-
molares, se seus picos fossem triangulares, Rg = 1 signi-
ficaria 100% de separagdo (fig. 5).

o By —=

Fig. 5 — Resolugdo de picos triangulares; haveria 100% de separa-
gaoparaRs = 1.

Os picos perfeitos tém forma gaussiana e, com Rs = 1,
existe uma pequena superposi¢io das bandas — 2% de uma
superpde-se 4 outra (fig. 6)* .

a
"

\

B it U, |

Fig.6 — A separagdo de picos idegis com Rs = 1,0 (hd 2% de so-

breposigio).
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Portanto, na prética admite-se 100% de separagdo para
picos adjacentes de dreas iguais quando Rs =1,5. Por outro
lado, o mfnimo admissivel para Rs é 0,8.

3. A Resolugdo de um cromatograma complexo (fig. 7)
pode ser definida de duas maneiras: a) para o cromatograma
total: calcula-se Rs para os picos menos separados; b) para
um pico determinado: calcula-se Rs tomando-se por base o
pico considerado e seu adjacente mais proximo.

U

5 10 15 20 25

30 (min)
,

Fig. 7— Cromatograma com diferentes Resolug(')es3.. Amostra: fil-
trado da fermentagio de carboidratos; coluna: HPX — 87
H (Bio-Rad), 30 cm x 0,8 cm; eluente: H,SO4 0,01N;
fluxo: 0,6 ml/min.; detector: refractdmetro.

4. Pelo fato dos picos reais terem formas que podem ser
muito diferentes de tridngulos ou gaussianas, a estimativa de
Rs pela eq. 1 pode fornecer valores bastante inadequados.

Um trabalho publicado por L. R. Snyder® permite con-
tornar essa dificuldade. Nesse trabalho existem virias cur-
vas-padrdo, como a da fig. 8. A idéia é que uma delas seja
similar a um cromatograma obtido, o0 que permite avaliar o
significado do mesmo.

Fig. 8 — Curvas de resolugio padrio4 para duas espécies com razio
2/1 de quantidades e Rs entre 0,4 ¢ 1,25. As pintas indi
cam as posi¢des dos maximos-dos picos e as setas as por-
centagens de separagdo, do pico maior, conseguidas com
os diferentes Rs.



Para se usar essas curvas, como exemplificado a seguir,
" & necessario observar as seguintes peculiaridades:

a) que a razdo e¢ntre as dreas dos picos € 2:1 — existem
outras curvas, para outras razoes® .

b) as pintas pretas, que indicam as posigGes reais dos mé-
ximos dos picos;

¢) a relagdo entre o valor de Rs e o formato do cromato-
grama,

d) os valores acima das pequenas setas indicam a compo-
sigdo da primeira banda, quando separada no ponto indica-
do pela seta.

O cromatograma da fig. 9 ilustra o uso das curvas-padrao
da fig. 8.

Fig. 9 — Pico de dificil interpretagdo por causa do formato irr~egu-
lar (ver texto para explicagdo de possiveis interpretagdes).

Este cromatograma sugere varias ddvidas: 1) ele tem um
ou dois picos? 2) se s3o dois picos, como separar cada uma
das espécies com boa pureza?

A resposta A primeira pergunta pode ser obtida direta-
mente da compara¢do das figuras 8 e 9: o cromatograma
da fig. 9 & o inverso da terceira curva da fig. 8, de forma que
ele poderia ser o cromatograma de duas espécies mal resolvi-
das, com Rs = 0,6. Portanto, devem ser alteradas as condi-
¢oes do sistema cromatografico, de forma a melhorar Rs,
separando os picos para ser conseguida maior pureza das es-
pécies separadas.

5 — A RESOLUCAO, A EFICIENCIA E A SELETIVIDADE

Otimizar a Resolugdo de um método cromatografico é
uma tarefa que depende da experiéncia do cromatografista,
pois, freqiientemente, é preciso que se tenha uma visdo mui-
to ampla da técnica, de modo a que se possa prever todas
as implicagBes resultantes da alteragdo de uma condigdo.

A equagdo 3 relaciona Rs com os seus pardmetros experi-
mentais, sendo muito atil no seu controle. Os termos A, B e
C desta equagdo sdo discutidos a seguir.

1

Rs= —
-

(eq. 3)

Termo A: nele encontra-se o nlimero de pratos tedricos,
N, que é a medida de eficiéncia da coluna®. O valor de N,
relativamente a uma dada espécie, pode ser avaliado pela ex-
presso **:

ou, por:

5,54
. .S
™ (eq. 5)

2

onde Wi, ¢ a largura da banda a meia altura — que § vitil
quando o pico tem cauda, ou quando ndo hi separagio
completa.

Teoricamente, todas as espécies de um cromatograma
deveriam ter o mesmo valor de N, pois, a0 migrarem toda a
extensdo da coluna, elas estariam sujeitas a0 mesmo niimero
de interagGes entre as fases mdvel e estaciondria. Na pratica,
contudo, os valores de N sdo aproximadamente iguais®.

O namero de pratos tedricos relaciona-se com o compri-
mento da coluna, L, pela expressio:

q (eq. 6)

onde H é o parimetro denominado Altura Equivalente a
Um Prato Tedrico, definido por Peters para as colunas con-
tinuas de destilaggo® e adaptado para a Cromatografia por
Martin e Synge’.

O tratamento matemitico que define H e o relaciona
com N, tp e W baseia-se em considera¢es estatisticas e e
esta fora do proposito deste trabalho. Para as nossas finali-
dades, é suficiente admitir que é uma boa aproximagdo
considerar H constante para um dado sistema cromatografi-
co’ e que dobrar o comprimento da coluna duplica N e au-
menta a Eficiéncia do sistema.

Termo B:: neste termo encontramos o Fator de Capaci-
dade k’, indicado com o indice 2 (k3 ) na equagdo 3, por re-
ferir-se 2 segunda espécie do par tomado para cilculo de
Rs. O Fator de Capacidade é definido como a razdo entre o
nimero de moles do soluto na FE e o seu nitmero de moles
na FM.

* Na realidade, N é a medida da Eficiéncia de todo o sistema cro-
matografico, isto é, injetor-coluna-detector. Admitindo-se um sis-
tema ideal, somente a coluna refletiria a Eficiéncia.

** A equagdo 4 (e também a equagdo 5) é vilida para picos simétri-

cos. Caso contririo é necessirio verificar se estas equagdes podem
ser usadas.
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R (eq. 4)



ng
k> =
e (eq. 7)
Na pratica, k’ é calculado a partir da relagdo:
i tR — tM tR

onde tpf (também usa-se tp) é o tempo que as moléculas
levam para transitar pelos espagos vazios da coluna. Para
medi-lo, injeta-se com a amostra uma espécie que no seja
retida, e mede-se a distincia entre o médximo de seu pico e
O instante zero, isto é, o instante da inje¢do. O termo tR
(igual a tg — tp[) é comumente denominado Tempo de
Reteng¢do Ajustado, e € a medida do tempo que a substan-
cia fica retida (e interagindo) na FE. Em resumo, k’ repre-
senta a razdo entre o tempo que uma substincia fica na
FE e o tempo que ela fica na FM. Comparando-se duas
espécies, a de maior k’ é a que permanece mais tempo
dentro da coluna, por ser melhor retida pela FE.

A forma do termo B da equagdo 3 implica numa rela-
¢d0 pouco 6bvia entre Rs e k*. A tabela 1 facilita esta an4-
lise e expde, claramente, que é trabalho desnecessirio ten-
tar alterar as condigGes cromatograficas para atingir valo-
res de k’ superiores a 10.

Interdependéncia de k’ e o termo B da Equacio
de Resolugio (eq. 3)

Termo B
K [k’/1 +k’]

0

0,50
067
0,83
0,91
1,00

8omw»~ol

Termo C:: neste termo aparece <, que é chamado de
Fator de Seletividade, Fator de Separa¢do, ou Retengdo
Relativa. Ele é definido por:

2 (eq- 9)
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Portanto, desde que exista qualquer Resolugdo, o > 1.
Substituindo k3 e k’;, de acordo com a equag¢do B temos:

4= — (eq. 10)

o que significa que o« é uma medida da Seletividade do sis-
tema cromatogrifico, isto €, da propriedade da FE reter as
espécies diferencialmente (selecionar, em outras palavras).

A equagdo 3 relaciona a Resolug¢do com as condigGes de
separacdo e & a chave para os estudos preliminares sobre
quais pardmetros (N, k’, ) devem ser alterados para se
melhorar a Resolu¢do de um sistema cromatogréfico e se
otimizar uma separagdo.

Resumidamente, os efeitos de se alterarem N, k’ e ces-
tdo representados na figura 10.
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Fig. 10 — Como alterar k’, N ou ¢, afeta a Resolugéo.

Como critério geral, deve-se procurar alterar k', N e L
nesta ordem, que é a de dificuldade experimental crescente.
Também como critério geral, qualquer alteragdo deve ser
feita de forma a propiciar menor tempo de anilise.

Na figura 11 estdo resumidas as consideragGes acerca
de como os termos da equagdo 3 podem ser variados experi-
mentalmente.



OTIMIZAGAO

DA RESOLUGAOQ (tesumo)

Para aumentar k': trocar a FE; alterar a Forca
- b
do Solvente?; usar eluigdo com gradiente ; al-

CRITERIO

: ALTerar K

1 TENTATIVA
2. g
3 ‘e : ALTERAR OC
BUSCAR SEMPRE O MENOR
TEMPO DE ANALISE.

a.

ALTERAR N b,

- C
terar a Razao das Fases .

Solventes mais fracos possibilitam maior eficiencia

da FE.

Quando alterar a Forca do Solvente aumenta demais

certos k'.

. k' = K(VE/Vy), onde K é o Coeficiente de Distribuicao

e Vp/Vy € a Razdo das Fases, a qual € proporcional ao
Diametro das Pagticulas (dp), a Viscosidade da FM ¢ a

Superfice Especifica do Suporte.

Varia-se N alterando-se: Ld; P ocu Fe; dpf
(tal alteracdo sempre reflete no tempo de
analise — maior N, maior tempo).
d. N=L/H e H = cte; assim 2L = 2N.
e. Pressao (P) e Fluxo (F) sao diretamente pro-
porcionais.
f. Mudar dp significa mudar o suporte — € o

ultimo recurso.

Fig. 11 — Otimizagdo da Resolugdo: Resumo.
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