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Resumo

Ao longo de vérias décadas, a principal caracteristica que diferenciava claramente a Cromatografia Gasosa
(GC) da Cromatografia Liquida (LC) era o fato de que a separagdo em GC usualmente ocorria em temperaturas
elevadas, enquanto que a LC ocorria a temperatura ambiente. Entretanto, com o desenvolvimento das colunas
quimicamente ligadas (ex. RP-18), mecanismos de separagdo mais dependentes da temperatura comegaram
a ser empregados e o controle de temperatura para assegurar a precisio dos tempos de reten¢éo passou a ser
utilizado também em LC. Mais recentemente, verificou-se que o uso de temperatura mais elevadaem LC conduz
a uma série de vantagens quando comparado as separagdes efetuadas a temperatura ambiente, resultando em
um nicho denominado de Cromatografia Liquida a Elevadas Temperaturas (ETLC, “Elevated Temperature
Liquid Chromatography”) ou Cromatografia Liquida em Altas Temperaturas (HTLC, “High Temperature
Liquid Chromatography”). O presente trabalho apresenta uma visdo geral a respeito do papel da temperatura
em cromatografia liquida, especialmente em relagéo a sua influéncia na seletividade e retencéo.
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Temperature Effects in High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Abstract

For several decades the major characteristics to clearly diferentiate gas chromatography (GC) from liquid
chromatography (LC) has been the fact that most GC separation occurred at elevated temperatures while
LC usually has been performed at room temperature. However, upon the development of chemically
bonded phases (ex. RP-18), more temperature dependent separation mechanisms started to be used, and the
temperature control became an important issue to control the retention times. More recently it was observed
that the use of elevated temperatures in LC broughth several advantages over the same separations performed
at room temperature thus starting a new area termed ETLC (Elevated Temperature Liquid Chromatography)
or HTLC (High Temperature Liquid Chromatography). This paper presents an overview on the role of the
temperature in LC, in special about its influence on both selectivity and retention.
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1 Introducéo

O controle da temperatura em cromatografia
liquida ndo tem ainda recebido o merecido res-
peito e aten¢do, mesmo sabendo-se ha décadas
que a temperatura influencia fortemente para-
metros como solubilidade, difusividade, polari-
dade e viscosidade da fase médvel. Recentemente
tem aumentado significantemente o nimero de
trabalhos publicados a respeito do potencial de
melhorar-se a resolugdo cromatografica, através
de um aumento na seletividade ou na eficiéncia,
fatores dependentes da temperatura. Em tempe-
raturas mais elevadas, a viscosidade é reduzida e
a velocidade de difusio aumenta, fazendo com
que a velocidade de transferéncia de massa entre
a fase estacionaria e a fase movel seja aumentada
e com ela a eficiéncia, tornando possivel diminuir
substancialmente o tempo de analise. O efeito
da temperatura na reten¢ao cromatografica tem
sido exaustivamente estudado recentemente, em
especial sistemas baseados em fase reversal'*.
Apesar disto, o controle de reten¢io através da
temperatura tem também sido estudado para
outros sistemas, incluindo troca ionica, intera-
¢oes hidrofilicas e fase normal®. Mesmo consi-
derando as vantagens apresentadas pelo uso de
temperaturas elevadas em LC, um dos fatores
limitantes deste enfoque é a estabilidade das fases
estaciondrias mais comumente empregadas.

Este trabalho discute, de forma critica, as
vantagens e limitagoes do uso da temperatura
elevada em cromatografia liquida.

2 Efeitos da temperatura na
seletividade

A influéncia da temperatura (T) no fator de
capacidade (k) é usualmente expressa através da
equagao de Van't Hoft (Equagdo 1):

Ink = — (AH°/ RT) + (AS°/R) + In@ (1)

HPLC em altas temperaturas

onde: AH® = Entalpia do sistema; AS° = Entropia
do sistema; T = Temperatura absoluta (°K);
R = Constante dos  gases
(8,31441 J.K'mol'); k = Fator de retengio;
@ = Razdo do volume entre a fase estacionaria e

universal

a movel (também representado por B).

Esta relagdo mostra que, para uma mesma
mudanga na temperatura, o fator de retengdo
para solutos com maior AH é mais afetado do
que para solutos com menor valor de AH, for-
necendo diferentes seletividades em diferentes
temperaturas. Assim, uma mudanga na tem-
peratura pode permitir uma separagido entre
solutos, que ndo seria obtida empregando-se a
temperatura originalmente utilizada. Entretanto,
o efeito da temperatura na retengdo é pequeno
quando comparado com um aumento na forca
do solvente de eluicdo. Estudos com diferentes
eluentes e faixas de temperatura sugerem que um
aumento de 5 °C na temperatura corresponde a
um aumento de 1% de acetonitrila na fase movel
em fase reversa. A relacdo linear existente entre
k e 1/T, amplamente estudada em fases rever-
sas empregando distintas condigdes, tem sido
igualmente observada para separagdes em fase
normal e até mesmo em cromatografia de troca
ionica.

Apesar de que a seletividade em LC pode
ser modificada através de varios paridmetros
(fase estacionaria, fase movel, pH, natureza do
solvente organico, dentre outros), a temperatura
até recentemente tem sido negligenciada como
parametro de controle de seletividade. Com o
surgimento de fornos tecnologicamente mais
adequados para LC e o barateamento do seu
valor, acredita-se que em breve a modifica¢ao de
seletividade da separagao através de modificagao
(geralmente aumento) da temperatura serd mais
popular. Deve ser lembrado que este é um dos
parametros mais faceis de ser ativado e contro-
lado, usualmente através do software ou no pai-
nel do instrumento.
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3 Temperatura vs. eficiéncia vs.
resolugdo

A resolugdo (R ) em cromatografia ¢ comu-
mente expressa através da equacdo conhecida
como Equac¢ao Mestra da Resolucao (“Resolution
Master Equation”) ou Equagao de Purnell

(Equagao 2):

n =)

onde: R = resolu¢ao; N = niimero de pratos (efi-

(2)

ciéncia); a = fator de separagdo (k,/k ); k = fator
de retengio.

Os 3 termos da equagdo sdo interdepen-
dentes; por exemplo, pequenas mudancas em k
geralmente ocasionam mudangas em a e, por-
tanto, mudangas significativas na resolu¢ao. Uma
vez que a resolu¢ao é aumentada com o aumento
dos valores N, a e k, qualquer fator que possa
alterar estes parametros poderd melhorar R.
A temperatura afeta todos eles e, consequente-
mente, a resolucao.

Yang'”! estudou recentemente o efeito da tem-
peratura na eficiéncia das colunas (N) operando
em diferentes faixas de temperaturas, concluindo
que a temperatura de analise em LC operando em
fase reversa pode ser otimizada para maximizar N.
Em temperaturas mais baixas, o tempo de trans-
feréncia de massas na equagdo de van Deemter
determina a altura do prato (H), e em tempera-
turas mais elevadas o termo correspondente a
difusao longitudinal determina a altura do prato.
Assim, operando sob velocidade linear constante,
a altura do prato diminui com o aumento da
temperatura em baixas temperaturas e aumenta
com o aumento da temperatura em tempera-
turas elevadas. Outra conclusdo do trabalho foi
que, empregando-se elevadas temperaturas em
LC, deve-se usar vazdes (fluxos) elevadas da fase
movel de maneira a manter valores baixos de H
e, consequentemente, valores elevados de N e R.
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Figura 1 Variacéo da eficiéncia (medida com altura

equivalente a um prato, H) em funcéo da velocidade

linear media (u). [®] = 34 °C[o] = 135 °C.

Esta relagdo ¢ ilustrada na Figura 1, a qual
mostra um estudo realizado variando-se a velo-
cidade linear média da fase modvel e o valor da
altura do prato resultante H. A temperatura
mais baixa (linha interrompida), valores baixos
de H, e consequentemente altos de N, sdo obti-
dos somente em baixas velocidades lineares, até
2 mm/s. A partir desde ponto, o aumento da
velocidade linear da fase mdvel acarreta acele-
rado aumento de H, com diminui¢édo acentuada
de N. Isto ndo é observado a elevadas temperatu-
ras (linha ndo interrompida), em que claramente
se observa que o valor de H se mantém pratica-
mente inalterado a partir de 2 mm/s. Este fator
tem influéncia na velocidade da analise, fator

discutido na proxima secéo.

4 Temperatura vs. tempo de andlise

Uma das principais maneiras praticas para
reduzir o tempo de analise em HPLC ¢ o uso de
colunas mais curtas. Entretanto, o comprimento
da coluna é um dos principais parametros que
afeta a eficiéncia da separagdo (Equagao 3), uma
vez que:

(3

3)
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ou seja, o numero de pratos N é diretamente pro-
porcional ao comprimento da coluna L e, assim,
alguma forma de compensagao por esta perda
precisa ser encontrada no caso de uma redugdo
em L. Atualmente, uma delas é a diminui¢do no
tamanho das particulas de fase estacionaria, dp,
uma vez que N a 1/dp, ou seja, diminuindo-se
o tamanho das particulas, aumenta-se a eficién-
cia (N) da coluna. Entretanto, a diminui¢do do
tamanho das particulas, dp, apresenta como
principal desvantagem um aumento significativo
na pressao do sistema (Equacdo 4), uma vez que:

_@Ln 1
100 dp

(4)

onde: AP = variacdo da pressao na coluna (dife-
renca entre a pressio na entrada e na saida);
n = viscosidade da fase mével; dp = didmetro
médio das particulas.

Este aumento da pressdo, especialmente no
caso do uso de fases estacionarias contendo par-
ticulas com dp <3 pm, faz com que o limite de
seguranc¢a dos equipamentos de HPLC conven-
cionais seja facilmente atingido. Em funcao des-
tas varidveis, surgiu recentemente no mercado
um novo enfoque para contornar estas limi-
tagdes denominado U-HPLC (Cromatografia
Liquida a Pressoes Ultraelevadas) ou UPLC
(Cromatografia Liquida com Ultradesempenho).

Por outro lado, especialmente em fase
reversa, um aumento de temperatura ocasiona
uma diminui¢do na retencdo dos analitos. Além
disso, a diminuicao na viscosidade da fase mével
em temperaturas elevadas provoca uma diminui-
¢d0 na pressdo do sistema, permitindo o uso de
vazoes (fluxos) maiores, mesmo em equipamen-
tos “convencionais” (nio U-HPLC). Assim, em
temperaturas mais elevadas, torna-se possivel o
uso de colunas contendo particulas de didmetro
meédio inferior a 3 um em equipamentos conven-
cionais de HPLC, reduzindo substancialmente os
tempos de analise.

HPLC em altas temperaturas

5 Temperatura vs. quimica verde

Em LC, especialmente no modo fase reversa,
o aumento de temperatura ocasiona uma redu-
¢d0 na reten¢do dos analitos. Apesar dos bene-
ficios mais dbvios serem uma reducéo no tempo
de andlise e na pressdo do sistema, outro fator
importante é que a quantidade de modificador
organico na fase movel pode ser reduzida de
forma significativa. Em casos especiais, em tem-
peraturas mais elevadas, é possivel eliminar-se
completamente o solvente organico, transfor-
mando a fase mével em dgua pura. Outro fator
interessante é que a reducido da pressao no sis-
tema permite o uso de etanol no lugar de meta-
nol ou acetonitrila, amplamente usados como
solventes organicos para fases moveis. Uma vez
que o Brasil ¢ um grande produtor de etanol, seu
uso traria uma alternativa interessante quando
da escassez de acetonitrila no mercado nacional,
como ocorrido recentemente. Assim, os princi-
pais eluentes utilizados em fase reversa, modo
mais utilizado em HPLC, passariam a ser etanol
e alguns solventes ndo toxicos mais baratos e
de grande disponibilidade no Brasil. Este enfo-
que estaria em total acordo com o enfoque atual
denominado quimica verde (green chemistry).

6 Temperatura vs. detectabilidade

Conforme discutido, o aumento da tem-
peratura em LC permite uma diminui¢do na
quantidade de solvente organico na fase movel,
especialmente em fase reversa. Neste caso, a fase
movel podera ser constituida por agua pura, sol-
vente este que apresenta maior transparéncia na
regido UV, permitindo uma melhor exploragio
da regiao do espectro ao redor de 190 mm, onde
varios compostos apresentam sinal analitico, mas
ndo sdo investigados por problemas de absor-
¢do dos eluentes organicos, ou suas impurezas,
nesta regido. Adicionalmente, o uso de outros
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detectores como FID (detector por ioniza¢io de
chama) torna-se mais facil e o controle de ioniza-
¢d0 em espectrometria de massas, mais preciso.
Além disso, o aumento da temperatura em LC
tem também demonstrado um efeito benéfico
na forma dos picos, diminuindo a exigéncia de
eluentes que, muitas vezes, requerem valores de
pH e forca idnica, os quais agridem as fases esta-

ciondrias empregadas nas colunas.

7 Algumas limitacdes préticas
do uso de temperaturas
elevadas em LC

Um dos problemas encontrados em cro-
matografia liquida em temperaturas elevadas ¢é
a estabilidade térmica tanto da fase estaciona-
ria quanto dos compostos a serem analisados.
A maior parte das fases estacionarias utilizadas
em HPLC tem como base a silica (ex: C-18, C-8,
Amino, Ciano e outras) e sdo estaveis até apro-
ximadamente 60 °C; em condigdes excepcionais,
algumas fases possuem estabilidade até préximo
de 100 °CH#!,

O grande problema nestes casos é que 0 uso
de agua na fase movel, associado a temperaturas
elevadas, favorece a ocorréncia de hidrdlise e,

consequentemente, perda da fase quimicamente

ligada. Jones e colaboradores mostraram a exis-
téncia de fases estaveis a base de silica, as quais sdo

estaveis até 200 °C operando em fase reversa®.

A Tabela 1 ilustra as primeiras fases comer-

cialmente disponiveis em HPLC.

Detalhes destas e de outras colunas podem
ser encontrados em revisio de Yang, exclusi-
vamente a respeito de fases estaciondrias para
HTLC!,

A estabilidade térmica dos compostos em
analise é outra preocupagdo com esta técnica,
uma vez que serdo empregadas temperatu-
ras usualmente muito superiores as usadas em
HPLC. Alguns fatores devem ser considerados,
neste caso. Em geral a estabilidade térmica dos
compostos obtida por outras técnicas, e em
outras condi¢des (ex. métodos térmicos), é muito

maior no ambiente cromatogréﬁco, mais inerte.

Escolhendo-se a coluna apropriada e o
material de empacotamento o mais inerte pos-
sivel (residuo de metais na fase estacionaria é
critico neste caso), além de colunas curtas para
eluicdo mais rapida, estende-se bastante a estabi-
lidade térmica das substéancias.

O uso de temperaturas elevadas em LC

requer algumas modificagdes na instrumentagao

regularmente utilizada em HPLC. Uma delas é o

Tabela 1 Primeiras fases comercialmente disponiveis para cromatografia liquida a temperaturas elevadas.
Empresa Material Nome da coluna Fase estaciondria  Temp. maxima (°C)
Hamilton DVB* PRP-1 PS-DVB 150

Jordi DVB* Jordi RP DVB 150
Polymer labs DVB* PLRP-S PS-DVB 150
Selerity Silica polidentada Blaze-200 C-18 200
Shimadzu Silica encapsulada Pathfinder c18 200
Supelco Oxido de Zirconio Discovery PBD, PS 150
Supelco Oxido de Zirconio Discovery Carbono C18 150
Thermo Carbono grafitizado PRP-1 Carbono grafitizado 200

* PS = Poliestireno. DVB = Divinilbenzeno.
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uso de metal, ao invés de PEEK em toda a instru-
mentagdo, e conexoes sujeitas a0 contacto com a
temperatura elevada.

A Figura 2 ilustra um arranjo tipico para
HTLC.

A fase movel é mantida no estado liquido
através do regulador de pressao instalado apds
o detector, enquanto que um trocador de calor
antes da coluna evita diferencas entre a tempera-
tura eluente que entra no forno e quando atinge
a coluna, evitando alargamento dos picos. Em
algumas situacoes particulares, é comum insta-
lar-se um trocador de calor antes da coluna em
separagdes envolvendo necessidade de desnatu-
racao.

8 Programacdo de temperatura
em LC

Enquanto que em cromatografia gasosa
(GC) a temperatura é a variavel mais relevante, e
em cromatografia com fluido supercritico (SFC),
importante, seu uso em cromatografia liquida
tem sido negligenciavel. Este fato tem sido atri-
buido a dois fatores principais: a crenga sobre
a baixa estabilidade dos analitos e das colunas
em temperaturas elevadas. Estes argumentos ja
foram discutidos no item anterior, concluindo-
-se que a estabilidade térmica de ambos é muito

Instrumentacéo tipica utilizada em Cromatografia Liquida em Alta Temperatura (HT-LC).

superior ao que se imaginava, e que as fases esta-
ciondrias e instrumentos mais modernos operam
em elevadas temperaturas sem provocar os efei-

tos de decomposi¢ao indesejaveis.

Considerando-se o fato de que a tempera-
tura influéncia a viscosidade, solubilidade, difu-
sividade e pressdo de vapor em LC, sem duvida
ela apresenta importante contribui¢do na reten-
¢do, seletividade, eficiéncia e resolugdo. A par-
tir desta constata¢ao, varios trabalhos tém sido
publicados sobre a escolha de uma temperatura
ideal (isotérmica), para analises complexas por
HPLC, enquanto que a otimizagdo da separa-
¢do ¢é, geralmente, feita através do gradiente de
fase movel. Resultados mais recentes indicam
que, ao invés de fixar-se a temperatura durante
toda a analise, o uso de programacgio de tempe-
ratura permite resultados similares aos obtidos
empregando-se este enfoque em cromatografia
gasosa. Uma solu¢ao ainda mais interessante é
a composi¢do de programagdo de temperatura
e de fase movel (gradiente), o que permite a
obtencdo de separacdes melhores, em tempo

menor.

Um proximo trabalho nesta série sobre os
efeitos da temperatura em LC focalizara especifi-
camente a programacao de temperatura em cro-
matografia liquida (TPLC).
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9 Conclusoes

O uso de temperaturas elevadas (na faixa
entre 60 e 200 °C) abre novas perspectivas para
a otimiza¢do de métodos complexos em HPLC.
O aumento da temperatura diminui a viscosi-
dade da fase movel, permitindo uma redugao
no tempo de analise sem perda de eficiéncia da
coluna devido & melhora na transferéncia de
massa entre a fase movel e a fase estaciondria.
Como resultado, pode-se operar em velocidades
lineares acima da considerada 6tima a tempera-
tura ambiente, com ganho na eficiéncia de sepa-
raao e minimizagao do tempo de analise.

Como decorréncia destes fatos, a programa-
¢do de temperatura da fase modvel, antes restrita
a cromatografia gasosa, é uma nova realidade ja
disponivel comercialmente (apesar de que ainda
pouco empregada no momento) para ser inte-
grada no arsenal de ferramentas do usudrio da
HPLC.
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