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PLC é um método analitico para a se-
paracao, identificacdo e quantificacdo de
substancias por cromatografia liquida. Os
primérdios da HPLC, High Pressure Liquid
Chromatography (cromatografia liquida de
alta pressdo), data do inicio dos anos 60.
Gracas ao aperfeicoamento dos materiais
para as colunas e dos equipamentos, por
volta dos anos 70, a técnica comecou a ser
conhecida como High Performance Liquid
Chromatography (cromatografia liquida
de alta eficiéncia) [1].

No método de HPLC a mistura a ser
separada € bombeada, com o auxilio de um
solvente (meio de eluicdo) ou uma mistu-
ra de solventes (eluente | fase movel); e
através de um injetor e uma bomba para a
coluna de separacao, que € geralmente um
tubo de acgo inoxidavel preenchido com a
chamada fase estacionaria (ver Figura 1).
A fase estacionaria consiste tipicamente
em particulas porosas de silica gel ou po-
limero cuja superficie foi tratada de forma
a promover ligacdes quimicas.

Estas ligacdes sdo responsaveis pela
interacdo seletiva dos analitos na fase
estacionaria, que sdo necessarios para
se obter uma separacdo cromatografica
efetiva. Como mecanismos de separa-
cdo, dependendo da amostra e da fase
estaciondria podem ser consideradas por
exemplo: absorcdo pelas forcas de Van
der Waals, troca ionica, exclusdo de ions
e outros.

Na separacdo, as substancias da amos-
tra sdo retidas no material da coluna em
funcdo de suas afinidades por durante
diferentes periodos de tempo e, por con-
seguinte, saem da coluna depois de dife-
rentes tempos. O detetor registra entao
a saida de cada um dos componentes da
amostra, e essas informacdes sdo envia-
das e processadas em um computador. O
resultado é um cromatograma (Figura 1).

0 numero de picos corresponde a
quantidade de componentes da amostra
separadas e a area superficial é proporcio-
nal & sua quantidade (Kromias 2000 [1]).

A analise de acucar é uma aplicacdo
tipica em HPLC. Esta andlise foi conduzi-
da sob varios ensaios para caracterizar a
qualidade das membranas. Por um lado, o
ensaio visou verificar o empobrecimento
de acucares testados em membranas e por
outro, verificar a atividade de membranas
imobilizadoras de enzimas. No ensaio
foram analisados os sequintes agucares:
rafinose, glucose e frutose.

Para a deteccao especifica dos acucares
podem ser utilizados métodos enzimaticos
(ex. método GOD / POD para a determina-
céo de glucose [2]), ou métodos espectros-
copicos (ex. Determinacéo de frutose de
acordo Dische & Borenfreund [3]).

Hoje em dia, em analitica moderna, os
acucares sao geralmente determinados
utilizando cromatografia de camada
delgada (TLC), cromatografia gasosa (GC)
e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Estes procedimentos sdo aplica-
veis principalmente em misturas onde ¢
necessario separar os varios acucares [4].

) Estrutura tipica de um HPLC
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Na HPLC, tal como descrito aqui, o liquido deve ser particular-
mente puro, tanto fisica como quimicamente, ele ndo deve conter
quaisquer substancias ou particulas em suspensdo nem substan-
cias dissolvidas que podem ser separados na coluna provocando
assim a emissdo de um sinal. A qualidade do solvente é muito
importante no que diz respeito a confiabilidade da analise HPLC.
A presenca de vestigios de impurezas na eluicdo em gradiente
pode causar o aparecimento de “picos fantasma”. Estes tracos de
substancias se acumulam na coluna durante toda a analise e se
liberam na proxima mudanca de eluicdo. A agua utilizada como
reagente deve ser livre de germes. Para isso podem ser adicionadas
substancias (ex. sais de cobre, azida de sddio) que previnem o
aparecimento de bactérias ou algas no reagente [5]. Neste sen-
tido, € necessario levar em consideragcdo as recomendacdes do
fabricante da coluna, ja que o uso de aditivos incorretos podem
causar danos irreversiveis na coluna de separacao.

Agua desmineralizada ou destilada contém quantidades
consideraveis de substancias organicas que podem causar picos
fantasmas [5]. Um liquido com impurezas pode causar deposicées
na fase estacionaria, que resultam em entupimento, que produz
um aumento de pressao e se manifesta na variacdo do tempo de
retencdo das amostras.

A agua com qualidade requerida para analise, especialmente a
utilizada em HPLC, pode ser adquirida como reagente disponivel
por varios fabricantes ou produzida no proprio laboratdrio nas
quantidades necessarias, utilizando um sistema de purificacdo
de dgua tal como arium® pro VF.

0 que se segue descreve ensaios para a separacao de misturas
de acucares em que a agua ultrapura foi usada como fase movel
(fluido), produzida no purificador arium® pro VF.

» Descricao do sistema de agua
ultrapura arium® pro VF

Sistema arium® pro VF (Figura 2)
foi construido para produzir agua
ﬂ ultrapura a partir de agua potavel
pré tratada, removendo as impu-
rezas ainda presentes na agua de
alimentacdo. A producéo de agua

ultrapura requer recirculacdo da
mesma agua continuamente no
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FIGURA 2: Sistema de 4gua ultrapura arium® pro VF
(Foto: Sartorius)
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) Representacéo esquematica do fluxograma do sistema de agua ultrapura
arium® pro VF. Para obter uma imagem mais clara nao incluimos as
valvulas de controle.
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sistema com um fluxo constante de agua, o que € conseguido
por bombeamento com controle da pressdo. A condutividade da
agua € medida na entrada de agua de alimentacdo e na agua
produzida (saida de agua).

0 arium® pro VF utilizado nas pesquisas descritas aqui, utiliza
dois cartuchos diferentes. Esses cartuchos sdo preenchidos com
carvao ativado especial e resinas de troca idnica em leito misto
para fornecer agua de elevada pureza com um baixo teor de TOC.
Possui também uma Iampada de UV integrada com comprimentos
de onda de 185 nm e 254 nm, que atuam como um oxidante e
eliminador de microrganismos.

0 sistema arium® pro VF também inclui um médulo de ultra-
filtracdo que € usado como filtro de fluxo cruzado. A membrana
de ultrafiltragdo utilizada retém microorganismos, coloides,
endotoxinas, RNA e DNA.

Na saida de agua esta instalado um filtro final de 0,2 micron,
que serve para remover particulas e bactérias durante a dispen-
sacdo de agua ultrapura produzida.

0 processo de purificacdo de agua do purificador é mostrado
na Figura 3 (Fluxograma arium® pro VF).

» Materiais e métodos

A analise das amostras foi
realizada em um HPLC Agilent
1200 Series (Figura 4 e Tabela
1), utilizando uma coluna de
HPLC "Rezex RNM Carboi-
dratos Na+8%" da empresa
Phenomenex [6]. A coluna
utilizada € preenchida com
um copolimero reticulado
de estireno e divinilbenzeno
modificado com grupos de
sulfato de sodio. Este material
se beneficia do mecanismo de

exclusdo de fons. Isto significa  pgyra 4: Equipamento HPLC Agilent 1200
que os analitos se separam series (foto Sartorius)
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» Equipamentos e materiais utilizados

54 Equipamento Empresa Referéncia
=] Bomba binaria Agilent G1312A
=N Desgaseificador Agilent G13798
Extrator de amostras ALS Agilent G1329A
Forno de colunas TCC Agilent G1316A
Detetor de RI RID Agilent G1362A
Coluna Phenomenex 00H-0136-KO Rezex RNM

Carbohydrate Na+ 8%

em funcéo de diferentes interacées idnicas. Devido aos grupos de
sulfonatos na superficie do material, os poros t€ém uma carga ne-
gativa. Isto faz com que as moléculas carregadas negativamente
ndo possam penetrar nos poros do material acelerando a eluicéo.
Esta exclusdo se baseia no equilibrio de ions nas membranas
de Gibbs-Donnan. Os analitos que podem penetrar nos poros
se separam da fase estacionaria por diferencas estéricas assim
como interacdes hidrofobicas e polares com os grupos funcio-
nais. Para obter informacdes detalhadas sobre o mecanismo de
separacdo, ver [7].

Os tempos de retencdo dos diferentes aglcares foram deter-
minados pelo registro do sinal de indice de refracéo (RI). O sinal
Rl é indicado por um nimero adimensional nRIU (nano Unidade
de indice de refracdo) e constitui a diferenca entre o indice de
refracdo da amostra na célula de amostra e a fase modvel na
célula de referéncia.

Como fase movel foi utilizada agua ultrapura produzida com
o arium® pro VF. Para efetuar a desgaseificacdo necessaria para
HPLC a agua ultrapura foi filtrada a vacuo através de suporte
Sartolab BT 500 com 0,2 microns (Sartorius Sartolab BT 180C5).

» Execucdo da analise em HPLC

No preparo para a analise, a coluna Rezex foi aquecida a 75°C
no forno de coluna e lavou-se durante a noite, com 0,6 ml/min
de agua produzida com o Arium® Pro VF. A unidade o6ptica do
detecor de Rl foi aquecida a 35°C. As amostras a serem analisadas
foram preparadas com agua ultrapura produzida pelo arium® pro
VF e submetidas a pré-filtragem através do filtro de seringa de
0,2 um (Sartorius Minisart® RC4 17822).

» Método HPLC

; Parametros

=8 Fluxo [ml/min] 0,6

= Tempo [min] 25
Pressdo maxima [bares] 70
Temperatura do forno de colunas [°C] 75
Temperatura do detetor Rl [°C] 35
Volume injetado [ul] 2

D Separacdo de agucares injetados individualmente e uma mistura de

acUcares através de RNM Rezex Carboidratos coluna Na + 8% com agua
ultrapura arium® pro VF.
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As analises de HPLC das amostras foram realizadas dentro dos
pardmetros do método de HPLC [6] (Tabela 2).

» Resultados

Para determinar os tempos de retencdo de cada um dos agu-
cares (Tabela 3) foram preparados e injetados individualmente
(Figura 5). Como os aglicares sofrem varias interagdes diferentes
na fase estacionaria, foram registrados com o detetor de Rl tem-
pos de retencdo especificos para cada acucar depois de passar
através da coluna.

Depois de determinar os diversos aglcares foi preparado e
separado uma mistura de agucares (Figura 5).

Os diferentes acucares foram separados uns dos outros. Os
picos de diferentes tempos de retencdo podem ser atribuidos aos
acucares previamente determinados individualmente.

Os efeitos das impurezas ou, neste caso, dos sais foram qua-
lificados pela injecdo de agua e tampéo de fosfato tripotassio
(Figura 6).

Uma injecéo de agua corrente (condutividade 265 pS/cm) e
de tampdo de fosfato tripotassio (condutividade 1700 pS/cm)
mostram sinais claros e podem, portanto, serem inequivoca-
mente reconhecidas como uma impureza. Especialmente os ions
de carga multipla da agua corrente podem facilmente se ligar
aos grupos sulfonados. Os equilibrios dissociativos modificados
por eles podem também influenciar o tempo de retencdo dos
acucares correspondentes. Para uma analise segura por HPLC
com tempos de retencdo estaveis e para evitar o aparecimento
de picos fantasmas, € necessario que a fase movel ndo apresente
sais ou qualquer outra impureza. A agua Arium utilizada neste
caso tem uma condutividade de 0,055 uS/cm e é praticamente
isenta de impurezas problematicas, o que resulta em uma linha
de base linear, sem picos (linha de base verde Figura 6).

A pressdo da coluna foi mantida durante os ciclos com valor
constante de 23 bares. Isto mostra que ndo houve deposicdo
sobre a coluna. Ciclos de ensaio em branco no inicio e no final
ndo mostrou nenhuma mudanca, isto €, ndo houve nenhuma
impureza na fase movel.

» Tempos de retengdo de acticares na coluna
Rezex RNM Carbohydrate Na+ 8 %

Acucar Tempo de retengio [min]
Rafinose Fluka 83400 8,96

Maltose SIGMA M5885 10,30

Glucose ROTH 6887.1 12,53

Frutose SIGMA F0127 13,62

TABELA 3

) Cromatogramas tampéo fosfato tripotassio, agua corrente

e agua produzida em arium® pro VF.

3500

FIGURA 6

3000

——— injecdo de 2 ul de tampao

2500 de fosfato tripotassio 10 mM
——— injecdo de 2 ul de agua corrente
2000 — - -
—— injecdo de 2 ul de dgua Arium

1500

1000

Signal RI [nRIU]

500

-500

Para determinar a reprodutibilidade e limite de deteccéo fo-
ram analisados series de padrdo com diferentes concentracdes.
No exemplo foi usada rafinose. Foram registrados os tempos de
retencéo e as areas dos picos, representados na tabela (Tabela 4).

Os tempos de retencdo constantes repetidamente obtidos
mostram uma boa reprodutibilidade. A série Padrdo de Rafinose
mostra um desenvolvimento linear em uma concentracdo de
0,015 mg/ml (Figura 7).

A criacdo de uma reta padrdo a partir das areas dos picos
permite a quantificacdo de amostras, neste caso da rafinose, com
uma concentracdo desconhecida.

I
» Conclusao

Os exemplos mostram que a agua produzida com o sistema
de purificacdo arium @ pro VF pode ser utilizada, sem qualquer
problema na analise de agucar como fase movel em analises por
HPLC.

A fase movel néo influencia as interacdes da amostra com a
fase estacionaria, uma vez que a agua ultrapura produzida com
uma condutividade de 0,055 pS/cm pode ser considerada prati-
camente livre de impurezas. O aparecimento de picos fantasma
ndo ocorre devido a ndo presenca de sais [5]. Além disso, os
ensaios permitem concluir que ndo ocorrem deposi¢des na fase
estacionaria devido as impurezas, pois ndo foi observado aumento
da pressdo ou aumento do tempo de corrida das amostras.

Assim, a agua ultrapura produzida continuamente pelo sistema
de purificagdo arium ® pro VF, € uma alternativa econdmica em
comparacdo a agua ultrapura comercializada como reagente e
usada para produzir solu¢des de elevada pureza para a técnica de
analise de HPLC, assim como utilizada em analise de alimentos,
pesquisa ambiental e médica, quimica e bioquimica e nos con-
troles de processo na industria farmacéutica e de biotecnologia.

Os trabalhos aqui executados e a experiéncia positiva re-
sultante sobre a capacidade de agua ultrapura arium ® pro VF
como fase movel em HPLC, provam que em futuro proximo se
amplie para outras técnicas de separacdo, como por exemplo
em cromatografia de fase reversa, cromatografia de exclusdo
molecular ou UHPLC M

) Reprodutibilidade dos tempos de retencdo e a determinacéo do limite

de deteccdo no exemplo de um conjunto padrao de rafinose

; Concentragio Tempo de retencio Superficie do pico
o [mg/ml] [min] [nRIU*s]
< 0 = =
=
0,015 8,96 603
0,03 8,96 1088
0,06 8,96 2327
0,125 8,96 4178
0,25 8,96 7607
0,5 8,96 15097
1 8,96 30495

) érie Padrdo para rafinose (valores na Tabela 4) nalisada em coluna RNM

Carboidratos Na + 8% com agua ultrapura arium © pro VF
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