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During routine use in the analysis of wood tar components, immobilized SE-54 capillary columns
lose their initial characteristics and, in many cases, they must be discarded. A recuperation treatment
has been developed to extend the lifetime of these columns, which consists of rinsing the column with
5 volumes of hexane and 10 volumes of a 10% solution of methanol in dichloromethane or § volumes
of hexane, 5 volumes of dichloromethane and 5 volumes of acetone.
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INTRODUCAO

No presente trabalho efetuou-se o acompanhamento do de-
sempenho de colunas capilares de alta resolugio com fase es-
taciondria SE-54, durante o seu uso didrio no laboratério em
andlises de fragdes derivadas de alcatrdo vegetal, através de
um teste desenvolvido por GROB!-3, Esse teste fornece, num
pequeno espago de tempo, as caracteristicas cromatograficas
relevantes de uma coluna capilar, demonstrando a capacidade
de adsor¢do, comportamento frente a dcidos efou bases, es-
pessura de filme de fase estaciondria (df) e eficiéncia de se-
paragio que é dada pelo nmimero de separagio Trennzahl
(TZ)1-3. Os valores de TZ e TZ sio obtidos através das for-
mulas:

AtR Onde: Atr - diferenga do tempo
7Z=-___ -1 de retengéo dos ésteres.
WhA + WhB Wh - largura a meia altura do
pico de referéncia.
__ TZewoyu + TZeun2
12 = Ei0, E11, Ei2: Veja legenda da
2 figura 5.

Devido ao uso continuo, essas colunas capilares apresen-
tam alteragdes que podem vir a inviabilizar a sua utilizagéo,
principalmente, em andlises de amostras complexas, como é
o caso do alcatrio vegetal que tem uma composigio aproxi-
mada de 13% de derivados fendlicos, 4% de dcidos carboxi-
licos, 8% de compostos ciclicos de 5 membros, 9% de guaia-
c6is, 22% de siring6is e 44% de outros®3, onde cerca de 30%
desse alcatrdo s@o constituidos de material ndo voldtil nas
condigdes de andlise. Sabe-se, que compostos fendlicos sio
dificeis de serem analisados devido & sua tendéncia de formar
picos com caudas quando estdo presentes como tragos e picos
muito largos quando em grande quantidade®; esse comporta-
mento aumenta a importancia da qualidade da coluna croma-
togrdfica na obtengdo de separagdes adequadas.

Desenvolveu-se, entdo, um procedimento corretivo no sen-
tido de prolongar a vida iitil das colunas SE-54 utilizadas.

PARTE EXPERIMENTAL

I - Caracteristicas das Colunas:

Preparadas no laboratério segundo técnica adaptada de

Grob’:8,
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Coluna I - Nimero: 150490 e Coluna II - Niimero: 170490
fase estaciondria SE-54, compr. total: 20m, compr. de la-
cuna: 2m, D.I.: 0,3mm,df:0,33um, lixivia: 170°C/12h, de-
sidratagdo: 300°C/2h, silanizagdo (HMDS e DFTMDS): 1:1
v/v 400°C/12h, imobilizagdo: Solugdo de SE-54 em penta-
no/diclorometano (1:1) acrescida de 0,4% de peréxido de
dicumila®. Apds recobrimento - 160°C/1h - 180°C/1h.

II - Material Utilizado:

- Cromatdgrafo & gds, Hewlett Packard, modelo HP-5890,
acoplado com detector por ionizagio em chama (FID).

- Registrador, Equipamentos Cientificos do Brasil, modelo
RB201.

- Integrador, Hewlett Packard, modelo 3390A.

- Seringa Hamilton de 10 pl com divisio em 0,1 pl.

- Seringa B-D Yale Tuberculina de 1 ml.

- Gases: nitrogénio UP e hidrogénio UP.

HI - Caracteristicas da Amostra de Alcatrio Vegetal de
Eucalyptus citriodora

- SolugBes de amostra em acetona na concentragio de 10g/!.

- As solugdes preparadas contém cerca de 3ug/ul de material
ndo volatil.

- As andlises por CGAR foram efetuadas com inje¢Ses de
1ul da solugdo sem divisio e com divisio de fluxo®10,

1V - Procedimento Experimental:
1 - Técnica de Lavagem da Coluna:

A operagio de lavagem da coluna sé pode ser efetuada
quando a fase for imobilizada. Visa a simples remogéo de
depésitos distribuidos ao longo do capilar e € levada a efei-
to através da circulagdo de solventes pela coluna (figura
1), em diregéio oposta ao fluxo normal do gds carreador (3
temperatura ambiente).

2 - Técnica de Lavagem da Lacuna de Retengdo:

Lacuna removivel: Remover a lacuna e fazer o teste de
Grob. Se necessdrio, tratar a coluna como no item IV-1.

Lacuna permanente: Lavar a lacuna com seringa segundo
a figura 2. Conectar ao capilar, através de um tubo de plis-
tico, a saida do g4s N2. Dessa forma, hd uma presséo cons-
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Figura 1. Sistema para circulagao do svivente pela coluna capilar.
A - Frasco pneumdtico para introdugdo de solvente no capilar. O ca-
pilar é mergulhado no conteiido de solvente do frasco. O solvente é
deslocado para o interior do capilar por pressdo de nitrogénio.

C - Frasco para recolhimento do solvente.
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Figura 2. Operagbes de lavagem de lacuna de retengdo de colunas
capilares. Cada solvente ¢ introduzido 4 a 5 vezes no capilar, segundo
a seqiiéncia A a C. As impurezas soliveis sdo removidas para a se-
ringa (C) e deixa-se passar gds (D) até a evaporagdo completa do
solvente.

I -t 01 bar de N2 ou ar purificado.

Tabela 1. Seqiiéncia de utilizagdo e tratamento das colunas.

tante no sistema e pode-se introduzir o solvente até o pon-
to desejado e retird-lo védrias vezes de maneira continua e
muito precisa. Em seguida fazer o teste de Grob. Se ne-
cessdrio, tratar a coluna como no item IV-1.

3 - Sistemas de Solventes Empregados:

Sr:

5 volumes de hexano e 10 volumes de metanol a 10%
em diclorometano.

Si: 5 volumes de hexano, 5 volumes de diclorometano e
5 volumes de acetona.

Figura 3. Cromatograma de uma amostra de alcatrdo vegetal. N.B.:
Coluna com excelente perfil de Teste de Grob.

Figura 4. Cromatograma de uma amostra de alcatrdo vegetal.
N.B.: Coluna com um perfil de Teste de Grob indicando forte adsor-
¢do com formacgdo de picos deformados e com cauda.

4 - Teste de Grob!-3:

A mistura-teste foi desenvolvida por Grob, sua composigéo
apresenta componentes dcidos, bdsicos, neutros, hidroxilados
e carbonilados, selecionados de modo a permitir a avaliagdo
da interag@o da coluna com diferentes grupos funcionais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram feitas inje¢Ges com divisdo de fluxo em CGAR para
andlise de fragdes de alcatrdo vegetal separadas por cromato-
grafia em camada delgada e, com o uso continuo, as colunas
perdiam a eficiéncia de separagéo.

A comparagio do cromatograma da figura 3, que é tipico

Coluna n? de injegbes/ | Tipo de injegdo/ | Quantidade de Teste de Grob Conclusio
Sistema de Tratamento nao voliteis Tz Fig.
lavagem apos lavagem (ug)*
- - - 28,9 5a recém-preparada
16 Sem divisdo 48 - 5b ruim
St Condicionamento - 27,6 6 recuparada
300°C/1h
1 15 . Sem diviséo 45 - 7a ruim
1 Su Condicionamento - 27,3 7b recuperada
30021h
I - - - 27,2 8a recém-preparada
I 40 Com divisio 0 - - -
I 13 Sem divisdo 18 - 8b ruim
i Si Condicionamento - 26,3 9 recuperada
300¢/1h

* Quantidade estimada de substancias ndo voldteis efetivamente introduzidas no capilar.
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Figura 5. a) Teste inicial, feito antes da utilizagdo.

b)Teste apds 16 injegdes, sem divisdo de fluxo, de alcatrdo vegetal.
C10- decano; ol- 1-octanol; P- 2,6-dimetilfenol; S- dcillo 2-etilhexa-
néico; A- 2,6-dimetilanilina; CI12- dodecano; E10- decanoato de me-
tila; am-diciclohexil - amina; Ell- undecanoato de metila; E12- do-
decanoato de metila.

de uma amostra de alcatrdo, obtido em uma coluna com boa
resolugdo, com o cromatograma da figura 4, referente 3 inje-
¢40 dessa amostra na mesma coluna com baixa resolugéo de-
vido ao aciimulo de matriz, evidencia a necessidade de uma
coluna de boa qualidade para a anélise desse tipo de amostra.

Sendo assim, foram efetuadas recuperagdes através de la-
vagens das lacunas de retengdo utilizando hexano, diclorome-
tano e acetona como seqiiéncia de solventes.

Levando-se em conta as concentragbes das amostras e vo-
lumes injetados temos que, no presente caso, 30 injegdes com
divisio de fluxo equivalem & introdugdo de Sug de material
nio volétil no capilar (veja experimental). Segundo estudos
anteriores!l:12, essa quantidade seria suficiente para inviabili-
zar a utilizagdo de uma coluna capilar. Sendo assim, foi feita
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Figura 7. a)Teste apds 15 injegdes de alcatrdo vegetal.
b)Teste apds lavagem com hexano, diclorometano e acetona.
Veja figura 5 para significado das abreviagoes.
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Figura 6. Teste de Grob efetuado apds a lavagem com hexano e me-
tanol a 10% em diclorometano.
Veja figura 5, para significado das abreviagdes.

uma lavagem de lacuna a cada 10 injegSes no sentido de pre-
servar o desempenho das colunas.

Apos 5 lavagens das lacunas, nio se conseguiu mais recu-
perar as caracteristicas iniciais das colunas. Sendo assim, de-
cidiu-se efetuar a lavagem total das colunas, de acordo com
a seqiiéncia experimental descrita na tabela I.

Apés o mimero indicado de inje¢Ses que, dependendo da
modalidade, introduzem uma certa massa de componentes nio
voldteis no capilar, lava-se a coluna com o sistema de solven-
tes indicado (veja experimental).

A coluna I foi lavada com Si, apds terem sido feitas 16
injegBes de alcatrio vegetal. As figuras 5a (TZ = 28,9) e 5b
ilustram a perda de qualidade, nitidamente recuperada apds a
lavagem (figura 6 - TZ = 27,6). Depois do uso em mais 15
andlises de alcatrdo vegetal, testou-se outro sistema de solven-
tes, o Sp, onde obteve-se o teste da figura 7b (TZ = 27,3),
demonstrando que ambos os sistemas séo adequados para recu-
perar uma coluna capilar de SE-54.

Para demonstrar a versatilidade do método de tratamento,
além do alcatrio vegetal, empregou-se esse tipo de coluna
para andlises de outras misturas complexas. Assim, foram efe-
tuadas 40 injegdes com divisdo de fluxo de amostras de &ci-

(Rt

Figura 8. a)Teste inicial, feito antes da utilizagdo.

b)Teste apds 40 inje¢bes com divisdo de fluxo e 13 sem divisdo de
Sfluxo.

Veja figura 5 para significado das abreviagdes.
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Figura 9. Teste de Grob efetuado apds a lavagem com hexano, diclo-
rometano e acetana.
Veja figura 5 para significado das abreviagdes.

dos carboxilicos extraidos de sedimentos do rio Amazonas, 7
de alcatrdo vegetal e 6 para determinagao de residuos de ana-
bolizantes em urina humana, sem divisdo de fluxo. As figuras
8a (TZ = 27,2) e 8b ijlustram a perda da qualidade da coluna.

A seguir, foi efetuada a lavagem da coluna com Sn obten-
do-se o teste da figura 9 (TZ = 26,3), onde pode-se observar
a recuperagéo quase perfeita, pois, dentre todos os picos, ape-
nas a 2,6-dimetilanilina eluiu com 80% de sua altura inicial.

Apesar de ter havido ligeira redugio dos TZ médios, os
valores obtidos sdo perfeitamente aceitdveis e caracterizam a
manutengdo das boas caracteristicas de andlise da colunas.

CONCLUSAO

E possivel recuperar as propriedades iniciais de uma colu-
na cromatogréfica com fase imobilizada, embora esse seja um
procedimento delicado e dependa da natureza das amostras
analisadas e modo de operagao da coluna.

Tanto a lavagem com diclorometano/10% de metanol como
com diclorometano e acetona se mostrou adequada para as si-
tuagdes estudadas.
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