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RESUMO

A técnica de cromatografia liquida, por meio de um mecanismo de separacao,
faz com que andlises para detectar e quantificar determinadas substancias em uma
dada amostra possam ser realizadas. Em um processo migratério diferencial, os
componentes da amostra interagem de diferentes formas com uma fase mével e uma
fase estacionaria até serem detectados. Na cromatografia liquida de alta eficiéncia,
essas analises sdo feitas pelo equipamento HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), que tem seu sistema composto basicamente por bomba de
solvente, injetor de amostra, coluna e detector. Para identificar e solucionar os
problemas corriqueiros apresentados no equipamento foi desenvolvida a técnica de
troubleshooting. A “Troubleshooting tree”, uma espécie de guia de resolucao de
problemas, foi publicada pelos pesquisadores Snyder e Dolan com objetivo de facilitar
a identificacdo de problemas no equipamento. Muitos problemas comuns como
oscilacdo de pressao, variacdo de tempo de retencgéo, variacdo de area, alteracao no
formato do pico e vazamento no sistema puderam ser mais facilmente identificados e

resolvidos seguindo o método proposto pela “Troubleshooting tree”.

Palavras-chave: Cromatografia liquida, HPLC, troubleshooting, “troubleshooting

tree”.



ABSTRACT

The technique of liquid chromatography, by means of a separation mechanism, makes
it possible to perform analyses to detect and quantify certain substances in a given
sample. In a differential migration process, sample components interact in different
ways with a mobile phase and a stationary phase until they are detected. In high
performance liquid chromatography, these analyses are performed by HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) equipment, whose system is basically
composed of a solvent pump, sample injector, column, and detector. To identify and
solve the common problems presented by the equipment, a troubleshooting technique
was developed. The "Troubleshooting tree", a kind of troubleshooting guide, was
published by researchers Snyder and Dolan with the objective of facilitating the
identification of equipment problems. Many common problems such as pressure
oscillation, retention time variation, area variation, peak shape change, and system
leakage could be more easily identified and solved by following the method proposed
by the "Troubleshooting tree".

Key-words: Liquid chromatography. HPLC. Troubleshooting. “Troubleshooting tree”.
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1 INTRODUCAO

A deteccdo e quantificacdo de determinadas substancias em uma dada
amostra, seja na industria alimenticia, farmacéutica ou em diagnosticos
toxicolégicos, sdo analises de grande importancia e bastante presentes na
sociedade ha algum tempo. A técnica de cromatografia liquida, por meio de um
mecanismo fisico-quimico de separacédo, faz com que essas analises possam

ser desenvolvidas.

Cromatografia € um método fisico de separacdo dos componentes de
uma mistura através de um processo migratorio diferencial desses componentes
entre duas fases, sendo uma movel e a outra estacionaria. Esse processo se da
pela passagem da fase moével ao longo da fase estacionéaria de forma a distribuir
0S componentes da mistura entre as duas fases. O grau de interacdo desses
componentes com a fase estacionaria determina o quanto eles ficardo retidos
nessa fase, resultando em um processo migratério diferencial (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

Historicamente, a cromatografia teve origem por volta de 1900 e ficou
conhecida em 1906 através da publicacdo de artigos relacionados aos trabalhos
feitos pelo botanico russo Mikhail Semyonovich Tswett. Em um estudo sobre os
pigmentos das plantas, Tswett realizou experimentos nos quais utilizou uma
coluna de vidro recheada com carbonato de calcio como fase estacionaria e éter
de petrdleo como fase mével a fim de separar clorofila e carotenoides. Como
resultado dessas experiéncias ele obteve as fases da mistura separadas na
coluna em faixas coloridas, o que deu origem ao termo cromatografia, do grego,
chrom (cor) e “graphe” (escrever) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Anos mais tarde, na década 1930, a técnica da cromatografia foi
aperfeicoada e rendeu 3 prémios Nobel. Em 1960 houve o surgimento da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High Performance Liquid
Chromatography — HPLC). Em 2000 foi criada a Cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (do inglés, Ultra High Performance Liquid Chromatography — UHPLC)

(Pacheco; Borguini; Santiago; Nascimento; Godoy, 2015).
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Para que a analise de uma amostra por HPLC seja bem sucedida, todos
os modulos devem funcionar corretamente e as especificagbes do método
desenvolvido devem ser cumpridas. Existem alguns problemas, de ocorréncia
considerada comum, que prejudicam o processo da analise nesse equipamento.
Oscilacdo de pressao, variacdo de tempo de retencdo, variacdo de area,
alteracdo no formato do pico e vazamento no sistema, sdao exemplos dos
problemas mais comuns observados quando se realiza uma andlise. E de suma
importancia saber reconhecer e identificar a origem desses problemas bem

como as estratégias para resolvé-los (Dolan; Snyder, 1989).

1.1 Cromatografia Liquida

Cromatografia liquida € um processo fisico-quimico de separacao dos
componentes de uma mistura no qual a fase movel esta no estado liquido. A fase
movel (liquido) passa ao longo da fase estacionaria (sélido) de forma a distribuir
0s componentes da mistura entre as duas fases em um processo migratério. A
base desse processo é a interacdo entre o soluto, a fase mével e a fase
estacionaria, como esta representado na Figura 1. O analito de interesse vai ser
distribuido entre as duas fases. O grau de interacdo dos componentes da
amostra com cada uma das fases vai definir o grau de separac¢éo dos compostos
da amostra (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Figura 1 - Tripé base da cromatografia liquida
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Fonte: Elaborada pela autora

A Figura 2 apresenta a estrutura de um equipamento moderno de

cromatografia.
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Figura 2 - Sistema de HPLC
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O funcionamento desse sistema se da da seguinte forma: Por acdo do
injetor, a amostra de interesse entra no sistema previamente solubilizada, entra
no sistema e é impulsionada pela bomba juntamente com solvente (fase mével)
até a coluna (fase estacionaria) onde ocorre a separagcdo das moléculas da
amostra (Figura 3), fazendo com que elas cheguem em diferentes tempos ao
detector (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Figura 3 - Distribuicdo dos componentes da amostra entre a fase estacionaria por acdo da fase

movel
ko
e
v e
[
st ¢ o ® o 3
S T i

Fonte: Elaborada pela autora
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Por fim, o sinal obtido no detector é transformado em um cromatograma
pelo software do computador. A Figura 4 apresenta as caracteristicas de um
cromatograma, o qual se apresenta como um grafico de intensidade de sinal do
detector em funcao do tempo, e fornece informac¢des como tempo de retencéo,
tempo de volume morto, area do pico e altura do pico. O tempo de retencéo se
refere ao tempo desde a injecdo da amostra até o surgimento do topo do pico no
cromatograma. Esse € o tempo que amostra leva até chegar ao detector. Tempo
de volume morto € o tempo que o solvente e as substancias nao retidos na fase
estacionéaria levam para chegar ao detector. A altura do pico esté relacionada
com a intensidade do sinal obtido pelo detector, e a area do pico € a area
calculada abaixo de sua curva que € utilizada para quantificacdo das substancias
na amostra. E considerado um resultado confiavel um pico simétrico e de formato
gaussiano (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Figura 4 - Informacdes gerais de um cromatograma

S
*5,3, < tR >
° _ tr: Tempo de retengao
S Pico
D t;: Tempo volume morto
= h 0 P
[} ,
- l A A: Area do pico
&
g _ :
% A, h: Altura do pico
<
Tempo

Fonte: Rufino, M.P., HPLC Pratico e Definitivo. [online]

1.2 Componentes béasicos do HPLC

O solvente se encontra no reservatorio de fase mével que é comumente
de vidro. A captacao de fase mével se d& por meio de um filtro, podendo ser de

aco inox, que atua de modo a reter particulas que podem obstruir os tubos
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conectores ou contaminar a bomba. E importante garantir que antes da fase
movel entrar no sistema, sejam removidos dela possiveis gases que nela
possam estar dissolvidos, pois esses gases podem formar bolhas nas
tubulacbes do equipamento comprometendo o funcionamento da analise. A
desgaseificacdo da fase mével pode ser feita, por exemplo, através de um banho
de ultrassom e/ou através de um desgaseificador, que € um modulo adicionado
ao sistema (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A bomba €& responsavel por fornecer um fluxo constante de
solvente ao sistema fazendo com que a amostra percorra todo o caminho
necessario. Ela possui alguns componentes considerados consumiveis que
demandam manutencéo e/ou troca periddica, como por exemplo a check valve,
selos do pistéo e pistdo. O selo do pistdo tem a funcdo de vedacao entre a parte
interna e a parte externa da bomba para que se possa passar uma solucéo de
limpeza do pistdo. As check valve se encontram no cabecote da bomba e tém a
funcéo de fazer um movimento de abrir e fechar para que se consiga manter um
fluxo constante e em uma Unica dire¢éo no sistema. (COUTINHO, 2008). Outros
componentes importantes da bomba sdo o mixer e a valvula binaria/quaternaria.
O HPLC contém uma valvula binéria ou quaternaria responséavel pela selecéao
dos solventes contidos em 2 ou 4 canas para uso. A valvula quaternaria
seleciona o solvente a ser utilizado e o mixer faz a mistura desses solventes que
compdem a fase. Comumente séo usados dois canais e cada um deles contém
um solvente que compdem a fase mével, dessa forma a fungdo da valvula
quaternaria é selecionar os solventes e suas respectivas proporcdes (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

O injetor € responsavel pela introdugdo da amostra no sistema, ele
contém uma valvula de injecdo que conecta a bomba diretamente na coluna e
possui dois modos de agéo: o “carregar” e o “injetar”. O modo carregar € quando
a amostra é carregada dentro da valvula de injecdo e o injetar € quando a fase
movel € empurrada a amostra para dentro da coluna (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006).
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A coluna cromatogréfica é responsavel pela separacdo dos componentes
da amostra. Seu interior, chamado muitas vezes de recheio, é constituido por
silica ou material polimérico. O material que constitui a coluna é poroso e cada
tipo de coluna pode variar em comprimento, diametro e tamanho dos poros. O
recheio da coluna é a fase estacionaria com quem a amostra vai interagir. O
sistema pode operar em fase normal (fase estacionaria polar e fase movel
apolar) ou fase reversa (fase estacionaria apolar e fase moével polar). A
polaridade das fases deve ser oposta para que 0s componentes da amostra
possam ter diferentes tipos de interacéo entre elas e assim serem separados e
eluidos até o detector (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O detector tem como funcéo expressar em forma de sinal elétrico a eluicéo
de compostos em funcdo do tempo. Varios sdo os tipos de detectores que
existem para serem utilizados no HPLC. O detector mais comum € o UV-VIS,
que faz uma relagcdo entre a absorcdo de radiagcdo por parte do analito, em
determinado comprimento de onda, com a sua concentracao. Esse comprimento
de onda esta contido dentro das regifes visivel e ultravioleta do espectro
eletromagnético (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O sistema de dados é responsavel pela traducdo do sinal obtido no
detector em cromatograma que, como ja tido anteriormente, é um grafico de
intensidade do sinal do detector x tempo. A partir do cromatograma é possivel
fazer o tratamento dos dados e emitir o resultado da andlise. A Figura 5 mostra

um equipamento de HPLC comercial e seus respectivos médulos.
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Figura 5 - Cromatégrafo liquido comercial
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Fonte: (Agilent, adaptado)

1.3 Troubleshooting

Todo profissional que trabalha com HPLC sabe o quanto é comum se
deparar com problemas cotidianos no equipamento. Muitas vezes, devido a
rotina acelerada dos laboratdrios, ndo ha tempo habil para esperar a visita de
um especialista que possa resolver as falhas apresentadas. Por esse motivo,
cada vez mais se faz necessario um bom conhecimento, tanto sobre a teoria
cromatografica como sobre o funcionamento do equipamento, por parte do
operador. Dessa forma os problemas cujas as solucdes estejam ao alcance do

operador podem ser solucionados por ele mesmo.

A técnica de troubleshooting tem como finalidade a identificacdo e
resolucao de problemas em HPLC. Os pesquisadores John W. Dolan e Lloyd R.
Snyder publicaram um livro em 1989 sobre essa técnica baseando-se nos
fundamentos da cromatografia liquida e no funcionamento geral de um HPLC.

Esse livro serve como um guia bastante completo até os dias de hoje. Segundo
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Dolan e Snyder, deve ser seguida uma logica para a aplicacdo dessa técnica:
identificar, isolar e corrigir o problema de modo a minimizar o tempo de
inatividade do equipamento. Essa légica esta representada na Figura 7. E
importante lembrar que antes de comecar a tomar qualquer providéncia é
necessario garantir que um problema realmente exista no sistema assegurando
gue ele ocorra pelo menos duas vezes. Confirmada a existéncia, o procedimento
mencionado anteriormente pode ser feito e para facilita-lo, o operador pode
utilizar do livro do Dolan e do Snyder e dos manuais especificos do seu

equipamento.

A Figura 6 representa, através de um fluxograma, a Troubleshooting tree,

uma arvore guia de troubleshooting.

Figura 6 - "Troubleshooting tree"

Troubleshooting tree

Passo 1: . Passo 3: _ .
classificar o Pass;)Otz)l.elr?q(‘)alar ° Identificar a fonte Passorgblecr?]g'g" 0
sintoma P do problema P

Fonte: Elaborada pela autora

Juntamente com a arvore guia, alguns procedimentos podem auxiliar na
boa execucdo da técnica de troubleshooting. Ter o habito de seguir esses
procedimentos facilita a investigagdo do problema apresentado e
consequentemente a descoberta de uma solugdo para ele. O mais simples
desses procedimentos é manter um registro das atividades do equipamento.
Esses registros devem conter tanto dados de analise como, por exemplo, a
pressao expressa no HPLC ao usar um determinado método, como pecas que
foram trocadas e até mesmo um breve resumo de como um determinado
problema anterior foi identificado e resolvido. Por fim, a grande chave para a
rapida correcéo das falhas do sistema é o isolamento l6gico dos problemas. Por
exemplo: A variacdo do tempo de retencdo do analito e pressao no sistema

abaixo do usualmente observado, pode ser facilmente relacionada a um
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vazamento no sistema. A Tabela 1 correlaciona algumas situacdes problemas e

suas respectivas causas.

Tabela 1:Problemas em HPLC e suas possiveis causas

(Continua)

Problema relacionado

Possiveis causas

Presséo alta

Fluxo, entupimento, coluna, filtro, sensor de

pressao
Presséo baixa Fluxo, vazamento, sensor de pressao
Pressdo Auséncia de fluxo: bomba desligada, motor da
Auséncia de pressdo bomba, pistdo, purga aberta, vazamento em
grade escala e auséncia de solvente
Oscilagédo de pressdo Vazamento, entupimento parcial e bolha
) pH incorreto da fase moével, ma conexao da
Encaudamento de pico L
coluna, fase movel incorreta
Saturagéo da coluna, solvente incompativel com
Pico com fronting a fase mével, colapso da fase estacionaria (pH
incorreto, deterioracao da silica)
Cromatograma Pico arredondado Saturagéo da coluna/detector
, Fluxo muito baixo, configuragéo errada do
Pico alargado
detector, vazamento
: . Impureza do solvente, tempo incorreto de
Desvio da linha de base P e P
equilibrio da coluna
Variagéo de tempo de retencdo Alteracdo do fluxo, vazamento
Entupimento dos filtros da - ~
~ Oscilacéo de fluxo e presséo
tubulacéo da garrafa de solvente
o Vazamento no cabecote ou oscilagéo de
Bomba Selo do pistéo ~
pressao
Entupimento ou travamento da Oscilacéo de pressao muito alta
Check Valve ¢ P
Auséncia de picos no Agulha entupida, auséncia de solvente de
. cromatograma limpeza
Injetor g P

Problema relacionado a
reprodutibilidade dos resultados

Entupimento da agulha ou do rotor da véalvula
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Tabela 2:Problemas em HPLC e suas possiveis causas

(Concluséao)

Ruido nalinha de base Lampada do detector no final da vida util
Detect -
etector . Configuracédo errada no software, lampada do
Sem sinal
detector
2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é facilitar a execugdo do troubleshooting nos
problemas mais corriqueiros durante o uso do HPLC, tracando um raciocinio

l6gico para identificacdo e solucdo das falhas apresentadas no equipamento.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

e Cromatografo marca Shimadzu, composto pelos modulos Bomba
quaternaria LC-10ATvp, Sistema de controle SCL-10Avp, Auto injetor SIL-
10, Detector SPD-10Avp;

e Cromatografo marca Agilent, modelo 1260 Infinity composto pelos
modulos Quaternary Pump — 1260 QUAT PUMP, Sample Introduction —
1260 ALS, Thermostat — 1290, Detector — 1260 DAD VL;

e Livro “Troubleshooting LC systems — A comprehensive approach to

troubleshooting LC equipment and separation”.

3.2 METODO

e O método utilizado foi a Troubleshooting tree descrita no livro
“Troubleshooting LC systems — A comprehensive approach to

troubleshooting LC equipment and separation”.
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e As situacdes problemas citadas neste trabalho foram referentes a falhas
ocorridas no HPLC enquanto eram realizadas nele analises de rotina de

teor de determinados ativos em medicamentos.

e Cada situacédo problema se refere a uma analise com um método analitico
diferente, cada um com uma fase movel especifica, alguns contendo

solugao tampao, e coluna operando sempre em fase reversa.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados deste trabalho estdo expressos na forma de fluxogramas,
0s quais contém um problema apresentado durante a analise por HPLC, algumas
possiveis causas e como o problema foi resolvido. As figuras de 7 a 16

apresentam os fluxogramas utilizados.

4.1 Pico assimétrico

Figura 7 - Esquema de identificacéo e resolucdo para problema com assimetria do pico

Pico assimétrico

pH incorreto da

fase movel Diluente errado

Coluna

Novo preparo da
amostra com o
diluente correto

Fonte: Elaborada pela autora

Durante a andlise foi observado que o0 pico estava deformado,
apresentando cauda. A primeira atitude tomada foi trocar a coluna e repetir a

injecdo da amostra. Foram feitas 3 injecoes e o0 problema se manteve. Uma
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terceira coluna foi testada, repetindo mais 3 vezes a injecdo da amostra e 0
problema permaneceu. Nao havia vazamento aparente no sistema, nem
variagdo do tempo de retencdo e a pressdo estava estavel. Com essas
observacdes foram descartadas as causas de ineficiéncia da coluna e um
possivel vazamento. Seguiu-se entdo para a conferéncia do método analitico. Ali
foi encontrado o erro: o diluente da amostra estava errado. O diluente correto era
agua:dimetilsulféxido (1:1) e o que estava sendo usado era dimetilsulfoxido
100%. Foi feito um novo preparo de amostra dessa vez utilizando o diluente
correto e uma nova injecao. O pico voltou ao formato correto (simétrico) e o
problema foi resolvido. A cauda foi formada no pico porque, ao colocar um
diluente com forca de eluicdo inadequada para aquele tipo de amostra, a

interacdo do analito com a coluna mudou.

4.2 Area do pico muito menor do que o esperado

Figura 8 - Esquema de identificacdo e resolu¢céo para problema com a &rea do pico

Area do pico
muito menor do
gue o esperado

Véalvula do Obstrucao na Volume de
injetor agulha do injetor injecao

Nova corrida
com o volume de
injecao correto

Fonte: Elaborada pela autora

Ao terminar as analises e comecar o tratamento dos dados foi observado
que a area do pico estava muito menor do que o esperado. Comecou-se entédo
a investigagao para encontrar a causa do problema. Primeiramente foi checada
a valvula do injetor que estava funcionando corretamente. Entdo essa causa foi

descartada. Em seguida, foi cogitada uma possivel obstrucdo da agulha do
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injetor, essa causa também foi descartada depois de verificar que ndo havia
obstrucdo. Por ultimo, foi feita a conferéncia da configuracdo da lista de injecédo
onde foi encontrado o problema. O volume de injecdo nas configuracdes de
injecdo do batch estava errado. O volume correto era 5 pL e o volume que foi
colocado no batch foi 1 pL. Como o volume injetado era bem menor do que o
volume proposto pelo método, a area do pico consequentemente seria bem
menor do que a area esperada. Um novo batch foi montado, dessa vez com o
volume de injecdo correto, as injecdes foram repetidas e o problema foi

solucionado.

4.3 Auséncia de pico/fluxo

Figura 9 - Esquema de identificagédo e resolugcéo para problema com auséncia de pico/fluxo

Auséncia de
pico/fluxo

Auséncia de Auséncia de
solvente de colunano
limpeza equipamento

Entupimento da
check valve

Nova analise
com acolunano
equipamento

Fonte: Elaborada pela autora

Ao realizar a analise foi observado que nenhum pico foi expresso no
cromatograma. Primeiramente foi checado se havia fluxo no sistema, depois se
0 solvente de limpeza estava devidamente colocado no sistema. Como estava
tudo correto nessa parte, essa causa foi descartada. Em seguida foi verificado
um possivel entupimento da check valve. Para isso a tubulacdo da saida da
check valve foi desconectada do equipamento. Como o fluxo estava passando
normalmente, esse motivo também foi descartado. Partiu-se entdo para
verificagdo no compartimento da coluna a procura de uma possivel falha por Ia.

Entdo foi observado que o sistema estava sem coluna. Por falta de atencao do
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operador, a coluna foi esquecida e sendo assim, realmente ndo teria como ser
expresso nenhum pico no cromatograma. A coluna foi devidamente colocada e
condicionada no equipamento, a analise foi repetida e o problema foi

solucionado.

4.4 Linha de base oscilante e auséncia do pico de interesse

Figura 10 - Esquema de identificacdo e resolucdo para problema com oscilacao da linha de
base e auséncia do pico de interesse

Linha de base oscilante e
auséncia do pico de

interesse
I
I I I
Entupimento no Lampada do Agulha do injetor néao
sistema detector alcancou a solugao do
vial

Nova analise com
volume correto de
solucéo no vial

Fonte: Elaborada pela autora

Durante a andlise foi observado que a linha de base apresentava oscilages e o
pico de interesse ndo estava expresso no cromatograma. Primeiramente suspeitou-se
de um possivel entupimento no sistema, mas ao checa-lo foi confirmado que a fase
mével estava fluindo normalmente. A segunda suspeita foi a lampada do detector, que
caso estivesse proxima ou acima da especificagdo do limite das horas uteis de
funcionamento, poderia causar esse problema. As horas da lampada ainda estavam
dentro da especificacdo, entdo essa causa foi descartada. Por fim foi observado que o
volume de solucéo que havia no vial era inferior ao limite minimo que a agulha do injetor
alcancava. Por esse motivo, estava injetando ar no sistema, o que justifica a oscilagéo
da linha de base e a auséncia do pico de interesse. Para solucionar o problema foi
colocado um insert dentro de um novo vial e a solucéo foi adicionada nesse insert. As

injecdes foram realizadas novamente e o problema foi resolvido.
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4.5 Presséao alta na coluna, acima ou no limite da presséo limite do
equipamento

Figura 11 - Esquema de identificacéo e resolucdo para problema de alta presséo na coluna

Presséo alta na coluna,
acima ou no limite da
presséo limite do
equipamento

Fluxo Filtro Frit da coluna sujo

Nova analise com
o frit da coluna
limpo

Fonte: elaborada pela autora

Uma determinada coluna, quando utilizada em um determinado método
analitico, resultava em press6es muito altas no sistema, geralmente préximas a
pressao limite do equipamento (400 kgf/cm?). N&o era possivel realizar a analise
pois a pressdo sempre ultrapassava o limite do sistema. Como investigacdo do
problema foi verificado se o fluxo estava correto (se ndo estava acima do
permitido para a coluna). Como néo havia problema com o fluxo, essa causa foi
descartada. Em seguida verificou-se os filtros de solvente e a limpeza deles foi
devidamente feita. O problema ainda assim persistiu. A causa do problema foi
encontrada no frit da coluna. Depois da limpeza padrao do frit com HNOs 10 %
e Hz20, ela foi testada novamente no equipamento e foi possivel utiliza-la sem
maiores problemas no equipamento.

O frit da coluna funciona como uma espécie de filtro. No caso dele estar
sujo, a funcao de filtro fica comprometida e os poros da coluna ficam de certa

forma obstruidos. Com isso, ha um aumento da presséo no sistema dificultando
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a andlise. Feita a limpeza do frit, a funcéo de filtracao voltou a ter sua eficiéncia,

a pressao diminuiu e foi possivel realizar o trabalho.

4.6 Pressao baixa

Figura 12 - Esquema de identificacéo e resolucéo para pressao baixa

Pressao baixa

Fluxo

Sensor de
pressao

Vazamento

Fonte: Elaborada pela autora

Recolocar a coluna

ajustando a falha de
conexao

Durante a analise percebeu-se que a pressdo do equipamento estava

abaixo do esperado para o método e a coluna em uso. A primeira coisa a ser

verificada foi se o fluxo estava correto e, como estava, essa causa foi descartada.

Suspeitou-se de problema com o sensor de pressdo do equipamento, porém

essa causa sO poderia ser checada com a orientacdo e/ou manuten¢ao por um

técnico de servicos treinado a realizar procedimentos de manutencdo no

equipamento. Entédo foi checado o compartimento da coluna onde encontrou-se

a falha. Havia um vazamento na entrada da coluna causado por uma ma

conexao quando esta foi colocada no equipamento. Para resolver o problema, a

coluna foi retirada e recolocada em seu lugar, desta vez de maneira correta.

4.7 Sensor do compartimento da coluna sinalizando vazamento
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Figura 13 - Esquema de identificac&o e resolucdo para problema de variacdo do tempo de

retencdo

Sensor do
compartimento da
coluna sinalizando

vazamento

Ma conexao da
coluna

Conexéo da
coluna gasta

Precipitacdo de
solucéao tampéao na
saida da coluna

Fonte: Elaborada pela autora

Troca da tubulacéo
entre acolunaeo
detector

Desde o comeco houve dificuldade para a realizacdo da analise pois 0

sensor do compartimento da coluna sinalizava vazamento. Foi entdo investigado

entdo esse compartimento e observou-se um vazamento na saida da coluna. A

conexao nao estava gasta. A coluna foi tirada e colocada novamente de maneira

correta. O vazamento persistiu. Suspeitou-se entdo de um possivel entupimento

da tubulacdo entre a coluna e o detector. Essa tubulacao foi substituida por uma

nova e o problema foi resolvido. Neste caso uma possivel explicacdo é a

precipitacdo de tampao na saida da coluna, o que causou entupimento na

tubulacgéo.

4.8 Variacdo do tempo de retencéo (maior a cada injecéo)
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Figura 14 - Esquema de identificac&o e resolucdo para variagdo do tempo de retencdo (maior
a cada injecéo)

Variacdo do tempo
de retencao (maior
a cadainjecéo)

Vazamento na Check valve Problema na valvula
coluna travada quaternéria

Manutencao
corretiva com troca
da valvula
guaternaria

Fonte: Elaborada pela autora

Durante a andlise foi observado um grande aumento no tempo de
retencdo do composto (acima do valor referéncia obtido na validagao). A cada
injecdo o tempo de retencdo aumentava. Foi investigado primeiramente um
possivel vazamento na coluna, mas estava tudo certo. Ndo havia vazamento.
Em seguida foi verificado se havia algum travamento na check valve e também
ndo havia problema algum. Para a realizacdo das andlises no equipamento
estavam sendo usadas as linhas de solvente C e D (num total de 4 linhas
possiveis, A, B, C e D). Para esse método em especifico utilizou-se as linhas B
e D. Tendo em vista este problema, foi trocada a linha B pela linha C, sendo o
problema foi resolvido. Logo essa falha foi relacionada a valvula quaternaria
(valvula responsavel pela selegcdo dos solventes na hora da analise). Para
solucionar esse problema foi necessaria uma manutencgao corretiva, executada

por um técnico de empresa especializada, com troca da valvula quaternaria.

4.9 Ruido nalinha de base
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Figura 15 - Esquema de identificacéo e resolucdo para problema com ruido na linha de base

Ruido nalinha

de base
I
Bolha na )
tubulacdo do Vazamento Lampadaaict)adetector
sistema g

Fonte: Elaborada pela autora

Troca da lampada do
detector

Durante a andlise foi observado que a linha de base estava irregular. A

primeira atitude tomada foi interromper as andlises, purgar todas as linhas de

solvente e depois repetir a injecdo. O problema persistiu. Foi checado entédo se

havia algum vazamento no sistema e nenhum vazamento foi encontrado. Usou-

se entdo o sistema de checagem do proprio software do equipamento que

acusou a lampada do detector como o problema. As horas de vida util da

lampada ja tinham chegado ao fim da especificacdo e por isso a linha de base

estava oscilante.
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Figura 16 - Formatos incorretos de picos e suas possiveis causas

Pico

Fronting

Com cauda

Saturagdo da
coluna e fase
movel incorreta

pH incorreto da fase
movel, ma conexao da
tubulagao da coluna e
solugdo de injegao
incompativel com a fase
movel

Arredondado

Saturacao da
coluna efou do
detector

Alargado

Fonte: Elaborada pela autora

Temperatura da
coluna incorreta, fluxo
muito baixo e
ineficiéncia da coluna

A grande maioria dos problemas em HPLC, sendo todos, resulta em uma

deformacédo no formato do pico. O cromatograma processado expressa 0O

resultado do processo de separacdo, por isso € compreensivel que falhas que

ocorram durante o processo interfiram no formato do pico. A Figura 16 ilustra

resumidamente diferentes tipos de deformacdes de pico e algumas das suas

possiveis causas. A Figura 17 ilustra o formato ideal de um pico cromatografico

e picos com as deformacdes citadas acima.
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Figura 17 - Diferentes formas de picos cromatograficos. (A) Pico gaussiano ideal, (B) Pico com
cauda, (C) Pico com cauda severa, (D) Pico alargado, (E) Pico com fronting

D
A l..-"f\ _
B f'l e
N
_,k |

Fonte: Neto, 2019 adaptado

5 CONCLUSAO

Utilizando o método Troubleshooting tree foi possivel tracar um raciocinio
l6gico e facilitar a identificacéo e resolucdo dos problemas no uso cotidiano do
HPLC. Foi possivel também perceber que muitos dos problemas que ocorrem
nesse equipamento possuem mais de uma causa e que uma falha no sistema
pode gerar outras em sequéncia. A solugéo de problemas seguindo os passos
da troubleshooting tree pode ser feita de uma forma mais rapida e assertiva

colaborando para volta do funcionamento adequado de um sistema HPLC.
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