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Para a separacdo de espécies idnicas, a cromatografia de ions (IC), um tipo
de cromatografia liquida (LC), € o método preferido. O componente mais
critico dessa técnica € a coluna de separacado, que é escolhida com base em
fatores que incluem os analitos especificos de interesse, o tipo de amostra e
os niveis de deteccéo necessarios. Este Boletim descreve os parametros da
coluna que afetam a separacéo de espécies carregadas em solugdo usando
cromatografia de troca ibnica e as descobertas que continuaram redefinindo
0 que é possivel fazer com um sistema de IC.

Papel das colunas na Cromatografia I6nica

As caracteristicas de uma coluna de separagao sdo uma das consideragdes
mais essenciais para obter os melhores resultados com um sistema de IC
(Figura 1). A coluna determina a qualidade de separacédo dos componentes
idbnicos de uma solugéo, o que é essencial para uma integracdo de pico
confiavel. Ela determina se os analitos serdo apenas detectados vagamente ou
quantificados na faixa de partes por bilhdo (ppb).
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Figura 1. Diagrama esquematico de um sistema IC.  Poliéteréter-

cetona, PEEK.

A qualidade da separacao ¢ influenciada por diversos fatores
e alguns podem variar por meio do ajuste dos parametros do
meétodo e outros que sao fixados pelas propriedades da
coluna. As condi¢des cromatograficas sobre as quais o
operador do sistema tem controle direto incluem concentra-
¢éo do eluente, vazao, temperatura e volume/concentragéo
de carregamento de amostra. Como o IC ¢é limitado a apenas
alguns eluentes, a escolha de uma coluna com a seletividade
correta é fundamental para obter a separagédo desejada,
principalmente quando os analitos tém a mesma carga. A
selecdo inicial da coluna é o foco deste Boletim, e as caracte-
risticas que serdo discutidas sdo tamanho de particula, area
de superficie, quimica de superficie de esina e formato. A
interagdo das variaveis do método de instrumento, juntamente
com a fase estacionaria da coluna selecionada, determina a
qualidade da separacéo dos analitos, determinando, definiti-
vamente, a qualidade dos dados cromatograficos obtidos e a
quantificagdo que pode ser obtida.

Desenvolvimento de inicial de coluna IC

As primeiras separagdes de IC utilizaram um polimero

(fase estacionaria) levemente sulfonado (R-SO3-) de
estireno-divinilbenzeno (DVB) para criar uma superficie de
troca catiénica e acido cloridrico diluido como eluente (fase
movel)1, considerado melhor que materiais a base de silica
que costumavam ser usados em Cromatografia Liquida de
Alto Desempenho (HPLC) devido a sua estabilidade
quimica superior. As primeiras fases estacionarias de troca
ibnica amplamente utilizadas foram criadas revestindo uma
resina de estireno-DVB de superficie sulfonada com uma
suspensao de resina de troca idnica coloidal ligada a superfi-
cie de troca catidnica.

Essas colunas costumavam utilizar eluentes a base de fenato,
mas uma fase moével a base de hidréxido era uma opgéo mais
atraente devido ao baixo nivel de fundo possivel e ao potencial de
uso em eluicdo de gradiente. No entanto, a baixa forca de eluigdo
de eluentes de hidroxido significava que eram necessarias altas
concentragdes para deslocar todos os analitos anidnicos que
estavam ligados a resina. Isso exigia a regeneracgéo fora de linha
frequente de supressores de leito compactado que estavam em
uso no momento, causando um gargalo na taxa de transferéncia.
Outra preocupacéo envolvendo o uso de eluentes a base de
hidréxido preparados manualmente era a incapacidade de
eliminar impurezas de carbonato, que por si s6 tém um forte
potencial de deslocamento de analito, criando um perfil de eluicdo
imprevisivel. Ao testar eluentes a base de carbonato, seu forte
potencial de eluicdo significava que era possivel usar
concentragcdes mais baixas e, portanto, exigindo menos
regeneracdes de supressores. Essa relativa facilidade de uso
resultou na adocéo e produgdo em massa de colunas com
separacdes de pico otimizadas para uso com eluentes de
carbonato. A medida que a tecnologia de supressor amadurecia
até o ponto em que a regeneracao fora de linha ndo ser mais
necessaria e a capacidade de supressao adequada ficou
disponivel, eluentes a base de hidréxido se tornaram uma fase
movel muito mais favoravel devido a sua capacidade de serem
suprimidos em agua. Esse é o cenario ideal para medi¢des de
condutividade, produzindo a melhor relagéo sinal/ruido para
atingir os limites mais baixos de detec¢cao com deteccéo de
condutividade (CD). Com o desenvolvimento da geragéo de
eluentes eletroliticos (IC Sem Reagente, RFIC), a produgéo sob
demanda de eluentes a base de hidroxido a partir de agua
desionizada significava que a contaminagéo por carbonatos
deixou de ser um problema. Outro beneficio & que gradientes
altamente reprodutiveis, que focam em picos para produzir uma
maior capacidade de pico cromatografico, podem ser produzidos
sem a necessidade de uma bomba de proporgéo.



Obtendo maior eficiéncia: Tamanho de particula
de resina

As primeiras resinas utilizadas para IC tinham
aproximadamente 35 pm de diametro. As particulas de fase
estacionaria de IC modernas da Thermo Scientific possuem
tamanhos variaveis de aproximadamente 9 a 4 ym. O
desenvolvimento de particulas de tamanho menor em colunas
de HPLC e IC se deve ao aumento da eficiéncia de coluna
obtida e pela extensao da faixa de taxas de fluxo nas quais
isso sem mantém, oferecendo mais flexibilidade aos usuérios
na otimizacdo de seu método. O que isso representa para a
cromatografia sédo picos mais altos e mais estreitos, com
melhor separacédo, resolvendo analitos altamente eluentes que
antes ndo podiam ser distinguidos e facilitando a integracéo de
picos, o que leva a uma quantificagdo mais precisa.3

Uma consequéncia do desenvolvimento de particulas de
tamanho cada vez menor é a necessidade de desenvolver,
paralelamente, uma instrumentacéo capaz de lidar com as
contrapressdes mais altas que surgirem. IC de Alta Pressao

Thermo ScientificTM DionexTM (HPIC) Sistemas atendem a esse

desafio com bombas, véalvulas e insumos capazes de tolerar
contrapressoes de até 5000 psi, permitindo que os usuarios
aproveitem o potencial de uma coluna ao maximo. Enquanto
alguns fornecedores reduzem o comprimento da coluna para
obter tempos de operagdo mais curtos, a Thermo Scientific
combina uma coluna mais curta com resinas de particulas
menores para ndo apenas obter tempos de execugcéo mais
curtos, mas também para manter a eficiéncia e a resolugéo
cromatografica (Figura 2).

Coluna: Dionex lonPac AG18/AS18-Fast-4pm (2 150 mm)

257 C:0,38 mL/min 6 Fonte de Eluente: Dionex EGC 500 KOH
3600 psi Eluente: 23 mM KOH
Quociente de vazao: A: 0,25, B: 0,30, C: 0,38 mL/min
Inj. Volume 5puL
Temp.da coluna: 30°C
Detecgéo: Condutividade suprimida,
Dionex ASRS 300 (2 mm), modo de reciclagem

B: 0,30 mL/min A:15,B:18,C: 22 mA
us 3000psi Picos:
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Figura 2. Reducédo no tempo de execugao utilizando taxas de fluxo
mais altas em combinagdo com uma coluna de particulas de resina
de comprimento reduzido de 4 ym.

Aumento da capacidade da coluna: porosidade da
resina

As particulas iniciais de poliestireno-DVB utilizadas para IC nao
eram porosas e resultavam em colunas com capacidade
relativamente baixa. Para lidar com altas concentracdes de
analitos, melhorar a resolucdo de ions de retencéo fraca, analisar
amostras com alta forga ibnica e carregar um volume de amostra
mais alto sem sobrecarregar e alargar o pico, € preciso uma
coluna de alta capacidade. Para atingir esse objetivo, as resinas
foram projetadas com quantidades de porosidade variaveis,
permitindo que uma area superficial por particula maior fosse
exposta a fase movel, proporcionando mais oportunidades para
os analitos de amostra se ligarem a superficie, aumentando a
capacidade. Isso é exemplificado pela troca da resina de nucleo
utilizada para particulas AS11-HC Thermo ScientificTM DionexTM
lonPacTM de microporosas como na AS11 Thermo ScientificTM
DionexTM lonPacTM (<10 A poros, Figura 3A) para
supermacroporosas (2000 A poros, Figura 3B). Os poros maiores
apresentam mais superficie para a aglomeracéo (fixacéo) de
particulas de latex (resina Thermo ScientificTM DionexTM
MicroBeadTM de 80 nm), aumentando a capacidade da coluna de 45
peq para 290 peq (>500%) para uma coluna de 4 x 250 mm.
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Imagem 3. Comparacao de estruturas de particulas de resina
Dionex lonPac AS11 e AS11-HC.



Alterando a seletividade: Modificacao da
superficie da resina

A superficie dos polimeros organicos utilizados em resinas de
troca aniénica pode ser funcionalizada (isto é, alterar suas
propriedades) por meio de processo em duas etapas: 1) adicédo
de um grupo clorometil ao esqueleto da resina aromatica,
seguido por 2) aminagdo com uma amina terciaria. Para resinas
de troca catidnica, a funcionalizacédo consiste principalmente em
sulfonagdo da superficie via reagdo com acido sulfurico
concentrado ou carboxilagédo via reagcdo com acido carboxilico
(consulte a referéncia 4 para uma revisdo abrangente).

A. Substratos encapsulados de polimero

Exemplos:
Metrohm Metrosep C4
Metrohm Metrosep C6

C. Substratos poliméricos
derivatizados quimicamente
Exemplos:

Shodex IC SI-52 4E
Metrohm Metrosep A Supp 5
Metrohm Metrosep A Supp 7

E. Substratos ndo porosos
aglomerados eletrostaticos

Exemplos:

Dionex lonPac AS3, AS4, AS4A, AS5,
AS5A, AS7, AS9, AS11, AS17-C, CS3,
CSs10, CS11

Enquanto as primeiras fases estacionarias consistiam em polimero
poliestireno-divinilbenzeno (PS/DVB) levemente sulfonado (R-SO3-),
as propriedades de superficie de resinas de IC utilizadas hoje

sdo modificadas por meio de diversas estratégias que incluem
encapsulamento, enxerto polimérico, derivatizagdo quimica,
crescimento em etapa e aglomeragéo (Figura 4). A forma precisa

de sintetizar e funcionalizar a fase estacionaria permite que a
seletividade de cada resina seja sintonizada com precisao para
atender a requisitos de aplicacédo especificos.

B. Filme enxertado
com polimeros em

. substratos porosos
e ot o0

é’;é e «'ﬁ:‘; Exemplos:
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Be e T Dionex lonPac CS12A
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D. Polimeros de
crescimento em etapa
em substratos
poliméricos
Exemplos:

Dionex lonPac AS19 a
AS32-Fast-4um

F. Substratos
supermacroporosos
aglomerados eletrostaticos

Exemplos:
Dionex lonPac AS9-HC, AS10,

AS11-HC, AS12A, AS16, AS18,
AS28-Fast-4um

Figura 4: Arquiteturas de fase estacionaria de coluna de IC usadas com frequéncia.



Formatos de coluna
As colunas de separacao estéo disponiveis em varios formatos

que variam de acordo com o diametro interno (DI) e o
comprimento. O didmetro de coluna utilizado é determinado
principalmente pelas propriedades do sistema cromatografico, a
sensibilidade necessaria e o volume da amostra (Tabela 1). A
maioria dos sistemas IC padréo é capaz de operar com colunas
analiticas (4 mm de DI) e microbore (2 mm de DI). No entanto,

os sistemas de HPIC Thermo ScientificTM DionexTM ICS-4000 e
Thermo ScientificTM DionexTM ICS-6000 sdo os Unicos sistemas
de IC atualmente disponiveis capazes de operar com colunas
capilares (0,4 mm de DI). As bombas utilizadas em ambos os
sistemas informam as vazdes na faixa de microlitros por minuto
de maneira confiavel e precisa. Elas possuem componentes
como supressores, geradores de eluentes, conjuntos de

Tabela 1. Comparacao de parametros para formatos de coluna de IC.

desgaseificacéo e dispositivos de remogao de carbonatos
projetados especificamente para vazdes e volumes capilares.
Os baixos volumes de amostra e o consumo de eluentes de
IC capilar resultam em requisitos minimos de descarte de
residuos e permitem que o sistema opere continuamente.
Consequentemente, esses sistemas estdo sempre prontos
para trabalhar em amostras, porque ndo ha necessidade de
um equilibrio extenso antes do inicio de uma operacéo, o que
€ necessario em sistemas de furos padrdo que costumam ser
colocados no modo de espera para economizar eluentes e
reduzir residuos. Ha mais de 30 colunas de troca aniénica e
catidnica capilares Thermo Scientific, muitas delas com
tamanho de particula de 4 pm (Tabela 2).

I S S S R

DI da coluna (mm)

Vazao (mL/min) 1.0
Volume de Injecao (uL) 10
Consumo de

Eluentes/Residuos gerados 43,2
(L/més)

® Procedimentos
estabelecidos com
requisitos especificos que
nao podem ser facilmente
alterados

Mais adequado para

0,25 0,01
2,5 0,1
10,8 0,432

e Amostra/consumo de
eluente; e geracao de
residuos minimos

e Aplicacdes padrao

¢ Reducao do consumo
de eluentes e geracao
de residuos e "Sempre pronto", tempo

* Determinagdes de baixo Cellesees Lz

nivel e Aplicacdes de rotina

Tabela 2. Comparacéao de tipos de resina de coluna de IC de varios fornecedores.

Fornecedor A Fornecedor B Thermo Scientific

’ <4 pym = 1 10

Tamanho da Particula
5-12 ym 14 11 40
Colunas Capilares (0,4 mm de DI) - - 31
. _ Carbonato 8 6 11
Colunas de Anions (Tipo de Hidréxido ) ) o4

Eluente)

Qutros - 2 -

Colunas de Céations

Colunas Totais ___



Para atender a essa necessidade, a quimica de coluna foi
modificada para alterar a ordem de eluicéo dos constituintes da
amostra, de modo que os componentes residuais ou para o
espectrometro de massa de deteccé@o pudessem ser agrupados
de forma mais eficiente. O resultado liquido foi uma reducao de
39% no tempo de operacao geral, levando a uma redugéo
significativa no custo por amostra e no tempo decorrido.7

Uma histéria de inovacao X

Desde a primeira “Coluna Separadora de Anions” até a coluna
AS32-Fast-4pm Thermo ScientificTM DionexTM lonPacTM atual,
a Thermo Fisher Scientific tem se dedicado a desenvolver
continuamente novas colunas para atender as necessidades em
constante mudanca de nossos clientes, que enfrentam novos
desafios analiticos todos os dias (Figuras 5 e 6, referéncia 5).

Outro exemplo de modificagdes em fase sélida que
resultaram em maior facilidade de uso é a otimizagao das
propriedades da superficie da resina de coluna Thermo
ScientificTM DionexTM lonPacTM CS17 para ndo exigir o uso
de um modificador de eluente organico para resolver aminas
e alcanolaminas.8 Além de facilitar a preparacdo manual de
eluentes, agora é possivel utilizar um sistema RFIC, que
simplifica ainda mais a operagéo, obtendo resultados
precisos e reproduziveis.

Um exemplo de desenvolvimento de coluna motivado pelas
necessidades dos clientes é a recém-langada AS31 Thermo
ScientificTM DionexTM lonPacTM. Uma das limitagdes da
andlise de acidos haloacéticos (HAAsem agua potavel pelo
método U.S. EPA 5576 é o tempo de analise de aproximada-
mente uma hora por amostra. Isso limita o nimero de amostras
que podem ser analisadas em um dia, aumentando o custo por
amostra. Os clientes expressaram o desejo de um método mais
econdmico.

Colunas a Base de Carbonato
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Figura 5. Linha do tempo do desenvolvimento da coluna de IC de troca aniénica Thermo Scientific Dionex.

Colunas de Cations
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Figura 6. Linha do tempo do desenvolvimento da coluna de IC de troca catidnica Thermo Scientific Dionex.
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O histérico de inovagao da Thermo Fisher Scientific &
exemplificado ndo apenas pela regularidade das introdugoes
de novas colunas todos os anos, mas também pelo nimero
de patentes emitidas para descobertas em tecnologia de
colunas de IC, que é incomparavel no setor (Figura 7).

Fornecedor B, 3

Fornecedor A, 1

Thermo Fisher Scientific , 36

* Baseado na ferramenta de busca de patentes Questel Orbit Intelligence.

Figura 7. Nimero de patentes de Coluna de IC emitidas;
comparacao por fornecedor*.

Resumo
A resposta continua as necessidades dos

clientes da Thermo Fisher Scientific levou a
criagéo de um portfolio incomparavel de colunas
de IC que fornece solugdes para enfrentar até os
desafios cromatograficos mais exigentes.

Saiba mais em thermofisher.com/ICColumns

Apenas para Uso em Pesquisas. Ndo deve ser usado em procedimentos diagndsticos. © 2018 Thermo Fisher Scientific Inc. Essas
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