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O Guia definitivo de solucao
de problemas em HPLC

Problemas com colunas, bomba, injetor e detector,
fase movel e muitas dicas para suas analises.



https://www.dctech.com.br/

Bl tech

Laboratory Technologies

/7

ndice

Problemas na fase maovel: vilao classico nas analises de HPLC/ UHPLC
Problemas na bomba, no injetor ou no detector HPLC: como identifica-los
Coluna HPLC: como evitar problemas nas suas analises

Desvio da linha de base / Baseline drift

Ruido na linha de base / Baseline noise

Pressao de trabalho muito alta na coluna

Pressao de trabalho baixa na coluna HPLC

Picos fantasmas (picos carregados no branco)

Picos negativos HPLC

Alteracao na altura do pico HPLC

Picos HPLC nao aparecem ou sao muito pequenos

Perda de Resolucao nos picos HPLC

Picos largos HPLC

Picos HPLC com cauda frontal

Picos divididos

Variagoes no tempo de retencao

Cuidados com colunas HPLC e uso de colunas a base de silica

11
13
16
17
18
19
20
22
23
24
26
27
28
29



#

L \ b _
/. ‘ i X
L .7 y W
.. a /v H N

al
Problemas na fase maovel:

vilao classico nas analises
de HPLC/ UHPLC

\

Os problemas mais comuns que ocorrem em analises de HPLC séo baixa sensibilidade e
desvios da linha de base, ruido ou picos no cromatograma. Estes fendmenos podem ser
normalmente problemas na fase mével. A DCtech, em conjunto com a Knauer, simplifica para
vocé este vilao e disponibiliza dicas valiosas para sua analise correr sem problemas.

Presenca de contaminantes

Contaminantes no eluente sdo os maiores causadores de problemas, especialmente em
analises com gradiente. A linha de base pode subir e picos desconhecidos aparecerem a
medida em que a concentragao dos contaminantes for subindo. A agua é a maior fonte
de contaminantes nas analises de fase reversa. Vocé deve utilizar somente dgua ultrapura
deionizada na preparacao de sua fase movel. Entretanto, muitos deionizadores comuns
introduzem contaminantes organicos na agua. Para remover estes contaminantes, passe
a agua deionizada através de carvao ativo ou uma coluna preparativa C18. Use somente
solventes de grau HPLC, inclusive sais, reagentes de pareamento idnico e modificadores
de acido e base. Limpar solventes de baixa qualidade consome tempo e tracos de
contaminantes frequentemente se mantém, causando problemas quando vocé usa
detectores UV ou fluorescéncia de alta sensitividade.



Fungos ou Algas nas solucoes tampao

Sabendo-se que muitas solucdes tampao promovem o desenvolvimento de
fungos e algas, vocé deve descarta-las se estiverem turvas e prepara-las frescas
novamente. Vocé pode prevenir o crescimento de microrganismos na solugao
tampao através da adicdo de uma solucao de 100 ppm de azido de sodio as
solucdes tampao aquosas. Alternativamente, essas solucdes tampao podem
ser misturadas com 10%, 20% ou mais de um solvente organico como metanol,
etanol ou acetonitrila.

Presenca de bolhas ou gases dissolvidos

Para prevenir bolhas no sistema, degaseifique a fase movel previamente ao
uso. Recomendamos o uso continuo de uma unidade degaseificadora. Filtrar a
fase movel através de filtros de 0,2 ou 0,45 pm usando um aparato de filtracao
avacuo elimina a presenca de gas dissolvido, alem de remover particulas que
poderiam gerar ruido na linha de base ou entupir a coluna.

Reagentes de pareamento 10nIco

Use reagentes de pareamento iénico com cautela. O comprimento 6timo de
cadeia e a concentracao do reagente deve ser cuidadosamente determinada
para cada analise. Em geral, aumentando-se o tamanho da cadeia ou
concentracao resulta em um aumento nos tempos de retencao.

Recomendamos o uso de concentracoes de 0,2 a 10 mM. Altas concentracoes
de acetonitrila (>50%) e alguns outros solventes organicos podem precipitar

0s reagentes de pareamento iénico. Isto pode ser evitado através do uso de
solucdes tampao contendo soédio na presenca de uma cadeia longa de acidos
sulfénicos (por exemplo, dodecil sulfato de sédio), ao invés de solugdes tampéao
contendo potassio. Modificadores volateis basicos ou acidos, como trietilamina
(TEA) ou acido trifluoracético (TFA) sao Uteis quando vocé deseja recuperar

um composto para uma analise subsequente. Estes modificadores também
ajudam vocé a evitar problemas associados com os reagentes de pareamento
ionico. Eles podem ser adicionados a solucao tampao em concentracdes de 0,1
a 1% para TEA e 0,05 a 0,15% para TFA. Aumentando-se a concentracao pode-
se melhorar o formato dos picos para certos compostos, mas isto alterara os
tempos de retencao.
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A bomba de HPLC

A bomba de HPLC deve fornecer um fluxo constante de solvente para a coluna em uma ampla
gama de condigdes. As bombas de HPLC da KNAUER incorporam design de pistao duplo.

Os problemas do sistema de bombeamento geralmente sao faceis de se detectar e corrigir.
Alguns dos sintomas mais comuns sao variagao nos tempos de retencao, linhas de base com
ruido ou aparecimento de picos (spikes) no cromatograma.



Vazamentos na bomba

Vazamentos nas conexdes ou selos da bomba resultardao em uma cromatografia de baixa
qualidade. Um sinal que aponta um vazamento certo ¢ uma formacdo de sais em uma
conexao da bomba. Os sais da solucédo tampéao devem ser lavados diariamente do sistema
com agua fresca deionizada. Deixe o sistema de HPLC rodando continuamente em fluxo baixo
(por exemplo, 0,1 ml/min) para evitar efeitos de cristalizacao. Para isolar e reparar problemas
especificos relacionados ao seu sistema de HPLC, use as secdes de solucao de problemas

e manutencao do manual de operacao do equipamento. Os selos da bomba requerem
substituicdo periddica. Vocé deve realizar manutencao preventiva periédica ao inves de
esperar que ocorra um problema.

Check-valves

Outros locais na bomba onde os problemas geralmente ocorrem sao as valvulas de retencao
(check-valves) no cabecote da bomba. Vocé identifica isso, por exemplo, quando a bomba
nao consegue manter um fluxo ou pressdo constante. Se isso acontecer, limpe as valvulas
de retencdo com isopropanol, por exemplo. Se isso nao funcionar, desmonte as valvulas

de retencdo e limpe-as em um banho de ultrassom usando isopropanol, por exemplo. Em
seguida, reinstale as valvulas de retengdo no cabecote da bomba. Certifique-se de que as
valvulas estdo na direcdo certa. Se isso ndo funcionar, substitua as valvulas de retencéo.

Condigoes severas de uso

Fases moveis que possuem sais em alta concentracdo ou tém o pH muito alto podem
reduzir a eficiéncia da vedag¢do da bomba. Em alguns casos, o uso prolongado de reagentes

de pareamento i6nico tem um efeito lubrificante nos pistdes da bomba que podem
produzir pequenos vazamentos nos anéis de vedacdo. Alguns selos ndao funcionam bem
com determinados solventes. Antes de usar uma bomba em condicdes severas, leia as
especificacdes do fabricante do instrumento. Para substituir os selos de vedacéo, consulte a
secao de manutencao do manual da bomba.
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O injetor HPLC

O injetor introduz rapidamente a amostra no sistema com uma ruptura minima do fluxo de
solvente. Os sistemas HPLC atualmente usam injetores de tubo de carregamento da amostra
(loop) variavel, tubo de carregamento da amostra fixo e tipo seringa.

Problemas mecanicos

Problemas mecanicos envolvendo o injetor (por exemplo, vazamentos, capilares, selos
desgastados) sdo faceis de se detectar e corrigir. Use um filtro de linha no sistema para evitar
a obstrucdo do frit da coluna devido a degradacao fisica do selo do injetor.

Compatibilidade entre solventes no sistema

Alturas de pico variaveis, picos divididos e picos largos podem ser causados por tubo de
carregamento da amostra ndao completamente preenchidos, incompatibilidade da solugao de
limpeza do injetor com a fase mével ou baixa solubilidade da amostra. Sempre que possivel,
dissolva e injete amostras na prépria fase mével. Caso contrario, certifique-se de que o
solvente de injecao tenha uma forca de eluicdo menor do que a fase movel. Esteja ciente de
que alguns amostradores automaticos usam solugoes separadas de lavagem de seringas.
Certifique-se de que a solugdo de lavagem é compativel e mais fraca do que a fase movel. Isto
é especialmente importante quando se alterna entre analises de fase reversa e normal.

O detector HPLC

Varios tipos de detectores estdo disponiveis para sistemas de cromatografia liquida. Os mais
comuns séo os espectrofotdmetros ultravioleta de comprimento de onda fixos ou variaveis, o
detector de indice de refracao e os detectores de condutividade. Os detectores eletroquimicos
e de fluorescéncia sdo menos utilizados porque sdo mais seletivos. Os problemas do detector
dividem-se em duas categorias: elétrica e mecanica ou Optica. Para problemas elétricos,
vocé deve entrar em contato com o fabricante do instrumento. Os problemas mecanicos ou
opticos geralmente podem ser rastreados até a célula de fluxo. Os problemas relacionados
ao detector incluem vazamentos, bolhas de ar e contaminacao da célula. Eles geralmente
produzem picos, ruidos ou desvios na linha de base ou baixa sensibilidade. Algumas células -
especialmente aquelas usadas em detectores de indice de refracdo - séo sensiveis a pressao.
As vazdes ou as pressdes de trabalho que excedem a recomendacao do fabricante poderdo
quebrar a janela da célula. As lampadas velhas ou defeituosas, bem como os incorretos
aumentos de tempo, ganho ou atenuacao do detector irao reduzir a sensibilidade e a

altura do pico. Conexdes de cabo defeituosas ou invertidas também podem ser a fonte de
problemas.
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Proteja sua coluna HPLC pra ela durar mais tempo!

Apesar de nao ser parte integral do equipamento, filtros de entrada do solvente, filtros

de entrada do injetor e da coluna, colunas de saturacao e pré-colunas minimizam muitos
problemas associados a separacdes complexas. Nos recomendamos que todas as amostras
sejam filtradas por filtros de seringa de 0,45 um ou 0,2 um. O uso de pré-colunas integradas é
fortemente recomendado também.

Filtros e pré-colunas evitam que particulas e componentes fortemente retidos se acumulem
na coluna analitica. As particulas de silica em uma coluna HPLC de saturacao se dissolvem
em fases moveis de pH alto, protegendo o enchimento a base de silica na coluna analitica. A
vida util desses produtos descartaveis depende da composicdo da fase mével, da pureza da
amostra, do pH, etc. As colunas Knauer sdo produzidas em diferentes tamanhos e modelos.
Uma grande variedade de enchimentos também esta disponivel, mas todos tém o mesmo
proposito — a separacao.

Confira nossas colunas nesse link.
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O problema mais comum assoclado as colunas
analiticas € a deterioracao.

Isso é verdade, independentemente de a coluna ter fase reversa ou normal, troca iénica,
afinidade, interacao hidrofébica, exclusdo de tamanho e empacotamento baseado em resina
ou silica. Os sintomas de deterioragao sao formato ruim dos picos, picos indesejados, picos
divididos, ombros, perda de resolucao, diminuicao dos tempos de retencao e aumento da
pressao de trabalho. Estes sintomas indicam que contaminantes se acumularam nos frits ou
entrada de colunas, ou existem vazios, canais ou depressdes no enchimento.

A deterioracdo € mais evidente nas colunas de alta eficiéncia. Por exemplo, um enchimento
de 3 um protegido por frits de 0,5 um é mais suscetivel a entupimentos do que um
enchimento de 5 ou 10 ym protegido por frits de 2 um ou maior. A protecdo adequada da
coluna e a preparacao da amostra apropriada sao essenciais para que o maximo de cada
coluna possa ser dado. A sobrecarga de uma coluna pode causar picos de formato ruim e
outros problemas.

A capacidade da coluna depende de muitos fatores,
mas 0s valores tipicos sao:

+ Colunas analiticas (250mm x 4mm) 0.02 - 2.0mg
+ Colunas semi-preparativas (250mm x 8mm) 0.08 - 8.0mg
« Colunas preparativas (250mm x 20mm) 0.5 - 50.0mg

Problemas de encaixe da coluna HPLC

Os vazamentos sao um problema comum nas analises de HPLC e UHPLC. Para minimizar
vazamentos no sistema, evite trocar pecas e acessorios de diferentes fabricantes. Os encaixes
incompativeis podem ser forcados inicialmente a encaixar, mas depois de repetidas conexdes,
podem vazar.

Se a troca for absolutamente necessaria, use adaptadores apropriados e verifique todas as conexdes
por vazamentos antes de prosseguir. Outro problema que ocorre quando ha troca de pegas por de
outro fabricante é o aumento do volume morto (figura abaixo).

Capillary

Column

Column end fitting



Especialmente em UHPLC, o volume morto
deve ser minimizado para que se possa obter
0 alto desempenho requisitado do sistema.

Uma entrada de coluna entupida € outro problema comum de HPLC. Para
minimizar este problema desde o inicio, use uma pré-coluna. Para limpar a
entrada da coluna, primeiro desconecte e inverta a coluna. Conecte-a a bomba
(mas nao ao detector!), e bombeie o solvente em baixa vazao (0,5 ml/min).
Cerca de 100 ml de solvente devem ser suficientes para desalojar pequenas
quantidades de material particulado no frit de entrada da coluna. Se isso

nao funcionar, aumente a vazao cuidadosamente para 1 ml/min. Avalie o
desempenho da coluna limpa usando uma amostra de picos conhecidos.

Recomendacoes especials para analises com
coluna em série

O acoplamento de colunas torna-se cada vez mais importante, pois € uma
ferramenta Util para problemas complexos de separacao. Em um sistema
convencional de HPLC ou UHPLC, a analise com colunas em série pode ser
facilmente arranjada sem nenhum equipamento adicional. Mas ha alguns fatos
que devem ser observados: especialmente no UHPLC, diminuir-se o volume
morto é realmente importante.

Quando duas colunas sao acopladas, capilares
adicionals sao hecessarios para conectar as
colunas.

E 6bvio que o capilar aplicado tem que ser tdo curto e com 0 menor diametro
interno possivel. Se vocé ndao contar com isso, a separacao realizada na primeira
coluna pode ser novamente misturada no capilar. Para evitar este problema
contraproducente, mantenha especialmente neste local os capilares mais curtos
possiveis e com um pequeno diametro interno (0,1 mm ID, por exemplo, é tipico
para UHPLC).




Solucao de Problemas HPLC
Desvio da linha de base /

Baseline drift

Linha de base normal Problema de desvio na linha de
base (baseline noise)

Desvio de base / Baseline drift

Causas provaveis Solucao de problemas
1. Flutuacdo da temperatura da coluna. (Mesmo 1. Controle a temperatura da coluna e da FM, utilize
pequenas alteracoes causam elevacado e queda trocador de calor antes do detetor.

ciclicadalinha de base, detectores de indice de
refracdo e de condutividade e detectores de UV
com alta sensibilidade sao afetados com maior
frequéncia).

2. Afase mével nao é homogénea. (Desvio 2. Use solventes de grau hplc, sais e aditivos de alta
geralmente para maior absorbancia, em vez de pureza. Degaseifique a FM antes de usar e aplique
padrao ciclico de flutuacao de temperatura.) um degaseificador durante o uso.

3. Lave a célula com metanol ou outro solvente
forte. Se necessario limpe a célula com solugao 1N
HNO3 (nunca com HCI).

3. Contaminante ou acumulacao de ar na célula do
detector.

4. Linha de saida conectada depois do detector.
(Alta pressao fissura a janela da célula, produzindo
linha de base com ruido.)

4. Desconecte ou substitua a linha. Consulte o
manual do detector para substituicao da janela.

11



Causas provaveis

Solugao de problemas

5. Problema de mistura da fase mével ou mudanca
na taxa de fluxo.

5. Corrija a composicao ou vazao. Periodicamente,
monitore a composicao e a vazao para evitar o
problema.

6. Balanceamento lento da coluna, especialmente
quando se muda a fase movel.

6. Lave a coluna com solvente de resisténcia
intermediaria, corra 10-20 volumes de coluna
com a nova fase mével através da coluna antes da
analise.

7. Fase movel contaminada, deteriorada ou
preparada com materiais de baixa qualidade.

7. Verifique a composicdo da fase movel.

8. Os materiais fortemente retidos na amostra

(alto K') podem eluir como picos muito largos

e um desvio para cima da linha de base pode
aparecer. (Analises com gradiente podem agravar o
problema.)

8. Use a pré-coluna. Se necessario, lave a
coluna com solvente forte entre as injegdes ou
periodicamente durante as analises.

9. Detector ndo ajustado para FM reciclada.

9. Faca um reset na linha de base. Use materiais
novos quando a banda de deteccéo dinamica for
excedida.

10. Detector (UV) ndo ajustado na absorbancia
maxima, mas na inclinacao da curva.

10. Ajustar no comprimento de onda da
absorbancia maxima.

11. Em laboratérios com temperaturas mais
altas (28°C), ocorrem mais instabilidades de
linha de base, se comparado a laboratérios com
temperaturas mais baixas (22°C) na utilizacao de
ACN / Agua ou gradientes de tampao e misturas.

11. Temperaturas mais elevadas podem aumentar
a polimerizacéo de ACN.
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Solucao de Problemas HPLC
Ruido na linha de base /

Baseline noise

Linha de base normal Problema de desvio na linha de
base (baseline noise)

mmwwwN“\WJ\/\f\N

Ruido na linha de base hplc / Baseline noise

Seguindo no detalhamento
dos problemas indicados em
nossa matriz de resolucao de
problemas em hplc, tratamos
agora o problema de Ruido na
linha de base hplc.

Veja as possiveis causas e

solucoes em dois diferentes L ’)
casos: Ruido ciclico e Ruido WWJ o h L_J

irregu lar. Picos Normais Picos com Cauda Picos com Frontes
Se vocé ainda nao
tem a matriz em sua
bancada, baixe aqui!
Picos Divididos Picos com Ombros Picos Largos
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Caso 1: Ruido ciclico na linha de base

Problemas

Solucoes

Ar na fase movel, célula do detector ou bomba.

Degaseifique a fase movel. Lave o sistema para
remover o ar do detector ou bomba.

Mistura incompleta da fase mével.

Misture a fase mével manualmente ou use solvente
Menos VisScoso.

Efeito da temperatura (coluna a alta temperatura,
detector sem aquecimento).

Reduza a variacéo de temperatura ou adicione um
trocador de calor.

Pulsacao na bomba.

Limpe ou troque as valvulas de retencado (check
valves) do cabecote da bomba. Se o problema
ainda persistir, incorpore um amortecedor de
pulsos no sistema.

Pressao proxima ao maximo.

Minimize a pressdo de trabalho reduzindo o fluxo
de vazao ou aquecendo a coluna.

Caso 2: Ruido irregular na linha de base

Problemas

Solugoes

Vazamento.

Confira se nao existem conexdes soltas no sistema.
Verifique se ha vazamentos nas bombas, formacao
de cristais de sal ou barulhos incomuns. Troque os
selos da bomba se necessario.

14



Gradiente: fase movel contaminada, deteriorada ou

preparada com materiais de baixa qualidade. Verifique o preparo da fase movel.

Isole eletronicamente o detector. Consulte o

Problemas eletronicos no detector. . 3 -
manual de instrucdes para corrigir o problema.

Ar preso no sistema. Lave o sistema com um solvente forte.

Purgue o detector. Instale um pressurizador/
restritor de fluxo depois do detector. Verifique

Bolhas de ar no detector. o manual de instrucoes particularmente para
detectores RID. Presséo de trabalho excessiva pode
causar a fissura da célula de fluxo.

Célula do detector contaminada. (Até pequenas

quantidades de contaminantes podem gerar Limpe a célula.

ruidos).

Lampada fraca do detector. Troque a lampada.

Vazamento do enchimento da coluna. Troque a coluna e limpe o sistema.

EM DUVIDA SOBRE
A MELHOR COLUNA
PARA SUA ANALISE?

SOLICITAR CONSULTORIA GRATUITA
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Solucao de Problemas HPLC | Pressao

de trabalho muito alta na coluna

Pressao de trabalho muito alta na coluna

Quando a pressao na coluna de HPLC fica muito alta, ha distor¢des nas analises, saiba como corrigir:

Normal

Load Frow Pressuré  Events
Prog [mlUmin] (0.1 MPa] off.O on:l n_ 2

[ r-- 0500 123 >
>

lov 1700 100 o o 0
Hold0  Time ol "B Nl %D
Runi [min]

Causas provaveis

1. Problema com bomba, injetor, filtro de linha ou
tubulacoes.

2. Coluna obstruida.

3. Fase movel errada.

Problema

Load Flow  Pressure Ewents
Prog  ([miimin] [0 MPa] off 0 ol n_z2

| r-. 0500 354 B
dlonv 1700 00 o0 0 o |p
HoldD Time A R N %D

Runi [[min]

Solucao de problemas

1. Desconecte a coluna do sistema e substitua com
0s conectores de diametro interno de no minimo
0,010” para reconectar o injetor ao detector. Corra
a bomba a umavazéo alta (2-5 mL/min). Se a
pressao € minima, veja o problema seguinte. Se
ndo, isole a causa raiz através de sistematicamente
eliminar os componentes do sistema. Comece com
o detector seguindo em direcdo a bomba.

2. Se for o caso, remova a pré-coluna e verifique

a pressao. Substitua a pré-coluna se necessario.
Se a coluna estiver obstruida, inverta a coluna e
lave-a enquanto estiver desconectada do detector.
Se o problema persistir, use o procedimento de
regeneracao apropriado conforme recomendacao
do fabricante. Se o problema ainda persistir,
substitua a coluna.

3. Verifique a fase moével. Verifique o preparo da

fase movel: mesmo pequenas alteracdes na sua
composicao podem afetar a pressao de trabalho.

16



Pressao de trabalho baixa na coluna HPLC

Agora que vocé ja sabe o que fazer caso a pressao de trabalho fique muito alta, veja as

possiveis causas e solucdes caso o inverso ocorra: Pressao de trabalho baixa na coluna HPLC.

Detalhamos abaixo as possiveis causas e como resolvé-las, acompanhe:

Normal

Load Fiowi  Préssure  Evint
Frog [mimin] PiMPa] ofO on-1 n_i

1[ P-- 0500 123

| on 1700 100 0
Holdd Time ] B Wl w0
Run1  [min]

Problema
Lond Flanw Pedaure Ewenti
Frog [miimin] DIMPa] o0 oni N2
ol r-- 0s00 o2 =3
| on 1700 100 0 0 o |Pp
Hold D Tms A " w %D

Runi  (min)

Causas provaveis

Solucao de problemas

1. Vazamento

Verifique todo o sistema por conectores frouxos.
Verifique se ha vazamentos na bomba, formacgao
de cristais de sal e ruidos incomuns. Se necessario,
troque os selos da bomba.

2. Fluxo da fase movel interrompido ou obstruido

Verifique o nivel de fase movel nos reservatorios.
Verifique o fluxo ao longo do sistema. Examine de
forma especial o tubo de carregamento de amostra
por entupimento ou bolhas de ar. Certifique-se que
0s componentes da fase movel sdo misciveis e que
a fase moével foi degaseificada.

3. Ar preso no cabecote da bomba, revelado em
variacoes na pressao

Desconecte o capilar da entrada da coluna e
verifique o fluxo. Purgue a bomba com uma vazéo
alta (por exemplo, 10 mL/min), se necessario, faca
uma drenagem manual com seringa.

4. \Vazamento no conector de entrada da coluna

Reconecte a coluna e bombeie solvente através da
coluna. Se a pressao continuar baixa, verifique se
ha vazamentos na entrada e saida da coluna.

5. Ar preso no sistema em qualquer outro lugar

Desconecte a coluna e purgue o sistema.
Reconecte a coluna. Se o problema persistir, lave o
sistema com 100% de metanol ou isopropanol.

6. Selo da bomba desgastado causando
vazamentos em volta do cabecote da bomba

Substitua o selo. Se o problema persistir, substitua
o0 pistdo e o selo.

7. Preparo errado da fase movel

Verifique a fase movel. Verifique o preparo da
fase movel: mesmo pequenas mudancas na
composicao podem afetar a pressao de trabalho.
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Solucao de Problemas HPLC

| Picos fantasmas (picos
carregados no branco)

Regular (branco) Problema (branco)

Picos fantasma (picos carregados no branco)

Vocé sabe o que fazer quando aparecem picos inesperados ou picos fantasmas em sua
analise HPLC?

Veja aqui uma solucao rapida para vocé testar quando isso ocorrer novamente:

Causas provaveis Solugao de problemas

1. Contaminagao do injetor ou coluna. Lave o injetor entre as analises. Se necessario,
corra um solvente forte pela coluna para remover
contaminacdes presas de analises anteriores.
Inclua uma lavagem no final da corrida com
gradiente para remover compostos que fiquem
retidos na coluna. Quando for possivel, use a fase
movel como solucao do injetor. Carregamentos da
solucao de injetor também podem causar picos
fantasmas.

18



Solucao de Problemas HPLC

Picos negativos HPLC

Normal

Problema

Picos negativos HPLC

Vocé ja deve ter visto esse problema: picos negativos em sua analise HPLC, ele ¢ um dos
problemas que aparecem em nossa matriz de resolucao de problemas em HPLC.

Nesse artigo, nos detalhamos as possiveis causas e formas de resolver esse problema:

Causas provaveis

Solucao de problemas

1. Polaridade invertida.

Confira a polaridade.

2. Indice de refracdo do soluto € menor que o da
fase movel (detector RID).

Use a fase mével com menor indice de refracao ou
com polaridade invertida.

3. Solvente da amostra e fase movel diferem muito
em composicao (detector UV).

Ajuste ou altere o solvente da amostra. Sempre que
possivel, dilua a amostra na fase mével.

4. Fase movel tem mais absorbancia que os
componentes da amostra ao comprimento de
onda no UV (picos vazios).

Altere o comprimento de onda ou use uma fase
movel que nao tenha uma absorbancia para o
comprimento de onda escolhido.
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Solucao de Problemas HPLC
Alteracao na altura do pico HPLC

Normal Problema

Alteracao na altura do pico HPLC para um ou mais picos

A alteracao da altura do pico HPLC, seja para um ou mais picos podem ocorrer por diversas
causas, como: eficiéncia da coluna, mudanca no processo de separacao da amostra,
vazamento, volume inconsistente, configuracao, lampada ou contaminacado no detector.

Nesse artigo, detalhamos essas possiveis causas e indicamos as formas de resolver:

Causas provaveis Solucao de problemas
1. Um ou mais componentes da amostra Use uma amostra fresca ou padrao para confirmar
deterioraram ou a eficiéncia da coluna caiu. a origem do problema. Se alguns ou todos 0s picos

ainda estdo menores que o esperado, substitua a
coluna. Se a nova coluna melhorar os resultados,
tente recondicionar a coluna antiga, seguindo o
procedimento do fabricante. Se a performance da
coluna antiga ndo melhorar, sera necessario seu

descarte.
2. Mudangas no processo de preparacao da Verifique o processo de preparacdo de amostra e
amostra. Diferencas na matriz podem afetar a elimine os efeitos de matriz como possivel causa
altura dos picos. do problema.
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3. Vazamento, especialmente entre a saida do Verifique o sistema por conexdes soltas. Verifique

injetor e a entrada da coluna (tempo de retencao se ha vazamento na bomba, formacao de cristais

também pode mudar). de sal e barulhos incomuns. Troque os selos da
bomba se necessario.

4.Volume de amostra inconsistente. Certifique-se que as amostras sao tem volumes
consistentes. Para um determinado volume
do tubo de carregamento da amostra, utilize
de 2 a3 vezes 0 seu volume em amostra para
certificar-se de que o tubo de carregamento esta
completamente cheio. Certifique-se que os vials
na bandeja do amostrador automatico estao
com volume suficiente de amostra. Verifigue nos
injetores tipo seringa por bolhas de ar. Em sistemas
com um passo de lavagem ou limpeza, certifique-
se que a solucao de lavagem nao se precipita em
contato com os componentes da amostra.

5. Detector ou configuragdo do detector sofreu Verifique as configuragdes do detector.
alteracao.

6. Lampada do detector fraca. Substitua a lampada.

7. Contaminacgao na célula do detector. Limpe a célula.

//—QOQ‘\\\ @ Q
RESOLUCAO DE P

PROBLEMAS Py N BAIXEOGUIA

EM HPLC \
_*

M



http://pages.rdstation.com.br/troubleshooting-hplc

Solucao de Problemas HPLC | Picos HPLC

N30 aparecem ou Sa0 Multo pequenos

Normal

Problema

e A

Picos HPLC nao aparecem ou Sao mulito pequenos

Fventualmente, os picos HPLC de sua analise ndo aparecem ou sdo menores do que 0
esperado. Nesse caso, vocé pode recorrer as hipoteses e solucdes que listamos abaixo:

Causas provaveis

Solucao de problemas

1. Lampada do detector desligada.

Ligue a lampada.

2. Fio solto ou rompido entre o detector e o
computador.

Verifique as conexdes elétricas.

3. Sem fluxo de fase mével.

Inicie a bomba. Verifique o nivel de fase moével nos
reservatorios. Verifique o fluxo através do sistema.
Examine o tubo de carregamento da amostra para
verificar se ha obstrucéo ou ar. Certifique-se que os
componentes da fase movel sao misciveis e a fase
movel foi apropriadamente degaseificada. Verifique
o sistema por conexdes soltas. Verifique se ha
vazamentos na bomba, formacao de cristais de sal
ou barulhos estranhos. Troque os selos da bomba
se necessario. Desconecte a tubulacao na entrada
da coluna. Verifique o fluxo. Purgue a bomba a

alta pressao (por exemplo, 5mL/ min), purgue o
sistema se necessario (cada cabecote da bomba
separadamente). Se o sistema tem valvula de
retencao (check valve), afrouxe a valvula para deixar
0 ar sair. Se o problema persistir, lave o sistema com
100% de metanol ou isopropanol. Se o problema
ainda persistir, entre em contato com o fabricante.
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4. Sem amostra ou amostra degradada.

Certifique-se que os vials no amostrador
automatico tem liquido suficiente e que a

valvula do injetor esta funcionando bem. Avalie

o desempenho do sistema com um padrao
recentemente preparado para confirmar a amostra
como fonte do problema

5. Configuragdes muito altas no detector ou
software.

Verifigue atenuacao ou configuragdes de ganho.

Solucao de Problemas HPLC

Perda de Resolugao nos picos HPLC

Regular

Problema
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Perda de Resolugao nos picos HPLC

Saiba como resolver o problema de perda de resolucéo nos picos HPLC! Quando isso
ocorrer com vocé, tente resolver com base nas hipoteses e solucdes que listamos abaixo:

Causas provaveis

Solucao de problemas

1. Fase movel contaminada ou deteriorada
(causando mudancas no tempo de retencao).

Verifique a preparacdo da fase mével.

2.Coluna ou pré-coluna obstruida.

Se for o caso, remova a pré-coluna e recomece a
analise. Substitua a pré-coluna se necessario. Se
a coluna estiver entupida, inverta e lave a coluna.
Se o problema persistir, a coluna pode estar
entupida com contaminantes fortemente retidos.
Utilize o processo de regeneracao apropriado. Se
o problema persistir, troque a coluna.Lampada do
detector desligada.
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Solucao de Problemas HPLC

Picos largos HPLC

Regular

Problema
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Problema no formato dos picos HPLC — Picos largos

Eventualmente, em sua analise HPLC, vocé encontra algum problema no formato dos picos.

Neste post vamos analisar os picos largos.

Experimente resolver esse problema com base no neste guia:

Causas provaveis

Solugao de problemas

1. Composicao da fase mével mudou.

Prepare nova fase mével.

2.Vazéo da fase moével estd muito baixa. Nao esta
na curva 6tima de van Deemter.

Ajuste a vazao.

3.Vazamento, em especial entre a coluna e o
detector. Picos ficardo mais largos com altura
menor!

Verifique o sistema por conexdes soltas. Verifique
se ha vazamentos na bomba, formacao de cristais
de sal ou barulhos incomuns. Troque os selos da
bomba se necessario.

4. Configuracdes do detector incorretas.

Ajuste as configuracdes do detector.

5. Efeitos extra-coluna:

1. Sobrecarregamento da coluna. Picos ficarao
largos com altura maior.

2. Tempo de resposta do detector ou volume de
célula muito grande.

3. Tubulacao entre a coluna e o detector é muito
longa ou seu diametro muito largo.

4. Tempo de resposta do software muito alto.

Comentarios:

1. Injete volumes semelhantes ou diluicoes da
amostra (por exemplo: 1:10, 1:100).

2. Reduza o tempo de resposta ou use uma
célula menor.

3. Use uma tubulacdo de 0,007 - 0,010 “ de
diametro interno, com tubulacées menores

4. Reduza tempo de resposta
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6. Concentracao do tampao muito baixa. Os picos Aumente a concentracao.
ficardo largos sem cauda, etc.

7. Pré-coluna contaminada. Troque a pré-coluna.

8. Coluna contaminada/ muito usada. Substitua a coluna com uma coluna nova do
mesmo tipo.

9.Vazio na entrada da coluna. Substitua a coluna.

10. O pico representa dois ou mais compostos com  Troque o tipo de coluna para melhorar a
pouca resolucao. separagao.

11. Temperatura da coluna muito baixa. Aumente a temperatura. Nao exceda a
temperatura recomendada (450C para Eurospher e
900C para Eurokat).

EM DUVIDA SOBRE
A MELHOR COLUNA
PARA SUA ANALISE?

SOLICITAR CONSULTORIA GRATUITA
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Solucao de Problemas HPLC

Picos HPLC com cauda frontal

Regular Problema

JJ }t L 0 ’_UL L

Problema no formato dos picos HPLC — Picos HPLC
com cauda frontal

Para resolver esse problema no formato do pico, veja se o problema ¢ interferéncia ou
algum componente da amostra, sobrecarga da coluna ou se o solvente é inconpativel e use
as dicas a seguir:

Causas provaveis Solugao de problemas

1. Interferéncia na amostra. Verifique o desempenho da coluna com os
padroes.

2. Ombro ou subida gradual da linha de base Aumente a eficiéncia ou mude a seletividade do

antes de um pico principal pode significar outro sistema para melhorar a resolucao. Tente outro

componente da amostra. tipo de coluna se necessario.

3. Sobrecarga da coluna. Injete um volume menor de amostra ou diluicoes

da amostra (por exemplo, 1:10 ou 1:100).

4. Solvente da amostra incompativel com a fase Ajuste o solvente: sempre que possivel, injete

movel. amostras dissolvidas em fase movel. Lave colunas
de fase de ligacdes polares com 200mL de acetato
de etil grau HPLC, e entdo com solvente de
polaridade intermediaria antes das analises.
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Solucao de Problemas HPLC

Picos divididos

Regular Problema
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Problema no formato dos picos HPLC
Picos divididos

Use as dicas a seguir para resolver esse problema no formato do pico:

Causas provaveis Solugao de problemas

1. Contaminagao da coluna ou pré-coluna. Remova a pré-coluna se for o caso e recomece a
analise. Substitua a pré-coluna se necessario. Se a
coluna estiver obstruida, inverta e lave a coluna. Se
o problema persistir, coluna pode estar obstruida
com contaminantes fortemente retidos. Use o
procedimento de regeneracao apropriado. Se o
problema persistir, substitua a coluna.

2. Solvente da amostra incompativel com a fase Ajuste o solvente. Sempre que possivel, utilize o

movel. préprio solvente da fase movel na preparacao das
amostras.

3. Pequeno volume vazio na entrada da coluna. Substitua a coluna.

4. Filtro parcialmente bloqueado. Substitua o filtro.

5.0 enchimento da coluna esta quebrado. Substitua a coluna.
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Solucao de Problemas HPLC
Variagoes no tempo de retencao

Regular

Problema

i

Problema no formato dos picos HPLC — Variacoes

no tempo de retencgao

Para resolver esse problema no formato do pico, veja se a questdo ¢ uma das listadas

abaixo e siga 0s passos para resolvé-la:

Causas provaveis

Solucao de problemas

1. Vazamento.

Verifique se o sistema nao apresenta conexoes
soltas. Verifique se ha vazamento na bomba,
formacao de cristais de sal ou barulhos incomuns.
Troque os selos da bomba se necessario.

2. Mudanca na composicao da fase mével.
Pequenas mudancas podem levar a grandes
mudancas nos tempos de retencao.

Verifique o preparo da fase moével. Se a fase movel
é misturada em um equipamento, realize a mistura
manualmente e alimente a fase movel a partir de
um unico reservatorio.

3. Ar preso na bomba. Tempos de retencao
aumentam e diminuem em tempos aleatorios.

Purgue o ar do cabecote da bomba ou valvula de
retencao. Troque os selos da bomba se necessario.
Certifique-se que a fase movel foi degaseificada.

4. Flutuagdes na temperatura da coluna.

Utilize um forno de coluna confiavel ou isole
termicamente a coluna.

5. Sobrecarga da coluna. Tempos de retencao
geralmente diminuem quando a massa de soluto

injetada na coluna excede a capacidade da coluna.

Injete um volume menor de amostra ou trabalhe
com suas diluicoes.

6. Solvente da amostra incompativel com a fase
movel.

Ajuste o solvente. Sempre que possivel, utilize o proprio
solvente da fase moével na preparacdo das amostras.

7. Problema na coluna. Ndo é uma causa
comum de retencao instavel. Conforme a coluna
envelhece, tempos de retencdo vao diminuindo
gradativamente.

Substitua a coluna por uma nova do mesmo tipo
para confirmar que a causa do problema é a coluna.
Descarte a coluna antiga se os procedimentos de
regeneracao nao forem bem-sucedidos.
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Cuidados com colunas

HPLC e uso de colunas a
base de silica F:ﬁ::?:‘?é

i

Os cuidados com colunas HPLC e o uso apropriado de uma coluna de cromatografia liquida é
extremamente importante para a sua vida Util e, consequentemente, para a qualidade da sua
analise de HPLC.

Este postira lhe dar algumas dicas sobre o uso, limpeza e armazenamento de colunas de
HPLC e UHPLC. Estas diretrizes dependerao da natureza do suporte cromatografico e da
quimica de superficie da fase estacionaria correspondente.

Cada coluna Knauer é individualmente empacotada e testada para garantir um desempenho
confiavel. O certificado de teste que acompanha a coluna inclui um cromatograma teste e
dados especificos da coluna com relagdo ao seu desempenho. O nimero de série da sua
coluna esta registrado no certificado assim como no seu rotulo.

Para garantir que a coluna possa lhe prover resultados cromatograficos confidveis, por favor
siga as diretrizes abaixo.

Instalacao da coluna

Por favor manuseie a coluna com cuidado, o -
cada queda ou choque pode danificar o seu ,,.’ & =)
empacotamento do seu recheio. A coluna é e =
entregue de fabrica com acabamentos de PEEK o=

nas suas extremidades. Remova os acabamentos
de PEEK antes da instalacao da coluna.
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Lave todos os capilares com um solvente compativel antes do uso da coluna.
Quando a coluna é entregue, ela contém o solvente listado no seu certificado
de teste (a coluna também é armazenada com esse solvente no seu recheio
para sua seguranca). Certifique-se que sua fase movel seja compativel com o
solvente de estocagem. Se nao, lave a coluna com um solvente intermediario
que seja compativel com ambos solventes.

O recomendado é o isopropanol. O sentido do fluxo é dado por uma seta no
rotulo da coluna.

Primeiramente, conecte a coluna somente ao injetor, lave o sistema e a coluna
em um fluxo baixo e gradualmente aumente o fluxo até o valor desejado.
Finalmente, depois de aproximadamente 10 minutos, conecte a coluna ao seu
detector. Este procedimento evitara a formacdo de bolhas na célula de fluxo.

Antes do inicio de qualquer analise, verifique se ha vazamentos observando a
pressao de trabalho ou usando uma unidade controladora de fluxo.

Estabilidade de pH

Em geral, colunas a base de silica sao estaveis entre o pH de 2 e 8.

Quando o pH for medido, ele deve ser feito no meio aquoso antes de misturar o
eluente com os solventes organicos. Isso dara uma medida mais precisa de pH
que medindo o pH em um meio de uma mistura aquosa e organica. Algumas
colunas de cromatografia liquida podem ser utilizadas fora desse intervalo de
pH.

A nova quimica de ligacdo permite a operacao com o pH entre 1 e 12 para
algumas fases estacionarias. Entretanto, verifique a informacao do fabricante
primeiro antes de utilizar uma coluna a base de silica fora da faixa do pHde 2 a
8.

Estabilidade mecanica

Fases estacionarias baseadas em silica com tamanho de poro <200 A sao
mecanicamente muito estaveis.

Fases estacionarias com tamanho de particulas de 5 ym ou maiores podem

ser usados na rotina com até 6.000 psi sem qualquer problema. Fases em HPLC
Plus com tamanho de particulas de 3 um podem ser usados com presséo de
trabalho de até 8.700 psi. Colunas de UHPLC com tamanho de particulas de 2
um aguentam uma rotina de até 14.500 psi de pressao de trabalho. E sempre
recomendavel que se trabalhe abaixo da pressao maxima de trabalho permitido
para garantir uma maior vida util da coluna.

Choques de pressao devem ser evitados. Diferencas bruscas de pressao de
trabalho podem levar a formacdo de canais no empacotamento da coluna,
0 que pode resultar na quebra de picos no cromatograma correspondente.
Para fases estacionarias com tamanho de poro > 200 A, a pressdao maxima de
trabalho pode ser menor. Entre em contato com o fabricante para ter certeza.
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Fases movel (eluentes)

Fases estacionarias com base de silica sao compativeis com todos os solventes
organicos na faixa de pH mencionada.

Para melhores resultados, os solventes disponiveis de melhor qualidade, de

grau HPLC, devem ser usados. Todas as solu¢des tampao devem ser filtradas por
um filtro de 0,45 um antes de usa-las no seu cromatografo liquido. Mantenha
sempre em mente que sua coluna vai reter qualquer material particulado que
entre no fluxo do sistema. O uso de solventes impuros no HPLC provoca adsorcao
irreversivel de impurezas na cabeca da coluna. Estas impurezas blogqueiam sitios
de adsorcao, mudam a seletividade da coluna e eventualmente levam a quebra
dos picos no cromatograma. Na eluicao com gradiente, estas impurezas geram
0s picos fantasmas. Picos fantasmas sdo picos que sempre aparecem na mesma
posicao no cromatograma. Sua origem nao é a amostra, mas as impurezas de
solventes ou outros aditivos encontrados nos solventes. Dessa forma, é altamente
recomendavel correr o gradiente sem injetar a amostra no inicio de cada método
para determinar se picos fantasmas aparecem.

Para evitar adsorcao irreversivel na cabeca da coluna, vocé deve sempre usar uma
pré-coluna. O uso da pré-coluna aumenta o tempo de vida da coluna de forma
dramatica. Além disso, a pré-coluna ira filtrar o material particulado vindo dos
selos da bomba ou rotores de injecao. Uma alternativa a pré-coluna € um filtro de
linha. Estes filtros sao colocados entre a coluna e o injetor e novas versdes podem
ser montadas diretamente na coluna. Estes filtros sao 6timos para remocao de
material particulado do eluente, mas nao conseguem substituir as pré-colunas
removendo impurezas organicas que podem adsorver irreversivelmente a coluna.

Armazenamento apropriado de colunas
cromatograficas a base de silica

Colunas a base de silica devem ser armazenadas com um solvente sem protons. O
melhor solvente para enchimentos de fase reversa (C18, C8, C4, C1, C30, CN e fenil)
é acetonitrila/ agua (50:50 v/v). O conteudo de agua ndo deve ultrapassar 50%. O
melhor solvente de estocagem para enchimentos de fase normal (silica, diol, nitro,
ciano e amino) é hexano/ isopropanol 90:10 v/v. O melhor solvente de estocagem
de colunas HILIC (HILIC, amino e silica) é acetonitrila/ dgua (90:10 v/v) ou
acetonitrila/ 5mM acetato de amédnia, pH 5,3 (90:10 v/v). O conteldo de acetonitrila
deve ser sempre superior a 90%.

CUIDADO!

Solugdes tampao de sal podem entupir as colunas e os capilares do cromatografo
liquido. Elas nao sao soluveis em acetonitrila. Até para uma armazenagem rapida,
lave toda a solugao tampao da coluna para prevenir crescimento de algas.
Certifique-se que todas as solucdes tampao foram lavadas da coluna antes de
trocar fases movel aquosas por solventes organicos.




Tempo de equilibrio

O tempo de equilibrio da coluna depende das dimensdes da coluna. Em geral, a coluna ¢
equilibrada depois que 20 volumes da coluna foram passados por ela.

Os tempos de equilibrio das dimensdes mais comuns de coluna estao resumidos na tabela

a seguir. Vocé pode reduzir o tempo de equilibrio simplesmente aumentando a vazao.
Entretanto, certifique-se de lavar a coluna com pelo menos 10 a 20 volumes para garantir que
a coluna foi equilibrada.

Dimensao da Coluna Volume da Coluna Vazao Tempo de Equilibrio
[ml] [ml/min] [min]
250 x 4.6 mm 291 1.00 58
150 x 4.6 mm 1.74 1.00 35
100 x4.6 mm 1.16 1.00 23
50 x4.6 mm 0.58 1.00 12
250 x 4.0 mm 2.20 1.00 44
125x4.0 mm 1.10 1.00 22
250 x 2.0 mm 0.55 0.25 44
150%x 2.0 mm 0.33 0.25 26

50 x2.0 mm 0.11 0.25 9




Regeneracao de uma coluna

Recomendamos a regeneracao de uma coluna se for observada a alteracao no formato do
pico, resolucao ou aumento na pressao de trabalho. Se a pressao do sistema comecar a subir,
remova a coluna e verifique o sistema para determinar se 0 aumento de pressao se deu por
causa do sistema ou da coluna.

Aumento de pressdo causado pelo sistema: lave o sistema, troque os filtros dos eluentes,
filtros de linha e/ou capilares.

Aumento de pressdo causado pela coluna: inverta a coluna e lave-a com cuidado para
remover formacdo de particulas no filtro de entrada (conecte a saida da coluna a bomba/
injetor e lave). Nao conecte a coluna ao detector.

Regeneracao de embalagens RP (C18, C8, C4, Solugao de problemas (Silica, Diol, Nitro, Ciano
C1, C30, CN e fenilo Fases estacionarias): e Amino Fases estacionarias):

« Lavar a coluna com 20 volumes de coluna de agua «Lavar a coluna com 20 volumes de coluna de

Heptano
« Lavar a coluna com 20 volumes de coluna de « Lavar a coluna com 5 volumes de coluna
Acetonitrilo capturada de Isopropanol
« Lavar a coluna com 5 volumes de coluna « Lavar a coluna com 20 volumes de coluna de
Capturada de Isopropanol Acetonitrilo
« Lavar a coluna com 20 volumes de coluna De « Lavar a coluna com 20 volumes de coluna de agua
Heptano
« Lavar a coluna com 5 volumes de coluna « Lavar a coluna com 20 volumes de coluna de
Capturada de Isopropanol Acetonitrilo
« Lavar a coluna com 20 volumes de coluna de « Lavar a coluna com 5 volumes de coluna capturada
Acetonitrilo deIsopropanol
« Lavar a coluna com 20 volumes de coluna de Substitua a coluna por uma nova do mesmo tipo
Heptano para confirmar que a causa do problema é a coluna.

Descarte a coluna antiga se os procedimentos de
regeneracao nao forem bem-sucedidos.
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