Questionário:
Pra terminar, temos um questionário da apostila de cromatografia da UFF (uma das fontes deste post). Sei que alguns dos assuntos das perguntas não foram abordados durante essa publicação, tentarei então exemplificar ao máximo as respostas.

1. Que características devem apresentar as amostras separadas por cromatografia gasosa?
As amostras separadas por CG devem ser voláteis, estáveis termicamente na temperatura de trabalho e apresentar baixo peso molecular. A cromatografia gasosa apresenta dificuldade em analisar substâncias não voláteis, que se decompõem em altas temperaturas ou possuem elevado peso molecular.

2. Que características devem apresentar as amostras separadas por HPLC?
A amostra deve ser solúvel na fase móvel, sendo ela líquida (iônica ou covalente) ou sólida (iônica ou covalente).

3. Quais as limitações que a cromatografia gasosa e HPLC apresentam?
Enquanto a CG é mais rápida e 10x mais eficiente que o HPLC, ela é pobre em capacidade preparativa e possui menor sensibilidade (10^-12 g DIC/DCE). O HPLC possui boa capacidade preparativa e sensibilidade igual a 10^-9 g (UV) e 10^-15 g (coulométrico).

4. Quais são os principais componentes de um equipamento de HPLC?
Reservatório da Fase Móvel, bomba, injetor, pré-coluna, coluna, detector e computador.

5. Qual o grau de pureza da fase móvel usada na técnica de HPLC?
O grau de pureza deve ser maior que 99,9%.

6. Por que é necessário filtrar e desgaseificar o eluente? 
As fases móveis, principalmente as polares, tem tendência a dissolver oxigênio e outros gases. Quando estes gases são liberados, dentro do equipamento, formam bolhas que podem afetar o funcionamento do detector e a eficiência da coluna. Desta forma é necessário remover os gases dissolvidos na fase móvel. Muitos equipamentos de HPLC já trazem a solução deste problema desgaseificando a fase móvel em um compartimento específico, antes que ela entre na bomba.

7. Qual é a função da pré-coluna?
O uso de pré-colunas é de importância vital para a vida útil da coluna analítica. A filtração da fase móvel e da amostra nem sempre são suficientes para a eliminação de impurezas prejudiciais à coluna. Dependendo das características da fase estacionária e da natureza da amostra, pode acontecer o que se chama de "retenção irreversível", ou seja, a afinidade do contaminante pela coluna é tão grande que ele não elui, ficando retido nos primeiros centímetros do empacotamento. Retido na cabeça da coluna, o contaminante pode provocar perda da eficiência, aumento de pressão e cauda nos picos. Com o uso da pré-coluna, o contaminante não atingirá a coluna analítica. Ao perceber os sintomas de contaminação (os mais comuns são aumento de pressão e elevação no nível de ruído), o analista substitui a pré-coluna, que em média custa 10 vezes menos que a coluna analítica.

8. Qual a diferença entre as separações cromatográficas com bombeamento isocrático e de gradiente?
No bombeamento isocrático a composição da fase móvel permanece constante, e é capaz de separar um número limitado de picos. Enquanto que no bombeamento gradiente a composição da fase móvel varia durante a análise. Aplica-se esse sistema quando a polaridade dos compostos é muito diferente e quando se separa amostras complexas.

9. Por que o detector de UV é o mais usado em HPLC?
Esses detectores apresentam como principal atrativo o fato de se poder escolher diferentes comprimentos de onda. Permitem a análise de amostras complexas que absorvem em diferentes comprimentos de onda; assim como permitem a obtenção do espectro completo de um pico cromatográfico eluído da coluna

10. Qual a diferença entre cromatografia em fase normal e fase reversa?
Na fase normal a fase estacionária é mais polar que a fase móvel, enquanto que na fase reversa a fase estacionária é menos polar que a fase móvel.

11. A técnica de HPLC só trabalha com cromatografia em fase normal?
Não. O HPLC em fase normal utiliza as fases estacionárias quimicamente ligadas que consistem em uma fase imóvel apolar e uma fase móvel de polaridade moderada.
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