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A Cromatografia Liquida  de Alta Eficiéncia &,
possivelmente, entre as técnicas de separagdo, a que mais
tem se desenvolvido. Conseqiientemente, tem despertado o
interesse de muitos laboratérios, originando a necessidade
de se discutirem as suas vantagens e desvantagens. A um
nivel introdutério, este é o objetivo deste artigo.

A cromatografia é um método fisico de separagdo, com
o qual misturas complexas sio fracionadas pela distribuigao
entre duas fases: uma movel e outra estaciondria. A fase
estaciondria pode ser acondicionada (empacotada) em
colunas, ou disposta sobre superficies planas. Desta forma,
caracterizam-se duas técnicas gerais de cromatografia: as de
Cromatografia em Coluna e as de Cromatografia Planar

(Fig. 1). Na Cromatografia Planar, que se subdivide em
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia
em Papel (CP), s6 se utilizam fases méveis liquidas. Nas
técnicas de coluna podem ser usadas fases méveis liquidas
ou gasosas, estabelecendo-se duas classes gerais: -a
Cromatografia Liquida (CL) e a Cromatografia Gasosa
(CG). Estas duas classes ainda recebem subclassifica¢Bes, de
acordo com a natureza da fase estaciondria empregada. Na
categoria de Cromatografia Gasosa temos a Cromatografia
Gis-Solido (CGS) e a Cromatografia Gds-Liquido (CGL).
Entre os métodos de Cromatografia Liquida em coluna
existem cinco tipos, definidos pelos diferentes tipos de fase
estaciondria: Cromatografia Liquido-Sélido (CLS) ou
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Fig. 1 — Classificagio dos métodos cromatogrificos.
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Cromatografia por Adsor¢do; Cromatografia Liquido-Liqui-
do (CLL) ou Cromatografia por Parti¢iio; Cromatografia
Liquida com Fase Ligada (CLFL); Cromatografia por Troca
Ionica (CTI) e Cromatografia por Exclusio (CE),
comumente subdividida em Cromatografia por Filtragio em
Gel (CFG) e por Permeaco em Gel (CPG).

A Cromatografia Liquida em coluna também se divide
em dois grupos, de acordo com a técnica: a Cromatografia
Liquida classica, ou normal, feita em colunas de vidro, sob
pressio atmosférica, ¢ a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), cujas caracteristicas fundamentais sdo
aqui relacionadas. Um tratamento aprofundado de cada
uma dessas caracterfsticas pode ser encontrado na
bibliografia indicada ao final.

VANTAGENS E DESVANTAGENS DA CLAE

Uma das vantagens da CLAE € que as separagGes podem
ser realizadas em poucos minutos, com o auxflio de uma
coluna de alta resolugdo e uma bomba de alta pressio, a
qual possibilita fluxo rdpido da fase moével através da
coluna.

Uma segunda vantagem relevante é a possibilidade de
andlises de misturas complexas com alta resolugdo, desde
que nfo exista a preocupagio com o tempo de andlise. Um

bom exemplo de andlise deste tipo é o fracionamento de
uma amostra bruta de urina em mais de 200 componentes
individuais, obtidos pela aplicagio da técnica de troca
idnica e eluigdo com gradiente.

A CLAE permite a coleta dos componentes de uma
amostra em fragOes separadas para tratamentos posteriores
(cromatografia preparativa), por meio de sistemas diversos,
desde frascos ou tubos de ensaio, operados manualmente
junto a safida do detector, até coletores de fragGes
totalmente automatizados.

Quanto ao aspecto quantitativo os métodos da CLAE
possibilitam a obtengdo de muitas informagGes. As andlises
quantitativas sdo de ficil execugdo e grande exatiddo, sendo
comum 3 maioria dos métodos de CLAE erros relativos
inferiores a um por cento.

Com relagdo & sensibilidade, é possivel a utilizagio de
detectores que permitem medidas de 107° g (ng) de
amostra. Anslises ao nivel de 107! 2 g (pg) j4 foram obtidas,
com o emprego de detectores especiais.

Outra vantagem da CLAE ¢ a sua versatilidade. Ela pode
ser aplicada a uma grande variedade de tipos de amostras,
sejam elas organicas ou inorgdnicas (massas moleculares
desde a ordem de 18 u.m.a. até 6 milhGes de u.m.a. jd
foram processadas). As amostras podem ser liquidas ou
solidas, iOnicas ou covalentes; os gases sio as inicas
amostras de dificil processamento.

A ltima grande vantagem é a disponibilidade de
sistemas automatizados. Existem sistemas comerciais que,
automaticamente, injetam uma amostra, realizam a
separagdo, imprimem os tempos de retengao dos picos e
integram as suas dreas. Estes sistemas podem regenerar suas
condigdes iniciais de opera¢do para, em seguida, injetar
nova amostra. Esta automagdo € conseguida com o uso de
microprocessadores conjugados ao sistema cromatogréfico,
o que viabiliza: a) a identificagdo das espécies pela

compara¢do dos tempos de retengdo medidos com tempos
de retengio padrdo armazenados em memoria; b) o cdlculo
das concentragdes das espécies por meio das 4reas dos seus
picos, 0 que se consegue com a aplicagdo de técnicas de
calibragdo. :

Quanto ds limitagdes da CLAE, a instrumentagdo para
ela é cara e representa um investimento bastante substancial
para muitos laboratorios. O prego des sistemas mais comuns
situa-se na faixa de US$ 5 000 a US $ 20 000; os sistemas
mais sofisticados, que utilizam virios detectores e que sdo
completamente automatizados, atingem a casa dos US$
35 000. Os custos elevados das fases méveis e estacionirias
e a reposigio periddica de componentes sofisticados,
constituem despesa continua e, de forma alguma,
desprezivel. ‘

Também existem limitagBes quanto aos detectores: ainda
ndo se dispde de um detector que seja, simultaneamente,
universal e sensivel. O detector por indice de refragdo &
universal, porque responde a todos os compostos, mas sua
sensibilidade & limitada. O detector por ultravioleta ¢
sensivel, mas € seletivo, porque s6 acusa os compostos que
absorvem radiagdo na faixa em questdo.

A grande experiéncia necessdria para se obter o miximo
de beneficio de um sistema de CLAE (geralmente sdo
necessdrios de seis a doze meses de pritica para um
operador ser considerado apto) pode se constituir num
fator muito negativo, se o laboratério nfo estiver
estruturado para evitar substituigdes freqiientes do
operador.

ALGUMAS APLICACOES DA CLAE (Dados originirios do
laboratério de H. M. McNair, do  Virginia Polytechnic
Institute).

A Fig. 2 mostra o cromatograma de um dleo
lubrificante novo e o de um 6leo usado. Com o uso
prolongado ocorrem decomposi¢Ses e recombinagGes,
originando-s¢ compostos de massa molecular elevada no
o6leo usado, o qual deixa de ter o desempenho de quando
novo, implicando em maior desgaste do maquindrio. Uma
andlise desse 6leo por CLAE pode mostrar o seu estado de
conservagdo, controlar suas condigOes de uso e indicar
quando ele deve ser trocado. Neste caso foi utilizada a
Cromatografia de Exclusdo (Permeagdo em Gel), na qual os
compostos de massa molecular elevada eluem primeiro, e os
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Fig. 2 — Andlises de Jleos lubrificantes por Cromatografia por
Exchusfo, Detector: indice de refracio; Fase Estaciondria:
seqiiéncia de ISE-100, ISE-500 e ISE-1000; Fase Mével:
tetraidrofurano: Fluxo: 1,5 ml/min.
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de baixa massa molecular, por @ltimo. Este tipo de controle
de qualidade pode ser aplicado a 6leos, tintas, adesivos, ou
polimeros. - -

Outro exemplo interessante de controle de qualidade
refere-se ao estado de conservagio dos comprimidos de
aspirina colocados & venda. Na Fig. 3 estdo os resultados de
anilises cromatogréficas realizadas com este propésito. A
esquerda estd o resultado da anilise de um comprimido
novo: sb um pico € visivel. A direita estd o cromatograma
de um comprimido de aspirina mais velho, onde aparece o
pico de um produto de decomposigdo, o 4cido salictlico,
responsivel pelos efeitos toxicos colaterais freqiientemente
associados 3 agdo do medicamento. O teor de &cido
salicilico aceitével na aspirina vendida é regulamentado e o
seu controle pode ser feito de forma simples e ripida,
monitorando-se a composi¢io (ou a decomposi¢do) dos
comprimidos, por meio da CLAE.

COMPRIMIDO NOVO
ASPIRINA

|

ASPIRINA

INJEGAO
INJECAO

Acido
salicilico

Fig. 3 — Andlises de comprimidos de aspirina por CLAE em Fase
Reversa, Detector: espectrofotometria a 254 nm; Fase
Estaciondria: RP-18, 250x4 mm; Fase Mével: metanol<gua
(40-60 v/v); Fluxo: 1,0 ml/min.

As aflatoxinas sio compostos extremamente toxicos,
encontrados em sementes de amendoim, trigo, milho e
outros graos cultivados. Essas substincias sio produzidas
por fungos, sendo nocivas a satide quando em concentragio
superior a 20 ppb. Sua determinagdo quantitativa, a nivel
de tragos, € de importdncia fundamental no controle desses
grios para consumo humano. A Fig. 4 mostra uma
separagdo ripida de uma aflatoxina de uma amostra de
creme de amendoim, onde o pico correspondente a
aflatoxina B-1 representa 12 ng da mesma.

Uma aplicagdo muito difundida da CLAE é na anilise de .

tragos de matéria organica na dgua, como é o caso do fenol,
mostrado na Fig. 5. Dez ul de dgua sdo injetados ¢ o pico do
fenol indica sua presenga na proporgdo de 1 ppm (50 ng). E
necessirio detectar quantidades da ordem de ng de fenol, de
forma a possibilitar o controle da qualidade da agua, o que
pode ser feito, de forma rdpida e sensfvel, pela CLAE.
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Fig. 4 — Andlise de creme de amendoim contaminado com
aflatoxinas por CLAE em Fase Normal. Detector:
fluorescéncia excitada a 356 nm; Fase Estaciondria: silica
gel, 250 x 2,1 mm; Fase Mével: diclorometano-cloroférmio
(60-40 v/v); Fluxo: 0,8 ml/min.
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Fig. 5 — Andlise de fenol na dgua por CLAE em Fase Reversa.
Detector: espectrofotometria a 254 nm; Fase Estaciondria:
RP-18, 250 x 4 mm; Fase Mével: acetonitrila-dgua (40-60
v/v); Fluxo: 1,0 ml/min.

CONCLUSAO

A CLAE apresenta, entre seus aspectos positivos, alta
resolugdo e boa sensibilidade (ng e pg), € aplicdvel a grande
variedade de amostras e desenvolveu-se de modo a oferecer
muitas op¢des de automagdo. Enfim, é uma técnica
moderna e sofisticada.



O longo tempo necessdrio para a habilitagio de
operadores é apontado como uma desvantagem da CLAE.
Outra ¢ seu custo, considerando-se tanto o de equipamento
quanto o operacional. Quanto as dificuldades de treinamen-
to, elas sdo conseqiiéncia da versatilidade da técnica.
Relativamente aos custos, eles tendem a diminuir, tanto
pela difusdo do uso da CLAE, quanto pelo desenvolvimento
tecnologico das inddstrias do ramo. Os esforgos existentes

no sentido de tornar economicamente acessiveis os
sofisticados equipamentos da CLAE deverdo tornd-la, num
futuro préximo, uma técnica de procura generalizada,
principalmente pelos laboratérios que tradicionalmente
utilizam a Cromatografia Gasosa, uma vez que a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia pode ser aplicada
aos sistemas que ndo podem ser processados por
Cromatografia Gasosa.
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Enquanto as propriedades quimicas do ferroceno foram
investigadas extensivamente e milhares de derivados de
ferroceno substituidos foram preparados', a quimica do
fon cobalticinium recebeu muito pouca atengdo. Neste
artigo, discutimos a quimica e as propriedades do fon
cobalticinium e seus derivados substituidos, comparados
quando possivel com o comportamento dos ferrocenos
andlogos'?.

PROPRIEDADES

O fon cobalticinium' e o ferroceno?, sio compostos
isoeletrdnicos do tipo sanduiche com 18 elétrons?*3.
Ambos possuem a estrutura Dy ;, mas a distdncia entre os
anéis do fon cobalticinium é 3,28 A, cerca de 0,04 A menor
que no ferroceno*. Sais de cobalticinium sio amarelos,
cristalinos, estdveis ao ar e fundem com decomposigdo entre
250-350°. Sais formados com 4nions pequenos como os
haletos s@o muito soliveis em 4gua e insollveis em solventes

Co + Fe

orginicos, enquanto sais com dnions grandes (PFg ou
B(C¢Hs)s ™) sio completamente insoliiveis em dgua, mas
altamente soliiveis em solventes apréticos polares.

O ion Fe(Il) central nos derivados do ferroceno, pode
ser oxidado a Fe(IIl) pelo oxigénio da atmosfera, dcido
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