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STATE OF THE ART TWO-DIMENSIONAL LIQUID CHROMATOGRAPHY: FUNDAMENTAL CONCEPTS,
INSTRUMENTATION, AND APPLICATIONS. The constant evolution of science and the growing demand for new technologies
have led to new techniques in instrumentation that can improve detection, separation, resolution, and peak capacity. Comprehensive

two-dimensional liquid chromatography (LCxLC) is presented as a powerful tool in complex sample analyses. During an analysis,

a sample is subjected to two independent separation mechanisms that are combined, resulting in increased resolving power. For

appropriate application of LCXLC, understanding the influence of parameters that require optimization is necessary. The main purpose

of optimization is to predict the combination of stationary phases, separation conditions, and instrumental requirements to obtain

the best separation performance. This review discusses theoretical, intrumental, and chemometric aspects of LCXLC and focuses on

its applications in foods. It aims to provide a clear understanding of the aspects that can be used as strategies in the optimization of

this analytical method.
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INTRODUCAO

Desde o comego da cromatografia liquida, no inicio do século
XX, mudangas importantes para o aprimoramento do desempenho
da técnica foram implementadas, simultaneamente com o desenvol-
vimento de fases estaciondrias com particulas de menor tamanho que
geram colunas mais eficientes. No entanto, essas particulas menores
oferecem maior resisténcia a passagem de fase moével, sendo necessaria
a utilizacdo de bombas de alta pressdo para pressurizacio do sistema.
Assim surgiu a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography). A busca por fases estaciondrias
mais eficientes introduziu as separagdes em fase reversa, destinada
principalmente as andlises de compostos apolares. Nos dias de hoje,
a expansdo dos estudos em HPLC tem sido direcionada para o desen-
volvimento de andlises rdpidas e miniaturizadas, sem comprometer
o desempenho cromatogréfico. Para atender a este requisito, e com o
desenvolvimento de particulas menores de 2 um, surgiu a Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC, Ultra High Performance Liquid
Chromatography),'- uma evolugao recente da técnica cromatografica.
Mesmo com a tecnologia disponivel atualmente, a alta variabilidade nas
estruturas quimicas dos analitos, isomeriza¢@o, pouca estabilidade de
alguns compostos e falta de padrdes comerciais para a identificagio de
compostos provenientes de amostras complexas, fazem da cromatogra-
fia um verdadeiro desafio. Apesar dos progressos alcancados na croma-
tografia liquida, seu poder de resolucio continua restrito, obtendo-se,
frequentemente, longos tempos de andlise e baixa resolugdo na andlise
de amostras de extrema complexidade, que requerem maior poder de
separacdo. Neste sentido, surgiu uma alternativa promissora deno-
minada Cromatografia Liquida Bidimensional Abrangente (LCxLC,
Comprehensive Two-dimensional Liquid Chromatography),*> na qual
a amostra € submetida a dois mecanismos de separagio diferentes ou
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complementares, com a finalidade de fornecer um maior poder de se-
paracdo e distribui¢do dos analitos nas duas dimensdes, aumentando o
poder de resolucdo. A instrumentacao utilizada neste tipo de separagao
envolve duas colunas conectadas em série, uma ou duas bombas de
alta pressdo, um injetor, uma interface ou modulador e um detector.
A interface € em geral uma valvula de alta pressdo, a qual assegura
que as fragdes recolhidas na primeira dimensdo, 'D, em aliquotas
de volumes predefinidos, sejam injetadas na segunda coluna, *D, de
forma continua. Idealmente, o tempo de andlise na segunda dimensao
deve ser menor ou igual a taxa de amostragem, o que corresponde
ao periodo de transferéncia das fragdes da primeira para a segunda
dimensdo. Vale a pena destacar que as diversas configuragdes que o
equipamento pode apresentar dependem fortemente das propriedades
da amostra. Atualmente, a literatura tem evidenciado como a LCxLC
tem ganhado espaco em dreas como protedmica e peptidomica,®
produtos farmacéuticos,” medicina tradicional chinesa,®® polimeros
sintéticos,'*1? alimentos, entre outros,'*!* dreas caracterizadas pela
complexidade de suas amostras.

Este trabalho explora os diversos aspectos da LCxLC, como sua
fundamentagdo, instrumentag¢@o e suas vantagens e desvantagens
quando aplicada, especialmente em amostras de alimentos.

Histérico

A origem da cromatografia bidimensional tem como raiz a
cromatografia planar. Condsen ef al.'"® introduziram a cromatografia
bidimensional em papel em 1944 para separacdo de aminodcidos,
através da rotagdo do cromatograma em 90°, cuja eluigdo na segunda
dimens@o foi realizada com um solvente diferente do utilizado na
primeira dimensio. Em relacdo a cromatografia em coluna, Tswett
relatou a possibilidade de uma mudanca no solvente apds a primeira
separagdo, talvez introduzindo o conceito de cromatografia liquida
multidimensional.
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O primeiro sistema bidimensional para cromatografia em coluna
foi utilizado para a purificagio de clorofila. O procedimento foi reali-
zado manualmente e consistia na remocao de um extrato da primeira
coluna, que foi entdo reanalisado em uma segunda coluna, diferente da
primeira.'®Uma vélvula mecanica para acoplar duas colunas de HPLC
foi primeiramente utilizada em 1973,"7 sendo que cinco anos depois Erni
e Frei'® desenvolveram a cromatografia bidimensional em coluna para
separar extratos de plantas. O sistema empregou a cromatografia por
permeagio em gel na primeira dimensao (‘D) e cromatografia com fase
estaciondria de fase reversa (RPLC, Reversed-phase High Performance
Liquid Chromatography) na segunda dimensdo (°D). Para a interface
entre as duas colunas, uma valvula de oito vias foi utilizada. Essa con-
figuracdo € muito similar a empregada atualmente em separacdes em
duas dimensdes, mas, nesse trabalho, os autores transferiram somente
sete fracdes da primeira para a segunda coluna e o tempo de amostragem
ou modulac¢do foi de 75 min, resultando em um tempo total de andlise
de 10 h. Entretanto, avangos significativos em cromatografia liquida
bidimensional sé foram obtidos 30 anos mais tarde.!

O primeiro sistema verdadeiramente abrangente (no qual toda a
amostra proveniente da 'D € direcionada para a D) para separagio
em duas dimensdes por cromatografia liquida foi mostrado por
Bushey e Jorgenson em 1990.%° A principal varia¢do do sistema uti-
lizado por Erni e Frei foi conseguir um maior fracionamento para o
eluente proveniente da primeira coluna, sem a interrupgao do fluxo
de solvente utilizado na separacdo cromatografica, resultando em
um sistema totalmente automatizado. Esse sistema foi desenvolvido
para a andlise de uma mistura de proteinas em soro humano. Na 'D
foi utilizada uma coluna de troca catiénica e, na *D, uma coluna
de exclusdo por tamanho. O resultado foi uma separacdo com alta
ortogonalidade que ofereceu uma grande quantidade de informagao,
embora uma grande parte da amostra ndo tenha utilizado o espago de
separagdo disponivel. Ainda assim, esses autores foram os primeiros
a mostrarem resultados de uma separagdo multidimensional.

CONCEITOS FUNDAMENTAIS

O ponto chave em separagdes por cromatografia liquida bidimen-
sional € a forma de transferéncia das fragdes que eluem da 'D para a
2D. Essas transferéncias podem ser conduzidas de dois modos: on-line
ou off-line. O modo off-line &, provavelmente, o mais utilizado no
pré-tratamento de amostras complexas. Neste caso, as fracdes eluidas
da 'D sdo coletadas manualmente em um frasco, sendo posteriormente
reinjetadas (concentradas ou ndo) na’D. Esse procedimento tem como
vantagens ser extremamente simples, ndo necessita de uma valvula
interruptora e nem que as fases moveis utilizadas em cada coluna se-
jam compativeis. As desvantagens desse modo de operagio sdo maior
tempo de andlise, procedimento laborioso, além de possibilidade de
contaminacdo da amostra e formagio de artefatos.?

Uma maneira mais eficiente de transferéncia das fracdes para a
segunda coluna € por meio da técnica on-line, que possui a vantagem
de automacao gracas ao uso de védlvulas controladoras pneumaticas ou
eletronicas, que reinjetam o eluato da 'D diretamente na *D, conforme
ilustrado na Figura 1.*!

As vantagens da transferéncia on-line sdo o tempo de andlise
reduzido e a minimizagdo de perdas de amostra, ja que a andlise é
conduzida em um sistema de loop (al¢a de amostragem), que contém
um volume definido.?? As desvantagens desse modo de operagdo sdo
adificuldade na operagao, o requerimento de um tempo maior de trei-
namento do analista, o uso de interfaces especificas para transferéncia
das fragdes e composicdes de fase mével que sejam compativeis em
miscibilidade e forga de solvente, para que ndo haja distor¢des nas
bandas cromatograficas no momento da transferéncia.?'*

Nas separacdes on-line, a transferéncia da amostra entre as
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Figura 1. Transferéncia das fragoes em separagoes bidimensionais através
de vdlvulas de transferéncia (interruptoras). Modificado a partir da Ref. 21

diferentes dimensdes pode ser: (a) completa, quando 100% da amostra
é transferida da 'D para a °D, ou (b) parcial, na qual somente parte do
eluato da 'D € transferido para a ’D. No primeiro caso diz-se que o
sistema € abrangente; no segundo, ocorre heart-cut. Para abreviar o
termo “cromatografia liquida bidimensional abrangente”, o simbolo
de multiplicacdo (X) € utilizado. Este simbolo pode distinguir sepa-
ragdes por cromatografia liquida bidimensional abrangente (LCXLC)
da cromatografia liquida bidimensional no modo heart-cut, que €
abreviado usando-se um hifen (LC-LC).

Na LC-LC, somente partes relevantes e devidamente escolhidas
da andlise sdo reinjetadas na segunda dimensdo e o restante do elu-
ato segue para o descarte; deste modo, a LC-LC € frequentemente
utilizada quando se necessita de uma maior resolu¢do para examinar
um pequeno segmento de um determinado pico em uma amostra
complexa.’ Por outro lado, para alcangar uma andlise abrangente,
toda a amostra deve eluir pelas duas colunas com mecanismos de
separagdo diferentes, tendo em mente que para preservar a separacio
ocorrida na 'D, as bandas de eluato injetadas na segunda coluna de-
vem ser completamente eluidas antes da préxima reinje¢do.>*Assim,
a separagdo por LCXLC aumenta consideravelmente a capacidade de
pico total do sistema, sendo, por isso, usada frequentemente; suas
aplicacdes tém sido desenvolvidas em vdrias configuragdes, sendo
este o foco do presente trabalho.

A seguir serdo discutidos os conceitos fundamentais envolvidos
em cromatografia liquida bidimensional, como capacidade de pico,
ortogonalidade e resolucdo de pico.

Capacidade de pico

A principal vantagem das separa¢des multidimensionais € o
incremento na capacidade de pico, n, que € definida como o nimero
maéximo de picos que podem ser resolvidos no espago de separagao.
Esta capacidade de pico proporciona uma medida da quantidade
méxima de componentes que podem ser separados em uma andlise
cromatogréfica. Deste modo, quanto maior for a distribuicdo dos
componentes da amostra no espago de separacio, maior serd a pro-
babilidade de resolucio destes componentes, o que resulta em maior
capacidade de pico.*

A cromatografia convencional ¢, em muitos casos, inadequada
para a separagdo completa de uma amostra complexa e, neste sentido,
a cromatografia bidimensional tem ganhado grande atencdo nos tlti-
mos anos em diversos campos para separacio de misturas complexas.
Em duas dimensdes a amostra ¢ submetida a dois mecanismos de
separagdo diferentes, cujo maior beneficio € reduzir a sobreposi¢ao
dos componentes.

Em um sistema bidimensional, a capacidade médxima de separagio
(n,,,p), € igual ao produto das capacidades madximas individuais (n,),
mostrada na equacé@o 1.2?7 Se a separag@o proporciona mecanismos
diferentes, as vantagens da cromatografia multidimensional sao
maximizadas.

_1 2
nc,ZD = n X ne )
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Para medir as capacidades de pico individuais deve-se levar em
conta o tipo de elui¢do empregada na separagdo realizada. A equacio
2528 mostra o cdlculo da capacidade de pico em um sistema isocrético:

nL=1+@ln 1 )
4Ry | kr+1

onde N € a eficiéncia cromatografica, R, a resolugio cromatogréfica
e k e k;sdo os fatores de reteng@o do primeiro e do dltimo compostos
eluidos, respectivamente. Espera-se que a tinica contribuicio para o
alargamento da banda de cada componente seja devido ao aumento
da difusdo que € proporcional ao tempo de retengao.

Para separagdes que empregam a eluigdo por gradiente, a capa-
cidade de pico € maior, pois a largura de banda € significativamente
mais estreita, sendo que as equagdes 3 e 43 permitem o célculo da
capacidade de pico:

t
n,=1+-= 3)
Wp
=1
n =+, )
Wh

onde w, € a largura média de pico na base, 7, tempo de execugio do
gradiente e 7, ¢ £, s30 0s tempos de reteng@o para o primeiro e ltimo
picos eluidos, respectivamente.

Entretanto, o incremento real na capacidade de pico € geral-
mente menor que o previsto na equacao 1, pois a manuten¢do das
capacidades de picos nas duas colunas ¢ dificultada pela amos-
tragem dos compostos da 'D a °D e pelo alargamento das bandas,
que ocorre no sistema durante a amostragem. Computando a ndo
idealidade do sistema, a capacidade de pico total € menor que a
capacidade tedrica.>!3

No método descrito por Lui ef al.* tragam-se paralelogramas no
cromatograma em duas dimensdes, obtendo as capacidades de pico
méximas dos eixos x e y, como mostrado na Figura 2.3!

Area efetiva
A distribuigéo de picos

CAPACIDADE DE
PICO TOTAL (®n)

ny

n

Figura 2. Medida geométrica da capacidade de pico. Adaptado a partir da
Ref. 32

Uma vez tracados os paralelogramas, as dreas livres dos picos
formam tridngulos retangulos, A e C, que sdo determinadas segundo
as equagdes 5 e 6:

_ 1y Xm, tany _ n% tany
2 2

A &)

2
C= n Xn tano, _m tano ©)
2 2

Desta forma, a inclinagdo da reta ¢ igual a tangente do angulo
[tan (}) e a tan (0)], mostradas nas equagdes 7 € 8:

Quim. Nova
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n
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Se o foco € a drea de distribui¢do dos picos, a equagdo para a
determinagdo da capacidade de pico estard compreendida pela capa-
cidade de pico na 'D vezes a capacidade de pico na ?D, subtraindo as
areas livres dos picos, que correspondem aos tridngulos retangulos,
como evidenciado pela equacdo 9:

np,="nxn—-(A+C) 9)

Fazendo-se as devidas substituicdes, obtém-se a equacdo 10:
1 2 2
Dy =Tpx 2n—5|:(2n) tany+(ln) tanoc} (10)

Desta maneira, obtém-se um método simples e universal para
a determinagdo da capacidade de pico. Vale a pena destacar que a
capacidade de pico € afetada por trés efeitos: a amostragem na pri-
meira dimensao, o alargamento de banda na segunda dimenséo e o
tipo de eluicdo, que devem ser cuidadosamente otimizados, os quais
serdo discutidos a seguir.

Efeito da amostragem na primeira dimensdo

O processo através do qual as fragdes do eluato sdo transferidas
de uma dimensio para outra € denominado periodo de amostragem.
Durante este periodo, os compostos parcialmente separados na pri-
meira dimensdo tendem a juntar-se novamente, provocando perdas
na capacidade de pico 'n_. Para evitar esta recombinac@o, as fragdes
podem seguir duas vias: (a) uma vez transferidas para 2D, deve-se
realizar a separacdo em um periodo de tempo relativamente rapido,
embora uma separagao rapida corresponda a uma capacidade de pico
baixa nesta dimensdo, ou (b) diminuir o periodo de amostragem.
No entanto, o periodo de amostragem também determina o tempo
de elui¢@o permitido para cada pico na ?D e se este periodo é muito
reduzido, a separagio serd bem mais lenta, sendo diminuida também a
capacidade de pico nesta dimensao, uma vez que as fragdes de eluato
seguintes s6 devem ser injetadas nesta dimensao quando a por¢ao
anterior ja houver deixado a mesma. Dessa forma, o mais importante
¢é encontrar uma relaciio 6tima de perda da capacidade global, quer
seja pelo periodo de amostragem ou pelas separacdes curtas na 2D.

Sendo assim, o ideal ¢ trabalhar em uma vazdo lenta na 'D,
chegando as condigdes sub-6timas que permitem coletar as vdrias
fracdes de um mesmo pico, e uma vazio rdpida e eficiente na *D.

Li et al.*® determinaram que um periodo de amostragem entre 15
e 20 s proporciona o melhor equilibrio entre a diminui¢@o da capaci-
dade de pico na 'D e na ?D. O periodo de amostragem determinado
pelos autores minimizou o processo de recombinagdo de bandas
cromatogrificas da 'D, o qual acontece frequentemente em separagdes
em meio liquido e reduz a capacidade de pico. Do mesmo modo, o
periodo de amostragem reduziu a perda da capacidade de pico devido
as separagdes rapidas que ocorrem na ’D.**

Efeito do alargamento de banda na segunda dimensdo

A busca pela melhor relagao entre a diminui¢@o da capacidade de
pico na 'D, pelo periodo de amostragem, e a diminui¢io na D, pelo
reduzido tempo de andlise, podem dar lugar a fragdes relativamente
grandes do efluente da 'D que serdo injetados na °D, resultando em
picos extremamente largos.
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Uma maneira de eliminar este efeito € colocando um solvente
fraco na 'D e um solvente forte no gradiente da °D. Assim, os analitos
dissolvidos em um solvente de forca menor, ao serem transferidos a
D, serdo concentrados sob a forma de banda estreita na parte superior
da coluna, realizando um efeito de focaliza¢do, para depois serem
eluidos por um solvente de forca maior. Este efeito diminui em cerca
de 20% o alargamento de banda na ?D. No caso desta focalizacdo
ndo ser possivel, uma estratégia vidvel seria a divisao de eluatos pro-
venientes da 'D antes da transferéncia dos mesmos para a interface,
esta divisdo € também conhecida como razdo split em cromatografia
gasosa. Nesse caso, apenas uma parte do eluato € transferida a co-
luna evitando a saturagdo e distor¢des do pico cromatografico por
alargamento de banda. Esta pode ser a Uinica estratégia para prevenir
uma dréstica diminui¢do da capacidade de pico total no sistema.*

Efeito do tipo de elui¢cdo
O tipo de elui¢do utilizado durante a andlise afeta consideravel-

mente ndo somente a capacidade de pico, mas também a ortogonali-

dade, devido ao alargamento de banda que o composto sofre através
do sistema. Teorias relacionadas com a eficiéncia da coluna permitem
uma escolha do tipo de eluicdo, isocrdtica ou por gradiente. Porém,
mesmo com teorias bem estabelecidas, a melhor op¢ao dependerd

do comportamento do soluto na coluna e da fase mével utilizada, e

assim, o mais recomendavel € a otimizacdo baseada na experiéncia

do analista e ndo em teorias rigidas.*>-¢

A elui¢do por gradiente mantém a largura da banda constante do
inicio ao fim, transferindo-se igual nimero de fracdes por pico da 'D
durante toda a separagio, além de cobrir uma ampla faixa de fatores
de retencdo k, o que permite a separagido de compostos com diferentes
retengdes em amostras complexas, sendo esta uma grande vantagem
frente a eluicdo isocrdtica®*¥’ na qual a largura de banda aumenta
regularmente com o aumento do tempo de eluicdo. Neste sentido,
separagdes gradientexisocrdtica resultam em uma perda significativa
na capacidade de pico,*enquanto que separagdes gradientexgradiente
tendem a melhorar consideravelmente a capacidade de pico.

A eluicdo por gradiente na 'D € utilizada principalmente em
RPLC, pois fornece uma melhora significativa na capacidade de pico,
em virtude das larguras de bandas mais estreitas e quase constantes,
especialmente para compostos fortemente retidos.*®

Por outro lado, no caso das separacdes bidimensionais, a es-
colha de um gradiente para a *D torna-se mais interessante, pois
a contribuicio desta dimensdo afeta diretamente a capacidade de
pico total do sistema.** A capacidade mdxima na *D aumenta com
o tempo disponivel para a separagdo, o qual serd igual ao tempo de
transferéncia da fragao da 'D mais o tempo do gradiente e o tempo
de recondicionamento da coluna. Assim, gradientes rdpidos com
um tempo fixo melhoram a velocidade de vazio linear em colunas
curtas e eficientes. Para alcancar uma capacidade mdxima na D,
o tempo de equilibrio deve ser suficientemente curto, o necessario
para restabelecer o equilibrio entre a coluna e o gradiente nas
condi¢des iniciais. Os diversos tipos de gradientes que podem ser
utilizados na *D s@o:

(a) gradiente completo (Figura 3a): neste caso, os gradientes se
repetem em cada fragéo da ’D em uma disponibilidade de tempo
muito curta antes que a proxima fracéo seja recolhida, fornecendo
larguras de bandas estreitas. No entanto, o tempo de recondicio-
namento, que deve estar incluso no tempo total da separagdo,
faz com que o tempo na °D seja ainda menor. Portanto, alguns
compostos que sdo fortemente retidos nao terdo tempo suficiente
para eluir no periodo de amostragem determinado, aumentando a
probabilidade do efeito “fora do ciclo” (wrap-around), fendmeno
que ocorre quando o tempo de reten¢do de um analito na D &
maior que o periodo de amostragem. Assim, o composto elui junto
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aos analitos do préximo periodo, levando a problemas de coelui-
¢do em separagdes subsequentes, devido a longa permanéncia do
analito no interior da coluna, e afetando consideravelmente a sua
deteccdo. Além disso, os compostos podem ndo estar uniforme-
mente distribuidos sobre a drea uniforme disponivel e tendem a
se agrupar em torno da diagonal.**!
gradiente em segmentos (Figura 3b): diversas mudangas na com-
posicdo ou na forga da fase mével sdo realizadas, sendo utilizados
solventes de menor for¢a cromatografica nas primeiras fracdes
e de maior forca cromatografica nas fragdes posteriores, todas
elas oriundas da 'D. Este tipo de gradiente fornece supressoes
importantes a largura de banda, o que melhora a capacidade de
pico na segunda dimens@o, além de diminuir a probabilidade
do efeito fora do ciclo, ja que vérios segmentos, com diversas
concentracdes de solvente organico, podem ser utilizados para
adequar a reten¢do da amostra.*?

gradiente paralelo (Figura 3c): a elui¢do na segunda dimensdo

utiliza um programa independente no qual existe uma separagao

quase isocratica, de modo que a concentracio do eluente mais
forte vai aumentando continuamente na segunda dimensao.

Portanto, os compostos sdo transferidos em duas ou mais fracdes

produzindo uma largura de banda bastante ampla levando a uma

baixa capacidade de pico.*

(d) gradiente por deslocamento (Figura 3d): este tipo de elui¢do € uma
combinagdo entre o gradiente paralelo e o gradiente completo.
Neste caso sdo realizadas diversas mudangas na fase mével, em
faixas estreitas e continuas, resultando em faixas de concentracéo
da fase mével que variam de acordo com a reten¢@o do composto,
dando maior cobertura ao espago de separacio e aumentando a
capacidade de pico do sistema total. No entanto, a primeira vez
que este software foi utilizado, sua programagdo foi feita para a
transferéncia de 40 fracdes de eluato da 'D para a *D, limitando
a técnica desenvolvida por Bedani ef al.*

Recentemente, Duxin ef al.* desenvolveram um novo software
para a aplicag@o continua do gradiente por deslocamento na 2D ob-
tendo um aumento significativo na drea de distribuicio de picos em
comparagdo com o gradiente completo, uma alternativa interessante
a ser testada futuramente.

(b

=~

(c

~

a b
1D ---
2D —

1D ---
2D —

Gradiente completo Gradiente em segmento

1D ---
2D —

1D ---
2D —

Gradiente paralelo

Gradiente de deslocamento

Figura 3. Tipos de gradientes empregados na *D para obtengdo da maior
capacidade de pico. Modificado a partir da Ref. 45

Ortogonalidade
Um sistema ortogonal € aquele no qual os mecanismos de se-

paracdo sdo totalmente independentes entre si e mostram diferentes
perfis de seletividade, com a finalidade de fornecer um maior espaco
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de separagdo distribuido nas duas dimensdes, que fica disponivel para
ser ocupado pelos picos separados.

Em cromatografia liquida, um sistema denominado verdadei-
ramente ortogonal é composto por HPLC em fase normal (NPLC,
Normal-phase High Performance Liquid Chromatography) versus
RPLC (NPLCxRPLC). No entanto, alcancar esta ortogonalidade &
extremamente dificil, pois isto ndo depende somente dos mecanis-
mos de separagdo, mas também das propriedades dos solutos e das
condicdes de separacdo. Além disso, a incompatibilidade do efluente
da 'D com o efluente da D podem ocasionar problemas no sistema.*

Dugo et al.*’ foram os primeiros a conseguir uma separagio to-
talmente ortogonal em um sistema NPLCxRPLC, usado na analise
de uma fragdo de heterociclicos oxigenados em 6leo de limao. Para
tanto, os autores utilizaram uma coluna microbore funcionalizada
com fons prata (Ag-HPLC) na 'D e uma fase mével composta por
uma mistura de n-hexano e acetato de etila (75:25, v/v) no modo
isocriatico, a uma vazao de 20 uL min™. As fra¢des foram transferidas
para a *D, em que se empregou uma coluna C18 e elui¢do por gra-
diente comum, sendo a fase mével composta por dgua e acetonitrila,
auma vazdo de 4 mL min™'. Neste trabalho, o problema de diferenca
na miscibilidade entre as fases mdveis foi resolvido empregando-se
uma vazao alta, compativel com o volume da amostra injetada na >D.
Nestas condices, a dilui¢do do solvente proveniente da 'D ocorre
rapidamente na *D, reduzindo o alargamento de banda.

Outro enfoque para reduzir as propriedades negativas desses sis-
temas foi o desenvolvimento de interfaces que volatilizam o solvente
proveniente da 'D, por meio da aplica¢@o de altas temperaturas ao
vacuo existente na interface, evitando-se a incompatibilidade dos
solventes em ambas as dimensdes do sistema.*$#

No entanto, uma boa ortogonalidade também pode ser conseguida
conhecendo-se as propriedades fisico-quimicas dos constituintes da
amostra, como estado de ionizago, polaridade, hidrofobicidade, entre
outras. Assim, diversas colunas podem ser acopladas com diferencas
na supertficie quimica, carga de carbono, grupos quimicos adsorvidos,
entre outros, enquanto que a fase movel pode ser alterada modifican-
do-se o pH, a temperatura ou adicionando-se reagentes de pareamento
i0onico. Neste sentido, para certas amostras, combinagdes como RPLC
e cromatografia de exclusdo (SEC, Size Exclusion Chromatography),'
cromatografia por troca ionica (IC, lon Chromatography) acoplada
com coluna de troca catidnica forte (SCX, Strong Cation Exchange
Chromatography),'"'> podem ser utilizadas.

Na andlise de peptideos, o sistema mais empregado ¢ o
SCXXRPLC, conseguindo uma separagio de fons na 'D e por hidro-
fobicidade na *D. Também € reportado o sistema RPLC,;;, xRPLC
no qual diferentes valores de pH podem ser escolhidos para a
formacdo de dois tipos de separacdo independentes, resultando
em uma melhoria na distribui¢do dos picos em comparagdo com
sistemas de cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (HILIC,
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) versus fase reversa
(HILICXRPLC) na separagdo de proteinas.

Sendo assim, sistemas que se denominam teoricamente ortogonais
ndo fornecem, necessariamente, uma melhor distribuicdo de pico.
A melhoria na distribui¢do de picos baseia-se nas propriedades dos
analitos e suas interagdes no sistema, levando-se em consideracdo as
varidveis independentes necessarias para identificar os componentes
da amostra.

Uma proposta universal bastante interessante para medir a orto-
gonalidade leva em considerag@o a drea de distribuicao efetiva (A,;)
mostrada na equagdo 11,

Ay=A-C (1)

onde A e C representam os espagos indisponiveis na drea retangular

Quim. Nova

da ’D, delimitada pelos eixos correlacionados,* como anteriormente
explicado.

A ortogonalidade, dada por O’, pode ser medida pela equacdo 12,
onde A € a drea efetiva e n',,, e n’,, a capacidade médxima de pico
tedrica na 'D e na ’D, respectivamente.*

A
o=—L (12)
ngra X ngra
Se o tipo de amostra for escolhido corretamente com o conjunto
de coluna, a comparacdo entre sistemas serd mais facil.

Resolucao de pico

Outro parametro importante quando se trabalha com cromatogra-
fia bidimensional € a resoluc¢do bidimensional, que foi descrita por
Giddings (equagdo 13):2

2 2
Esap =\ Rip1 + Ry po (13)

Diferentemente da cromatografia unidimensional, a resolucéo
entre picos na cromatografia bidimensional deve ser calculada em
cada uma das dimensdes e seus resultados devem ser posteriormente
relacionados, de acordo com a equacéo 13.

Assim, R, € a resoluc@o entre um par de picos em um sistema
bidimensional, R, ,, € a medida de resolugdo entre picos na primeira
dimensdo e R ,, refere-se a resolucdo entre picos na segunda dimen-
sdo. Deve-se lembrar que a resolu¢do € uma medida quantitativa de
separacgdo de dois componentes consecutivos e pode ser calculada a
partir da distancia que separa os maximos dos picos divididos pela
média das larguras de suas respectivas bases, w,, como mostrado na
equacio 14.%

_ 2(dpy —dpy)

Ry =——"—7% (14)
W1 + Wy

INSTRUMENTACAO

O sistema de LCxLC consiste em uma ou duas bombas, duas
colunas, um injetor, a interface e o detector, sendo um sistema tipico
mostrado na Figura 4. A otimizacao deste sistema depende, em gran-
de parte, do tipo de instrumentacdo utilizada, seja o tipo de coluna,
interface e detectores, os quais devem ser escolhidos cuidadosamente
para melhor aproveitamento dos resultados obtidos. A seguir serdo

Detector

Descarte

Bombas da 1D

Coluna
1D

Joge

1
q e

23333 Descarte
33332

Bombas da 2D

Figura 4. Representacdo esquemdtica de um sistema tipico de cromatografia
liquida bidimensional. Adaptado da Ref. 14
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apresentados e discutidos os componentes instrumentais de um
sistema de LCxLC.

Colunas

Colunas da primeira dimensdo

A separagdo na 'D € geralmente caracterizada por ser responsa-
vel pelo fornecimento da melhor condi¢do de resolugdo da andlise,
operando tanto no modo gradiente como isocratico, o que depende
da amostra e do soluto. A 'D pode também consistir em uma série
de colunas acopladas em série antes de se realizar a transferéncia
do eluato a °D.

O tipo de coluna usualmente utilizado em 'D consiste em colunas
de didmetro interno reduzido que podem variar entre 0,5 a 1 mm ou
ainda com didmetros internos menores que 2 mm.

As vazdes baixas tipicamente aplicadas nestas colunas fornecem
volumes de fracdes compativeis com colunas convencionais de dia-
metros internos de 4,6 mm na °D, mas também podem ser utilizadas
colunas de didmetro interno maior. Neste caso, o efluente deve ser
dividido antes da interface, porém, desta forma, grande parte da
amostra ¢ desperdicada e a detectabilidade é comprometida.*’

Colunas da segunda dimensdo

Nesta dimensio, a velocidade de andlise é fundamental, pois um
grande nimero de fragdes € transferido para a segunda dimensdo,
sendo fundamental a manuten¢do da capacidade de pico e, para
isto, vazdes na D devem ser elevadas e variar com o periodo de
amostragem.

Colunas com diametro interno de 4,6 mm sido normalmente
utilizadas visto que, como regra, o didmetro interno da *D é sempre
maior, de quatro a oito vezes maior que o da coluna usada na 'D.>°
No entanto, diversas estratégias tém sido reportadas para aumentar
a velocidade de andlise em HPLC. Colunas monoliticas estdo entre
as possibilidades de aplicac@o, devido a sua alta permeabilidade e
curto tempo requerido para regeneraciao e por também permitirem
trabalhar com vazdes elevadas sem perda de resolugdo.’'?

Colunas tubulares abertas (PLOT, Porous Layer Open Tubular
Column) sdao também conhecidas e, além de fornecerem analises ra-
pidas, sdo capazes de realizar separacdes com alta resolucdo. Colunas
PLOT sao revestidas internamente com uma camada fina de material
poroso, no qual o pequeno caminho para a difusio dos solutos reduz
o tempo de retengdo dos componentes da amostra em comparagio a
colunas convencionais. Este tipo de fase € muito utilizado na andlise
de peptideos e de antioxidantes, chegando até a substituir as colunas
monoliticas convencionais.™

Outra estratégia consiste na aplicacdo de maiores temperaturas
na D, o que possibilita o aumento da vazao da fase mével usada na
separacgdo. Carr er al***>* realizaram gradientes ultrarrdpidos em
colunas de zirconia revestidas com carvdo, a uma temperatura de
100 °C. Dito sistema era totalmente pressurizado, a fase mével era
aquecida antes de passar pela coluna, enquanto a coluna era mantida
dentro de um forno para seu posterior aquecimento. Mantendo a tem-
peratura da fase e da coluna similar € evitado o alargamento de bandas
cromatograficas. Adicionalmente, a pressao de trabalho foi reduzida,
o qual acelerou a separagdo, sem perda da eficiéncia, conferindo
um efeito positivo sobre as propriedades de transferéncia de massa.

Outra alternativa para acelerar a anélise na °D € a utilizagdo de
colunas recheadas com pequenas particulas de fase estaciondria,
menores que 2 um. Apesar dos tempos de regeneragdo serem mais
longos, estas colunas representam um beneficio em termos de tem-
po de andlise que exigem pelo menos 30000 pratos por metro de
eficiéncia cromatogréfica. No entanto, outros tipos de adaptacdes
sdo requeridos durante o uso destas colunas, sendo necessdria uma
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instrumentacao capaz de trabalhar com altos valores de pressio, como
aquela utilizada em UHPLC.

Sistemas UHPLC

A exigéncia por separagdes cada vez mais rapidas e eficientes com
a finalidade de aumentar a capacidade de pico total do sistema tem
levado a considerar a possibilidade de acoplamento HPLCxUHPLC,
UHPLCxHPLC ou UHPLCxUHPLC.

As colunas utilizadas em sistemas UHPLC sdo recheadas com
particulas inferiores a 2 um de didmetro interno. Estas particulas
oferecem maior facilidade na transferéncia de massas e sao capazes de
trabalhar em altas pressdes (100 MPa), resultando em andlises rapidas
e eficientes. As colunas mais comumente utilizadas sdo recheadas
com materiais porosos ou superficialmente porosos e possuem um
diametro interno de 1,0 a 2,1 mm, gerando excelentes eficiéncias
cromatogrificas.>>>

Na literatura, varios sistemas empregando a UHPLC tém sido
reportados, na sua maioria usando a coluna UHPLC na °D, para o
melhor aproveitamento da rapidez da separacéo necessdria devido
aos curtos tempos exigidos pelo gradiente e de recondicionamento
da coluna.®®>*

Um aspecto fundamental destes sistemas € a capacidade de au-
mentar o periodo de amostragem menor que 15 s, resultando em uma
melhor transferéncia de eluatos da 'D para °D, pois sdo aproveitadas
as altas pressoes aplicadas na ?D para uma separagao rapida.*® Além
disso, tem sido reportado que a tecnologia UHPLC utilizada em uma
das dimensdes pode aumentar de 15-20% a capacidade de pico em
comparacao aos sistemas HPLC que trabalham a 40 MPa, enquanto
que utilizando as colunas de UHPLC nas duas dimensdes, pode-se
aumentar a capacidade de pico de 25-30%. No entanto, tem sido ob-
servado que sistemas UHPLCxHPLC fornecem maiores eficiéncias
na separagdo que a configuragdo contraria, dada por HPLCxUHPLC.

Uliyanchenko er al.*® avaliaram a eficiéncia na separacdo de
polimeros sintéticos em um sistema UHPLCxUHPSEC. Os autores
obtiveram informagdes valiosas sobre a composicao dos polimeros
e sua composi¢do quimica, baseada tanto na hidrofobicidade como
no tamanho das particulas, em um tempo de andlise menor que 1 h.
Estas informagdes ndo poderiam ter sido obtidas a partir de separagdes
unidimensionais. Dessa forma, UHPLC € uma ferramenta croma-
tografica poderosa em termos de velocidade e poder de resolucao.

Interfaces

A interface € o componente-chave de todo sistema multidimen-
sional, jd que permite a transferéncia continua de fracdes da 'D até a
D. Seu desenho € particularmente importante, especialmente para
as combinacdes que incorporam modos de separacdo que sdo mais
dificeis de serem combinados. Diversos tipos de interface tém sido
desenvolvidos segundo a necessidade e o objetivo desejado, e, devido
a grande importancia das interfaces, vdrias configuragdes com seus
principios, suas vantagens e desvantagens sao apresentadas na Tabela 1.

Dessa forma, as interfaces mais utilizadas em anélises rdpidas,
sem comprometimento da eficiéncia, sdo a interface de loop e loop
recheado. O esquema para as duas interfaces € exatamente igual,
mudando somente na interface de loop recheado, que possui fase
estaciondria no interior dos loops. Na Figura 5 pode ser visualizado
um esquema da interface de loop recheado.

Detectores

Em LCxLC o detector ¢ comumente colocado no final da *D.
Porém, € sabido que uma alta vazdo de fase mével € imposta nesta
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Tabela 1. Tipos de interfaces utilizadas em LCXLC, com seus principios, vantagens e desvantagens

Quim. Nova

Tipos de interface

Principio

Vantagens

Desvantagens

Interface de loop*®

Primeiro loop acumula o eluato da 'D
enquanto o segundo envia para ?D o
eluato previamente coletado

Trabalham simultaneamente, pro-
porcionando uma andlise continua

A quantidade de fase mével que €
transferida para a °D durante o periodo
de amostragem deve ser considerada
para determinar o tamanho do loop

Interface de loop recheado™%°

O primeiro loop retém eluato da
'D enquanto o segundo transfere o
eluato previamente retido para °D.
Semelhante a anterior, mas com loop
recheado com sorvente

Trabalham simultaneamente durante
aanalise. Sdo excelentes para realizar
a focalizagdo do eluato que provém
da 'D, resultando em uma diminui¢do
da largura de banda

e Pode apresentar complicacdes
Alguns compostos podem ficar muito
retidos e a dessorcao deve ser realizada
rapidamente para evitar o alargamento
de banda

e As caracteristicas do sorvente no loop
dependem das propriedades da amostra

Interface de parada de fluxo> !¢

Quando a transferéncia da fragdo
desejada da 'D € concluida, a valvula
interrompe o fluxo da 'D permitindo a

A velocidade de andlise na segunda
dimensdo ndo € limitada podendo
aumentar a capacidade de pico no

Se muitas fracdes sdo coletadas na
'D, o tempo total de andlise torna-se
muito longo

separagdo na °D

sistema

Segunda dimenséo paralela® A coluna da ?D é carregada com elu-
ente da 'D enquanto os analitos que
eluiram no periodo anterior sdo sepa-

rados em uma segunda coluna na D

e As duas colunas devem ter exata-
mente as mesmas propriedades e
tempos de retenciao

e Pode ocorrer alargamento de banda
devido ao maior tempo de residéncia
do soluto dento do sistema

e Trabalham simultaneamente du-
rante a anélise

e O tempo de recondicionamento
da coluna € praticamente nulo

Interface de evaporacdo a vacuo Evapora-seo solvente da fase mével

e Trabalha continuamente durante A recuperacdo de compostos com

(NPLCxRPLC)*# que provém da 'D, mediante a apli-  a andlise baixos pontos de ebulicdo € inferior
cacdo de altas temperaturas, sob e Elimina o problema de incom- a 60%, comprometendo a detectabili-
condicdes de vicuo patibilidade entre acoplamentos dade total do sistema.

NPLCxRPLC
(» ja que um ndmero considerdvel de pardmetros deve ser levado
AL em consideragdo na sua otimizacdo. No entanto, estes parametros
[~ Descaris tém impulsionado os diversos fabricantes a fornecer uma melhor
Bombaip Conat automatizacdo da técnica. Alguns dos problemas mais comuns sdo
T I— apresentados a seguir:

Coluna 2D

Bomba 2D

Figura 5. Interface de loop recheado. Adaptado da Ref. 58

dimensio e, assim, € necessdrio que o detector utilizado apresente alta
taxa de aquisi¢do de dados, a fim de se evitar perda de resolucéio. Neste
cendrio, a utilizagdo de um detector por espectrometria de massas por
tempo de voo (ToF-MS, Time of Flight Mass Spectrometry) pode ser
uma excelente op¢ao, pois permite uma alta taxa de aquisi¢@o. No
entanto, quando detectores de massas sao empregados, o efluente da
’D deve permitir a ionizacdo dos compostos, e, neste caso, 0 nimero
de combinagdes de sistemas possiveis € limitado. Porém, esse pro-
blema pode ser contornado com o uso de RPLC na 2D.%

Outro detector comumente utilizado € o arranjo de diodos (DAD,
Diode Array Detector), que € capaz de quantificar analitos em niveis
de nanogramas, além de fornecer a colecdo espectral de 80 Hz de
200 a 600 nm.*%

Atualmente, o acoplamento de detectores, como DAD-MS, estd
sendo utilizado em série, no final das colunas, maximizando as van-
tagens de ambos e permitindo detec¢do, quantificagio e identificag@o
simultinea dos compostos separados.*

Problemas técnicos e desvantagens apresentadas na LCxLC

A técnica LCXLC ainda necessita de amplo desenvolvimento,

Conexaes e colunas

A implementagdo das colunas € um processo critico, ja que a
transferéncia da 'D para *D deve ser continua e rdpida, e os volumes
dos tubos e dimensdo das conexdes das colunas e partes internas
da vdlvula devem ser minimos para que se evite o alargamento do
pico. Configuragdes com colunas na D em paralelo sofrem mais
com este alargamento de pico, devido ao volume retardado, dada a
complexidade do sistema.®

Compatibilidade da fase movel

Os solventes que ndo sdo completamente misciveis acarretam
grandes dificuldades na combinagdo de diferentes modos de separa-
¢do. Assim, € necessdrio o uso de misturas aquosas como solventes
ou de um ajuste da vazdo na 'D com o volume da amostra na ’D, a
fim de promover a dilui¢do do solvente através dela, ou ainda o uso
de uma interface que possa volatilizar o solvente da 'D para evitar
deterioragdo da separac@o.?’

Efeito fingerprints

Na interface entre dois solventes de diferentes viscosidades, o
solvente de menor viscosidade pode deslizar e penetrar no solvente
de maior viscosidade, resultando em um cromatograma com manchas
que se assemelha as impressoes digitais e faz com que o mdximo do
pico apresente-se totalmente distorcido. Este fendmeno de distor¢ao
no cromatograma é chamado de efeito fingerprint.®’

Este efeito deve ser cuidadosamente considerado, pois ndo é
possivel observd-lo durante a andlise. Uma maneira de eliminar o
efeito fingerprint € utilizando colunas recheadas com particulas
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menores, pois o uso de particulas menores dificulta o deslizamento
do solvente de menor viscosidade e, adicionalmente, deve-se evitar
o uso de solventes com grandes diferengas de viscosidade.

Diluigdo e detectabilidade

Diluigdo e detectabilidade sdo importantes, pois sdo causas
principais de diminuic@o dos limites de detecgdo em LCxLC. Assim,
configuragdes que permitem a focalizagdo e a concentragio do analito
colaboram para uma melhor detectabilidade. Porém, a escolha do
mecanismo de focalizacio para cada sistema nio € tarefa simples e,
neste caso, valvulas com loops recheados com fase estaciondria sdo
as mais indicadas. Deste modo, tém-se a rearmazenagem temporal
das fracdes do analito que serdo conduzidas a ?D sob a forma de
bandas estreitas.®

PROCESSAMENTO DOS DADOS E O PAPEL DA
QUIMIOMETRIA NA LCxLC

Além do tempo gasto com a andlise de uma amostra propriamente
dita, outras etapas que consomem tempo sa0 0 processamento € a
representacdo grafica em trés dimensdes dos cromatogramas. O
registro do sinal do detector em fungdo do tempo em um sistema de
LCxLC € uma sequéncia continua e encadeada de cromatogramas
para cada fragdo eluida na segunda coluna. A partir desse registro
digitalizado pode-se construir cromatogramas tridimensionais [Sinal
do detector x tempo de retengao na 'D (t,)x tempo de reten¢do na
segunda dimensao (tg,)].

A Figura 6% foi construida a partir de dados de GCxGC, jd
que a forma dos cromatogramas € a mesma que a obtida em LCxLC.
Nela, trés picos, sendo dois parcialmente separados e outro na forma
de uma banda cromatografica larga (consistindo de trés analitos ndo
separados na 'D) sdo fracionados e direcionados para *D (A). Na
Figura 6B estdo ilustrados os cromatogramas brutos resultantes de
sete fragdes provenientes da 'D. A partir deles, pode-se desenhar
graficos sinal X ty, X ty, como superficies de resposta tridimensional
(6C), ou uma série de curvas monocromaticas de nivel (6D) ou utili-
zando escalas cromaticas de intensidade de sinal (6E). Atualmente, a
ultima forma (6F) tem sido mais utilizada na visualizagio dos dados.®

Cromatograma 1D

45\\ (A)

U Modulagdo

1‘1 VYV Y Y
| ‘ (8)

LU HLILL

Cromatograma 2D
Tranformagao

(F)

Visualizagdo

20
(\‘—)
2

Cromatogramas em

2 Segunda Dimensdo

Figura 6. Construgdo de cromatogramas sinal X tp,Xt,, em LCXLC. Adaptado
a partir da Ref 69. (a) cromatograma unidimensional, (b) cromatograma
bidimensional (bruto), (c) visdo geral do cromatograma em duas dimensaes,
(d) diagrama em 3D, (e) diagrama de contorno, (f) diagrama de cores
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Cada amostra analisada em LCxLC fornece uma matriz de dados
(sinal X t, X t;,) com uma quantidade de informagéo de alta complexi-
dade, como no caso de dados gerados em sistemas LCxLC-DAD-MS,
no qual uma quantidade elevada de dados pode ser obtida, alcan¢ando
mais de 10 milhdes de pontos. Neste caso, problemas relacionados
ao processamento e armazenagem sao consideraveis,'* e técnicas de
refinamento estatistico e matemdtico de dados sdo indispensaveis.
Neste cendrio, a quimiometria vem sendo amplamente utilizada,
principalmente no tratamento de dados multidimensionais.

Os problemas mais comuns apresentados em separa¢des mul-
tidimensionais nos quais a quimiometria tem tomado parte sdo os
seguintes:

(a) corregdo do fundo (background) ou sinal/ruido: Zhang et al.”!
sugeriram o uso da decomposi¢ao trilinear como um método
estatistico para a elimina¢do do background, nesse caso, com
dados provenientes do LCxLC-DAD. A proposta foi baseada na
utilizag¢do dos sinais analiticos como fatores para a constru¢do
de um modelo através da descomposi¢do trilinear alternada
(APTLD, Alternating penalty trilinear of composition), con-
seguindo eliminar o background sem perda da informacéo na
regido espectral.

(b) alinhamento dos tempos de retenc¢ao: os sistemas multidimensio-
nais sempre estiio sujeitos a flutuagdes nos tempos de retengdo,
podendo ter origem nas variagdes de temperatura, pressao, de-
gradacao da fase estaciondria, efeitos negativos dos moduladores,
além de efeitos matriz. Este problema pode ser resolvido por meio
de diferentes algoritmos, dentre eles o algoritmo de Mispelaar
et al.,””um dos mais utilizados, e que sugere uma correlagdo
otimizada associada com as regides selecionadas do cromato-
grama. Neste caso, o algoritmo utiliza um cromatograma como
referéncia para alinhar todas as secc¢des do pico, identificando a
melhor posic¢do de ajuste.

Zhang et al.”® desenvolveram um algoritmo, denominado de
correlacdo otimizada do algoritmo deformado (COW, Correlation
Optimized Warping Algorithm), utilizado para alinhar dados de
GCxGC-TOF-MS, demonstrando ser um algoritmo poderoso, que
comprime um segmento da amostra do cromatograma ?D para ma-
ximizar a correlagdo da amostra associada a um cromatograma de
referéncia, com a finalidade de alinhar os tempos de retengdo em
ambas as dimensdes do cromatograma.

Recentemente, Allen e Rutan’ desenvolveram um algoritmo ade-
quado para o alinhamento de dados provenientes de LCXLC-DAD,
sendo que este algoritmo permite trabalhar com dados provenientes
de sistemas multidimensionais, com resultados excelentes.

Durante as andlises quimiométricas as matrizes obtidas sdo em-
pilhadas de maneira a formarem um cubo de dados. S3o necessarios
algoritmos quimiométricos que possam cumprir esse requisito a fim
de atender a dimensionalidade dos dados. Estes dados sdo classifica-
dos como multimodos (multi-way) ou dados de ordem superior. Os
algoritmos mais utilizados para uma melhor interpreta¢do dos dados
sdo mostrados a seguir:

(a) andlise de fatores paralelos (PARAFAC, Parallel Factor Analysis):
este algoritmo descompde os dados em triades, de forma que cada
componente consistird em um vetor de escores e dois vetores de
pesos que corresponderdo ao nimero de espécies quimicas no
sistema. Assim, 0 PARAFAC € capaz de resolver picos, identificar
e quantificar”"” principalmente em matrizes de ordem superior.

(b) andlise de componentes principais multimodo (MPCA, Prin-
cipal Component Analysis Multiway): este algoritmo, baseado
em andlise exploratdria, ¢ comumente utilizado para indicar as
similaridades e as diferencas gerais entre um grupo de amostras.
O MPCA agrupa varidveis altamente correlacionadas em uma
nova varidvel chamada de componente principal que se direciona
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ao longo do eixo de maior espalhamento dos dados, segundo

suas similaridades quimicas. O algoritmo descompde o cubo

de dados em duas matrizes, uma de escores e outra de pesos,

baseados em vetores proprios. Os escores sdo utilizados para a

classificagdo das amostras, uma vez que expressam as relacoes

entre as amostras, enquanto os pesos mostram as relagdes entre
as varidveis definidas.”

Em um trabalho recente, Wang ef al.” realizaram a andlise de
Schisandra chinensis, um medicamento chinés com propriedades an-
ticancerigenas e antioxidantes, utilizando um sistema compreendido
por um lipossoma imobilizado na 'D, semelhante a membranas biol6-
gicas, para estudar as relagdes entre as membranas e 0 medicamento,
enquanto que a *D baseou-se em uma coluna de silica monolitica.
Com este sistema foi possivel separar mais de 40 compostos presentes
no medicamento. O MPCA foi utilizado com sucesso no controle de
qualidade, sendo que a maioria das amostras foi classificada em um
dnico grupo e as restantes, que permaneceram muito longe do grupo,
foram discriminadas.

(c) resolugdo de curvas multivariadas com minimos quadrados al-
ternados (MCR-ALS, Multivariate Curve Resolution Alternating
Least Squares): baseia-se no modelo bilinear expresso na equagao
15.50

D=CS"+E (15)

O objetivo € a decomposi¢ao bilinear da matriz de dados D nos
perfis puros associados a varia¢@o de cada contribuinte, representado
pelas matrizes S™ e C, com E sendo a variacdo de cada contribuinte,
que ndo pode ser explicada pelo modelo e, dessa forma, deve estar
préxima do erro experimental.®* O algoritmo de minimos quadrados
alternados calcula as concentragdes das matrizes puras C e ST nas
misturas a partir de uma estimativa inicial,* que pode ser fornecida
pelo algoritmo ou serem escolhidas pelo analista.

Vale a pena resaltar que, atualmente, existem poucos softwares
desenvolvidos especialmente para LCXLC. Mondello et al.®' de-
senvolveram um software que permite a integracdo automatizada e
correta de cada pico bidimensional, sendo este avaliado com sucesso
na quantificagdo de diversos padrdes comerciais e de 6leo essencial
de grapefruit como amostra real. Os resultados foram comparados
com os obtidos por LC. No entanto, uma perda de detectabilidade foi
observada quando LCxLC foi utilizada (limite de detec¢do = 0,10 pg
mL") em comparagdo com LC (limite de detec¢do = 0,05 pg mL™),
o que pode ser atribuido a menor quantidade de analito que chega ao
detector apds sua passagem em um sistema bidimensional.

RELEVANCIA DA LCxLC NA ANALISE DE ALIMENTOS

O poder de separagao da LCxLC tem sido demonstrado em
diferentes dreas, mas seu uso durante a andlise de produtos naturais
e alimenticios®? tem aumentado exponencialmente, devido a comple-
xidade destas amostras. Alguns exemplos de aplicagdes nessa drea
sdo mostrados a seguir.

Na andlise de alimentos, a LCxLC tem sido empregada em vdrias
etapas, desde controle de qualidade, fabricagdo, até estocagem dos
alimentos processados. Também tem sido muito utilizada para a
caracterizagio de alimentos in natura.*

Produtos alimenticios sdo matrizes muito complexas que contém
diversos nutrientes, como compostos organicos (lipidios, carboidra-
tos, proteinas, vitaminas) e inorganicos (dgua, minerais, oxigénio).
Estes tipos de amostras s3o comumente separados em sistemas
NPLCxRPLC, o qual fornece uma excelente separacio de amostras
complexas ndo ionizadas que diferem em polaridade.®!

Dugo er al.¥ utilizaram a LCXLC na anélise de carotendides em

Quim. Nova

amostras de 6leo essencial de laranja, substancias pertencentes a uma

classe importante de pigmentos, cuja determinagao € complicada pela

grande diversidade estrutural, instabilidade extrema dos compostos,
além da falta de padrdes comerciais. Os carotendides livres foram
obtidos apds a saponifica¢do do 6leo, injetado sem diluig@o.

A anilise foi realizada em um sistema composto de uma coluna
microbore de fase normal na 'D e uma coluna monolitica C18 na D,
conectadas por uma valvula de interface de 10 vias, equipada com
dois loops de 20 pL e um detector por arranjo de diodos, sob uma
vazdo de 4,7 mL min™' e tempo de modulagdo de 2 min.

Os autores conseguiram a separa¢do de 70 compostos em mono-,
di- e triep6xidos, de acordo com sua polaridade e hidrofobicidade,
dentre eles, o;B-carotenos; o, o, 0.-5,6,5-diepoxi-diol; o, 0.-5,8,5,8-
diepoxi-diol, hidrocarbonetos, carotenos e seus derivados oxigenados
que sofreram coelui¢do em LC. Os parametros de retengdo e espec-
tros UV-Vis foram usados para a identificacdo inicial de um grande
nimero de carotenoides.

Montero ef al.® relataram a aplicagdo de LCXLC na andlise de
compostos fendlicos em diferentes variedades de magds. Os com-
postos fendlicos estdo recebendo especial atengdo devido aos seus
benéficos potenciais a saide. Sua caracterizagdo em amostras de
alimentos, contudo, € geralmente uma tarefa dificil, considerando-se a
variabilidade das estruturas quimicas, o que aumenta a complexidade
da andlise. O preparo de amostras consistiu em liofilizar pequenos
pedacos de maca, triturd-los e extrai-los com 80 mL de uma mistura
de acetona e dgua (70:30, v/v) durante 20 min, utilizando agitagio
magnética. O extrato resultante foi centrifugado durante 20 min e o
precipitado foi extraido novamente, seguindo o mesmo procedimento.
Os sobrenadantes resultantes foram reunidos e adicionou-se 50 mL
de dgua. Os compostos fendlicos foram concentrados utilizando
extrac¢do em fase solida e 5,0 mL de acetona: dgua (70:30 v/v) para
eluir os polifendis de interesse. O extrato foi evaporado, liofilizado
e diluido para ser injetado. A andlise bidimensional foi baseada no
emprego de uma coluna HILIC na 'D baseada em diol, Lichrospher-
diol-5 (150 mm x 1,0 mm x 5 um, HiChrom), com utilizagdo de uma
coluna de guarda de mesma fase estaciondria, e uma coluna C18 na
’D. Empregaram-se vazdes de 21 yL min! de 0 até 24 min e de 15
uL min’ de 24 min até o final da andlise em ambas as dimensdes,
por meio da utilizagdo de duas bombas e de uma vélvula eletronica
de 10 entradas. O efluente da 2D foi dividido, sendo direcionado
para um detector UV no qual o espectro foi coletado de 190 até 550
nm, em uma taxa de aquisi¢do de 20 Hz. Diversos compostos foram
separados e identificados tentativamente em uma tnica corrida de 50
min, como vdrios oligdmeros com alto grau de polimerizagdo, como
procianidinas, diidrochalconas e 4cidos fendlicos, demonstrando o
grande potencial da LCxLC na identificacdo de compostos fenélicos
em amostras complexas de alimentos.

Cacciola et al ¥ utilizaram a LCXLC na andlise de carotenoides,
que consiste em uma mistura complexa de carotenos, licopeno e
xantofilas (carotenoides oxigenados), de dificil resolucéo em sistemas
unidimensionais.

A especial atenc¢io nestes compostos deriva de suas propriedades
antioxidantes e anticancerigenas e prevencdo de problemas cardio-
vasculares, entre outros. A necessidade em aumentar a resolugao
do sistema para uma melhor identificacdo dos compostos levou os
autores a testarem duas colunas em série na segunda dimensao e dois
periodos de amostragem. As condi¢des cromatogréficas empregadas
nas separacdes bidimensionais do tipo NPLCxRPLC utilizando dois
sistemas foram:

(a) coluna microbore baseada em ciano (250 mm x 1,0 mm x 5,0 um)
x C18 (30 mm x 4,6 mm x 2,7 um) com um periodo de amostra-
gem de 0,75 min. A fase mével empregada na 'D foi n-hexano e
na ’D, uma mistura de acetonitrila e d4gua (10:90, v/v);
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(b) coluna microbore baseada em ciano (250 mm x 1,0 mm x 5,0 pm)
x C18-C18 (30 mm x 4,6 mm x 2,7 um, cada) com dois peri-
odos de amostragem diferentes: (1) 1,50 min e (2) 1,00 min. A
fase mével empregada na 'D foi n-hexano:butilacetato:acetona
(80:15:5, v/v/v) e dlcool isopropilico na *D.

A interface em ambos os sistemas consistiu de duas valvulas
de alta velocidade e dois loops de amostragem de igual volume.
Vazdes de 10 pL min"' e 4 mL min™ foram utilizadas na 'D e na °D,
respectivamente. Assim, o efluente da coluna foi divido, sendo um
direcionado para um detector UV, no qual o espectro foi coletado de
250 até 550 nm a uma taxa de aquisi¢do de 12,5 Hz, e o outro foi
direcionado para um espectrOmetro de massas com ionizagdo quimica
a pressao atmosférica (MS-APCI, Atmospheric Pressure Chemical
lonization) a fim de realizar a identificacio dos compostos, com uma
faixa de varredura compreendida entre 200-1200 m/z.

Observou-se que, usando os dois conjuntos de colunas, o pri-
meiro sistema, NPLCxRPLC, resultou em uma capacidade de pico
n igual a 526, enquanto o segundo, NPLCx2RPLC, com periodo de
amostragem de 1,50 min, forneceu n= 373. Este ultimo sistema, com
periodo de amostragem de 1,00 min, resultou em n = 639. Diante
destes resultados, observa-se que o segundo sistema sofreu notavel-
mente com o aumento no periodo de amostragem, mesmo usando-se
duas colunas na D.

Neste estudo, mais de 30 compostos e 10 familias foram identi-
ficados e quantificados, o que seria praticamente impossivel usando
a cromatografia liquida convencional.

PERSPECTIVAS: DIRECOES PARA SEPARACOES
MULTIDIMENSIONAIS

Considerando as diversas dreas, torna-se dificil prever o futuro
de uma técnica no longo prazo. Porém, certas evidéncias podem
indicar em quais pontos devem ser focados maiores esfor¢os para
sua evolucdo e ampla aplicacdo no futuro. O objetivo geral de novas
tecnologias para a cromatografia € viabilizar separacdo, identifica-
¢do e quantificagdo rapidas do maior nimero de amostras possiveis,
utilizando equipamentos faceis de operar e com grande robustez. A
cromatografia bidimensional € uma técnica muito poderosa que pode
resolver problemas complexos nas mais diversas dreas de aplicagdo.
A LCXxLC, por requerer instrumentacdo mais complexa, nido tem
sido empregada como uma técnica de rotina. Porém, gracas a sua
capacidade de automacao e ao grande poder de separacao, esta técnica
tem potencial para ser amplamente empregada nos laboratérios de
pesquisa e em andlises rotineiras. Além do mais, em alguns casos,
a etapa de preparo das amostras € reduzida, diminuindo o tempo de
andlise quando se trabalha com LCxLC.

Um desafio da técnica consiste no desenvolvimento das interfaces
que, por sua vez, tém estimulado o desenvolvimento de valvulas de
comutagdo, com volumes mortos reduzidos, estabelecendo assim uma
melhoria na eficiéncia de separagdo através de aumento na capacidade
de pico total. Uma outra tendéncia € a adaptacao dos sistemas UHPLC
na separacdo multidimensional visando a melhoria na rapidez da
andlise e a eficiéncia cromatogréfica.

Vale a pena destacar que, em termos praticos, existe muito a ser
desenvolvido na drea de softwares para a utilizagdo em separagio
multidimensional, para que esta se torne uma técnica de rotina.
Considerando os desafios das separagdes de amostras complexas,
é esperado que haja um aumento das aplicagdes usando sistemas
multidimensionais.

CONCLUSOES

A cromatografia liquida bidimensional abrangente (LCxLC)
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sofreu uma grande expansdo desde a década de 1990, e com isso sua
popularidade aumentou com o passar dos anos, sendo sua principal
vantagem o aumento no poder de resoluc@io em separacdes complexas.
A LCxLC excede a capacidade mdxima da cromatografia liquida con-
vencional devido a combinagdo de dimensdes ortogonais, nas quais
o soluto ¢ submetido a diferentes mecanismos de separagdo, sendo
assim uma ferramenta 1til na identificacdo de solutos em matrizes
complexas. Desta forma, o potencial deste tipo de separagao justifica
todos os esforgos realizados no seu aperfeicoamento, tais como a
busca por novas fases estaciondrias que permitam combinacdes or-
togonais e o desenvolvimento de novos softwares. Comercialmente
existem sistemas de LCxLC disponiveis, porém a grande maioria dos
sistemas bidimensionais utilizados atualmente € adaptada a partir de
dois sistemas de HPLC.

A LCxLC tem se firmado como objeto de estudo a fim de que se
possam desenvolver sistemas bidimensionais cada vez mais robustos
e capazes de analisar de forma adequada amostras complexas a fim
de implementar seu uso em andlises de rotina.

LISTA DE ABREVIATURAS

APCI-MS: espectrometria de massas com ioniza¢do quimica a
pressao atmosférica (do inglés, Atmospheric Pressure Chemical
Ionization Mass Spectrometry)

APTLD: descomposigdo trilinear alternada (do inglés, Alternating
Penalty Trilinear of Composition).

COW: correlagdo otimizada do algoritmo deformado (do inglés,
Correlation Optimized Warping Algorithm).

DAD: detector por arranjo de diodos (do inglés, Diode Array De-
tector).

'D: primeira dimensio.

’D: segunda dimensao.

HILIC: cromatografia liquida de interag¢@o hidrofilica (do inglés,
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography).

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High
Performance Liquid Chromatography).

IC: cromatografia por troca idnica (do inglés, lon Chromatography).
LCxLC: cromatografia liquida bidimensional abrangente (do inglés,
Comprehensive two-Dimensional Liquid Chromatography).
LC-LC: cromatografia liquida bidimensional de fra¢des parciais

(heart-cut).

MCR-ALS: resolugio de curvas multivariadas com minimos qua-
drados alternados (do inglés, Multivariate Curve Resolution
Alternating Least Squares)

MPCA: andlise de componentes principais multimodo (do inglés,
Principal Component Analysis Multiway)

MS: espectrometria de massas (do inglés, Mass Spectrometry)

N: eficiéncia cromatografica.

NPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase normal (do in-
glés, Normal-phase High Performance Liquid Chromatography)

n,,,p:capacidade maxima de separacdo em um sistema bidimensional.

'n : capacidade de separacdo na primeira dimensao.

n,: capacidade de separagdo na segunda dimensao.

PLOT: colunas tubulares abertas (do inglés, Porous Layer Open
Tubular Column).

PARAFAC: andlise de fatores paralelos (do inglés, Parallel Factor
Analysis)

RPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (do
inglés, Reversed-phase High Performance Liquid Chromato-
graphy).

R_: resolucdo cromatografica.

R, ,,: resolugdo entre picos em um sistema bidimensional.

R, ;: resolugdo entre picos na primeira dimenséo.
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R, ,, : resolugdo entre picos na segunda dimens@o.
SCX: cromatografia de troca ionica forte (do inglés, Strong Cation

Exchange Chromatography).

SEC: cromatografia de exclusdo (do inglés, Size Exclusion Chro-

matography).

UHPLC: cromatografia liquida de ultra eficiéncia (do inglés Ultra

High Performance Liquid Chromatography).

w,: largura média de pico na base.
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