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RESUMO: Os compostos complexos
demandam por averiguagdes singulares
em variadas aplicagbes no periodo
hodierno. Objetivou-se, assim, aprofundar
o conhecimento sobre as estratégias e
desafios envolvidos na analise quantitativa
de compostos complexos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Justificou-se
este tema através da notoriedade tanto da
precisdo quanto da sensibilidade analitica
nos principais campos onde esta técnica
€ empregada, além da contribuicdo para o
desenvolvimento de produtos e processos,
monitoramento e controle ambiental e
conformidades regulatérias. No campo
metodologico, aplicou-se uma revisdo
bibliografica exploratéria e documental por
vias de uma pesquisa com abordagem
descritiva e observacional. Os principais
resultados ressaltam a versatilidade
do HPLC na andlise de compostos
complexos, permitindo a separagéo eficaz
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e a quantificacdo precisa de analitos em
diversas matrizes. Ainda mais, estratégias
de detecgdo, como UV-Vis, fluorescéncia
e espectrometria de massas, oferecem
opcdes para analisar diferentes tipos de
analitos, aperfeicoando a seletividade e a
sensibilidade da analise.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos
Complexos; HPLC; Estratégias;
Adversidades.

QUANTITATIVE ANALYSIS OF
COMPLEX COMPOUNDS BY HPLC
STRATEGIES AND CHALLENGES

ABSTRACT: Complex compounds demand
unique investigations in various applications
in the modern period. Thus, the objective
was to deepen the knowledge about the
strategies and challenges involved in the
quantitative analysis of complex compounds
by high-performance liquid chromatography.
This theme was justified by the notoriety
of both precision and analytical sensitivity
in the main fields where this technique
is used, in addition to the contribution
to the development of products and
processes, monitoring and environmental
control and regulatory compliance. In the
methodological field, an exploratory and
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documental bibliographical review was applied through a research with a descriptive and
observational approach. The main results highlight the versatility of HPLC in the analysis of
complex compounds, allowing efficient separation and precise quantification of analytes in
different matrices. Furthermore, detection strategies such as UV-Vis, fluorescence and mass
spectrometry offer options for analyzing different types of analytes, improving the selectivity
and sensitivity of the analysis.

KEYWORDS: Complex Compounds; HPLC; Strategies; Adversities.

INTRODUCAO

A anadlise quantitativa de compostos complexos denota-se como fundamental no
campo da quimica analitica, tendo implicacbes abrangentes nas areas farmacéutica,
quimica ambiental e alimenticia.

A necessidade de quantificar a concentragdo de compostos complexos em matrizes
diversas é fidedigna para garantir a qualidade, a seguranca e a eficacia em inumeras
aplicagdes, oportunizando assim a inovacéo em diferentes setores.

Outrossim, a precisao e a confiabilidade dessas andlises sao de grande valia para
garantir o cumprimento de normas regulatérias, promover a inovagédo e assegurar tanto
a saude publica quanto a protecao ambiental. Este trabalho propde-se, singularmente,
a explorar as estratégias e desafios envolvidos na andlise quantitativa de compostos
complexos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Justificou-se a selecdo deste tema pela demanda crescente por precisdao e
sensibilidade analitica nos principais campos onde esta técnica € empregada, além da
contribuicdo para o desenvolvimento de produtos e processos, monitoramento e controle
ambiental e as exigéncias quanto a conformidade regulatéria.

Assim, o objetivo geral deste trabalho consiste em aprofundar o conhecimento sobre
as estratégias e desafios envolvidos na analise quantitativa de compostos complexos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Em relagdo aos objetivos especificos, espera-
se caracterizar os fundamentos da cromatografia liquida de alta eficiéncia, descrever os
compostos complexos e suas aplicagdes por visas de estratégias para andlise quantitativa
e evidenciar as adversidades enfrentadas durante este processo avaliativo.

Para tanto, a problemética norteadora para este estudo advém da seguinte
questao: Quais séo as estratégias eficazes para superar os desafios intrinsecos a analise
quantitativa de compostos complexos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e como
essas estratégias podem ser aplicadas com éxito para garantir a qualidade, seguranca e
eficacia nas analises?

Metodologicamente, incorporou-se uma revisao bibliografica documental, descritiva
e exploratéria em harmonia com uma pesquisa observacional, embasando-se nas seguintes

palavras-chave: “compostos complexos”, “HPLC”, “estratégias” e “adversidades”.
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METODOLOGIA

No eixo metodologico, este estudo embasa-se em uma revisdo bibliografica
exploratéria do tipo documental partindo de uma pesquisa de abordagem descritiva e
observacional. As investigagdes desta natureza sédo fundamentadas pelo:

[...] exame de materiais que ainda n&o receberam um tratamento analitico
ou que podem ser reexaminados com vistas a uma interpretacdo nova ou
complementar. Pode oferecer base Util para outros tipos de estudos qualitativos
e possibilita que a criatividade do pesquisador dirija a investigagdo por
enfoques diferenciados. Esse tipo de pesquisa permite o estudo de pessoas a
que n&o temos acesso fisico (distantes ou mortas). Além disso, os documentos
sdo uma fonte ndo-reativa e especialmente propicia para o estudo de longos
periodos de tempo (NEVES, 1996, p. 4).

De acordo com Godoy (1995, p. 21), as pesquisas deste campo néo se apresentam
como uma “proposta rigidamente estruturada, ela permite que a imaginacgao e a criatividade
levem os investigadores a propor trabalhos que explorem novos enfoques”. Através do
método observacional, engloba-se o desenvolvimento de uma pesquisa ampla direcionada
aos intuitos do pesquisador, haja vista que:

[...] ométodo observacional é o inicio de toda pesquisa cientifica, pois serve de
base para qualquer area das-ciéncias. O método observacional fundamenta-
se em procedimentos de natureza sensorial, corno produto do processo
em que se empenha o pesquisador no mundo dos fenébmenos empiricos.
E a busca deliberada, levada a efeito com cautela e predeterminacéo, em
contraste com as percepc¢des do senso comum. O objetivo da observacao
naturalmente pressupde poder captar com precisdo 0s aspectos essenciais
e acidentais de um fenémeno do contexto empirico. Dentro das ciéncias
sociais, a literatura costuma chamar esses aspectos de fatos; o produto de
um ato observado e registrado denomina-se dado [...] (FACHIN, 2005, p. 38).

Realizou-se, assim, uma busca em bases de dados como Scielo e Google Académico,
com énfase em referéncias brasileiras e estrangeiras dos ultimos 10 anos (2013-2023),
salvaguardando espaco para citagdes de autores classicos que sédo imprescindiveis para a
contextualizagédo tematica.

Excluiu-se, entretanto, informacdes advindas de obras incompletas ou fragmentos
de textos e artigos académicos que ndo se adequaram ao delineamento temporal ou as
definicdes prévias de linguagem (portugués, espanhol e inglés).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fundamentos da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A evolugdo da cromatografia liquida representa, do ponto de vista histérico,
um marco positivo na progressdo da ciéncia analitica, marcada por desenvolvimentos
conceituais e instrumentais que transformaram radicalmente a capacidade de separar e

analisar compostos complexos em solucéo. A trajetoria da cromatografia liquida é correlata
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a demanda continua por métodos analiticos precisos nas ciéncias quimicas (SANTI et al.,
2014).

A cromatografia liquida enraiza-se tanto na cromatografia em papel quanto na
cromatografia de particdo, sendo técnicas iniciais que permitiam a separac¢ao de misturas
complexas por diferenciacdo de afinidade entre os componentes e uma fase estacionaria
sélida. Todavia, o advento da cromatografia liquida, com uma fase estacionaria liquida,
representou um salto qualitativo na capacidade de separacéo (CHEIRAN, 2018).

A primeira aplicacdo documentada da cromatografia liquida ocorreu em 1903,
quando Mikhail Tswett, um cientista russo, utilizou uma coluna preenchida com silica gel
e uma solugédo de éter de petréleo como fase mdvel para separar pigmentos vegetais.
Sua inovagéao reside no uso de uma fase estacionéria solida, que permitiu a separacao
de uma ampla gama de compostos, e na observacéo da eluicao sequencial de diferentes
pigmentos (LIMA, 2022).

Durante a primeira metade do século XX, a cromatografia liquida evoluiu
principalmente como uma técnica analitica qualitativa, sendo empregada na identificacéo
de compostos orgénicos em amostras complexas. No entanto, a revolucédo verdadeira
ocorreu com o desenvolvimento da cromatografia liquida de alta eficiéncia nas décadas de
1960 e 1970 (SANTI et al., 2014).

A HPLC trouxe consigo avancos significativos, incluindo a utilizacdo de colunas
mais eficientes, bombas de alta pressao, detectores sensiveis e sistemas de automacéo,
permitindo a andlise quantitativa de compostos complexos em niveis de sensibilidade
e precisdo sem precedentes. A cromatografia liquida de alta eficiéncia tornou-se uma
ferramenta indispensavel em uma variedade de disciplinas, incluindo quimica analitica,
quimica farmacéutica, ciéncias ambientais, biologia molecular e indUstria de alimentos.
Hoje, a cromatografia liquida continua a evoluir com o advento de novos tipos de colunas,
avangos em técnicas de detecgcdo, automacdo mais sofisticada e desenvolvimentos em
software analitico. Sua aplicagédo se estende a campos tdo diversos quanto a proteémica,
a farmacocinética, a pesquisa de drogas, o controle de qualidade industrial e a andlise de
poluentes ambientais (LIMA, 2022).

1sao intrinsecamente dependentes da interacdo complexa entre a fase estacionaria
e a fase movel. A HPLC baseia-se na distribuicdo diferencial de componentes de uma
amostra entre duas fases imisciveis: a fase estacionaria e a fase moével. A fase estacionaria,
localizada dentro de uma coluna cromatogréfica, &€ escolhida com base em sua afinidade
seletiva pelos analitos de interesse (CHEIRAN, 2018).

Na cromatografia de fase reversa, a fase estacionéria é hidrofobica, enquanto a fase
movel consiste em uma mistura de solventes misciveis em agua. Analitos mais hidrofébicos
tém uma afinidade maior pela fase estacionaria e, portanto, eluem mais lentamente, ao
passo que analitos hidrofilicos eluem de forma mais rapida. Ja na cromatografia de fase
normal, a fase estacionaria é polar, e a fase mével consiste em um solvente organico menos
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polar. A separacgédo € baseada na afinidade relativa dos analitos pela fase estacionaria polar.
Por fim, a cromatografia de troca i6bnica emprega uma fase estacionaria que contém grupos
idnicos. A separacéo ocorre devido as interagoes eletrostaticas entre os ions presentes na
fase estacionéria e os analitos carregados que estdo na amostra (LIMA, 2022).

A fase movel, por sua vez, é responsavel por transportar os analitos através da
coluna. A composi¢ao da fase movel, a sua taxa de fluxo e a sua polaridade sdo ajustadas
para otimizar a separagéo dos analitos de interesse. Mudancas na composicéo da fase
movel podem ser usadas para controlar a eluicdo dos analitos e afetar a seletividade da
separacéo (ABRAO et al., 2013).

A eluicéo dos analitos da coluna ocorre com base nas diferengas nas interacdes
entre os analitos e a fase estacionaria em relacéo a fase movel. Compostos que interagem
mais fortemente com a fase estacionaria permanecem na coluna por mais tempo, enquanto
aqueles que tém maior afinidade pela fase mével eluem mais rapidamente (SANTI et al.,
2014).

Um sistema HPLC, amplamente utilizado na quimica analitica e em diversas outras
areas cientificas e industriais, & composto por um conjunto de componentes interligados,
cada um desempenhando um papel crucial na separagdo e analise de compostos
complexos. A bomba HPLC é um componente essencial, responsavel por fornecer a fase
movel ao sistema a uma taxa de fluxo precisa e constante. A alta pressdo gerada pela
bomba é fundamental para manter a eficiéncia da separagao, especialmente em colunas de
alta eficiéncia. O injetor, por sua vez, € o componente responsavel por introduzir a amostra
a ser analisada no fluxo da fase mével. Em sistemas HPLC modernos, frequentemente
utiliza-se um injetor automatico, o que garante uma injecao precisa de volumes definidos
de amostra e, assim, reprodutibilidade nos resultados (CHEIRAN, 2018).

A coluna de cromatografia € o elemento central do sistema, onde ocorre a separagéo
dos analitos. Essas colunas sao preenchidas com uma fase estacionaria que pode variar
em natureza e quimica, dependendo da aplicacdo especifica. A escolha criteriosa da coluna
e da fase estacionaria € determinante para a seletividade da separacao. O detector HPLC
€ responsavel por monitorar os analitos a medida que séo eluidos da coluna e gerar sinais
detectaveis. Existem diferentes tipos de detectores, incluindo UV-Vis, de fluorescéncia, de
indice de refracdo, de condutividade e de espectrometria de massas, sendo a escolha
dependente da natureza dos analitos e dos propésitos da analise (SANTI et al., 2014).

Para aquisi¢céo e andlise de dados, séo utilizados sistemas de coleta de dados,
como computadores, e software dedicado. O software controla os parametros do sistema,
coleta dados do detector e permite a analise quantitativa e qualitativa dos resultados
cromatograficos. Além desses componentes principais, sistemas de controle e regulagem
de temperatura sédo frequentemente utilizados para manter a temperatura da coluna estavel,
0 que é critico para a retengéo e a resolucdo dos analitos (SILVA, 2017).

Em algumas aplica¢des, como na preparac@o de amostras para andlises posteriores,
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€ utilizado um coletor de fracdes para recolher e armazenar os picos cromatograficos
separadamente. Esses componentes formam um sistema integrado, e a escolha adequada
e a manutencéo cuidadosa de cada um deles sdo fundamentais para o sucesso de uma
andlise por HPLC. Compreender o papel de cada componente e sua intera¢do é essencial
para a execucao eficiente e precisa das analises cromatograficas (LIMA, 2022).

Isto posto, existem diversos tipos de colunas HPLC, cada uma projetada para atender
a diferentes necessidades analiticas e abordar a separag@o de compostos complexos. Os
tipos mais comuns de colunas HPLC incluem colunas de fase reversa, colunas de fase
normal e colunas de troca i6nica (TEIXEIRA et al., 2018).

As colunas de fase reversa sdo amplamente utilizadas na cromatografia liquida de
alta eficiéncia devido a sua versatilidade e aplicabilidade a uma ampla gama de compostos.
Essas colunas possuem uma fase estacionaria ndo polar, geralmente a base de silica
modificada com grupos hidrofébicos, como cadeias alquilas. A fase mével consiste em uma
mistura de solventes polar e ndo polar, sendo os compostos mais hidrofébicos retidos na
coluna por mais tempo. As colunas de fase reversa sdo ideais para separar compostos
organicos apolares ou fracamente polares, como compostos farmacéuticos, lipidios,
pesticidas e muitos outros. A capacidade de ajustar a polaridade da fase moével permite
uma ampla variagéo nas condi¢des de separacéo.

As colunas de fase normal apresentam uma fase estacionaria polar, como silica ndo
modificada, e uma fase mével néo polar. Essas colunas sdo usadas principalmente para
separar compostos polares ou ibnicos, como aminoacidos, acUcares, metabdlitos acidos,
entre outros. A retencéo de analitos em colunas de fase normal ocorre devido a interagbes
polares entre a fase estacionaria e os compostos. A separacdo em colunas de fase normal
€ util em aplicagbes que envolvem compostos polares que ndo interagem bem com fases
reversas. No entanto, elas requerem cuidados especificos, pois sdo sensiveis a umidade e
tendem a fornecer picos largos para compostos menos polares.

Colunas de troca idnica sdo usadas principalmente para separar ions e compostos
iGnicos. A fase estacionaria € modificada com grupos funcionais que podem atrair ou repelir
ions, dependendo de sua carga e tamanho. A fase mével é uma solugdo tampao que facilita
a eluicdo controlada de ions. Essas colunas séo frequentemente aplicadas em andlises de
aminoacidos, ions metalicos, ions organicos e polimeros i6nicos. A seletividade na troca
ibnica € controlada pela escolha da fase estacionaria e da composicao do tampéao da fase
movel (SANTI et al., 2014).

Além desses tipos principais, existem colunas especializadas, como colunas de
afinidade, colunas quiral e colunas de tamanho. Cada tipo de coluna HPLC tem suas
vantagens e limitagbes, e a escolha adequada depende da natureza dos analitos e dos
objetivos da andlise. A compreensao das caracteristicas e da aplicabilidade de cada tipo de
coluna é fundamental para a otimizacdo das separacdes cromatograficas em HPLC (SANTI
etal., 2014).
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Ainda mais, a selecédo do detector depende da natureza dos analitos, dos objetivos
da andlise e da sensibilidade necesséaria. Alguns dos principais tipos de detectores
HPLC incluem o Detector UV-Vis (Ultravioleta-Visivel), o Detector de Fluorescéncia, a
Espectrometria de Massas (MS), o Detector de indice de Refragdo (RID), Detector de
Condutividade e o Detector de Eletroquimica (SILVA, 2017).

Na cromatografia liquida, os solventes sdo necessarios, pois exercem influéncia
direta na separacé@o dos analitos. A sele¢cdo e composicdo adequadas dos solventes séo
determinadas pelo tipo de cromatografia e pelos analitos em analise. O solvente utilizado
como fase mdvel é responsavel por transportar a amostra através da coluna cromatografica
e exerce impacto superior na retengdo e eluicdo dos analitos. E verossimil que esse
solvente seja de alta pureza, visando evitar a contaminacéo da coluna. A composi¢éo da
fase movel pode variar consideravelmente, abrangendo misturas de solventes organicos,
agua e tampdes, de acordo com as exigéncias da aplicagdo em questéo.

No contexto da cromatografia idnica, o eluente constitui uma solugéo que varia em
concentragdo idnica e pH, sendo empregado para eluir ions de interesse da coluna de
troca ibnica. A escolha do eluente depende intrinsecamente da natureza dos analitos e das
interacOes especificas que se deseja promover (SANTI et al., 2014).

Um aspecto de extrema relevancia diz respeito a qualidade dos solventes
empregados. Solventes de alta qualidade revelam-se fundamentais para prevenir
contaminagdes e a formacgao de picos de base larga durante as analises cromatograficas.
Praticas comuns incluem a filtragem e a degaseificagéo, visando assegurar a pureza do
solvente utilizado no processo.

Compostos Complexos e Suas Aplicacoes: Estratégias para Analise
Quantitativa

Os compostos complexos, no panorama quimico, sdo substancias moleculares que
possuem uma estrutura quimica intricada e composta por uma grande variedade de atomos,
por vezes incluindo mdultiplas ramificagdes, grupos funcionais e/ou ligagbes quimicas
diversificadas. Esses compostos sdo caracterizados por sua elevada complexidade
estrutural e podem ser encontrados em diversas areas da quimica, desempenhando papéis
significativos em produtos farmacéuticos, alimentos, poluentes ambientais e muitas outras
aplicacbes (TEIXEIRA et al., 2018).

Neste prisma, os compostos complexos sdo uma parte essencial do mundo
quimico, e sua diversidade estrutural e funcionalidade tém aplicacbes significativas em
diversas areas, desde a medicina até a indlstria alimenticia e a preservacdo ambiental.
Compreender a natureza complexa desses compostos € essencial para seu estudo e
aplicagdo em diferentes contextos cientificos e industriais (ALVES FILHO, 2014).

A precisao na determinacao da concentragdo de compostos complexos é fidedigna

em uma variedade de campos, como a quimica farmacéutica, onde a dosagem precisa de
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principios ativos em medicamentos é critica para a seguranca e eficacia do tratamento. Da
mesma forma, na industria de alimentos, a quantificacdo de componentes, como vitaminas
e aditivos, € vital para atender a regulamentos e garantir a qualidade dos produtos (SILVA,
2017).

Na area ambiental, a andlise quantitativa & essencial para monitorar a presenca
de poluentes em agua, solo e ar, permitindo avaliar o impacto das atividades humanas no
meio ambiente e tomar medidas corretivas quando necessario. A quantificacdo precisa de
poluentes organicos, como pesticidas e hidrocarbonetos, é crucial para garantir que os
niveis estejam dentro dos limites estabelecidos (ALVES FILHO, 2014).

Além disso, em pesquisas académicas, a analise quantitativa de compostos
complexos auxilia em estudos de cinética, termodinamica e outras investigagdes cientificas
que exigem dados quantitativos confiaveis. A falta de precisao nessas analises pode levar
a conclusdes equivocadas e interpretagcbes errobneas (CHEIRAN, 2018).

Antes da introducdo da HPLC, os métodos analiticos tradicionais para a andlise de
compostos complexos eram baseados em técnicas manuais e menos eficazes, tais como:
cromatografia em papel, cromatografia em camada delgada, espectrofotometria UV-Vis,
métodos de titulagdo (FREITAS, 2013).

Nos ultimos anos, avancos graduais na analise de compostos complexos por HPLC
transformaram essa técnica em uma ferramenta altamente eficaz e versatil. Esses avancos
englobam colunas de alta eficiéncia, detec¢do avancada, automacao, software e técnicas
avancadas de preparo de amostras (AVILA et al., 2021).

Esses desenvolvimentos recentes tornaram o HPLC uma ferramenta indispensavel
para a andlise quantitativa de compostos complexos em uma variedade de areas, oferecendo
sensibilidade, preciséo e eficiéncia excepcionais. Isso tem implicagdes profundas no avango
da pesquisa cientifica, no controle de qualidade industrial e na protegdo do meio ambiente,
garantindo resultados analiticos confiaveis e informacdes valiosas (AVILA et al., 2021).

Inobstantemente, ha duas técnicas de calibragdo comuns em HPLC, que sdo a
curva de calibragé@o e os padrdes internos. No método da curva de calibragdo, uma série
de padrdes de concentragbes conhecidas do analito de interesse € preparada e injetada
no sistema HPLC. A resposta do detector (por exemplo, a area do pico cromatogréfico) é
registrada para cada padrdo. Uma curva de calibragdo é construida plotando a resposta
do detector em funcado da concentracdo dos padrbes. Essa curva € usada para calcular
a concentracéo de analitos nas amostras desconhecidas com base em suas respostas
cromatograficas (FIGUEIREDO; TFOUNI, 2013).

Os padrbes internos, por sua parte, sdo compostos adicionados as amostras e
que sdo quimicamente semelhantes aos analitos de interesse, mas n&o estado presentes
naturalmente nas amostras. Apés a separa¢do cromatogréfica, a razdo entre a area do
pico do analito e a area do pico do padréo interno é calculada. Isso corrige variacdes nas

condi¢cbes experimentais e na resposta do detector. A concentracdo do analito é calculada
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comparando essa razdo com a de padrdes conhecidos (FIGUEIREDO; TFOUNI, 2013).

A preparacdo de amostras representa uma etapa critica e determinante na analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e sua escolha depende da natureza da matriz
da amostra e dos analitos em questdo. Uma das técnicas frequentemente empregadas é a
extracao liquido-liquido. Nesse método, busca-se extrair os analitos da matriz da amostra
para um solvente organico imiscivel, seguido pela separacéo da fase organica e posterior
injecdo dessa fase no sistema HPLC. Essa abordagem se mostra Util em amostras que
contenham analitos apolares. Outra técnica relevante € a extracdo em fase sélida (SPE),
que envolve a passagem da amostra por uma coluna preenchida com uma fase solida
seletiva. Nesse processo, os analitos sdo retidos enquanto as impurezas séo lavadas.
Posteriormente, os analitos sdo eluidos da coluna e introduzidos no sistema HPLC (AVILA
et al., 2021).

Em situacbes em que a extracdo ndo é necessaria, a diluicdo simples da amostra
com um solvente apropriado pode ser suficiente. No entanto, é crucial planejar essa
diluicdo com cuidado para evitar diluicbes excessivas que possam impactar a sensibilidade
da analise. Por fim, em analises de amostras biologicas, como plasma ou soro, pode ser
necessaria a precipitacdo de proteinas. Isso é geralmente realizado mediante o uso de
solventes organicos ou acidos, visando a remocéo das proteinas antes da injecao da
amostra no sistema HPLC (ALVES FILHO, 2014).

O controle de qualidade e a validagédo sdo procedimentos de extrema importancia
na garantia da precisdo e confiabilidade dos resultados obtidos por meio da HPLC.
Primordialmente, a preparacdo de padrdes de calibragdo com concentragbes conhecidas
representa um passo essencial para a quantificagcdo precisa dos analitos. A elaboracéo
criteriosa desses padrdes e sua analise paralela com as amostras séo praticas inegociaveis
(FREITAS, 2013).

A reprodutibilidade do método deve ser meticulosamente verificada por meio da
realizacdo de analises em diferentes momentos, por distintos operadores e, se aplicavel,
em equipamentos diversos. A determinacdo dos Limites de Deteccdo (LOD) e de
Quantificagao (LOQ) é crucial para avaliar a sensibilidade do método. O LOD representa a
menor concentracéo detectavel, enquanto o LOQ corresponde a menor concentragéo que
pode ser quantificada com precisao (AVILA et al., 2021).

A avaliacdo da recuperacdo dos analitos é realizada mediante a adicdo de
quantidades conhecidas de analitos as amostras, seguida da comparagéo dos resultados
com as concentragdes teoricas esperadas. Os parémetros de precisdo e exatidao séo
determinados por meio da andlise de amostras de controle de qualidade e sua comparagéao
com os valores de referéncia, garantindo a robustez do método. A linearidade do método
deve ser verificada em uma faixa de concentracées apropriada, proporcionando uma
avaliacdo abrangente da resposta analitica. Por fim, a estabilidade das amostras e dos
padrdes é um ponto crucial, visando a assegurar que ndo ocorram alteracdes significativas
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durante o armazenamento (AVILA et al., 2021).

Aimplementacao rigorosa de praticas de controle de qualidade e validagéo é essencial
para garantir que o método de HPLC seja confiavel, preciso e esteja em conformidade
com os requisitos regulatorios, quando aplicaveis. Essas medidas sé@o indispensaveis para
garantir a qualidade dos resultados analiticos em diversos campos de aplicacdo, desde
pesquisas cientificas até a industria farmacéutica e de alimentos (CHEIRAN, 2018).

CONCLUSAO

A andlise quantitativa de compostos complexos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia demonstrou ser um recurso essencial em diversas areas, incluindo a quimica
farmacéutica, a quimica ambiental e a industria de alimentos. Dessarte, explorou-se nesta
investigacdo as estratégias, desafios e avancos associados a essa técnica analitica,
abordando questdes que vao desde a selecéo de colunas e condi¢bes de execucgao até a
importancia da calibragédo e controle de qualidade.

Os principais resultados destacam a versatilidade do HPLC na analise de compostos
complexos, permitindo a separacao eficaz e a quantificagdo precisa de analitos em uma
ampla gama de matrizes. As estratégias de deteccao, como a detecgéo UV-Vis, a deteccéo
de fluorescéncia e a espectrometria de massas, garantem opcoes positivas para abordar
variados tipos de analitos, aumentando a seletividade e a sensibilidade da analise.

Enfatizou-se, ainda, a relevancia da calibragéo e do controle de qualidade por serem
etapas fidedignas para garantir resultados confiaveis, bem como a validacdo do método
para atender a requisitos regulatérios.

Por conseguinte, sugere-se que pesquisas futuras investiguem a integracao
de técnicas de HPLC com outras tecnologias analiticas avancadas na praxis, como
a espectrometria de massas de alta resolugdo e a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de fluorescéncia. Além disso, a otimizacdo de métodos de preparo de
amostras e a busca por abordagens mais sustentaveis na cromatografia liquida representam
diregGes promissoras para os avangos constantes da quimica contemporanea.
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