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STATE OF THE ART OF HIGH TEMPERATURE HIGH RESOLUTION GAS CHROMATO-
GRAPHY. The developments in stationary phase synthesis and capillary column technology, have
opened new perspectives in analysis of high molecular mass compounds (≥ 600 daltons) and
thermolabile organic compounds by High Temperature High Resolution Gas Chromatography (HT-
HRGC). HT-HRGC is a new analytical borderline and its application to the analysis of high
molecular mass compounds is still in its infancy. The apolar and medium polar gum phases can
now be operated at temperatures up to 400-480oC, being used for the analysis of n-alcanes up to
C-100, lipids, oligosaccharides, industrial resins, polyglycerols, cyclodextrins, porphyrins, etc. This
technique should play a leading role as a powerful tool, for many different analysis types, in
multidisciplinary fields of Science.

Keywords: high temperature high resolution gas chromatography; natural product chemistry;
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DIVULGAÇÃO

HISTÓRICO

Em setembro de 1959, Desty (trabalhando na British
Petroleum, Inglaterra) produziu a primeira coluna capilar de
vidro. Com a superfície interna recoberta com um filme de
esqualeno atuando como fase estacionária, alcançou um nível
de separação de hidrocarbonetos em naftas de petróleo, verda-
deiramente inacreditável para a época. Um marco na história
da cromatografia. Contudo após algumas análises, a coluna
perdia quase totalmente suas características e se tornava im-
prestável. Desty continuou na tentativa de produzir filmes es-
táveis de fases estacionárias sobre vidro até a primavera de
1960. Concluindo, então, que o problema não oferecia pers-
pectivas, abandonou completamente o vidro como superfície
apropriada para fabricação de colunas capilares1.

Em Zurique, desconhecendo que Desty já havia desistido,
Grob continuou tentando o aparentemente impossível. Em 1964,
Grob produziu colunas capilares de vidro com recobrimento
interno carbonizado (pirólise de CH2Cl2 a alta temperatura)
sobre o qual era possível depositar eficientemente filmes de
fase estacionária. Subsidiado por uma empresa suiça de cigar-
ros, Grob aplicou as colunas recém preparadas na análise de
fumaça de cigarros, conseguindo a separação de mais de 300
compostos, numa das mais extraordinárias separações de mis-
turas complexas daquela época. O sucesso da análise levou-o a
acoplar a coluna a um espectrômetro de massas para a identi-
ficação dos compostos, sendo a primeira ocasião em que se
acoplou uma coluna capilar a um espectrômetro de massas.
Até 1965, Prof. Grob e sua esposa permaneciam os únicos a
trabalhar com colunas capilares de vidro (com a possível exce-
ção de Catoni, na Itália)1.

O grande avanço ocorrido ao final da década de 70, no
desenvolvimento e fabricação comercial de colunas capilares
de alto desempenho (Tabela 1) e de equipamentos para sua
eficiente utilização, criou uma extraordinária expansão da cro-
matografia gasosa de alta resolução (CGAR). Trata-se, hoje,
de uma técnica indispensável à pesquisa, desenvolvimento, ou
simples controle de qualidade, em uma grande variedade de

áreas da Ciência, como a Química, Medicina, a extração e
prospecção de petróleo, o monitoramento de pesticidas e agro-
tóxicos, entre outras. De particular importância na rápida
popularização da técnica se encontra sem dúvida a sua simpli-
cidade de uso, aplicabilidade a um grande numero de situações
e substratos, aliada a uma notável capacidade de separação,
particularmente útil na abordagem de misturas complexas. A
temperatura (e, em menor escala, a vazão de gás carreador)
são os parâmetros operacionais tradicionalmente empregados
na utilização da CGAR. O uso de temperaturas acima de 300oC
encontrava, até o começo da década de 90, dificuldades de
ordem prática, devido notadamente à inexistência no mercado
de fases estacionárias, tubos capilares de alta inércia e
conectores adequados.

Em 1983 Lipsky e McMurray13 publicaram um artigo sobre o
uso de polimetilsilicones com OH terminal, como fases estacio-
nárias em tubos capilares de sílica fundida com proteção externa
de alumínio. Este trabalho é o precursor da Cromatografia Gaso-
sa de Alta Resolução e Alta Temperatura (CGAR-AT), um ter-
mo também proposto para caracterizar a CGAR com temperatu-
ras finais superiores a 350°C. Pela primeira vez, eles superaram
parcialmente as duas desvantagens da CGAR, isto é a estabilida-
de térmica limitada das fases estacionárias e a da poliimida que
recobria externamente os tubos capilares de sílica fundida.

Posteriormente as colunas de sílica fundida recobertas ex-
ternamente com alumínio demostraram algumas desvantagens
e foram parcialmente substituídas através do uso de colunas de
sílica fundida recoberta com poliimida estável a alta tempera-
tura, e mais recentemente por uma segunda geração de colunas
capilares de metal: colunas de sílica fundida recobertas exter-
namente com aço, ou mais apropriadamente, tubos de aço
recobertos internamente com uma camada de sílica16-17.

A grande inovação das colunas capilares de alta temperatu-
ra, o que permitiu sua utilização eficiente acima de 300οC, foi
a utilização de polissiloxanas com OH, terminal, nas quais a
imobilização ocorre pela formação de uma ligação química
entre os silanóis residuais da superfície interna do capilar (de
sílica fundida ou de vidro), e a fase estacionária. Essa ligação
resulta em aumento da inércia e da termo-estabilidade18.

A investigação das fases estacionárias de polissiloxanas com
OH terminal, incorporando os desenvolvimentos da família Grob19,e-mail: ladetec@iq.ufrj.br
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e o conhecimento da preparação de colunas capilares de alta tem-
peratura foram sistematizadas através de Blum et al. 15, 20-25.

A estabilidade de fases de polisiloxanas de alta temperatura
depende de características estruturais, tais como a reatividade
dos grupos funcionais terminais, substituição simétrica de gru-
pos funcionais diferentes na estrutura do polímero e o grau de
polimerização, particularmente quando a polisiloxana é fenil-
substituída. Em 1988, a SGE Ltd. Internacional, introduziu a
copoli-(dimetil-dihidroxi-silano/carborano) (95/5) HT-5 como
fase estacionária para CGAR-AT. A fase HT-5 em colunas ca-
pilares de sílica fundida recobertas com alumínio permite traba-
lhar à temperatura máxima contínua (isoterma final) de até
460oC. A alta estabilidade térmica da fase HT5 possibilitou ter
êxito em diversas aplicações até 480oC26. Mathews27 descreveu
a preparação de colunas capilares com o éter poli-(aril)-sulfônico
como fase estacionária, o qual é termo-estável até 380oC, apre-
sentando, no entanto, temperatura mínima de trabalho de 60oC.
Hoje, colunas capilares apolares e de média polaridade podem
ser operadas convenientemente a temperaturas até 420oC. A um
primeiro olhar, a extensão da faixa de temperatura de operação,
de 370oC para 420oC parece possuir pequeno significado. Po-
rém, na prática é altamente significativo: expressado em unida-
des de massa dos compostos que podem ser analisados, o alcan-
ce das análises pode ser estendido em mais de 400 daltons. As-
sim, várias amostras tipicamente analisadas por CLAE também
podem ser analisadas por CGAR-AT.

O desenvolvimento e consolidação da CGAR-AT tem
como um dos seus principais marcos a publicação do livro
“Hochtemperatur Gas Chromatographie” em 1991, por Blum
e Aichholtz28.

A aplicabilidade da CGAR-AT inclui a análise de lipídeos28,
n-alcanos até C100

29, triglicerídeos30-31, oligosacarídeos32-33,
oligômeros de resinas34, porfirinas35-38, produtos naturais39-40,
ciclodextrinas41 e outros tipos de amostras42.

Outros tipos de cromatografia gasosa a altas temperaturas,
como a cromatografia “on-line” de elementos químicos como
tálio utilizando colunas de quartzo ou platina a temperaturas de
até 1000oC43, não são consideradas como sendo CGAR-AT.

À parte de alguns grupos especializados em CGAR, a mai-
oria dos usuários potenciais das aplicações da CGAR-AT ain-
da não percebeu que ela já pode ser utilizada como técnica
rotineira. Há várias razões para isto: a ainda baixa estabilidade
térmica da camada externa do capilar, a aparente sofisticação
das técnicas de injeção e velhos preconceitos cromatográficos.

Há limitações de uso das colunas capilares de sílica fundida
recobertas com poliimida, para a análise rotineira com tempe-
raturas finais até 400oC. Até mesmo as colunas recobertas com
o polímero de poliimida estável a alta temperatura, quando
mantidas a 370oC ou temperaturas mais altas, sofrem processo
de degradação térmica. Quando a sílica fundida é exposta, o
contato com superfícies metálicas forma microfissuras, que se
expandem em rachaduras que conduzem à quebra espontânea
da coluna capilar flexível18.

Uma nova geração de poliimidas, ainda mais resistente às
temperaturas elevadas (370oC ou mais), aumentou a vida útil
das colunas capilares29.

Hoje em dia, tubos capilares de vidro (Duran-50; Schott-
Ruhrglan, Alemanha) ainda são o melhor material para prepa-
ração de colunas capilares de alta temperatura, porque eles
podem ser utilizados até 450oC. Mas as propriedades mecâni-
cas do capilar de vidro e a falta de fornecedores comerciais
são as principais desvantagens. Recentemente, uma segunda
geração de colunas capilares de metal vem sendo comercializa-
da. Essas colunas capilares possuem os méritos das colunas
capilares de vidro assim como as de sílica fundida, sendo fle-
xíveis, inertes e termo-estáveis até 390oC. Takayama e Takeichi
utilizaram essas colunas até 450oC e predisseram, para um
futuro próximo, uma competição comercial dessa segunda ge-
ração de colunas capilares de metal com as colunas capilares
de sílica fundida tradicionais, especialmente em relação à uti-
lização em alta temperatura44.

Hoje em dia, a CGAR-AT é uma ferramenta poderosa, com
aplicações multidisciplinares, para muitos tipos de análises em
diferentes campos da Ciência. As principais aplicações atuais
da CGAR-AT encontram-se resumidas na Tabela 2.

TÉCNICAS DE INJEÇÃO

Além das características peculiares das colunas de alta tem-
peratura, uma exigência mais crítica é a técnica de injeção. É
obrigatória a utilização de injetor que introduz amostras com
pequena ou nenhuma perda devido à alta massa molecular e ou
termolabilidade. Assim, a introdução da amostra requer injeto-
res na coluna a frio (“cold on-column”) ou por temperatura
programável (PTV)45.

A injeção de amostra diretamente na coluna a frio é vanta-
josa, particularmente para amostras de alta massa molecular.
Tendo em vista que a amostra é depositada diretamente na
coluna, aumentando assim a reprodutibilidade, devido à baixa
ou nenhuma discriminação e decomposição da amostra46-47. As
misturas complexas freqüentemente obtidas de fontes naturais
(por exemplo petróleo, extratos de produtos naturais) incluem,
geralmente, frações de alta complexidade, compostos de alta
massa molecular ou polares. Portanto, é preciso lidar com dois
problemas que levam a soluções opostas: reduzir a retenção
para substâncias polares e de alta massa molecular e aumentar
a resolução para misturas complexas. As temperaturas de
eluição podem ser reduzidas usando colunas de comprimento
reduzido e filmes delgados de fase estacionária; se a primeira
solução é adotada, porém, o número de pratos também é redu-
zido. Uma solução é o uso de colunas capilares de tamanho e
diâmetro interno reduzidos, aumentando o poder de resolução
da análise sem o prolongamento do tempo de análise47. Porém,
a introdução de amostras em colunas capilares de diâmetro
reduzido, através de injetores tipo na coluna a frio, é extrema-
mente problemática48. Por outro lado, em várias aplicações,

Tabela 1. Histórico da cromatografia gasosa de alta resolução.

1951 – Desenvolvimento da cromatografia gás-sólido (E. Cremer2).
1952 – Desenvolvimento da cromatografia gás-líquido (A T. James e A. J. P. Martin3).
1956 - 1° Simpósio de cromatografia gasosa da American Chemical Society.
1957 – Desenvolvimento das colunas capilares de metal (M. Golay4).
1959 – Coluna capilar de vidro (D. H. Desty et. al.5), o desenvolvimento tinha o objetivo de reduzir o custo de obtenção do

capilar; mas Desty abandonou os esforços após dois anos de tentativas de recobrir o vidro com a fase estacionária.
1961 - K. Grob reinicia na Suíça os esforços de Desty.
1978 - É dominada a confecção de colunas capilares (inertes), além das técnicas de introdução de amostras, principalmente

devido aos esforços da família Grob6-11.
1979 – Surgimento das colunas capilares de sílica fundida (R. D. Dandenau e E. M. Zerenner12).
1983/84 – Imobilização de fases estacionarias com OH terminal13-14.
1985 – Sistematização da confecção de colunas capilares de alta resolução e alta temperatura (W. Blum15).
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quando a resolução não é um fator crítico, podem ser utiliza-
das colunas de alta temperatura com diâmetro interno elevado
(“megabore”, 0,53 mm d.i.)49.

O injetor com temperatura programável (PTV) é uma com-
binação do injetor clássico, com e sem divisão de fluxo
(“split/splitless”), com o injetor na coluna a frio, onde a
amostra é introduzida no sistema cromatográfico a baixas
temperaturas, mas em um injetor especialmente projetado e
não diretamente na coluna50. A utilização de injetores com
temperatura programável é uma técnica de injeção fria, na
qual não haverá nenhuma discriminação na agulha. Sua utili-
zação pode produzir resultado semelhante à injeção na coluna
a frio, para n-alcanos de ponto de ebulição alto, assim como
para mistura de compostos termolábeis47,49-52. Mas, pelo me-
nos em aplicações em geoquímica orgânica, observou-se pe-
quena discriminação para amostras de hidrocarbonetos acima
de C30

29. Como a amostra é depositada na câmara para ser
volatilizada e transferida para a coluna, pode-se prever que
ocorra discriminação de substâncias termolábeis e de massa
molecular muito alta.

O injetor com temperatura programável requer aqueci-
mento e resfriamento programável da câmara de vaporiza-
ção inteira e é tecnicamente mais sofisticado que outros
injetores. Esses injetores necessitam de controladores ele-
trônicos, o que aumenta seu custo e reduz sua confiabilidade
significativamente em relação aos injetores clássicos. Po-
rém, esses injetores, quando utilizados em toda a sua capa-
cidade, produzem grandes benefícios em relação aos injeto-
res clássicos (“split/splitless”).

GEOQUÍMICA ORGÂNICA

A ocorrência de hidrocarbonetos de alta massa molecular
(> C40) em materiais geológicos recebeu pouca atenção até
recentemente, devido às dificuldades analíticas54. Depois do
trabalho exploratório de Lipsky & Duffy13 com petróleos
brutos, Del Rio et al.55-56, utilizando a CGAR-AT observa-
ram a ocorrência de hidrocarbonetos até C75 em betumes e
petróleos brutos.

A CGAR-AT na indústria de petróleo possui várias e im-
portantes aplicações, por exemplo destilação simulada57-64,
análise de biomarcadores de alta massa molecular auxiliando a
explotação de petróleo65 e mais recentemente na classificação
de petróleos29. A baixa volatilidade inerente de misturas acima
de C40 impediu a aplicação de CGAR para a análise dos com-
ponentes pesados dessas amostras. A alta massa molecular das
amostras contendo compostos acima de C40 impediu que estas
fossem estudadas na mesma extensão que as amostras com
distribuição abaixo de C40.

A “destilação simulada” por CGAR é um método extensa-
mente utilizado na indústria de petróleo, para obter a distri-
buição do ponto de ebulição de vários óleos brutos, destila-
dos e resíduos. Foram desenvolvidos métodos em CGAR-AT

para determinação da volatilidade de óleos lubrificantes. Os
procedimentos por CGAR-AT são métodos que promoveram
maior reprodutibilidade do que os métodos tradicionais,
como por exemplo os termogravimétricos. Os métodos por
CGAR-AT podem ser automatizados e ser executados com
colunas capilares de vidro de tamanho reduzido; amostras
com pontos de ebulição acima de 650oC podem ser analisa-
das (equivalente ao ponto de ebulição de n-C70), já que
eluem a temperatura menor que 390oC57-58. Novas fases de
poli(metilsiloxano) com alta estabilidade térmica, permiti-
ram a análise de frações de petróleo com ponto de ebulição
de até 700oC à pressão atmosférica, com pequena ou nenhu-
ma perda (“sangria”) da fase59.

A geoquímica orgânica preocupa-se quase exclusivamente
com a caracterização de compostos orgânicos de C1 a C40. Os
biomarcadores são extensivamente usados para obter informa-
ção sobre a fonte, ambientes de deposição, biodegradação,
migração e outra informação que concerne a geoquímica orgâ-
nica de petróleos brutos61-67.

A principal razão para o aumento rápido no número de bio-
marcadores identificados nos últimos anos é devido à melhoria
das técnicas analíticas, em particular a CGAR acoplada a espec-
trometria de massas (CGAR-EM)68. A CGAR-AT acoplada a
espectrometria de massas por ionização em campo (“FIMS”),
também foi aplicada largamente à análise de porfirinas e hidro-
carbonetos aromáticos e saturados de alta massa molecular69-70.
Mas além do aumento rápido no número de biomarcadores iden-
tificados, os novos biomarcadores têm maior massa molecu-
lar61,68. Por exemplo, a utilização das porfirinas metaladas como
marcadores geoquímicos esteve um pouco limitado pela falta de
técnicas analíticas satisfatórias. As geoporfirinas podem ser uti-
lizadas na exploração de petróleo, para determinar correlações
óleo-rocha geradora e óleo-óleo, e como indicadores de matura-
ção de óleo60. O desenvolvimento de novas técnicas como a
CGAR-AT acoplada a espectrometria de massas por plasma in-
duzido (“ICP-MS”) e a CGAR-AT acoplada ao detector por
emissão atômica (CGAR-AT-DEA) podem ser utilizados para a
análise rápida e quantificação de porfirinas metaladas, como as
de níquel, ferro e vanádio71-73.

Os hidrocarbonetos de alta massa molecular presentes em pe-
tróleos são mais resistentes a reações químicas ou degradação
biológica, sendo bem conhecido que os processos de biodegrada-
ção afetam inicialmente os compostos de menor massa molecular.
Hoje em dia, a química do petróleo se preocupa cada vez mais
com os compostos de maior massa molecular, utilizando para
vários fins as frações pesadas e depósitos, que anteriormente eram
desprezados ou utilizados para fins menos nobres. Nesse aspecto,
o conhecimento molecular é essencial para um melhor entendi-
mento químico dos fenômenos macroscópicos comuns à explora-
ção e explotação de petróleos29.

A crescente exploração de petróleo na plataforma continental
em vários países, em especial no Brasil, líder mundial em explo-
ração de petróleo em águas profundas, resulta no surgimento de

Tabela 2. Resumo das principais aplicações da CGAR-AT.

Campo da Ciência Aplicações Típicas

Química de polímeros Controle de qualidade e pesquisa de oligômeros23,34.
Geoquímica Orgânica Análises petroquímicas (ex.: caracterização de geoporfirinas, análises de biomarcadores, etc.)

e destilação simulada29,54,55.
Química de alimentos Análises de triglicerídeos em óleos e gorduras, análises de oligossacarídeos32,33.
Química de produtos naturais Análises de compostos com atividade biológica (ex.: flavonóides e rotenóides) e caracterização

de novos compostos de alta massa molecular39,40.
Arqueologia Identificação de pigmentos, gomas e outros compostos utilizados no passado em trabalhos

de arte90.
Produtos industriais Controle de qualidade e pesquisa de agentes tensoativos não iônicos105,109.
Química ambiental Análises de compostos de alta massa molecular (ex.: HPAs) em diferentes matrizes

ambientais114,115.
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novos desafios. Esses tem que ser vencidos rapidamente pelo
Brasil, uma vez que o petróleo tem um papel fundamental na
economia do país, e que mais de 70% do petróleo produzido no
país é oriundo de poços na plataforma continental. Devido ao
gradiente geotérmico entre o petróleo contido nos reservatórios
na plataforma continental (que está aquecido a temperatura su-
perior a 40oC devido a grande profundidade com que é achado
em relação a superfície terrestre) e os oleodutos de produção
submarina (no fundo do mar a temperatura aproximada é de
4oC), quando o petróleo entra em contato com as paredes inter-
nas dos oleodutos, há precipitação de compostos pesados.

Esse processo pode levar a obstrução total da tubulação. As
técnicas de recuperação disponíveis são demasiadamente caras.
Dependendo da profundidade do oleoduto na água, os custos
de substituição da tubulação podem chegar a US$500.000,00/
quilômetro de oleoduto. Nesse contexto CGAR-AT é uma fer-
ramenta essencial para monitorar, antecipar os problemas e
testar a efetividade de soluções experimentais29,74.

Heath e colaboradores relataram a quantificação de n-alcanos
de alta massa molecular por CGAR-AT com boa reprodutibilida-
de e uma curva de calibração para o n-C60 com coeficientes de
correlação de 0,995 e limite de detecção de 2,8 ng75.

A análise por CGAR e CGAR-AT de polywax 655 (série
homóloga de alta massa molecular de n-alcanos, com predomi-
nância de n-alcanos pares, entre C30 e C80) mostra as vanta-
gens da CGAR-AT em comparação a CGAR, isto é, a extensão
do alcance analítico de C48 para C100 (dados apresentados pre-
viamente em Pereira et al.18).

Outra aplicação da CGAR-AT na geoquímica orgânica é a
diferenciação de paleoambientes (lacustre marinho, de água
doce e hipersalino) de petróleos brutos e suas rochas gerado-
ras, baseada na distribuição de picos de biomarcadores na fai-
xa entre C40 e C50

65-66.

TRIGLICERÍDEOS

Em 1979 K. Grob Jr. declarava que os triglicerídeos eram
os compostos de maior ponto de ebulição que poderiam ser
analisados habitualmente por CGAR45. Colunas capilares de
vidro podiam ser usadas para algumas centenas de análises
(até 355oC), sem mudança significativa de seu desempenho e
lidando com compostos com massas moleculares até 1030
Daltons, mas com baixa ou nenhuma resolução dos isômeros
dos triglicerídeos.

Com o desenvolvimento das colunas capilares, várias pu-
blicações demonstraram a aplicabilidade da CGAR e CGAR-
AT, para a caracterização de óleos e gorduras, com resolução
suficiente para diferenciar os diferentes triglicerídeos insatu-
rados76-79. Esta técnica analítica foi desenvolvida principal-
mente para caracterização de adulterações de óleos utilizados
na indústria alimentícia devido a fatores econômicos, como
por exemplo, a adulteração intencional de azeite de oliva por
adição de óleo de soja (que possui um menor valor agrega-
do)80. Existem vários métodos físico-químicos para determi-
nar as propriedades dos óleos, mas a complexidade das amos-
tras dificulta o reconhecimento e quantificação de possíveis
adulterações80-82. A CGAR-AT propicia a injeção do óleo
diretamente na coluna capilar, evitando processos de hidrólise
ou derivatização. A CGAR-AT fornece o perfil característico
da distribuição de triglicerídeos de cada óleo vegetal, possi-
bilitando a identificação de adulterações, pela simples com-
paração dos perfis cromatográficos.

Aicholtz e colaboradores utilizaram a CGAR-AT acoplada a
espectrometria de massas por ionização química, para a identi-
ficação de triglicerídeos menos comuns (ex: hidroxitriglicerí-
deos e triacilgliceróis de epóxidos)82-83.

Há várias outras aplicações relacionadas às análises de
triglicerídeos por CGAR-AT, como a descoberta de adulteração
de gordura do leite usado na indústria de queijo84; estudo de

óleos de sementes utilizados para propósitos terapêuticos em
medicamentos populares85; monitoramento de meios reacionais,
como a clivagem de acilgliceróis catalisada por lipases86; e con-
trole de qualidade de produtos alimentícios87. A eficiência desta
técnica permite empregar misturas de triacilglicerídeos, como
mistura teste para colunas capilares de alta temperatura. Sua
análise fornece informações importantes sobre o poder de sepa-
ração, atividade catalítica e a sangria de colunas capilares, a
temperaturas entre 300oC e 420oC88 (Figura 1).

Figura 1. Cromatograma da análise de triglicerídeos de manteiga em
iso-octano (10% massa/massa). Coluna capilar capilar de borosilicato
(Duran-50) (10 m x 0,30 mm x 0,1 µm), com fase estacionária PS-
090, copoli(dimetil-dihidroxi-silano/difenil-dihidroxi-silano) (80/20).
Condições de análise: Temperatura inicial 40oC, taxa de aquecimento
de 20oC/min até 390oC/10 min; temperatura do injetor 40oC, tempera-
tura do detector 400oC (DIC), fase móvel 0,8 ml/min (H2). Tipo de
injeção: na coluna a frio, com volume de injeção de 0,5 µl. (Mistura
teste utilizada pela Quadrex Corporation, para testar colunas capila-
res de alta temperatura de média polaridade).

OLIGOSSACARÍDEOS

Legumes, vários óleos de sementes, ervilhas e feijões, são
de interesse nutricional por serem fontes de proteína e energia.
É sabido que eles causam flatulência no homem e animais por
causa da concentração relativamente elevada de oligossacarí-
deos, inclusive rafinose, estaquiose e verbascose32-33. Fruto-
oligossacarídeos que existem em frutas, legumes e grãos são
utilizados seletivamente por bactérias do cólon no intestino
delgado, causando diversos problemas digestivos32-33.

O uso da CGAR-AT como um método rápido e simples para
a determinação qualitativa e quantitativa de oligossacarídeos,
inclusive sacarídeos com massa molecular de até 1400 daltons,
em amostras de comida e conteúdo intestinal, tem contribuido
para o estudo dos efeitos fisiológicos de oligossacarídeos em
dietas no homem e animais32-33. A vantagem principal da CGAR-
AT é a alta resolução obtida para os derivados trimetilsililados
de polissacarídeos, permitindo a identificação desses compostos
em misturas complexas. A CGAR-AT aumentou consideravel-
mente o âmbito dessas análises, suplantando a cromatografia por
fluido supercrítico (SFC), até mesmo para a análise de oligossa-
carídeos considerados termolábeis89.

Outra aplicação de CGAR-AT em análise de oligossacarí-
deos é a identificação de gomas formadas por polissacarídeos
em obras de arte90. Uma tinta pode ser considerada como uma
mistura de um pigmento e uma goma. A goma é uma subs-
tância que forma um filme que une partículas de pigmento e
os adere ao substrato. Entre outras substâncias, resinas de
plantas e ceras foram utilizadas como gomas e pigmentos
desde tempos pré-históricos91. A identificação molecular de
pigmentos e gomas provê informações úteis sobre os materi-
ais e técnicas utilizadas no passado. Um conhecimento me-
lhor dos materiais utilizados em obras de arte, propicia o
desenvolvimento de métodos de conservação mais
satisfatórios. Outras misturas de compostos orgânicos de alta
massa molecular são marcadores importantes em materiais de
origem arqueológica91.
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Oligossacarídeos cíclicos, como os derivados de ciclodextri-
nas41,92-94, podem ser facilmente analisados. Derivados de β-ci-
clodextrinas (β-CD) são utilizados como fases estacionárias
quirais em CGAR. O uso dessas fases resultou na resolução
enantiomérica de precursores quirais e intermediários sintéticos
de compostos com atividade biológica, enantioseletividade si-
multânea de componentes quirais de aromas com diferentes gru-
pos funcionais, etc95-98. Vários derivados de ciclodextrinas, des-
critos na literatura e usados como fases estacionárias quirais,
são misturas complexas. Eles são sintetizados pela substituição
de grupos hidroxila e resultam em número considerável de
isômeros de posição. Como a qualidade das colunas quirais de-
pende da fase estacionária41, são necessários métodos para
analisá-las e caracterizá-las. A CGAR-AT também pode ser usa-
da na análise de derivados de β-CD, com algumas vantagens em
relação a outros métodos como por exemplo, Ressonância Mag-
nética Nuclear (RMN), Cromatografia em Camada Delgada de
Alta Eficiência (CCD-AE) e Cromatografia Líquida de Alta
Eficiência (CLAE). A CGAR-AT pode ser utilizada para análises
de rotina de substâncias isoladas e misturas em meios reacionais
de derivados de β-ciclodextrinas41,93 (Figura 2).

PRODUTOS NATURAIS

A caracterização de importantes classes de produtos natu-
rais (por exemplo rotenóides, flavonóides e várias outras clas-
ses de compostos aromáticos) é normalmente realizada atra-
vés de técnicas da fitoquímica clássica e inclui primeiramen-
te uma etapa de isolamento, através de cromatografia em
coluna aberta (CC), cromatografia em camada delgada (CCD)
ou CLAE, antes da identificação pelos métodos espectroscó-
picos habituais de UV, IR e NMR. Assim, a identificação de
múltiplos componentes através de fitoquímica clássica é ex-
tremamente lenta.

Desde 1985 o LADETEC-IQ-UFRJ vem enfatizando que a
CGAR pode e deve ser utilizada para analisar compostos tra-
dicionalmente rotulados como não analisáveis por cromatogra-
fia gasosa, por serem polares ou “termolábeis”, em especial os
produtos naturais99. Tem-se, também, procurado disseminar
essa atitude para a química ambiental, medicinal e clínica. Pes-
quisadores desses campos continuam a preferir a CLAE como
técnica ideal, provavelmente devido às velhas limitações da
CG terem sido estendidas para a CGAR, sem uma análise ade-
quada. A CGAR tem muitas vantagens quando comparada a
CLAE: a não utilização de solventes como fase móvel, maior
resolução, separação mais rápida, facilidade de acoplamento a
um grande número de detectores seletivos, etc.100. Hoje, a
CGAR-EM é um método importante e consolidado para a aná-
lise sistemática de produtos naturais99,101. No estudo de plantas
medicinais, porém, a CGAR-EM tem-se restringido, geralmen-
te, à análise de misturas de componentes de baixa polaridade e
de baixa massa molecular.

A CGAR-AT abriu novas perspectivas para a determina-
ção rápida de produtos naturais, algum deles com atividade
biológica, como flavonóides e rotenóides39-40. A Figura 3
mostra a análise de extratos acetônicos brutos de propólis
por CGAR-AT com três flavonóides caracterizados por
CGAR-AT-EM.

Os extratos brutos polares de produtos naturais são amostras
complexas, como, por exemplo, o extrato acetônico bruto de
propólis. Este extrato possui vários ácidos e compostos fenólicos,
misturas que são difíceis de analisar, devido, entre outros fato-
res, à forte tendência desses compostos sobrecarregarem as fa-
ses estacionárias apolares (ou de média polaridade) necessárias
para o trabalho em temperaturas elevadas105. A utilização de
colunas de comprimento reduzido (≤ 10 m) e filmes delgados de
fase estacionária (≤ 0,1mm) favorecem a eluição mais rápida (e
a temperaturas mais baixas) de misturas de compostos de alta
massa molecular, ou de alto ponto de ebulição. Por outro lado,
a utilização de filmes delgados de fases estacionárias compro-
mete o poder de resolução, assim como a capacidade da coluna
capilar. Apesar destes fatos o extrato acetônico bruto de propólis
pode ser analisado por CGAR-AT, sem a necessidade de “clean-
up”, propiciando um cromatograma informativo.

A utilização da CGAR-AT e da CGAR-AT-EM na análise de
extratos brutos e frações de produtos naturais permitiu a carac-
terização direta de vários compostos, sem a necessidade de
derivatização e, em vários casos, sem a necessidade de procedi-
mentos de “clean up”. Estes compostos incluem flavonóides,
rotenóides e ésteres graxos de terpenóides e de álcoois de cadeia
longa39,40,102,103. A possibilidade de analisar extratos brutos pode
ser extremamente útil para o estudo sistemático de plantas me-
dicinais e outras fontes de amostras biologicamente ativas, como
um método de análise rápida, que pode guiar o trabalho fitoquí-
mico subseqüente. Como resultado, depois de uma etapa de tri-
agem (“screening”), só alguns picos cromatográficos desconhe-
cidos permanecerão dependentes de metodologia analítica clás-
sica (por exemplo, isolamento) para identificação inequívoca.
Em certos casos essa abordagem pode ser simplificada pelo iso-
lamento de uma substância chave apenas. Após sua identifica-
ção é possível buscar, via espectrometria de massas, a presença

Figura 2. Cromatogramas da análise do meio reacional da 2,6-di-
O-metil-3-O-acetil-β-ciclodextrina: a) após 12 horas de reação; b)
após 36 horas de reação; c) após 72 horas de reação e d) após
purificação em cromatografia de coluna. Para maiores detalhes,
referências 41 e 94. Cromatógrafo HP-5890 (Hewlett-Packard, Palo
Alto, CA, EUA), Coluna capilar de sílica fundida recoberta com
poliimida de alta temperatura, com a fase estacionária copoli
(dimetil-dihidroxi-silano/difenil-dihidroxi-silano/silil-difenileno-éter)
(40/30/30) (3 m x 0,25 mm x 0,1 µm), Silaren, BGB, Suíça. Condi-
ções de análise: Temperatura inicial de 80oC/0,5 min, taxa de aque-
cimento de 20oC/min ate 320oC, 2a taxa de aquecimento 10oC/min
até 400oC/10 min. Detector (DIC) 400oC, Tipo de injeção: na coluna
a frio, com volume de injeção de 0,5 µl.

Os derivados de β-ciclodextrinas são os compostos de
maior massa molecular até o momento analisados por
CGAR-AT. É interessante notar que, apesar da elevada mas-
sa molecular dos derivados de CD (1400-2500 daltons), eles
possuem tempo de retenção na faixa dos n-alcanos de C60 a
C70 (844-984 daltons). Esse fato é devido as estruturas
cíclicas (toroidais) das CD diminuirem a interação dessas
substâncias com a fase estacionária41.
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de outros membros de sua família estrutural presentes na amos-
tra. A caracterização dessas substâncias correlatas pode ser feita
por transformações químicas efetuadas naquela que foi isolada,
possibilitando a rápida caracterização dos demais compostos
desconhecidos. Essa abordagem é especialmente vantajosa, quan-
do a quantidade dos compostos desconhecidos é insuficiente para
permitir o seu isolamento. Essa sistemática foi bem descrita por
Godoy et al. em 198799

. Novas fases estacionárias para CGAR-
AT de média polaridade (ex.: fluoroalquil/fenil-substituídas, ter-
micamente estável até 400oC) propiciam a resolução de amos-
tras de elevada complexidade, como por exemplo a separação
dos componentes da cera de abelha104.

AGENTES TENSOATIVOS

A baixa volatilidade inerente de vários contaminantes, como
os agentes tensoativos não iônicos, impediu a análise desses
compostos por CGAR. Esse fato foi superado pelo uso de co-
lunas capilares de alta temperatura e injetores tipo “cold on-
column” (na coluna a frio). Esta técnica de introdução de amos-
tra, como já foi dito, é útil para todos os tipos de amostras,
mas essencial para a análise de misturas termolábeis e amos-
tras com alto ponto de ebulição106.

Álcoois graxos polietoxilados são amplamente empregados
em cosméticos. São agentes tensoativos não iônicos e atuam
como detergentes e emulsificantes. Como a maioria dos fabri-
cantes não fornece um perfil analítico específico desses mate-
riais, freqüentemente acontece que o químico de cosméticos

não tem conhecimento exato sobre o número de componentes
presentes, assim como suas estruturas107. O principal grupo de
agentes tensoativos não iônicos consiste em misturas de álco-
ois polietoxilados ou de alquilfenóis polietoxilados. A biode-
gradação ambiental, inclusive no tratamento de água de esgo-
to, que contém alquilfenóis polietoxilados, resulta em alquilfe-
nóis e alquilfenóis etoxilados (tipicamente com 1 a 3 unidades
de etoxila), que são mais resistentes que os seus precursores e
podem acumular em ciclos alimentares. Foi relatado em labo-
ratório108-109, assim como em estudos de campo110, que esses
compostos induzem atividades estrogênicas.

Além das questões ambientais pertinentes, a análise e co-
nhecimento da composição química de misturas de agentes
tensoativos não iônicos apresenta outros aspectos tecnológicos
e econômicos importantes, como: i) diferenças na distribuição
de oligômeros podem afetar profundamente as propriedades
físico-químicas dessas misturas e ii) avaliação de matérias pri-
mas comerciais, devido à grande variação de preços entre dife-
rentes fornecedores23,109.

Foram propostas várias metodologias para a separação e de-
terminação quantitativa de agentes tensoativos não iônicos, como
CCD, CLAE, CGAR e Cromatografia com fluido supercrítico111.
Embora a sensibilidade e capacidade de separação dos métodos
de CCD tradicionais sejam muito baixos quando comparadas à
CGAR e à CLAE, a CCD foi utilizada também para a separação
e determinação quantitativa de agentes tensoativos. A baixa re-
produtibilidade inerente da CCD resultou na diminuição de sua
aplicação na análise de agentes tensoativos não iônicos. A CLAE

Figura 3. Cromatograma de íons totais de um extrato acetônico bruto de propólis, apresentando três espectros de massas, correspondentes a três
isômeros de trihidroxi-metoxi-flavonóides. Condições de análise: coluna capilar de borosilicato (Duran-50) (18 m x 0,30 mm x 0,1 µm), com fase
estacionária OV-1701-OH copoli(dimetil-dihidroxi-silano/dicianopropil-dihidroxi-silano/difenil-dihidroxi-silano) (88/7/5); Ohio Valley Specialty
Chemical, Co., USA). Espectrômetro de massas HP5972 MSD acoplado a um cromatógrafo HP-5890 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EUA), volume
de injeção 0,2 µl, com o injetor na coluna a frio (temperatura ambiente), interface a 390oC, Temperatura inicial de 40oC, taxa de aquecimento de
10oC/min até 370oC/10 min. Faixa de varredura de 50-700 Daltons (70 eV).
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também foi utilizada para a separação de agentes tensoativos
não iônicos, tais como os oligômeros de álcoois etoxilados. Mas,
como estes compostos não possuem nenhuma absorção signifi-
cativa no ultravioleta (UV), eles devem ser derivatizados previ-
amente para análise em CLAE. Somente os agentes tensoativos
com um número limitado de grupos etoxila por molécula, po-
dem ser analisados por CGAR sem a necessidade de
derivatização. Vários processos de derivatização foram utiliza-
dos para aumentar a volatilidade dos agentes tensoativos não
iônicos, porém, além dos métodos de derivatização serem demo-
rados, vários agentes tensoativos continuam possuindo baixa
volatilidade, limitando a aplicação desses métodos, por exem-
plo, a álcoois com um máximo de vinte grupos etoxila. A cro-
matografia com fluido supercrítico foi proposta como um proce-
dimento analítico alternativo para a análise de misturas que são
termolábeis ou têm baixa volatilidade, mas apresentou pouca ou
nenhuma resolução, para os isômeros de álcoois etoxilados112.

Uma metodologia alternativa para a caracterização de agen-
tes tensoativos não iônicos é o uso da CGAR-AT e CGAR-
AT-EM para resolução, caracterização e quantificação de isô-
meros106,111,112. A Figura 4 ilustra a análise por CGAR-AT-
EM de uma mistura de etoxinonilfenóis, contendo entre 1 e 7
unidades de etoxila, sem a necessidade de derivatização, pro-
piciando um cromatograma informativo, com a resolução de
vários isômeros.

ANÁLISE AMBIENTAL

Aplicações recentes da CGAR-AT em química ambiental
incluem a análise e caracterização de compostos de alta massa
molecular, em amostras de fumaça da queima de biomassa.
Ésteres de ácidos graxos, ésteres triterpenílicos de ácidos
graxos [(ex: uma série de ésteres de α- e β-amirina, (Figura
5)] e triglicerídeos, foram identificados pela primeira vez em
emissões da queima de biomassa, indicando a emissão desses
compostos diretamente volatilizados das plantas para a fuma-
ça102,113,114. Esses compostos não foram caracterizados previa-
mente em análises por CGAR e CGAR-EM de outras amostras

Figura 4. Cromatograma de íons totais de uma mistura de nonilfenóis polietoxilados (mistura de padrões cedida pelo Dr. D. Barceló, CID-CSIC,
Espanha). Condições de análise: coluna capilar de sílica fundida recoberta com poliimida de alta temperatura (30 m x 0,25 mm x 0,1 µm), com fase
estacionária DB-17-HT copoli (difenil-dihidroxi-silano/dimetil-dihidroxi-silano) (50/50); J&W, Rancho Cordova, CA, EUA). Espectrômetro de massas
Fisons MD 800 acoplado a um cromatógrafo Fisons Serie 8000 (Fisons, Manchester, Reino Unido), volume de injeção 0,2 µl, com o injetor na coluna
a frio (temperatura ambiente), interface a 370oC, Temperatura inicial de 40oC, taxa de aquecimento de 8oC/min ate 350oC/10 min. Faixa de varredura
de 50-700 Daltons (70 eV).

Figura 5. Fragmentograma do íon m/z 218 de um extrato bruto de
Croton hemiagyrus hemiargyreus, apresentando uma série de derivados
de ésteres de α e β amirina se estendendo até aos triacontanoatos de α
e β amirina. Condições de análise: coluna capilar de sílica fundida
recoberta com polimida de alta temperatura (30 m x 0,25 mm x 0,1
µm), com fase estacionária DB-5-HT copoli (dimetil-dihidroxi-silano/
difenil-dihidroxi-silano) (95/5); J&W, Rancho Cordova, CA, EUA). Es-
pectrômetro de massas HP5972 MSD acoplado a um cromatógrafo HP-
5890 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, EUA), volume de injeção 0,2 µl,
com o injetor na coluna a frio (temperatura ambiente), interface a
390oC, Temperatura inicial de 40oC, taxa de aquecimento de 10oC/min
ate 390oC/10 min. Faixa de varredura de 50-700 Daltons (70 eV).

de plantas, devido às análises em CGAR possuirem um limite
de volatilidade dos compostos que podem ser analisados, mui-
to inferior às da CGAR-AT. Isso levava a um limite máximo
para a análise a cerca de 500 daltons de massa molecular, para
compostos não derivatizados.

Outra aplicação importante da CGAR-AT em química
ambiental, é a análise de hidrocarbonetos policíclicos aromá-
ticos (HPAs). A importância desse grupo de contaminantes
ambientais baseia-se no fato de que vários compostos possu-
em atividade mutagênica ou carcinogênica115-116. Os HPAs
podem ser formados pela combustão incompleta de combus-
tíveis fósseis, sendo, conseqüentemente, amplamente difun-
didos no ambiente. Esse grupo é grande e possui muitos isô-
meros, o que requer métodos de separação eficientes como a
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CGAR. Porém, a cromatografia de HPAs de alta massa mo-
lecular pode exceder o limite de temperatura máxima de uti-
lização das colunas capilares tradicionais115-118. Neste con-
texto, a CGAR-AT oferece a possibilidade de analisar uma
variedade de HPAs com massas moleculares até pelo menos
400 daltons115-118.

OUTRAS APLICAÇÕES

Há várias outras possibilidades de aplicação da CGAR-AT
em controle de qualidade, e pesquisa e desenvolvimento de
oligômeros. Por exemplo, resinas fenólicas como a Novolac34;
além de outros tipos de aditivos e resinas, podem ser analisa-
dos por CGAR-AT23.

O controle de qualidade destes materiais não só requer infor-
mação sobre a massa molecular (até 1400 daltons) ou distribui-
ção do número de anéis aromáticos, mas também caracterização
detalhada de isômeros de posição34, o que pode ser realizado
pela CGAR-AT.

A CGAR-AT veio para ocupar um nicho de faixa de massa
molecular, entre 700 e 3000 Daltons, que não é coberto pelas
técnicas analíticas convencionais. Muito se sabe da distribui-
ção de moléculas menores que 700 Daltons e de peptídeos,
proteínas e polisacarídeos, na natureza. Mas apenas agora, com
o uso da CGAR-AT, vislumbra-se um universo de moléculas
desconhecidas, que aguarda sua descoberta.

CONCLUSÕES

Como a CGAR já é um das técnicas mais populares e pode-
rosas para separação de misturas, o futuro da CGAR-AT e da
CGAR-AT-EM é certamente promissor.

A CGAR-AT é um conceito relativamente novo para análi-
ses de rotina, porque as colunas capilares comerciais de alta
temperatura só agora estão ficando facilmente disponíveis. Mas
os velhos preconceitos contra a análise de substâncias
termolábeis ou de alta massa molecular por CG são um obstá-
culo para sua aceitação por usuários potenciais. A CGAR-AT
oferece a possibilidade de analisar uma grande variedade de
amostras de alta massa molecular.

Foram apresentados vários exemplos de análises do
LADETEC – IQ/UFRJ, destacando o uso da CGAR-AT e
CGAR-AT-EM como excelentes técnicas de apoio à pesquisa,
podendo transformar-se facilmente em técnicas de rotina. A
CGAR-AT possui um grande potencial para a análise de inú-
meras classes de compostos orgânicos, como, por exemplo:
ésteres triterpenilícos de ácidos graxos; álcoois graxos
polietoxilados, triglicerídeos, ésteres de álcoois graxos e
carboidratos. Alia-se a isso a possibilidade de identificação de
ácidos graxos livres, de novos produtos naturais, de aplicação
em distilação simulada de frações pesadas de petróleo; carac-
terização de polímeros, etc.. A grande versatilidade da técnica
é baseada intrinsecamente no grande poder de resolução e ex-
trema inércia química das colunas capilares, além da facilidade
de utilização de vários sistemas de detecção e de contar com
sistemas de transferência de amostra (injeção na coluna a frio)
não discriminatórios.

Deve ser acentuado que o uso de condições de CGAR-AT para
análises típicas de CGAR pode melhorar à análise devido a me-
nor sangria das colunas, assim como o menor tempo de análise,
além de um prolongamento da vida útil das colunas capilares.

A disponibilidade da CGAR-AT e CGAR-AT-EM deveria
incentivar pesquisadores de todas as áreas, a buscar moléculas
de massa molecular na faixa de 700 a 3000 Daltons.
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