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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 compounas 00 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 400-48Q, 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;
environmental chemistry; high molecular mass compounds.

HISTORICO areas da Ciéncia, como a Quimica, Medicina, a extracao e
prospeccao de petréleo, o monitoramento de pesticidas e agro-

Em setembro de 1959, Desty (trabalhando na Britishtoxicos, entre outras. De particular importancia na rapida
Petroleum, Inglaterra) produziu a primeira coluna capilar depopularizacdo da técnica se encontra sem divida a sua simpli-
vidro. Com a superficie interna recoberta com um filme decidade de uso, aplicabilidade a um grande numero de situagées
esqualeno atuando como fase estacionaria, alcancou um nivgl substratos, aliada a uma notavel capacidade de separagio,
de separacéo de hidrocarbonetos em naftas de petroleo, verdgarticularmente (Gtil na abordagem de misturas complexas. A
deiramente inacreditavel para a época. Um marco na historigemperatura (e, em menor escala, a vazdo de gas carreador)
da cromatografia. Contudo apés algumas analises, a colunggo os parametros operacionais tradicionalmente empregados
perdia quase totalmente suas caracteristicas e se tornava ifa utilizacdo da CGAR. O uso de temperaturas acima €300
prestavel. Desty continuou na tentativa de produzir filmes esencontrava, até o comego da década de 90, dificuldades de
taveis de fases estacionarias sobre vidro até a primavera dgdem pratica, devido notadamente a inexisténcia no mercado
1960. Concluindo, entdo, que o problema n&o oferecia persde fases estacionarias, tubos capilares de alta inércia e
pectivas, abandonou completamente o vidro como superficigonectores adequados.
apropriada para fabricagéo de colunas capitares Em 1983 Lipsky e McMurray publicaram um artigo sobre o

Em Zurique, desconhecendo que Desty ja havia desistidayso de polimetilsilicones com OH terminal, como fases estacio-
Grob continuou tentando o aparentemente impossivel. Em 19644rias em tubos capilares de silica fundida com protecdo externa
Grob produziu colunas capilares de vidro com recobrimentade aluminio. Este trabalho é o precursor da Cromatografia Gaso-
interno carbonizado (pirdlise de QEl, a alta temperatura) sa de Alta Resolucdo e Alta Temperatura (CGAR-AT), um ter-
sobre o qual era possivel depositar eficientemente filmes dgo também proposto para caracterizar a CGAR com temperatu-
fase estacionaria. Subsidiado por uma empresa sui¢a de cigags finais superiores a 38D, Pela primeira vez, eles superaram
ros, Grob aplicou as colunas recém preparadas na analise @arcialmente as duas desvantagens da CGAR, isto é a estabilida-
fumaca de cigarros, conseguindo a separagdo de mais de 3@@ térmica limitada das fases estacionarias e a da poliimida que
compostos, numa das mais extraordinarias separacdes de migcobria externamente os tubos capilares de silica fundida.
turas complexas daquela época. O sucesso da analise levou-0 aposteriormente as colunas de silica fundida recobertas ex-
acoplar a coluna a um espectrometro de massas para a ideniéérnamente com aluminio demostraram algumas desvantagens
ficagdo dos compostos, sendo a primeira ocasido em que $eforam parcialmente substituidas através do uso de colunas de
acoplou uma coluna capilar a um espectrometro de massasilica fundida recoberta com poliimida estavel a alta tempera-
Até 1965, Prof. Grob e sua esposa permaneciam os Unicost@ra, e mais recentemente por uma segunda geracgéo de colunas
trabalhar com colunas capilares de vidro (com a possivel exceapilares de metal: colunas de silica fundida recobertas exter-
céo de Catoni, na Italia) namente com ago, ou mais apropriadamente, tubos de aco

O grande avanco ocorrido ao final da década de 70, ngecobertos internamente com uma camada de %ifita
desenvolvimento e fabricagdo comercial de colunas capilares A grande inovacdo das colunas capilares de alta temperatu-
de alto desempenho (Tabela 1) e de equipamentos para sug o que permitiu sua utilizagdo eficiente acima deGp¢oi
eficiente utilizacao, criou uma extraordinaria expanséo da crog utilizacdo de polissiloxanas com OH, terminal, nas quais a
matografia gasosa de alta resolucdo (CGAR). Trata-se, hojemobilizacdo ocorre pela formacdo de uma ligacdo quimica
de uma técnica indispensavel a pesquisa, desenvolvimento, @htre os silandis residuais da superficie interna do capilar (de
simples controle de qualidade, em uma grande variedade dslica fundida ou de vidro), e a fase estacionaria. Essa ligacdo
resulta em aumento da inércia e da termo-estabiltade

A investigacdo das fases estacionarias de polissiloxanas com
e-mail: ladetec@iq.ufrj.br OH terminal, incorporando os desenvolvimentos da familia‘&rob
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Tabela 1. Histérico da cromatografia gasosa de alta resolucao.

1951 — Desenvolvimento da cromatografia gas-sélido (E. CRemer

1952 — Desenvolvimento da cromatografia gas-liquido (A T. James e A. J. P.3Martin

1956 - * Simpdsio de cromatografia gasosa da American Chemical Society.

1957 — Desenvolvimento das colunas capilares de metal (M. %olay

1959 — Coluna capilar de vidro (D. H. Desty et®alo desenvolvimento tinha o objetivo de reduzir o custo de obtencdo do
capilar; mas Desty abandonou os esforgos apés dois anos de tentativas de recobrir o vidro com a fase estacionaria.

1961 - K. Grob reinicia na Suica os esforgos de Desty.

1978 - E dominada a confeccdo de colunas capilares (inertes), além das técnicas de introdugédo de amostras, principalment
devido aos esforcos da familia Gfdh

1979 — Surgimento das colunas capilares de silica fundida (R. D. Dandenau e E. M. #renner

1983/84 — Imobilizacdo de fases estacionarias com OH teffiifial

1985 — Sistematizacdo da confeccdo de colunas capilares de alta resolucdo e alta temperaturajw. Blum

e 0 conhecimento da preparacao de colunas capilares de alta tem-Uma nova geracdo de poliimidas, ainda mais resistente as
peratura foram sistematizadas através de Blum &b &f23 temperaturas elevadas (3%ou mais), aumentou a vida (til

A estabilidade de fases de polisiloxanas de alta temperaturdas colunas capilarés
depende de caracteristicas estruturais, tais como a reatividade Hoje em dia, tubos capilares de vidro (Duran-50; Schott-
dos grupos funcionais terminais, substituicdo simétrica de gruRuhrglan, Alemanha) ainda sdo o melhor material para prepa-
pos funcionais diferentes na estrutura do polimero e o grau decdo de colunas capilares de alta temperatura, porque eles
polimerizacéo, particularmente quando a polisiloxana é fenil-podem ser utilizados até 4%0 Mas as propriedades mecani-
substituida. Em 1988, a SGE Ltd. Internacional, introduziu acas do capilar de vidro e a falta de fornecedores comerciais
copoli-(dimetil-dihidroxi-silano/carborano) (95/5) HT-5 como sdo as principais desvantagens. Recentemente, uma segunda
fase estacionaria para CGAR-AT. A fase HT-5 em colunas cageracao de colunas capilares de metal vem sendo comercializa-
pilares de silica fundida recobertas com aluminio permite trabada. Essas colunas capilares possuem os méritos das colunas
Ihar a temperatura maxima continua (isoterma final) de atéapilares de vidro assim como as de silica fundida, sendo fle-
46(°C. A alta estabilidade térmica da fase HT5 possibilitou terxiveis, inertes e termo-estaveis até ®20Takayama e Takeichi
éxito em diversas aplicacBes até 4Z6. Mathews” descreveu utilizaram essas colunas até 460e predisseram, para um
a preparacgdo de colunas capilares com o éter poli-(aril)-sulfénicéuturo préximo, uma competicdo comercial dessa segunda ge-
como fase estacionaria, o qual é termo-estavel atéC3&pre- racdo de colunas capilares de metal com as colunas capilares
sentando, no entanto, temperatura minima de trabalho°@e 60 de silica fundida tradicionais, especialmente em relagéo a uti-
Hoje, colunas capilares apolares e de média polaridade podelizacdo em alta temperatdfa
ser operadas convenientemente a temperaturas £€.42@m Hoje em dia, a CGAR-AT é uma ferramenta poderosa, com
primeiro olhar, a extenséo da faixa de temperatura de operacaaplicagdes multidisciplinares, para muitos tipos de andlises em
de 370C para 428C parece possuir pequeno significado. Po- diferentes campos da Ciéncia. As principais aplicagbes atuais
rém, na pratica é altamente significativo: expressado em unidada CGAR-AT encontram-se resumidas na Tabela 2.
des de massa dos compostos que podem ser analisados, o alcan-
ce das analises pode ser estendido em mais de 400 daltons. AS=CNICAS DE INJECAO
sim, varias amostras tipicamente analisadas por CLAE também
podem ser analisadas por CGAR-AT. Além das caracteristicas peculiares das colunas de alta tem-

O desenvolvimento e consolidacdo da CGAR-AT tem peratura, uma exigéncia mais critica é a técnica de injecdo. E
como um dos seus principais marcos a publicacdo do livrmbrigatoria a utilizacdo de injetor que introduz amostras com
“Hochtemperatur Gas Chromatographie” em 1991, por Blumpequena ou nenhuma perda devido a alta massa molecular e ou

e AichholtZ8 termolabilidade. Assim, a introdu¢cdo da amostra requer injeto-
A aplicabilidade da CGAR-AT inclui a analise de lipid®s res na coluna a frio (“cold on-column”) ou por temperatura

n-alcanos até >, triglicerideos®3 oligosacaridedd3 programavel (PTVA.

oligpbmeros de resind porfirinas®3® produtos naturai&“, A injecdo de amostra diretamente na coluna a frio é vanta-

ciclodextrina4® e outros tipos de amostfas josa, particularmente para amostras de alta massa molecular.

Outros tipos de cromatografia gasosa a altas temperatura¥endo em vista que a amostra é depositada diretamente na
como a cromatografia “on-line” de elementos quimicos comocoluna, aumentando assim a reprodutibilidade, devido & baixa
talio utilizando colunas de quartzo ou platina a temperaturas deu nenhuma discriminacdo e decomposigdo da amitétras
até 1000C*, n&o sdo consideradas como sendo CGAR-AT. misturas complexas freqiientemente obtidas de fontes naturais

A parte de alguns grupos especializados em CGAR, a maifpor exemplo petréleo, extratos de produtos naturais) incluem,
oria dos usudrios potenciais das aplicagbes da CGAR-AT aingeralmente, fragbes de alta complexidade, compostos de alta
da ndo percebeu que ela ja pode ser utilizada como técnigaassa molecular ou polares. Portanto, é preciso lidar com dois
rotineira. Ha varias raz8es para isto: a ainda baixa estabilidadgroblemas que levam a solu¢des opostas: reduzir a retengéo
térmica da camada externa do capilar, a aparente sofisticacgmra substancias polares e de alta massa molecular e aumentar
das técnicas de injecdo e velhos preconceitos cromatograficoa. resolugdo para misturas complexas. As temperaturas de

Ha limitacGes de uso das colunas capilares de silica fundideluicAo podem ser reduzidas usando colunas de comprimento
recobertas com poliimida, para a andlise rotineira com tempereduzido e filmes delgados de fase estacionéria; se a primeira
raturas finais até 40Q. Até mesmo as colunas recobertas comsolucdo é adotada, porém, o nimero de pratos também é redu-
o polimero de poliimida estavel a alta temperatura, quandaido. Uma solu¢do é o uso de colunas capilares de tamanho e
mantidas a 37T ou temperaturas mais altas, sofrem processalidmetro interno reduzidos, aumentando o poder de resolucéo
de degradacdio térmica. Quando a silica fundida é exposta, da analise sem o prolongamento do tempo de af4lRerém,
contato com superficies metalicas forma microfissuras, que sa introdugdo de amostras em colunas capilares de diametro
expandem em rachaduras que conduzem a quebra espontameduzido, através de injetores tipo na coluna a frio, é extrema-
da coluna capilar flexiv¥. mente probleméati¢d Por outro lado, em varias aplicacdes,
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Tabela 2. Resumo das principais aplicacdes da CGAR-AT.

Campo da Ciéncia Aplicac6es Tipicas

Quimica de polimeros Controle de qualidade e pesquisa de olig&firos

Geoquimica Orgénica Anédlises petroquimicas (ex.: caracterizagdo de geoporfirinas, analises de biomarcadores, etc
e destilagdo simulad®®*>3

Quimica de alimentos Anélises de triglicerideos em 6leos e gorduras, andlises de oligoss¥cirideos

Quimica de produtos naturais Anélises de compostos com atividade biologica (ex.: flavondides e rotendides) e caracterizagé
de novos compostos de alta massa moletffar

Arqueologia Identificacdo de pigmentos, gomas e outros compostos utilizados no passado em trabalhos
de arté®.

Produtos industriais Controle de qualidade e pesquisa de agentes tensoativos n&§%idHicos

Quimica ambiental Analises de compostos de alta massa molecular (ex.: HPAs) em diferentes matrizes

ambientais'4115

quando a resolugdo ndo é um fator critico, podem ser utilizapara determinacdo da volatilidade de 6leos lubrificantes. Os
das colunas de alta temperatura com diametro interno elevadwocedimentos por CGAR-AT sdo métodos que promoveram
(“megabore”, 0,53 mm d.f*j. maior reprodutibilidade do que os métodos tradicionais,
O injetor com temperatura programavel (PTV) é uma com-como por exemplo os termogravimétricos. Os métodos por
binacdo do injetor classico, com e sem divisdo de fluxoCGAR-AT podem ser automatizados e ser executados com
(“split/splitless”), com o injetor na coluna a frio, onde a colunas capilares de vidro de tamanho reduzido; amostras
amostra é introduzida no sistema cromatografico a baixagsom pontos de ebulicdo acima de 86(Podem ser analisa-
temperaturas, mas em um injetor especialmente projetado @as (equivalente ao ponto de ebulicdo dep-;Cja que
ndo diretamente na colutfa A utilizacdo de injetores com eluem a temperatura menor que 3908 Novas fases de
temperatura programéavel é uma técnica de injecdo fria, naoli(metilsiloxano) com alta estabilidade térmica, permiti-
qual ndo havera nenhuma discriminacdo na agulha. Sua utilram a analise de fracdes de petrdleo com ponto de ebulicéo
zagdo pode produzir resultado semelhante a injegdo na colurtke até 708C a pressdo atmosférica, com pequena ou nenhu-
a frio, para n-alcanos de ponto de ebulicdo alto, assim comma perda (“sangria”) da fa%e
para mistura de compostos termolabefe>2 Mas, pelo me- A geoquimica orgénica preocupa-se quase exclusivamente
nos em aplicacbes em geoquimica organica, observou-se peem a caracterizacdo de compostos organicos;de Go. Os
quena discriminacao para amostras de hidrocarbonetos acintaomarcadores sdo extensivamente usados para obter informa-
de G¢?°. Como a amostra é depositada na camara para se@o sobre a fonte, ambientes de deposicéo, biodegradacéo,
volatilizada e transferida para a coluna, pode-se prever qumigracdo e outra informagéo que concerne a geoquimica orga-
ocorra discriminacdo de substancias termolabeis e de masséca de petréleos brut¥s?’.
molecular muito alta. A principal razado para o aumento rapido no nimero de bio-
O injetor com temperatura programavel requer aqueci-narcadores identificados nos ultimos anos € devido a melhoria
mento e resfriamento programavel da camara de vaporizadas técnicas analiticas, em particular a CGAR acoplada a espec-
cdo inteira e é tecnicamente mais sofisticado que outrosrometria de massas (CGAR-Efl) A CGAR-AT acoplada a
injetores. Esses injetores necessitam de controladores elespectrometria de massas por ionizagdo em campo (“FIMS”),
trénicos, 0 que aumenta seu custo e reduz sua confiabilidadembém foi aplicada largamente a analise de porfirinas e hidro-
significativamente em relacdo aos injetores classicos. Poearbonetos aromaticos e saturados de alta massa mdig&ular
rém, esses injetores, quando utilizados em toda a sua capitas além do aumento rapido no niumero de biomarcadores iden-
cidade, produzem grandes beneficios em relagdo aos injetdificados, os novos biomarcadores tém maior massa molecu-

res classicos (“split/splitless”). lar®1%8 Por exemplo, a utilizagéio das porfirinas metaladas como
marcadores geoquimicos esteve um pouco limitado pela falta de
GEOQUIMICA ORGANICA técnicas analiticas satisfatorias. As geoporfirinas podem ser uti-

lizadas na exploragcdo de petroleo, para determinar correlagbes

A ocorréncia de hidrocarbonetos de alta massa moleculadleo-rocha geradora e 6leo-6leo, e como indicadores de matura-
(> C40) em materiais geoldgicos recebeu pouca atencdo atédo de 6let. O desenvolvimento de novas técnicas como a
recentemente, devido as dificuldades analifita3epois do  CGAR-AT acoplada a espectrometria de massas por plasma in-
trabalho exploratério de Lipsky & Dufty com petréleos duzido (“ICP-MS”) e a CGAR-AT acoplada ao detector por
brutos, Del Rio et ai>®¢ utilizando a CGAR-AT observa- emisséo atdmica (CGAR-AT-DEA) podem ser utilizados para a
ram a ocorréncia de hidrocarbonetos at¢ € betumes e analise rapida e quantificacdo de porfirinas metaladas, como as
petréleos brutos. de niquel, ferro e vanadit™

A CGAR-AT na induastria de petréleo possui varias e im-  Os hidrocarbonetos de alta massa molecular presentes em pe-
portantes aplicacées, por exemplo destilagdo simdffda troleos sdo mais resistentes a reacdes quimicas ou degradagéo
analise de biomarcadores de alta massa molecular auxiliandokdoldgica, sendo bem conhecido que os processos de biodegrada-
explotacéo de petr6l8be mais recentemente na classificagéo ¢éo afetam inicialmente os compostos de menor massa molecular.
de petréled®. A baixa volatilidade inerente de misturas acima Hoje em dia, a quimica do petréleo se preocupa cada vez mais
de Gg impediu a aplicagdo de CGAR para a analise dos comeom os compostos de maior massa molecular, utilizando para
ponentes pesados dessas amostras. A alta massa molecular dasos fins as fragcdes pesadas e depdsitos, que anteriormente eram
amostras contendo compostos acima ggidpediu que estas desprezados ou utilizados para fins menos nobres. Nesse aspecto,
fossem estudadas na mesma extensdo que as amostras congonhecimento molecular é essencial para um melhor entendi-
distribui¢cdo abaixo de & mento quimico dos fendmenos macroscopicos comuns a explora-

A “destilagéo simulada” por CGAR é um método extensa-Gé&o e explotacédo de petr6lgbs
mente utilizado na indUstria de petréleo, para obter a distri- A crescente exploragdo de petréleo na plataforma continental
buicdo do ponto de ebulicdo de varios 6leos brutos, destilaem varios paises, em especial no Brasil, lider mundial em explo-
dos e residuos. Foram desenvolvidos métodos em CGAR-ATagdo de petrdleo em aguas profundas, resulta no surgimento de
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novos desafios. Esses tem que ser vencidos rapidamente pelteos de sementes utilizados para propdsitos terapéuticos em
Brasil, uma vez que o petréleo tem um papel fundamental naedicamentos populafs monitoramento de meios reacionais,
economia do pais, e que mais de 70% do petréleo produzido mmmo a clivagem de acilgliceréis catalisada por ligdsescon-

pais é oriundo de pogos na plataforma continental. Devido atrole de qualidade de produtos alimentigfoa eficiéncia desta
gradiente geotérmico entre o petréleo contido nos reservatoério®cnica permite empregar misturas de triacilglicerideos, como
na plataforma continental (que esta aquecido a temperatura smistura teste para colunas capilares de alta temperatura. Sua
perior a 46C devido a grande profundidade com que é achadanélise fornece informacdes importantes sobre o poder de sepa-
em relagdo a superficie terrestre) e os oleodutos de produc&acédo, atividade catalitica e a sangria de colunas capilares, a
submarina (no fundo do mar a temperatura aproximada é demperaturas entre 38D e 420C%8 (Figura 1).

4°C), quando o petréleo entra em contato com as paredes inter-
nas dos oleodutos, h& precipitacdo de compostos pesados.

Esse processo pode levar a obstrucdo total da tubulagdo. As
técnicas de recuperacao disponiveis sdo demasiadamente carag.
Dependendo da profundidade do oleoduto na agua, os custos
de substituicdo da tubulacdo podem chegar a US$500.000,00/
quildmetro de oleoduto. Nesse contexto CGAR-AT é uma fer-
ramenta essencial para monitorar, antecipar os problemas e
testar a efetividade de solucées experimefitais

Heath e colaboradores relataram a quantificagdo de n-alcano \

de alta massa molecular por CGAR-AT com boa reprodutibilida- o 5
de e uma curva de calibragdo para ogp-€dm coeficientes de
correlagéo de 0,995 e limite de deteccdo de 28 ng Figura 1. Cromatograma da analise de triglicerideos de manteiga em

A analise por CGAR e CGAR-AT de polywax 655 (série iso-octano (10% massa/massa). Coluna capilar capilar de borosilicato
homologa de alta massa molecular de n-alcanos, com predomiuran-50) (10 m x 0,30 mm x Ogm), com fase estacionaria PS-
nancia de n-alcanos pares, entrg € Gg) mostra as vanta- 090, copoli(dimetil-dihidroxi-silano/difenil-dihidroxi-silano) (80/20).
gens da CGAR-AT em comparagdo a CGAR, isto €, a extensa@ondigﬁes_ de gnélise: Temperatura inicial"@O_ta_xa de aquecimento
do alcance analitico desg£para Goo (dados apresentados pre- de 20C/min até 398C/10 min; temperatura do injetor A0, tempera-
viamente em Pereira et Jg) tura do detector 40 (DIC), fase mével 0,8 ml/min ¢H Tipo de

. = } L A . njecdo: na coluna a frio, com volume de injecao de /@,5Mistura
. Outra_ ap~llca(;ao da CGAR AT na geoquimica organica ,e este utilizada pela Quadrex Corporation, para testar colunas capila-
diferenciacdo de paleoambientes (lacustre marinho, de aguds ge aita temperatura de média polaridade).
doce e hipersalino) de petréleos brutos e suas rochas gerado-

ras, baseada na distribuicdo de picos de biomarcadores na fai-
xa entre Go e Gso™>®. OLIGOSSACARIDEOS

TRIGLICERIDEOS Legumes, varios 6leos de sementes, ervilhas e feijées, sao
de interesse nutricional por serem fontes de proteina e energia.
Em 1979 K. Grob Jr. declarava que os triglicerideos eranE sabido que eles causam flatuléncia no homem e animais por
0s compostos de maior ponto de ebulicdo que poderiam serausa da concentragcdo relativamente elevada de oligossacari-
analisados habitualmente por CGRRColunas capilares de deos, inclusive rafinose, estaquiose e verbas€é$eFruto-
vidro podiam ser usadas para algumas centenas de andliselgossacarideos que existem em frutas, legumes e grédos séo
(até 358C), sem mudanga significativa de seu desempenho atilizados seletivamente por bactérias do célon no intestino
lidando com compostos com massas moleculares até 103@elgado, causando diversos problemas digesfivds
Daltons, mas com baixa ou nenhuma resolugéo dos isémeros O uso da CGAR-AT como um método rapido e simples para
dos triglicerideos. a determinacdo qualitativa e quantitativa de oligossacarideos,
Com o desenvolvimento das colunas capilares, varias puinclusive sacarideos com massa molecular de até 1400 daltons,
blicagdes demonstraram a aplicabilidade da CGAR e CGARem amostras de comida e contedudo intestinal, tem contribuido
AT, para a caracterizagdo de 6leos e gorduras, com resolu¢cgara o estudo dos efeitos fisiolégicos de oligossacarideos em
suficiente para diferenciar os diferentes triglicerideos insatudietas no homem e anim#s3 A vantagem principal da CGAR-
radog®7%, Esta técnica analitica foi desenvolvida principal- AT é a alta resolucdo obtida para os derivados trimetilsililados
mente para caracterizagéo de adulteracdes de 6leos utilizadde polissacarideos, permitindo a identificacdo desses compostos
na inddstria alimenticia devido a fatores econémicos, coma@m misturas complexas. A CGAR-AT aumentou consideravel-
por exemplo, a adulteracdo intencional de azeite de oliva pomente o a&mbito dessas analises, suplantando a cromatografia por
adi¢do de Oleo de soja (que possui um menor valor agregdhuido supercritico (SFC), até mesmo para a andlise de oligossa-
do)?°. Existem varios métodos fisico-quimicos para determi-carideos considerados termolabis
nar as propriedades dos 6leos, mas a complexidade das amos-Outra aplicacdo de CGAR-AT em andlise de oligossacari-
tras dificulta o reconhecimento e quantificacdo de possiveigleos é a identificacdo de gomas formadas por polissacarideos
adulteracde®82 A CGAR-AT propicia a injecdo do 6leo em obras de arté Uma tinta pode ser considerada como uma
diretamente na coluna capilar, evitando processos de hidrélismistura de um pigmento e uma goma. A goma é uma subs-
ou derivatizagdo. A CGAR-AT fornece o perfil caracteristico tancia que forma um filme que une particulas de pigmento e
da distribuicdo de triglicerideos de cada Oleo vegetal, possies adere ao substrato. Entre outras substancias, resinas de
bilitando a identificagcdo de adulteragbes, pela simples complantas e ceras foram utilizadas como gomas e pigmentos
paracdo dos perfis cromatograficos. desde tempos pré-histériédsA identificacdo molecular de
Aicholtz e colaboradores utilizaram a CGAR-AT acoplada apigmentos e gomas prové informagdes Uteis sobre os materi-
espectrometria de massas por ionizagdo quimica, para a identiis e técnicas utilizadas no passado. Um conhecimento me-
ficacdo de triglicerideos menos comuns (ex: hidroxitrigliceri-lhor dos materiais utilizados em obras de arte, propicia o
deos e triacilgliceréis de ep6xid&s§e desenvolvimento de métodos de conservacdo mais
Ha varias outras aplicacfes relacionadas as analises dmtisfatorios. Outras misturas de compostos organicos de alta
triglicerideos por CGAR-AT, como a descoberta de adulteracdanassa molecular sdo marcadores importantes em materiais de
de gordura do leite usado na industria de gffeijestudo de  origem arqueolégici.

QUIMICA NOVA, 23(3) (2000) 373



Oligossacarideos ciclicos, como os derivados de ciclodextriPRODUTOS NATURAIS
nag? %% podem ser facilmente analisados. Derivado§-di
clodextrinas B-CD) sédo utilizados como fases estaciondrias A caracterizagdo de importantes classes de produtos natu-
guirais em CGAR. O uso dessas fases resultou na resolug&ais (por exemplo rotendides, flavondides e varias outras clas-
enantiomérica de precursores quirais e intermediarios sintéticoses de compostos arométicos) é normalmente realizada atra-
de compostos com atividade biolégica, enantioseletividade sivés de técnicas da fitoquimica classica e inclui primeiramen-
multanea de componentes quirais de aromas com diferentes grie uma etapa de isolamento, através de cromatografia em
pos funcionais, et&®® Varios derivados de ciclodextrinas, des- coluna aberta (CC), cromatografia em camada delgada (CCD)
critos na literatura e usados como fases estacionarias quiraisuy CLAE, antes da identificacdo pelos métodos espectrosco-
sdo misturas complexas. Eles sdo sintetizados pela substituig@écos habituais de UV, IR e NMR. Assim, a identificagdo de
de grupos hidroxila e resultam em numero consideravel denultiplos componentes através de fitoquimica classica é ex-
isbmeros de posicdo. Como a qualidade das colunas quirais de#emamente lenta.
pende da fase estaciondfiasdo necessarios métodos para Desde 1985 o LADETEC-IQ-UFRJ vem enfatizando que a
analisé-las e caracteriza-las. A CGAR-AT também pode ser us&EGAR pode e deve ser utilizada para analisar compostos tra-
da na analise de derivados @D, com algumas vantagens em dicionalmente rotulados como n&o analisaveis por cromatogra-
relagdo a outros métodos como por exemplo, Ressonancia Mafja gasosa, por serem polares ou “termolabeis”, em especial os
nética Nuclear (RMN), Cromatografia em Camada Delgada derodutos naturaf€. Tem-se, também, procurado disseminar
Alta Eficiéncia (CCD-AE) e Cromatografia Liquida de Alta essa atitude para a quimica ambiental, medicinal e clinica. Pes-
Eficiéncia (CLAE). A CGAR-AT pode ser utilizada para andlises quisadores desses campos continuam a preferir a CLAE como
de rotina de substancias isoladas e misturas em meios reacion&nica ideal, provavelmente devido as velhas limitagdes da
de derivados d@-ciclodextrinad™®® (Figura 2). CG terem sido estendidas para a CGAR, sem uma analise ade-
quada. A CGAR tem muitas vantagens quando comparada a
CLAE: a nao utilizagdo de solventes como fase mdvel, maior
N resolucdo, separagcdo mais rapida, facilidade de acoplamento a
um grande numero de detectores seletivos,m@.tdﬂoje, a
, CGAR-EM é um método importante e consolidado para a ana-

| | lise sistemética de produtos natu?ail No estudo de plantas

' D medicinais, porém, a CGAR-EM tem-se restringido, geralmen-
te, a analise de misturas de componentes de baixa polaridade e

e de baixa massa molecular.

A CGAR-AT abriu novas perspectivas para a determina-
¢ao rapida de produtos naturais, algum deles com atividade
biolégica, como flavondides e rotensid®é’ A Figura 3
mostra a andlise de extratos acetbnicos brutos de propdlis
\ por CGAR-AT com trés flavonodides caracterizados por

CGAR-AT-EM.
N Os extratos brutos polares de produtos naturais sdo amostras

complexas, como, por exemplo, o extrato acetdnico bruto de
propdlis. Este extrato possui varios acidos e compostos fendlicos,
. misturas que sdo dificeis de analisar, devido, entre outros fato-

| res, & forte tendéncia desses compostos sobrecarregarem as fa-
L/ ses estacionarias apolares (ou de média polaridade) necessarias

para o trabalho em temperaturas eleviia#\ utilizacdo de
colunas de comprimento reduzido 10 m) e filmes delgados de
N \ T prn fase estacionéaria(0,1mm) favorecem a eluicdo mais rapida (e
N 0 Tempo de reteng&o (min) a temperaturas mais baixas) de misturas de compostos de alta
Temp e retengio (i massa molecular, ou de alto ponto de ebulicdo. Por outro lado,
a utilizacdo de filmes delgados de fases estacionarias compro-
Figura 2. Cromatogramas da anlise do meio reacional da 2,6-di- mete o poder de resolugéio, assim como a capacidade da coluna
O-metil-3-O-acetilg-ciclodextrina: a) ap6s 12 horas de reacdo; b) capjlar. Apesar destes fatos o extrato acetdnico bruto de propdlis

apbs 36 horas de reacdo; c) apds 72 horas de reacéo e d) apdyq4e ser analisado por CGAR-AT, sem a necessidade de “clean-
purificacdo em cromatografia de coluna. Para maiores detalhes,up,, propiciando um cromatograma informativo

referéncias 41 e 94. Cromatografo HP-5890 (Hewlett-Packard, Palo . ~ -
Alto, CA, EUA), Coluna capilar de silica fundida recoberta com A utilizacdo da CGAR-AT e da CGAR-AT-EM na analise de

poliimida de alta temperatura, com a fase estacionaria copoli €xtratos brutos e fragcdes de produtos naturais permitiu a carac-
(dimetil-dihidroxi-silano/difenil-dihidroxi-silano/silil-difenileno-éter) ~ terizag@o direta de varios compostos, sem a necessidade de
(40/30/30) (3 m x 0,25 mm x Oyim), Silaren, BGB, Suigca. Condi- derivatizagdo e, em varios casos, sem a necessidade de procedi-
¢Oes de andlise: Temperatura inicial de®800,5 min, taxa de aque- mentos de “clean up”. Estes compostos incluem flavonoides,
cimento de 28C/min ate 320C, 2 taxa de aquecimento 10/min rotenoides e ésteres graxos de terpendides e de alcoois de cadeia
até 400C/10 min. Detector (DIC) 40T, Tipo de injecdo: na coluna  |5ngg940.102103 A possibilidade de analisar extratos brutos pode
a frio, com volume de injecdo de 0.4 ser extremamente (til para o estudo sistematico de plantas me-
dicinais e outras fontes de amostras biologicamente ativas, como
Os derivados de-ciclodextrinas sdo os compostos de um método de analise rapida, que pode guiar o trabalho fitoqui-
maior massa molecular até o momento analisados pomico subseqiiente. Como resultado, depois de uma etapa de tri-
CGAR-AT. E interessante notar que, apesar da elevada maggem (“screening”), s6 alguns picos cromatograficos desconhe-
sa molecular dos derivados de CD (1400-2500 daltons), elesidos permanecerédo dependentes de metodologia analitica clas-
possuem tempo de retencdo na faixa dos n-alcanogga C sica (por exemplo, isolamento) para identificagdo inequivoca.
C7o0 (844-984 daltons). Esse fato é devido as estruturagm certos casos essa abordagem pode ser simplificada pelo iso-
ciclicas (toroidais) das CD diminuirem a interacdo dessadamento de uma substancia chave apenas. Apos sua identifica-
substancias com a fase estaciorfdria ¢éo é possivel buscar, via espectrometria de massas, a presenga
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Figura 3. Cromatograma de ions totais de um extrato acetdnico bruto de propdlis, apresentando trés espectros de massas, correspdaentes
isdbmeros de trihidroxi-metoxi-flavonoéides. Condig6es de anélise: coluna capilar de borosilicato (Duran-50) (18 m x 0,30Lmm)x dhm fase
estacionaria OV-1701-OH copoli(dimetil-dihidroxi-silano/dicianopropil-dihidroxi-silano/difenil-dihidroxi-silano) (88/7/5); Okatiey Specialty
Chemical, Co., USA). Espectrometro de massas HP5972 MSD acoplado a um cromatégrafo HP-5890 (Hewlett-Packard, Palo Altp, V@RnEJ A
de injecdo 0,2ul, com o injetor na coluna a frio (temperatura ambiente), interface &390emperatura inicial de 4C, taxa de aquecimento de
10°C/min até 378C/10 min. Faixa de varredura de 50-700 Daltons (70 eV).

de outros membros de sua familia estrutural presentes na amasio tem conhecimento exato sobre o nimero de componentes
tra. A caracterizagéio dessas substancias correlatas pode ser fgt@sentes, assim como suas estrutifa® principal grupo de

por transformacdes quimicas efetuadas naquela que foi isoladagentes tensoativos nao idnicos consiste em misturas de alco-
possibilitando a rapida caracterizacdo dos demais compostass polietoxilados ou de alquilfendis polietoxilados. A biode-
desconhecidos. Essa abordagem é especialmente vantajosa, qugradacao ambiental, inclusive no tratamento de agua de esgo-
do a quantidade dos compostos desconhecidos é insuficiente paa que contém alquilfendis polietoxilados, resulta em alquilfe-
permitir o seu isolamento. Essa sistematica foi bem descrita pardis e alquilfendis etoxilados (tipicamente com 1 a 3 unidades
Godoy et al. em 1987 Novas fases estacionarias para CGAR- de etoxila), que s&o mais resistentes que 0s seus precursores e
AT de média polaridade (ex.: fluoroalquil/fenil-substituidas, ter-podem acumular em ciclos alimentares. Foi relatado em labo-
micamente estavel até Am) propiciam a resolucdo de amos- rat6rio'?®1% assim como em estudos de caftfoque esses

tras de elevada complexidade, como por exemplo a separagc&mpostos induzem atividades estrogénicas.

dos componentes da cera de ab¥tha Além das questdes ambientais pertinentes, a analise e co-
nhecimento da composi¢cdo quimica de misturas de agentes
AGENTES TENSOATIVOS tensoativos ndo ibnicos apresenta outros aspectos tecnolégicos

e econdmicos importantes, como: i) diferencas na distribuicédo

A baixa volatilidade inerente de varios contaminantes, comade oligdmeros podem afetar profundamente as propriedades
0s agentes tensoativos ndo i6nicos, impediu a andlise dessHsico-quimicas dessas misturas e ii) avaliagdo de matérias pri-
compostos por CGAR. Esse fato foi superado pelo uso de canas comerciais, devido a grande variacdo de precos entre dife-
lunas capilares de alta temperatura e injetores tipo “cold onrentes fornecedor&s!®®
column” (na coluna a frio). Esta técnica de introdugdo de amos- Foram propostas varias metodologias para a separacdo e de-
tra, como ja foi dito, é Gtil para todos os tipos de amostrasterminag¢do quantitativa de agentes tensoativos néo idnicos, como
mas essencial para a analise de misturas termolabeis e amd3€D, CLAE, CGAR e Cromatografia com fluido supercritido
tras com alto ponto de ebuli¢d® Embora a sensibilidade e capacidade de separacdo dos métodos

Alcoois graxos polietoxilados sdo amplamente empregadosle CCD tradicionais sejam muito baixos quando comparadas a
em cosméticos. S30 agentes tensoativos ndo i6nicos e atug€@BGAR e & CLAE, a CCD foi utilizada também para a separagéo
como detergentes e emulsificantes. Como a maioria dos fabre determinacdo quantitativa de agentes tensoativos. A baixa re-
cantes ndo fornece um perfil analitico especifico desses mat@rodutibilidade inerente da CCD resultou na diminuicdo de sua
riais, freqUentemente acontece que o quimico de cosméticaaplicacdo na andlise de agentes tensoativos néo ibnicos. A CLAE
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também foi utilizada para a separacdo de agentes tensoativde plantas, devido as analises em CGAR possuirem um limite
nao ibnicos, tais como os oligdbmeros de alcoois etoxilados. Magje volatilidade dos compostos que podem ser analisados, mui-
como estes compostos ndo possuem nenhuma absorgéo signifi- inferior as da CGAR-AT. Isso levava a um limite maximo
cativa no ultravioleta (UV), eles devem ser derivatizados previpara a analise a cerca de 500 daltons de massa molecular, para
amente para analise em CLAE. Somente os agentes tensoativosmpostos ndo derivatizados.
com um ndmero limitado de grupos etoxila por molécula, po- ('
dem ser analisados por CGAR sem a necessidade d?n/zm
derivatizagdo. Varios processos de derivatizagdo foram utiliza-
dos para aumentar a volatilidade dos agentes tensoativos nédo B
idbnicos, porém, além dos métodos de derivatizagdo serem demo-
rados, varios agentes tensoativos continuam possuindo baixa
volatilidade, limitando a aplicagcdo desses métodos, por exem-
plo, a alcoois com um maximo de vinte grupos etoxila. A cro-
matografia com fluido supercritico foi proposta como um proce-
dimento analitico alternativo para a analise de misturas que sao
termolabeis ou tém baixa volatilidade, mas apresentou pouca ou Tempo de Retengao (min)
nenhuma resolugaq, para oS ISomeros de alcoo.ls et~o>%ﬂ5dos Figura 5. Fragmentograma do ion m/z 218 de um extrato bruto de
Uma metodologia alternativa para a caracterizacéo de ageftrotonhemiagyrushemiargyreus, apresentando uma série de derivados
tes tensoativos néo idnicos € o uso da CGAR-AT e CGARye ésteres da e B amirina se estendendo até aos triacontanoatos de
AT-EM para resolugéo, caracterizagdo e quantificagéo de isGe g amirina. Condicdes de andlise: coluna capilar de silica fundida
merog®11L112 A Figyra 4 ilustra a analise por CGAR-AT- recoberta com polimida de alta temperatura (30 m x 0,25 mm x 0,1
EM de uma mistura de etoxinonilfenéis, contendo entre 1 e #m), com fase estacionaria DB-5-HT copoli (dimetil-dihidroxi-silano/
unidades de etoxila, sem a necessidade de derivatizagéo, préfenil-dihidroxi-silano) (95/5); J&W, Rancho Cordova, CA, EUA). Es-
piciando um cromatograma informativo, com a resoluc&o ddrectrometro de massas HP5972 MSD acoplado a um cro_rr_lat(zgrafo HP-
Varios isbmeros. 5890 (H}awlett-Packard, Palo Alto, CA, EUA), vqumg de |njggaq10,2
com o injetor na coluna a frio (temperatura ambiente), interface a
. 390°C, Temperatura inicial de 4C, taxa de aquecimento de®0dmin
ANALISE AMBIENTAL ate 390C/10 min. Faixa de varredura de 50-700 Daltons (70 eV).
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Aplicacdes recentes da CGAR-AT em quimica ambiental
incluem a andlise e caracterizagdo de compostos de alta massaOutra aplicacdo importante da CGAR-AT em quimica
molecular, em amostras de fumaca da queima de biomassambiental, é a andlise de hidrocarbonetos policiclicos aroméa-
Esteres de acidos graxos, ésteres triterpenilicos de &aciddios (HPAs). A importancia desse grupo de contaminantes
graxos [(ex: uma série de ésteresodee B-amirina, (Figura  ambientais baseia-se no fato de que varios compostos possu-
5)] e triglicerideos, foram identificados pela primeira vez emem atividade mutagénica ou carcinogéhted!® Os HPAs
emissfes da queima de biomassa, indicando a emissdo desgeslem ser formados pela combustéo incompleta de combus-
compostos diretamente volatilizados das plantas para a fumdiveis fdsseis, sendo, conseqiientemente, amplamente difun-
¢al9%113.114 Esses compostos ndo foram caracterizados previadidos no ambiente. Esse grupo é grande e possui muitos isé-
mente em andalises por CGAR e CGAR-EM de outras amostragieros, o que requer métodos de separagéo eficientes como a

LSS LARRIRRLLE RARRYRRRARRRRLYE EALRY LARRY RARRNRLALNL
18.0 200 220 240 280 280 300 320 340 360

Tempo de retengdo (min)
Figura 4. Cromatograma de ions totais de uma mistura de nonilfenéis polietoxilados (mistura de padrdes cedida pelo Dr. D. Barce&&C,CID-C
Espanha). Condicdes de analise: coluna capilar de silica fundida recoberta com poliimida de alta temperatura (30 m x 05 pmjy xom fase
estacionaria DB-17-HT copoli (difenil-dihidroxi-silano/dimetil-dihidroxi-silano) (50/50); J&W, Rancho Cordova, CA, EUA). lGspeted de massas
Fisons MD 800 acoplado a um cromatégrafo Fisons Serie 8000 (Fisons, Manchester, Reino Unido), volume de inieg@an0® injetor na coluna
a frio (temperatura ambiente), interface a 320 Temperatura inicial de 4Q, taxa de aquecimento dé8min ate 358C/10 min. Faixa de varredura
de 50-700 Daltons (70 eV).
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CGAR. Porém, a cromatografia de HPAs de alta massa mMOoREFERENCIAS

lecular pode exceder o limite de temperatura maxima de uti-
lizacdo das colunas capilares tradicioh&id'® Neste con- 1.
texto, a CGAR-AT oferece a possibilidade de analisar uma 2.
variedade de HPAs com massas moleculares até pelo menos3.
400 daltond!>118 4.
5.
OUTRAS APLICACOES 5
Ha varias outras possibilidades de aplicacdo da CGAR-AT 7.
em controle de qualidade, e pesquisa e desenvolvimento de 8.
oligpbmeros. Por exemplo, resinas fendlicas como a Novblac 9.

além de outros tipos de aditivos e resinas, podem ser analisal0.

dos por CGAR-AT®,

O controle de qualidade destes materiais n&o s6 requer infor-11.

magcédo sobre a massa molecular (até 1400 daltons) ou distribui-

¢éo0 do nimero de anéis aromaticos, mas também caracterizacad2.

detalhada de isdbmeros de positd® 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 ndo é coberto pelasl4.

técnicas analiticas convencionais. Muito se sabe da distribui-

cdo de moléculas menores que 700 Daltons e de peptideosld.
proteinas e polisacarideos, na natureza. Mas apenas agora, coif.

o uso da CGAR-AT, vislumbra-se um universo de moléculas
desconhecidas, que aguarda sua descoberta.

CONCLUSOES

Como a CGAR ja é um das técnicas mais populares e pode-19.

rosas para separagdo de misturas, o futuro da CGAR-AT e da
CGAR-AT-EM é certamente promissor.

os velhos preconceitos contra a analise de substancias

termolabeis ou de alta massa molecular por CG sdo um obsta24.

culo para sua aceitagdo por usudrios potenciais. A CGAR-AT

oferece a possibilidade de analisar uma grande variedade de25.
26.

Foram apresentados varios exemplos de andlises do27.
LADETEC - IQ/UFRJ, destacando o uso da CGAR-AT e 28.

amostras de alta massa molecular.

CGAR-AT-EM como excelentes técnicas de apoio a pesquisa,
podendo transformar-se facilmente em técnicas de rotina. A

CGAR-AT possui um grande potencial para a andlise de inu- 29.

meras classes de compostos orgéanicos, como, por exemplo:
ésteres ftriterpenilicos de acidos graxos; alcoois graxos

polietoxilados, triglicerideos, ésteres de &lcoois graxos e 30.

carboidratos. Alia-se a isso a possibilidade de identificacdo de

acidos graxos livres, de novos produtos naturais, de aplicagao31.

em distilacdo simulada de fracbes pesadas de petréleo; carac-

terizacao de polimeros, etc.. A grande versatilidade da técnica32.

é baseada intrinsecamente no grande poder de resolucédo e ex-

trema inércia quimica das colunas capilares, além da facilidade33.

de utilizag8o de varios sistemas de deteccdo e de contar com

sistemas de transferéncia de amostra (injecdo na coluna a frio34.

ndo discriminatorios.

Deve ser acentuado que o uso de condi¢cdes de CGAR-AT para35.

analises tipicas de CGAR pode melhorar a andlise devido a me-

nor sangria das colunas, assim como o menor tempo de analise36.

além de um prolongamento da vida util das colunas capilares.
A disponibilidade da CGAR-AT e CGAR-AT-EM deveria

incentivar pesquisadores de todas as areas, a buscar molécula®7.

de massa molecular na faixa de 700 a 3000 Daltons.
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