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RESUMO

Descreve-se um teste de avaliagfo, de ficil implementagfo, desenvolvido por Grob para o controle
de qualidade de colunas capilares durante o fabrico ou no monitoramento periédico de desempenho
com o uso no laboratério. O ensaio permite, num Gnico cromatograma de ficil interpretacdo, a ob-
ten¢do de informagdes sobre adsorgdo, eficiéncia de separagdo, caracteristicas dcido-base e espessura

do filme de fase estaciondria.

ABSTRACT

A practical performance test, developed by Grob, is described for quality control of capillary
gas chromatographic columns during manufacture or subsequent routine use in the laboratory. The test
offers in a single chromatogram, of easy interpretation, information on the following characteristics
of a column: adsorption, separation efficiency, acid-base behaviour and film thickness.

INTRODUCAO

As colunas capilares empregadas atualmente em croma-
tografia com fase gasosa de alta resolugfo possuem carac-
teristicas de inercia e eficiéncia verdadeiramente excep-
cionais!»?.

Contudo, dada a reduzida quantidade de fase estacio-
ndria presente, essas caracteristicas podem ser ripidamente
afetadas mesmo por pequenas quantidades de impurezas
presentes na amostra ou no gis carreador. Evidentemente,
quaisquer alteragbes de desempenho em relagfo as espe-
cificagGes s6 poderfo ser percebidas (pelo menos a tempo
de uma a¢do corretiva®) através da realizagfo de testes pe-
riédicos, Tais testes de desempenho de colunas capilares
envolvem sempre a injegdo de uma mistura de padrOes,
convenientemente selecionados, e interpreta¢gdo do cro-
matograma obtido. Diferengas existem, contudo, quanto
a composi¢do da mistura-teste e as condi¢Bes experimen-
tais de avaliagfo®*%7. Idealmente, deseja-se obter com um
Gnico ensaio todas as informagOes de interesse na avalia-
- ¢fo de uma coluna e na decisfio quanto a sua melhor apli-
cabilidade (caracteristicas de adsor¢fo, eficiéncia de sepa-
raggo, comportamento 4dcido-base e espessura de filme
liquido).

Atualmente ji existem testes de desempenho que se'
aproximam bastante deste comportamento ideal, de modo

que na discussio seguinte, em vez de uma revisfo exaustiva
da literatura, procurar-se-4 oferecer sugestOes concretas,

de ficil implementagfo, extraidas notadamente da me-

todologia desenvolvida por Grob®?. Tais ensaios vem
sendo utilizados rotineiramente em nosso laboratério hi
2 anos, no controle de fabricagao de colunas capilares e
na avaliaggo periddica de seu desempenho.

DISCUSSAO

A composicfo da mistura teste é dada na Tabela I,
e inclui componentes acidos, bésicos, neutros, hidroxilados
e carbonilados convenientemente selecionados de modo a
permitir avaliar a interagdo da coluna com diferentes
classes funcionais. As condi¢Oes cromatogréficas de fluxo
e temperatura para a realizagfo do teste, bem como um
roteiro experimental detalhado, é fornecido no Apéndice.
As ordens de eluigdo dos componentes da mistura-teste
em diferentes fases estaciondrias sfo dadas nas Tabelas
Maeb.

A utilizagio do teste se torna mais clara com o exem-
plo da Figura 1. Os picos referentes aos dois alcanos (C,q
e C,;) e aos trés ésteres sfo tomados como referéncia no

tracado da “linha de 100%” (linha tracejada na Fig. 1),

1 Trabalho realizado com apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPg) e da Financiadora de Estudos

¢ Projetos (FINEP), convénio n? 42 84.0269/1984-5 com o IQ/UFRIJ.
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TABELA |
Composico da mistura-teste (Mistura Grob®")%a

Componente Abreviagio Concentragdo (mg/L) Indicagdo
Decano 10 28,3 Referéncia (100%)
Undecano? 11 28,7 Referéncia (100%)
1-Octanol ol 35,5 , Atividade', ponte de H
2,3-Butanodiol D 53 Atividade**, ponte de H
Nonanaia al 40 Atividade
Acido 2-etil-hexanoico S 38 Basicidade™*
2,6-Dimetil-anilina A 32 © Acidez"
2,6-Dimetil-fenol P 32 Basicidade"
Diciclo-hexilamina am 313 Acidez"*

Decanoato de metila Ey 23 TZD, referéncia (100%)
Undecanoato de metila Eqy 419 TZ, referéncia (100%)
Dodecanoato de metila Epn 413 TZ, dfC, referéncia (100%)

a) Uma mistura alternativa ndo contem 11 e al, contendo dodecano, 128,

b) TZ = n® de separagio (Trennzahl).
¢) df = espessura do filme de fase.
* = padrfo menos reativo.
** = padrfo mais reativo.
*) solvente hexano, detalhes de preparagdo na refe_ré‘ncia6 .

ja que. estes compostos sfo quase sempre eludidos quanti-
tativamente, sob forma de picos simétricos, de colunas
capilares modemas de vidro ou silica fundida. As quan-
tidades dos outros componentes na mistura € tal que, na
auséncia de caracterfsticas 4cido/base ou de adsor¢do da
coluna, as suas respectivas alturas de pico tocam alinha de
100%. Tornase assim extremamente ficil visualizar e
“quantificar” propriedades da coluna como acidez/basici-
dade ou atividade/adsortividade através do efeito sobre as
alturas de pico dos compostos apropriados (a indicagdo
fornecida por cada componente da mistura-teste é dada
na Tabela I). A coluna cromatogrifica da Figura 2, por
exemplo, mostra caracter{sticas polares, 4cidas e basicas
fortes, evidenciadas pela redu¢fo dos picos do octanol (ol),
2,6-dimetilfenol (P) e 2,6-dimetilanilina (A), respecti-
vamente.

A utilizagio de pares de compostos com a mesma fi-
nalidade (por exemplo, A/am, P/S, Djol, Tabela I) visa
introduzir na mistura dois referenciais de compara¢do
suficientemente diferenciados e, com isso, estender a faixa
de aplicagdo do teste a situagGes extremas. Na figura 1b,
por exemplo, a presen¢a de acidez residual na coluna
nfo pode ser percebida pelo pico da anilina (A, 100%);
seu efeito, contudo, é bastante claro no pico da di-i-
clo-hexil-amina (am, 35%), padrfo de basicidade mais
acentuada. O mesmo critério é aplicivel aos outros pares
de compostos. Vale ressaltar que, em alguns casos especi-
ficos, a diminui¢do na altura de picos em cromatogramas
da mistura-teste se deve a outros fatores que nfo os ob-

jetivados com o ensaio. Os exemplos mais conhecidos
sfo os do 4cido 2-etil-hexandico (S) em fases apolares
(ver, p.ex., Fig. 1) e o dos n-alcanos C,4-C;, em filmes
delgados (<0,1um) em fases polares (p.ex. poliglicis).
Nos dois casos, o problema é facilmente perceptivel pela
assimetria dos picos e se deve as insolubilidades desses
compostos nas fases dentro das concentragSes da mistu-
ra-teste’.

Note-se que diversas colunas, mesmo em estado de
novas, nfo conseguiriam “nota dez” para todos os com-
ponentes da mistura-teste, o que nfo as desqualifica ne-
cessariamente para o uso didrio. Uma coluna com centros
icidos pode ser perfeitamente adequada para a separagfo
de alcanos, ésteres, aldeidos (cetonas), etc. Na verdade,
a aparente “neutralidade” de algumas colunas resulta
freqilentemente de quantidades equivalentes de centros
acidos e bisicos, e ndo da auséncia de centros reativos.
Tais problemas nfo sfo, entretanto, muito preocupantes
em aplicages ndo-especificas se os seus efeitos no cro-
matograma se fazem sentir, apenas nos picos dos indica-
dores mais sensiveis (D, S, am). E 6bvio, contudo, que
inércia é uma caracteristica desejivel e, quanto maior,
menor serd a degradago da fase estaciondria durante
o uso freqiiente a temperaturas elevadas. Em outras pa-
lavras, maior é a vida da coluna. Inércia é também extre-
mamente importante nas andlises quantitativas, especial-
mente de tragos, garantindo uma methor repetibilidade
dos resultados.
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TABELA Ia

Ordem de elui¢fo dos componentes da mistura-teste em diferentes fases estaciondrias®

Seqiiéncia de Eluig#o (T elui¢io E,,, 0C)*

Fase
©,15 um) Capilar tratado com BaCO,
EMUILPHOR 10 11 al D ol Eo am A Eu P Ep S (1259)
0S124 10 D 11 ol al P A Eo am Ey Ep - (1309)
0Vv-1 D 10 ol al 11 P A S Eo am E;; E;;  (1189)
0ov-17 D 10 11 al ol P A Ep am Ey Ep - (1279)
0V-61 Ver Tabela ITb
OoV-73 Ver Tabela ITb
0V-225 10 11 D al ol Epo P A am S Ey Ep (1179
PG-400 1 al Epo ol am D Eu Ep A P S - (1039
PG-600 i1 al Ep ol am D Ey' Ep A P S - (1079
PG-1000 10 11 al ol Eo D am E, Eps A P S (1089)
PG-2000 10 11 al ol Eio D am En Ep A P S (1109)
PG4000 10 11 al ol D Eo am Eq Ep A P S (1109)
PLURONIC-61 10 11 al D ol Epo A am P E, S E, (1359
PLURONIC-101 10 11 al D ol Espo A am P En S E;p (1349
PLURONIC-121 10 11 al D ol Ewo A am P Ey, S E,, (1329
PLURONIC-L 64 10 11 al D ol | am A E, P E, S (1249)
PLURONIC-F 68 10 11 al D ol Eyo am E, A Ep P S (1189)
SE-30 Ver Tabela IIb
SE-52 D 10 ol 11 al P A S Eipo am E; E,, (1229
SE-54 Ver Tabela IIb
SP-2125 D 10 11 ol al P A S Eio am - E;; E;; (1249
SP-2300 10 11 D ol al Eypo am Ey, P A Epn - (1189
SP-2510 10 11 D al ol Eyo A P En S Ep - (1149)
UCONHBS5100 10 11 al D ol Epo am A Eu P Ep S (1279)
TABELA Ib
Ordem de eluicSo dos componentes da mistura-teste em diferentes fases estaciondrias’.
Fase Seqiiéncia de Elui¢go (T eluigfo E,,, °C)*
©,15 pm) Capilar persilanizado
QV-1 D 10 ol P A S 12 Eipo am E;, Ep - - (1169)
OV-17 D 10 11 ol al S S 4 A ElO am Eu ‘ Eu -~ (1240)
0V-61 D 10 11 ol al S P A Elo am Eu E12 - (]230)
0Vv-73 D 10 ol 11 al P S A 12 By am Ey, Ep (1189
0ovV225 10 11 D al ol Eypo S P A am E, Ep - (1209)
SE-30 D 10 ol P A S 12 Eypo am E;; Ej - -~ (1169)
SE-52 D 10 ol P & A 12 Eo am E,; Ep, -~ - (189
SE-54 D 10 ol P S A 12 Eiwo am u Ep - - (1189

* Para significado das abreviagGes veja Tabela .
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Fig. 1 — Cromatogramas da mistura teste de Grob em colunas capi-
lares de vidro e de silica fundida. Condig3es de cromato-
grafia no apéndice; significado dos simbolos na Tabela 1.

Um outro conjunto de informagdes fornecido pelo tes-
te se refere a determina¢do do nimero de separagdo (TZ)
e da espessura do filme liquido (df). Estes dois pardmetros
sfo determinados por intermédio dos picos dos ésteres:
Ejo, E11 € E 3. TZ € calculado a partir da relagdo:

AR

TZ= g a+w, 8V
2 2

onde AtR expressa a diferenga de retengfo entre dois
picos consecutivos dos ésteres, e W A(B), as laguras
2

a meia altura dos dois picos (A e B) considerados.

Em geral, calculam-=se dois conjuntos de valores para
TZ (pares E,o/Eq; e Eq;/E;;) e tirase a média (Fig. 1).
Alguns valores tipicos do TZ para colunas capilares (di-
ferentes fases e dimensses) sfo dados na Tabela HI. A
espessura do filme (df) é definida, uma vez registrada
a temperatura de eluiggo do éster E;, (Fig. 1), por in-
termédio da Tabela Il e do nomograma da Figura 3. Essas
determinagfes sfo extremamente Gteis, nfo apenas ao
fabricante, mas no acompanhamento periédico pelo usud-
rio, de processos como: contaminagdo das extremidades,
oxidagfo da fase, redistribuigdo do filme dentro do capi-
lar, perda de fase (sangramento) etc., viabilizando muitas
vezes uma agdo corretiva especifica a tempo de reverter-
ou interromper a deterioragdfo e conseqiiente perda da
coluna capilar®.
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Fig. 2 — Cromatograma da mistura teste de Grob, ilustrando uma
coluna com centros ativos. Condi¢Ses de cromatografia no
apéndice ; significado dos simbolos na Tabela I.
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Fig. 3 — Nomograma para determinagio de espessura do filme de
fase estaciondria empregando a temperatura de eluigdo do
dodecanoato de metila (Ej 5); veja o texto.
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TABELA Il

Valores tipicos de TZb para diversos tipos de colunas capilares.

Fase Comprimento Didmetro Interno Espessura do filme TZ/ma:b
Estaciondria (m) (mm) (um)
Metilsilicones até 20 03 0,10a05 14a18¢cd
25 02 0,10 1,1¢
4550 02 0,10 09¢
até 20 02 0,025 2a2p2d
25 02 0,025 1,7d
45-50 02 0,025 13a16d
Silar 7-CP 47 03 - 0,68d
Silar 10-CP 20 03 025 0,562
Carbowax 26M 1520 03 025205 lalga
OV-17 20 03 020 1
0ov-225 20 03 0,15 0,75209
Dexsil 300 10-15 03 0,152 025 13al16

a) Valores muito dependentes do tratamento da superficie do capilar antes da deposi¢do da fase estacion4ria.
b) Niimeros de separagfo, TZ, obtidos segundo o procedimento de Grob; veja o texto,
¢) Valores obtidos em nossos laboratorios.

d)

S.
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Apéndice

Procedimento para o “Teste de Grob”

. Com a coluna condicionada previamente e adaptada a

umn injetor com “split” e detector de ionizayfo por
chama, resfrie o forno a uma temperatura < 400C.
Isto é especialmente relevante no caso de filres del-
gados.

. Ajuste a pressfo de entrada e a raz3o de “split” (ou a

vazfo do gis carreador) de modo a obter para o meta-
no um tempo de retengdo equivalente a 2 s/m (* 5%)
com gés carreador hidrogénio e 3,5 s/m (+ 5%) com
hélio. Ndo dispondo de CH, puro, pode-se utilizar gés
combustivel. ‘

. A programacfo de temperatura, em fun¢fo do compri-

mento da coluna, é obtida por inter ou extrapolacgfo,
a partir dos seguintes valores de referéncia: coluna com
10m, 5,00C/min com hidrogénio, 2,50C/min com hé-
lio; coluna com 50m, 1,00C/min com hidrogénio,
0,59C/min com hélio.

. Injete a mistura padrfo (ver tabela I) em condigGes tais
que cerca de 2ng de cada componente penetrem na co-
luna (p.ex., Il com razdo de “‘split” entre 1:20 a 1:50,

dependendo da estrutura do injetor).

Imediatamente apds a inje¢do, aquega o forno a 400C

(para filmes muito delgados a 300C) e inicie a progra-

magdo de temperatura.

. Na faixa provével de saida de E;, (na maioria das co-
lunas, 110-1400C) faga duas anotagGes, no papel de
registro, da temperatura medida naqueles instantes.

. Ao final da cromatografia, inter- ou extrapole a tempe-
ratura de eluicdfo de E, ,.
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. Desenhe a linha dos 100%; i.e., a curva que passa pelo

mdximo dos picos dos dois n-alcanos e dos trés ésteres.

. Expresse a altura dos picos remanescentes como uma

percentagem da distdncia entre a linha base e a linha
dos 100%.

Determine TZ como uma média aritmética entre os va-
lores obtidos para E;o/Ey; e E;,/E, (ver, por exem-
plo, Figura 3).

Determine a espessura do filme comparando a tempera-
tura determinada na etapa (7) com os valores de refe-
réncia da Tabela II. A diferenga encontrada (positiva
(+) ou negativa (—)) permite o cdlculo da espessura do
filme com o auxilio do nomograma da Figura 3.
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A OBTENCAO DE PRODUTOS QUIMICOS POR CULTURA
DE TECIDOS VEGETAIS

Affonso do Prado Seabra

Niiclero de Pesquisa de Produtos Naturais
CSS — UFRJ — Bloco H — Cid. Universitdria; 21941 — Rio de Janeiro (RJ)

Recebido em: 16/04/85

A imprensa leiga revela um apetite inesgotavel pelos as-
suntos ligados 4 biotecnologia. E natural que o setor da re-
produ¢do humana (os chamados “bebés de proveta™) rece-
ba a maior cobertura. No entanto, ndo faltam artigos sobre
o impacto da biotecnologia sobre a agricultura. E a “segun-
da revolugdo verde”. O campo de Fitoqufmica nfo ¢é de
grande popularidade, no entanto os artigos aparecem e com
uma dose exagerada de fantasia. A revista SOUTH (outu-
bro, 1984) nfo se contenta em retirar da quimica extrati-
va alguns produtos nobres como a quinina, a2 morfina e o
piretro, mas chega a anunciar a produgfo “in vitro”, em
larga escala, do cacau e da sacarose. Esses artigos procuram
se revestir de credibilidade através da citagdo freqiiente de
declaragBes de cientistas. O que os jornalistas parecem igno-
rar é que muitos cientistas estdo ligados a empresas e dire-
tamente interessados na flutuagdo dos valores de suas a¢Bes.

A feitura de um trabalho de revisfo bibliogrifica deste
campo encontra assim uma real dificuldade: grande volume
do que estd sendo feito ndo estd sendo publicado. Dezenas
de milhSes de ddlares estdo sendo investidos nesta linha de
trabatho através das novas “empresas de pesquisa” que fun-
cionam voltadas para os pedidos de patentes e os segredos,
sem que seus resultados aflorem nas revistas cientificas.
Apesar disso, suficiente trabalho aparece publicado para
permitir uma avaliagfo da realidade e uma visfo critica so-
bre o noticidrio fantasioso. - :

Para tal revisfo bibliogrifico foi necessirio adotar um
critério limitativo. Uma revisio do estudo fitoquimico de
culturas de tecidos teria que abranger muitas centenas de

publicagBes. Procuramos abordar apenas os estudos que ji

< partiam de um interesse especffico bem definido. Desta for--

ma, nosso levantamento nio ultrapassou uma centena de
publicagdes.

Organizamos a bibliografia agrupando os trabathos con-
forme o produto de interesse. Um mesmo produto pode
reunir variadas origens vegetais, como ¢ o caso da escopola-
mina. Para efeito de discussZo nfo obedecemos 4 mesma di-
visdo. Procuramos abordar todo o conjunto de trabalhos
sob alguns aspectos gerais: que nos parecem de maior rele-
vincia.

1 — DADOS ESTATISTICOS

Noventa e uma publicagSes examinadas podem ser agru-
padas conforme os produtos visados:

ALCALOIDES DO TROPANO - 18
CATHARANTHUS - 16
DIOSGENINA -
DIGITALIS -
GINSENG -
ALCALOIDES QUINAZOLIDINICOS -~
" NICOTINA -

H O\ 0o
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