UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
Escola de Farmacia - EFAR

Flavia de Carvalho Pedrosa

Cromatografia Gasosa aplicada em Estudos de
Metabolémica

Ouro Preto, 2018



Flavia de Carvalho Pedrosa

Cromatografia Gasosa aplicada em Estudos de
Metabolémica

Trabalho de conclusao de curso apresentado a Es-
cola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro
Preto como parte dos requisitos para obtencao do
titulo de bacharel em Farmacia.

Area de concentracao: CG em metabolomica

Orientador: Prof. Dr. Sidney Augusto Vieira Filho

Ouro Preto
Escola de Farmacia - UFOP
Fevereiro/2018



Dedico este trabalho a minha familia, pela cumplicidade e apoio nesta dificil tarefa e
grande realizacdo. Ao meu pai Rosélio Candido Pedrosa, a minha mde Ita de Lourdes
Carvalho Pedrosa, ao meu irmao Filipe de Carvalho Pedrosa por sempre me auziliar nas

minhas dificuldades e ao Denis Oliveira Cruz pela compreensao e por estar ao meu lado

durante esta trajetoria.



AGRADECIMENTOS

A Deus, meu mentor maior, por permitir que a minha trajetoria chegasse ao fim e por
trilhar comigo este caminho de tantas batalhas. Gratidao pela minha vida e da minha
familia. Gratidao pela saude pra lutarmos. Gratidao pelas pessoas que conheci e tive o
privilégio de conviver. Gratidao sempre!

Ao Professor Dr. Sidney Augusto Vieira Filho, um ser humano incrivel que de maneira
tao gentil e acolhedora dirigiu este trabalho. O que me deu o prazer de considera-lo um
amigo, meu amigo Bibo, sempre com as palavras certas, bons conselhos e uma boa prosa.
O que nunca diz nao, e que de forma tao bondosa oferece refiigio em sua salinha pra quem
dele necessitar.

A Universidade Federal de Ouro Preto e & Escola de Farmécia, professores e funciond-
rios pela oportunidade da realizacao do curso de graduacao e pela boa convivéncia. Aos
membros da banca examinadora pela disponibilidade e aceitacao do convite.

Enfim, a todos aqueles que contribuiram direta ou indiretamente para a realizagdao
deste trabalho.

Gratidao!



EBGELA B ERAAELA

MINISTERIO DA EDUCACAO

Universidade Federal de Quro Preto — UFOP e et

Escola de Farmacia

TERMO DE APROVACAO

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(CG-EM), aplicada em estudos de metabolémica

Trabalho de conclusio de Curso defendido por FLAVIA DE CARVALHO
PEDROSA, matricula 13.1.2169 em 08 de fevereiro de 2018, e aprovado pela
comissdo examinadora:

Prof. Dr. Sidney Augusto Vieira Filho
Orientador, DEFAR-EF-UFOP

V)
L Mantes
Profa.‘Pra: Elconice Moreira Santos
ENUT

D _

Profa. Dra. Sonia Maria de Figueiredo
ENUT

Rua Costa Sena, 171 - Centro — CEP: 35400-000 - OURQO PRETO — MG- BRASIL
Home page: hilp:/fwww.ef ufop.br - E-mail: diretoria@ef. ufop.br - telefax: Oxx (31) 3559-1628




RESUMO

Este trabalho tem como objetivo principal apresentar as principais caracteristicas da
metabolomica, uma das areas das ciéncias 6micas que é utilizada em estudos de me-
tabdlitos, principalmente aqueles que contribuem para diagnésticos. Dentre as técnicas
utilizadas para a avaliacao da producao destes metabdlitos, a cromatografia gasosa se des-
taca principalmente por contribuir para estudos de compostos voldteis ou que possam ser
derivatizados. Trata-se de uma técnica que possibilita uma eficiente separacao e identifi-
cacao de constituintes de misturas bioldgicas complexas. Quando a cromatografia gasosa
é acoplada a um espectrometro de massas, obtém-se resultados ainda mais precisos para
estudos de metabolomica. Diante disso, o trabalho consiste em realizar um estudo desta
técnica cromatografica para determinacao de metabdlitos que sao produzidos por diferen-
tes sistemas biologicos. A metodologia utilizada envolveu um levantamento e compilacao
das principais informagoes disponiveis na literatura cientifica e em banco de dados. Fina-
lizando este trabalho, foram apresentadas as principais aplica¢oes da CG em estudos de

metabolomica.

Palavras-chave: Metabolomica, Metabolitos, Cromatografia gasosa, Aplicagoes da CG



ABSTRACT

The focal point of this thesis is to present the main characteristics of Metabolomics,
a branch of the omics sciences involved in the study of chemical processes concerning
metabolites, mainly those which contribute to diagnose. Amongst the techniques utilized
for evaluating the production of such metabolites, gas chromatography stands out mainly
due to its contribution to the study of volatile or derivatized compounds. It is an effici-
ent technique for separating and identifying constituents of complex biological mixtures.
When gas chromatography is coupled to a mass spectrometer, it yields even more accu-
rate results for metabolomics studies. This work is concerned about the study of this
chromatographic technique for the determination of metabolites which are produced by
different biological systems. The methodology used in this thesis involved a survey and
compilation of the main information available in the scientific literature and databases.
Lastly, the main applications of GC in metabolomics studies were concisely presented for

the sake of completeness.

Keywords: Metabolomics, metabolites, gas chromatography, GC applications
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

1 Introducao

Metabolitos sao compostos do metabolismo de organismos vivos que refletem a condi-
¢ao fisioldgica individual e sao gerados como produtos intermedidrios ou finais de processos
celulares podendo ser identificados e quantificados. E sabido que as substancias que sdo
produzidas pelos organismos ou que estao presentes em fluidos biolégicos refletem a sua
condicao individual. O diagndstico de doencas, a avaliacao do funcionamento de érgaos vi-
tais e do comportamento bioquimico sao realizados a partir de niveis de creatinina, ureia,
acido trico, e/ou da presenga de marcadores de funcao presentes em amostras bioldgicas
(FUNARI et al., 2013).

Metabodlitos sdo produzidos de acordo com caracteristicas fenotipicas e habitos de
vida, em resposta a exposicao a agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos permitindo que
sejam identificados uma variedade deles. Farmacos como penicilina, importante para o
tratamento de infecgOes bacterianas, é um exemplo de metabdlito gerado por fungos do
género Penicillium. Antibidticos que tem grande importancia do ponto farmacolégico tem
a propriedade de inibir crescimento ou promover a morte de microrganismos. Os micror-
ganismos sao os principais produtores de metabolitos secundarios, seguido de plantas,
dando origem a antibidticos de estrutura quimica variada (FIEHN et al., 2000).

A metabolomica, ciéncia que estuda esses metabdlitos, é uma ferramenta importante
que tem aplicacao em farmacologia, nutricao, genomica, protedmica e outras. Na deter-
minacao desses tipos de substancias sao utilizadas técnicas analiticas para identificacio e
quantificagdo de metabodlitos. Entre estes métodos tem-se a cromatografia gasosa (CQG)
que ocupa um lugar de destaque na separacao, identificacdo e quantificagao de espécies
quimicas de uma mistura. Esta técnica apresenta excelente poder de resolugao e tem a
vantagem de se utilizar pequenas quantidades de amostras. Este é um dos fatores que
pode limitar a utilizacdo de outras técnicas em detrimento desta (ABDELNUR, 2011).

Neste contexto, o presente estudo tem como propoésito rever e avaliar a aplicagao desta
técnica com aplicacoes na metabolomica visto que, esta é uma area de pesquisa de sistemas
biologicos, estudada nos tltimos tempos que tem gerado bons resultados principalmente

na area da biotecnologia.

1.1 Objetivo Geral

Estudar a técnica de cromatografia gasosa aplicada em estudos de metabolomica.
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1.2. JUSTIFICATIVA CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.1.1 Objetivos Especificos

e Descrever o processo de CG;

Estudar os principais componentes do aparelho de CG;

Citar as principais colunas e detectores utilizados em estudos de metabolomica,

Verificar analise qualitativa e quantitativa nas determinacoes de metabdlitos;

Conceituar metabolomica e apresentar suas principais caracteristicas;

Aplicagoes da CG em metabolomica.

1.2 Justificativa

A Cromatografia Gasosa é uma das técnicas mais sensiveis, capaz de detectar metabo-
litos de baixa massa molecular volateis ou passiveis de derivatizacdo, na ordem de 10~*2g.
Portanto é uma técnica mais sensivel que a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) que detecta constituintes na ordem de 107%g. O fato da CG poder estar estar
acoplado a Espectrometria de Massas (EM) permite a utilizagao de banco de dados, como
por exemplo o NIST (National Institute of Standards and Technology) onde o composto
é identificado por meio de probabilistica. A identificacao é feita pela razao massa/carga
dos fons presentes na amostra oriundos de uma fonte de ioniza¢do (PENG et al., 2003).

A CG ¢ aplicavel para compostos que sejam volateis, de média e baixa polaridade e
que tenham baixo peso molecular. A amostra e seus componentes também devem ser
termo-estaveis devido as altas temperaturas alcancadas durante o processo de separagao
cromatografica (LANCAS, 1993). Para permear membranas biolégicas as substancias
devem possuir como caracteristica, além de certa hidrofobicidade e minima hidrofilicidade
que permite a sua excreg¢ao, baixo peso molecular. Entao para determinacgao de compostos
encontrados em fluidos bioldgicos, essa técnica tem importante aplicacao. E quando
acoplada ao espectrometro de massas permite alta seletividade e eficiéncia de separacao,
obtenc¢ao de informagao sobre estrutura quimica do metabdlito, massa molar além do
aumento adicional de seletividade (KAR, 2005).

Atualmente a técnica apresentada possui uma vasta aplicacao, além da determinagao
de metabdlitos presentes no organismo, ¢ um dos principais recursos utilizados em labo-
ratérios na determinagao de pesticidas em frutas, vegetais e cereais que geralmente estao
presentes em quantidades muito baixas e que torna possivel a confirmacao e determinacao
de um grande niimero de compostos simultaneamente. A CG também tem sua aplicacao
no controle de qualidade em laboratérios farmacéuticos, na determinacao da pureza de
compostos orgéanicos especificos em medicamentos, determinac¢ao de impurezas em drogas
de abuso e outros (NICKLER et al., 2015).
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1.3. METODOLOGIA CAPITULO 1. INTRODUCAO

Para a identificagao de compostos em misturas complexas, além da Espectrometria de
Massas, a CG pode ser acoplada ainda a outras técnicas como Espectroscopia no Infraver-
melho e Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear. Isto oferece ao instrumentista
mais possibilidades de trabalho na identificacao desses compostos, pois além da separacao
cromatografica permite também uma andlise qualitativa e quantitativa dos elementos.
Esta combinacao de técnicas que tem principios diferentes é capaz de tornar o método

ainda mais sensivel e eficiente (LEI et al., 2011).

1.3 Metodologia

Este trabalho foi desenvolvido com base em pesquisa de natureza exploratoria através
do levantamento de informacoes disponiveis na literatura cientifica. Os bancos de da-
dos utilizados para analise e compilagao de dados mais importantes tais como, o Portal
Periédicos CAPES, ScinFinder, ChemWeb, PubMed, Scielo e outros sao fontes seguras e

confidveis. A metodologia de desenvolvimento do trabalho é dividida nas seguintes etapas:

Etapa 1: Anélise na literatura focando nas seguintes areas: metabolomica e cromato-

grafia a gas.

Etapa 2: Conceituacao do termo metabolomica, exposicao da sua importancia e averi-

guacao de publicagoes existentes na literatura.

Etapa 3: Descri¢ao sobre o método cromatografico como um processo de separacao, apre-
sentacao das principais caracteristicas da cromatografia a gas e tipo de aparelhagem

utilizada.

Etapa 4: Avaliacdo das andlises qualitativas e quantitativas desse tipo de técnica anali-

tica.

Etapa 5: Sondagem de areas de estudos que envolvem cromatografia gasosa em estudos

de metabolomica e suas aplicagoes.

Etapa 6: Avaliacdao dos resultados obtidos por meio do estudo de revisao da literatura

segundo proposto para o referido trabalho.
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CAPITULO 2. METABOLOMICA

2 Metabolomica

Nas ultimas décadas, novas formas de pesquisa de impactos ambientais sobre sistemas
biolégicos tém sido realizadas em areas que estao intimamente correlacionadas, denomina-
das ciéncias 6micas. As ciéncias 6micas compreendem a area de genomica, epigenomica,
transcriptomica, proteémica, lipidémica e metabolémica (vide figura 1) (ABDELNUR,

2011).
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Figura 1 — Areas das ciéncias 6micas utilizadas para estudos de impactos ambientais sobre
sistemas biolégicos. Fonte: adaptado de <https://www.embrapa.br>

As ciéncias Omicas surgem com uma abordagem de estudo de organismos biol6gicos
com o objetivo de um melhor entendimento do funcionamento celular. A metabolomica
consiste no estudo em larga escala de moléculas que em geral sdo conhecidas como meta-
bolitos e que estao presentes no interior das células, nos fluidos biol6gicos, nos tecidos ou
organismos. Este tipo de abordagem tem relevancia a partir do momento em que se pro-
jeta para o entendimento de cada sistema individualmente mais a relagao existente entre
todos os outros que juntos compreendem o organismo vivo e dialogam entre si (FUNARI
et al., 2013).

A transcriptomica estuda e faz uma comparacao dos RNAs que sao o produto do DNA
a partir da replicacao, identificando os genes que estao sendo expressos neste momento
da transcrigao. Esses RNAs sao traduzidos em proteinas que constituem objeto de estudo
da protedmica através da andlise das suas interagdes com o sistema biologico. O material

genético e sua sequenciacao é o que é estudado na area de genomica, envolvendo a ve-
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2.1. CONCEITUACAO DE METABOLOMICA CAPITULO 2. METABOLOMICA

rificagdo da variacdo de genes e também da identificagdo de novos genes (ABDELNUR,
2011).

Dentre as ciéncias 6micas, a metabolomica, objeto do presente trabalho, é aplicada
para identificar e quantificar metabdlitos que sao produzidos em um determinado mo-
mento pelo organismo (PINZON, 2009; FUNARI et al., 2013; HEINNER, 2015).

2.1 Conceituacao de Metabolémica

A metabolomica é definida como “a andlise do metabolismo como um todo, sob um
conjunto de condigoes fisiologicas, ambientais ou clinicas”. O metaboloma é considerado
como o “complemento quantitativo de todos os compostos organicos de baixa massa mole-
cular (MM < 1500u.m.a) em um determinado estado fisiol6gico ou de desenvolvimento”
de uma célula, tecido ou organismo (NICKLER et al., 2015). Portanto, é uma area de
grande aplicacao em estudos de biotecnologia.

A biotecnologia tem influenciado grandemente no desenvolvimento de setores indus-
triais através da profunda importancia desta ciéncia na sociedade e na economia. Meta-
bolémica foi um termo introduzido por Oliver Fiehn e seus colaboradores nos anos 2000
quando descreveram o perfil metabodlico de plantas como uma nova estratégia de avali-
acao da funcao de genes investigando a relagao existente entre o genotipo e o fendtipo
resultante (FIEHN et al., 2000; ABDELNUR, 2011).

O uso do termo metabolomica surgiu na década de 90 e tem sido utilizado para definir
“o conjunto de dados qualitativos e quantitativos sobre os metabdlitos secundarios de
uma determinada matriz de origem biolégica” (FUNARI et al., 2013).

Metabolitos secundarios sao substancias naturais produzidas pelas células em resposta
a uma determinada condi¢do. Por meio do metabolismo sdo formados diferentes metabé-
litos, que estao relacionados com a defesa da célula frente a uma situagao adversa. Assim
sendo, através da metabolomica é possivel efetuar um mapeamento de determinados tipos
de metabdlitos que sdao os produtos finais do metabolismo celular e que refletem a expres-
sao final do gendtipo de um organismo (PINZON, 2009). Utilizando a metabolémica é
possivel estudar o comportando dos sistemas bioldgicos diante de influéncias genética,
nutricional e ambiental. Ou seja, é possivel avaliar a resposta de células ou do organismo
submetidos a estresse causado por agentes fisicos, quimicos ou biologicos (FUNARI et
al., 2013). Possiveis alteragoes sao comparadas entre perfis metabdlicos individuais e
situagoes onde amostras sao expostas a frequentes e distintas condi¢des ambientais, mu-
dancas naturais drasticas ou gradativas provocadas ao meio, causando alteracoes sobre a
biodiversidade (FUNARI et al., 2013).

Muitos metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos, plantas, pequenos
artropodes e outros organismos sao de grande utilidade para os seres humanos, tais como

farmacos, fragrancias, alimentos, cosméticos e outros (NICKLER et al., 2015).
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2.1. CONCEITUACAO DE METABOLOMICA CAPITULO 2. METABOLOMICA

Os microrganismos sao os principais produtores de antibiéticos que sao tipos de me-
tabolitos secundarios produzidos como uma forma de defesa do organismo em relacao a
uma situagao adversa. Antibidticos sao compostos de grande importancia farmacolégica
e representam o maior valor de mercado em termos de industria farmacéutica. O metabo-
lismo secundario esta diretamente relacionado a especificidade, proporcionando diferentes
tipos de antibidticos produzidos por diferentes mecanismos, gerando diferentes espectros
de agdo farmacolégica. (NICKLER et al., 2015)

Metabolitos farmacologicamente ativos também sao produzidos mediante a utilizagao
de um farmaco ou um toxico, sendo formados durante o processo de biotransformacao
dessas substancias (PINZON, 2009; FUNARI et al., 2013).

A metabolomica é aplicada em estudos que envolvem o desenvolvimento de novos
farmacos, tais como antibiéticos e outros, sua eficicia farmacoldgica, a caracterizacao
de marcadores quimicos de espécies vegetais, monitoragao de nutrientes, bioquimica de
microrganismos e outros (KAR, 2005).

Com base em dados publicados no PubMed (National Center for Biotechnology Infor-
mation, U.S. National Library of Medicine), desde 2002, além das descobertas de novos
farmacos, a aplicacdo da metaboldémica vem crescendo de forma exponencial envolvendo
areas tais como a de terapéutica especifica, seguranca bioldgica, diagnodstico e determina-

¢ao de niveis da gravidade de doengas (vide figura 2).

3000
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M
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Figura 2 — Numero de publica¢oes envolvendo metabolomica em diferentes areas e da sua
associacao com a area Farmacéutica, durante o periodo de 1999 a 2015. Fonte:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Metabolomica também é utilizada para estudar perturbacoes causadas por doencas,

pelo uso de medicamentos ou por intervengoes nutricionais. Aplicacoes da metabolomica
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2.1. CONCEITUACAO DE METABOLOMICA CAPITULO 2. METABOLOMICA

em pesquisas na area de Nutricdo tém aumentado e envolvem a descoberta de novos
biomarcadores da alimentacao dietética (BRENNAN, 2013).

Para a obtencao de perfis metabdlicos a partir de amostras complexas de fluidos bi-
ologicos, extratos vegetais, animais ou microrganismos, é necessario empregar técnicas
analiticas e espectroscopicas de identificagdo e quantificacao dos metabdlitos secundarios
presentes em amostras que revelem caracteristicas bioquimicas do organismo de origem.

Desde os seus primordios, varias dessas técnicas tém sido empregadas nos estudos
de metabolomica, como por exemplo, a espectrometria de massas com ionizagao branda
[Soft ITonization Mass Spectrometry (SIMS)] (GREEF, 1986), cromatografia gasosa aco-
plada a espectrometria de massas (CG-EM) (TANAKA et al., 1988) e espectroscopia de
ressondncia magnética nuclear (RMN) (NICHOLSON et al., 1983). Neste contexto, per-
fis metabdlicos sao estabelecidos de acordo com o resultado de sinais cromatograficos ou
espectroscopicos representativos da amostra em analise.

Segundo Nicholson a espectroscopia de RMN é uma técnica muito sofisticada mas que
apresenta alta seletividade, porém baixa sensibilidade (NICHOLSON et al., 1983). Por
outro lado, a CG-EM, que também envolve uma instrumentacao sofisticada, proporciona
simultaneamente uma alta seletividade e sensibilidade (LEI et al., 2011; ABDELNUR,
2011; FUNARI et al., 2013). Utilizando CG-EM ¢é possivel realizar estudos de sistemas
bioquimicos e fisiologicos, envolvendo a identificagdo e quantificacao de metabdlitos que

caracterizem estudos de metabolomica (vide figura 3).

<~ [oms] |

Bioquimica
Y | e
Fisiologia

Transcriptémica ] - RNas

Protedmica - Proteinas
Metabolémica - Metabolitos
| pu—

Figura 3 — Sistemas biolégicos e utilizacao de CG-EM na determinagdo de metabdlitos
em estudos de metabolomica. Fonte: adaptado de <https://scielo.conicyt.cl>
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3 Cromatografia Gasosa

Entre os métodos de andlise de misturas a cromatografia ocupa um lugar de destaque
gragas a sua versatilidade para efetuar a separacao, identificacdo e quantificacao de espé-
cies quimicas. A cromatografia é um método fisico-quimico de separagao dos componentes
de uma mistura. Ela é constituida de uma fase mével e outra estacionaria. A fase movel
¢é utilizada para transportar a amostra sobre a fase estaciondria, de modo que gragas as
diferentes propriedades dos componentes da mistura elas sao separadas (COLLINS et al.,
2006).

Os termos “cromatografia”, “cromatograma” e “método cromatografico” sao atribuidos
ao botanico russo Mikchael Semenovich Tswett, que, em 1906, os utilizou na descricao de
dois trabalhos relacionados a separacao de componentes de extratos de folhas. A expressao
cromatografia deriva das palavras gregas chrom (cor) e graphe (escrever), embora tenha
explicado que o processo nao depende da cor, exceto para facilitar a identificacdo dos
componentes separados. Ele percebeu que, quando um pingo de tinta caia no papel, sendo
esta uma mistura de pigmentos com o solvente, a medida que esse solvente ia passando pelo
papel ocorria a formacao de halos com diferentes nuances de cores. Posteriormente, num
tubo de vidro contendo carbonato de calcio, Tswett colocou o pigmento da planta e passou
éter de petréleo resultando na separacao de substancias de diferentes cores, o que ocorreu
em fungao da polaridade de cada uma delas (vide figura 4). Este pesquisador concluiu
que cores diferentes correspondiam a diferentes componentes da mistura e denominou o
resultado obtido como um cromatograma (GREEF, 1986).

O trabalho de Tswett constitui a base dos atuais métodos de separagao de substancias,
que envolvem a cromatografia preparativa e a cromatografia analitica. A cromatografia
preparativa tem como objetivo separar as fragoes de misturas em colunas grandes e a
analitica além de separar possibilita a identificacao e quantificagdo de compostos especi-
ficos (GROB; BARRY, 1995; COLLINS et al., 2006; SKOOG, 2006). A cromatografia
gasosa tem mais de 45 anos de existéncia, tendo provado ser, a técnica mais importante
da quimica analitica instrumental.

Atualmente, dependendo do método cromatografico utilizado é possivel efetuar a ana-
lise de dezenas de constituintes de uma mesma amostra com a obtencao de resultados

quantitativos em concentragoes que variam de picogramas a miligramas (Tabela 1).

3.1 Caracteristicas da cromatografia a gas

Os processos cromatograficos consistem na separagao de solutos baseado na migracao

diferencial através de um meio sélido poroso causado pelo fluxo de um solvente. A cro-
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éter de
petrolec 3 .
- mistura de 1
— pigmentos |-J =
CaCoO; 1% s Bl : pigmentos
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Cromatografia =

kroma [cor] + graph [escrever] (Grego)

Figura 4 — Esquema do processo de separacao desenvolvido por Mikchael Semenovich
Tswett em 1906. Fonte: adaptado de <http://slideplayer.com.br>

Tabela 1 — Faixa de concentracao utilizada nos diversos tipos de cromatografia

Cromatografia Concentracao do soluto
Em coluna (CC) Grama (g) a miligramas (mg)
Em camada delgada de silica gel (CCD) | Microgramas (ug)
Em papel (CP) Microgramas (ug)
Gasosa (CG) Nanogramas (1¢)

matografia a gas ¢ uma técnica de separacao de misturas onde a fase movel é constituida
por um gas de arraste inerte, enquanto que a fase estacionaria pode ser composta de um
liquido fixado em um sélido, cromatografia gas-liquido (CGL) ou uma mistura de sélidos,
cromatografia gas-sélido (CGS) (Tabela 2).

Tabela 2 — Classificagao da cromatografia de acordo com suas fases

Fase movel Fase estacionaria Cromatografia Sigla

Gas Sélido Gas-sélido CGS
Gas Liquido Gés-liquido CGL
Liquido Sélido Liquido-sélido CLS
Liquido Liquido Liquido-Liquido | CLL

FE = sélido (Adsor¢ao), liquido (Particao)

O sélido na CGS ¢é geralmente aluminio, silica-gel, carvao ou filtro molecular e a
adsorcao seletiva nestes solidos permite a separacao de certos gases e hidrocarbonetos
de baixo peso molecular. Através deste método, gases ou substancias volatilizaveis sao
separados de acordo com a distribuicao diferencial das substancias da amostra entre as
fases. A CGL ¢ a mais utilizada dai dar-se maior énfase em seu estudo (KAR, 2005).

Comparando com os demais tipos de cromatografia, a CG possui excelente poder de se-
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paracao ou resolucao de constituintes de uma mistura, possibilitando a andlise de dezenas
de substancias presentes na amostra. Também possui um grau elevado de sensibilidade
na deteccao dos componentes permitindo o estudo de substancias em concentracoes da
ordem de nanogramas. Essa caracteristica faz com que haja necessidade de apenas peque-
nas quantidades de amostra, o que, em certos casos, é um fator critico e limita a utilizacao
de outras técnicas. E uma técnica muito sensivel, chegando a detectar uma quantidade de
cerca de 10712 g, o que exige utilizacdo de pequenas quantidades de amostras. De acordo
com a quantidade de amostra utilizada em cromatografia gasosa, existe a possibilidade de
utilizé-la como técnica preparativa, apenas na faixa de microgramas (107%) a miligramas
(1073) (SKOOG, 2006; COLLINS et al., 2006).

Através deste método, gases ou substancias volatilizaveis sao separados de acordo com
a distribuigao diferencial de seus componentes fase mével (FM), que é um gés de arraste

inerte e a fase estacionaria (FE) é composta de um liquido ou um sélido (vide figura 5)
(SKOOG, 2006).

L FE
®
— ¥e® > FM (Gas) > .
e B
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" ] @ [ ,
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= | o

Figura 5 — Esquema de separagao por migracao diferencial de constituintes de uma mis-
tura, entre a fase estacionaria (FE) liquida, revestindo a parede de um tubo
capilar, e a fase mével (FM) gasosa. Fonte: <https://upload.wikimedia.org>

A CG também apresenta algumas limitagoes. Para serem analisadas as substancias
devem ser volateis e termicamente estaveis, caso contrario, é necessario formar um de-
rivado com essas caracteristicas, o que nem sempre é viavel. Em alguns casos, existe a
necessidade de preparagao da amostra antes dela ser analisada, para evitar interferéncias
e contaminacgao da coluna cromatografica. Essa etapa pode ser demorada e complexa e
isso leva a um aumento de custo e tempo de andlise. Além disso, a CG muitas vezes

necessita de técnicas auxiliares para a identificacao segura das substancias presentes na

amostra (GROB; BARRY, 1995).
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A separacao da amostra ocorre por eluicao da seguinte forma: através de um sistema
de injecao, a amostra ¢é introduzida em uma coluna contendo a FE; por meio de uma
corrente continua de gas, que a arrasta apos a vaporizagao, a amostra terda seus compo-
nentes introduzidos na coluna cromatografica (vide figura 5). A vaporizacao acontece sob
temperaturas adequadas no local de injecao das amostras, bem como na coluna. Desta
forma, de acordo com as propriedades dos diferentes componentes da amostra em relacao
as da FE, constituintes vao sendo retidos por tempos determinados, chegando a saida da
coluna em tempos diferentes (CIOLA, 1985). Logo apds sairem da coluna, cada consti-
tuinte passa por um detector adequado, que emite um sinal para um registrador, gerando
um grafico denominado cromatograma. Um cromatograma ideal deve apresentar picos
separados e simétricos. Contudo, pode ocorrer sobreposicao parcial dos picos, devido a
uma separacao deficiente de constituintes na coluna. Para se obter a concentragao de

um constituinte da amostra deve-se obter a area do pico relacionado a ele, de tal modo:
(CIOLA, 1985; COLLINS et al., 2006)

A ;(a B A%) = ;(A < Wh) (3.1)
onde,
A: area do pico
a: altura do pico
Wh: largura do pico na linha da base

Através da analise do cromatograma é possivel detectar e quantificar diversos compo-
nentes da amostra. A identificacdo de um composto é feita comparando-se o tempo ou o
volume de retencao de um padrao com o da amostra. Esta comparacao nao é conclusiva,
pois numa andalise qualitativa duas substancias podem ter o mesmo tempo de retencao,
dependendo das condigbes da andlise (GREEF, 1986).

O melhor método a ser utilizado é comparar o tempo de retencao ajustado de uma
amostra em relacao ao tempo de retencao de um padrao com o tempo de retencao de um
composto conhecido e relaciona-lo com este mesmo padrao (GROB; BARRY, 1995).

Uma analise qualitativa torna-se mais sofisticada se o cromatografo estiver acoplado a
outros equipamentos, como, por exemplo, a um espectrometro de massas. Isso possibilita
que o composto seja identificado com mais precisao e em nivel de microgramas. Este tipo
de método, denominado hifenado, em geral nao proporciona uma identificacdo adequada
de alguns isomeros (PENG et al., 2003).

Para evitar erros, em toda analise quantitativa deve-se tomar cuidado em todas as
etapas, ou seja, desde o preparo da amostra até a sua analise. A amostra a ser analisada
deve ser representativa do todo; devem-se evitar perdas e contaminacgoes durante seu

preparo. A etapa de separacao dos componentes da amostra no cromatégrafo também
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constitui uma fonte de erros, tais como: adsor¢ao irreversivel por parte da amostra na
fase estacionaria ou suporte; resposta do detector afetada por alteragoes de temperatura e
vazao; quantidade de amostra injetada fora da faixa linear do detector e outros parametros
(CIOLA, 1985; LANCAS, 1993; SKOOG, 2006; COLLINS et al., 2006).

O emprego de colunas capilares tornou o processo de cromatografia a gas mais eficiente
para a separac¢ao de constituintes. Atualmente, devido aos avancos na area de computagao
e o desenvolvimento de novos dispositivos para a introdugao da amostra e deteccao de seus
constituintes, a CG tornou-se a melhor ferramenta analitica para a andlise de compostos

volateis e de ndo-voldteis que possam ser transformados em um derivado volatil (PENG
et al., 2003; LANCAS, 1993).

3.2 Aparelhagem utilizada em cromatografia gasosa

Todo cromatoégrafo a gés é basicamente constituido de cilindro(s) contendo o gas(es) de
arraste, controlador de vazao e regulador de pressao, injetor com termostato para insercao
da amostra, coluna cromatografica dentro do forno para controle de temperatura, sistema
de deteccao termostato, registrador, amplificador de sinal, programa para processamento

dos dados e geragao do cromatograma (vide figura 6).

Seringa para

introducaoda
amostra Amplificador e

registrador de sinais
Controladorde  —

fluxo da FM Injetor Ul

g

Cromatograma

\ Detector

“\\_Forno com controle
\ de temperatura

> _a

Coluna cromatografica

Cilindro de gas utilizado
como fase movel

Figura 6 — Esquema de um cromatégrafo a gds. Fonte: <https://lidiaconlaquimica.
wordpress.com>
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3.2.1 Reservatério de gas(es)

Um ou mais cilindros contendo gas sob alta pressao, sendo que um deles serve como
transportador (FM), que levara as substancias presentes na amostra para fora da coluna
quando elas nao estiverem interagindo com a FE. Os gases mais utilizados como fases
moveis sdo nitrogénio, argénio, hélio e hidrogénio. O gas devera ser adequado ao tipo
do detector empregado e também ser inerte e de alto grau de pureza. A presenca de
impurezas no gas de arraste afeta as propriedades da coluna, a estabilidade e a resposta
dos detectores (CIOLA, 1985; LANCAS, 1993; SKOOG, 2006; COLLINS et al., 2006).

3.2.2 Reguladores de pressdo e valvulas de controle de fluxo

Sao utilizados para se obter um fluxo uniforme de gés. Por meio dos reguladores de
pressao efetua-se um controle manual do fluxo de gés para manter constante a pressao
na entrada do sistema cromatografico. A faixa de fluxo mais utilizada é de 25 a 125 mL
de gés por minuto. O fluxo ideal necessario para uma boa resolugdo da amostra é obtido
variando-se gradativamente a velocidade e mantendo os demais parametros com valores
constantes (LEI et al., 2011).

3.2.3 Sistema de injecao da amostra

As amostras sao aplicadas por meio de seringas especiais para gases, liquidos e sélidos
dissolvidos em um liquido. A injecao de gases é comumente feita através de uma seringa
ou de valvulas. Pode ser utilizado também injecdo de gases em solucdo. A injecao
de liquidos é feita utilizando-se microsseringas e, mais raramente valvulas. Substancias
sOlidas geralmente sao dissolvidas em solventes adequados e analisadas sob a forma de
solugao. Essas injegoes sao feitas introduzindo-se a agulha através de um septo feito de
silicone e/ou politetrafluoretileno (PTFE) (LANCAS, 1993).

A quantidade de amostra injetada nao deve ultrapassar a capacidade da coluna, de-
terminada pela quantidade de fase estacionaria. A eficiéncia de uma coluna é influenciada
pela quantidade de amostra injetada, se o volume injetado for menor a eficiéncia da co-
luna serd maior. O volume da amostra a ser injetado (capacidade da coluna) depende do
volume da fase liquida e das dimensdes da coluna (GROB; BARRY, 1995).

3.2.4 Coluna cromatografica e forno da coluna

A coluna cromatografica é um tubo longo que contém a fase estacionaria. Pode ser
feita de cobre, ago inoxidavel, aluminio, vidro, silica fundida, politetrafluoretileno (Teflon
ou PTFE) e outros. O material da coluna nao deve interagir com a FE e nem com

os componentes da amostra. Os tipos de colunas cromatograficas sao classificadas em
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recheadas (analiticas e preparativas) e capilares (analiticas) (CIOLA, 1985; LANCAS,
1993; SKOOG, 2006; COLLINS et al., 2006).

Colunas recheadas: Sao de aco inox ou vidro. O vidro pode reagir com grupos silanol,
provocando o alargamento dos picos; isso € evitado sinalizando-se a coluna antes de
seu enchimento. As colunas recheadas analiticas possuem didametro interno de cerca
de 1 a 4mm e comprimento de 1 a 3m (geralmente as medidas sdo dadas em pés
ou polegadas). As colunas recheadas preparativas apresentam didmetro interno de
cerca de 5 a 100mm, o que possibilita a inje¢do de mais amostra (GROB; BARRY,
1995; COLLINS et al., 2006).

Colunas capilares: Tém diametro interno variando de 0,15 a 0,75mm e comprimento
de 10 a 100m. Podem ser de niquel, aco inox ou vidro. Sao preferidas as colunas
capilares de silica fundida, porque este material é altamente inerte e flexivel. Estas
colunas podem ser dos tipos (vide figura 7). Wcot: Parede interna recoberta com
um filme da fase estacionaria; Plot: Parede interna recoberta com uma camada
adsorvente ou propria fase estacionaria, dando assim uma porosidade ao capilar;

Scot: Parede interna recoberta com uma camada adsorvente recoberta com a fase

estacionaria liquida (GROB; BARRY, 1995; COLLINS et al., 2006).

g Coluna capilar
Fase estacionaria liquida
Suporte sdlido poroso
Suporte solido poroso revestido com uma
massa de fase estacionaria liquida

Figura 7 — Esquema de colunas capilares tubulares abertas, utilizadas em cromatografia
gasosa, com parede revestida = WCOT ( Wall Coated Open Tubular), porosa =
PLOT (Porous layer open tubular column) ou com suporte revestido = SCOT
(Support-coated). Fonte: <http://community.asdlib.org>
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De acordo com o aparelho, as colunas variam de formato, mas na maioria das vezes
elas sdo espirais, com a finalidade de ocuparem um menor espaco. O tipo de andlise a
ser feita é que determina o didmetro, comprimento, o material do tubo utilizado como
suporte, o tipo de FE e FM e a temperatura da coluna a serem utilizados (Tabela 3)
(GROB; BARRY, 1995; CIOLA, 1985).

Tabela 3 — Dimensoes e vazoes mais empregadas em colunas de CG

Colunas CG Recheadas Capilares
Diadmetro interno (mm) 2a4 0.1a0.5
Comprimento (m) lasg 10, 25, 50, 100
Material do tubo Inox, vidro, aluminio Silica fundida
FE (%) 0.5a35(10+1) | Filme: 0.1 a5 um
FM (vazdo em mL x min™") 25 a 60 0.5a 1.0
Temperatura de operagao (°C) 25 a 350 25 a 250

A eficiéncia da coluna aumenta com o aumento do comprimento e a diminuicao do
seu diametro interno. Essa eficiéncia é medida em termos de niimero de “pratos tedricos™.
Um prato tedrico corresponde a uma etapa de equilibrio entre o analito, a fase mével e a
fase estacionaria (CIOLA, 1985; LANCAS, 1993; SKOOG, 2006; COLLINS et al., 2006).
Quanto maior for o nimero de pratos tedricos, maior serd a eficiéncia do processo e os

picos gerados serao mais simétricos. O niimero de pratos teodricos é definido por:

N =16 <dR>2 (3.2)

Wy
onde,
N: numero de pratos tedricos
dr: distancia de retengao
wy: largura do pico na linha da base

Devido a pequena espessura das colunas capilares, obteve-se um aumento significativo
no nimero de pratos tedricos (equilibrio entre a fase estacionaria e a fase mével), pois a
pressao é muito menor do que as utilizadas em colunas recheadas. Conseqlientemente,
o comprimento da coluna torna-se maior. Além disso, com colunas capilares ocorre a
eliminacao do alargamento de bandas devido a irregularidades do enchimento, e obtem-se
andlises mais rdpidas, mesmo em temperaturas baixas (GROB; BARRY, 1995).

Existem varios fatores que afetam a eficiéncia de uma coluna, tais como o compri-
mento, didmetro interno, temperatura, vazao da fase movel, volume de amostra, técnica

da injecao, caracteristicas das substancias, e outros fatores. A altura de prato teérico (H)
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é utilizada para comparar duas colunas de comprimentos diferentes e é determinada pela
equacao:
L

H= (3.3)

onde L é o comprimento da coluna cromatografica.

O conhecimento de fatores que aumentam ou diminuem a eficiéncia de uma coluna
sao utilizados para se obter uma melhor separacao dos constituintes de uma amostra. Em
altas temperaturas a FE sofre reagoes em contato com a superficie do capilar, formando
produtos que sao arrastados para fora da coluna causando uma instabilidade da linha da
base, originando mudancas nas caracteristicas de retencao. Nas colunas preparativas a
injecdo de amostra é feita em maior quantidade que em colunas analiticas. Em colunas
capilares, a amostra injetada ¢ dividida fazendo com que apenas uma pequena por¢ao
dela entre na coluna (COLLINS et al., 2006; CIOLA, 1985).

3.2.5 Detector

Detectores sao dispositivos que transformam em sinais elétricos as variagdes na com-
posicao do gés de arraste (vide figura 6). Os componentes da amostra que sdo separados
na coluna chegam ao sistema de deteccao alterando a constituicao do gas de arraste. Um
bom detector deve ser altamente sensivel, mostrando uma resposta linear a uma ampla
faixa de concentragoes e relativamente insensivel as varia¢oes de fluxo e de temperatura.
Deve-se eleger um detector mais adequado ao tipo de andlise a ser realizada. Existem
dezenas de detectores utilizados em CG, sendo que quatro deles sdo os mais utilizados

para analisar a maioria dos compostos de interesse na area de Farmécia e de Quimica

Analitica (Figura 8) (SKOOG, 2006).

3.2.6 Detector de condutividade térmica (DTC)

O DCT ¢ utilizado em analises de compostos organicos, inorganicos, derivados de pe-
troleo e outros compostos organicos. Consiste em duas células de metal idénticas contendo
um filamento de tungsténio, niquel ou platina que sdo aquecidos por corrente elétrica. A
medida que o gas passa pelos filamentos ha transferéncia de calor, o tempo da passagem
do gas, mais a condutividade térmica sao registrados, efetuando-se assim a analise. Esta
andlise é feita comparando-se o gés de arraste puro (que passa por um conjunto de fila-
mentos) com o gas de arraste juntamente com a amostra (que passa por outro conjunto
de filamentos) (SKOOG, 2006; GROB; BARRY, 1995).

Quando um gas puro atinge ambas as células, as temperaturas se igualam e o detector
é balanceado. Um gas com baixa condutividade térmica atingindo uma célula gera uma
diferenca que é detectada e registrada (LANCAS, 1993).
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~ 60 detectores ja usadosem CG

~ 15 equipam cromatégrafos comerciais

4 abrangem a maior parte das aplicagdes

DCT TCD DIC FID
Detector por Detector por
condutividade ionizagdo de
térmica chama
DCE ECD EM MS
Detector por Detector
captura de espectrometria de
elétrons massas

Figura 8 — Os quatro principais tipos de detectores utilizados em CG. TCD = Ther-
mal conductivity detector, FID = Flame ionization detector, ECD = FElec-
tron capture detector, Mass spectrometer detector. Fonte: adaptado de <http:
//slideplayer.com.br>

3.2.7 Detector por ionizacdo em chama (DIC)

O DIC ¢ utilizado exclusivamente para andlises de compostos organicos, ou seja que
possuem atomos de carbono e de hidrogénio. Os componentes no efluente da coluna sao
ionizados através de queima numa chama de hidrogénio-ar (ou oxigénio para aumentar a
sensibilidade) e os fons formados sdo coletados por um eletrodo. Quando um gés puro sofre
combustao, poucos ions sao formados e a corrente elétrica é pequena. A combustao dos
compostos organicos aumenta a condutividade e a corrente resultante é potencialmente
detectada, amplificada e registrada (COLLINS et al., 2006; LANCAS, 1993) Outros tipos

de detectores sao:

Detector termionico (DT): Detectores termoidnicos sdo mais adequados para a ana-
lises de sais de metais alcalinos pelo plasma gerado através da aplicacao de um
potencial elétrico num fluxo de ar e hidrogénio. O sal é colocado entre o queimador
e o eletrodo coletor que captura os ions formados, gerando uma corrente elétrica.
Esse detector é utilizado em andlises ambientais e biomédicas para a determinagao
de pesticidas e farmacos (PRESTES et al., 2009; GREEF, 1986).
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Detector por captura de elétrons (DCE): O DCE ¢é um detector seletivo que oferece
boa resposta para compostos halogenados, aldeidos conjugados, nitrilas, nitratos e
organometalicos. Praticamente nao apresenta sensibilidade para hidrocarbonetos,
alcodis e cetonas. E usado principalmente na deteccdo de pesticidas, herbicidas e
drogas devido a essa resposta seletiva a haletos (GREEF, 1986). O gas de arraste é
ionizado por particulas beta em corrente constante. O gas de arraste com a amostra
é comparado com o gas de arraste puro, que é chamado de corrente de fundo.
Quanto maior o valor da corrente de fundo, maior é a sensibilidade do detector. A
diminuigao deste valor (inferior & faixa minima) é sinal de impureza, vazamento da

fonte, sujeira ou coluna mal condicionada. O gas de arraste usado é o N, livre de

Espectrometro de massas (EM): é ajustavel a diferentes espécies e é um dos detec-
tores mais eficientes para a CG. A combinac¢do da cromatografia a gas e espec-
trometria de massas é denominada CG-EM. Um espectrometro de massas mede a
razao massa/carga (m/z) de ions que sao gerados pela amostra, o espectrometro faz
uma varredura repetida das massas durante a determinagao (PRESTES et al., 2009;
PENG et al., 2003). No espectrometro de massas, a amostra é ionizada por uma
fonte de ionizagao que quebra as ligagdes quimicas da amostra, mas sem decompo-la
em seus atomos constituintes. A fonte de ionizagao entdo produz fragmentos que
podem ser ionizados e que sao extraidos da fonte de ionizacdo por uma bomba de
vacuo que produzem baixa pressao. Essa fragmentacao leva a uma interpretacao
dificil de espectros da mistura e por isso as amostras de espectrometria de massas
devem ser puras (PRESTES et al., 2009; TANAKA et al., 1988). Os componentes
da amostra sao separados pela CG antes de serem introduzidos no espectrometro
de massas, por isso a CG ¢é considerada uma forma ideal de introducao de mistu-

ras. As moléculas de gas presentes sao entao fragmentadas, ionizadas, detectadas e
analisadas (CIOLA, 1985; LANCAS, 1993; SKOOG, 2006; COLLINS et al., 2006).

3.2.8 Amplificador de sinal e registrador

O sinal gerado por um detector é de baixa intensidade, por isso sofre uma amplifica-
¢do antes de ser transmitido para o registrador. Os sinais amplificados sao processados
por computadores e transformados em registro grafico, denominado cromatograma. Os
cromatogramas sao registrados correlacionando as intensidades do sinal com o tempo de
retencao de cada um dos componentes da amostra e as areas ou alturas de cada pico

possibilitam que sejam feitos os calculos de concentracao (GREEF, 1986).
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3.2.9 Controle de temperatura da coluna, injetor e detector

As temperaturas do injetor, da coluna e do detector devem ser controladas. Na mai-
oria das vezes o injetor é aquecido a uma temperatura elevada suficiente para vaporizar
a amostra, porém ela nao deve ser alta a ponto de decompor a amostra injetada. A
temperatura da coluna também é um fator importante e que é levado em consideragao.
E desejével que se programe a temperatura de acordo com a faixa de ponto de ebulicio
da amostra a medida em que a separacao ocorre. Dessa maneira é possivel obter uma
melhor resolugdo do cromatograma mesmo se o tempo para que se complete a analise for
estendido. A temperatura deve ser suficientemente alta para que nao haja condensagao
da amostra mas isto é feito dentro dos limites do detector (COLLINS et al., 2006; GROB;
BARRY, 1995).

3.3 Analises qualitativas e quantitativas na determinacao de me-

tabolitos

Cromatogramas obtidos por CG sao utilizados para determinar a pureza de compostos
organicos, onde contaminantes sao determinados pela presenca de picos adicionais. Na
determinacao qualitativa o tempo de retencao de cada substancia é comparado com o de
um padrao utilizado como referencial para a identificacado dos componentes da mistura
(LANCAS, 1993). Porém, pode ocorrer algumas variagoes neste tempo em funcao dos fa-
tores limitantes da técnica. Essas limitagoes podem ser contornadas por meio de técnicas
hifenadas, ou seja, quando colunas sao acopladas a espectrometros de ultravioleta, infra-
vermelho ou de massas que constituem ferramentas complementares, importantes para a
identificagdo de misturas complexas (GREEF, 1986; PENG et al., 2003).

Pode ocorrer também alguma falha na geragdo de um pico com o mesmo tempo de
retencdo que o padrao sob as mesmas condicoes de trabalho. Isto é uma evidéncia de
que o composto estd ausente ou que esteja em concentragoes abaixo do limite de deteccao
daquele procedimento (SKOOG, 2006).

As informacoes quantitativas sobre as espécies identificadas sao obtidas ao se comparar
a altura ou a area de um pico com os padroes. Esses dois parametros variam linearmente
com as concentracoes se as condicoes de trabalho forem devidamente controladas. Por-
tanto a area do pico é um paradmetro analitico mais confiavel do que a altura apesar de
a altura ser medida de forma mais facil. A medida da area relativa é fornecida por com-
putadores que sao acoplados ou pode ser feita também uma estimativa manual (CIOLA,
1985).

Analises quantitativas sao feitas baseadas em um gréafico que é gerado pelo método
do padrao externo. KEsse método envolve a preparagao de solugdes padrao em que a

composicao dessas solugoes se aproxima da amostra. Os cromatogramas gerados para
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esse padrao por meio de injegoes deste em concentragoes crescentes sao utilizados para a
construcao de uma curva analitica. O método de calibracdo com padroes é o mais direto

em andlises cromatogréficas gasosas quantitativas (SKOOG, 2006).

3.4 Aplicacao da CG em estudos de metabolomica

Estudos de metabolomica utilizando cromatografia gasosa CG envolvem um planeja-
mento experimental bem elaborado, obtencao de amostras representativas, o tratamento
laboratorial das amostras coletadas, a aquisicao de dados seguida de tratamento e pro-
cessamentos estatisticos adequados (vide figura 9). Por meio dos resultados obtidos sao

estabelecidas conclusées que servem de orientagiao para medidas futuras (JENSEN et al.,

1995).
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—
- Interpretacao
Conclusao P ¢
dos resultados

Figura 9 — Esquema simplificado de metodologia utilizada em estudos de metabolomica
aplicando cromatografia gasosa (CG). Fonte: <http://www.cipf.es>
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4 Cromatografia Gasosa em Metabolomica

Atualmente a cromatografia gasosa ¢ umas das técnicas analiticas de maior uso. E uti-
lizada para a separacao e quantificacao de produtos diversos, sendo adotada como técnica
de identificagdo, em casos especiais, principalmente quando acoplada um espectrometro
de massas (CG-EM). Os recentes avangos na area de utilizagdo de colunas capilares fazem
da CG uma técnica altamente atrativa. Assim, a CG estd sendo utilizada em diferentes
areas, como em analise ambiental, nas industrias petroquimicas, quimicas e farmacéuti-
cas, na analise de alimentos, na medicina, em diferentes tipos de pesquisas e outras (vide
figura 10).

Descoberta de

Drogas

Avaliacdo de
Microbiologia _ Drogas

Aplicacdes da
Metabol6mica

Biomarcadores
Clinicos

Tecnologia de
Plantas

Nutrigdo

Figura 10 — Aplicagoes da CG em metabolomica utilizada em estudos envolvendo dife-
rentes areas. Fonte: adaptado de <http://www.sebbm.es>

As aplicagdes da metabolomica tém expandido e isso pode gerar impacto futuro. Atra-
vés de técnicas de separacao e identificagdo é possivel obter andlises de vias metabdlicas
de diversos organismos (ABDELNUR, 2011). Em clinicas de reprodugao assistida, por
exemplo, o principal objetivo ¢ obter o maior nimero de tratamentos que possibilitem
filhos sadios e gestacOes seguras para as maes. Nesses casos a ocorréncia de gestacoes
multiplas com riscos a satde é recorrente, uma vez que isto pode desencadear partos pre-
maturos, os bebés podem apresentar baixo peso ao nascer, portanto deseja-se melhorar o
processo de selegdo embrionaria (PINZON, 2009).

Antes da implantacao do embrido avalia-se a viabilidade, a saude e integridade do feto
na evolugao de uma gestagao. O que tem sido usado para essa avaliagdo sao procedimentos
diagnosticos invasivos e limitantes, como selecdo genética obtida por meio da extracao de

blastomeros, critérios morfologicos observados ao microscopio 6ptico, mas que também
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nao permite uma avaliacgdo mais profunda. Dai surge a necessidade de um método pré-
implantacional nao invasivo e que aumente a precisao dos critérios de avaliacdo para a
implantagao do embridao (PINZON, 2009).

A metabolomica surge como uma resposta para necessidades dessa natureza porque
possibilita observar o comportamento metabélico do embrido. E possivel avaliar o con-
sumo e utilizagao de nutrientes pelo blastocisto e o produto gerado pelo metabolismo, tais
como carboidratos, aminoacidos, amonio, oxigénio e compostos volateis expelidos pela res-
piragdo. A avaliagdo simultanea do consumo e producao de metabdlitos permite avaliar
também se ocorreu algum dano no processo de congelamento do embriao ou ocorreram
alteracoes na integridade de membranas (PINZON, 2009).

O processo analitico mais utilizado para a quantificacdo de compostos presentes em
amostras biologicas é a espectrometria de massas por ser mais rapida, sensivel, precisa
e mais especifica. Como a espectrometria de massas possui a propriedade de detectar
massas este método é de grande utilidade para o estudo de metabolismo e suas desordens
e ainda pode ser combinado a outras técnicas como a CG (JENSEN et al., 1995). A andlise
¢ desencadeada a partir da descoberta de uma questao bioldgica, que leva a elaboracao de
um projeto de pesquisas. Apos a coleta e preparo das amostras busca-se separar e purificar
ao maximo os metabdlitos de interesse. Nao sendo volateis estes metabdlitos tem de ser
derivatizados para serem analisados por CG-EM. Os resultados sao interpretados e as

conclusoes obtidas sao correlacionadas com a questao bioldgica estudada (vide figura 11).

Preparo da amostra para analise
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Inte:_rp[Etfigﬁo Anélise dos Analise por CG
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Figura 11 — Esquema simplificado de estudo de uma questao bioldgica envolvendo a apli-
cagao de CG-EM
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O uso da CG-EM permite também a determinacao de metabdlitos presentes no sangue
gerados pela biotransformacao de um medicamento. A &drea médica também encontra
na CG uma ferramenta poderosa, tanto no estudo de substéncias endégenas, como no
controle terapéutico de certos medicamentos ou de téxicos em casos de intoxicagao. No
caso de um paciente inconsciente em que é preciso determinar a substancia que causou
uma intoxicacao devido ao uso excessivo, é possivel obter um cromatograma do plasma
sanguineo e os picos encontrados serem identificados. Quando esse extrato do plasma
é submetido a uma analise por CG-EM o pico gerado no espectro de massas com uma
determinada razao massa-carga (m/z), representa uma correlagao correta do fon molecular
daquela substancia presente no sangue, permitindo assim a sua identificagdo (SKOOG,
2006, pg. 916).

A busca de novos modelos moleculares a partir da biodiversidade terrestre ou marinha
para o isolamento e identificacdo de um composto inédito ativo a partir de uma espécie
ou um organismo, também é feita através do mapeamento e identificacdo de substancias
bioativas em quantidades minimas de extratos (FUNARI et al., 2013).

E fato que o tempo necessario para o desenvolvimento de um produto farmacéutico
e outros produtos de interesse comercial ¢ muito longo. Neste contexto, as industrias
quimicas e farmacéuticas utilizam a cromatografia gasosa desde a analise da matéria
prima, até a do produto acabado (KAR, 2005).

Na analise ambiental cita-se, como exemplo, a utilizacao de cromatografia gasosa no
controle da poluicao de ar, agua, solos, e outros meios. Exemplos interessantes estao
ligados a analise de residuos de pesticidas, herbicidas e fungicidas, em estudos de plantas,
na investigacao metabolica de variedades vegetais, comparagao de plantas geneticamente
modificadas e também no controle de qualidade de produtos naturais de consumo humano
como os fitoterdpicos, suplementos alimentares e cosmecéuticos (FUNARI et al., 2013).

A determinacao de residuos de pesticidas em alimentos é de grande importancia tendo
em vista que esses compostos oferecem risco a saude humana, além de permanecerem no
meio ambiente e tenderem a biomagnificacao e bioacumulacao. Essa determinagao permite
avaliar se a producao agricola estda em conformidade com as Boas Praticas Agricolas para
que sejam adotadas decisoes regulatérias comerciais adequadas e que proporcionem maior
seguranga alimentar. A CG-EM é uma das principais técnicas utilizadas em anéalises de
residuos de pesticidas. Ela é uma técnica altamente seletiva e é particularmente utilizada
na analise de amostras complexas por possibilitar a determinacao de diferentes analitos
(PRESTES et al., 2009).

Na industria alimenticia utiliza-se a cromatografia gasosa na andlise de alguns cons-
tituintes de alimentos, como lipideos e carboidratos. Em alguns casos, com técnicas
adequadas de concentracao de amostra, sdo detectados constituintes alimenticios em ni-
vel de tragos, como exemplo, esterdides e vitaminas. A CG-EM é uma das areas de grande

avango que auxilia e complementa uma avaliacao nutrolégica e que esta dentro do conceito
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de um Centro em Exceléncia e Referéncia em Nutrologia (CERSOSIMO et al., 2015).

E fato que o estado nutricional pode elevar a satde de um individuo ou entdo causar
doencas. A nutrologia estuda o relevante papel dos nutrientes no diagnéstico clinico, fun-
cional, bioquimico, no tratamento farmacolégico e dietético e na prevencao de nutropatias.
Nesta andlise procura-se integrar os processos de ingestao, absor¢ao e metabolismo dos
nutrientes, assim como a utilizagdo, o armazenamento e a eliminacao e o metabolismo
nutricional individual (PENG et al., 2003).

A CG-EM também é utilizada na identificacao de metabdlitos anormais no diagnéstico
de desordens metabodlicas desde recém-nascidos até adultos. Pequenas quantidades, da
ordem de nano ou picomoles do substrato organico, presentes no plasma sanguineo podem
ser mensurados apods a sua derivatizacao. A derivatizacao de aminoacidos, por exemplo, é
feita através da adicao de um grupo propil nas partes polares dos aminoacidos e o produto
gerado é injetado no cromatégrafo (PENG et al., 2003; ROSS et al., 1996).

Enfim, identificar componentes em uma amostra complexa e compreender as inter-
relacbes no organismo que o produz é um grande desafio. Pesquisas nas mais diversas
areas utilizam a cromatografia gasosa e a consideram uma excelente ferramenta de uso
nos laboratérios. Na abordagem metabolomica o acesso a técnicas analiticas que sejam
eficientes também se torna fundamental (FUNARI et al., 2013). Essas abordagens sisté-
micas no mapeamento dos metabolitos contribuem muito para o avango tecnologico e para
aumentar o impacto de pesquisas por cientistas. A biotecnologia tem o potencial de trans-
formar a vida dos seres humanos e tem despontado como uma verdadeira oportunidade
de progresso (JENSEN et al., 1995).
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5 Conclusao e perspectivas

A técnica analitica CG-EM empregada em metabolomica permite além da separagao
dos componentes da amostra, a identificacao do perfil de metabdlitos presentes no orga-
nismo e também a sua quantificagdo. Todo método cromatografico apresenta limitacoes
de uso. A principal limitacdo do processo de cromatografia gasosa reside no fato da ne-
cessidade do analito ser volatil ou passivel de ser derivatizado, ou seja, transformado em
um derivado volatil. Se a substdncia nao apresentar estas propriedades, ndo tem como
ser identificada e quantificada por meio deste método.

Feito o estudo da literatura cientifica evidenciou-se a importancia de substancias pro-
duzidas pelo metabolismo secundario. Uma compreensao do metabolismo permite iden-
tificar o comportamento fenotipico dos organismos vivos onde o metabolismo é integral
a saude e ao funcionamento apropriado. Tais substancias possibilitam a identificacdo de
anormalidades fisiologicas que contribuem para o diagnéstico de doencas.

A diversidade quimica encontrada nos milhares de metabdlitos produzidos por micro-
organismos sao recursos de grande relevancia para a descoberta de novos compostos mi-
crobianos. Sao produzidos como vantagem competitiva no seu ambiente suprimindo o
crescimento da espécie vizinha e que podem ter aplicagoes para o ser humano. Tém
importancia também na industria alimenticia, na producao de fragancias, farmacos, pig-
mentos, inseticidas, com aplicagoes na agricultura e industrias farmacéuticas e cosméticas.

Dada a importancia comercial do tema abordado observou-se que esses produtos des-
pontam um grande interesse para as industrias biotecnoldgicas. As ferramentas da bi-
otecnologia permitem estudar também o metabolismo vegetal, em especial os processos
regulatorios de sua biossintese, além de outras areas que podem ser exploradas. Os pro-
dutos gerados sao de alto valor de mercado e interesse econémico com grandes projecoes

futuras promovendo impacto em diversos setores industriais.
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