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RESUMO

Sustentabilidade € a capacidade do ser humano interagir com o mundo, preservando
0 meio ambiente para hdo comprometer 0s recursos naturais das geracoes futuras.
Esse € o principal objetivo da Quimica Verde, a qual esta fundamentada em doze
principios basicos. Uma de suas ramificacfes, a Quimica Analitica Verde, aplica os
doze principios em suas técnicas, como a Cromatografia Verde. O objetivo desse
trabalho foi realizar uma breve revisdo bibliografica sobre como algumas técnicas
cromatograficas (Cromatografia Gasosa, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
Cromatografia Liquida a Alta Temperatura, Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia, Micro Cromatografia Liquida e Cromatografia Super Critica) podem

tornar-se menos nocivas ao meio ambiente.

Palavras chave: Quimica Verde, Cromatografia Verde, Sustentabilidade.



ABSTRACT

Sustainability is the ability of human beings interact with the world, preserving the
environment to not compromise the natural resources of future generations. This is
the main goal of Green Chemistry, which is based on twelve basic principles. One of
its branches, the Green Analytical Chemistry, apply these principles in their
techniques, such as Green Chromatography. The aim of this study was to do a brief
literature review on some chromatographic techniques (Gas Chromatography, High
Performance Liquid Chromatography, High Temperature Liquid Chromatography,
Ultra Pressure Liquid Chromatograph, Micro Liquid Chromatography and Super

Critical Chromatography) and measure their impact on the environment.

Keywords: Green Chemistry. Green Chromatography. Sustainability.
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1. INTRODUCAO

A cromatografia foi praticamente ignorada até a década de 30, quando foi
redescoberta. A partir dai, diversos trabalhos na area possibilitaram seu
aperfeicoamento e, em conjunto com o0s avangos tecnoldgicos, levaram-na a um
elevado grau de sofisticacdo, o qual resultou no seu grande potencial de aplicacdo
em muitas areas. A cromatografia pode ser utilizada para a identificacdo de
compostos, por comparagao com padrdes previamente existentes, para a purificacéo
de compostos, separando-se as substancias indesejaveis e para a separacao dos
componentes de uma mistura (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998).

Uma abordagem mais atual envolve a aplicacdo da cromatografia com

conceitos de quimica verde, conhecida como “cromatografia verde”.
Quimica verde, limpa, benigna; sao termos diferentes que trazem a ideia de tornar
possivel a quimica menos agressiva ambientalmente. Nos leva aqueles conceitos de
prevencao e sustentabilidade que tanto se ouve falar, os quais, estdo cada vez mais
presentes na realidade industrial mundial. Tem como objetivo minimizar o consumo
de reagentes e energia, bem como a geracéo de residuos na inddstria quimica. Mais
do que isso, substituir o que é prejudicial por algo inofensivo.

Os produtos ou processos da quimica verde podem ser divididos em trés
grandes categorias:

1. O uso de fontes renovaveis ou recicladas de matéria-prima;

2. Aumento da eficiéncia de energia, ou a utilizacdo de menos energia para
produzir a mesma ou maior quantidade de produtos;

3. Evitar o uso de substancias persistentes, bioacumulativas e toxicas.

O conceito “quimica verde” foi introduzido por Paul T. Anastas e John Warner.
(ANASTAS; WARNER, 1998). Eles estabeleceram os doze principios basicos da
Quimica Verde, os quais estao listados abaixo:

1. Prevencao: Evitar a producédo de residuo € melhor do que trata-lo ou limpa-
lo, apds sua geracao.

2. Economia de Atomos: Deve-se procurar desenhar metodologias sintéticas
gue possam maximizar a incorporacao de todos os materiais de partida no produto

final.



3. Sintese de Produtos Menos Perigosos: Sempre que praticavel, a sintese de
um produto quimico deve utilizar e gerar substancias que possuam pouca ou
nenhuma toxicidade a saude humana e ao meio ambiente.

4. Desenho de Produtos Seguros: Os produtos quimicos devem ser
desenhados de tal modo que realizem a funcdo desejada e ao mesmo tempo nao
sejam toxicos.

5. Solventes e Auxiliares mais Seguros: O uso de substancias auxiliares
(solventes, agentes de separacdo, secantes, etc) precisa, sempre que possivel,
tornar-se desnecessario e, quando utilizadas, essas substancias devem ser in6cuas.

6. Busca pela Eficiéncia de Energia: A utilizacdo de energia pelos processos
guimicos precisa ser reconhecida pelos seus impactos ambientais e econémicos e
deve ser minimizada. Se possivel, 0s processos quimicos devem ser conduzidos a
temperatura e pressao ambientes.

7. Uso de Fontes Renovaveis de Matéria Prima: Sempre que técnica — e
economicamente viavel, a utilizacdo de matérias-primas renovaveis deve ser
escolhida em detrimento de fontes ndo-renovaveis.

8. Evitar a Formacdo de Derivados: A derivatizacdo desnecessaria (uso de
grupos bloqueadores, protecao/desprotecdo, modificacdo temporaria por processos
fisicos e quimicos) deve ser minimizada ou, se possivel, evitada, porque essas
etapas requerem reagentes adicionais e podem gerar residuos.

9. Catalise: Reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) séo
melhores que reagentes estequiométricos.

10. Desenho para a Degradacdo: Os produtos quimicos precisam ser
desenhados de tal modo que, ao final da sua funcao, se fragmentem em produtos de
degradacao in6cuos e ndo persistam no ambiente.

11. Anélise em Tempo Real para a Prevencgéo da Poluicdo: Sera necessario o
desenvolvimento futuro de metodologias analiticas que viabilizem um monitoramento
e controle dentro processo, em tempo real, antes da formacdo de substancias
nocivas.

12. Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencdo de Acidentes: As
substancias, bem como a maneira pela qual uma substancia é utilizada em um
processo quimico, devem ser escolhidas a fim de minimizar o potencial para

acidentes quimicos, incluindo vazamentos, explosfes e incéndios.
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Quimica Verde € um campo relativamente novo emergente que se esforga
para trabalhar no nivel molecular visando alcancar a sustentabilidade. O campo tem
recebido grande interesse na ultima década, devido a sua capacidade de aproveitar
a inovacdo gquimica para atender aos objetivos ambientais e econbmicos ao mesmo
tempo.

O aspecto mais importante da Quimica Verde € o conceito de design. O
design é uma declaracdo de intencdo humana e ndo se pode fazer o projeto por
acidente. Inclui novidade, planejamento e concepcéo sistematica. Os doze principios
da Quimica Verde séo " regras de design” para ajudar os quimicos a atingirem o
objetivo intencional de sustentabilidade. Quimica Verde é caracterizada por um
planejamento cuidadoso de sintese quimica e design molecular para reduzir
consequéncias adversas (ANASTAS, EGHBALLI, 2010).

O conceito de Quimica Verde tem tido este grande impacto devido ao fato de
gue ele vai além da pesquisa laboratorial; tocou a industria, educacdo, meio
ambiente, e o publico em geral. O campo da Quimica Verde tem demonstrado como
0S quimicos podem projetar para essa e para as proximas geracdes, processos para
gue eles sejam rentaveis ao mesmo tempo bons para a saude humana e o meio
ambiente. Seguindo o entusiasmo cientifico de Quimica Verde, as iniciativas de
ensino, financiamento governamental, o estabelecimento de Centros de investigacao
de quimica verde tém se multiplicado nas duas Uultimas décadas. Muitas
universidades ja oferecem aulas em Quimica Verde e Engenharia Verde. Algumas
instituicbes oferecem diplomas na area. O financiamento governamental também
aumentou em varios paises ao redor do mundo.

Embora tenha havido foco significativo na concepcdo de produtos quimico
para as varias funcbes que vao desde medicamentos a materiais, houve uma
surpreendente falta de interesse em consideragao de risco no processo de design.

Compreender as propriedades de uma molécula que tém impacto sobre o
meio ambiente e as transformacdes que ocorrem na biosfera € essencial para a
sustentabilidade. Através de um dominio dessa compreensédo, a quimica sera capaz
de projetar moléculas que sdo mais seguras para 0S seres humanos e o meio
ambiente.

Os solventes sao talvez a area mais ativa de pesquisa em Quimica Verde.
Eles representam um importante desafio para a mesma, porque muitas vezes sao

responsaveis pela grande maioria do desperdicio em massa em sinteses e
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processos. Além disso, muitos solventes convencionais séo toxicos, inflamaveis e /
ou corrosivos. Sua volatilidade e solubilidade tém contribuido para a poluicdo do ar,
da agua, e da terra, tendo aumentado o risco de exposi¢cado dos trabalhadores, e
levando a acidentes graves. Sempre que possivel, a situacdo ideal seria a de nao
utilizar qualquer solvente, pois a decisdo de incluir um auxiliar sempre implica em
esforcos e energia para remové-lo a partir de um designado sistema. Esforcos tém
sido, portanto, dedicados ao desenvolvimento de sistemas livre de solventes.
Quando um sistema sem solventes ndo é possivel de acontecer, precisa-se ter em
mente sempre a recuperacdo e reutilizacdo, mas isso também é frequentemente
associado com a consumacdo de muita energia e, por vezes, contaminagao
cruzada. Em um esforco para tratar de todas essas deficiéncias, os quimicos
comecaram a busca de solucdes mais seguras. Sistemas de solventes, agua, fluidos
no estado supercritico e, mais recentemente, liquidos idnicos, sdo alguns exemplos
dessas novas alternativas verdes.

Existem iniumeros exemplos de mudancas industriais bem-sucedidas que
utilizam Quimica Verde, tais como: uma via de sintese mais verde que foi atribuido a
Eastman por suas esterificacbes enzimaticas (este processo biocatalitico é
executado sob condicbes suaves, minimiza a formacdo de subprodutos e poupa
energia, resultando em um aumento da eficiéncia. No geral, centenas de litros de
solventes organicos foram eliminados do processo anterior.); em 2008,
pesquisadores da Dow AgroSciences foram premiados pelo projeto de pesticidas
verdes; em 2006, a Merck desenvolveu um caminho alternativo para Sitagliptina, um
derivado acido -amino quiral utilizado para o tratamento de diabetes tipo 2 (figura
1). A rota original estd esquematizada na figura 2. Em 2004, a BMS desenvolveu
uma nova abordagem para o Paclitaxel, o ingrediente ativo do Taxol, uma droga
anticancer. Em vez de sintetiza-lo a partir de um precursor, o composto ativo foi
extraido diretamente de culturas de células de plantas. Esse método eliminou todos
0s solventes organicos, reagentes perigosos e medidas adicionais associados com o
processo anterior. BMS agora apenas fabrica Paclitaxel utilizando culturas de células
vegetais (ANASTAS, EGHBALI, 2010).
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Figura 2. Rota Original da Sitagliptina.
Fonte: HANSEN et. al., 2009.

Em 2002, a Pfizer desenvolveu uma nova rota sintética mais verde para a
sintese de sertralina, um ingrediente ativo usado no tratamento da depressao
(Figura 3). O novo processo oferece vantagens ambientais substanciais enquanto
melhora a eficiéncia global e a seletividade da sintese. Especificamente, uma
sequéncia de trés etapas no processo de fabricacao inicial foi simplificado para uma
unica. A utilizacdo de matérias-primas foi significativamente eliminada, e o processo
foi otimizado para que todas as medidas possam ser realizados em etanol. Esta
ultima alteragéo eliminou a necessidade de usar, destilar, e recuperar quatro
solventes toxicos: cloreto de metileno, tetrahidrofurano, tolueno, e hexano
(ANASTAS, EGHBALLI, 2010).
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Figura 3. Nova sintese da Sertralina.
Fonte: ANASTAS, EGHBALI, 2010.

Uma das ramificacdes da grande area da quimica verde, € a “quimica
analitica verde”, a qual concerne diferentes meios para a aplica¢ao efetiva do termo
em si. Quimica analitica verde tem sido definida como "o uso de técnicas de quimica

analitica e metodologias que reduzem ou eliminam solventes, reagentes,
conservantes e outros produtos quimicos que sao perigosos para a saude humana
ou para o ambiente e que pode também permitir uma analise mais rapida e mais
eficiente sem comprometer os critérios de desempenho (ORDONEZ et al., 2015).
Uma das técnicas mais comuns para extracdo/determinacdo de compostos
organicos € a cromatografia verde, a qual possui alguns objetivos, tais como: baixo
custo, baixo consumo de aditivos e solventes téxicos, impacto ambiental limitado,
isencdo de residuos na fase de extragcdo do solvente da amostra (extrato) e a

habilidade de recuperar o solvente quase completamente (PLOTKA et al., 2013)
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O interesse na quimica analitica verde esta crescendo. Livros focados nesse
tépico vem sendo publicados, como por exemplo, “Green Analytical Chemistry’,
“Challenges in Green Analytical Chemistry” e “Handbook of Green Analytical
Chemistry”. Nao somente livios mas, através de peridédicos e publicacdes na
Internet, a literatura concernente a esse tema, cresce vertiginosamente.

A Figura 4 ilustra como a quimica analitica verde pode ser aplicada, desde a
preparacdo da amostra, até a Ultima etapa do processo. Enquanto os doze principios
da quimica verde podem ser aproveitados em quase todas as ramificacbes da
guimica em geral, alguns deles sdo aplicados diretamente a quimica analitica verde,
como por exemplo, o principio 11; analise em tempo real para a prevencdo da
poluicao.

A grande maioria das determinacfes de compostos organicos sao realizadas
utilizando métodos de cromatografia gasosa ou liquida. Dentro da quimica limpa, é
vital que esses procedimentos tenham insignificante impacto ambiental. Técnicas
cromatograficas tém o potencial de serem mais verdes em todos 0s passos da
analise, desde a coleta de amostras e preparacdo para a separacdo até a
determinacéao final.

As abordagens utilizadas para realizar separacbes cromatograficas mais
verdes diferem dependendo do tipo de cromatografia. Na cromatografia gasosa, €
aconselhavel que ndo se use o gas hélio na fase movel, ja que ele é uma fonte néo
renovavel. Nessa técnica, utilizar a tecnologia de baixa massa térmica pode ser uma
alternativa mais verde devido a economia de energia oferecidas por esta tecnologia.

Na cromatografia liquida, o foco deve ser na reducédo do consumo de solvente
e substituicdo de solventes toxicos e perigosos para o ambiente com alternativas
mais benignas. Técnicas de separacdo multidimensionais tém o potencial de tornar

mais esverdeada essas analises, tanto a cromatografia gasosa, quanto a liquida.
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Figura 4. Principios de Quimica Analitica Verde aplicada na preparagdo de amostra e na
determinacéo da etapa final.
Fonte: (PLOTKA et al., 2013).

2. CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa € uma técnica de separacdo de analise de misturas
por interagdo de seus componentes, que devem ser volateis e semi-volateis, entre
uma fase estacionaria e uma fase movel. O mecanismo de separacdo se da pela
seguinte maneira: a amostra € injetada (injetor de amostra) e arrastada pela fase
movel (gés de arraste) através da coluna que contém a fase estacionaria (coluna CG
aquecida), onde ocorre a separacao da mistura. Deve-se conhecer a resolucéo e a

eficiéncia da coluna para a amostra a ser analisada (SOUZA, 2014).
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Define-se resolucdo de uma coluna como a sua capacidade de separar
satisfatoriamente dois picos adjacentes; e eficiéncia de uma coluna é definida como
sua capacidade de produzir picos estreitos e agudos. Na cromatografia gasosa
existem diferentes detectores que devem ser selecionados de acordo com a mistura
a ser separada. As substancias separadas saem da coluna dissolvidas na fase
moével e passam por esse detector que gera um sinal elétrico proporcional a
guantidade de material separado. Detector é um dispositivo que indica o0s
componentes separados pela coluna que examinam continuamente o material,
gerando um sinal na passagem de substancias que foram separadas. Existem trés
tipos:

- Universais: geram um sinal para qualquer composto;

- Seletivos: geram um sinal apenas para compostos com determinadas
caracteristicas;

- Especificos: geram um sinal para compostos que tenham um determinado
elemento em sua estrutura (SOUZA, 2014).

As caracteristicas da fase mével ou gas de arraste sdo que: precisa ser inerte,
pois ndo pode interagir nem com a amostra, nem com a fase estacionaria, apenas
transporta a amostra através da coluna; precisa ser puro, pois ndo pode contaminar
a amostra ou gerar ruido no sinal; compativel com o detector. Exemplos: gas hélio,
gas nitrogénio, gas hidrogénio.

As caracteristicas da fase estacionaria, sdo que: precisa ter caracteristicas
similares das dos solutos a serem separados; precisa possuir uma determinada
seletividade, deve ser um bom solvente diferencial dos componentes da amostra;
guimicamente inerte relativamente a amostra; volatilidade baixa; estabilidade
térmica; pouco viscoso e puro. As fases estacionarias mais utilizadas sao: parafinas
(apolares), poliglicéis (polares), poliésteres (polares), silicones (cobrem ampla faixa
de polaridade) (SOUZA, 2014).

A amostra atinge a fase estacionaria sendo parte absorvida e estabelece-se o
equilibrio entre esta parte e uma outra que permanece na fase gasosa, que por sua
vez continua no gas de arraste até estabelecer o equilibrio. O gas de arraste atinge
a fase estacionaria, 0 que leva a amostra a entrar novamente neste para
restabelecer o equilibrio (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998).

A cromatografia gasosa de alta resolugdo (CGAR) possui como principal

mecanismo de separacdo a particdo dos componentes de uma amostra entre a fase
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moével gasosa e a fase estacionaria liquida. A utilizacdo de fases estacionarias

sélidas, as quais levariam a separacao por adsorcdo, apresenta poucas aplicacées.

Degani (2012) atesta que:

A cromatografia gasosa em geral € uma das técnicas analiticas

mais utilizadas. Além de possuir um alto poder de resolugéo, é muito
atrativa devido a possibilidade de deteccdo em escala de nano a
picogramas. A diferenca entre CG e CGAR esta na coluna (tubos
longos de metais como ago ou cobre, vidro ou teflon). Colunas de
CGAR sao maiores em comprimento, menores em  diametro,
possuem a fase liquida como um filme aplicado diretamente as

paredes do tubo da coluna e sdo mais eficientes.

A cromatografia gasosa possui caracteristicas inerentes de quimica verde,

porém é possivel realizar algumas otimizacGes que a torna mais verde.
Nessa técnica, utilizar a tecnologia de baixa massa térmica pode ser mais verde por
causa da economia de energia oferecidas por esta tecnologia. A escolha do gas de
arraste também é um meio de tornar cromatografia gasosa mais verde. O hélio (He),
€ 0 gas de arraste mais utilizado na cromatografia gasosa, devido as suas
propriedades cromatograficas favoraveis, (velocidade linear elevada) ao mesmo
tempo que ndo toxico, ndo inflaméavel, inerte e seguro de manusear. No entanto,
hélio também é um recurso néo renovavel, e reservas mundiais desse gas precioso
esta prestes a esgotar-se.

Nitrogénio também pode ser utilizado como um gas de arraste na
cromatografia gasosa. No entanto, a sua velocidade linear € baixa quando
comparado com o hélio ou o hidrogénio, o que leva a tempos de analise longos, o
gue pode causar danos em sua eficiéncia. Esses dois fatores tornam o nitrogénio um
gas de arraste menos desejavel para a cromatografia gasosa.

O hidrogénio parece ser a melhor alternativa para gas de arraste em
cromatografia gasosa. A velocidade linear do hidrogénio é a mais alta dos trés gases
em comparagdo aqui, e a curva de van Deemter € muito plana, portanto, as
separacdes podem ser realizados com doses mais altas e com pouca perda de
eficiéncia. Consequentemente, os tempos de andlise sdo mais curtos com o
hidrogénio como gas de arraste. Além disso, a grande extensdo ao longo do qual a

alta eficiéncia € obtida torna o hidrogénio o melhor gas para as amostras que
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contém compostos que eluem ao longo de um amplo intervalo de temperatura,
guando a pressao constante € usada. Acima de todas essas vantagens, ele é um
gas que estéa disponivel para o uso, ja que é renovavel (PLOTKA et al., 2013).

A préxima abordagem para tornar a cromatografia gasosa mais verde é a
reducdo do tempo de andlise conduzindo ao aumento da produtividade de amostras.
Isto pode ser conseguido por meio de colunas mais curtas do que o convencional e
com menor diametro interno (ID) sem sacrificar a separacdo e resolucdo. Além
disso, a velocidade do gas de arraste € aumentada com tais colunas, o que contribui
para uma reducdo do tempo de analise. A desvantagem de usar colunas estreitas
em diametro; é que elas ficam com a capacidade de amostra reduzida, o que
frequentemente leva a sobrecarga da coluna. (PLOTKA et al., 2013).

As aplicacdes praticas da cromatografia verde gasosa abrangem diversas
areas, tais como: a area quimica (determinacdo de antioxidantes, nutrientes ou
contaminantes de alimentos, etc), area industrial (monotorizacdo de processos
industriais), area da saude (analises dos constituintes do sangue; analise forense),
area ambiental (determinacdo de residuos de pesticidas em produtos alimentares,

agua ou esgoto; determinacao de solventes organicos na atmosfera, solos ou rios).

3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Maldaner (2012) afirma que:

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica muito
utilizada e é empregada nas mais diversas areas, entre elas, quimica
forense, toxicologica, clinica e ambiental, para solucionar inumeros
problemas analiticos. Durante os ultimos anos, muitas melhorias vém sendo
incorporadas a esta técnica, como desenvolvimentos de novas fases
estacionérias (FE) e suportes cromatogréficos, avancos na instrumentacao,
entre outros, permitindo que analises mais rapidas e mais eficientes sejam
alcancadas, corroborando com a necessidade atual de aumentar o nimero

de andlises e o rendimento e reduzir os custos.
A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica analitica utilizada para
separar e quantificar componentes em uma mistura. E distinguida por usar a fase
movel a alta pressdo. O uso de pressdes elevadas permite uma reducao no diametro

das particulas da fase estacionaria, localizada no interior da coluna cromatografica.
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O uso de particulas menores (na ordem de 5,0 um) no recheio da coluna resulta em
uma area superficial (o sitio de adsor¢cdo) maior, 0 que promove uma separacao
mais eficiente dos componentes da amostra. Essa "miniaturizacédo” das particulas da
coluna permite o uso de colunas menores, volumes menores de amostras e um
gasto menor de fase movel. Assim sendo, em cromatografia liquida de alta eficiéncia
€ possivel trabalhar na faixa dos microlitros (pL).

Hoje em dia séo oferecidos também equipamentos chamados CLUE -
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (Em inglés, UPLC), que trabalham com
particulas de colunas ainda menores (até 0,01 um) e pressdes ultraelevadas (da
ordem de 15.000 psi). A utilizacdo de suportes com particulas diminutas sao os
responsaveis pela alta eficiéncia desse método de cromatografia.

O processo fisico-quimico envolvido na separacao das substancias em uma
amostra € o mesmo para a CLAE e CLUE. A fase movel (liquida) movimenta-se
continuamente através da coluna contendo a fase estacionéaria (sélida). O soluto
(substancias contidas na amostra) interage com a fase estacionaria e movel por
adsorcdo, particdo, exclusdo molecular, troca ibnica. As separacdes podem se dar
por adsorcdo (separacao sélido liquido), particdo (separacdo liquido liquido) ou
ambos. O detector mais utilizado para andlises por CLAE e CLUE é o detector de
ultravioleta, sendo também empregados detectores de fluorescéncia, de indice de
refracdo, eletroquimicos, entre outros (DEGANI, CASS, VIEIRA, 1998).

A cromatografia liquida é geralmente considerada menos verde do que a
cromatografia gasosa, uma vez que requer solventes para a separacao. Por outro
lado, a cromatografia liquida oferece mais possibilidades de "ecologizagcao®”.

Uma das alternativas é a substituicdo de solventes toxicos por solventes “verdes”.
Um solvente verde é aquele que ndo oferece riscos a saude do analista, oferece
seguranca no manuseio e biodegradabilidade, ao mesmo tempo, respeitando 0 meio
ambiente (evitando a deplecéo do ozbnio e produzindo menos emissao para o ar) e
envolvendo recursos renovaveis. Para avaliar o quao verde um solvente é, deve-se
também ter em conta os processos de producéo, possibilidades de reciclagem bem
como seus custos de energia (LESELLIER, WEST, 2015).

Neste sentido, a cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma possibilidade
viavel para reduzir a quantidade de residuos gerados por solventes tdxicos, com
base no seu mais elevado poder de resolu¢cdo, em comparagdo com a cromatografia

liquida convencional. Além disso, a substituicdo de solventes € um pilar fundamental
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na cromatografia liquida verde, substituindo as fases méveis mais comuns, misturas
como a acetonitrila/agua ou metanol/agua por solventes como agua, acetona e
etanol.

Mesmo esses solventes alternativos ndo sendo tdo convenientes quanto os
convencionais; combinados com temperaturas elevadas, podem proporcionar
solucdes eficientes para a cromatografia verde. Para tanto, € requerido um controle
preciso das temperaturas da coluna e da fase movel. O uso de agua na fase mével,
como na maior parte dos de fase reversa de separacfes, resulta em perda de fase
ligada a partir do suporte de silica, devido a hidrdlise, a qual vem sendo aprimorada
para altas temperaturas; contudo, como tem sido demonstrado em varios estudos,
pontes de etileno a base de silica em colunas na fase reversa, podem ser utilizados
a temperaturas superiores a 100 ° C, sem o medo de um rapido colapso. Na pratica,
as fases estacionarias com maior estabilidade da temperatura baseiam-se em outros
materiais de silica, por exemplo carbono grafitado, a base de 6xido de zirconio e de
poliestireno / fases de divinilbenzeno (ORDONEZ et al., 2015).

Um bom solvente para cromatografia em coluna também deve ter uma
viscosidade limitada, favorecendo elevados coeficientes de difusdo e de possiveis
altas taxas de fluxo, como também apropriada polaridade, permitindo assim, a
eluicéo.

As estratégias para tornar a CLAE mais verde sé@o usar componentes verdes
na fase movel (exemplo: etanol e agua), minimizar o consumo dos solventes
organicos (para tanto, mudancas na coluna sdo necessarias), utilizacao de fluidos
supercriticos, reduzir a taxa de fluxo da fase (possivel quando o diametro interno é
reduzido), aumentar a produtividade cromatografica (reduzir o tamanho da particula
e reduzir o comprimento da coluna, agilizam a analise, ou seja, é feita mais
rapidamente).

Novas técnicas para alcancar esses objetivos estdo sendo cada vez mais
empregadas, tais como: Cromatografia Liquida a Alta Temperatura (CLAT),
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), micro — CL, e Cromatografia

Supercritica; as quais serao discutidas nos proximos topicos.
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3.1 SUBSTITUICAO DE SOLVENTES

3.1.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA A ALTA TEMPERATURA

Um parametro que pode ser usado como uma variavel poderosa na
cromatografia liquida é a temperatura. Sabe-se que a temperatura da coluna afeta a
seletividade, eficiéncia e detectabilidade. O termo Cromatografia Liquida a Alta
Temperatura (CLAT) ou High Temperature Liquid Chromatography (HTLC) se refere
ao uso de temperaturas entre 40 a 200°C. Uma vez que € mais facil de alterar a
temperatura durante a fase de desenvolvimento de um método em relag@o a outros
parametros, tais como a composicdo da fase movel ou pH, a temperatura elevada,
tornou-se um parametro popular usado para tornar mais verde a CLAE. As
mudancas de temperatura podem ser muito Gteis no que diz respeito ao ajuste de
seletividade, especialmente para os compostos polares e ionizaveis.

Por ser uma técnica que trabalha em altas pressfes, a viscosidade da fase
movel é um fator relevante na CLAE. A viscosidade decresce exponencialmente em
funcdo da temperatura, assim, o aumento da temperatura permite: a utilizacdo de
maiores vazodes; o emprego de particulas com menores diametros; e a utilizacdo de
colunas com maior comprimento ou conectadas em série (BORGES, BOTTOLI,
COLLINS, 2010).

A utilizacdo da CLAE com temperaturas elevadas provoca uma mudanca
consideravel nas propriedades fisico-quimicas da fase mével. Além da viscosidade,
como jA mencionado anteriormente, temperaturas elevadas provocam também
alteracfes na tenséo superficial, constante dielétrica e pka da fase movel. Tudo isso
leva a vantagens consideraveis, como a reducédo do tempo de analise, aumento da
seletividade e resolucdo; o que resulta na possibilidade de utilizagcdo de solventes
menos tdxicos porém mais viscosos que os tradicionais, com por exemplo o etanol.

Além disso, a temperatura influéncia na pressao da coluna, fator de retencéo,
na eficiéncia cromatografica, assimetria e resolucéo.

Cromatografia liquida a alta temperatura usando como fase movel somente
agua superaguecida, em temperaturas entre 100 e 250°C oferece numerosas
vantagens para o analista. E um solvente limpo, reduz os custos de utilizacdo e
substitui 0os solventes organicos. Possui também maior compatibilidade com os

detectores mais utilizados, permitindo que os espectros na regido do ultravioleta
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sejam monitorados em comprimentos de onda menores, interface de menor custo
para acoplamento com a espectrometria de massas. Com o emprego de agua
deuterada, como eluente, a CLAE pode ser acoplada a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear.

Um grande problema em se utilizar somente agua pura como fase movel na
CLAE é a incompatibilidade com a maioria das coluna de fase reversa, alta
viscosidade e baixa seletividade, quando comparada com o0s solventes mais comuns
como acetonitrila e metanol.

O uso de agua na fase movel resulta em perda de fase ligada a partir do
suporte de silica, devido a hidrélise; contudo, como tem sido demonstrado em varios
estudos, pontes de etileno a base de silica em colunas na fase reversa, podem ser
utilizados a temperaturas superiores a 100 ° C, sem problemas com a degradacéao
(BORGES et al., 2010)

A constante dielétrica (¢) da agua diminui de 80, em temperatura ambiente,
para valores de até 20 a 300°C. Assim, o uso da agua como fase movel em altas
temperaturas pode simular as propriedades de uma mistura da agua com
modificadores orgéanicos. A seletividade em cromatografia empregando agua
superaquecida como fase moével (Super Heated Water Chromatography, SHWC) é
controlada apenas pelo aumento da temperatura.

O desenvolvimento recente de fases termicamente mais estaveis, incluindo
fases hibridas, tém expandido a quantidade de tipos de analitos que podem ser
examinados e estes agora variam de alquilbenzenos, fendis, alquilaril, cetonas e um
certo numero de produtos farmacéuticos para os acidos carboxilicos, aminoacidos e
hidrocarbonetos. Muito poucos compostos séo instaveis durante a andlise. Os
métodos de separacdo podem ser acoplados diretamente com a extracdo de agua
superaquecida, proporcionando um sistema totalmente livre de solvente para
extracdo da amostra e analise (SMITH, 2008).

Avancos no desenvolvimento de fases estacionarias termicamente estaveis,
vem tornando a cromatografia com agua superaquecida um método mais acessivel
de cromatografia liquida, com potencial de fornecer um método eficiente de
separacao verde. Ela oferece uma série de possibilidades para a deteccgéao, inclusive
podendo ser acoplada com detectores de cromatografia gasosa, como o detector de
ionizagao de chama. Mais aplicagdes estdo sendo continuamente demonstradas, e,
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juntamente com métodos de extracdo acoplados, estdo ampliando a area de
aplicacdes (SMITH, 2008).

O etanol € uma outra alternativa viavel como solvente para CLAE verde, por
ser um solvente mais barato e menos toxico do que metanol e acetonitrila. Apesar
de sua viscosidade ser maior do que esses solventes a 25°C, a mesma pode ser
controlada por gradientes de temperatura que inclusive pode também alterar sua
seletividade, tornando-a mais proxima da seletividade da acetonitrila e metanol. Em
relacdo a compatibilidade com detectores, o etanol pode ser usado no UV a mais de

220 nm ou no detector de massas. Limitagbes quanto a pressdo podem ser
resolvidas com temperatura entre 40 — 60°C (BORGES et al., 2010).

3.2 REDUCAO DE RESIDUOS

3.2.1 - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (CLUE)

Tratando-se de cromatografia em coluna, nos ultimos anos observou-se uma
tendéncia na reducédo das dimensdes da coluna. A diminuicdo do comprimento da
coluna é favorecida pela diminuicdo concomitante no diametro das particulas de
fase estacionaria a qual permite que uma elevada eficiéncia possa ser mantida.
Consequentemente, diminuindo o diametro interno da coluna, haverd uma reducgéo
da taxa de fluxo proporcional, causando uma reducdo do consumo de solventes.
Isso tudo resultou na criagdo de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE),
que exigiu sistemas de bombeamento especiais que poderiam atingir 1000 Bar e
suporte de silica altamente resistente para enfrentar essas pressoes elevadas.

A CLUE fundamenta-se nos mesmos principios de separacao da CLAE, tendo
como principais diferencas as colunas cromatogréaficas empregadas que sdo de
dimensdes reduzidas (5-10 cm de comprimento e diametros internos de 1-2,1 mm),
recheadas com particulas de fase estacionaria (FE) menores ou iguais a 2 ym, as
guais, juntamente com as altas velocidades lineares da fase movel (FM) aumentam
a resolucdo e a detectabilidade, diminuem o tempo das andlises, porém geram um
aumento significativo na pressao cromatografica. Em vista disso, um equipamento
adequado para CLUE tem que ser capaz de operar a altas pressdes, acima de 1000
bar (~15000 psi) (RIDDLE, GUIOCHON, 2006).



25

A CLUE tem se tornado relevante para a Quimica Verde, pois suas vantagens
correspondem aos objetivos da mesma, que sdo: menor geracdo de residuos,
diminuicdo no tempo de andlise, grande variedade de colunas e equipamentos
disponiveis, melhor resolucdo e detectabilidade, pequeno volume de amostra,
economia de fase estacionaria e fase movel. No entanto, uma avaliagdo completa de
como a CLUE é relevante para a quimica verde, ndo deve limitar-se a reduzir o
consumo de solvente, mas também deve ter em conta os custos de energia
associados com a fabricacdo, manutencdo e uso do instrumento e colunas
(LESELLIER, WEST, 2015).

Mesmo usando particulas menores que 2 um, a eficiéncia da sua coluna
continua alta, apenas ha a diminuicdo em seu comprimento. Uma coluna menor,
além de gastar menos solvente, permite separagdes mais rapidas, uma vez que o
tempo de separacdo € proporcional ao comprimento da coluna, porém isso requer a
otimizacdo de outros parametros experimentais. Por exemplo, a diminuicdo do
tamanho da particula provoca um aumento na pressado do sistema. Outros fatores
gue precisam ser otimizados sdo o volume extra da coluna, tempo de residéncia dos
gradientes, tempo que a fase maovel leva para percorrer o sistema cromatografico
desde a saida do misturador até o topo da coluna, como forma de minimizar o
alargamento do pico cromatogréfico e obter maxima eficiéncia da coluna.

A primeira empresa a desenvolver um equipamento capaz de operar a
pressdes que correspondem a CLUE foi a Waters Corporation, em 2004, que
desenvolveu um equipamento capaz de trabalhar com pressdes acima de 100 MPa
e deu o nome ao equipamento de UPLC (Ultra Pressure Liquid Chromatography).
Depois disso, outros fabricantes também lancaram seus equipamentos de CLUE no
mercado. E Hoje, 11 anos ap6s o surgimento da técnica, mais de 30 fabricantes
estdo comercializando colunas de CLUE recheadas com FE de tamanhos de
particulas que variam de 1,5 a 2,0 ym, preparadas a partir de suportes de silica ou
de silica hibrida e modificadas com diferentes grupos quimicos como: Cig, Cg, fenil,
ciano e grupos polares embutidos (MALDANER, JARDIM, 2012).

As modifica¢des basicas necessarias em um equipamento de CLUE sao:
o Capacidade de trabalhar em pressdes muito altas (100 mPa);
e Volumes internos muito menores (conexdes, alcas de amostragem, cela do

detector, bombas);
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o Celas do detector sem dispersao, e com alta taxa de aquisi¢ao;

e Melhoramento no sistema de controle e de dados;

e Colunas resistentes para trabalharem a altas pressbes e com baixo volume
morto;

e Injetores com precisdo na faixa de volumes pequenos.

Tratando-se do sistema de gerenciamento da fase movel, sdo requeridas
bombas robustas capazes de impulsionar a fase moével de forma suave e
reprodutivel nestas altas pressfes, para compensar a compressibilidade do
solvente, e que sejam capazes de operar tanto no modo elui¢do isocratico como por
gradiente. Devido a compressibilidade do solvente a altas pressdes, o fluxo deve ser
impulsionado de forma rapida, e o sistema deve ter baixos volumes para se obter um
bom desempenho.

A injecdo da amostra é realizada de forma automatica, rapida, exata e
precisa. O amostrador possui controle de temperatura ente 4 — 40 °C. Os
equipamentos de CLUE possuem uma faixa de injecdo de apenas 0,1-50 ym
(MALDANER, JARDIM, 2012).

Em relacdo as fases estacionarias utilizadas em cromatografia liquida de
forma geral, muitos avancos ja aconteceram, porém as FE proprias para serem
empregadas em CLUE ainda séo alvos de desenvolvimento, devido ao nivel de
exceléncia exigido por esses sistemas.

Quanto aos sistemas de detecgcdo, os detectores possuem alta taxa de
aquisicdo de dados. Necessitam de diminui¢cdo do volume da cela do detector e um
longo caminho optico, para manter a concentragéo e o sinal e uma baixa disperséo
da amostra, a fim de se obter uma alta detectabilidade. As dimensdes do volume da
cela e o comprimento do caminho Optico desses detectores sao de
aproximadamente 500 nL e 10 mm, respectivamente.

Atualmente, praticamente todos 0s novos desenvolvimentos e/ou artificios em
torno de novas FE ou de novas estratégias de trabalho podem também ser
transferidas/aplicadas as separacdes realizadas pela cromatografia liquida de ultra
eficiéncia.

Um exemplo deste fato sdo as particulas de silica superficialmente porosas
(SPP) (SPP — superficially porous particles), que sdo compostas por um nucleo

sélido revestido por uma fina camada de silica porosa, que foram desenvolvidas
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como uma alternativa as particulas de FE porosas < 2 ym, por fornecerem analises
rapidas e com eficiéncias similares, porém sem um aumento significativo da presséo
cromatografica, sendo, desta forma, compativeis com 0s sistemas convencionais de
CLAE.

Mesmo com todas essas vantagens, a utilizacdo da CLUE ainda é limitada.
Essa limitagdo pode estar relacionada com a necessidade de instrumentos
especificos para o emprego eficiente de particulas menores ou iguais a 2 um e ao
custo dos equipamentos e consumiveis que sado superiores aos de CLAE
(MALDANER, JARDIM, 2012).

Dentre as aplicacbes da Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia esta a
determinacao de diferentes farmacos, agrotoxicos, conservantes em cosmeéticos a

base de cromo, toxinas marinhas, cianobactérias, drogas veterinarias e enzimas.

3.2.2 — MICRO CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Os recentes desenvolvimentos em cromatografia liquida (CL) sdo dedicados
principalmente para sistemas de miniaturizagdo como micro-CL e nano-CL, visando
diminuicédo do tempo de andlise e reducdo de amostra e solvente.

De acordo com a literatura, cromatografia liquida miniaturizada pode ser
definida com colunas de 0.5- 1 mm de diametro. Micro-CL apresenta muitas
vantagens quando comparada com a cromatografia liqguida convencional. Os
beneficios mais importantes da miniaturizacdo surgem a partir da capacidade de
trabalhar com tamanhos de amostra limitados e taxas de fluxos baixas. Outra
vantagem de reducdo do didametro da coluna é o ganho em sensibilidade (para a
mesma quantidade injetada) obtida com os dispositivos de detecg¢éo, tais como 0s
detectores de UV-Vis, fluorescéncia, e Espectrometria de Massas com ionizagao por
electrospray. Apesar das vantagens mencionadas, CL miniaturizada ainda € pouco
utilizada, tendo maiores aplicacbes na area de protedmica, pois exige uma
instrumentacdo mais complexa (GUILLARMEA, et al., 2008).

InvestigacBes detalhadas do metabolismo lipidico, por exemplo, exigem
métodos eficientes para a separacéo, identificacdo e quantificacdo dos mesmos. De
fato, lipidos sdo compostos por diferentes classes, e essas, por sua vez, sao

compostas por espécies moleculares distintas. A grande diferenca estrutural entre as
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classes de lipidios induz uma importante gama de polaridade. Por isso se faz
necessario utilizar métodos sensiveis de andlise, 0os quais permitem detectar e
guantificar todos os lipidos apresentados em amostras biologicas de baixas
concentracfes. A técnica da micro-CL supre esse requisito pois as colunas com
menores diametros aumentam a sensibilidade, quando comparado com colunas de
cromatografia liquida convencionais. (HAZOTTE et al., 2007).

O detector evaporativo de espalhamento de luz (DEEL) é o detector primério
utilizado para analisar lipidos devido a sua compatibilidade com uma grande gama
de solventes e de eluicdo em gradiente. Este detector quase universal pode detectar
todos os solutos que sdo menos volateis do que a fase mével. Além disso, no caso
especifico de analise de lipidos, o interesse combinar a micro-CL e o DEEL com a
cromatografia liquida a alta temperatura, tem aumentado recentemente, como Vvisto
em diversos artigos sobre o assunto. Juntos, permitem diminuir o tempo de analise
para melhorar a eficiéncia na alta taxa de fluxo e utilizam uma menor quantidade de
solventes organicos, o que leva a analise de lipidios na direcdo da Quimica Verde
(HAZOTTE et al., 2007).

Outro aspecto vantajoso para a micro-CL é maior facilidade de acoplamento
com a espectrometria de massas, quando comparado com a CLAE tradicional, o que
torna a técnica interessante do ponto de vista de seletividade.

O aumento do numero e da complexidade das amostras que precisam ser
analisadas em aplicagbes industriais impulsiona os cromatografistas a procurar
aumentar a resolucdo nas separacdes e reduzir o tempo de analise. Eficiéncia, e
consequentemente resolucédo, pode ser aumentada pela reducdo do tamanho de
particula de uma coluna, mas envolve o0 aumento da pressao e requer o uso de
equipamentos como os da CLUE (DIOSZEGI, RAYNIE, 2012).

A reducdo da dimensdo das amostras é de interesse geral em bioandlise. Por
exemplo, a natureza heterogénea de células e tecidos pode resultar na necessidade
de uma analise das subpopulacdes limitadas. Analises protedmicas para essas
pequenas quantidades de misturas de proteinas apresentam desafios para
separacdo e sensibilidade de deteccdo, especialmente considerando a gama de
abundancias de proteina (SHEN, et al., 2002).

Colunas com diametros de 4,6 milimetros, 2,1 mm e colunas menores que 1,0
mm pode ser operado usando a mesma bomba, colunas com diametro menores

requerem uma bomba diferente ou o uso da divisdo de fluxo. Fabricantes de
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instrumentos optam por ambas as possibilidades. Enquanto um numero de
fornecedores trabalham com faixas de uL/min a nL/min fazendo uso de divisores,
outros fornecem bombas com essa faixa de fluxo sem a necessidade de utilizar o
divisor de fluxos, porém com custos mais elevados. E importante ressaltar que CL
com divisor de fluxo ndo pode ser considerado cromatografia verde pelo fato de
desviar a maioria da fase movel para descarte, gerando assim maior quantidade de

residuo.

3.3 CROMATOGRAFIA SUPERCRITICA

A cromatografia supercritica (CS) € um método de separacao verséatil: por um
lado, o numero de parametros que atuam sobre a qualidade da separacédo € muito
grande, apesar dos efeitos destes parametros serem, por vezes, complexos (e nem
sempre totalmente entendidos). Mas por outro lado, devido a inUmeras propriedades
vantajosas de fases moveis a base de CO,, o desenvolvimento do método pode ser
uma tarefa facil.

Apds numerosos ensaios com uma variedade de fluidos, o diéxido de carbono
foi definitivamente escolhido como a melhor fase moével para a separacdo
supercritica por quase todos os analistas que utilizam a cromatografia. Esta escolha
pode ser explicada pelos varios pontos positivos, tais como: o baixo custo, a ndo-
inflamabilidade, a abundancia (como sendo um subproduto de muitas inddstrias) e
disponibilidade com uma pureza adequada, a inércia para a maior parte dos
compostos, os valores moderados de pressédo (7,3 MPa) e temperatura (31°C)
critica, a miscibilidade de uma grande variedade de solventes organicos, a fraca
absorbancia no UV a baixo comprimento de onda, baixa viscosidade e tensao
superficial. Além disso, ha vantagens extras para separa¢des em escala preparativa:
a recuperacdo das fragcbes concentradas apds a separacdo (0 que exige menos
esforco para evaporar o solvente e recuperar fragdes puras) e a nao-toxicidade do
valor residual em produtos que entram em contato humano (LESELLIER, WEST,
2015).

Inicialmente, foi aplicada a cromatografia supercritica em compostos néao-

polares (hidrocarbonetos e materiais lipofilicos), devido a baixa forca de eluicdo do
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CO, puro, que € considerado como sendo semelhante ao do pentano. No entanto, a
adicdo de solventes orgéanicos, chamados modificadores, aumenta fortemente a
solubilidade do composto tanto para 0s compostos ndo-polares, tais como
triglicerideos ou carotendides, quanto para 0s compostos polares, tais como
carboidratos de pequenas cadeias. No entanto, a limitacdo da CS permanece,
aparentemente, na andlise de compostos muito polares e ibnicos (tais como
peptideos e proteinas hidrofilicas), para os quais a solubilidade em fases modveis
baseados em CO; € bastante baixa.

Hoje em dia, a maioria das analises é realizada com uma mistura de CO; e
um co-solvente, normalmente denominado "modificador". A adicdo de um
modificador € muitas vezes necessaria para melhorar a solubilidade do analito, e
evitar a precipitacdo da amostra quando é introduzido na entrada da coluna.

Quando a simples adicao de um co-solvente para o diéxido de carbono nao é
suficiente para permitir a eluicdo dos analitos com boas formas dos picos, € comum
introduzir um terceiro componente na fase mével, sob a forma de um &cido, uma
base ou um sal. Este terceiro componente € geralmente chamado "aditivo" e é
introduzido em concentragcdes muito mais baixas do que o co-solvente (geralmente
de 0,05-1%). Mesmo em percentagem mais baixa, melhorias significativas na forma
do pico e as alteragdes na retencéo tém sido relatados (LESELLIER, WEST, 2015).

Uma nota de cautela deve ser dada para o uso de aditivos. Apds a sua
introducdo na fase movel, que vai absorver primeiro na superficie da fase
estacionaria, em seguida, quando a fase estacionaria é saturada, o aditivo eluira a
partir da coluna e, resultara em uma quebra através da curva que pode ser visivel,
dependendo do modo de detecgéo.

Cobertura da superficie da fase estacionaria com o aditivo é independente da
concentragdo de aditivo na fase movel, mas inversamente proporcional a
concentracdo do modificador, assim baixas proporcdes de modificador deve resultar
em tempos de equilibrio mais longos. Além disso, quando o aditivo € finalmente
eluido, o ruido de linha de base é geralmente aumentado (LESELLIER, WEST,
2015).

Pequenas alteracdes na temperatura e pressao préximo ao ponto critico de
fluidos supercriticos (FS) resultam em alteracdes significativas nas suas
propriedades fisicas, tais como densidade, que podem ser usados para sintonizar a

solubilidade e outros parametros do solvente. Usar solventes sob condi¢cbes
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supercriticas expande sua faixa de solubilidade e volatilidade. Consequentemente,
fluidos supercriticos (principalmente diéxido de carbono) pode ser uma excelente
escolha para ser usado como fase movel em cromatografia gasosa.

Os fluidos supercriticos séo considerados fases moveis verdes, devido ao seu
limitado impacto ambiental, baixos custos de eliminagéo, a reducdo do consumo de
solventes e aditivos toxicos, falta de toxicidade (na maioria dos casos), a remoc¢ao
do residuo livre de solvente a partir do extrato e a possibilidade de recuperar o
solvente quase completamente. A reducdo na utilizacdo de solventes organicos
resulta em beneficios de custo, de salude e seguranca, bem como a recuperacdo da
amostra mais rapida e limpa durante os procedimentos experimentais. Os fluidos
supercriticos oferecem alto poder de solubilidade, alta capacidade de transferéncia
de massa e alta seletividade, portanto, eles encontram aplicacdes em técnicas de
separacao cada vez mais frequéncia.

O uso de outros fluidos supercriticos, distintos do dioxido de carbono, também
tém sido relatados na literatura; no entanto, esses fluidos ndo possuem quaisquer
vantagens distintas. Eles geralmente tém alta temperatura critica e podem ser
inflamaveis (especialmente solventes organicos). Fluidos supercriticos inorgéanicos,
tais como aménia ou Oxido nitroso também tém inconvenientes significativos, tais
como a neuro toxicidade ou forte caracter de oxidacdo, no caso do éxido nitroso.

O uso de CS para separacdes de compostos quirais tem sido um dos mais
bem-sucedidos campos de aplicacdes, devido a alta difusividade e baixa viscosidade
do fluido supercritico como fase movel. A CS esta substituindo a CLAE em muitas
aplicacbes farmacéuticas, ndo apenas para purificagcdo, mas também como
ferramenta de triagem e desenvolvimento de métodos padrdo para compostos
quirais.

As principais vantagens da cromatografia supercritica em comparacao com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, incluem maior eficiéncia, desenvolvimento de
método mais rapidos, obtencdo do equilibrio da coluna mais rapidamente,
flexibilidade na selecdo de solvente e reducdo na geragdo de residuos téxicos e
perigosos.

A sobrevivéncia da cromatografia supercritica nas décadas de 1980 e 1990 &,
essencialmente, gracas aos seus beneficios reconhecidos para as enantio-
separacdes, onde frequentemente forneceram melhores resolugdbes a uma

velocidade maior do que CLAE. Na verdade, as separa¢cfes quirais € um campo
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onde os beneficios da cromatografia supercritica sempre foram reconhecidos, onde,
a primeira separagdo supercritica dos enantibmeros foi feita por Mourier em 1985,
portanto, ha 30 anos (LESELLIER, WEST, 2015).

Embora ambas as técnicas (CS e CLAE) possam proporcionar uma boa
seletividade de enantibmeros, a cromatografia supercritica apresenta vantagens
evidentes em termos de vazéo da fase mdvel, resolucdo, além do tempo de andlise
e consumo de solventes organicos. Em experiéncias realizadas e registradas na
literatura, comparando essas duas técnicas, foi feito um estudo comparativo de
separacdo de enantibmeros de varios remédios para o estdbmago, como por
exemplo, omeprazol, lansoprazol, rabeprazol e pantoprazol. Em suma, enquanto que
a cromatografia supercritica conseguiu realizar a separac¢do quiral de todas as
drogas envolvidas, a CLAE conseguiu apenas de duas: omeprazol e pantoprazol. Na
CS, a resolucéo entre os pares criticos foi na maioria dos casos superiores a 2, € 0
tempo de analise era inferior a 10 minutos. A CLAE proporcionou menor seletividade
e resolucdo, e os tempos de retencdo eram mais longos. Outra desvantagem da
CLAE foi o maior consumo de solventes organicos. A resolucdo completa dos
enantibmeros foi realizada com ambas as técnicas; no entanto, a taxa de fluxo da
fase movel na cromatografia supercritica foi em quatro vezes a taxa utilizada para a
cromatografia liquida, o que permitiu que os analitos fossem separados em menos
do que um tergco do tempo necessario para a separacdo da CL (CS: 6 min; CL: 22
min) (PLOTKA et al., 2013).

Quando se trabalha com uma fase estacionaria ndo polar como um
enchimento de silica ligada-Cig, compostos aromaticos e hidrofobicos sdo mais
retidos enquanto que os compostos polares sdo menos retidos, assim padrdes de
retencdo sdo comparaveis a CLAE de fase reversa, quando uma grande proporgéo
de solvente organico esta presente na fase movel (minimizando assim os efeitos da
agua).

A mais famosa fase estaciondria para a cromatografia supercritica, para além
da silica mais simples, é 2-etilpiridina ligada a silica. Ela surgiu ha mais de 10 anos,
e foi proposta pela Cromatografia de Princeton. Rapidamente se tornou conhecida
como uma coluna que proporciona boas formas dos picos para compostos basicos,
sem a necessidade de aditivos na fase mével. Isso € possivel devido a ligagdo do
hidrogénio entre o atomo de nitrogénio da piridina e dos grupos silanol residuais. Por

isso, o ultimo ndo estariam disponiveis para interagdes "parasitas" com analitos
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basicos. Como resultado, a maioria dos fabricantes de colunas que estdo dispostos
a investir no campo da CS, agora propde cada um a sua prépria versao de silica 2-
etilpiridina ligada a silica (LESELLIER, WEST, 2015).

O uso de detectores de células abertas em CS pode ser favorecido, no que
diz respeito a cromatografia liquida, por despressurizacdo do fluido que
naturalmente fornece um pulverizador na entrada do detector. O detector de
dispersédo de luz evaporativo (ELSD) € geralmente usado para os compostos nao
volateis que ndo possuam grupos cromoforos.

Este detector € baseado na formacdo de um pulverizador de fase moével
através de um bocal, a geracédo de goticulas numa camara de nebulizacdo. Quando
estas gotas sdo aquecidos num tubo de deriva, como moléculas volateis
(componentes da fase movel) sdo evaporados e as moléculas ndo volateis
remanescentes sao capazes de espalhar a luz emitida por um fotodiodo,
proporcionando assim uma resposta. Este detector tem sido principalmente usado
com CS para analises de carboidratos (LESELLIER, WEST, 2015).

Nos dltimos anos, tem aumentado a popularidade da cromatografia
supercritica ndo apenas pelo seu carater mais verde, mas também por causa de
uma maior disponibilidade de instrumentacdo comercial, incluindo acessorios que
podem converter um sistema de CLAE convencional para um que seja capaz de
realizar CS.

Muitas empresas farmacéuticas tém utilizado e desenvolvido métodos de
cromatografia supercritica nas escalas de anélise e de preparacdo, essencialmente
para separacdes quirais. Em varias empresas farmacéuticas, a ordem de escolha
para o desenvolvimento do método, quando estdo envolvidas a separagédo
enantiomérica € primeiro: cromatografia supercritica; segundo: cromatografia liquida
de alta eficiéncia, e terceiro: eletroforese capilar. Enquanto que a CS com coluna
cheia vem sendo a principal escolha para separacdes quirais, o recente aumento de
aplicagfes aquirais é perceptivel. Claramente, os beneficios que h&d muito tempo séo
reconhecidos para a separacao dos enantibmeros sao agora reconhecidos por
outras espécies, bem como: separacdes rapidas com alta eficiéncia, de equilibrio
rapido permitindo processos de triagem e otimizacdo rapidos, baixo consumo de
solvente, minimizando custos e preocupacdes ambientais. H4 também as vantagens
na escala preparativa (fracdes concentradas obtidos com alta produtividade) que

sdo, vantajosamente, transferidas para o campo aquiral, particularmente em
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laboratérios de desenvolvimento de medicamentos, onde intermediarios de sintese e
dos produtos finais requerem purificagdo. Além disso, a versatilidade fornecida pela
CS aquiral, com uma vasta oferta de fases estacionarias e possibilidades de
exploracdo de parametros, juntos, fornecem uma ampla gama de seletividade, o que

aumenta o interesse nesse ambito.

4. CONSIDERACOES FINAIS

As realizagdes no campo da Quimica Verde, até agora, sdo impressionantes

devido aos esfor¢os de cientistas e profissionais da industria ao redor do mundo. No
entanto, as conquistas alcancadas até agora sdo um preladio para os grandes
desafios ainda a serem abordados pelo campo. A quimica verde esta garantindo que
toda a habilidade criativa (a qual possui tradicdo no campo da quimica), seja
praticada de uma forma que construa positivamente no impacto sobre as pessoas e
para o planeta como um todo. Ao fazé-lo, a Quimica Analitica Verde tem mostrado
através de empresas inovativas que podem ser, a0 mesmo tempo, economicamente
mais rentaveis e menos nociva ao ambiente.
Apesar de uma quantidade impressionante de trabalhos terem sido feitos por
profissionais da Quimica Verde em todo o mundo, as conquistas do passado
empalidecem em comparacdo com o poder e potencial do campo (ANASTAS,
EGHBALLI, 2010).

As ferramentas basicas utilizadas para a execucédo da politica pro-ecologica a
nivel internacional sdo, entre outros, instrumentos econdmicos (subvencdes e
tarifas), controle ambiental e sistemas de monitoramento, pesquisa cientifica,
educagdo ambiental, bem como instrumentos juridicos e administrativos que
regulam a protecdo, gestdo e utilizacdo adequada dos recursos naturais e 0sS
beneficios por popularizar os principios do desenvolvimento sustentavel. A ideia de
desenvolvimento ecolégico sustentavel foi apresentada pela primeira vez em 1987
no relatério da Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento. No
relatorio, afirmava-se que o desenvolvimento da civilizacdo humana e a satisfacéao
das necessidades socioecondmicas da geracdo atual sé seria possivel se os
recursos naturais fossem bem manejados e a relagdo entre o crescimento
econbmico e o cuidado com o meio ambiente e a salude das geragcfes presentes e

futuras fossem conscientemente mantidos, enquanto que os efeitos a longo prazo
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das atividades industriais também deveriam ser considerados (SPIETELUN et al.,
2013).

A implementacdo do desenvolvimento sustentavel na vida profissional de
guimicos em ambas escalas laboratoriais e industriais, se manifestam pela aplicacao
das regras da quimica verde. Enquanto Anastas e colegas de trabalho estavam
elaborando as ideias de quimica verde, o primeiro paradigma da quimica analitica
verde também foi apresentado. Os principios da quimica analitica verde sé&o
implementados em cada etapa do procedimento analitico.

Um esforgo continuo para detectar, identificar e quantificar os compostos
presentes em niveis muito baixos em amostras ambientais com um nivel adequado
de sensibilidade e seletividade deve ser considerada como a principal forca que
impulsiona o trabalho dos quimicos analiticos na direcdo de procedimentos
elaborando o que inclui etapas preliminares de isolamento / enriquecimento dos
analitos alvo.

Outro aspecto relevante € a miniaturizacdo da instrumentacédo analitica. Ela
traz muitas vantagens, dentre as quais a economia de espaco é provavelmente a
menos importantes. Sistemas de separacdo miniaturizados normalmente exigem
menos consumo, menor producdo de residuos, e seu consumo de energia € muito
reduzido em comparacdo com sistemas de laboratério em tamanho convencional. A
velocidade de separacdo e sensibilidade do método também podem geralmente
serem melhoradas com sistemas miniaturizados. As caracteristicas desses sistemas
0s tornam inerentemente verdes, e com capacidade satisfatéria de serem cada vez
mais utilizados, encurtando o tempo de andlise e trazendo melhorias em seu poder
de resolugéo.

A pesquisa na area da quimica verde tem crescido acentuadamente desde a
década de 90 e nos ultimos anos tém ganhado espaco na midia devido a catastrofes
ambientais relacionadas com mudancgas climaticas.

Portanto, a busca por novas e desafiadoras solugdes, por pesquisadores, que
permitam evitar ou miniminizar a geracdo de residuos tOxicos por processos
guimicos industriais e laboratoriais € essencial ndo sé para servir como exemplo
para parcelas da populacdo comum (que ndo pertencem a comunidade cientifica),
mas também para completar um conjunto de ac¢des que visam garantir um futuro

préspero para o planeta Terra.
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