PROJETO, CONSTRUCAO E AVALIACAO DE UM
CROMATOGRAFO A GAS MINIATURIZADO

Foi desenvolvido um projeto, descrito neste trabalho, de um cromatografo a gas miniatu-
rizado, cujas aplicagdes nao se restringem somente a pesquisa, mas também as andlises de
campo, treinamento de pessoal, aplicagdes didaticas, andlise em laboratério e acoplamentos
com outros instrumentos, entre outras. Neste trabalho sio apresentadas as bases funda-
mentais para o desenvolvimento do projeto, de um injetor destinado a utilizagdo em um
minicromatografo a gis, o controle de temperatura para a coluna cromatografica localizada
dentro de um miniforno, o desenvolvimento e teste de um minidetector de ioniza¢io de
chama e a montagem final de cada uma das pegas desenvolvidas neste trabalho, além do
software utilizado para controle dos parametros operacionais e da aquisi¢do e tratamento
dos dados cromatograficos.

Palavras-chave: instrumentagio, miniaturizagio, mini G-C, cromatografia gasosa

Summar

It was developed a miniaturized gas cromatograph, whose applications are not limit only to
research, but also includes field analysis, personnel training, didactic applications, laboratory
analysis, among others. This work presents the fundamental bases for the development of
this project, including a injector to be used in the mini gas cromatograph, the temperature
control is discussed for the chromatographic column located inside of the mini oven, the
development and test of a mini flame ionization detector (FID) and the final assembly is pre-
sented of each one of pieces developed in this work. In addition a software was developed
to control the mini-GC as well as for data acquisition and treatment.

Keywords: instrumentation, miniaturization, mini-GC, gas chromatography

Evolucao da Cromatografia

Vitor Hugo Polisél Pacces,
Igor Renato Bertoni Olivares e
Fernando M. Lancas™

Universidade de Sao Paulo,
Instituto de Quimica de
Sao Carlos

* Autor para correspondéncia:
Cx. Postal 780

CEP 13560-970

Sao Carlos. SP

E-mail: flancas@iqgsc.usp.br

Basicamente, os dois principais problemas encontrados
pela quimica analitica na determinagdo de quantidades peque-
nas de analitos sdo a precisdo e a exatiddo, principalmente
quando tal necessidade esta relacionada a uma matriz com-
plexa. Neste caso, consideram-se os métodos cromatogra-
ficos como sendo a melhor alternativa para a separacgdo e a
identificacdo destes analitos. ()

A cromatografia como ciéncia é considerada como ha-
vendo sido iniciada com um botanico russo, Michael Tswett.
Em margo de 1903, Tswett trabalhou com a separagido de
pigmentos de plantas relatando um método de separagio no
qual a extragdo de tais pigmentos consistia na passagem de
um solvente através de um tubo contendo o extrato das plan-
tas de interesse. O extrato localizava-se no topo da mesma
e, em seu interior, havia um material pulverizado (carbonato
de célcio). O resultado obtido foi a separa¢do dos pigmen-

tos em varias bandas. Ele denominou, assim, este método
como sendo cromatografia, palavra essa derivada do grego
(“kroma”+”graphia”, o registro da cor).(2)

Em seu trabalho (“Adsorptionsanalyse und cromatogra-
foische Methode. Anwendungen auf die Chemie des Chloro-
phylls” — Andlise da Adsorg¢do e o Método Cromatografico.
Aplicagbes da Quimica da Clorofila), Tswett descreve o cro-
matograma (diferentes zonas dentro da coluna), e o seu de-
senvolvimento, utilizando diferentes solventes. Determinou a
existéncia de diferentes zonas de coloragio amarela (carote-
nodides) e sempre encontrou duas zonas verdes (Clorofila A
e B). Seu maior competidor no estudo da clorofila, Willstit-
ter, professor de quimica organica em Munich, obteve apenas
uma zona por cristalizagdo fracionada. Baseado somente no
método classico de purificagdao, Willstitter argumentou so-
bre a decomposicio da clorofila durante o processo de ad-
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sor¢ao. Atualmente sabemos que Tswett estava certo sobre
a existéncia de duas zonas distintas, as quais representavam,
respectivamente, as duas formas diferentes de clorofila co-
nhecidas. No entanto, o veredicto de Willstitter contribuiu
para que a cromatografia fosse esquecida por cerca de 25
anos. (3)

Apos este periodo, um pequeno avan¢o se deu com o
conceito de elui¢do na cromatografia, o qual foi descrito em
detalhes por Steiger e Reichstein, que utilizaram uma série de
eluentes para eluir os componentes, subsequentemente eva-
porando-os e executando a andlise quantitativa das fragdes
individuais. (3)

Um avango importante na drea, porém, deu-se somente
em 1941 por Martin e Synge, dois bioquimicos que estavam
tentando melhorar a separagao de aminoacidos. Desse modo,
desenvolveram os fundamentos modernos da cromatografia
liquida. O sistema cromatografico desenvolvido utilizava um
liquido sobre um suporte inerte, como fase estaciondria, e
um segundo liquido, como fase mével.

Em 1952, Martin e James demonstraram a ocorréncia da
separagao de acidos carboxilicos volateis e aminas, usando
um gas como fase movel. Iniciaram, assim, a defini¢ao de par-
ticdo em cromatografia.

A eficiéncia e o poder de separa¢ido de uma coluna foram
drasticamente alterados quando Golay propés as colunas do
tipo open tubular, também denominadas colunas capilares de-
vido ao pequeno didmetro quando comparadas as convencio-
nais para a cromatografia gasosa utilizadas na época. (4)

Desde entio, a eficiéncia esteve relacionada com o tipo
da coluna (colunas empacotadas ou capilares) e didmetro in-
terno, tendendo sempre a diminui¢do desse diametro, prefe-
rindo-se as colunas tipo open tubular.

Assim, de uma maneira mais completa, um cromatografo
pode ser estruturado como visto na Figura |.

Este conjunto, denominado cromatégrafo, o qual aparen-
ta ser um sistema simples, na realidade origina um aparelho
relativamente complexo, grande e cuja mobilidade se torna

restrita, dificultando ou mesmo impossibilitando analises in
loco. Além disso, devido as atuais configuragdes e dimensdes
do aparelho, é requerida uma grande quantidade de fase moé-
vel, amostra, e em alguns casos modificadores quimicos.

Ocorrendo a diminui¢do de todos ou parte dos sistemas
envolvidos em um cromatoégrafo, conseqiientemente pode-
riam ser reduzidos os volumes de amostra e da fase movel
requerida, criando assim, um sistema mais flexivel com rela-
¢do a sua utilizagio.

Outro topico a ser levado em consideragdo é o avango
tecnologico de componentes para este fim e a miniaturizagio
dos mesmos, além da redugio das placas e circuitos eletroni-
cos para controle e aquisicio de dados.

Apesar deste fato e das conhecidas vantagens advindas
da miniaturizacgdo, os sistemas comercialmente disponiveis e
aceitos sdo similares aos existentes ha 30 anos, sem avangos
notaveis nesta area. Os fornos dos cromatografos possuem
dimensdes compativeis com as primeiras colunas empacota-
das e ndo com as atuais colunas capilares de silica, as quais sdo
extremamente flexiveis e adaptaveis podendo, assim, assumir
uma configuragdo menor e, conseqiientemente, ocupando
um menor espago fisico e possibilitando a diminui¢do dos
fornos dos cromatégrafos em questio.

Para corroborar com esta linha de pensamento, a minia-
turizacdo atualmente se estende também para a drea de pro-
cessamento da amostra compatibilizando, assim, ainda mais a
idéia de se utilizar um sistema analitico completo em campo.
Este sistema é envolvido desde o processo de extragio e
clean-up da amostra, passando por um sistema miniaturizado
para a separacio e identificacdo dos analitos, finalizando com
o tratamento dos dados e impressdo dos resultados obtidos.

Cenario Atual em Cromatografia

No ambito comercial, os cromatdgrafos disponiveis no
mercado na sua maioria possuem caracteristicas fisicas (prin-
cipalmente relacionadas a dimensio dos mesmos) que sdo

Sistemna de
Aquisica@o
de Dados

Sisterma
de Controle
da Fase Mavel

sistema de
Swtemade | Reciclagem
¢ ou Descarte

Figura |. Esquema genérico de um cromatdgrafo automatizado
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comuns aos produzidos anos atras. Isto pode ser observado
analisando-se as especificagdes técnicas dos cromatdgrafos
disponiveis on-line no site de diferentes fabricantes.

Em contrapartida, existem iniUmeras pesquisas destinadas a
construgdo de cromatégrafos miniaturizados em microchips.

A proposta do equipamento construido é um cromaté-
grafo nacional de dimensdes reduzidas, intermedidrias entre
as versdes disponiveis comercialmente e os cromatdgrafos
em microchip. Para sua operagdo adequada foi desenvolvido
um software, inteiramente em Portugués.

Obijetivos Globais

Apresentados os principios relativos a problematica suge-
rida sdo estabelecidos os seguintes objetivos globais:

e Construgio de um cromatoégrafo miniaturizado, com
apelo nacional possuindo caracteristicas dimensionais
intermedidrias entre os tradicionalmente disponiveis co-
mercialmente e cromatografos em microchips.

o Avaliacido de cada parte do cromatégrafo construido.

Introducao da Amostra

A introducio de amostras liquidas em cromatografia a gas
tem sido um problema desde o inicio da utilizagio desta
técnica em laboratérios de rotina, especialmente em croma-
tografia gasosa capilar, onde sio colocadas quantidades ex-
traordinariamente pequenas no dispositivo de introdugdo da
amostra. Tal quantidade de amostra extremamente pequena
deve ser introduzida com precisio e rapidamente, de maneira
reprodutivel, e no menor volume de gas possivel. Este “plug”
de gas deve ser transferido para a coluna sem qualquer perda
por degradacio, adsorcio ou discriminagio. E evidente que
isto s6 pode ser alcangado empregando-se dispositivos mui-
to sofisticados. Para andlise rotineira de amostras liquidas,
as principais técnicas de injecdo disponiveis sdo: split, splitless
e on-column, com ou sem Programacio de Temperatura na
Vaporizacgio (PTV).

A anilise cromatografica propriamente dita, comega com
a introdugdo da amostra na coluna. Com o desenvolvimento
da cromatografia gasosa capilar, surgiram muitos problemas
praticos relativos a técnica de injecdo. Por exemplo, a técnica
on-column, freqlientemente utilizada com colunas empacota-
das, nio é passivel de utilizagdo, com colunas capilares de
pequenos diametros (e mais eficientes). Geralmente s3o limi-
tadas a colunas de didmetro interno até 0,32mm.

Algumas exigéncias gerais a serem preenchidas por uma
boa técnica de inje¢do sio:

e Deve ser possivel obter a eficiéncia de separagio étima
da coluna.

e Deve permitir injegdes precisas e reprodutiveis de pe-
quenas quantidades representativas de amostras.

e Nio deve induzir nenhuma mudanca na composi¢io de

amostra. N3o deve exibir discriminagdo baseado em dife-
rengas do ponto de ebuli¢do, polaridade, concentragio ou
estabilidade térmica/catalitica.

e Deve ser aplicavel tanto na andlise de trago, quanto para
amostras nao diluidas.

Construgdo do injetor

O injetor construido neste projeto possui como carac-
teristica principal um tamanho reduzido capaz de comportar
um liner de tamanho e material convencionais, disponivel co-
mercialmente. Este liner recebe duas cintas, capazes de su-
portarem as altas temperaturas, as quais estardo presentes
no interior do injetor. A outra fungio destas cintas é a ve-
dagdo da drea interna do injetor onde serd colocado o liner,
forcando todos os fluidos a serem carregados para o interior
da coluna através deste liner e somente por ele.

Para garantir o regime turbulento no interior do injetor,
a entrada de gas de arraste é colocada perpendicularmente
ao liner e a frente deste. Este regime turbulento é auxiliado,
ainda, pela geometria interna do liner.

A correta vedagio do injetor é mantida gragas a cimara
construida para a colocagio de um septo. Esta cdmara foi
projetada para comportar septos de tamanho convencional,
também disponiveis comercialmente.

Outra peculiaridade do injetor desenvolvido esta relacio-
nada a opgao de executar os modos split e splitless de injegao,
0s quais sdo os mais utilizados com colunas capilares. Para tal,
foi introduzida no injetor uma segunda cdmera com um pérti-
co de saida conectado a uma valvula para o controle do fluxo
garantindo-se, assim, a proporcionalidade do split/splitless.
Esta saida para a linha de split localiza-se logo apés o liner e
antecede a entrada para a coluna cromatografica.

O esquema mostrando as partes envolvidas na confecgdo
do injetor ¢ apresentado na Figura 2.

Figura 2. Injetor constrido para a utilizagdo com o cromatdgrafo
miniaturizado, com detalhes da localizacdo do septo e liner. A. Visao frontal.
B. Visdo lateral. C. Vis3o lateral mostrando o compartimento do septo. D.
Visdo lateral mostrando a colocac¢do do liner
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Com a finalidade do injetor possuir um médulo de pro-
gramagdo de temperatura (PTV), foi adicionada uma rotina
independente para controle de temperatura. Foram utilizadas
duas valvulas solenéides com ajuste fino para o controle dos
fluxos; uma conectada a parte frontal do injetor (responsavel
por fornecer a fase movel para a corrida cromatogrifica) e
outra na extremidade oposta (responsavel por controlar a
saida de fluidos pela saida de split).

Controle de Temperatura

O foco principal para a miniaturizagdo de um cromatogra-
fo a gas é o controle de temperatura, uma vez que este é um
dos mais importantes parametros utilizados para a correta
configuragdo de uma analise cromatografica.

O uso de controle de temperatura para o aumento da solu-
bilidade da amostra, melhora na eficiéncia da coluna, assim como
permite a reducio da pressdo e dos tempos de separagao.

Nota-se que a programacgio de temperatura permite uma
grande redugdo do tempo de analise de uma mistura comple-
xa quando comparado a uma andlise cromatografica efetuada
no modo isotérmico.

O controle de temperatura baseou-se inicialmente na
construgdao de um aparato com dimensdes reduzidas, desen-
volvido para acomodar uma coluna cromatogrifica padrio
(coluna capilar de 25 metros de comprimento).

Tal aparato foi construido em aluminio para que seu peso
influenciasse o menos possivel no equipamento final. Além de
servir como sistema base para controle de temperatura, uma
nova funcionalidade foi adicionada: a de fornecer sustenta¢io
a coluna cromatogrifica, a qual é mecanicamente fragil por
ser constituida de silica fundida.

Com um sistema em escalas reduzidas e apresentando um
peso relativamente pequeno, fica evidente a sua portabilidade
e, assim sendo, uma maior facilidade para transporta-lo para
campo, executando andlises “in-loco”.

As dimensdes do aparato podem ser observadas através
da Figura 3.

Profundidade: 7,00 cm

Comprimento: 10,00 cm

Altura: 5,70 cm

Figura 3. Dimensdes do forno construido
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Para o resfriamento do conjunto, foram adicionados
ao sistema dois ventiladores. Estes sio semelhantes aos
utilizados em fontes elétricas para gabinetes de compu-
tadores. Os mesmos foram dispostos de maneira a forga-
rem o fluxo de ar em uma determinada diregdo agilizan-
do, ainda mais, o resfriamento do forno. Este conjunto é
controlado via software, o qual foi desenvolvido em Vi-
sual Basic, totalmente em portugués, para uso especifico
no minicromatografo. A tela de status do cromatégrafo
(controle de temperatura e sensores) é vista na Figura 4.
Foi constatado que o algoritmo criado para o controle de
temperatura é capaz de atender, de maneira adequada, os
fins para os quais foi projetado.

O resultado mais importante deste projeto é, sem duvida,
o forno desenvolvido e seus acessérios como os componen-
tes eletrénicos acoplados e, inclusive, o sistema de resfria-
mento (Figura 5).

Figura 4. Tela de Status do equipamento

Figura 5. Fotos do forno cromatogréfico, placa de controle
e demais componentes. A. Vista superior do foro e sistema
de resfriamento comparado com o tamanho de uma caneta
B. Vista geral do equipamento desenvolvido com énfase

no tamanho do sistema eletrénico, montado sobre um
“protoboard”
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Quando, em 1955-1956, os primeiros cromatégrafos a
gas foram disponibilizados nos Estados Unidos, os mesmos
utilizavam detectores de condutividade térmica. Tais detec-
tores eram robustos, confidveis e ficeis de serem utilizados.
No entanto possuiam duas limitagdes principais:

e A primeira era relativa a restricdo de uso. O hélio deve-

ria, necessariamente, ser utilizado como gas de arraste (a

fim de se obter um melhor desempenho); naquela época,

o hélio estava praticamente indisponivel fora dos Estados

Unidos e, mesmo se conseguissem tal produto, o preco

era extremamente elevado.

o A segunda limitagio estava relacionada a sua sensibilida-

de ruim. Mesmo com a utilizacdo de hélio, a sensibilidade

era insuficiente para analise de amostras envolvendo com-
postos em baixas concentragdes.

Em 1958, dois detectores de ionizacio foram introduzi-
dos e mudaram completamente a situagdo: o Detector de
lonizacio de Argdnio e o Detector de lonizagio de Chama.

Porém, em poucos anos o Detector de lonizagido do Ar-
gbnio foi substituido pelo Detector de lonizagdo de Chama, o
qual ndo necessitava de uma fonte radioativa, além de possuir
melhor faixa de linearidade. Ao mesmo tempo, uma modifi-
cacdo no Detector de lonizagio de Argdnio, deu origem ao
entdo denominado Detector de Captura de Elétrons (ECD).

O Detector de lonizagio de Chama, devido a sua sensi-
bilidade elevada, resposta previsivel e faixa linear estendida,
rapidamente transformou-se no detector mais amplamente
utilizado em Cromatografia Gasosa, incluido em quase todo
cromatografo a gas produzido.

Hoje existem poucos cromatdgrafo a gas sem um detec-
tor de ionizagio de chama. Nos primeiros |5 anos de sua
existéncia, mais de 60 000 detectores foram manufaturados
sob a licenca do ICI.

O detector escolhido e construido para o minicromato-
grafo foi, neste projeto, um detector de ionizagdo de chama
(FID), baseado em um projeto anterior desenvolvido no La-
boratério de Cromatografia.

Este detector é totalmente modular, sendo composto por
diversas partes, incluindo: Base, Misturador de Gases, “Jet”,
Queimador e Coletor. A coluna cromatografica é conectada
a base do detector através de um pequeno orificio.

Usualmente ¢ utilizado o hidrogénio como gas de arraste;
no entanto o fluxo é muito baixo nas colunas capilares; assim,
sdo fornecidas entradas para gases “make-up”, responsaveis
por atingir o fluxo ideal para este detector. Os mesmos sio
fornecidos diretamente ao misturador de gases, localizado
logo acima da entrada do detector.

O coletor é responsavel pela captura dos ions formados
na queima dos gases. E fornecida para o coletor uma carga
positiva (corrente continua) e a carcaga do detector recebe
uma carga negativa. Este procedimento forc¢a os ions forma-
dos a serem atraidos para o coletor transferindo, assim, a

alteragio da corrente através do cabo mencionado anterior-
mente, para esta Ultima ser registrada.

Uma vez montado, o mesmo é conectado ao forno con-
tendo a coluna cromatogrifica.

Valores obtidos diretamente do aparelho sdo tratados
através do programa desenvolvido, o qual pode ser integrado
com outros programas criados anteriormente pelos autores
deste trabalho.

Como resultado principal desta etapa do projeto, obteve-
se um detector robusto, capaz de atender as caracteristicas
necessdrias para a correta operagiao em conjunto com as de-
mais partes do cromatégrafo.

Trata-se de um dispositivo compativel com o tamanho
reduzido do cromatografo. (Figura 6).

Vahwula
Controle de
Hidragénio

Vilvula Ar
Sintético

Figura 6. Instalacdo do detector criado (Vista Superior)

Para se verificar a resposta apenas do detector, foram
utilizadas inser¢des diretas de compostos no mesmo, com o
auxilio de uma microsseringa.

Assim, obteve-se, também utilizando a maior amplificagao
eletronica possivel, o cromatograma representativo ilustrado
na Figura 7, através de sucessivas inser¢des diretas de meta-
nol no detector.

E importante observar a imediata resposta do detector
quando da queima do metanol, o que resulta num sinal o
qual estoura a maxima voltagem estabelecida (5000 mV),
devido a alta concentragio do composto. Mesmo assim,
injetando-se elevadas concentragdes com a intengdo de
saturar o sinal, o retorno do mesmo a linha de base é
imediato, estabilizando-a quase que momentaneamente.

Por se tratar de uma resposta rdpida, é possivel com-
provar que a aquisi¢do realizada ndo é afetada pelo pro-
cessamento dos dados ao longo de uma corrida croma-
tografica.

O detector construido, bem como, as demais partes
que o constituem, sejam elas hardware ou software, sdo
comprovadamente compativeis com o projeto elaborado.
Os resultados alcangados satisfazem as necessidades e,
portanto, podem ser incluidos num cendrio maior: a ana-
lise cromatografica de diferentes analitos.
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O minicromatégrafo desenvolvido esta sendo aprimo-
rado a partir das aplicagdes diversas as quais esta sen-
do submetido. Os resultados praticos possibilitardo uma
maior adequacdo de seus varios componentes de forma a
atender o mais amplo universo possivel das andlises efetu-
adas através da cromatografia gasosa.
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Figura 7. Resposta obtida através da aquisicdo de dados provenientes
do detector pelo programa criado quando da inser¢ao direta de diferentes
concentragdes de metanol no FID
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