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REBUNO

Foram degenvolvides programas para colets e andliee de
cromatogramas digitalizados, para uso énm microcomputadores
compat.fveies con 2 linha IBH-PC. Um programa (LECROM) faz a
aquisiglo de dados, digitalizados por um conversgor
analégico-adigital a 18,2044 pontos por segundo, & grava os
dadog colet.ados em diaco. Este programa permite, em tempo
real, filtrar o=z rufdog por média simples, & plotar o
cromatograma em tela.

Og ds=doa coletadoa &%o0 analigadoa pelo programns
ANACROM. A detecg¥o dos plcos ¢é feita por andlisge de
derivadas: els pode ger antecedtida por f1ltragem de rufdos
ugzando-ge, opcionalmente ou sequenclalmente, os filtros de
Media Mével e de BSavitzky-Golay. Oz temposz de retenclo elio
calculados por regressio polinomial. Os parfmetros alocados
pelo progr ama podem @er redefintdog. O resgultadosg (&reas,
‘tempoe de reteng¥o e larguras de base dos picos) podem ser
exportados para ugo en plantilhas eletrénicas. & peeaivel
imprimir os cromatogramas analigados.

G ccm,junt;.cx de programae foi depurado ugando dados
gsimulados e aplicado em anslises reals, com reagultados
gatisfatdr tos.

Foi desenvolvido um progreama parsa calcular o
coefictentes da equagZo de van Deemter. Este programa foil
ugado para otimizar as eficiéneias de colunas capilares para
a geparagHo de trialometanosg, e estimar oz =zeus coeficientes

de difusibilidade nag fases egtaciondrias c:c:rrespondentea.



ABSTRACT

A esoftware package was developed to be ugzed (n IBM-PC
compatible microcomputersa for collection and analysie of
digitized chromatograme. . The dals collection program,
LECROK, performe the scquigitton of datsa digitized by an
analog-to-digital converter at = rate of 18.2044 pointe per
gecond and records the data in disk. This program allows
real time notge filtrstion using eimple averaging. The
chromatogram being acquired may be seen on the monitor
gcreen.

The ¢ollected data are analyzed by the ANACROM program.
This program permnits nolse filtration using two algorithms
{(moving average and Savitzky-Golay). Peak detection 1182
performed by dertvative analygis. Retention times are
celculated using a polynomial regresaion. The parameters
‘allocated by the software may be redefined. The calculated
peak sareag, retention times and baee width may be exported
for use in electrentc spreadsheets.-d The analy=ed
chromatogr ams may be printed as hard-copies.

The softuare package was teasted and 1mproved with
ginul ated chromatographic dsata and was gatisfactorily used
for real analysia.

A progranm thet csleunlates bLhe parametere of the van
Deemter equation was also developed. It wse uged for
optimization of the captillary column efficiency tn the
separation of trihalomethanes and to estimate the stattionary
phase diffusibility of these compounds.
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! = IRTRODUCZRO

A etapa final da andlise cromatografica é a obtengic de
um cromatograma. O cromatograma é¢ um registro do sinal
cromatograf ico em funcic do tempo, e gd fornece dois
parametros bdsicos para cada pico cromatografico: a drea e o
tempo de retenc¥o. A irea & a integral do sinal
cromatogriaf ico durante o tempo de duracg3o do pico. Portanto,
ela & proporcional a guantidade de material eluido e
constitui-se no parémetro fundamental para andl ises
quantitativas. 0O tempo de retencHo, que & a posigdo do
maximo do pico no eixc dos tempos em relacBo ao instante da
inje¢%o, € um parametro qualitativo. Desde qgue se otimize a
separagdo cromateografica, para n8o exi1stir co-eluigdo, a
‘4rea de cada pico € um dado uni{voco, © gue torna a analise
cromatografica quantitativa uma técnica extremamente
confidvel. O mesmo n¥o € valido para o tempo de reten¢io,
peois nads gafante que compostos diferentes n¥c possam ter
tempos de retengdo iguais. Estas consideragdies permitenm
definir o objetivo final da andlise cromatografica como
sendo, a obtengdo de dados gquantitativos para a2 amostra
analisada, ‘a partir das dreas dos picos.

Nos primdrdios da utilizag3o da Cromatografia Gasosa, a
anslise dos cromatogramas era feita exclusivamente. por
métodos manuais. Com a evolug¥o tecnoldgica, diferentes
métodos e dispositivos para analise manual, mecBnica ou
eletrédnica foram desenvolvidos para a apreciag3o dos
cromatogramas. Todos estes métodos podem ser classificados
em dois grupose. HNum grupo est3o osg métodos manuals @€
mec8nicos que s3o aplicados a cromatogramas registrados
analdgicamente; a confiabilidade destes métodos depende da
qualidade do tracado (contfnuo) dos cromatogramas. No
segundo grupo estio os métodos computacionais automaticos,
que n3o operam sobre o tracado de um registro analdgico, mas
sobre um conjunto de valores discretos da intensidade do

sinal cromatogréfico, que s¥o coletados durante =2 corrida



cromatograf ica. A confiabilidade destes métodos & dependente

da qualidade destes sinais discretos.

1) Hétodos que operam 8obre o tracedo sanaldégico do
cromztograma.

Estes métodos sZo fundamentalmente limitados pelas
deformacBes que -o registrador analdgico pode inpor 2o sinal
cromatogréf ico. A natureza e extensfc de tais deformagtes
ser4 dependente de algumas caracteristicas do registrador
[45). Tré&s destas caracterfsticas, o Tempo de Resposta, a
Sensibilidade e a Linearidade s%c comuns a todos os
registradores. E conveniente discutir como elas afetam 2
qualidade dos cromatogramas.

- Tempo de Resposta: o0 mecanismo de acionamento da
pena de um registrador, por melhor que seja, n3o responde
jnstantaneamente a um sinal aplicado 20 equipamento. Assim,
existe um intervalo de tempo para a deflex®o da pens,
durante o qual podem ser perdidos detalhes importantes do
sinal; isto pode ser erftico no caso de Cromatografia Gasosa
com colunas capllares.

- Sensibilidade: a sgensibildade de um registrador
analdégico & definida como & menor variag3o no sinal de
entrada que causa uma deflex¥o na pena. 0 valor ideal para a
gensibilidade é referido como 0,1 % do fundo de escala [481;:
uma sensibilidade maior que 0,5 % pode acarretar a perda de
picos pequencs € oulros detalhes importantes do sinal.

- Linearidade: a resposta de um registrador nunca e
per?eitamente linear, constituindo-se numa fonte de erro
[491.

Alguns métodos Dbastante utilizados para andlise dos
cromatogramas coletados por registradores. analdgicos s3o:

-~ HMedida de Altura do Pico: é a técnica manual mais
simples e répida; consiste na suposi¢io de que 2 quantidade
de material correspondente é um pico €& proporcicnal a sua

altura, medida do méximo do pico a sua linha de base. A sua

™



aplicag3o principal & em cromatogramas com picos finos e de
tempos de retencgio proéximos [101.

- Med ida de Altura e Largura do Pico: a drea do pico &
calculada por:

A =h . w,
onde A & &rea do pico, h & sua altura méxima € W, € a
largura do pico medida 2 meia-altura. £ o método manual mais
difundido. Ele parte do principio de que o pico
cromatograf ico pode ser aproximado por um triangulo
isdsceles. Existem modificag@es deste método em uso. A
triangulag®o [10] substitul a medida da largura a meia
altura pela largura de base, w,:
A=0,5.h.w,
A chamada aproxima¢3o trapezoidal de Condal~-Bosch [13] usa
medidas de largura do pico & 15 % da altura e a 85 % da
altura para a medida da drea:
A= 0,5 . (Wm0 + Wgexe! - D

A aproximag3o trapezoidal & usada para estimativas da drea

de picos deformados [13].

- Corte e pesagem: os picos s¥o recortados do
cromatograma e o papel €& pesado. A . drea do pico e
proporcional a massa da secBo recortadu. A exatid3o e

precis¥o deste nétodo & altamente dependente da regularidade
do papel, da habilidade manual do operador e do tamanho do
pico [81; & uma técnica mats precisa que os metodos manuals
anteriormente cipados £10], sendo referida como de precis®o
superior a 0,5 % [8].

- Integracg3o Mecanica: este método estd atualmente em
declfnic. Ele envolve o uso do planfmetro, que é um
dispositivo que mede dreas de figuras geométricas tragando ©
per {metro compreendido por elas: & trabalhoso e depende
muito da habilidade manual do operador [13, 303, além de

depender do tamenho e forma do pico.



2y Métodog computacionaie automsticos

No infcio da década de 60 surgiu uma alternativa
poderosa para a andlise de dados cromatogriaficos: o
integrador eletrénico. Os primeiros integradores eletrénicos
ugavam circuitos analdgicos paréu.é. &étéééﬁé .aem.p{éés,”'
estabelecimento de suas de linhas de base, tempos de
" retencio [49] e cdlculo de suas dreas. Os tempos de retengio
e dreas eram reportados de forma digital. Em 1971, surgiu o
primeiro integrador eletrdnico totalimente digitalizado;
desde ent¥o, a capacidade de processamento de dados destes
equipamentos tem aumentado sensivelmente, enquanto que o seu
custo vem sofrendo uma contfnua queda.

Os métodos de an#élise de dados cromatograficos baseados
em integradores digitais apresentam duas grandes vantagens
‘sobre os métodos que utilizam o tragado dos cromatogramas.
Uma delas ¢ a diminuig3o do tempo de operagio, uma vantagem
que & marcante na andlise de cromatogranmas complexos [401.
Além disso, eles constituem-se nos métodos mais confiliveis.
A tabela 1.1 (30] compara a precisgZo e o.tempo necessario
para andlise de 10 cromatogramas, usando diferentes metodos

de analise de dados.

Tabela 1.1 - Comparacfo entre Métodos de Analise
de Cromatogramas :

Tempo para andlise de Desvio
Método 10 cromatogramas, min padr8o relativo
Planfmetro 45 3 60 4.06 %
Triangulagdo 45 a 60 4.06 %
h x w, 50 a 60 2.58 %
Corta & Pesa 100 a 200 1.74 X%
Integrador 5a 10 0.44 %

A primeira descrig¥o de um sistema de andlise de dados
cromatogrificos por computadores data de 1963 (241. Devido
3z limitagBes de velocidade de processamento e capacidade.de

menéria das miquinas ent3o disponfveis, as aplicagles



computacionais em cromatografia se limitavam 2 coleta de
dados, estabelecimento de tempos de retencio e de dreas de
picos. O «custo elevado dos computadores da época tambénm
restringia 2 difus3o dessas técnicas [381].

0 desenvolvinento de tecnologias digitais em
Cromatografia foi bastante = lento, até surgirem os
microprocessadores, na década de 70. Um dos primeiro deles,
o Intel 4004, de 4 bits [55), surgiu em 1S71; no ano
seguinte a mesma empresa langou © microprocessador Intel
8008, de 8 bits. Desde entdo, viériocs fabricantes tem langado
modelos cada vez mais poderosos. O resultadeo final desse
processo foi a possibilidéde de fabricarem—se computadores
(noc caso, microcomputadores) de dimensdes, consumo de
energia, confisbilidade, velocidade e custo bastante
satisfatérios. Uma consequéncia deste desenvolvimento foli a
popularizag¢¥o do uso de sistemas de anslise de dados
cromatograf icos suportados por microcomputadores, que estdo
cada vez mais competindo com os integradores digitais.

Os sistemas de andlise de dados cromatogréficos por
microcomputadores apresentam algumas vantagens sobre os que
s%o baseados em integradores digitais. A matg importante
delas & a2 mudanca de habitos do cromatografista, no que toca
3 ansdlise de dados. Usando-se microcomputadores pode-se
estocar os dados brutos (os sinais c¢romatograficos) para
pés-processamento. Isto traz como beneficio explorar
profundamente o significado dos dados de um c¢romatogramas,
tornandc menos trabalhosa e dispendiosa a pratica comum de
repetir-se os cromatogramas até dque se consiga resultados
satisfatérios. Ouira vantagem do uso dos microcomputadores
relaciona-se com O acesso aos programas e algoritmos de
processamento dos dados. Embora ele seja limitado quando se
usam pacotes comerciais que tem os programas na forma
compilada, nada impede que se criem os préprios programas,
ou que se procure um pacote comercial que possibilite a
anélisé dos seus programas e algoritmos. Estas

possibilidades s%o inexistentes com og integradores
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digitals. Por outro lado, os fornecedores de pacotes
comerciais tem interesse em fornecer atualizacgBes, o que e
outra impossibilidade nos integradores que tem o "software”
gravado em memdrias tipo EPROM ou ROM. Além disso, os
microcomput adores atualmente disponiveis s3o mais baratos

que um integrador digital.



OBJETIVOS DO TRABALHO:

O trabalho desenvolvido teve por objetivos:

4 - Desenvolvimento de um Sistema de Coleta e

Anslise de Dados Cromatograficos por Microcomputador

1.1 — Adaptar um conversor analdgico-digital para
coleta de dados cromatogriaficos por um microcomputador.

r.z - Desenvolver software de coleta de dados
cromatograf icos com recursos de: acionamento do conversor
analdgico~digital usado no interfaceamento; coleta dos dados
digitalizados e o seu armazenamento em disposgitivos de
memdria de massa (disquetes ou discos rigidos)

1.3 - Desenvolver software para andlise dos dados
‘cromatograficos coletados com as seguintes caracteristicas:
ter, incorporadas, rotinas de filtragem digital de rufdos
presentes nos dados coletados; fazer a detec¢Bo de picos
cromatogréficés, e calcular parfmetros cromatograficos como
dreas, tempos de retengio e larguras dos picos detectados;
possibiliiar gue o usudrio interaja com ¢ software,
permitindo um melhor conhecimento dos dados coletados e um
aproveitamento mais inteligente dos recursos disponiveis.

1.4 ~ Desenvolver software para calculo de parametros
cromatograficos com os resultados de snadlise dos dados
obtidos.

2 - Estudos ectruturais de sinais cromatograficos

2.1 - Estudar os efeitos da aplicagBo de filtros
digitais sobre os dados cromatogréficos analisados pelo
software.

2.2 - Estudar a influ&ncia de caracteristicas dos picos
cromatograficos sobre os parametros calculados pelo

programa.



3 - Aplicac¥o do Sistema de Coleta e Andlise de

Dados Cromatograficos

3.1 - Andlise dos vapores da mistura combustivel
metanol / etanol / gasolina: avaliar a exposig¥o ocupacional
a metanol em condi¢Bes simuladas.

3.2 - Estudos preliminares para andlise de
trialometanos em d&guas: determinar a equa¢¥o de van Deemter
para colunas capilares usando trialometancs como substratos
e cédlcular par3metros fisico-quimicos como difusibilidade
dos solutos na fase estaciondria & partir das equag¢les de

van Deemter encontradas.



11 - FUNDAKENTAQXO TEGRICA

Um =i stema de aquisig3do e +iratamento de dados

cromatograf icos por microcomputador deve ter os seguintes

recdursos b@Esicos: convers¥o analdgico-digital, —-armazenagem -

dos dados coletados e algoritmos para tratamento destes
dados.

Os pr-ogramas devemn integrar as caracteristicas
operacionals do conversor analdgico-digital com as
necessidades da técnica analftica e com a capacidade de
armazenagem € processamento de dados do microcomputador. S%o
necegséarios programas gque: 1) controlem a operagZo do
"hardware” , 2} que atenuem a influéncia dos rufdos sobre os
sinais coletados e controlem a taxa de coleta de dados e 3)
que determinem infcio, fim, tempo de retengdo, darea e,
eventualmente, a largura a meia altura de cada pico
cromatografico.

Os programas devem ser testados para avaliagdo de suas
confiabilidades, de preferéncia com sistemas de teste
baseadogs em dados gimulados. Assim avalia-se, sob condi¢Bes
controladas, como 08 programas e algoritmos poderZo se
comportar nNo processamento de dados reais. Na aplicagdo a
dados reais poden ser necessarias novas modificag8es.

No desenvolvimento de um sistema de aquigigdo e
tratamento de dados cromatograficos por computador &
essencial um conhecimento bem fundamentado dos principios de
cromatografia e da estrutura dos sinails cromatogréficos. A
t{tulo de exemplo pode-se citar o trabalho com cromatogramas
simulados para avaliac3o de programas que calculam inficio,
fim, tempo de retencfio e drea de plcos. 0 ideal é iniciar
com um modelo matemdtico simples (que facilite 2s avaliagBes
preliminares) e passar para oS de complexidade crescente
conforme ©s programas s%o melhor conhecidos, até sge ter
seguranga para poder utilizar o me l hor modelo

cromatogra&fico. Esta tarefa exige uma boa compreens@o dos



modelos c¢romatogréficos, assim como da estrutura de dados
cromatograf icos.

Aqui ser%o discutidos os aspectos fundamentais do
desenvolvimento de um sistema para coleta e tratamento de

dados cromatogréficos por microcomputador.

1 - Coleta de Dados

O sinal de safda de um sistema cromatogréficalé de
natureza analdgica - uma variagdo continua do sinal priméario
que & gerado pelo detector - que comumente se manifesta como
uma variacde de potencial elétrico. Tipicamente, este sinal
& da ordem de 1 a 10 milivolts, com detetores de ionizagio
em chama [71. Este sinal analdgico s6 pode ser tratado por
um microcomputador se ele for convertido para sinal
digitalizado. Os dispositivos que fazem esta converslo sdo
genéricamente denominados de conversores analdgico-digitails,
ADC = (Analogic-to-Digital Converters). Os sinais
digitalizados s%o sequéncias de pontos discretos, cada gqual
proporcional ao sinal de entrada num determinado instante.

Algumas das técnicas de digitaliza¢®o mals importantes s¥o:

1.1 — Digitalizagdo Manual: a digitalizag3o de um

cromatograma coletado em um registrador potenciométrico,
pode ser feita manualmente. Neste caso o conversor e o
analista. A tarefa consiste em medir a amplitude do sinal em

intervalos constantes e passar os dados para o computador

via teclado. Esta é uma técnica primdria, e impraticavel
para trabalhos de rotina, principalmente porque a
digitalizag¥o manual de um cromatograma € muito mals

trabalhosa e denorada do que a anslise do mesmo pelos

métodos usuais de medida de altura e largura de pilcos.
Também existen as limitacBes da apreciag3o visual do
cromatograma, que introduzem erros, e restringem a taxa de

coleta (numero de pontos tomados por unidade de tempo).

Apesar de todas estas limitagBes, existem relatos na
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literatura de aplicag@es especificas de analise de

cromatogramas digitalizados manualmente [431.

1.2 - Mesas Digitalizadoras: a mesa digitalizadora & um

dispositivo que aperfeigoa as técnicas manuais. Ela é
conectada =aao computador, © c¢romatograma é depositado sobre
ela, e um cursor ("mouse”) é passado sobre o tragado do
registrador. Em intervalos de tempo regulares um dado
digitalizado é enviado para o computador. As mesas s3o mais
répidas e menos cansativas que a digitalizag¢g3o manual, mas
dependem muito da habilidade do operador em fazer o cursor

acompanhar o© tragado.

1.3 = Conversores Eletrdnicos: os equipamentosg de

convers3o analdgico-digital mais usados 830 os conversores
analdgico~digitais eletrbnicos. Eles s%o dispositivos que
conectam a safda analdgica do sistema cromatograficoe a uma
entrada de dados do microcomputador. Esteg conversores
operam ciclicamente: em intervalos de tempo definidos, eles
fazem a leitura do sinal proveniente do cromatografo,

convertem em um dado digital e enviam ao microcomputador.

1.3.1 - Caracteristicas Bésicas de um ADC eletrdnico:
existem tré&s caracterfsticas bdsicas do ADC que precisam ser
conhecidas e, se possivel, convenientemente controladas: a
faixa de amplitude do sinal de entrada, 2 resolugdo e a taxa

de coleta.

1.3.1.1 -~ Faixa de Amplitude do Sinal de Entrada: a
amplitude do sinal de entrada da maioria dos ADC’s esta na
faixa de alguns volts (0 a 1 ou O a 10 V). Ela deve ser
compatfvel com a safda do sistema cromatogriéfico. Se a
amplitude de safda for muito pequena em relag%o 2 de entrada
do ADC, havera pefda de precis3o na convers3o; se for maior,
picos cromatogréaficos altos poder3o ser perdidos, por

exceder a escala de convers3o (o resultadoc € o mesmo de

ii



picos fora de escala em registradores analégico$5, ]
problema pode ser mals grave do <que a perda de sinais,
porque voltagens excessivas podem o danificar o ADC. OUs
detectores mais usados em cromatografia s¥o baseados em
proceésos de ionizac¥o - o exemplo mais comum & o detector
por ionizac3@o em chama (DIC3. 0O sinal de saida destes
detectores € usualmente bastante inferior & faixa de entrada
dos ADC s com&hente encontrados; assgim, este sinal
possivelmente necessitard de uma amplifica¢Bo adicional [&].
Esta amplifica¢3o pode fazer parte da placa ADC, ou pode ser
um dispositivo a parte; ela também pode ter o ganho varigvel
manualmente, ou programavel  via software. Sistemas de
amplificag¥o com ganho programado por goftware [37] s3o
bastante convenientes, espectalmente se O sinal

cromatograf ico variar muito durante uma andlige.

1.3.1.2 - Resolug¢Zo: a resoluc%o de um ADC € a relagso
entre o menor sinal e o maior sinal digital que ele gera.
Assim, um conversor de 8 bits ([33] tem resolugdo iguai a
2o ; 2o S¥o comuns sistemas cromatograficos com ADC s de
resolucio de 8 bits, 12 bits [23] (resolugloc de 1 / 4086) e
16 bits [21, 441 (resolug3o de 1 / 65536 .

Quanto maior a faixa dinSmica de um ADC, menor & a
possibilidade de perda de sinais analdgicos intensos; os
ADC’s de maior precigfc minimizam a perda de 1nformagdo
[37]. Sob este ponto de vista seria razodvel procurar
utilizar ADC’s de grande precis3o; contudo, existen outros
fatores que podem'ievar 2 opgHo por resolugdes inferiores as

mé&ximas disponfveis. Um deles & que, quanto maior 2
resclucio, maior espago em memdria seré ocupado pelos pontos
digitalizados e mais lentos serd3o os célculos que devem ser
realizados com eles. Um outro aspecto limitante s3o os
custos, que ndo wvariam linearmente com o aumento de
resolucsio dos ADC’s. Portanto, existe um compromisso entre

estes fatores na escolha da resoclugio adequada.
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1.3.1.3 - Taxa de Aquis;cﬁc e Taxa de Coleta; No
tratamento dos dados digitalizades por ADC’s admite-se
implicitamente uma suposgicdo bésica: que o/ vaior
digitalizado em um determinado instante representa o sinal
origiﬁai até que ocorra a aquisi¢¥o do proximo valor
digital. Por isto, um sinal analdgico que aumenta
constantemente, passa por um mdximo e retorna ao valor
inicial (um picd) tem sua representaglio digital na forma de
um histograma. Aas alturas dos reténgulos que formam o
histograma s¥o as intensidades dos sinais digitalizados: e

as suas |arguras representam o intervaloc de tempo em que ©

sinal & congiderado constante. Estes reténgulios sdo
comumente denominados de ”fatias”. A altura de uma fatia e
tanto mais representativa da intensidade do sinal no

correspondente intervaloc de tempo se ela for a média de
variog valores digitalizados. 0O conceito de fatia & muito
dtil para se entender a diferenga entre taxa de aquisig3o e
taxa de coleta. _

Virios sistemas comercilais [23, 22] ugam como
pressuposto que qualquer pico cromatografico pode ser bem
definido por 20 fatias, o que leva & conclus¥o que as fatias
s¥o0 tanto mais largas quanto mais largo for o pico.
Portanto, se a cada fragg@o de segundo unm dado ¢
digitalizado, as fatias mais largas (dos picos mals largos)
ter%o suas intensidades representadas por médias de maior
numero de pontos do que as fatias mais estreitas. 0 ndmero
de pontos convertidos pelo ADC por unidade de tempo € a taxa
de conversdo. A_bazﬁo entre o niumero de pontos que compde a
média e a durac3o de cada fatia & a taxa de aquisi¢io. A
taxa de coleta corresponde 2o numero de fatias por unidade
de tempo que sdo estocadas enm memdria para pés—
processamento.

Da mesma forma que a resolu¢¥o do ADC, a taxa de coleta
mais adequada ao sistema &, em princfipio, definida pelo
compromisso entre procurar minimizar as perdas de informagdo

que ocorrem com taxas muito baixas, evitar a ocupagdo
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excessiva de memdria e diminuir o tempo de processamento de
dados. Em cromatografia, a taxa de coleta dtima se relaciona
com a largura dos picos cromatogréficos I[7, 16, 50, 511.
Colunas cap ilares podem gerar picos muito estreitos, com
larguras da ordem de alguns segundos, e exigem altas taxas
de coleta. Com colunas empacotadas pode-se trabalhar com
taxas de coleta bastante infericres &s usadas para as
capilares. Existe controveérsia na literatura gquanto aos
valores adequados para as taxas de coleta. A tabela I11.1
relaciona varias das sugestBes encontradas para os nuimeros
minimos de pontos, e correspondentes taxas de coleta,
necessérios para boa defini¢g%o de um pico gaussiano com
largura a meia altura de 1 segundo.

Tabela [1.1: Nimero minimo de pontos coletados para

ansdlise de um plco _gaussiano com W, . = 1 s e taxa de coleta

necegsgiria .

Numero Taxa de Coleta,

de Pontos_ _ _____o_o...___ Bertz_ _______________...Beferénciz
9 5,0 (63

15 8,8 (533

17 ' - 10,0 £50)

20 - 11,8 : {173

34 20,0 {161, £511
40 23,6 £71

85 : 50,0 £371

No desenvolvimento do software de aquisigZo e filtragem
dos dados ~digitalizados € necessirioc levar em congideragio
que a largura dos picos de um cromatograma tende a aumentar
com ¢ aumento dos tempos de retengio e que a taxa de coleta
usada para os picos iniciais pode ser inadequada para os
picos mais tardios, e vice-versa. Um recurso, comumente
utilizado para contornar este problema &€ o de incluir no

software recursos para diminuir a taxa de coleta conforme as

i4



larguras dos picos detectados ultrapassam valores pré-

definidos €(denominados de janelas de tempo).

1.3.2 - Arquiteturas de ADC’s: existem diversas
arquiteturas de ADC"s; os mais comumente usados em
Cromatograf ia [6] s¥o os converscres de dupla-rampa e os de
aproximages sucessivas. Outras arquiteturas de ADC (rampa
gimples, conversores voltagem—para-frequénciaj sdo

utilizadas menos frequentemente [8].

1.3.2.1 - Conversores de Dupla Rampa: neste conversores
o sihal de entrada alimenta, durante um intervalo fixo de
tempo, um capacitor, o© ‘qual é, em seguida, descarregado em
unidades digscretas de carga, que %o contadas. Este tipo de
técnica ¢ chamada de integradora: o sinal convertido €, na
realidade, representativo da meédia sobre o intervalo de
'tempo de carga do capacitor; assim, © conversor atua como um
pré-filtro de rufdos [29]1. Existem relatos do uso de ADC de
dupla rampa en Cromatografia, com taxa de convers3io de 250
Hz [221.

1.3.2-2 - Conversoreg por Aproximag@es Sucessivas:
nestes conversores a amplitude do sinal analdgico de entrada
é comparada com a safda de um DAC (Digital-to-Analogic
Converter, conversor digital-analdgico). Varia-se o'dfgita
de entrada do DAC, até que 2 amplitude de sus safdé se
iguale & do sinal de entrada: o dfgito de entrada do DAC & o
sinal convertido ([28]. Este tipo de conversor €& mais riapido
e barato que o de dupla rampa, porém, como nEo opera com
base emnm técnica integradora, ele envia mais rufdos
digitalizados para o comput.ador que o de dupla rampa. FPor
seguir mais fielmente o sinal, deve~-se ter o cuidado de
implementar, no software de coleta e andlise de dados,

técnicas que permitam uma filtragem adequada do rufdo [541.



2 —~ Simulac3o de Dados

Para o desenvolvimento e avaliagBo de software de
tratamento de dados cromatogréficos s%o necessirios
cromatogramas em que o8 parametros a serem estimados (Lempos
de retencBo, dreas, etec.) sejam muitéd bem conhecidos. Assim,
n%o &€ recomendivel a utilizag¥o de dados reais no processo
de desenvolvimento e depuracg¥o destes programas, Jja que
nenhuma an#élise cromatogridfica real estd totalmente isenta
de desvios experimentais. Portanto, a simulagdo de
cromatogramas usando modelos matemdticos & imperativa.

Existe um grande numero de fun¢Bes que foram propostas
como modelos para o processo de eluigdo cromatogréafica [(38]1.

Dentre elas, podem ser citadas:

2.1 - Func3o de Lorentz-Cauchi (ou Lorenziana) [$]: =

func3o de Lorenz-Cauchi pode ser expressa pela equaglo:
Lz(t) = I, [a= + (t - tgp)=]}"* (eq.11.12

onde a intensidade do sinal de um pico, Lz(t), no instante t
& func¥o dos parfmetros de largura do pico a, de intensidade
l, e do tempo do maéximo do pico, t,. Cromatogramas com
vérios picos podem ser simulados como & soma de viarias
lorenzianas. Os picos gerados s3o simétricos em torno de t, .
Conhecido=s a, e é t, de cada pico, calculam-se facilmente
os valores das suas 4reas e tempos de reteng¥o, que podem
ser comparados com os valoresg fornecidos pelos algoritmos de

tratamentb de dados.

2.2 ~ Funcg¥o Gaussiana: em sistemas cromatograficos

ideais, og picos eluidos s@o descritos pela fungdo Gaussiana

[20]}. Uma das expressSes para esta funcg3o & [3]:
2
= ~ - -2 (eg.11.2)
G (XD A%F[(‘ka *e.)/z_o’ ] q
onde ¢ é o desvio padr3o e X, € o ponto de mdximo da fungHo.

Apesgar dos sistemas cromatogréficos reais senmpre

apresentarem desvios da idealidade, © que tornaria este
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modelo de validade limitada [38], ele é a base da definiciio

dos parametros cromatograficos.

2.3 — FuncgBo Gaugsiana Exponancialmente Modificada

(Exponentiazlly Modified Gzussian, EMGY: & fungdc ENG &

calculada por [151: a D
h(k) = Acf g7, we[ (5 k- x) S”‘S’("’de (eq.11.3)

e: = (x*?k?p - (-«—g-.
sendo qu Z - g )

onde o sinal h(t) do pico simulado no instante t & fungdo do
parémetro de intensidade A&, do desvio-padr3o da gaussiéna
associada, da constante de decaimento exponencial e do
maximo da gaussiana associada t,. A raz¥o & denominada
assimetria. Os picos gerados por ecta fung¢do gdo
' assimétricos, apresentando reauda”™. Esta "cauda” serd tanto

mais pronunciada quanto mailor for a constante de decaimento

exponencial associada ao pico. A EMG ¢é considerada © mais
ben fundamentado modelo matemdtico para picos
cromatograficos assimétricos =~ segundo a literatura (14l

mais de 90 % dos cromatogramas reais podem ter seus picos
caracterizados por esta fungdo.

0 modelo usado para a fundamentagio da EMG baseia—-se na
hipétese de que fatores extra- e intra~coluna distorcem ©
pico cromatografico. Idealmente, o processo de sepafaqﬁo
cromatogréfica de uma amostra infinitamente pequena geraria
picoé gaussianos. No entanto, a massa da amostra introduzida
na coluna n3o é infinitesimal, nem os fenomenos de partigdo
e adsor¢¥o responsavels ~ pela separagio s3o
termodinamicamente ideais [31]1. Assim, 2 distribuigdo dos
componentes da  amostra na coluna n3oc & perfeitamente
gaussiana. Efeitos extra-coluna, tais como tempo finito de
resposta de detetores, de amplificadores e de registradores
{31, 321, o modo de inje¢3oc de amostira e os volumes mortos

em conectores, detetores, etc. [27] também contribuem para a
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assimetria do pico. E demonétrado na literatura qﬁe o
resultado final de tais contribuic¢les pode ser
matemat icamente exXpresso como a convolucio da fungdo
gaugstana com outra fung3o que descreva as distor¢tes
introduzidas [521 . A funcio EMG & resultante da convolugEo
com uma fun¢Bo de decaimento exponencial, que degcreve
algumas das causas extra-coluna de assimetria de picos. No
Apéndice 2, encontram~se cromatogramas simulados usando-se

estas FungOes.

3 - Rotinas de Filtro Digital

O rufdo de um sinal cromatogréfico pode ser
definido como todo componente deste sinal que n¥o provem da
resposta da amostra [6]. Us programas de andlise de dados
cromatograf icos devem ser capazes de eliminar, ou atenuar, o©
rufdo presente no sinal. Isto €& feito pela incorporagdo, acs
sistemas de tratamento de dados de rotinas que processam O
sinal cromatogrifico bruto de modo a a aumentar a relagdo

sinal/rufdo. Tais rotinas s¥o chamadas de filtros digitais.

3.1 - Caracteristicas de Rufdos: na escolha do

tipo de filtro digital, devem ser Ilevadas en conta as
caracterfsticas do rufdo a ser eliminado. A escolha de um
filtro inadequado pode levar a distor¢Bes no sinal
cromatografico [91. 0Os ruidos podem ser classificados em

dois grupos fundamentals:

3.1.1 - Ru{do Branco: consiste em rufdo que n¥o pode
ser reduzido a componentes individuais de frequéncia
definida; também & chamado de aleatdrio. Os principais

componentes de rufdo aleatdrio em sistemas cromatograficos

g¥o as impurezas dos gases e fases estaciondrias , o0s pulsos
da corrente elétrica de alimentag¥o e particulas que
contzminam os detectores (38]. Por ser aleatdric, o rufdoe

branco & descrito por uma distribuig3c gaussiana em torno de

um valor médio de intensidade e frequéncia.
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3.1.2 - Interferéncia: é o rufdo que pode ser reduzido
a um ou mais componentes de frequéncia definida. Um exemplo
tipico de interferéncia é a corrente alternada de
al imentac¥o de frequéncia de 60 Hz; outras fontes s@Ho
emissBSes de radiofrequéncia captadas pelos sistemas de
amplifica;%cn traneformadores de alta voltagem e emisgdo de
radiac¥o eletromagnética do computador [381. Este tipo de
rufdo € filtrado do sinal brutc exatamente porque a sua

frequéncia pode ser conhecida.

3.2 = Algoritmos de Tratamento de Rufdos: existem, na

literatura, diversos algoritmos descritos para a filtragem
de rufdo de sinais cromatogréficos [2]. Para a filtragem'de

rufdo aleatdrio, os mais difundidos s80:

3.2.1 - Média Simples: cada dado coletado € a meédia de
"dados convertidos pelo ADC a taxas malores que a taxa de
coleta necessaria para o sistema [381. Como o rufdo & de
natureza aleatdria, durante o processo de média ele tende a
e cancelar, aumentando a relagBo sinal/rufdo. Este filtro é
muito rédpido e geralmente e aplicado durante © processo de
coleta doé dados. Ele € bastante efetivo na redug3o de rufdo
aleatdrio; no entanto, pode distorcer © ginal ESJ. Além de
atuar comoO filtro, .a média simples reflete sobre a
representatividade da fatia coletada (vide 1.3.1.3 - Taxa de

Conversio & Taxa de.Coleta).

3.2.2 - Média Mével: <cada fatia & substituida por uma
média calculada usando ela prdpria, algumas fatias coletadas
anteriormente e um nmimero 'igual de fatias coletadas
posteriormente. £ um filtro bastante répido e efetivo, nd3o
reduzindo 2 taxa de coleta final; reportam-se redugdes entre
70,2 % e 82,5 % no rufdo em cromatogramas simulados [9]. Ro
entanto, a  Jja2nela de conveoluc3o (numero de fatias usadas
para calcular a média) deve ser criteriosamente escolhida;

Janelas muito largas s¥o bastante efetivas na redu¢3o de
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rufdos, mass distorcem fortemente o sinal c¢romatogriafico,
principaimnente se os picos forem deformados. Para Jjanelas de
convolug3o de 25 fatias, foram observados erros relativos de
até 1,5 % no tempo de retencZo e 13 ¥% nas larguras de picos

agsimétricos apdés a aplicag@o do filtro digital (9].

3.2.3 - Filtro de Mfnimos Quadrados Parciais: cada
fatia é substituido por um valor calculado a partir de um’
polindmio que descreve o comportamento do sinal em torno
desta fatim. O polinbmio €& determinado pelo método dos
minimos quadrados, usando a fatia a ser tratada e algumas
fatias em torno dela. Savitzky e Golay [48] desenvolveram um
procedimento que usa coeficientes numéricos (pré-calculados)
para simplaficar o processo de determinag%o do polindmio.
Estas rotinas, conhecidas como filtros de Savitzky-Golay s@3o
muito mais rdpidas do que tratar cada fatia por minimos
quadrados.

O0s filtros de mfnimos quadrados introduzem mencs
distorc3o no sinal tratado <(erros relativos de 0,5 % no

tempo de reteng3o e 0,2 % no desvio padrZio de picos

assimétricos) que a média mével: no entanto, s¥o menos
efetivos na reduc3o de rufdos {9]1. Além da dimens&o da
Jjanela usada, © grau do polinémio usado também deve ser

otimizado em fungi3o das caracterfsticas dos picos presentes,
de modo a combinar um mfnimo de distor¢3o do sinal com

eficiéncia na reducio de rufdos.

3.3 -~ SimulacZo de Rufdos: assim como a depuragio de

programas de andlise de cromatogramas exige cromatogramas
simulados, o desenvolvimento de rotinas de filtragem digital
necessita de cromatogramas com nfvel de ruido conhecido,
para que =2 eficiéncia do filtro seja corretamente avaliada.
A simulacBo de rufdo aleatdrio pode ser feita com facilidade
utilizando—se de uma linguageﬁ de programagio que tenha
funcBes residentes geradoras de sequéncias aleatdrias de

nimeros.



4 - Andlise de Dados Cromatoqraficos: Detecc3o de

Infcio e Fim de Picos

A maijoria dos programas de andlise de dados
cromatograficos detecta os picos pela andlise de derivadas
do sinal £38]. Para qualquer forma de pico, 2 primeira
derivada torna-se positiva no seu infcio, passa por maximos
nos pontos de inflex3o, troca de sinal no méximo do pico e
volta a ser zero no seu final. A segunda derivada & zerada
nog pontos de inflex3o do pico e é minimizada no maximo de
amplitude do pico. Portanto, a variac¢lo da primeira derivada
pode ser usada para detectar o infcioc de um pico, e ©
comportamento da segunda derivada pode ser usado para
confirmar se se trata de um pico e ndo de uma deriva de
sinal, porque esta tem =a primeira derivada constante e a
segunda derivada nula.

As diferencas entre métodos de detec¢do de picos se
referem principalmente ao algoritmo usado para o caiculo das
derivadas. Um método extremamente rdpido pode ser usado
quando ‘a taxa de coleta & constante. NHeste caso a derivada &
substituida pela diferenga entre a amplifude do sinal
digitalizado e a do sinal anterior [221. 0O algoritmo de
filtragem de Savitzky-Golay [48] também permite o calculo de
derivadas dos sinais.

No calculo das derivadas dos sinais deve-se ter muito
cuidado com os efeitos do rufdo sobre as derivadas. Os
rufdos s3o variagBes rapidas e 0s que n3o s8c filtrados, ou
podem ser interpretados como picos, ou podem truncar a
~detecgZio de um ﬁico quando surgem dentro dele. A adogdo de
um limite mfnimo ("slope sensivity”) para que uma alteracg3o
do valor das derivadas seja considerada pelo algoritmo como
pico detectado é bastante utilizada [22, 37].

Um outro aspecto critico & o da detecgdo do final do
pico. Picos cromatogréficos s¥o, via de regra, assimétricos,
e esta assimetria geralmente se manifesta como cauda. Assim,

quando as caudas est3o terminando, o valor das derivadas
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varia suavemente, comprometendo a sensibilidade da detecgdo
do final do pico e tornando o mesmo excessivamente largo.
Alguns algoritmos [22] consideram um pico encerrado quando,
decorrido um intervalo de tempo apds © 'seu maximo, OS
valores das derivadas n¥o indicarem o final do pico; esta
metodologia também pode levar a problemas similares.
Aparentemente, 2 melhor alternativa seria a possibilidade de
redefinig3o pelo usudrio de parametros previamente
" calculados, tende o sofware possibilidade de interagir com o

uguario,.

5 - Anslise de Dados Cromatogréficos: AlocacBo dos

Tempos de Retengdo

Uma primeira aproxima¢Zo para o tempo de retengdo

de um pico cromatografico digitalizado € o instante
correspondente ao sinal de maior amplitude do pico, que
"denominamos de maximo local. Este procedimento & bastante
aplicado em programas que fazem 2a andlise dos dados

simultaneamente & sua aquisi¢Ho (andlise em tempo real) [16,
371.

0 uso do maximo local como tempo de reteng¥o impSe uma
restricﬁovimportanta: a exatidio do tempo de retencgio &
limitada pela taxa de coleta, pois o sinal de maior
amplitude & perdido quando ele ocorre no intervalo entre
duas leituras consecutivas. Este problema & crftico quando
os dados &30 coletados com taxas pequenas (por exe&p!o,
cromatografia com colunas empacotadas), ou ent3o em picos
agsimétricos. HNa figura 11.1 estad representado que
considerar o tempo de retencgZo igual =ao instante do maAximo
local pode ser uma fonte de erro caso o pico seja
assimétrico ou assimetricamente digitalizado. Uma forma mais
adequada de localizar o tempo de reten¢io & a que considere
a og sinais que descrevem o perfil do pico cromatogrifico,
com uma regressio polinomial em torno do maximo local.

Egt iman-se 08 coeficientes de um polindmio em torno
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do miximo local, usando-se o método dos minimos quadrados e
atribui-se c¢omo tempo de retengdo a projecdo do miximo do
polindémio no eixo dos tempos [26]. O grau do polindmic e o
ntimero de fatias (janela de regress%o) usados para definir o
poiin&mio, s%o parametros que devem ser ajustados de acordo
com a forma e a largura do pico. ¥ reportado o uso de
polinémios de 2= grau com janelas de regress¥o de 3 a 55
fatias [383, embora polindmios de 3= a 5= grau e "splines”
cubicos também possam ser utilizados (26].

J3 foram propostos métodos mais complexos de
determinagso de tempos de retengBo, como os hbaseados na
anidlise dos momentos cromotogréficos, ou no ajuste dos picos
por modelos matemdticos mais complexos que og polinbmios
[38]1. Estes métodos tendem 2 provocar ocupagBo excesgsiva de
memdria e exigir excessivo tempo de processamente. Alem
disgo, eles sBo demasiadamente sensivels ao rufdo e sujeitos

a erros devido 3 mi-aloca¢¥o de parZmetros dos picos [38].

& — Analise de Dados Cromatograficos : Cdlculo de Areas

de Picos .

Muitos algoritmos calculam as &reas dos picosS como
sendo o somatdério das fatias entre o infcio e o fim dos
mesmos (22, 371. Este método tem a vantagem de ser simples e
rdpido. No entanto, ele tem limitagles para o tratamento de
picos sobrepostos, podendo resultar em erros bastante
significativos, que serfo tante maiores quanto malores as
asgimetrias dos picos e as diferengas entre as suas dreas.

Um método _édequado para a quantificagfo de picos
sobrepostos € o de "tangent skimming” (381 (vide figura
11.2). Qutra alternativa é 2 deconvoiucéo numérica. Para
tal, vérios modelos matemdticos para formas dos picos tém
sgido usados [1], assin como diversas técnicas de
deconvolucSo, como a regressio n3o-linear [1), a andlise

multivariada [43] e outras.
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Figura 1.2
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7 - OtimizacBo da Eficiénecia Cromatogrdfica: a Equac3o
de van Deemter

A equagio de van Deemter (421 correlaciona a
altura equivalente ‘a um prateo tedrico, h, com a velocidade
linear do g&s de arraste u:

h = A + (B / u) + (C . u) (eq.i1.4)
onde A, B e C s%c constantes relacionadas as caracter{sticas
figico~quimicas da coluna e do scluto estudado. ¥ necessidrio
o conhecimento dos par8metros desta equagfo para calcular a
velocidade linear do gas de arraste gue fornece a méxima
eficiéncia (ou seja, que minimiza a altura equivalente a um

prato tedrico) do sistema cromatogriafico, u

U e = (B /7 Clrr= (eq.1i.5)

0 termo A relaciona-se com © alargamento do pico devido
aos miltiplos caminhos que as moléculas dos solutos podemnm
tomar na coluna; ele n3o tem significado fisico para colunas
‘capilares.

A contribuigdo da difus@o longitudinal do soluto na
fase gasosa €& correlacionada 20 termo B. Para colunas
capilares [41), este termo & dado por:

B = 2 D, (eq.l1.6)
onde D & o coeficiente de difusibilidade do soluto na fase
gasosa. '

0 termo C representa a resisténcia a transferéncia de
magsa entre as fases movel e estaciondria; ele pode ser

desdobrado em dois termog independentes:

c = C, + Cg (eq.11.7)
sendo C, e C,, respectivamente, representativos da
resisténcia a transferéncia de fase das fases estaciondria e
mével . Para colunas capilares, eles podem ser calculados por
[411: .
C., = k= ra [6 K,= D, (i + kyRj-=2 {eq.11.8)

C, = r# (1 + 6k + 11k=) [24 D, (1 + k)=]-2 (eq.11.9)
onde r & o raio interno da coluna, D, & o coeficiente de

difusibilidade do soluto na fase lfquida, k & a raz3o de



digtribui¢Bo de massas, e K, o coeficiente de distribuig¥o.
Estes dois ultimos podem ser calculados por [41] :

k = ({t. - L./ t, (eq.11.10)

K, = k (r - d,0= 7 (2rd, - d,?) (eq.11.11)
sendo d, a espessura do filme de fase estaciondria da coluna
estudada e t, o tempo de reten¢%o de um composto n¥o retido
("gas hold—up time”).

As equagfes acima mostram que, conhecidos os
coeficientes da equagdio de van Deenmter e algumas
caracterfsticas da coluna (raio interno e espessura de filme
da fase estaciondrial), parimetros como 2as difusipilidades do
soluto nas fases podem ser facilmente estimdveis. Portanto,
a determinag3oc da equac3o de van Deemter por metodos
numéricog (a partir de varias h, obtidos com diferentes
velocidades de g&s de arraste), pode permitir o estudo de
paré&metros cromatograficos contidos nela, alénm de
"possibilitar estabelecer as condigles de eficiéncia maxima
para um soluto numa coluna, sob determinadas condigles

cromatograficas.



111 -~ MATERIAIS E M£TODCS

1 - Materiais Empregados

1.1 — Hardware:

— Microcomputador XT-2002 (Microtec Sistemas 5.A.;
R.Stela, 515 - S¥%o Paulo, $P) com 512 Kb de memdria RAM,
4,77 HMHz, monitor CGA, doisg drivers para digcos flexiveis de
5e s/, pol., disco rigido de 30 Mb e monitor monocromatico.
Compatfvel com a linha IBM-PC.

- Hicrocomputador XT-2800 (Dicom Eletrdnica Ltda.;

R.Domingos Casotti, 176 - Campinas, SP), com 640 Kb de
memdriza RAM, 10 MHz, monitor EGA, coprocessador aritmético,
um driver para discos flexiveis de 5 e 1/, pol., disco

rigido de 30 Mb e monitor monocromstico. Compatfvel com a
linha [BM-PC.

- Conversor Analdgico-Digital e Digital-Analdgico
Data Acquisition and Control Adapter, DACA (IBK Corp., Boca
Raton, FL., EUAY, 12 bits de resolugi3o, sgistema de

aproximagaes sucessivas, 4 canais AD, taxa de convers3o de
15 KH=z.

1.2 - Software:

~ Compilador Turbo Pascal versio 4.0 (Borland
Corp.; Scotts Valley, CA, USA).

~ Pacote de Rotinas Matemsticas Turbo Pascal

Numerical Toolbox (Borland Corp.J.

1.3 - Aparelhos e Colunas Cromatogréficas:
- Cromatdgrafo Gasoso HP-5830A (Hewlett-Packard

Co.: Avondale, PA, USA), com detetor por ioniza¢%o em chama.
~ Cromatdgrafo Gasoso PU-104 (Pye-Unicam Ltd.:
Cambridge, Inglaterra), com detetor por ionizag3o em chama.
- Integrador Digital HP-33923F (Hewlett-Packard
Co.). '



— Colunas:
1) Capilar de HMetil Silicone entrecruzada sobre silica
fundida (Hewlett-Packard Co.); filme de 0,33 microns,
digmetro internoc de 0,20 mm, 12 m de comprimento.
2) Capilar de Metil Silicone entrecruzada sobre sflica
fundida (Scientific Glass Engineering; Victoria, Australia);
filme de ©,25 mfcrons, diZmetro interno de 0,22 mm, 25 m de
comprimento.
3) Capilar de Carbowax 20M sobre =sflica fundida (Hewlett-
Packard Co.J; filme de 0,10 mifcrons, diémetro interno de
0,20 mm, 25 m de comprimento.
4) Capilar de OV-101 sobre vidro (Cia. Ind. Souza Cruz; Rio
de Janeiro, RJ); espessura de filme n3o disponfvel, did@metro
interno de 0,25 mm, 16,1 m de comprimento.
5) Empacotada de Metil Silicone a 3 % sobre Diatomite C
60-80 meéh; digmetro interno de 22 mm, 1,5 m de comprimento,
em vidro.
6) Empacotada de Carbowax 204 a2 3 % sobre Supelcoport
80-100 megh: difmetro interno de 3 mm, 1,8 m de comprimento,

sobre aco inox.

1.4 — Reagentes

— Clorofdérmio p.a.. (Quimibrids Ind.Com.; Rio de
Janeiro, RJ).

-~ Bromofdérmio p.a. (Quimibrds Ind.Com.; Rio de
Janeiro, RJ).

- Tolueno p.a. {(Montedison Farmacéutica; Duque de
Cexias, RJ).

~ Metanol p.a. (Cetus Ind.Com. de Prod.Qufm.; 530
Paulo, SP). '

— Etanol Absoluto p.a. (Merck A.G., Darmstadt,
RFA).

- Mistura de Hidrocarbonetos (faixa de destilag3o

80eC a 110=C), isenta de benzeno. Preparada na Planta Piloto
do IQ-UNICAMP.
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2 - Software Desenvolvido

Foram desenveolvidos trés grupos de programas,
para: 1) Coleta de Dados - programa LECROM, i1) Andlise de
Dados - programa ANACROM e iii) Simula¢¥o de Cromatogramas -
programas GAUSSIAN, MLRZ3, EMG2 e RUIDGO. Também foi feito um
programa cue determina a equag3c de Van Deemter para
sistemas cz“omatogréficos (VDEEMTER). O goftware de aquisigBo
e andlise foi depurado usando cromatogramas simulados. Us
dados obticlos com os programas de aquisi¢io e andlise foram
usgados nas determina¢Bes de curvas de Van Deenmter para
‘varias colunas capilares. Todos os programas foram escritos

em Pascal, usando-se o compilador Turbo Pascal.

0 Compilador Turbo Pascal

0O Pascal € uma das linguagens de alto nivel de uso
geral muito difundido . Desde seu desenvolvimento, no comego
da décads de 60, apareceram diversos compiladores e versfes,

como o UCSD Pagcal, Quick Pascal e o Turbo Pascal. Uma das

caracterfsticas que levou a op¢3o pele Pascal para IBM-PC &
a facilidade de estruturac¢fo ldgica dos progrémas, em blocos
de sub-rotinas. Ela torna o uso do compilador Turbo Pascal
bastante vantajoso, |ja que este compilador € acompanhado de
pacotes de rotinas, denominadas de "Toolboxes”, que podem
ser facilmente introduzidas em programas. Além disso, existe
farta literatura (36, 47] descrevendo rotinas de uso geral

para Turbo Pascal.

2.1 = Procgramas de Simulac3o de Dados

Foram escritos programas que simulam cromatogramas
usando trés modelos matematicos: programa GAUSSIAN (usa a
func¥o Gaussiana), programa MLRZ3 (fun¢3o de Lorenz-Cauchi?
e programa EMG2 (Gaussiana Exponencialmente Modificada,
EMG). Os ©programas geram as fatias a 18,2044 fatias por
segundo (que € igual 3a taxa de coleta usada no programa de

aquisisgio de dados) e resolug¥o igual 2 do ADC utilizado
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neste trabalho (1 / 2+2, ou 1 / 4036 - correspondente a uma
faixa dinamica linear na qual os sinais cromatograficos
podem variar entre O e 40385). Os cromatogramas simulados s3o
gravados en disco como vetores de numeros inteiros.
Associados a estes programas de simulag3o, foram feitos os
programas MAXEMG, que calcula o tempo de retengdo esperado
para um pico simulado por EMG, e RUIDO, que impie niveis
conhecidos de ruido aleatdrio a cromatogramas digitalizados.
- Os programas MLRZ3 e ENG2 foram usados na depuracgdo do
software de analise de dados: o programa GAUSSIAN, na

avaljscHo final.

2.1.1 -~ Programa GAUSSIAN: gera cromatogranmas s1mul ados
com durag®o de até 9 min 9s, ou seja, constituidos de 10.000
fatias, devido & taxa de coleta de 18,2044 fatias por
segundo. O programa permite até 10 picos gaussianos. O
‘usudrio deve atribuir a certas varidveis do programa oOs
valores de algung parimetros. OUs parimetros e varidveis s3o:
a durag%o do cromatograma em segundos, definido com 2
variavel TTENPOTOTAL, o numero de picos desejados, com a
varisvel NPICUS, os parfmetros caracteristicos de cada piceo,
desvio pédrﬁo e tempo de reteng3o, com as varidveis SiGHA e
TEXPD DE RETEHCXD. Para cada pico, o programa calicuia a altura de
cada fatia através da equacdo
VALOR = A % <{(exp ((T - TENPO DE RETEKGX0)>=® / (2 % SICMA®=)))
onde VALOR & uma variavel que assume o valor obtidok pela
expresséo, que €& uma das formas da fungdo gaussiana. Na
expressio acima, T & o tempo correspondente a cada fatia. A
constante A (tipica de cada pico) € um fator multiplicativo
que, conjuntamente com SIGEA, permite gerar picos de tamanhos

diferentes. Como este cdlculo € realizado para cada pico, ©

programa gera Ucromatogramas individuaig por pico” (na
realidade conjuntos de fatias) entre =zero e TENPOTOTAL.
Finalmente, os “cromatogramas individuais” s¥3o somados para
gerar o cromatograma final. A intensidade do sinal para cada

uma das fatias do cromatograma final simulado € a soma das
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intensidades de sinal previamente calculadas, para esta
fatia, em cada um dos picos.

Terminado o csdlculo para todas fatias, € adicionada uma
linha de base paralela ao eixo dos tempos, isto &, de wvalor
constante do infcio ac fim do cromatograma. Caso alguma
fatia gerada tenha valor maior que 4095, ela & redefinida
como sendo igual a 4095; desta forma mantém-se todos os
dados siﬁuladoa dentro da faixa dinsmica correspondente a
resoluciio de 1 7/ 2=, Finalmente, © vetor gerado € gravado
em disco rfgido ou disquete.

A figura 111.1 representa o diagrama de blocos deste

programa.

2.1.2 - Prograna MLRZ3: simula cromatogramas usando a
func3o de Lorenz-Cauchi. A estrutura deste programa &
jdentica & do programa GAUSSIAN; o wusuéario fornece os

parametros: I, (parémetro de intensidade), A (de largural) e
o tempo de reten¢¥o, TR, de cada pico. A variavel VAR, que
tem finalidade idéntica & sua homonima do programa GAUSSIAN,
& dada por : '

VALOR = 1, % (A= + (T - TR)®)—2

onde T tem o mesmo significado que no programa anterior.

2.1.3 - Programa EMG2: usa a fung3do Gaussiana
Exponencialmente MNodificada para gerar o cromatograma.
Existem algumas caracteristicas da fung3o que tornam esta
simulacio mais complicadsa. Primeiramente, a integral
definida que faz parte da fung3o (vide Fundamentagdo
Tedrica, se¢do 2.3) n¥%o tem solucio analftica, sendo
necessirios métodos numéricos para seu calculo. Além disso,
durante etapas intermedidrias da  computagdo, algumas
varijveis podem assumir valores altos ou pequenos demais,
levando a erros por truncamento ou condig@es de "overflow”.

Para cada pico, devem ser fornecidos um parimetro de
intensidade, A, o miximo da gaussiana associada ao Ppico,

TEEPOG, o desvio padrio da gaussiana associada, SIGHA, e uma
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constante de decaimento exponencial, TA., A funglo EMG €
desdobrada em 3 termos:
= PE X E %X 1 ,
onde H & a intenﬁidéde de sinal.
PE ¢ um fator pré-exponencial computado como:
PE = A % (SIGEA / TAD) % (2 % Plys-=

F ¢ um fator exponencial, calculado por:

E = exp €((O,5 % (SIGEA /7 TAY=®)) - ((T - TEKPOG) / Tal)> ,
sendo T def inido como nos programas anteriores.

1 é =a parte integral da fung3o. Fol utilizada uma
aproximag3o polinomial da literatura (151 para esta
integral, dada pelas equagBes abaixo:

1 = NF % PQ (para I < O)
ou
1 = 1 - (NF % PQ) (para Z >= 0},
sendo que:
Z = ((T - TEHPOG) / SIGHA) - (SIGKA / Tal> ,
NF = exp ((-I= / 2) / (2 % Phy*s2)
PG = Q% (Bl + Q% (B2 + Q% (B3 + Q% (B4 + (U X B5323)),
A Q= (1 + (P % 1Z1)
As congtantes P, Bi, ..., B5 s3o fornecidas na referencia
citada. Para evitar "overflow” nos passos intermedidrios, a
fungio & calculada apenasg no intervalo tal que
(-13 < I <13); fora deste intervalo, aproxima-se E= 0. S3o
usados os tipos numéricos mals precisos (precis3o duplal,
para minimizar 08 erros de truncamento. .

Um di agrama de blocos para este programa € apresentado
na figura 111.2.

2.1.4 - Programa HAXEMG: para que os cromatogramas
simulados por EMG pudessem ser usados na avaliag¥o do
software de andlise de dados, os tempos de retengdo dos
picos deveriam ser ¢conhecidos. Este programa, dados os
parametros caracterf{sticos de um pico gerado por EHMG (SIGHA,
TAlY, calcula a varisvel DESLOC, que é a diferenga entre os
tempo de reten¢3o do pico gerado pela fung3o EMNG e da

gaussiana associada a este pico.
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Pode~se mostrar (391 que 2 integral entre =zero e
infinito da fung¢3do:
F = (DESLOC-I) % exp(~(DESLOC-X)=/(2XSIGHA=) * exp(-X/TAD

(sendo ¥ uma variavel de integrago) € nula. Calcula-se a
integral da func3o acima usando a rotina de integragdo
numérica "Adaptive_Gauss_Quadrature” do pacote matematico

Turbo Pascal Numerical Methods Toolbox; este subprograma &

baceado no método de integragdo numérico da Quadratura de
Gauss, que ¢ referido como um dos melhores e mais rapidos
para fungtes complicadas [28). O prograna computa o valor de
DESLOC iterativamente, até que a integral citada seja menor
que 10~*<s; DESLIC & estimado até a 8= casa decimal, gque € mais

do que suf iciente para nossos propésitos.

2.1.5 ~ Programa RUIDO: este progranma impSe niveis
conhecidos de rufdo aleatdrio a cromatogramas digitalizados.

Ele faz uso da fungdo "Random” do compilador Turbo Pascal,

um gerador de numeros aleatdrios. Dado um mimero real X,
Random(Y) tem por resultado outro numero real qualquer entre
0OeX. .

0 usudrio informa o nivel de rufdo quadritico médio
desejado (EST) em mV. A seguir, o programa calcula o valor
de uma varisvel denominada ANPLITUDE, segundo a seguinte
eqﬁa¢§o:

AFPLITUDE = 32-= % EST
Observou—-se que, se for gerada uma série de ndmeros
aleatdérios usando como argumento da fung¥o Random a variavel
ANPLITUDE calculada da forma acima indicada, 2 média quadratica
dos valores gerados € proxima ao parémetro EST.

Os numeros aleatdrios s3o gerados até que resulte um
conjunto de wvalores que, imposto 2o cromatograma, fornega o
nfvel de rufdo desejado; a tolersSncia € de =+ 0,1 %. Como os
dados originais ndo s¥o destrufdos, tanto o cromatograma conm
rufdo como © cromatograma original s3%o disponféeis para
comparac¥o. Este programa estad esquematizado na figura
I11.3. '
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2.2 — Coleta de Dados: LECROM
O progranma LECROH faz a coleta de dados

cromatograf icos digitalizados pelo conversor DACA. Este ADC
trabalha com uma velocidade fixa de conversZo de 15.000
sinais por - segundo. O . programa também faz, em tempo real,
filtragem de ruidos por média simples e plota o cromatograma
no monitor de vfideo.

0 nuimero de sinaig usados paré o filtro de media
simples é fornecido via teclado. Em seguida, o programa
eépera o usuirio informar quando esté pronto para realizar a
injecio da amostra. Quando isto ocorre, s%o emitidos oito
sinaig sonoros de um segundo, para que a injecdo posga ser
feita simultaneamente ao infcio da coleta dos dados.
Decorrido este intervalo de tempo, & feita @ inicializagBo
do cart%o ADC, o "clock” interno do microcomputador é zerado
e & iniciada a coleta.

As fatias s3o coletadas da seguinte maneira: O programa
18, sequencialmente, um nuimero de sinais convertidos pelo
ADC, que ¢& _determinado pelo numero de pontos para a
filtragem por média simples. A fatia & a média destes
sinais, e € gravada em um arquivo em um disco virtual na RAM
do microcémputador, A operag3o de coleta & gsincronizada com
a atualizac3o do ”"clock” do microcomputador, que ocorre a
cada 54,9316 milisegundos. éesta forma, resulta uma taxa de
coleta de 18,2044 fatias por segundo, que €& bastante proéxima
ao valor shgeridd por diversas referéncias bib!iogréfﬁéas e
sijstemas comerciais [7, 186, 22, 23, 50, 511 como sendo ©
ideal, 20 fatias por segundo. 0 usudrio encerra a coleta
acionandc gqualquer tecla do microcomputador. Os dados
gravados na RAM s%o ent3o transferidos para um arquivo em
disco. '

A figura 111.4 é um diagrama de blocos deste programa.
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2.3 -~ Programa de Anslise de Dados ANACROM

O programa ANACROM faz a andlise de cromatogramas

digitalizados. Ele calcula: drea, infcio, tempo de retengdo

e fim, para os picos detectados. 0Os resultados de anélige

podem -~ ger-- - Impressos; - ou - ..g.pavadgs.. em. ... .arguivos,. para ..

utilizac%o em planilhas eletrdnicas do tipo Lotus 1-2-3.
Opcionalmente, podem ser obtidas cépias impressas do
cromatograma.

Este programa foi escrito em blocos de rotinas que
realizam as seguintes operag8es
1) Leitura dos dados gravados em disco e transferéncia para
um disco wvirtual (”RAM Disk”™);
2) Filtragem de rufdo dos dados, usando técnicas de média
movel ou de Savitzky-Golay;
3) Pré~anal ise dos dados (detecgio de picos);
4) Anslise final dos dados (determinag3o de dreas e tempos
de reten¢3ol;
5) Gerac3oc de relatdrio de andlise em tela e, opcionalmente,
impressdo, ou gravagido do relatdrio em arquivo;:
&) Impress¥o do cromatograma analisado.

A figura 111.5 ¢ um esquema geral desie programa. 0Us

diversos blocos de rotinas s%o descritos a seguir.

2.3.1 - Leitura dos Dados Cromatogrdficos: este bloco
faz a transferéncia dos dados armazenados em disco para o
disco virtual. Dois motiveos levaram a esta forma de
transferéncia: limitag%o de memdria e otimizag3o do tempo de
andlise. Se os dados fossem passados para a memdria do micro
~como  um vetor, haveria a limitagdo, imposta pelas
caracter {sticas do compilador usado, de até 64 Kbytes para
os dados ( isto representa 30 min de cromatograma, na taxa de
coleta empregada). Trabalhando-se com os dados a partir de
disco virtual, disp8Se-se de parte da mendria do comput ador
que n¥o €& ocupada pelo programa e pele DOS. Poder-se-ia

analisar os dados diretamente do arquivo em disco, poréeén,
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como a operaglo de leitura de disco é uma das mals lentas
de um microcomputador o processamento seria nuito demorado.
Esta rotina de leitura de dados se encontra

esquematizada na figura II1.6.

2.3.2 - Filtragem dos Dados Cromatogréficos: neste
bloco, est@o incorporadas as rotinas de filtro digital por
M&dia Mével e de Savitzky-Golay. O usudrio pode optar pelo

processamento dos dados com ou sem filtragem.

©2.3.2.1 - Filtragem por Médias Méveis: neste bloco o
ususdrio fornece o numero de fatias que serd utilizado para o
cédlculo da média mével (a janela de convolugZo, denotada por
JANELA) . Este numero deve ser fmpar e pode variar entre 3 e
o5. 0 sinal filtrade para o i-ésimo ponto serd calculado
como a media aritmética entre ele e
((Janela — 1) / 2) pontos & esquerda e ((Janela - 1) /22

pontos & direita.

2.3.2.2 - Filtragen pelo 'aigoritmo de Savitzky-Golay:
neste bloco, o usudrio escolhe a (janela de‘convo}uqﬁo e o
.grau do polindmioc a ser usado (2« ou 4= grau). O sinal
filtrado &€ estimado de maneira similar 3 média mdvel; porem,
cada uma <das fatias usadas no calculo € multiplicada por um
coeficiente numérico adequado, cujo valor depende do grau do
polindmio e da janela utilizados; a soma destas fatias &
dividida por um coeficiente de normal izag%o, resultando o
sinal filtrado. ATanto os coeficientes numéricos quanto o
fator de normalizaclo s%o os mesmos da referéncia [481;
corrigimos alguns valores errdneos encontrados neste artigo.
Os coeficientes ficam gravados em disco e s¥o carregados na
memdria no momento do uso.

As figuras 111.8 e I11.9 s3o os diagramas de blocos

destas rotinas de filtragem.
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5. 3.3 — Pré-Andlise dos Dados: denominamos pré-andlisge
a tarefa de detectar os picos presentes e determinar os seus
infcio, maximo local e fim. A detecc%o dos picos & feita por
an4lise das derivadas primeira (D1) e segunda (D2) do sinal.
Para a i-ésima fatia estas derivadas s%o calculadas como:

Di, = SINAL.; , 4+, - SIFAL., . 4.,
. D2, = Dl¢; . 4> = Dl s

A condiglo para detecg¥o de infcio de um pico & dada

por: ' '
D1 >= SERSIBILIDADE
onde SENSIBILIDADE & um limite minimo de inclinagZo ("slope
sensivity”) imposto pelo usudrio. Isto evita gque pequenas
flutuacBes de sinal devidas a rufdo nZo-retido pelos filtros
digitais sejan caracterizaaas como picos. O méximo local € a
fatia apés © infcio de um pico apés D1 e D2 trocarem de
sinal. O final é alocado quando:
=D1 >= SENSIBILHIADE

Quande o final de um pico & detectado a sua largura de
base & calculada come a diferenga entre o infcio e o fim do
pico. Ent8o ela é comparada com outro parametro fornecido
pelo usuario, UBHIN; se a largura calculada é menor que UBKIN o
pico & desprezado. Esta & wuma precaug3o adicional para
evitar que rufdos n¥o-filtrados sejam detectados como picos.

Esta rotina esta diagramada na figura I11.7.

o0 3.4 - Analise dos Dados: este bloco faz os calculos
dag &reas e determina, por método polinomial, oS tempos de
reteng3o dos picos. 0 tempo de reteng%o de cada pico €
calculado como o méximo de um polindmio, determinado por
regress3c em torno do méximo local. Para cada pico o usudrio
escolhe o grau do pblin&mto, que pode ir de 2= a 5= grau, e
o numero de fatias usadas na regress3o (7 a 25). Pode-se,
também, optar por definir o tempo de reten¢fc come o maXimo
local. A drea de «cada pico & determinada pela soma das
fatias entre o seu infcio e o seu fim, descontada a drea sob

a _ 1inha ' . de base.
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Heste bloco, também existe uma rotina que permite
redefinir infcio, fim e tempo de retengZo de qualquer pico,
caso estes parametros n@o tenham sido satisfatoriamente

alocados pelo algoritmo de anilise. A redefinig3o € feita

vim teclado, por meio de um um cCursor. que se . desloca na .

monitor de wvIideo sobre a figura do pico.

0 diagrama de blocos desta rotina se encontra na figura
111.10.

n 2.5 - Geraclio do Relatdrio de Andlise: terminadas as
operacBes de leitura de dados, filtragem, pré-anaglise e
andlise, um relatdrio dos dados & mostrado na tela. Este
relatdério contém:

- nome do arquive de dados analisado e data da andlise dos
dados;

- infcio, maximo local, fim, tempo de retencio e drea dos
"picos detectados;

- srea e tempo total de analise;

- as condi¢Bes de andlise de dados ugadas: limite minimo de
inclinacgso, lérgura minima de pico, filtro digital aplicado,
método de alocag®o de tempo de reteng3o.

0 relatério pode ser  impresso, ou gravado como um
arquivo em modo texto, com formato adequado para uso em

planilhas eletrdnicas (Lotus 1-2-3, Quattrod.

2.3.6 -~ Impressfo do Cromatograma. 0 programa solicita
a seleclo de um fundo de escala, em mV, e de um "fator de
tempo” (quantos cent fmetros de impresso correspondem a 1 s
de cromatograma analisado). Foi criado um "driver” para
impress3o dos cromatograma em impressoras compativels com
Epson LX-800: esta rotina esta esquematizada na figura
TIT.1%.
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© .4 - Programa para Cdlculo da Curva de Van
Deemter VDEEMTER
Foi escrito um  programa (VDEENTER), que dado um

conjunto de valores de h e u, calcula os coeficientes A, B e
C da equa¢do equag¢iio de Van Deemter.

Para © célculo dos coeficientes A, B e C foi usads a
técnica dos minimos quadrados. O sistema de equagBes que
deve ser resolvido foi deduzido e o programa faz uso do’
método de Gauss-Jordan [34] para a resoluglio deste sistema.

Calcula-se também a velocidade linear do gés de arraste de

maxima eficiéncia, yu,_..,., dada por:
Upwse = (B / Clr-=
S3%o calculados alguns parametros estatlisticos
referentes & equagio calculada: a varianga total s, o8

limites de confiabilidade para os coeficientes A, Be C, ©
coeficiente de correlag3o r e a faixa de confiabilidade da
equago calculada. Todos estes dados s3o calculados com base
na digtribuicfo de Student {(teste L3}, ac nivel de
confiabilidade de 95 % [4].



i1V -~ RESULTADOS E DISCUSSXO0

i - Caracterizaclio dos dados cocletados pelo programa

LECROM

Como foi mencionade anteriormente (Hateriais e
Hétodog, se¢io 2.2), a coleta de uma fatia pelo programa
LECRIM consiste de: 1) acesso & porta de comunicagdo
correspondente ao ADC e leitura de um certo numero de
ginais; 2) cdlculo da média destes sinais, gerando uma fa-—
tia; e 3) envio da fatia para um disco virtual., 0 tempo
necessério para estas tré&s operagles define o tempo para co-
leta de uma fatia. Se for desativada a sub~rotina que faz =
sincronizac®o da coleta com o "clock” do microcomputador, a
taxa de coleta passa ent¥o a ser determinada pelo tempo de
coleta de uma fatia. HNeste caso, o tempo de coleta de uma
"fatia depende do numero de sinais usados para a filtragem
por média simples. Deste modo, o filtro de média simples
pode também ter a fung¢3o de controle da taxa de coleta, além
da redugio d& nfvel de rufdo. Taxas de coleta diferentes do
valor ”padr3o” de 18,2044 fatias por sequndo passam a ser
acessfveis. NZo & fundamental conhecer o tempo necessario
para cada uma das trés operagBes que complem a coleta de uma
fatia, mas ¢ essencial saber quais taxas de coleta s3oc per-
mitidas.

As taxas de coleta foram calculadas enm fung3o do nﬁmero
de sinais usados na filtragem por médias simples. Também
foram determinados os nfveis de rufdo que podem ser espera-
dos em um cromatdgrafo convencional, em fung3o do numero de
pontos no filtro de média simples, do nfvel de amplificag®o

do eletr8metro e da temperatura da coluna.

1.1 — Taxas de Coleta Permitidas por LECROM

Os tempos de coleta de uma fatia (t__,) e as res-

pectivas taxas de coleta (Tx__,) foram determinados na faixa

de 1 a 50 sinais usados pelo filtro de meédia simples. 0 pro-



grama LECROM foi ajustado para coletar 10.000 fatias, sem
sincronizacdo com o ”clock” do microcomputador, e o tempo
necessario para coletd~las foi cronometrado. A tabela IV.1
mostra os tempos usados pelo programa para a aguisigdo de
umz fatia, e as taxas de coleta correspondentes, em fung3o

do numero de pontos usado na filtragem por média simples.

Tabela IV.1 - Tempos usados pelo programa LECROM para a
coleta de 1 fatia (t__,) e correspondentes taxas de coleta

(Tx_..,,), em fun¢io do numero de pontos usados para filtragem

n, (pontos? teo: (ms) TXeoa (pontos/s)

| i 4,48 223
2 4,99 200

3 5,48 182

4 6,06 165

5 6,60 151

6 7,13 140

7 7,63 131

8 8,23 121

-9 8,81 114
10 9,32 107

15 12,03 83

20 14,84 67

25 17,60 57

50 31,79 31

....-...._-....,—..-.—-.m—-———-n-—m———-—u—«-___m.,,___—-.—_m.—-.—__.“..---._.........._..__._..............._.....__‘_..............__—.._..-........-....

Por um procedimento semelhante (cronometragem do tempo
de convers¥o de 10.000 sinais), estimamos que o tempo usado
para a convers¥o de um sinal foi de 0,24 ms. O exame da
tabela 1V.1 revela que o programa LECROM pode permitir taxas
de coleta entre 223 e 31 Hz.

Todas as taxas de coleta relacionadas na tabela IV.1
s¥o superiores tanto 2 taxa ideal (20 Hz, sugerida por
diversas referéncias (7, :6; 22, 23, 50, 5131), como 2 taxa

L
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de 18,2044 Hz que usamos. Assim, ¢ possivel que a rotina de

coleta de dades seja veloz o suficiente para que ©
microcomput ador possa, no intervalo entre duas fatias,
realizar outras opera¢Bes. Por exemplo, a andlise de

derivédas para deteg3o provisdéria de infcio, maximo local e
fim de picos poderia ser feita neste tempo livre entre duas
coletas; assim, o tempo de pés-processamento de dados pelo
programa ANACROM poderia ser diminuido sensivelmente. Outra
implicac¥o da existéncia deste tempo livre é a possibilidade
da monitor agZo simulténea de doig (ou mais) sginais
cromatograf icos. Finalmente, o acesso a maiores taxas de
coleta pode suprir uma eventual necessidade de um maior

nimero de fatias de sinal por pico.

1.2 — HNiveis de Rufdo Medidos

O programa LECROM foi usado para coletar linhas de
base de cromatogramas de 1 minuto, para os quais calculou-se
o rufdo quadritco meédio (rufdo RHS). As condigBes
cromatograf icas usadas foram:

— Cromatdgrafo: PU 104, com detetor por ionizag3o
em chama;

— Coluna: Metil-Silicone a 3 %, sobre Diatomite C
60 - 80 mesh: 1,5 m de comprimento por 22 mm de di&metro
interno, de vidro; '

~ Temperaturas: vaporizador e detetor: 140=C,
coaluna: 75 ou 110=(C; _

— VazZo: H, = 40 ml/min, ar = 300 ml/min, gds de
arraste (Ng) = 36 mi/ming

" -~ Ganho do amplificador: 10~ A ou 10~:= A / mV.
Os rufdos RMNS foram calculados ;ﬁara © menor e para ©
maior nivel de ganho do eletrémetro, e para duas diferentes
temperaturas de coluna, sem filtragem e com filtragem por

média simples. OUs resultados est¥o nas tabelas IV.Z2 e Iv.3.
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Tabela 1V.2 - Dependéncia do rufdo quadrético médio

(R,,..), com o nimero de pontos (n,) usados para filtragen
por média simples. Temperatura da coluna igual a 75=C e
ganho do amplificador de 10-¥ A / mV e 10~*2 A / mV. Fundo

n, R, e (10-%4), mV R (10-3228), mV
s/ filtro 1,76 2,293
5 1,30 | 1,75
10 0,76 0,54
20 0,14 0,23
Tabela IV.3 =~ Dependéncia do rufde quadritico meédio

(R.,..), com o numerc de pontos (n,) usados para filtragem
por média simples. Temperatura da coluna iguai a 110=C e

ganho do amplificador de 10~ A / mV e 10-*= A / mV. Fundo

n, R, .. (10-A), mV R, e (10-%®A), mV
s/ filtro . 1,79 2,87
5 1,12 2,49
10 ) 0,51 1,58
20 0,21 0,58

Pelas tabelas IV;Z e 1V.3, verifica-se que, no gsistema
estudado, o nivel de rufdo é bastante Dbaixo (no maximo
0,03 % do fundo de escala) e que o filtro de média simples
aplicado a este rufdo & bastante eficaz, pois reduz até
cerca de 90 % do rufdo original.

As tabelas IV.2 e 3 ilustram a efiéiéncia do filtro de
Média Simples, incorporado ao programa de coleta de dados,
na reducZo de rufdos. Esta etapa de filtragem é importante
porque, se O nfvel de rufdo for reduzido durante a coleta,
evita-se a apfiéac%o posterior de filtros digitais na
andlise do cromatograma. Além de representar uma ecconomia

significativa de tempo de pds-processamento, isto evita que



sejam introduzidas deformagBes no sinal pelo uso destes
filtros.

.zmﬂ&pragrama_de.Ané}{se_de_DadOS.ANACROM

As operag¢Bes crfticas e que definem a qualidade do
programa ANACROM, sZo: 1) cdlculos dos tempos de retengZo e
das sreas (e, coﬁsequentemente, dos infcios e fim de picos},
e 2) a reduc3o de rufdos por filtragem digital. Nestas
operagdes 08 dados (fatias coletadas por LECROM) s3o
intensivamente submetidos =a2o0s tratamentos matemdticos de
csilculo de médias méveis e regressBes polinomiais. Estas
operagdes provocam, inevitavelmente, alteragtes nas
estruturas dos dados coletados, porque substituem grupos
deles por médias ou por resultados de interpolagles
polinomiais. Estabelecer uma inter-relagdo <¢lara entre os
dados originais (fatias), as operagles as quais elas s¥o
submetidas e a qualidade dos resultados fornecidos por um
programa do tipo de ANACROM & praticamente impossfvel. De um
lado, porqué a estrutura dos dados originails é praticamente
imprevisfvel, e de outro, porqué os algoriﬁmos exigem a
intervencdo do operador, para definir certas condi¢Bes de
andlise dos dados. A escolha de par@metros de calculo
inadequados para os dados a seren processados podem gerar
sreas, tempos de retengdio e larguras de base ficticios, e
conprometer os resultados da anédlise cromatografica. Com o
objetivo de avaliar as complexas inter~relagBes da estrutura
dos dados com os algoritmos aos quais eles s¥o submetidos,
foram usados cromatogramas simulados. Estudaram-se: qual a
Jjanela de filtragem mais adequada ao nfvel de rufdo dos
dados: coma as alteragBes dos dados pelos filtros afetam as
adreas, OS tempos de reteng3o e as larguras de base
calculados por ANACROM; e como o do tempo de reteng3o
calculado pode depender do numero de fatias que’ compBe ©
pico e dos parémetros usados para o célculo do polindmio

usado na sua alocagZo.



2.1 ~- AvaliacHo do uso de Polindmios para Alocagio dos

" Tempos_de Retengdo

O procedimento de alocag3o polinomial dos tempos

- de retencio - foi avaliado  com cromatogramas . simulados com

picos gaussianos. Foi estudada a dependéncia da alocag3do dos
tempos de retenc3o com o grau do polinémio usado (G ), com ©
nimero de pontos (janela de regressfo, J.} usados pela
rotina de regressfo, e com a largura de base dos picos.
Picos gaussianos com quatro larguras de base (4,109 s,
7,943 s, 11,371 s e 14,842 s) tiveram OS Seus tempos de
reteng%o alocados com polinbmios de 2= a 5a graus, usando-se
janelas de regressdo de 7 a 25 pontos. Para verificar a
repetibilidade dos algoritmos, para cada uma das larguras de
base foram gerados cromatogramas com 5 picos. Os tempos de
retencio destes picos foram calculados e normalizados para
‘que o infcio de c¢ada pico correspondesse a 0,000.S. Assim,
og tempos de retencso dos cinco picos em cada cromatograma
eram igualados, nos permitindo estudar a repetibilidade do
algoritmo sen possfiveis efeitos de dependéncia do ajuste
polinomial com ©OS valores absolutos dos tempos de reteng3o.
A repetibilidade do algoritmo foi estabelectida pelo
intervalo de confian¢a dos tempos de retencg3o, calculados
pelo teste t de Student com 90 % de confiabilidade. GOs
resultados mais representativos s3o mostrados na tLabela
iIV.4; os dados cdmpletos est¥o relacionados no Apéndiée 1,
tabelas VI.1 a VI.4.



Tabelm IV.4 - Erros méximos (E_.,.} e maiores intervalos
de confiabilidade (I_,.,.) obtidos na aloca¢3o dog tempos de

retengdo de picos gaussianos de diversas larguras de base

szzA' _ G;#gn
w, (s) E,.,. (m8) I,e. (ppmil)  E. ... (ms) I... (ppmil}
4,109 4 1,0 11 2.5
7,943 1 0,3 3 0,5
11,371 1 0,2 i 0,5
14,842 O 0,3 1 0,6
G, =4 G, =5=
v, (s) E .. (m8) Ine. (ppmil)  Epmn. (m8) Ia. (ppmil)
4,109 0 0,5 7 8,7
7,943 Q 0.3 64 - 23,6
11,374 1 0,7 0] 19,7
14,842 2 0,6 58 15,4
Observac3o: tempos de retencgdo esperados: 2,080 s para
w, = 4,109 s, 4,032 s parawv, * 7,943 s, 5,694 g para
W, = 11,371 s e 7,452 s para v, = 14,842 =.

Os dados da tabela IV.4 mostram que os polindmios de
grsus pares (22 e 4o graus) s¥o os que melhor reproduzem os
tempos de reten¢3o, apresentando erros entre =zero ‘e 4
milisegundos. Estes polindmios também s30 os de melhores
repetibilidades (0,2 a 1,0 ppmil).

Do ponto de vista pratico, todos os graus pelinomiais e
Jjanelas de regressZo testados s3o adequados 2 alocag¥o de
tempos de reteng¥o, porqué os erros da ordem de alguns
milisegundos nos  tempos de retengfio s%Io inferiores 3
variac3o de tempo de retengio causada por alteragles emn
condicBes cromatogrificas tais como temperatura de coluna ou
vazio do gds de arraste (é atribuida uma variag3o de 1 % no

tempo de retenc¢3o quando a temperatura da coluna varia de
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0,3=C ou = vaz¥o do gds de arraste varia de 1 % [111). Por
esta raz3o, dispensamos outros testes para a determinagfc de
graus e janelas polinomiais Stimas para a anélise de tempos

de retencio.

Ceege mai ores  erros de alocagBo s%0 para polindmios do 5a

grau, com Janelas de regressdo estreitas (7 a 11 fatiasd.
Fstes erros s¥o tanto maiores quanio mais large for o pico.
Pode-se atr ibuir este fato 2o mau comportamento de rotinas
de regressEo para a est imativa de coeficientes polinomiais,
quando o numero de pontos usados € proximo aoc nimerc de
coeficientes estimados [351. A atenuacio deste problema no
caso de picos estreitos pode se dever 2 variag3oc mais
intensé do sinal nas imedia¢Bes do méximo, que torna mais
confisveis ©s polindmios ect imados. Exceto neste caso, para
picos mais estreitos os erros tendem a crescer com Janelas
de regress¥@o mais largas. Esta tend&ncia geral & inversa
para picos largos. Assim, seria mais conveniente usar uma
janela de regressdo proporcional .a largura do pico.
Portanto, para as larguras de Dbase estudadag, a
aiocacﬁo polinomial dog tempos de retencio & mais eficiente
com polindmios de 2a e 4= graus, usando as Janelas de
regress3o intermedisrias dentre a faixa que foi verificada

(11 a 19 pontos).

2.2 — Avaliac3o da Eficiéncia dos Filtros Digitais na
Reducfo de Ruidos

As eficiéncias dos filtros de HMedia Movel (MHY e
de Savitzky-Golay de 2= grau (562) e de 4= grau (8G4) foram

estudadas aplicando-os a rufdo simulado sobre um sinal
constante <(equivalente a uma linha de base). A eficiéncia

foi definida como © 'percentualude redug3o de rufdo.

O nfvel de rufdo usado foi de 100 mV RMS sobre uma
linha de base de 543,316 s (equivalente a 10.000 fatias), e
as eficiéncias foranm estabelecidas ‘em fungfo do numero de
fatias usadas para filtragen. Os resultados est¥o na tabela
IV.5 e na figura IV.1.
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Tabela IV.5 - Dependéncia da eficiéncia dos filtros MM,

862 e 5G4, com © numero de fatias wusadas para filtragen

Filtros HM 562 5G4

N, Eficiénecia do filtro:

7 62,0 %X 40,7 % 23,2 %
a 66,3 % 47,8 % 33,5 %
11 £9,5 % 52,8 % 40,2 %
13 71,8 % 86,6 % 43,4 %
15 73,7 % 59,5 % 48,6 %
i7 75,1 % 62,0 % 51,8 %
i9 76,3 % 63,9 % 54,4 %
21 77.3 % 65,6 % 56,6 %
23 78,2 % 67,1 % 58,6 %
25 79,0 % 68,3 % 50,3 %
A eficiéncia, portanto, aumenta com o numero de pontos

usados na filtragem. Nota-se que o filtro MM & o mals
eficiente, principalmente para os menores nimeros de fatias
usadas nas filtragens. )
Esta avaliacfo s6 & udtil para comparar oOS filtros
quanto as suas potencialidades como redutores de rufdoes. Os
resultados acima n¥o s%o indicativos de qual € o f1ltro mais
adequado para uma analise cromatografica, porque a operagdo
de filtragem também causa alteracBes nos sinais. Estas
alteracgtes, avaliadas nas sec¢des seguintes, s3o muito

importantes para a escolha de um filtro.
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2.3 - Efeito da Aplicac3o de Filtros Digitais sobre

Picos Gaussiancs

Foram estudadas as alteracBes de édreas, tempos de

retengdo e larguras de base de picos gaussianos, simulados

- ecom-e sem rufdo, -provacadas- pe}a ap.} icag3o. dos. fi ltros

digitaig. Analisaram-se plcos com iarguras de base de 4,109
e, 7,943 =, 11,371 s e 14,842 e, com nfveis de rufdoe
quadréatico médio de 10 mV, 30 nV e 100 mV. Os nimeros de
fatias usadas nas filtragens foram os mesmos da tabela IVv.S
(7 a 25). Em todos os casos, foi usada uma inclinag¢8o minima
para detecg3o de picos de 20 mV / s. Os tempos de retengdo
foram determinados por regress3o polinomial do 4=« grau, ¢om

janela de regress¥o de 19 pontos.

2.3.1 - Efeito dos filtros sobre a drea dos picos.

| Foram comparadas as &reas dos picos filtrados com
as sreas dos mesmos picos sem rufdo. As dreas dos picos sem
rufdo foram calculadas pelo programa de andlise de dados sem
a aplica¢®o dos filtros. Os erros nas dreas foram calculados
como a' diferenga, em partes por mil, entre a dreas calculada
para o pico filtrado e a do correspondente pico sem ruifdo.
Os resultados s%o mostrados nas figuras [IV.2 a IV.17. Cada
ponto foi obtido como a média dos erros nas dreas de 25
picos de idéntica largura. As tabelas VI.5 a VI1.20, do

Apéndice 1, s%o correspondentes a estas figuras.

Os resultados para os picos sem rufdo (figuras V.2,
IV.6, 1V.10 e 1V.14) fornecen informacBes sobre o efeito de
cada filtro sobre a srea, em fung¥o da largura do pico e da
Jjanela de filtragem. De modo geral, para todas as larguras
estﬁdadas, o filtro SG4 & o que menos distorce a drea do
pico. Para os picos mals estreitos (w, = 4,109 s), o filtro
SG2 imp3e maiores erros; para picos com largura de base
igunl » 7,911 8, o filtro MM é o que mais altera a sgrea.
Analisando-se as figuras IV.10 e 1V.14, dos picos mais

larges, observa-se uma tendéncia dos trés filtros estudados
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Fig. IV.6 Fig. IV.7
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Fig. IV.10
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Fig. IV.14
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equivalerem-—=se e

maig largo © pico,

reproduzirem a area real. Portanto, quanto

menores s3o os erros observados em suas

4reas. Isto & consequéncia dos picos mais largos serem
definidos por um maior nimero de fatias.
Compur-undo~se O erros nas dreas para plcos sem rufdos,

com OS
nfveis de

filtro e do rufdo

Arbitrariamente, foranm

na area

filtros e

err-os obtidos
rufdo, pode

residual

{faixas de

para picos

ser discutide

(apds

idénticos com

filtragem) sobre a drea.

estabelecidos como

Janelas de

filtragem para

o efeito

conjunto do

aceitaveis errog

de até 5 partes por mil. A tabela IV.6 relaciona os

picos com rufdo dentro deste limite de erro na area.

Tabela IV.6 - Filtrog e faixas de janelas de filtragenm

adequados para

tratamento de

Larguras de Base:

picos gaussianos com diversos

Rufdo 4,109 = 7,343 & 11,371 s 14,842 s

10 mV MM(7-25) MM(7-25) MM(7-25) MM(7-25)
SGR2(7-25) SG2(7-25) 5G62(7-25) SG2(7-25)
864((7-25) 5G4(7-25) 5G4(8-25> 564(11-25>

50 mV MM(9-25) MM(7-25) MM (9-25) MM(13-25)
S62(7-25)  S62(15-25) SG62(23-25) -
SG4(13-25> S564(19-25» - -

100 mV  MM(7-21) HM(9-25) MM(17-25) -
SG2(7-21) 8G2(17-257 - -
S64(9-25) - - -

Para os picos sem rufdo (figuras 1IV.2, IV.6,
IV.14), verfica-se que a aplicag3o do filtro MM diminui
srea do pico, proporcionalmente 2 janela de filtragem. Este

comportamento se deve ao

amplitude das
consequentemente a

sG2.

fatias
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fato de que o filtro MM diminui a
tratadas [e, diminuindo

grea. 0 inverso se observa para o filtro

diferentes

analise de

IV.10 e



Analisando-se as figuras 1IV.2 a 1v.1i7, algumas
tendé@ncias podem ser observadas sobre o comportamento das
dreas dos picos com rufdo apds filtragem. De wuma maneira

geral, a @rea de um pice com rufdo, apés filtragem, € menor

condicBes. Este erro é tanto maior quanto mais iargo for o
pico e quanto mais rufdo ele contiver. Qualquer filtro, se
usado em =ua faixa de filtragem menos eficiente (figura
IV.1) também aumenta o erro. A tendéncia do erro na drea
aumentar com a largura e com o rufdo ‘de um pico pode ser
interpretado come o resultado de um mascaramento, pelo
rufdo, da detecg¥o de infcio e final do pico pelo rufdo. KNo
| infcio e no final de um pico, o sinal varia mais suavenente.
Quani.c mais largo o pico, mais suave € 23 variag8o do sinal
nos seus extremos. Pelo fato de infcio e final seren
detectados por derivadas primeira e segunda, e pela
existéncia de rufdo residual aleatdrio, que se impde sobre a
variacio suave do sinal, infcio e final s6 s3o detectados
quando o sinal bdsico wvariar de forma suficientemente
abruplt.a. Isto ocorre depois do infcio real e antes do fim
real. Com isto, © programa define o pico como sendo mais
estreito do que ele realmente &, e soma menos fatias do que
deveria, no c&lculo da 4rea. OUs erros negativos na drea
podem ser atribuidos, ac menog em parte, a este efeito.

Na prética, s6 se aplicam filtros digitais sobre
cromal.cgramas quande o nfvel de rufdo impedir uma analise
satisfatéria. Em vista dos nfveis de rufdo medidos no
sistema cromatogréfﬁco usado serem de no maximo 2,87 mV RMS

(tabela 1V.3), consideramos que as condigles de filtragen
disuul.idas para 10 mV RMS de rufdo' s¥o suficientemente
representativas de condic®es encontradas em anglises reais.
Nest as condicBes pode-se usar os filtros MM e SG2 com grande
‘Flexibilidade quanto 2s janelas de filtragem (tabela IV.6).
Para picos com 50 mV RMS de rufdo, o filtro MM pode ser
usado com Jjanelas maiores que 13 fatias. Hiveis de rufdo
aleatdrio altos como 100 mV RM5, oul X f.e. (fundo de
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escala), podem ser devidos a interferéncia de rede com
ganhos altos do amplificador de sinal, ou mal funcionamento
do instrumental. Tais problemas devem ser sanados, porqué
qualquer tz‘atamento' matemdtico que possa ser feito sobre o

sinal cert amente n3¥o & a solug¥o apropriada do problema.

2.3.2 ~ Efeito dos filtros sobre os tempos de
retengio.

Foram comparados os tempos de retenc3c de picos
apés a aplicagdo dos filtros com os tempos de retengio dos
mesmos picos sem rufdo e sem a aplicag¢3o dos filtros. Em
todos os casos, o tempo de reteng¥o foi normalizado para que
o infcio do pico sem filtragem e sem rufdo correspondesse a
0,000 s, e o erro calculado como a diferenga entre o tempo
de retencZco do pico filtrado e o do mesmo plco, sem rufdo e
sem filtragem. S3o apresentados dados referentes ao efeito
"dos filtros sobre picos sem rufdo e com 100 mV RHES de rufdo.
Os resultados completos est3oc nas tabelas VI.Z21 2 V1.36 do
Apfindice 1.

As figuras 1V.18, Iv.20, iV.22 e IV.24 mostram que o©
filtro MM & o que mais altera o tempo de reteng3o dos picos.
Para Lados os filtros, as alteracSes em relag3oc aos tenmpos
de retenc¥o esperados s3o maiores nos plcos mais estreitos,
e aumculam com a janela de filtragem. No caso menos
favorivel (Figuras 1v.18), o erro méximo &€ da ordem dé 160
milisegundos.

Uma comparagio entre picos filtrados com rufdo e sen

rufdo mostra que a influéncia do ruido residual sobre ©
tempo de reteng¥o & nula ou muito pequena - e, na pratica,
desprezfvel. Isto mostra que a rotina de regressdo

polinomial para alocagio de tempos de retenc¢io & pouco
sensfvel ao rufdo residual. Dois fatores agem no sentido de
minimizar a influéncia do rufdo sobre o tempo de retengdo. A
operagio de determinac%o do polinémio com o qual se aloca ©

tempo de retencZo tem unm efeito de diminui¢do de rufdos,
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Fig. IV.18

_wb = 4,109s Sem Ruido

Erro, me

i L i A I i X

& 7 ¥® 11 i3 5 17 19 21 29 25 27
Janela de Filtragem

© MM + sge ¥ a4

Fig. 1V.20
wb = 7,343s Sem Ruido

Erto, ms

| w 1 i I

Janela de Filtragem
cwa  t o3 X osad

5 7 ® 11 I3 1% 1T 19 2t 23 25 27
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Fig. IV.19

_Wb = 4,109s RMS 100 mV

Erre, ms

3 i A A, i i Iy i i

5 7 % 11 13 15 17 19 g1 23 25 27
Janela de Filtragem
WMt sz ¥ SG4

Fig. IV.21
wb = 7,943s RMS 100 mV

Erto, tus

‘_‘mﬁlil
5 7 9 11 15 15 17 18 21 23 25 27

Janela de Filiragem
i + sge % 34



Fig. 1v.22 Fig. IV.23

wb = 11,3718 Sem Ruido whb = 11,371s RMS 100 mnV
Brro, 08 . Erro. ms
10
0
=410
_m.—
...“..
_.49...
-60 1 i i3 1 i i L A )l -M i 3 i ) 13 H A Il A A
§ 7 9 i1 13 15 7 % 21 2 26 27 s 7 8 11 13 15 17 18 21 2> =5 27
Janela de Filtragem Janela de Filtragem
© oMM+ osaz ¥ 304 © ou ¥ O+ soe
Nota: Para 100 =V RES com filtro SG4, ¢ necesséria redefinigfio pelo usudrio.
Fig. IV.24 Fig. IV.25
wb = 14,8425 Sem Ruido wb = 14,842s RMS 100 mV
Erro, ms Erro, ms ‘
10 10
“ \
...lo_. ............................................ R LA T T T
PO R e
_m.— ...........................................................................
__40 i J. A 3. i i . .’40 1 i Iy " ¥ -
& % 9o 11 13 18 17 18 21 23 26 B7 & 7 © 11 13 15 17 1% 21 23 28 27
Janels de Filtragem Janela de Filtragem
- MM f me % 304 .

Hot.;; Para 50 wV com filtro 564, e 100 aV BES cor filtrog 562 e SG4, & necessdria redefinigio pelo
usuério. ' '
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pois uma interpolacgdo polinomial age como um filtro digital.
O outro fator & que, na regi%o do mé&ximo do pico, a variagdo
do sinal & suficientemente abrupta para que a detegdo do
méximo local, por énélise de derivadas, n#o seja mascarada
pela amplitude dos rufdes. Como os - efeitos de filtragem
sobre os tempos de retengo s%FHo negligencidveis, os efeitos
do filtro e do rufdo residual sobre os tempos de reteng3o
n3o g%c fatores determinantes para a escolha do tipo de
filtro.
2.3.3 = Efeito dos filtros sobre as largura de base.
Foram comparadas as larguras de base dos pilcos
apés a aplicag¢¥Bo dos filtros com as larguras de base dos
nesmes plcos, sem rufdo e sem aplicag¥o dos filtros
digitais. As figuras 1V.26 a [1V.41 mwostram a alterag3o
percentual das larguras de base dos picos filtrados. No
Apéndice 1, tabelas VI.37 a V1.52, est3o og dados

‘correspondentes.

As figuras 1V.26, IV.30, 1V.34 e 1V.38 s%o indicativas
do comportaménto da largura de base dos picos quando
submetidos 2 filtragem. Para todos os filtros, as alteragBes
neste parémetro diminuem com o alargamento do pico. Com. o
aumento da Janela de filtragem, o filtro MM aumenta quase
que linearmente a largura de base, especialmente para as
larguras menores. 0O filtro SG2 provoca uma diminui¢3o da
largura de base, e o filtro SG4 tem pouca influéncia sobre
este paré&metro.

As demais figuras (1V.27, iv.28, 1v.29, 1v.31, 1v.32,
Iv.33, IV.35, 1v.36, 1v.37, 1V.33, 1IV.40 e 1V.41) =s3o
indicativas da influéncia conjunta do rufdo residual e do
filtro sobre as larguras de base. 0 efeito do ruido residual
é muito grande, e, para picos largos, tende a ser maior que
as deformag¢Bes introduzidas pela filtragem. HMNesmo niveis
baixon de rufdo provocam uma diminuig¥o significativa nas

larguras de base; isto é wvdlido para todos os filtros




Fig. IV.26  Fig. IV.27
wb = 4,108s Sem Ruido wb = 4,109s EMS 10 mV

Erre sm lergura, X ' mhmmhrgm.x

.,,w»— ........................................................................... ,,@.M ...........................................................................
i i 1 1. i '3 i 1 i i i i Il ] 3 A i i i I3
& 7 9 1I 13 15 17 9 21 23 25 27 § 7 © 1F 13 15 17 18 21 2= 25 =27
Janala de Filtragem Janela de Fillragem
+ MM t sg2 ¥ sa4 - MMt = * sg4

Fig. Iv.28 ~ Fig. Iv.29
wb = 4,108s RMS 50 mV wb = 4,109s RMS 100 mV

Erro na lLargura, X “&mmmmx

8 7 # 11 13 156 17 18 21 25 25 27 6 7 ® 11 13 15 17 19 2t 23 25 2V
Janela de Filtragem ' Janela de Filtragem
. t =2 L T : - e t ooz ¥ 304
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Fig. IV.30 Fig. IV.31
whb = 7,943s Sem Ruido @~ wb = 7,843s RMS 10 mV

Erro nm Lergurm. % mmnmmx

'-M ry 1 X, L. 4 Il _‘n ] i i
5 ¥ o 11 13 I8 17 1% 21 B3 25 27 & 7 ® 11 15 15 17 19 21 23 25 27
Janela de Filtragem Janela de Filtragem
© MM + osaz ¥ 3504 MR ] + aon « s

. Fig. 1v.32 Fig. IV.33
wb = 7,943s RMS 50 mV wb = 7,843s RMS 100 mV

#rro no Largura, X mﬁrroml.argm,x

_*“ i 3 'l + ; | i A 1 A i ”40 -
s 7T @ 11 [ 18 17 1e 21 23 28 27 5 7 % 11 1 6 17 18 21 25 27
Janela de Filtregem ' Janela de Filtragem
- ue  t oz ® 5o e t oz F oage
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Erro o ars, %
10 Lo

Fig. IV.34
wb = 11,371s Sem Ruido

-1

30

& 7 9 11

3 16 17 19 21 23 2B BV
Janela de Filtragem

© MM + a2 L)

Fig. IV.36

wb = 11,371s RMS 50 mV

Prro na Lmrgurn, X

15 315 17 19 21 = 28 27

6 7 9o 11
' Janela de Filtragem

M + =ip " ag4

Fig. IV.35
wbh = 11,371s RMS 10 mV

Erro na larguma, X

i0

15 15 17 19 1 2D 2o B’Y
Janela de Filtragem

¢ MM + 5oz * =04

Fig. IV.37
wb = 11,371s RMS 100 mV

Erro nn Lecgure, X
10

_4°illlli I S |
5 7 o 1t 13 45 17 19 Bl 2B 36 27

Janela de Filtragem

- oM + xz

¥ota: Para 100 sV RES com fiitro 5G4, é necessdria redefinig¥o pelo usuério.
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Fig. Iv.38
wbh = 14,8425 Sem Ruido

Erro oo Largura, X

10

H i X i 1 L i | i

& 7 © 11 15 15 §7 19 21 = 25 2V
Janela de Filtragem

L

MM + e * 2q4

Fig. IV.40

wb = 14,842s RMS 50 mV

Erre pa Lorgura, %

£

1 i I 5 x L 1 1

6 7 ® 11 13
Janela de Filtragem

. + aae

Botas: Para 50 nV com filtro 564, e 100 »V RHS com filtros 562 e 564, ¢ necessiria redefinig¥o pelo

ugudrio.

5 17 19 21 =™ 26 27
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Fig. 1V.39
wb = 14,842s RMS 10 mV

Erro na largure, X

10

-10

1 1. 1 L i 1. i £l

5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
Janela de Filtragem
* 504

oMM + gz

Fig. IV.41
wb = 14,842s RMS 100 mV

10 Erro na Largurs, X

1 5 ' 5 i i Fl i
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Janela de Filtragem
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estudados. 0O motivo é o mascaramento da detecglo de infcio e
fim de picos por rufdos, como foi discutido na segdo 2.3.1.
As figuras IV.26 a IV.41 mostram gue a largura de base,
estimada pela anilise de derivadas, € um parametro de
confiabilidade duvidosa. Para contornar este problema
existem duas alternativas razoaveis. Uma delasg & wusar
valores maiores de sensibilidade mfnima de detecgldo, de
forms que =6 sejam alocados infcio e fim de picos em regides
nas quais © valor do sinal e das derivadas é suficientemente
alto para amenizar a influéncia do ruido. Cutra
possibilidade € usar a largura a meia altura do pico [263
tanto para estimar parSmetros de eficiéncia de colunas
(equug3do de van Deemter, por exemplo), como para calcular

areas.

2. 3.4 ~ SelecHo das Condig8es de Ftltragem de Rufdos.
As consideracBes das tré&s segles anteriores se
referem, isoladamente, aos efeitos de filtragem sobre érea,
tempo de retencdo e largura de base de picos. A selegHo das
condicBes de .Fiitragem deve procurar um compromisso que
otimize o cédlculo destes trés parimetros. No entanto, este €&
um thetiQo diffcil de ser atingido. Um procedimento geral
pode ser sugerido, contudo, ele n¥%o pode substituir © bom
senso adquirido pela pratica.
Deve-se, em primeiro lugar, verificar o nivel de rufdo.

Existem duas situa¢Bes limite:

'3) Rufdo muito baixo: em situagdes nas quals o nivel de
rufdo for suficientemente pequeno, pode ser dispensada a
pés-filtragoem. (s dados aqui apresentados s¥o de sinails com
rufdo maximo de 2,87 mV RMS (0,03 % f.e.). Eles somente
sofreram pré-filtragem por média simples com janela de 5

sinaig, e n¥o detectamos maiores problemas nos resultados.

L) Rufdo muito alto: o nfvel mais alto de rufdo
estudado (segBes 2.3.1 a 2.3.3) foi de 100 mV RMS (1 %
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f.e.). Enm alguns casos, a aplicag3c de filtros levou a

analines com erros dentro dos limites que adotamos como
aceitaveis. Porém, como j& discutido, rufdo com esta
amplitude & sintoma de problemas instrumentais, cuja

correc¥o n¥o & aplicag¥o de filtros digitais. Devem-se sanar
as causas que levam ac rufdo, ac invés de tentar elimina-lo

com tratamentos matemsdticos sobre o sinal.

Se o nivel ‘de rufdo estiver em uma faixa intermedisria
entre as mencionadas acima (por exemplo, até 50 mV RES ou
0,5 % f.e.), pode ser recomendével a aplicag¥o de filtros no
procéssamento de dados pelo programa ANACROM. Para a selegSo
das condi¢cBSes de filtragem (tipo de filtro e janelas de
filtragem) , deve-se levar em considerag®o a largura dos

picos. Duas gituagBes s3Fo possiveis:

2) Picos estreitos: para picos com larguras de base de
até cerca de 8 segundos (equivalentes as duas menores
larguras analisadas nas secles 2.3.1 a 2.3.3), existem duas
estratégias bisicas. Estes picos estreitos s3o os que sofrem
maiores alteragBes em seus pardmetros pela aplicagdo de
filtros. Por ocutro lado, a an#lige deste tipo de picos com ©
programa ANACRONM & pouco sensfvel a présenga de rufdo, em
Ccomparagfio aos picos mais largos. Desta forma, seria
conveniente tentar 'a andlise sem filtragem na fase de pos-
processamento.

Se os resultados do procedimento acima n%o forem bons,
&eve—se fazer uma filtragem. HNuma primeira aproximagido,
tanto o filtro MM quanto SG2 poderiam ser usados (tabela
IV.6); entretanto, deve ser considerado o efeito do filtro
sobre a2 1argura de base. 0 alargamento excessivo dos picos
estreitos, causado pelo filtro MH, pode levar & superposigdo
de picos adjacentes, com consequente prejufzo para a
resolucio do sistema. Nesta situag®o, o filtro 562 € =a

aiternativa mais adequada para filtragen.

geo



b) Picos largos: para cromatogramas com picos similares
aos mais largos estudados {(entre 8 e 15 segundos), existe um
efcil.o bastante pronunciade do rufdo sobre os parémetros
calculados por ANACROM. Além disso, os erros introduzidos
por aplicago de filtros s%o de menor magnitude que em picos
estreitos. O mais indicado é aplicar um filtro que seja mais
eficiente. O filtro MM & o que mellhor se aplica nestes

casgos.

Além dou procedimentos gerails mencionados acima, ©
programa ANACROH também possibilita realizar duas filtragens
sucessivas sobre o sinal. Esta op¢¥o foi incluida porqué é
previsfvel que uma combinag¥%o de dois filtros possibilite
remocBo adequada de rufdo com deformacio minima dos picos.

Em qualquer casoc, 2 possibilidade de analisar vdarias
vezes © mesno cromatograma, com diferentes parametros, € um

recursc que pode ser usado para uma avaliag3o do tratamento

a que devem ser submetidoes os sinais.

3 - Uso do Programa para Estimativa da Equagdo de wvan
Decmlor (VDEENTER)

Este programa foi usado para’ 2 estimativa da
equac3o de van Deemter de quatro colunas capilares, usando
CHCl, e CHBr, como substratos. Dispondo dos coeficientes B e
C desta equagio, foram calculadas as ‘difusébilidades dos
substratos nas fasgses estaciondrias. CHCl, e CHBr, foram
escolhidos porqué s%o dois dos trialometanos {THM), e nosso
grupo de pesquisa ests iniciando estudos para detecgBo desta
classe de compostos em agua. q

Foram preparadas solu¢Bes contendo 1 mg / ml de CHCl, e
CHBr_, em tolueno. Estas solugBes foram cromatografadas no
cromatdgrafo HP 5890, nas seguintes condi¢Bes:

Temperaturas, coluna : 50=C

detetor : 180=C
injetor } 180=C

g1



VazBes no detetor, H; : 30 ml / min
N, : 30 ml / min
ar : 300 ml / min

Purga do septo: 0,5 ml / min

Volume injetado: 0,3 microlitros

RazZo de divisZo no injetor: 1 / 100

Ganho do :map} PFicanior: e
As colunas est3o descritas na tabela Iv.7.

Tabela 1V.7 - Caracterfsticas<=> dag colunas capilares

FERew? d, (mm) L (m) d, (um) material do tubo
He~8i 1 0,20 i2 0,33 sflica fundida
Me-Se 11 0,22 25 0,25 sflica fundida

CBX 20M 0,20 25 0,10 sflica fundida
gv-101 0,25 i6 nc vidro

(a) FE = fase estaciondria; d, = dismetro interno; L =
comprimento da coluna; d, = espessura do filme de fase

egtaciondria.
(b) Me—Si = motil-silicone; CBX 20M = carbowax 2Z20M. Exceto 2
coluna de DV—lOl; ag FE das demais coluhas s%o, segundo o

fabricante, imobilizadas por entrecruzamento.

Para cada coluna, variou-se a vazdo do gés de arraste,
e para cada vazdo foram feitas entre 2 e 5 injecg8es,
dependendo da reprodutibilidade obtida. A altura equivalente
a um prato tedrico foi calculada comno
h =16 (t, / w,)=. Os resultados est3o nas tabelas Iv.8 a
iV.11. As figuras [V.42 a IV.46 mostram as curvas obtidas.
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Tabela IV.8 - Alturas equivalentes a um prato

tedrico (hd>, em fungio da velocidade linear do gas de

arraste_Cu>, parca CHCl.. Coluun du Metil Silicone.de. 25.m...
u, Cm.s~* h, mm
9,69 1,64
16,11 1,13
20,18 1,23
26, 28 | 1,36
30, 52 ' 1,59
33,93 1,80
38,16 2,33
42,62 2,60

Coeficientes obtidos:
A = (-~ 2,27 = (0,26) mnm
B = (2,89 = 0,24) mm¥®.s*
C = (0,978 « 0,057) =8
Vel. de Maxima Eficiénecia: u = (17,2 = 1,2} cm.8"*

13 8 >

Coeficiente de CorrelagZo: r® = 00,9802
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Tabela 1V.9 - Alturas equivalentes a um prato tedrico

(h), em fung3o da velocidade linear do gds de arraste (ul,

u, cm.s—% h, mm
4,39 2,72
11,66 1,18
18,90 0,91
28,18 0,92
30,62 0,51
37,72 1,03

Coeficientes obtidos:

A = (- 0,13 = 0,04) mm
B = (1,21 = 0,02 mm=_g—=
C = (0,219 x 0,014) =&
Vel. de Maxima Eficiéncia: u,,, = (23,5 2 1,0) cm.s~*

Coeficiente de Correlag¢do: r= = 0,8554
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Tabela IV.10 - Alturas equivalentes a um prato tedrico

(h), em fun¢3o da velocidade linear do gés de arraste (ul,

u, cm.s-* h, mm
7,62 1,21
9,69 1,01

15,78 0,83

21,87 0,92

26,59 1,13

32,70 1,43

38,99 1,79

o oo sovm samm et o parm ok bS8 A Pt mmm s ARLS FRAS MAS ML S PP AR Srep e e b ot 00 WAL LOra ey TEIS PSPPI Sper e S S 4 WAL SAME LAY AN YT P ey e e ST A il fer e e i s s sl s v o s s

Coeficientes obtidos:
A = (-~ 1,08 z 0,08) mm
B = (1,39 = 0,086) mm= g2
C = (0,640 * 0,019) s
-Vel. de Maxima Eficiénecia: v, = (14,7 + 0,5) cm.s™~*

Coeficiente de Correlacdo: r= = (0,9892
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Tabela IV.11 - Alturas equivalentes a um prato tedrico
(h), em func¥o da velocidade linear do gds de arraste (u),

h, mm

u, cm.s—* CHCI CHBr,

7,92 4,97 ' 1,63
13,83 4,21 0,33
19,25 3,91 0,91
24,75 4,68 0,97
31,29 5,80 1,04
36,42 6,96 1,34
42,83 - 8,79 1,68
48,63 10,63 1,88
54,88 12,28 2,39

Coeficientes obtidos para CHCl,:

A = (- 4,93 = 0,60) mm
B = (6,21 z 0,54) mm*® g-1
C = (2,90 ¢ 0,11) s

Vel. de Haxima Eficiéncia: u,,, = (14,6

+

0,9 cm.s—*

Coeficiente de Correlag8o: r= = 0,9892

......-._.........—.._......a.....--«----nn--...-m-—__—u“..__............_._—...u.-.-.._......-..-........_—.._..................—........_...—...........-........-.-—..._._._-_._....................._.

Coeficientes obtidos para CHBr,,

A = (- 1,36 = 0,13 mnm
B = (2,010 1+ 0,17 mm= _g-s
C = (0,600 % 0,026} s
Vel. de Maxims Eficiéneia: v .. = (18,3 = 0,9) cm.g—2

Coeficiente de Correlagfo: r® = (00,9814

—....m.._-—..-..........._..—-.........__..._.......—...............--__._-—.......-.................._.4_....-._.................._—._.........u......-..m——_._._.............................._-.,._.....-m

Noskcascs estudados, as eficiénciag dtimas para as
quatro colunas foram encontradas com velocidades de gas de
arraste correspondentes a vazBes entre 0,3 e 0,4 ml.min—s
Estes valores s3o bem menores que sugestles gerais de vazBes
6timas para colunas capilares, que estZo na faixa de 1 a 3
ml.min—3* fis, 25]. Os resultados obtidos coﬁfirmam a

neconmidiade do que i velocidade Stima do gds de arraste seja

2%



obtida para cada andlise. 0 programa torna este cdlculo
simples e rapido.
¥ interessante notar que o valor dos coefictentes A da

equagio de van Deemter estimados pelo programa para todas as

1.

coThnEan BTy negativos, o que nde. & -previsto.na teoria. No . . . . . . .

entanto, o parSmetro A de van Deemter n¥o tem significado
f{sico para colunas capilares, de forma dque estes valores

nZo t&m qualquer importancia para os sistemas estudados.

3.2 - Célculo das difusibilidades de THM’s nas
fases lfquida e gasosa em colunas capilares.
As di fusibilidades nas fases lfquida (D,) e gasosa (Dg)
de um soluto em uma determinada coluna podem ser estimadas a
partir dos coeficientes da equagio de van Deenter, da raz3o
de particZo k, e de outras caracteristicas da <c¢oluna
{espessura do filme de fase estaciongria, d,, e digmetro
interno da coluna, 4, (vide sec¢Zo 7, Fundamentacgdo
Tedrica). Foram calculados os Dj e D, dos THH’s estudados
usarcio o coeficientes de wvan Deemter gque constam das
.tabelas IV.8 a IV.11, as razBes de parti¢3c calculadas dos
cromatogramas correspondentes, e oS d,”s e d,”s, fornecidos
pelos fabr icantes das colunas. Os resultados est¥o na tabela
Iv.12.



Tabel a Iv.12 - Difusibilidades {(mm=_,s—*) na f{ase

estacionaria (D,) e na fase gasosa (D_,) de CHCl, e CHBr4, e

ggzﬁes de particdo_(k) _en colunas_capilareg

Coluna d, (mm) Kk D,, mm®.s-* D, mm.s~*
MeSi | 0,33 0,463 7,59x10~-= 1,44
CBY 20M o,10 0,825 6,22x10-2 0,60
ov 101 - . 0,276 nde=> 0,68
HeSi 11 0,25 0,036 4,24x10~= 3,10
CHBI":_,:

Coluna d, (mm2 k D,, mm®/s Dy, mm®™/s
MeSi 11 0,25 0,975 2,89%10—» 1,00

(a) nd: n3o determinado; d, desta coluna é

desconhecido.

0Os coeficientes de difusibilidade obtidos (tabela
IV.51) mostraram~se coerentes para os solutos e colunas
estudados. Us D, nmedidos para CHCl, aumentam c¢om a
polaridade da fase estaciondria (de metil-silicone para
Carbowax 20M) e com d,. ¥ interessante notar gue para a
coluna de vidro (Que é um material de superffcie mais ativa
que a sflica fundida) D, & maior que os valores medidos para
as colunas de sflica fundida, mesmo sendo as fases
estacionidrias de polaridades similares. Qualitativamente,
todos estes resultados eram esperados e revelam que ©
programa potencialmente pode ser aplicado em um estudo

sistemstico para avaliag3o da utilidade de D, .

4 - Aplicagfo do Software de Coleta e Andlise de Dados

a uma An&élise Quantitativa: Teor de Metanol na Fase Vapor da
Mistura Metanol - Etanol - Gasolina

Um problema atual que tem sido nmuito discutido,

com controvérsias, € a exposi¢fo ocupacional ao metanol,
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decorrente do uso da mistura combustfvel MEG (metanol +
etanocl + gasolina). O software de coleta e agquisig¢Bo de
dados cromatograficos foi aplicado na determinag¥o da
concentrac™o de metanol no vapor de diversas misturag de
‘metanol, et anaol e ”gas-o Fipat - {na-verdade, -uma mistura de.
hidrocarbonetos de ponto de ebulic¢fo préximo zo da gasolina
real). 0 experimento foi conduzido de tal modo que fossen
simulixing i condigBes de exposigdo ao vapor do combustivel
que ocorrem na operacfo de abastecimento de um automdvel.

Em um balTio de tré&s bocas, com capacidade de 5 litros e
equipado de agitador mecénico, foram misturados 1260 ml de
et.unol 96 % e 140 ml de uma mistura de hidrocarbonetos de
faixa de ebulig¥o entre 87oC e 115<C (para simular gasolina
pura). A esta mistura, fizeram-se cinco adi¢les sucessivas
de P00 mi do metanol p.a. Apds cada adig¥o, a mistura era
agitada vigorosamente por cerca de dois minutos, e una
al fquota de 2 ml do vapor era recolhida com uma seringa tipo
"gas tight” e analigada no cromatdgrafo PU 140 nas seguintes
condigdes:

Coluna: Carbowax 208 a 3 % sobre Supelcoport
80-100 mesh; di&metro interno de 3 mm, 1,8 m de comprimento,
de ago inox.

Temperaturas: amostragem: 16~C (ambiente)

coluna : 80<C
detetor : 130=C
injetor : 130eC

Gas de Arraste: H, a 30 ml / min

ar : 300 ml / min
Ganho do amplificador: 10-:e A / ¥

Vaz8es no detetor: H, : 30 ml / min

O0s cromatogramas foram coletados com o programa LECROM,
usando cinco sinais por fatia no filtro de média mével . Apds
caletados, os cromatogramas foram analisados pelo programa

ANACROM, com os seguintes parimetros:
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-~ Limite mfnimo de inclinag%o para deteg¥o de picos:
20 mV / s

- Largura Mfnima para Confirmac3o de Pico: 1 s

- Alocac3o de Tempos de Retengdo: polinfmic do 2= grau
com janela de regress%o de 13 pontos.

- Filt.ro ¢de Rufdo: nZo aplicado.

Os resultados foram exportados para uma planilha de
cslculo para processamento. Foi construida uma curva de
calibracio com solugdes de metanol p.a. en tolueno p.a.,
contendo pequenas quantidades de etanol p.a. e da mistura de
hidrocarbonetos (para simular a composigdo do vapory.

A tabela 1IV.13 e figura [V.47. mostram os resultados e
a curva de calibragio obtida. A tabela 1V.14 mostra os
resultados de andlises para diversas misturas. A figura
IV.48 mostra a dependéncia do teor de metanol na fase vapor
"com n composi¢cdo da fase liquida, e a figura 1IV.43 o
cromatograma do vapor da misturas de compogig¢o similar 3 da

mistura combustivel comercial.

Tabela IV.13 - Curva de Calibrag3o: idreas e egstimalivas

do desvio—padrZo {(s) e do desvio-padr3o relativo (s.), " e

M T R T S S NN I NN T ST RESRRS TSRS s e S e ——

Breos (NG Area (mV.s) g (mV.s)<d>? S,
0,0596 3433 142 4,1 %
0,0886 6757 53 0,8 %
C,1285 10655 389 3,6 %
0,5052 49272 1682 3,4 %
Nota: (1) - Inje¢Bes em triplicata

meon (mg) = 9,7535x10-< (Areal + 0,0245

Curva OblLida: m
r = (.99998
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" Fig. 1V.48

Composicao do Vapor
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Tabela IV.14 - Teor em metanol do vapor (T) de diversas
misturas metanol-etanol-gasclina, desvio-padr3ico e desvio-

padr#o relativo.

% EtOH % Gas. % MeOH T (mg/1) s (mg/l) s,

78,75 8,75 12,50 37 0,6 1,7 %
70,00 7,78 22,22 75 0,5 ,7 %
63,00¢m> 7,00 30,00 105 1,2 1,2 %
57,27 6,36 36,36 124 2,5 ,0 %
52,50 5,83 41,67 121 2,3 1,9 %

M—.....«_........._.«_....-......._.o...--........_..._..u.u_..._.m,......___._._...._...._m.—-—..........................__._._..u..........._____.........."......._-.-............—.._

Obgervacio: (a) Mistura com composi¢3o idéntica a4 mistura

combustivel comercial.

A concentrag@o de CHL,0H no vapor da mistura com
composig3o idéntica aquela que tem sido comercializada cono
combustivel em algumas regiBes brasileiras (63 % de etanol,
30 % de metanol e 7 % de gaséiina) foi de 105 mg / 1 de
vaporr. A norma norte-americana para poluentes atmosféricos
em ambientes ocupacionais (Code of Federal Regulations 29,
secdo 1910.1000 [5]) estabelece que a concentracfio média
maxima de metanol & qual um trabalhador pode ser exposto
numa ”jornada normal de trabalho” é de 260 mg / m®, sendo
que o limite de 310 mg / m® pode ser atingido por até quinze
minutos n¥o contfnuos didrios; uma ”jornada normal de
trabnlha” corresponde 2 um perfodo de oito horas disrias,
cinco dias por semana. Isto significa que o vapor da migtura
combunl.ivel precisa ser diluido em cerca de 400 vezes para
atingir o limite parsa exposi¢¥o de oito horas (ou 350 vezes
para o limite de quinze minutos). Considerando que esta
medida de concentrac¥o de metanol em vapor de mistura MEG
foi feita a uma temperatura baixa (16=C), para o clima
brasileiro, & possfvel que trabalhadores, como oS frentistas
de postos de abastecimento estejam subnmet idos a

concentrac@es inadmissiveis de metanol em seus ambientes de
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trabalho. Tal exposi¢¥o crénica a metanol pode ter como
conscoquinc i a perda de acuidade visual, ou mesmo cegueira
permanente [5]. Concluimos que devem ser feitos estudos mais
completos sobre este agsunto, porque informag¢des veiculadas
na imprénsaa gugeriram que os efeitos toxicologicos do
met.anol ndo se manifestariam no uso da HMEG porqué ele

estaria em mistura e ndo em estado puro.

5 ~ Comparagfo dos Resultados obtidos com o Software de
Anilise de Dados com os obtidos com o Integrador HP-3392A
Uma versfo anterior do programa ANACROM (GCAnad
foi usada para recalcular dados obtidos com o integrador
HP-3392A. Isto serviu de teste de desempenho do software com
um sistema comercial de wuso bastante difundido. Nestes
estudos foi usado o cromatograma de teste gerade pelo
cromatégrafo HP-5890.

' 0 integrador trabalha com uma taxa de coleta de 20
fatias por segundo, correspondente a fatias de 50
milisegqundos de largura, que podem ser enviadas para um
microcomputador, via porta serial RS-232. As fatias tém
resolucio de 32 bits. A largura das fatias enviadas é
celecionada no teclado do integrador. Foi'feito um programa
para coleta, que faz a leitura dos dados, reduz as fatias de
32 para 16 bits e grava em disco para andlise posterior.

0 cromatograma de teste tem trés picos. 0s valores
esperados para andlise deste cromatograma [22]1 est3o na
tabela IV.15. |
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Tabela IV.15 - Valores esperados para &reas e tempos de

retencZo (t,) para os picos do cromatograma de teste do

Pico # Area {(contagensj)<w? t,. (g)ce=>
i 1.000.000 0,00
2 _ 100.000 30,00
3 10.000 60,00

(a) Largura de base para todos os picos: 16,00 s.

(b) Kreas normalizadas para que a soma das areas seja igual
a 1.110.000 conlagen:.

(¢) Tempos de retengdo normalizados para que tempo de

retenc%o do primeiro pico seja igual 2 0,00 s.

0 procedimento consistiu em coletar cinco vezes ©
cromatogfama de teste do HP-5830, e comparar os resultados
calculados pelo integradoer e pelo programa GCAna com ©OS
valores esperados da tabela IV.13. As tabelas [V.16 a V.18
mostram as 4dreas obtidas; as tabelas IV.19 e IV.20 mostram
o8 resultados para os tempos de reteng3o do segundo e
terceiro pico (o tempo de retencso do primeireo pico é
redefinido como 0,00 s). As reprodutibilidades do integrador
e do preograma GCAna foram calculadas em termos das
estimativas dos desvios padr3o relativos para as replicatas.
Os erros em relag%o aos valores esperados foram calculados
como a diferenga entre as médias das replicatas e os valores
da tubelin IV.iL,
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Tabela IV.16 - Reprodutibilidade e exati1d¥o dasm 4areas,
para varias larguras de fatias, obtidas com © integrador HP-

3392A e com o programa GCAna para o primeiro pico do

Progr ama GCAna:

W, (ms? A (contagens) 8, (ppmil?l E (ppmil?>
200 1.000.665 0,05 0,66
150 1.001.331 0,13 1,33
100 1.004.773 0,08 3,77

°_‘m.w_,,,__,____.._,,,.,___.._..,..,..,,_........_.._...................—...._.............._—-.m..--«.........,....._..._..«................__._“....,........._..___................‘.—-.....-.......,_.‘.._._._._..............._..._

.--.-._—-..-.._m—-......_......—....-.._...._._...-u—....m.-—-“.-......—..-__..‘..“..............—_....-mm......__.......-.....—._...............-..__..‘.....-,................_.........

w-....--..-..-..‘u._.......-.......,....‘.....-.o-.-—.-._..--...-.-......-—_._“umm_._..,..-.,.........._._«..........-..--._._.._.........-..-....._.__.....,.........._..._._._..........m.—_..—_..-......

Tabela 1V.17 - Reprodutibilidade e exatid@o das dreas,
para vérias larguras de fatias, obtidas com o integrador HP-

39924 e com o programa GCAna para o gsegundo pico do

e S e e i e v e mam o e o dim i f o o e M = et o o M 2 T e o e v e i i S o W T e e m T M W e wm ST DT R I
.....__..-h-_...._u--—-u—-m———-—...-..-—......._..._,.__a...._._.....,__‘...._.._...,.—_..-......-..._—._.—-_m.._—......-_.....__.u._.

Programa GCAna:

W, (ms) A (contagens) g, (ppmil) E (ppmil)

200 99.678 0,04 - 3,22
150 99.123 0,04 - 8,77
100 98.235 0,04 - 17,65

u.._....-.a-._...._-——..-—--—--w—-‘_....._......_.._...............———-«.m_mm—_.u_.m____u._m_—“-m

integrador HP-3392A:

v, (ms) A (contagens) s,. {(ppmil) E (ppmil)

._........._.........-.._---—---u-——-—..-n——-.-..—......_—.-....__...‘...._....-.._....__—..-......-...._—m-—m_—-..m..——.—.u.-...—_—u.__.....—.‘

-..—-u-.-—....—-.—.-..-u—..__..-.u..-.-....—...—.....-.—...-...._.-__a-...u_.............-._....--....m-._.—.................__..-._.-....._.__.................__...—....-.-.__-.
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—..—..—»—.-_m-.—-.-.n—---—_.__m__.—u..—-.—..-mm.——-“uu-_n.-.-..._-—‘...-..-........._.....-_-......u-......._.........-.—_.......-_

Tabela IV.18 - Reprodutibilidade e exatid¥oc das dreas,
para varias larguras de fatias, obtidas com o integrador HP-

3392A e com o programa GCAna para o terceiro pilico do

Progr ama GCAna:

W, (ms) A (contagens) g, (ppmil) E (ppmil)
200 9.546 0,05 - 45,40
150 §.880 0,04 - 112,00
100 7.992 0,00 - 200,80

-—-:—--.........-.-—.......—._..—.--«-—-mm—p-—_—_-‘.“‘._.—."__-.uu—-..._..........,..—-_.........-.........-—-—...._—_...-‘...-...._...-....._-.—..-_...............

Integrador HP-3392A:

W, Cms) A (contagens) g, (ppmil) E (ppmil)d
50 S,879 0,02 - 12,10
(a) w, = largura da fatia: A = drea; s, = estimativa do

desvio padrio relativo e E = erro relativo.

Tabela 1V.19 - Reprodutibilidade e exatid3c dos tempos
de retencdo , para vdrias larguras de fatias, obtidas com ©

int.egrador HP-3332A e com o programa GCAna para o segundo

TS 3 St .4 L g e P e n e o - e e o AL e T e b U
=3~ E S R —p-oip=dmii g A e S A N o NN RO OB O SR S S Al e S s e ==

w, (ms) t. (s} g (ms) E ()

200 29,83 99 - 0,17
150 29,76 73 - 0,24
100 29,68 50 - 0,34

—..—n—--——.-.—-.—..u—-_..—u—uu—-..m...m.__......-....-...-..—-———-_‘....--—_..-......—__....-.._m..—____‘mm_.....__—__..“..._..mm—

..--.—.....---.--.....,...-—-—m,—u——uu-—u_-mm——.—a——.—.-...-...-..——.-.-..-_.—..-.......—.—-...-.-—.__-........—_.....-...._..-..._._—_.......-.——
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Tabela IV.20 -~ Reprodutibilidade e exatid3c dos tempos
de retencZo, para varias larguras de fatias, obtidas com o

integrador HP-3392R e com o programa GCAna para o terceiro

—-m_..-....---...__.m—--—.—...m...-—.—_.-_-__...-mm...———u-»—-—mq.—_——.....u_“m._——_u—‘.n...u_m...,___"_..—

w, {ms3 t,. (s) s (mz) E (s}

200 59,24 123 - 0,76
150 59,09 54 - 0,91
i00 58,80 0 - 1,20

.._......._u.--.m....—_...-.-......-—-......-.-................__.__....u«.....a......m.....,.—__-.................-....._._._....................,..__.._.............................._.__._.-....

W, (ms) t,. (8} g {(ms) E (=)

50 DY, 21 0,01

(a) w, = largura da fatia; t, = tempo de retengio; s, =
estimativa do desvio padr3o relativo e E = erro relativo.

A exatidio das dreas e tempés de retengZo diminui com ©
aumento da largura da fatia e com o aumento da d@rea do pico.
Isto pode  ser atribuide aos erros de truncamento induzidos
pela reduc¥o da amplitude da fatia de 32 para 16 bits. Cada
fatia de srea enviada pelo integrador ao microcomputadoer &€ a
soma de todas as fatias convertidas pelo integrador no
intervalo de tempo.decorrido desde o envio do udltimo dado.
Quanto mais estreita for a fatia, menor & o intervalo, o gque
acarreta uma diminui¢¥o na amplitude da fatia enviada. Esta
diminuicZo de amplitude faz com que a parte do sinal que €
descurluadiy, na r'{:dt:g:':‘in de 32 para 16 bits, se torne mais
significativa para as fatias mais estreitas. Este probliema
se originn, oxclusivamonte, no prégrama que faz a leitura
das fatias do integrador, e ndo no software de andlise. Para
o primeiro pico, em que a amplitude do sinal € maior, € ©
descarte de sinal pelo programa de coleta menos
significativo, as adreas obtidas s¥o similares as do

integrador.
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Ho casoc dos tempos de retengdo, outra causa para a
diferenca entre os valores do integrador e do programa pode
ser o fato de que o programa aloca o tempo de retengiio com

um polinémio de 5a grau e janela de regress3o de 11 pontos,

regressio de trés pontos. Mesmo agsim, as diferenc¢as entre
os Lempos der retenc¥o obtidos e os esperados sBo pequenas,
para os tipos de picos analisados.

No que se refere as reprodutibilidades, tanto para as
4reas como para os tempos de reteng3o, os desenpenhos do
software de andlise e do integrador s¥o similares.

Para efeitos préticos, a qualidade dos dados gerados
pelo software GCAna ¢ t%o boa quanto a do integrador. Deve
ser mencionado que o programa GCAna & uma vers3o que sofreu
aperfeigoamentos significativos (por exemplo, a forma de
alocacBo do maximo local foi revisada) para se chegar =ao
programa ANACROUM.



V ~ CONCLUSHES E PERSPECTIVAS

0 desempenho do sistema de Coleta e Andlise de Dados
Cromatograf icos desenvolvido & compativel com os objetivos

propostos.

A adapluagfio do ADC entre o microcomputador e um
cromatsgrafo  foi feita satisfatoriamente. As anédlises
resl ivadas: nfo mostram indfcios de que haja distor¢¥o nos

dados durante o processo de coleta. 0 driver de leitura do
conversor analdgico-digital, que é incorporado como sub-
rotina no programa LECROH pode ser facilmente adaptivel para
oubrus mod>los de conversores, bastando para tanto alterac3o
no valor das constantes que enderegam as portas de leitura
de dados correspondentes. Um outro possivel desenvolivimento
da rotina de interfaceamento & o controle de placas
conversoras com amplificadores de ganho programavel por
"software.

0 programa LECROM possibilita coleta de dados com

velocidéde de aquisig¢o adequada para trabalhos de
Crdmatografia‘Gasosa. O envio do cromatograma para a tela,
em tempo real, permite monitorar 2a anglise, facilitando =

tomada de decisBes caso ocorra algum problema. C recurso de
filtragem dos dados em tempo real por média simples, &
eficiente na redu¢fo do nfvel de rufdo, podendo-se dispensar
as filtragens durante‘o pés-precessamento e tornando esta
etapu munin - ripida. Considerando os tempos de coleta de
fatias obt idos (tabela IV.1, Resultados e Discuss3o), um
possivel aprimoramento deste programa ¢ fazer com que
algumas operagBes do programa ANACROM (por exemplo, pré-
deteccio de picos) sejam executadas enm tempo real por
LFCROM. lssto resutiaria num  aumento da velocidade de pds-
processamento.

¢ programa ANACROM tenm todas as caracterfsﬁicas
inicialmente prépostas. A transferéncia do arquivo de dados
em andlise para um disco virtual permite que todas as

opera¢Bes que envolvam leitura destes dados sejam feitas

ies



bastante rapidamente. Como o© compilador wusado n3o tem
linita¢%o para tamanho de arquivos, a duragdo dos
cromatogramas possiveis de serem analisados ¢ muito grande.
Conuiderando a memdéria ocupada pelo sistema operacional e
“pelo programa .Cempilada,.em.mum.microcomputador“.comuééQ”Kb }
podem ser analisados cromatogramas com até cerca de 4 horas,
que € um valor muito grande para uma corrida cromatografica.

0 recur:so  de filtragem digital incorporado ao programa
ANACROM permite -uma grande flexibilidade para redugio de
rufdos. As  duas rotinas de filtragem s¥o complementares, de
forma que as filtragens podem se adequar ao nivel de rufdo e
formal.o dos picos cromatogréficos, para minimizar as
alteracBes dos par&metros cromatogréficos calculados.

0 calculo de par3metros cromatogrificos fundamentais
por ANACROM, como &reas e tempos de retengfo, & feito de
modo ripido e confidvel. Os resultados da aplicag¢3o deste
programa tanto a cromatogramas simulados como a dados reails
mostram que a exatidBo e precis3o conseguidas s%o
compativeis com aquelas esperadas para ‘andl ise
cromatografica.

A opc%o de redefini¢%o pelo usudrio dos parémetros
alocados de formas automdtica pelo software mostrou-se um
recurso bastante poderoso. Como existe uma grande variedade
de padrdes possfveis de sinal em cromatogramas {(por exemplo:
picos sobroponlos, S "drift” de linha de base, etc.}, & gquase
impossfvel que um algoritmo trate de forma satisfatdria
todos os cromatogramas posgi{veis. Assim, torna-se mandatdério
que ¢ usudrio possa intervir no processo de céalculo. A
possibilidade de redefinir par3metros calculados também &
compatfvel com a filosofia sob a qual este trabalho foi
desenvolvido, que ¢é a de permitir uma interag3o enire o
usudrio e ©f programag que resulte um melhor aproveitamento
e conhecimento dos dados tratados e dos processos de céalculo
envolvidos. Este aspecto é reforgado pela possibilidade de
que possam ser feitas viarios cdlculos diferentes para uma

mesma corrida cromatografica, ao invés do processo usual de
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vérios cromatogranmas anaiisadoé uma vez para cada amostra. O
resuitado final €&, além de economia de tempo e equipamento,
um melhor aproveitamento dos recursos humanos e materiais
disponivei s. '

Como o©s relatdérios de anélise podem ser geradosg como
arquivos em disco, ©os resultados podem ser processados por
programas ulilitdrios como planilthas eletrfnicas. Os dados
usados neste trabalho foram processados por uma destas
planilhaﬂ. Optou-se por este procedimento ao invés de
preparar programas especificos, por permitir aproveitar
melhor o tempo e os recursos disponfveis no desenvolvimento
e estudo dos programas de coleta e andlise de dados.

Os enludos comparativos entre o integrador HP-33392A e
uma vers3o da qual evoluiu o programa ANACRCH demonstraram
que oxiste boa compatibilidade entre o software desenvolvido
e este sistema comercial de grande aceitag¢®o. Sera
intercassante  oantabeloecer a similaridade entre entre o
integrador. e ANACROM: 1isto depende da  aquisig¥o de
instrumental.

0 programa ANACROM pode ser melhorado. Desenvolvimentos
possiveis s%o:

- Aprimorar o calculo de 4reas. Uma possibilidade ¢
verificar a conveniéncia de usar a soma das fatias entre o
infcio e © tempo de retenc%o de um pico. A assimetria de
picos cromatogrificos se manifesta, principalmente, como
cauds em picos, e & prejudicial na analise. £ possivel que
usando apenas a primeira metade de um pilco, que &€ mais
simétrica, obtenhém—se resultados interessantes. O uso de
"gplines” para redefinir a amplitude de fatias antes do
céloula der  #reas também & um procedimento que pode ser
tentado.

- Otimizar o cdlculo de largura de picos cromatogrdficos.
Além das providéncias com esta finalidade J4 discutidas
(Resultados e Discussfo, sec¢Zo 2.3.3, p.79), ainda podem ser
feitas alterac@es no método de cidlculo de infcio e fim de
picos. O algoritmo de Savit;ky-Golay £483, que foi
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implementado no programa como filtro de rufdos, também pode
ser usado para cdlculoc de derivadas do sinal. 0 uso destas
rotinan e i cripes wilmente conveniente no caso de ser
implementada a pré-detec¢gdo de infcio e fim de picos em
tempo real no programa de coleta.

Ainda existem outros desenvolvimentos que poderiam
facilitar © uso do software. Elas se referem a estudos para
maior automatizaclio das tomadas de decisBo e facilidades de
adaptag¥o a possiveis configura¢8Bes de hardware:

- Og par8metros que definem as condi¢Bes de andlise dos
dados: (Filtragem, limites de sensibilidade para detecgio de
picos, alocacBo polinomial de tempos de reteng¥o) podertam
ser determinados pelo programa em vista das caracter{sticas
do cromatograma. 0O usuario teria a op¢3o de prossegulir a
anslise usando estas sugestBes, ou entrar com seus proprios
valores. Algumas das condigles para otimizagBo da andlise
' foram determinadas neste trabalho e a implementagic de
rotinas para otimizag®o automatica de parémetros n3o e
compr e, '

- A criacﬁo‘ de drivers para usc de equipamentos com
configuragBo diferente da que foli usada (por exemplo, uso de
monitores de video CGA ou VGA) pode ser feita a partir dos
drivers criados. Um programa de instalac3o, que configure o
software de acordo com as necessidades 4o usudrio e do
hardware disponfvel, também pode ser desenvoivido.

Os est.udos  do programa ANACROM com cromatogramaé com
difefentes caracterf{sticas (picos com diversas larguras e
variog nfveis de ruidoc) permitiram estabeiecer critérios
gerais para o seu uso, que se baseiam no desempenho do
programa. A opglo feita do uso de picos gaussianos faciiiltou
a avaliac3o da qualidade e das caracteristicas basicas do
algoritmo desenvolvido.

As andlises do teor em metanol da mistura MEG
exemplificam a aplicabilidade do software desenvoivido na
rotina de Cromatografia Gasosa. Uma decorréncia paralela aos

objetivos do trabalho, mas de extrema relevancia, € que ©
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teor de metanocl no vapor deste combustivel & muito maior gue
qualquer itmite de seguranga conhecido. Portanto, é
necessirio reavaliar o concei1to de que OS I'iISCOS envoiviaos
1o uso e manipulacio desta migtura s3o negligencidveis. O
~alte teor. ..de metanol .contido no. . wvapor .deste . combustivel .
indica a necessidade de prosseguir estudos sobre este
assunto.

A performance do programa VDEEMTER fo1 satisfatdria. O
seu uso & simplies e rapido, permitindo definir as condig8es
de mixims eficiéncia Qe sistemas cromatograficos con
pastante confiabilidade. Consideranco a complexidade da
equa¢3o de van Deemter, e gque poucos casos foram estudados,
& necessadr 10 um USO m21S intensivo do programa para se ter
cliarewa i rolagfio oxintente entre os valores de parimetros
estatfsticos que eie calcuia (por exemplio, coeficiente de
correiagiices e intervaio de confrabilidade da curva) com 2
unaiidade dos dados.

Qutra decorréncia interessante do uso do programa
VDEEMTER & 2 possibilidade de cdicuio dos coeficientes de
difusibilidade de wsoiutos (d,) nas fases estaciondgrias. Uma
possivel utilidade deste par8metro € na caracterizagio de
colunas éapilares. Para este fim, usualmente se empregam as
constantes de Rohrschneider e de McReynolds [45, 461, que
nIo sZo adequadas para colunas capilares porqué foram
medidas para colunas empacotadas, e refletem n3o sé6 a
interagfio do solutoc com a fase estaciondria, mas também com
o suporte. A nivel especulatdrio, pode—-se supor que valores
de d, possam ser Udteis para este fim. Contudo, isto deveria
ser testado com solutos representativos de varias
caracterfisticas fisico—quimicas e en varias fases

estacionirias.
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APERDICE 1

4 - Alocagfio polinomial de tempos de retenc3o de picos
gaussianos: dependéncia do grau polinomial e da janela de
regress¥o: o©os resultados completos dos estudos sobre a
dependéncia do grau do polinbmio e da janela de regress3o
sobre a alocacHo polinomial de tempos de retencio (vide
Resultedes e Discusslio, seg¥oc 2.1) est¥o compilados nas
tabelas V1.1 a Vi.4.

2 - Efeito de ftltros digitaie sobre parimetros de
picos: dependéncia da drea com O filtro e a Jjanela de
filtragem: nas tabelas VI.3 a Vi1.20, =30 mostrados os
resultados completos sobre a dependéncia do erro nas dreas
de picos gaussianos com e sem rufdo com o tipo de filtro e a
Jjanela de filtragem (vide Resultados e Discuss¥c, seg3o
2.3.1).

Nota: a unidade de srea ¢ aqui denominada de "contagem”. Uma
cont.agen corresponde a #rea de uma fatia com altura de (10 /

2im) ¥V e (1 / 18,2044) s de largura, ou 0,134 nV.s.

3 - Efeito de filtros digitais sobre parémetros de
picos: dependéncia do tempo de retengdo ‘com o filtro e a
janela de filtragem: nas tabelas VI1.21 a VI.36, est3o os
resultados completos sobre a dependéncia do erro nos tempos
de retencgfo de picos gausgsianos com € sem rufdo com o tipo
de filtro e a Jahela de filtragem (vide Resultados e
Discusslo, se¢3o 2.3.2).

4 - Efeito de filtros digitais sobre parémetros de
picos: dependéncia da largura de base com o filtro e a
Jjanela de filtragem: nas tabelas V1.37 a V1.52, est3o os
resultados completos sobre a depend@ncia da alterag3c na
largura de base de picos gaussianos com & sem rufdo com ©
tipo de filtro e a janela de filtragem (vide Resultados e
Discueslo, secgdo 2.3.3).
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APENDICE 3

A seguir, s3o apresentadas as listagens completas dos
programa LECROM (coleta de dados cromatograficos) e ANACROM
(anslise de dados cromatogréaficos?. '

1 - Programa LECROHN

program LeCrom;
Uses DOS, CRT, Graph, Drivers, Fonts, DACA;

const
Rate = 5.49316E-2; { INTERVALDO ENTRE FATIAS!

var
ProvFile, DataFile : file of word:
_Regs : Registers;
Filter, Fundo : Rezl;
Ch : char;
Data, C, TimeFlag, X, Y : word;
nf : word;
GraphDriver, GraphMode : integer:
Screen : : array [0..633] of word;

FileName

o

string [301;

procedure Wait; {SINCRONIZA COLETA COM CLOCK}

begin

Regs.AH := §1;

repeat Intr ($1A, Regs) until TimeFlag <> Regs.DL;
TimeFlag := Regs.DL;
end; -

BEGIN

ClrScr;

writeln (XQUISICADO DE DADOS CROMATOGRAFICOS - VERSAOD
1.07);
write (#13, #10, “Qual o nome do arquivo para os dados 7

f)=
readln (FileName):;
FileName := “C:\TP4\DADOS\’ + FileName + ~.CRM";
for C := O to 639 do Screen [Cl := 1;
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Assign (ProvFile, “d:daca.dat”);
Relrite (ProvFilel};

write (“Qual o fundo de escala, mV ? i
readln {(Fundo);
Fundo := 49096.0 % (Fundo / 10000.03;

write (“Quantos pontos para Media Simples 7J;
Inithevice; (INICIALIZA ADC}
Ch := ~ 7;
writeln (Xcerte o zero do amplificador - encerre apertando
qualquer tecla’);
repeat
Data := ReadData;
Delay (503;
write (#13, “Sinal = 7, Data, ~ mV7);
Ch := ReadKey;
until Ch <> ° 7;
writeln (#13, #10, Aperte qualquer tecla para iniciar’);
Ch := ~ 73 ‘

repeat Ch := ReadKey until Ch <& 7 75
for C := 1 to 7 do
begin
write (#13, - 7, #13);

write (#7, (8 - C)>, ° SEGUNDOS PARA INJECAG");
Delay (10001
end;
C := 0;
X := O3
if RegisterBGldriver(@CGADriverProc) < O then Halt (1);
if RegisterBGIlfont(@SmallFontProc) < O then Hait (1);

GraphDriver := Detect;
InitGraph(GraphDriver, GraphMode, “7);
TimeFlag := O;
FillChar (Regs, SizeOf (Regs), 0OJ);
repeat
Filter := 0; :
For Y := 1 to nf do Filter := Filtert+ReadData; (LE ADC}
Data := Round (Filter / nf2); .
write (ProvFile, Data):; {(GRAVA FATIA EM RAM DISK}
C := C + 1;
PutPixel (X, 199, Black); {(PLOTA FATIA}
X := Round ((Frac (C / 12801) % 540};
PutPixel (X, Screen [X1, Blackij;

Screen [X] := Round (198 % (1 - (Data / Fundol)));
- {f Screen {X] < O then Screen [X] := O;
PutPixel (X, Screen [X1, Whitel);
PutPixel (X, 195, White);
Wait;
unt il KeyPressed;
CloseGraph; )
ReSet (ProvFile);
Assign (DataFile, FileName);
helirite (DataFilel;
while not EOF (ProvFile) do (COPIA CROMATOGRAMA NO DISCO}
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begin
read (ProvFile, Data):
- write (DataFile, Datal;
end;
Close (DataFilel;
Erace (ProvFilel;
END.

2 - Programa ANACROM

PROGRAM ANACROHM;

Uses DOS, CRT, Graph, Drivers, Fonts, Printer, LeastSqr;

I3

const .
CR : char = #13;
LF : char = #10;
Taxa : double = 18.204444444;
Conv : double = 2.44140625;
type
PicosType = record :
Ini, Max, Fim : longint;
Sini, SMax, SFim : word;
tr, htr, AsslO, Area : real;
Discr : integer;
Metodo : string
[103; '
end;
var

file of word;
string [501;
string [10];

Arquivo; ArqRAHM
Home, S5tri
Str2, Str3, Str4, Fi, F2

LT "

Dado, HPicos : word;
RDados - : longint;
D1, D2, Incl, wb : integer;
Sobe, Desce, Filtrol, Filtro2 : boolean;
VerGraf : boolean;
Pico : array [1..50] of
PicosType:

c1, c2, C3 : longint;
GraphMode, GraphDriver : integer;
Car s char;
X1, X2, Y1, Y2 : word;
FatX, FatY, InciMin, wbMax, DvPd : real;
Varianca : : real;
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¢c1, JanelaPoli, GrauPoli

tPoli, SPoli, Sinter, Residuos
Erro

CoefPoli

Fit

-
H

: integer;

THColumnVector;
byte:
TNRowVector;

: FitType:

( % %k X % K k% %X % kX &k X &k %k X k% kX k kK k kX X kX kX X kK XK Kk %}

procedure L.eDados; { COMECU DA ROTINA DE LEITURA DE DADOS 1}

Begin
write (CR, LF,
readln {(Nomel;
NHome := “C:\TP4\DADOS\” + HNome;
Assign (Arquiveo, Nome);
Assign (ArqRAM, “d:crom.dat”);

ReSet C(Arguivol;
ReWrite (ArgqRAM);

NDados := O;
while not EOF (Arquiveo) do
begin

Read (Arquiveo, Dado);
WUr-ite (ArgRAM, Dado);
NDados := HNDados + 1;
end;
ReSet. (ArgRAM);
& s - .
A NDados, -~
End;

‘Qual o arquivo a ser analisado 7

writeln (CR, LF, “Lidos ~, (NDados / Taxa) : 8

r);

3,

fatias”’);

{ %X %X kX % % %X % X %X K kX X X kX X X %k %k %k %k %X k Xk X X *k kX ok X}

procedure Filtros; { ROTINA DE FILTRAGEM DOS DADOS 1}

var
ArqSGL.

HomeSGL ;

Stri, Str2

NovoDado, Grau, Janela,
Horm, Soma, FatX, FatyY
Coef : :
X1, X2, Yi, Y2, Yfl, Yf2 :

Offset

procedure SavGol;

file of real;

string [303;

string {51;

word;

real;

array [1..253 of real;:
word:

*J7 o+ Str2 +

~ begin
Str {(Grau, Stril): Str{Janela, Str2};
NomeSGL := “C:\TP4\ANALISE\’ + Stri +
2.8GL";

Assign (ArqSGL, NomeSGL);
ReSet (ArqSGL);
Read (ArqSGL, Norm);

for Cl1 := 1 to Janela do Read
Close (ArqSGLy; )
Of fset := (Janela - 1) div 2

(ArgSGL, Coef (C1l);



for C1 := Offset to (NDados - Offsgset - 1) do

begin
Soma := O;
for C2 := 1 to Janela do
begin
Seek (ArqRaAM, (C1 -~ Offsget + C2 - 1))
Read (ArgRAM, Dadol;:
Soma := Soma + {(Dado % Coef [C23);
end;
if Soma > O then HovoDzado := Hound (Soma / Norm)
else NHovoDado := O;
i f NovoDado > 4095 then NovoDado := 4095;

Seek (ArqRAM, C1);
Write (ArgRAM, NovoDadol;
end;
ReSet. (ArgRam); ReSet (Arquivo)l;
end;

procedure Hovel;

begin
Offset := (Janela - 1) div 2:
For C1 := Offset to (NDados - Offset - 1) do
begin
Soma := 0O:
for C2 := 1 to Janela do
begin '
Seek (ArqRAM, (C1 - Offset + C2 - 1))
Read (ArqRAM, Dado):
‘Soma :1= Soma + Dado;
end;
NovoDado := Round (Soma / Janelal;
- if HovoDado > 4095 then HNovoDado := 4085;
Seek (ArqRAN, C1);
Write (ArgRAM, HNovoDadol;
end;
ReSet (ArqRam); . ReSet (Arquivo);
end;

procedure Compara;
begin
GraphDriver := EGA;
Graphlode := EGAHi;

CirScr;
InitGraph (GraphDriver, GraphMode, “C:\TP4\GRAPH\ "3 ;
Fat¥ := 640 / NDados: FatY := 170 / 4096;

Read (Arquivo, Dadol; Read (ArqRAM, KovoDadol;
X1 := Round (FatX);

¥1T := Round (170 - (Dado % Fat¥));
Yf1 := Round (345 ~ (NoveoDado % Fat¥l):

for Cl :="1 to (NDados - 1) do
begin '
Read (Argquivo, Dado); Read (ArqRAM, HNovoDado):
X2 := Round (C1 % FatX);

Y2 := Round (170 - (Dado % FatY));:
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¥Y£2 := Round (345 - (NoveoDado % Fat¥Yl);
Line (Xi, Y1, X2, Y2);
IL.ine (X1, Yfi, X2, Yf2);:
X1 = X2; Y1 := YZ; YFL := YF2;
end;
end;

procedure Seleciona;

begin
writeln (CR, LF, “Qual o filtro ?7);
writeln (-~ § --> Savitzky-Golay J);
writeln (- M --> Media Movel ):
repeat Car := ReadKey until Car <> T
Car := UpCase {(Car);
str3 := Carg

write (CR, LF, ‘Qual a janela ? (no. impar) Y
readln (Janelal;
Str (Janela, Str4);
Car := UpCase (Car);
case Car of .
“S” : begin
write (CR, LF, ‘Qual o grau do polinomio ?
{2 ou 4) 7Y
repeat readln (Grau) until (Grau = 2) or
(Grau = 4);
Str (Grau, Strid’;

Str3 := Str3 + Str2 + 7 7 + Stré;
SaviGol;
end;
“M“ : begin
Movel;
Str3 := Str3 + 5Str4;
end;
end;
end;
Begin
Car := ~ 7;
Filtrol := false; Filtro2 := false;
Fl1 := 7~ 73 F2 := 7 73
writeln (CR, LF, ‘Deseja filtrar ruidos ? "
repeat Car := ReadKey until Car <> 7 73
Car := UpCase (Car);
if Car = “8” then
begin

Filtrol := true;

Seleciona;

Compara;

F1 := Str3:

Car := =~ 7 _

repeat Car := ReadKey until Car <> 7 7
CloseGraph;

ClrScer;

Car := °~ 7
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writeln (‘Deseja mais uma filtragem ? S / N 7);
repeat Car := ReadKey until Car <> 7 7
Car := UpCase (Carl;
if Car = “S5° then
begin
Seleciona;
Comparay
Filtro2 := true;
F2 := 5tr3;
end;
ReSet (Arquive); ReSet (ArqRAM);
end;
CloseGraph:
End;

{ % %k % %k %k % k %k % %k Xk % Kk % % % % %x kX X X X kK K kK K kK ok k)

function Derl (Local : longint) : integer;
var
P11, P2 : word;
Begin

Seek (ArgRAM, (Local - 13):
if (Local - 1) <= (NDados - 4) then Read (ArqRAHM, Pl);
Seck (ArqgRAM, (Local + 13);
if (Local + 1) <= (NDados - 4) then Read (ArqRAM, P2);
Derl := P2 - P1;

End;

{ % %X % %k %k % % %k % % X K kX % k Xk X X %k X X K kK kK K X XK XK X}

function Der2 (Local : longint) : integer;
var
L1, L2 : longint;
Begin
L1 := Local - 1;
L2 := Local + 1;
Der2 := Deri (L2) - Deril (L1);
End;

% & X X %X X X X X kX k k k X X X %k k& X % X kK kK kK kK kX kK XK k3

procedure PreAnalise; (PRE-ANALISE DOS DADOS}
Begin
_ClrSer;
" write (“Qual a sensibilidade de deteccao, mV / s ?
f)';
readln {(inclMind;
write (“Qual a largura de base maxima para rejeicac, S
v); .
readln (wbMax);

Incl := Round (InclMin / (Taxa X Conwvl}):
~wb := Round (wbMax X% Taxa)l;
Sobe := False; Desce := False;

FillChar (Pico, SizeQOf (Pico), 0);
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writeln (CR, LF, °PICO #-7, fnicto’ : 10, ‘Maximo’ : 10,
*Fim- : 102 ;

NPicos = O;

C1 := 2;

Seek (ArgRAM, 2);
repeat

Pt r=-Dert (CLYp
D2 := Der2 (Cl);
if (D1 >= Inecl) and (D2 >= Incl) and {(not Sobe) and
(not Desce> then
becgjin
NPicos := HPicos + 1;
Sobe := True;
with Pico [NPicosl do
begin
Ini := C1 - 1;
Seek (ArqRAM, Inid;
Read (ArgRAM, SInil;

end;
end:
if (D1 <= 0> and (Sobe) and (not Desce) then
begin
Desce := True;
with Pico [HPicosl do
begin
Max := Cli1;
Seek (ArgqRAM, Max);
Read (ArgRAM, SMax)l:
end;
end;

if (D1 >= -Incl) and (D2 >= ~Incl) and (Sobe) and
- {Desce) then

begin
Sobe := False; Desce := False;.
with Pico [NPicosl do if (Ci1 - Ini) >= wb then
begin :

Fim := £1 -~ 1;
Seelk (ArgRAM, Fim?;
Read (ArgRAM, SFim):
writeln (NPicos : 6, (Ini / Taxa) : 10 : 3,
: {(Max / Taxa) : 10 : 3, (Fim / Taxa)
10 : 3);
- end
else NPicos := NPicos - 1;
end;
Ci := C1 + 1;
until ¢(C1 >= (NDados - 3)) or (EOF (ArqRA¥));
ReSet (ArgqRAM);
VerGraf := False;
for C1 := 1 to NPicos do with Pico [Cl] do
if (Ini <= 0) or (Max <= 0) or (Fim <= 0) then NPicos
;= NPicos — 1;
End;
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% % %k % &k kX kXK k%X X kX k¥ % X X Ok K Xk kX Kk K kK kK kX X X X X % %)

procedure PlotaCromatograma (PLOTA CROMATOGRAMA EM TELA}
{Janela : byte)l;

var
LargY = word;
Ponto : longint;
Begin
if (not VerGraf) then
begin
Gr-aphDriver := EGA;
GraphMode := EGAHIi; .
InitGraph (GraphDriver, GraphMode, “C:\TP4\GRAPH\");
VertGraf := True;:
end:
FatX := 640 / NDados;

1 : LargY := 349;

= 199;
end;
FatY := LargY / 4096;
ReSet (ArgRam);
Read (ArqRAM, Dado);

X1 := Round (FatX);

Y1 := Round (LargY - (Dado % FatY)J);

for Ponto := 1 to {(NDados - 1) do
begin

Read (ArqgRAM, Dado);

X2 := Round (Ponto X FatX):

Y2 := Round (LargY - (Dado % FatY));
Line (X1, Y1, X2, Y2); '

X1 := X2; Y1 := Y2;
end ;
for Ponto := 1 to NPicos do with Pico [Pontol do
begin
¥1 := Round (Ini % FatX);
X2 := Round (Fim X FatX};
Y1 := Round (LargY - (SIni % FatY)):
Y2 := Round (LargY - (SFim % FatY));
Line (X1, Yi, X2, Y2);
end; :
for Ponto := 1 to HPicos do with Pico [Pontol do
begin
if tr = O then %1 := Round (Max % Fatd) else X1 :=

Round (tr * FatX);
if tr = 0 then Y1

I

Round (LargY - (SMax % FatY))

else Y1 := Round (LargY - (htr % FatY));
Y2 := LargY;
Line (X1, Yi, X1, Y2>;

end;
End;

% % % k K % % %x % % %k % %k %X %X & X % % % X kK kK Kk kX kK kK X )
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procedure Analise;

reall;

{BLOCO DE ANALISE)}
var
P : longint;
function Poli (L real) real;
var
C word;
tPot, Parcial real;
begin
Parcial := O;
tPot := 1; -
for C := 1 to GrauPoli do
begin
Parcial := Parcial + (CoefPoli [C]l %X tPot):
tPot := tPot % t; : '
end;
Poli := Parcial;
end:
function DerivPoli (t real) real;
var
84 word:
tPot, Parcial real:
begin
Parcial := 0O
tPot. = 1;
for C := 2 to GrauPeoli do
begin
Parcial := Parcial + (CoefPoli I[Cl * tPot k (C -
133 ' .
+tPot := tPot % L;
end;
DerivPoli := Parcial;:
end; ) ’
procedure MaxPoli (Max word; var tMax, SinalMax
var |
Intervalo, Delta, DerPol real ;
t, Varrido : real;
Achou boolean;
begin :
t := (Max - D1) % 1.000;
PDelta := 1;
Intervalo := JanelaPoli;
Varrido := 0;
Achou := false;
repeat
DerPol := DerivPoli (t);
if* (DerPol < 1E-5) and {(not Achou) then
begin
tMax := t;
SinalMax := Poli (L);
Achou := true;
end; ’

141



t :=t + Delta:
Varrido := Varrido + Delta:
if Achou then
begin
Varrido := Q;
Delta := Delta 7/ 10;
t. o= tMax - (50 %X Deltal:
Intervalo := 100 X Delta;
Achou := false;
end;

until Delta < 1E-5;

end;

procedure DefinePolinomio (P : longint);
begin
with Pico [Pl do

Str2;

graul ”;

begin
Rectangle (0, 205, 639, 34%);
SetViewPort (5, 210, 634, 344, ClipOnJ;
ClearViewPort;
Str (P, Str2); '
Str1 := XNALISE FINAL DO CROMATOGRAMA - PICO #7 +

SetTextStyle (DefaultFont, HorizDir, 1);
OutTextXY (50, 5, Strl);
Str ((Max / Taxa) : 9 : 32, Str3);

Stri1 := “Maximo do Pico #7 + 8tr2 + 7 = 7 ++ Str3;
OutTextXY (10, 20, Stri);
Strl := “Qual o modeloc de analise 77;
CutTextXY (10, 30, Stri1);
Strl := “1 - Regressao Polinomial”;
OutTextXY (250, 30, Stril)l;
Str1 := "2 - Maximo Local ";
OutTextXY (250, 40, Strill;
Car ::= ~ 7
repeat Car := ReadKey until Car <> 7~ 7
if Car = “2° then Metodo := “Haxloc”;
if Car = “1° then
begin

Fit := Poly;

Metodo := “Poli " ;

Strl := “Qual o grau do polinomio 7?7 (max. 5o.

OQutTextXY (100G, €0, Stri);
S5tr2 = 7 7,

repeat
Car := ReadKey;
if Car <> #13 then Str2 := Str2 + Car:

until Car = #13;

DutTextXY (450, &0, Str2);

Val (8tr2, GrauPoli, Di);

Metodo := Metodo + Copy (Str2, 1, 2);
GrauPoli := GrauPoli + 1;

rl

Strl := “"Qual a Jjznela 7 7;
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OutTextXY (100, 80O, 5trild;
Str2 := © 73
repeat :

Car := ReadKey:

if Car <> #13 then Str2 := Str2 + Car;

until Car = #13;

OutTextXY (450, 80, Str2);

Metodo := Metodo + Copy (5tr2, 1,
Val (Str2, JanelaPoli, D1l});

Discr := Discr + (10 % JanelaPolid;

D1 {(JanelaPoli - 1) div 2;

c2 Max - Di;

Seek (ArgqRAM, C23;

Cl = 1.

repeat

- Read (ArgqRAM, Dadol;

SPoli [CIJ := Dado * 1.000;
tPoti [CIl] := C2 % 1.000;
C2 := C2 + 1;
Cl := Cl + 1;

until CI > JaneliaPoli;

3);

LeastSquares (JanelaPoli, tPoli, SPoli,
GrauPoli, CoefPoli,

Sinter, Residuos, Varianca,

DvwPd, Erro, Fitl;

end;

procedure Redefine (P : longint); {(REDEFINICAO}

MaxPoli (Max, tr, htrl;

end
else
begin
tr := 1.000 k% Max;
htr := 1.000 X SMax:
end;

end:

.1991

var
Contador, Shift, Pinicial, Pfinal : longint;
EscX, EscY : real;
FEscY : word;
- Pos, Antes : integer;:
Tela 4 ¢ array [O.
of word;’ _
longint;

procedure DesenhaParcial (Pinicial, Pfinal
EscX, EscY : reall; .
begin

with Pico [P] do
_ begln
SetViewPort (O, O, 639 200, CI:pOn)
ClearViewPort;
Seek (ArgRam, Pinicial);
Read (ArqRAM, Dado)l;
X1 := Round (EscX);
Y1 := Round (FEscY - (Dado % EscYl)):
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for C2 = { to Contador do
begin

Read (ArqRAM, Dadol;

X2 := Round {(C2 % EscX};:

Y2 := Round (Dado X EscY);

if Y2 <= 199 then Y2 := FEscY - Y2

else Y2 = 03

Line (X1, Y1, X2, Y23

X1 := X2; ¥Yi := Y2;
Round ((Ini =~ Pinicial) %X EscX’;
Round ({(Fim =~ Pinicial}) %X EscX}:
Yi Round (FEscY - (§Ini % Esc¥)});
Y2 Round (FEgcY - (S5Fim % E=sc¥));
Line (X1, Y1, X2, Y2);

¢
P
o

oo

X1
X2

¥t := Round ((tr - Pinicial) X EscX);
Y1 := Round (FEscY - (htr % EscY));
Y2 := FEscY;
Line (X1, Y1, X1, Y2);
end; :
end;
procedure Salvalinha {Linha : word’:
var
Y : word;
begin
for ¥ := 0 to 199 do Tela (Y] := GetPixel (Linha,
Y; ’ :
end:
procedure Restauralinha (Linha : word);
var
Y : word;
begin
for Y := 0 to 199 do PutPixel (Linha, Y, Tela (Y1);
end; L
procedure Cursor (Antesg, Depois : word);
begin

Resgtauralinha (Antes);
SalvaLinha (Depois?;
Line (Depois, O, Depois, 199);

end;
procedure AtualizaVisor (PosTela : word):
var
StrT, StrS : string [30];
t, S : real;
Sinal : word;
PosCursor : longint;
begin

SetViewPort (450, 215, 630, 240, ClipOn);
ClearViewPort; '

PosCursor := Round ((PosTela / EscX) + Pinicial);
Seek (ArqRAM, PosCursorl;

Read (ArgRAM, Sinal);

t := PosCursor / Taxa;

S := Sinal % Conv:
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Str (¢t : 9 : 3, BtrT):

Str (8 : 7 : 1, StrS);

StrT “t = “+ StrT + 7 g7
Strs : “Sinal = 7+ 5trS + ° oV’ ;
OutTextXY (10, 8, StrTi;
OutTextXY (10, 18, StrS);

SetViewPort (0, O, 633, 200, ClipOn};

“ends
procedure Zoom;
var
yA : char;
AldX, AltY : double:
Fx, Fy, Yini : double:
Xini : word;
begin

SetViewPort (450, 255, 630, 340, ClipOnJ;
ClearViewPort;
Rectangle (O, O, 179, 84);

Stri1 := “Z00¥ DA TELA";
OutTextXY (5, 5, Stri);

Strl := £ixo de Tempo: <- ->7;
OutTextXY (10, 15, Stri);

Strl := Eixo de Sinal: /AN N/ 7;
OutTextXY (10, 25, Stri1);

Strl := Encerra: <END>":
OutTextXY (10, 35, Stri);

Stri := “Cada toque altera”;

ODutTextXY (5, 30, Strl):
Strl ;= - o0 eixo em 10 %7;
OutTextXY (5, 60, Stri):

Z = 7 7;

SetViewPort (450, 215, 630, 240, ClipOn};
ClearViewPort;

AltX := Shift / 20;

AlLY := EscY /7 1Q;

Xini := Shift;

Yini := EscY;

Strl := "% Expansac dos Eixos”;
OutTextXY (5, 8, Strll;

Fx := 200 %X (Xini = Shift) / Xini;
Str (Fx : 4 : O, Stri13:

Strl := Strl1 + "% X°;

OutTextXY (5, 18, Stri);

Fy := 100 % (EscY - Yini) / Yini;
Str (Fy : 4 : 0, Stri);

Strl := S5tr1 + "X Y7,
DutTextXY (70, 18, Stri};
repeat,

Z := ReadKey;
if Z = #0 then
begin
Z := ReadKey;
case Z of
#75 : Shift := Round (Shift + AlLtX);



#77 : Shift := Round (Shift - AltX);

#72 : EscY := EgcY + AlILY:
#80 : EscY := EscY - AltY;
end;
end;
ClearViewPort;
Strl := “% Expansac dos Eixos”;
ChutTextXY (5, 8, Stril);
Fx = 200 ¥ {(¥ini - Shifty 7/ Hini;
Str (Fx : 4 : ¢, 5tri);
Strl = Strl + % X7
OutTextXY (5, 18, Stri):
Fy := 100 % (EscY - Yini) ./ Yini;
Str (Fy : 4 : O, Stri);
Strl := Strl + "% Y

. OutTextXY (70, 18, Stri):
until Z = #79;
Set.ViewPort (450, 255, 630, 340, ClipOn);
ClearViewPort;
with Pico [Pl do

begin
if Shift <= Max then Pinicial := Max -~ Shift
else Pinicial := Q;
Contador := Max + Shift; .
if Contador < (NDados - 1} then Pfinal :=
Contador
else Pfinal:= (NDados - 1);:
Contador := Pfinal - Pinicial;
EscX := 640 / (Pfinal -~ Pinicial};
DesenhaParcial (Pinicial, Pfinal, EscX, EscY):
Pos := 0O;
Salval.inha (Pos};
Line (0, 0, O, 199);
AtualizaVisor (Pos);
end;
end:
procedure NovoParametro (ldent : byte);
var
Cc’ : char;
PosHNova : longint;
SinAnt, SinNovo : word;
PAnt, PNova, SAnt, SNovo : string [301];
begin
Set.ViewPort (450, 255, 630, 340, ClipOn);
ClearViewPort; .
Rect.angle (0, 0O, 179, 84);
Strl := “REDEFINICAD;
Out.TextXY (5, 5, Stri);
PosmHNova := Round ((Pos / EscX) + Pinicial};

Seek (ArqRAM, PosNova);

Read (ArqRAM, SinHNovol; :

Str ((PosNova / Taxa) : 9 : 3, PHova);
Str- ((SinNovo % Conv) : 7 : 1, SNovo);
with Pico [P] do
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begin
Case ldent of
1 : begin
Str ((Ini / Taxa) : 9 : 3, PAnt);
Str ((Slni % Conv) : 7 : 1, SAnt);

PNova := “Novo inicio: 7 + PNova + 7 s7;
SHovo := “Sinal = - + SHovo + 7~ mV~’;
PAnt := fnicic: “ + PAnt + 7~ s87;
 SAnt := “Sinal = ° + SAnt + 7 mV~;
end;
2 : begin

Str ((Fim / Taxa) : 9 : 3, PaAnt};
Str ({(SFim % Conv) : 7 : 1, SAnt);

PNova := “Novo fim: ~ + PHova + 7~ s7;
SNovo := ~“Sinal = ° + SHovo + 7~ mV~’;
PAnt ‘Fim: -~ + PAnt + 7 s87;

nu

SAnt
end;:
3 : begin
Str ((tr 7/ Taxa) : 3 : 3, PAnt);
Str ({(htr %X Conv) : 7 : 1, SAnt);

“Sinal = ~ + SAnt + 7 mV~;

PHova := “Hovo tr:; ° + PHova + 7~ 87;

SNovo := “Sinal = ° + SNovo + 7~ mV7;

PAnt := “tr: - + PAnt + 7~ s87;

SAnt := “Sinal = - + SAnt + ~ mV~;
end;

end;
OutTextXY (3, 15, PAnt);
OutTextXY (10, 25, SAnt);
OutTextXY (5, 35, PHoval;
OutTextXY (10, 45, SHNovol;

Stri := ‘Redefine 7 s/n”;
OutTextXY (5, 55, Strill;
g = 7 73 ]
repeat C := ReadKey until C <& 7 7;
if (C = “8”) or (C = “S§°) then
begin
Case Ident of
1 : begin
: ini := PosgNova;
S5Ini := SinNovo;
) end;
2 : begin
Fim := PosNova;
SFim := SinNovo;
end;
3 : begin
tr := PosNova;
htr := SinNovo;
: end;
end;
end;
end;
ClearViewPort;:
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SetViewPort (0, 0, 539, 200, ClipOnJ;:
DesenhaParcial (Pinicial, Pfinal, EscX, EscY);
Pos := 0O;
Salvalinha (Pos);
Line (0, 0, 0, 139;
AtualizaVisor (Posl);
end;
begin
with Pico [P1 do
begin ,
ClearViewbPort;
Shift := Round (NDados / 10);
if Shift <= Max then Pinicial := Max - Shift
elge Pinicial := O;
Contador := Max + Shift;
if Contador < (NDados - 1) then Pfinal := Contador
elge Pfinal:= (HDados ~ 11};

Contador := Pfinal - Pinicial;
FEscY := 199;
EscX := 540 / (Pfinal = Pinicial);

EscY := FEscY / SHMax;
DesenhaParcial (Pinicial, Pfinal, EscX, EscY);
SetViewPort (0, 210, 639, 344, ClipOn);

Stri := ‘REDEFINICAC DE PARAMETROS DE PICOS7;
CutTextXY (50, 5, Strilj;

Str1l := “Movimento do Cursor:”;

CutTextXY (70, 15, Stri)l;

Str1 := “<~- ... Esquerda’;

OutTextXY (75, 25, Stril);

Stri := “<ctrl> <-- ... Esquerda, rapido”:
OutTextXY (75, 35, Strl);

“Str1 1= ‘<-- ... Direita’;

OutTextXY (75, 45, Strld;

Stri := “<ctrl> <-- ... Direita, rapido”;
OutTextXY (75, 55, Strill:

Strl := “<I>.... Novo Inicio <F> ... HNovo

Fim”: .
QutTextXY (75, 65, Sirl);
Strl := “<T> ... Hovo tr <END> ...
Encerra’;
OutTextXY (7%, 75, Strl);:
Strl := “<Z> ... Zoom da Tela":
OutTextXY (75, 85, Strll;
Rectangle (449, O, 631, 413;
SetViewPort (0, O, 838, 200, ClipOn;
Pos := 0O;
‘Salvalinha (Pos);
Line (¢, 0, 0O, 1389);
Car := 7 7;

repeat
Car := ReadKey;
case Car of
#0 : begin

Antes := Pos;
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Car := ReadKey;
cagse Car of

#7 : Pos := Pos - 1:
#77 : Pos := Pog + 1:
#1115 : Pog := Pos - 50;
#4116 : Pos := Pos + 50;:
end;
iff Pos < 0 then Pos := O;
if Pos > 639 then Pos := 639;
Cursor (Antes, Pos};
AtualizaVisor (Pos);
end;
#1222 : Zoom:
#9390 : Zoom:
#105 : NovoParametro (1};
#73 : NovoParametro (1);
#102 : NovoParametro (2);
#70 : NovoParametro (2}
#116 : NoveoParametro (33};
#84 : NovoParametro (37;
end;
until Car = #79;
end:
SetViewPort (0, O, £39, 349, ClipCn);
ClearViewPort;
Plot aCromatograma (2);
end;
Begin
PlotaCromatograma (22 ;
for €1 := 1 to NPicos do with Pico E[C1] do
begin
DefinePolinomio (L1);
Str1 := ‘Deseja redefinir parametros deste pico 77;
OutTextXY (10, 120, Stri);:
Car := 7~ 7 .
repeat Car := ReadKey until Car <> 7 7;
if (Car = “s°) or (Car = “S7) then Redefine (C13;
Area := O '
c2 := Ini:
Seek (ArgRAM, C2);
repeat
Read (ArgRAM, Dadol);
Area := Area + Dado:
C2 := C2 + 1;
until C2 > Fim;
Area := Area - ((SFim + SIni) % (Fim - Ini) / 2);
end;
CloseGraph;

End;
Ch R AKX XK KKK KK KA KK KKK KK KKK KK K K KD

procedure Relatorio: { GERACACQ DE RELATORIOQS})
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procedure IdentificaFiltragem (Filtro : stringl;
begin
Strl == 7 7;
case Filtro [1] of

‘M” : Strl := "Media Movel, janela ° + Copy (Filtro,
2, 2) + ° pontos”;

‘87 : 5trl := ‘BSavitzky-Golay, ~ + Copy (Filtro, 2,
1) + '

d.grau, janela” + Copy (Filtro, 3, 33
+ * pontos 7 ;
end:
end;

procaedure GravaResultados; {(GERA ARQUIVO PARA LOTUS 1-2-33
vanr

Arq123 : Text;
Nome 123 - : string [501;
Parci al : string £303;
Linha : string [801;
procedure Escreve;
begin
Writeln (Arqi123, Linha);
end;
procedure Pulalinha;
begin
Linha := = 7;
Escreve;
end;
begin
ClrScr:
write {"Quzal! o nome do arquiveo 7 7
readln (HomelZ23); _
Homel1l23 := “C:\QUATTRO\FABIO\” + Nomel23 + “.PRN";
Assign (Arql123, Homel23);:
write (“Vai ser usado um arquivo ja existente ? 7);
readln (Car);
if (Car = “s8’) or (Car = “S°) then Append (Arqil23)
else ReWrite (Arql23);
Linha := “"RELATORIQ DE ANALISE DO ARQUIVO -~ + Nome +

EaE

Escreve;

write (‘Qual a data de hoje (DD/MM/AA)Y ? “);
readln (Parcial);

Linha := “”"Cromatograma analisado em °~ + Parcial +

Ll [
¥

Escreve;
Pulal.inha;
Linha := “"PICO #”” + 7 "Ini.”" + 7 "Kax.”” + 7 "Fim"~
+
-+ ”tr‘l!-" + - "Ar‘eaﬂl;
Escreve;
for Cl := 1 to NPicos do with Pico £C11 do
begin T



Str (C1 : 6, Parciall;

Linha := Parcial;

Str ((Ini /7 Taxa) : 10 : 3, Parciall;
L.inha := Linha + Parcial;

Str ((Max / Taxa) : 10 : 3, Parcial);
Linha := Linha + Parcial;

Str ((Fim / Taxa) : 10 : 3, Parciall;
I.inha := Linha + Parcial:

Str ((tR / Taxa) : 10 : 3, Parciall;

I.inha := Linha + Parcial;:
Str (Area : 10 : 0O, Parciall:
L.inha :- Linha + Parcial;:
Escreve:

end;

Str (NPicos : 3, Parcial);
Pulal.inha;

Linha := “"Detetados” ° + Parcial + 7 ”picos””;
Escreve;

Str ¢ (NDados / Taxa) : 8 : 3, Parciall;

Linha := “"Tempo Total = ” ° + Parcial + 7 7"8"7;

Escreve;

Pulazl.inha;

Linha := “"METODOLOGIA DE ANALISE :"7;
Escreve;

Str C(InciMin : 5 : 2, Parciall;

Linha := “”"Inclinacaoc min. de deteccao:” ~ + Parcial +
c *'mV / 87 7 ;

Escreve;
Str CwbMax : 5 : 2, Parciall;
Linha := “"Largura min. de pico:” ~ + Parcial + 7~ "s7;
Escreve;
if Filtrol then
begin
L.inha := “"Filtros digitais aplicados:”";
Escreve;
Linha := “*  ia.Filtragem:” “;

IdentificaFiltragem (F1);
L.inha := Linha + 7”7 + 5trl + oo

Escreve;
if FiltroZ2 then
begin
Linha := “7 2a.Filtragem:"” 7;
IdentificaFiltragem (F2);
Linha := Linha + """ + Strl + 77,
Egscreve;
aend;
end
else
begin

L.inha := “"Dados analisados sem filtragen
digital””’; '
Escreve;
end;
Pulal.inha;
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Linha :#%

L

“"Alocacao dos tempos de retencao: ;

i to NPicog do with Pico [C1] do

:”6;.?éfe;éi5}.”m_m._.”””m._m_n_..
4);

ra

Polinomio,  + (Copy.

&. grau, janela” + (Copy (Metodo, 7, 31}

Maximo Local””;

Escreve;
Parci al := 77 Metodo” 7 ;
Linha := “”"PICO #” ~ + Parcial;
Escreve;
for C1 :=
_w...beggjn”m_.
str (C1
Str-1 := Copy (Metodo, 1,
if Strl = “Peoli” then
f.inha := """ + Parcial +
({Metodo, 5, 23} +
-+
4 pontoso‘ + P
el se
I.inha := “*° + Parcial
Egcreve;
éend;
Close (Arql23);

end;

procedure ImprimeCromatograma;
procedure PritScr;

{ IMPRESSAC DO CROMATOGRAMA}

var
Car char;
Bytelido : byte:
Ctrl string [10];
L.inhal : string {2001;
Linha2 : string (1501
X, Y, C, F, N, Xi, Xf : word;
Cont integer:
begin
®%i := 639;  Xf := 632: Cont :='632;
repeat
FillChar (Linhal, SizeUf (Linhal}), 0};
for ¥ := O to 189 do
begin
Bytelido := O;
N := O;
for ¥ := Xi downto Xf do
begin
- C := GetPixel (X, Y);
if C = 15 then C := 1 else £ := O;
Case N of
O : F := 128;
1 : F := 64;
2 : F := 32;
3 : F := 16;
4 : F := 8;
5 : F = 4;
& : F := 2;
7 : F := 1
end; :
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BytelLido := BytelLido + (C % F);

N := N + 1
end;
Car := Chr (Bytelido};
J.inhal := Linhal + Car;

end:

Ctrl := Chr (27) + A7 + #8;

write (LST, Ctrl); .

Ctril := Chr (27} + K~ + #200 + #0;
write (LST, Ctril;

wr-ite (LST, Linhall;

Fi l11Char {(Linha2, Sizelf (LinhaZ), 0):
for Y := 200 to 349 do

begin
Bytel.ido := ©O;
N := O;
for X := Xi downto Xf do
begin
C := GetPixel (X, Y}
if C = 15 then C := 1 else C := O;
Case N of
O : F := 128;
1 : F := 64;
2 : F := 32;
.3 : F := 16;
4 : F := 8;
5 : F := 4;
& : F := 2;
7 : F := 1;
end;
ByteLido := BytelLido + (C % F);
H := N + 1;
end:
Car := Chr (Bytelido);
Linha2 := LinhaZ2 + Car;
end;
Ctrl := Chr (27) + “K7 + #150 + #0;

write (LST, Ctrl);

writeln (LST, Linha2l;

Xi = Xi - B; Xf := Xf - 8; Cont := Cont ~ B;
until Cont < 0O;

end; .
procedure Legenda_invertida (Str : string:; X, Y : word);
var
. ImagemNormal, Imageminvertida : array [1..132] of
byte; '
c, F : word;
function Inverte_byte (X : byte) : byte;
var
inv : byte;
N, K, ¥ : word;
begin
N := 128;
K := 1;
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M := 1;

Inv := O;
repeat
if (X /7 N) >= 1 then
begin’
Inv := Inv + M;
X := X - N;
end;
N := N div 2;
K := K + 1;
¥ := M X 2;
until X > 8;
Inverte_byte := Inv;
end;
begin

Fil 1Char {(imagemNormal, SizeOf (ImagemNormall), O);
FillChar (Imagemlnvertida, SizeQf (ImagemInvertidal,

Q);
OutTextiY (X, ¥, 5Str);
Getlmage (X, Y, (X + 31), (Y + 7), ImagemNormal)l;
for C := 1 to 4 do Imagemlnvertida [C] :=
ImagemNormal [CJ; :
F := 132;
for C ;= 5 to 132 do
begin
ImagemInvertida [(F1 := Inverte_byte
{ImagemNormal I[C1);
F := F - 1;
end;
Putimage (X, Y, Imagemlnvertida, NormalPut);
end; .
var :
Posicao : longint;
X1, Yi, X2, Y2, Xt, Yt, C, NTelas, Tic : word;
PxlExtra, DivTempo, DivSinal : word:
fT, £5, NPixel, Resto, PosReal : real;
dT, dS, PosTic, TicS, TicT : real;
Texto. - : string
£303; '
begin
© ClrScr;
write (“Qual a escalz de tempo, em cm / s 7 kK

readln (fT);
write (“Qual o tamanho das divisoes na escala de tempo
T 7Y

readln (DivTempo):
. dT := (640 / 22) % fT % DivTempo;

write (“Qual o fundo de escala, em mV 7 “);

readln (£S);

write (“Qual o tamanho das divisoes na escala de

sinai, em mV 7 “3;
readln (DivSinal); )
NPixel := (NDados / Taxa) % (640 / 22) X% £fT;

Resto := Int ((NPixel + 101) / £40);
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NTelas := Round {(Resto)l;

Resto := Frac ((NPixel + 1013 7/ 64013 ;
Px1Extra := Round {(Resto % 640) - 1;
£T :== HDados / NPixel;

ds := 335.0 % DivSinal 7/ fS;
GraphDriver := EGA;

GraphMode := EGAHIi;

ClrScr;

InitGraph (GraphDriver, GraphMode, “C:\TP4\GRAPH\ ") ;
Line (539, 14, 539, 349);

PosTic := d5;

Tic := Round (PosTic);

Tics := 03 -

repeat
Line (540, (14 + Tic), 555, (14 + Tic));
PogTic := PosTic + d5;
Tic8 := TicS + (1.00 % DivSinall);
str (TicS : 4 : 0, Textol);
Xt := 580; Yt := (14 + Tici;
Legenda_lInvertida {Texto, Xt, Ytl;
Tic := Round (PesTic);:

until Tic > 3250;
SetTextStyle (DefaultFont, HorizDir, 1J;
Texto :1= "mV7;
Xt := 600; ¥t := 330;
Legendamlnvertida {Texto, Xt, Yti;
Texto := “87;
¥t := 545; YL := O;
Legenda,lnvertida (Texto, Xt, Yti;
PosReal := fT;
Pogi¢:aer := Round (fT):
¥1 := 538;
X2 :2= Q37 _
PogTic := 539 - dT;
C := HNTelas;
TicT := 0;
if NTelas > O then repeat
if C = NTelas then Line (539, 14, O, 14) else Line
(639, 14, O, 14); '
repeat
Tic := Round (PosTic);
Line (Tic, 5, Tic, 14);
TicT := TicT + (1.00 % DivTempo’;
Str (TieT : 4 : 0, Texto):
Xt := Tic - 32; Yt := Oy
If (Xt > 32) and (Xt < 607) then Legenda_Invertida
(Texto, Xt., Yii; '

PosTic := PosTic - dT;
uantil PosTic < O;
PosTic := B39 + PosTic;

Seek (ArgRAM, Posicaol;
Read (ArqRAM, Yi);

Y1 := Round (15 + (335.0 x Y1 x Conv / £5));
if Y1 > 349 then Y1 := 349;



repeat
PosReal PosReal + fT:
Posicao Round (PosReall;
Seck (ArqRAM, Posicao);
Read (ArgRAM, Y2);

H

¥2 := Round (15 + (335.0 x Y2 % Conv / £S))
if ¥2 > 349 then Y2 := 348: .

Line (X1, Y1, X2, Y2);

X1 := X2; ¥y := Y2;

Xz = X2 - 1;

unt il X2 = B5535;
C :=C - 1;
PrtScr;
ClearViewPort;
¥1 := 640;
X2 := 6£39;
until C = O;
C := PxIExtra;
Seek (ArqRAM, Posicao)l;
Read (ArqRAM, Yi); '

Y1 := Round (15 + (335.0 % Y1 % Conv / fSi¥):

if Y1 > 349 then Y1 := 349;
if NTelag = O then
begin
X1 := 538;
X2 = B37;
Line (540, 14, (63% - PxlExtral), 14);
PosTic := 538 - 4dT;
repeat
Tic := Round (PosTicl;
Line (Tic, 5, Tic, 14);
TicT := TicT + (1.00 % DivTempol;
Str (TicT : 4 : QO, Textol):
Xt := Tic - 32; Yt = O;

if (¥t > 32) and (¥t < 807) then
Legenda_lnvertida {Texto, Xt, YL);

PosTic := PosTic - 4dT;
_1until PosTic < (639 - PxlExtral;
end
else
begin
X1 = £39;
X2 := 638;
Line (639, 14, (633 - PxlExtra), 14);
repeat -

Tic := Round (PogTic);
Line (Tic, 5, Tic, 14);

TicT := TicT + (1.00 % DivTempo);
Str (TicT : 4 : O, Textol;
Xt := Tic - 32; Yt := O;

tf (Xt > 32) and (Xt < 6067) then
Legenda_invertida {Texto, Xt, Yt);
PogTic := PosTic - dT;
until PosTic < (£39 - PxiExtra)
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end:

repeat
PosReal := PosReal + fT:
Posicao := Round (PosReal);

Seek (ArqRAM, Posicaol;
if Posicao <= (NDados - 1) then
begin
Read (ArqRAM, Y2); ,
Y2 .= Round (1% + (335.0 X Y2 % Conv / 5));
if Y2 > 349 then Y2 := 349;
Line (X1, Yi, X2, Y2);
X1 X2 Yi := Y2
X2 X2 - 1i;
end;
C :=C - 1;
until C = O;
Priocr;
Car 2= 7~ 7
repeat Car := ReadKey until Car <> 7 7;
ClogseGraph;
end;

W1

Begin;
ClrScr;
writelm (CR, LF, “PICO #-, fni.” : 10, "Max.” : 10,
“Fim~ : 10,
‘tr” : 10, EArea” : 103; :
for O1 := 1 to NPicos do with Pice IC1l] do
begin
wr-ite (C1 : B); .
writeln ((ini / Taxa) : 10 : 3, (Max / Taxa) : 10

(Fim / Taxa) : 10 : 3, (tr / Taxa) : 10 : 3,
Area : 10 : 0);: ' :
end;
writeln (“Detetados °, NPicos, ~ picos no arquive ’
Nome) ;

¥

write (‘Tempo Total = “, (NDados / Taxal) : 8 : 3, 7 s87);

writeln (7 (lidos -, HNDados, ~ pontos) 7);
writelmn (CR, LF, “METODOLOGIA DE ANALISE" : 44);

writeln (fnclinacaoc min. de deteccaoc: “, InclMin : 5
2, :
‘T aV /S 87);
_writeln (‘Largura min. de pico: 7, wbMax : 5 : 2, T 87);

if Filtrol then
begin

writeln (“Filtros digitais aplicados:");

write (-, 1l1a.Filtragem: 7J;

IdentificaFiltragem (F1);

writeln (8trl);

if Filtro2 then

begin

write (7 2a.Filtragem: 7“};
identificaFiltragem (F2);



writeln (Stril;
end;
end
else writeln (‘Dados analisados sem filtragem digital ");
writeln (CR, LF, Xlocacao dos tempos de retencaoc: "}
writeln (“PICO #°, “Metodo” : 10};

for C1 := 1 to NPicos do with Pico [C1l] do
begin
write (C1 : &, 7 7 : 4);
Str2 := Copy (Metodo, 1, 4J);:
if Str2 = “Poli” then
Stril := “Polinomio,” + (Copy (Hetodo, 53, 23y +
6. grau, janela” + (Copy (Metodo, 7, 3)) +
* pontos”
el se
Stri := “Maximo Local”:
writeln (Stri);
end:

write (CR, LF, “Deseja resultados gravados em arquivo p/
Lotus 1-2-3 7 7);
readln (Car);

if (Car = “s8°) or (Car = “S57) then GravaResultados;
ClrScr;
write (CR, LF, “Deseja copia impressa do cromatograma ?
/); .
readln (Carl;
if (Car = “s’) or (Car = “S°) then ImprimeCromatograma;
End;

{ kK x % kK k k k k %k kX k kK k Kk kX k X x X Kk X *‘k Xx kX kK kK Kk XJ

% % X k% X% X X kK k% k k %k k% X %k X X X K kK k k Kk ok ok &k kK X X}

BEGIN { BLOCO PRINCIPAL 1}

ClrScr;

writeln € %X%x%x ANALISE DE DADOS CROMATOGRAFICOS V.4 XXk 7);
LeDados=:; :

Filtros; :

PreAnalise;

Anal ise;

Relatorio;

END.
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