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RESUMO

PROJETO E AVALIACAO DE UM MODULADOR CRIOGENICO PARA
CROMATOGRAFIA GASOSA BIDIMENSIONAL ABRANGENTE (GCxGC)

O objetivo do trabalho foi projetar e avaliar um modulador criogénico para
cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC). O modulador projetado foi
baseado no modulador de quatro jatos (dois jatos quentes e dois jatos frios); N2 ()
resfriado em Ny () foi utilizado como fluido criogénico e N ) aquecido foi utilizado como
gas quente. O modulador foi instalado em um cromatégrafo a gas com detector por
ionizagao em chama (GC-FID). O controle das valvulas solendides e a digitalizagao do
sinal analégico do FID foram realizados por software escrito em ambiente LabVIEW. Os
resultados obtidos com o protétipo GCxGC-FID foram comparados com dados obtidos
em um GCxGC-FID comercial. O desempenho de ambos os sistemas pode ser
considerado equivalente, levando em consideragdo eficiéncia cromatografica e
repetibilidade. O protétipo GCxGC-FID foi empregado na analise de diversas amostras,
em especial a fragao volatil de polpa de abacaxi fresco e desidratado. Os volateis foram
extraidos por microextragcao em fase solida através da extracdo dinamica do headspace
(DHS-SPME). A identificacdo dos compostos foi feita por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e avaliagao dos indices de retengao. A
identificacdo dos picos no cromatograma GCxGC foi feita através da comparagéo dos
indices de retengcdo e dos perfis cromatograficos previamente obtidos por GC-MS.
Como esperado, a analise por GCxGC-FID apresentou maior detectabilidade e poder
de separacdo quando comparada com GC-FID. Por fim, alguns compostos nao
identificados por GC-MS foram identificados através de informacdo obtida pela

estruturagdo cromatografica da GCxGC.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND EVALUATION OF A CRYOGENIC MODULATOR FOR

COMPREHENSIVE TWO-DIMENSIONAL GAS CHROMATOGRAPHY (GCxGC)

The aim of this project was to develop and evaluate a cryogenic modulator for
comprehensive two-dimensional gas chromatography (GCxGC). The design of the
modulator was based on a cryogenic quad jet modulator; N, () cooled with N> () was
used as the cryogenic fluid and heated N, ) was used as the hot gas. The modulator
was fitted into a gas chromatograph equipped with a flame ionization detector (GC-FID).
The control of the solenoid valves and digitalization of the analogic FID signal were
performed by software written in the LabVIEW platform. Results obtained with the
GCxGC-FID prototype were compared with data from a commercial GCxGC-FID
system. The performance of both systems was similar regarding chromatographic
efficiency and repeatibility. The GCxGC-FID was employed for analysis of several
samples, specially volatile organic compounds of fresh and dried pineapple pulp. The
analytes were isolated by dynamic headspace solid phase microextraction (D-HS-
SPME); identification of the compounds was performed by conventional gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) and evaluation of retention
indexes. The identification of the peaks on the GCxGC chromatograms was carried out
by comparison of retention indexes and chromatographic profiles previously obtained by
GC-MS. As expected, the detectivity and separation power of the GCxGC-FID analysis
was significantly better than that of GC-FID. Moreover, the identity of some compounds
not identified by GC-MS was assigned after information obtained from GCxGC

chromatographic structure.
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1. Introducao

A analise cromatografica de algumas amostras pode ser considerada um desafio,
principalmente nas quais o numero de compostos presentes é da ordem de algumas
centenas e, também, quando muitos dos analitos presentes estdo em concentracéo
muito baixa. Para analise de compostos volateis e semi-volateis, a cromatografia
gasosa (GC) é a técnica de separagao mais indicada. Entretanto, mesmo em situagdes
nas quais a separagao por GC é otimizada, € comum que muitos compostos nao
estejam totalmente resolvidos [1]. Com isso, tanto a identificagdo como a quantificagao
dos compostos pode ser incorreta.

O poder de separacao da GC pode ser mensurado pela capacidade de pico do
sistema cromatografico, que é definida como o numero maximo de constituintes que
podem ser separados sob determinadas condigdes cromatograficas. Baseado em
dados calculados pela teoria estatistica de sobreposicao de picos, em amostras com 60
picos ja sdo observados problemas para separagao individual dos analitos [2]. Ainda,
para separar individualmente todos os compostos presentes em uma mistura contendo
100 analitos, seria necessario usar uma coluna convencional (didmetro interno de 0,25
mm) de 500 m. Para contornar os problemas relacionados a coeluicdo e aumentar o
poder de separagdao em uma analise por GC, alguns artificios sdo comumente
adotados, como aumentar o comprimento da coluna ou diminuir o didametro da mesma.
Outra abordagem para contornar a falta de separagdo cromatografica é o uso de
detecgdo seletiva, como a espectrometria de massas (MS) ou a espectrometria de
infravermelho com transformada de Fourier [3].

Uma alternativa as abordagens descritas se baseia em um conceito ja ha muito
conhecido: o de separagdao multidimensional, no qual a amostra é submetida
sequencialmente a diferentes processos de eluicdo. Nas separag¢des multidimensionais
ocorre um aumento na capacidade de pico e/ou na seletividade da analise em relagao
as separagbes monodimensionais [2]. Para que a separagao seja realmente
multidimensional, dois requisitos devem ser seguidos: /) os componentes da mistura
devem ser submetidos a duas (ou mais) etapas ou mecanismos de separagao, sendo
eles independentes entre si; i) quando dois componentes sdo separados em uma

etapa, eles devem permanecer separados durante toda a analise [4].
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Separagdes bidimensionais sdo muito usadas em cromatografia planar [5]: a
amostra € aplicada no canto de uma cromatoplaca e eluida; em seguida, a
cromatoplaca é seca, girada em um angulo de 90° e eluida novamente com uma
segunda fase moével diferente da usada na primeira eluicdo. Também sao disponiveis
diversos modos de separagao bidimensional para cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), sendo a segunda eluicao feita em outra coluna de HPLC [6] ou
mesmo com outras técnicas, como eletroforese capilar [7] ou GC [8]. Em qualquer caso,
espécies coeluidas na primeira etapa podem ser separadas na segunda eluigéo,
especialmente se os mecanismos de separacdo das etapas forem diferentes. Ja
operacionalizagao de separagdes bidimensionais em GC é muito mais complexa por se
tratar de um efluente gasoso e, assim, a coleta de fragdes do eluato da primeira coluna
e transferéncia para segunda coluna sem perdas, contaminagdo ou alargamento
excessivo da banda cromatografica nao é trivial.

Bertch [1][9] apresentou uma revisdo, em duas partes, sobre a cromatografia
gasosa bidimensional, destacando os principios e a instrumentagdo necessaria.
Basicamente, a cromatografia gasosa bidimensional pode ser dividida em dois tipos: a
cromatografia gasosa bidimensional de fragdes parciais (também chamada de heartcut,
GC-GC) e a cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC). A diferenga
entre essas técnicas baseia-se na fracdo da amostra que é submetida a separagao nas
duas dimensdes. Na GC-GC algumas fragbes do efluente da primeira coluna sao
transferidas para a segunda coluna, melhorando a separagao dos picos cromatograficos
das fracbes amostradas; como apenas poucas fragdes sao transferidas para a segunda
coluna, ha apenas um pequeno aumento na capacidade de pico desse sistema em
relagdo a GC monodimensional (1D-GC). Ja na GCxGC, o termo abrangente refere-se
ao fato de que todo o efluente da primeira coluna (ou uma fragdo representativa) é
transferido para a segunda coluna. Com isso toda a amostra é realmente submetida a
separagao em duas dimensbes e, portanto, o poder de separacdo GCxGC sera muito
maior quando comparado a 1D-GC ou a GC-GC.

A principal vantagem da GCxGC frente a GC-GC ou a 1D-GC é a grande
capacidade de pico da técnica [10], ou seja, o numero maximo de compostos que
podem ser separados em uma mesma analise. Pode-se assumir que a capacidade de

pico da primeira dimensao (‘D) é n4 picos, enquanto que a da segunda dimensao (°D) é
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ny picos. Assim, a capacidade de picos da GCxGC sera nyxn; picos, visto que toda a
amostra € submetida a separacdo em ambas as dimensdes. Comparativamente, a
capacidade de pico da GC-GC sera nq+(yxny), uma vez que apenas Yy fracbes da
amostra sdo submetidas a separacdo na ’D. Na Figura 1 estd mostrado um
comparativo da capacidade de pico da 1D-GC, GC-GC e GCxGC. Imaginando que a
capacidade de pico da coluna da primeira dimenséao (igual para todos os casos) seja
250 e a da segunda dimensao (igual para os dois casos) seja 10, a capacidade de pico
da GC-GC sera 260, valor pouco maior que a da 1D-GC, que sera 250, porém muito
inferior a da GCxGC, que sera de 2500 [11].

GC convencional (1D-GC)
CCT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 71 npices

GC bidimensional de fragdes parciais (GC-GC)
AN A N O T T T T T T TTT1] m+n,picos

Q@ LLIT[]]

GC bidimensional abrangente (GCxGC)

I‘I1 X nh, picos

Figura 1. Comparagdo da capacidade de picos para 1D-GC, GC-GC para a transferéncia de
uma fragao e para GCxGC.

A primeira tentativa de implementagdo da GC-GC foi o “cromatégrafo a gas de
dois estagios” de Simmons e Snyder [12], que empregava um arranjo complexo de
valvulas como interface entre duas colunas recheadas. Nesse sistema, fragdes
selecionadas do eluato da primeira coluna apolar, contendo analitos n&do separados,
eram desviadas para uma segunda coluna com fase estacionaria polar. Posteriormente,
em 1968, surgiu um dispositivo pneumatico mais conveniente para a transferéncia das

fragdes: o “Inversor de Dean” (Deans Switch) [13]. Assim, a GC-GC comecgou a ser
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aplicada mais intensivamente, sendo ainda hoje eventualmente usada para algumas
amostras [1].

No inicio da década de 90 foi desenvolvido o primeiro sistema para GCxGC [14].
O surgimento da GCxGC s6 foi possivel apés o desenvolvimento de uma interface
denominada de modulador, que tem como fungdo coletar continuamente fragées do
efluente da primeira coluna e transferi-las para a segunda coluna. O numero de
compostos que podem ser separados em uma analise por GCxGC depende da largura
de base dos picos na segunda dimensdo (*wp), a qual esta diretamente relacionada &
eficiéncia do modulador empregado. O modulador é considerado a parte fundamental
de um equipamento GCxGC e, basicamente, trés tipos de moduladores foram
desenvolvidos. Os primeiros moduladores, hoje em desuso, eram denominados
moduladores térmicos, os quais foram substituidos por moduladores criogénicos e
moduladores baseados em valvulas. A descricdo desses moduladores sera
aprofundada na revisao bibliografica.

Além da presenca de um modulador, outras diferencas sao observadas entre a
1D-GC e a GCxGC. Os cromatogramas de GCxGC apresentam valores de retengao
em duas dimensdes e, por isso, os cromatogramas sado apresentados como graficos
tridimensionais. Também, diferencas relacionadas a otimizacdo dos parametros
cromatograficos, bem como os novos parametros intrinsecos a GCxGC, a terminologia
especifica e a interpretacao de dados com volume de informagao muito maior, impdem
ao analista uma nova abordagem para interpretar os dados.

Embora a GCxGC tenha sido desenvolvida na década de 90, no Brasil ela ainda
€ uma técnica recente. Hoje ha trés grupos que desenvolvem pesquisa em GCxGC.
Entretanto, em 2006, ano do inicio do projeto de doutorado, o uUnico equipamento
GCxGC em atividade no pais era um protétipo desenvolvido no laboratério do Prof.
Fabio Augusto pelo ex-aluno de doutorado Carlos H.V. Fidélis. O protétipo GCxGC com
deteccdo por ionizagcdo em chama (GCxGC-FID) era equipado com um modulador
baseado no design de duplo jato criogénico, situado fora do forno do cromatografo, que
empregava N (g resfriado em N, 4y como fluido criogénico. Contudo, o desempenho
desse prototipo era muito limitado em relagdo aos resultados descritos na literatura.

Portanto, o desenvolvimento de um novo protétipo, principalmente em relagdo ao
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modulador empregado, era necessario para obter o real poder de separagéo
proporcionado pela GCxGC.

Antes de projetar e desenvolver o novo protétipo, alguns testes foram realizados
naquele equipamento para familiarizacdo com a técnica e para melhor compreensao
dos fendbmenos envolvidos na GCxGC. Com base nos dados apresentados na
literatura, verificou-se que o0s moduladores criogénicos apresentavam melhores
resultados e, portanto, optou-se por desenvolver um modulador criogénico com dois
jatos criogénicos e dois jatos quentes. Outra mudanga em relagdo ao prototipo
disponivel no laboratério foi a transferéncia do modulador para dentro do forno do
cromatoégrafo e, para isso, foi necessario diminuir as dimensdées do modulador. Ao longo
do projeto, diferentes moduladores foram projetados, construidos e avaliados, os quais
serao apresentados, bem como os resultados obtidos.

Apés atingir a versao final do modulador, 0 mesmo foi avaliado na analise da
fragdo volatil da polpa de abacaxi fresco e desidratado. Foi feita a otimizacdo da
separagao por GCxGC, sendo que foram investigados trés conjuntos de colunas
diferentes. Essa amostra foi escolhida por ser considerada complexa, pois apresenta
muitos compostos em pequenas quantidades, os quais sao importantes para o aroma
da fruta. Além disso, alguns deles sdo isbmeros ou constituintes de séries homdlogas. A
presenga desses compostos possibilita obter a estruturagdo cromatografica, que é o
ordenamento no cromatograma GCxGC de compostos quimicamente relacionados [15].
Através da estruturacdo cromatografica € possivel obter informagdes estruturais de
compostos nao identificados.

A identificagdo dos picos em um cromatograma GCxGC-FID normalmente é feita
por inje¢cao de padrbes. Entretanto, nesse trabalho os compostos foram identificados
por GC acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). A atribuigdo da identidade dos
picos no cromatograma GCxGC-FID foi feita por comparacao dos indices de retencao
com programacao linear de temperatura (LTPRI) para os picos identificados por GC-MS
com os LTPRI para os picos do cromatograma GCxGC. Quando o perfil de ambos os
cromatogramas e os indices de retengdo eram compativeis entre as duas formas de
analise, foi atribuida a identidade ao pico no cromatograma GCxGC. Essa abordagem
permite ampliar as informagdes obtidas em uma analise por GCxGC-FID, bem como

complementar a identificacado fornecida pela GC-MS.
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Com respeito a etapa de tratamento da amostra, os procedimentos de extragcéo
para compostos volateis e semi-volateis nas mais diversas matrizes comumente sao
baseados em extracdo direta com solventes apropriados, processos de destilagao ou
através da manipulacdo do headspace da amostra [16]. Técnicas tradicionais como a
extragao por solvente e a extragao/destilacao simultdnea (técnica Lickens-Nickerson)
tém sido abandonadas por demandarem de grande volume de solventes organicos e
elevado tempo de andlise. Por outro lado, a microextragdo em fase sélida (SPME)
através da extragao do headspace (HS-SPME) é uma técnica sem uso de solventes,
rapida e simples, que consiste em expor a fibra de SPME ao headspace da amostra por
um determinado tempo para a extragao dos analitos [17][18].

Para a extracdo da fragcdo volatil da polpa de abacaxi a SPME poderia ser
empregada; entretanto, para matrizes solidas, suspensdes ou liquidos muito viscosos a
aplicacdo da HS-SPME pode ser problematica. Nesse caso, a SPME através da
extragdo dindmica do headspace (DHS-SPME) pode ser uma alternativa para contornar
os problemas associados a extragao [19][20]. Na DHS-SPME um fluxo de gas passa
através do frasco da amostra e arrasta continuamente os compostos volateis presentes
no headspace, enquanto que a fibra de SPME ¢é exposta a esse fluxo de gas para a
extragcdo dos compostos. A extracao da fracdo volatil da polpa de abacaxi néo foi o
objeto de estudo desse trabalho e, embora a otimizagdo das condigbes de extragao
tenha sido realizada para a polpa de abacaxi desidratado [21], este topico ndo sera

abordado na revisao bibliografica.
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2. Objetivos

De acordo com o que foi explicado na parte introdutoria desse trabalho, para que
o protétipo GCxGC-FID disponivel no laboratério apresentasse desempenho similar aos
equipamentos descritos na literatura, era necessario, entre outras modificacdes,
desenvolver um novo modulador. Baseando-se nas limitagdes apresentadas pelo

protétipo descrito, os objetivos desse trabalho foram:

i) desenvolver um novo modulador para GCxGC, baseado no principio do modulador

quad jet empregando N (g resfriado em N (y como fluido criogénico;

i) diminuir as dimensdes do modulador e transferi-lo para dentro do forno do
cromatégrafo, sem que exista influéncia da temperatura do forno sobre o processo de

modulagao;

iify avaliar o protétipo GCxGC-FID utilizando amostras de gasolina e de 6leos essenciais

e, posteriormente, emprega-lo na anélise da fragcéo volatil de polpa de abacaxi;
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3. Revisao bibliografica

3.1. Cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GCxGC)

A GCxGC foi desenvolvida ha quase vinte anos [14]; contudo, pode-se dizer que
a técnica € nova, visto que o numero de publicacdes nos ultimos sete anos representa
mais de 80% do total das publicacbes, segundo pesquisa no sitio Web of Science,
buscando o termo comprehensive two-dimensional gas chromatography no titulo do
artigo.

Na GCxGC duas colunas sao conectadas sequencialmente, sendo a coluna da
'D de dimensdes convencionais e a da D mais curta (do tipo de coluna usada em
cromatografia gasosa rapida), havendo um modulador posicionado entre elas. A fungao
do modulador pode ser dividida em trés processos: i) coletar ou amostrar
continuamente fracées pequenas do efluente da 'D, garantindo que a separagao nessa
dimens&o seja mantida; i) reconcentrar ou focalizar o efluente da 'D em uma banda
estreita e, iii) transferir rapidamente para a 2D a fracdo coletada e focalizada como um
pulso estreito [22]. O conjunto dessas trés etapas é denominado ciclo de modulacéo,
que é repetido durante toda a corrida cromatografica. O tempo necessario para realizar
um ciclo é denominado periodo de modulagao (PM), o qual tem duracgao tipica entre 2 s
e 10 s e esta relacionado ao tempo necessario para que os compostos sejam eluidos na
’D. O PM deve ser o menor possivel, a fim de que a separagdo obtida na 'D n3o seja
perdida.

Na GCxGC é fundamental o uso de uma °D curta e eficiente: misturas simples
(como as fragdes coletadas na 'D e transferidas para a ?D) podem ser separadas em
alguns segundos, possibilitando ciclos de modulagao curtos e fracionamento completo
da amostra eluida, sem aumento do tempo total de andalise em relagcdo a uma
separacdo por 1D-GC. O mecanismo de separacdo da 'D deve ser diferente da fase
estaciondria da 2D, permitindo que a separacdo pouco eficiente obtida na 'D seja
melhorada na ?D.

Outro aspecto fundamental de GCxGC que pode ser destacado é que a

reconcentracdo do efluente da 'D, que ocorre durante a modulagdo, ocasiona um
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aumento significativo da sensibilidade. A comparagdo entre o pico antes e apds a
modulacdo estd mostrada na Figura 2. Em vez do pico primario (efluente da 'D que
chega ao modulador) eluir como um pico largo e pouco intenso, cada analito elui como
uma série de picos estreitos e intensos (altas relagdes sinal / ruido), sendo facilmente
detectados [9]. O processo de modulagao faz com que as bandas cromatograficas em
sistemas GCxGC sejam 10 a 50 vezes mais estreitas que em 1D-GC, resultando em
valores para a “w;, entre 50 ms a 500 ms, o que exige detectores com resposta rapida e

com pequenos volumes internos [23].

5007
4001

3007
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2007

1001

tempo / min

Figura 2. Resultado do processo de modulacéo: série de picos modulados correspondentes ao
pico ndo modulado (linha cheia), o qual foi aumentado dez vezes para melhor vizualizagao
(linha tracejada). Adaptado de Gorecki et al. [24].

Outra diferenga da GCxGC frente a 1D-GC € a forma de representagcao dos
cromatogramas. O registro do sinal do detector em fungcdo do tempo em um sistema
GCxGC é uma sequéncia continua e encadeada dos cromatogramas curtos para cada
fracdo eluida na 2D [15]. A partir desse registro digitalizado, e conhecido o PM (intervalo
de tempo para cada ciclo de modulagao) pode-se construir graficos tridimensionais sinal
do detector x tempo de retencdo na 12 coluna ('tg) x tempo de retencdo na 22 coluna
(*tr). Na Figura 3 uma banda cromatografica larga, consistindo de trés analitos néo
separados na 'D (A), é modulada e eluida na D, gerando um cromatograma modulado
bruto (B). Cada um dos cromatogramas individuais das fragées pode ser destacado do
cromatograma bruto (C) e a partir deles pode-se gerar cromatogramas GCxGC do tipo
sinal x 'tr x %tg como: diagrama tridimensional (“3D Plot”, D), como uma série de curvas

de nivel monocromaticas chamadas de diagrama de contorno (“Contour Plot”, E) ou
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usando escalas cromaticas de intensidade de sinal, o diagrama de cores (“Colour Plot”,
F). Nesse trabalho os cromatogramas GCxGC serdo apresentados na forma de

diagramas de cores.

Cromatograma 1D
(no final da 1* dimensao)

(A)
Diagrama
tridimensional
U_ 1. Modulagao (D)

vYY v

Diagrama de

(B) contorno

(E)
L. l h ML

Cromatograma bruto 2D
(no final da 22 dimensao)

Diagrama
de cores

(F)

% 2. Transformacao

3. Visualizacao

Cromatogramas brutos 2D

A |
///’/J'/'k/ encadeados lado a lado

N/)

Figura 3. Construgdo dos cromatogramas sinal x 'tz x *tzx em GCxGC. Adaptado de Dalliige et
al. [15).

Na Figura 4(a) € mostrada uma parte de um cromatograma de amostra de
gasolina obtido por um sistema 1D-GC-FID enquanto que na Figura 4(b) é mostrado, na
mesma escala de tempo, o cromatograma da mesma amostra obtido em um sistema

GCxGC-FID (cromatograma em escala de cinza). Essa comparagao é especialmente
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ilustrativa do poder de separagdo da GCxGC. Nessa regido do cromatograma 1D-GC
alguns picos com sinal intenso se sobrepdem em relagdo a diversos picos com baixa
relagao sinal/ruido que coeluem, sendo que é dificil definir o que é ruido e o que é sinal.
Em contrapartida, no cromatograma GCxGC, na mesma faixa de tempo de corrida,
diversas manchas de analitos aparecem resolvidas e grupos de eluatos quimicamente
correlacionados sao visiveis na forma de diagonais. Assim, obtém-se um quadro muito
mais claro da composicao e diversidade da amostra, embora ainda existam coelui¢cdes

devido a grande complexidade da amostra.

(a)
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Figura 4. Sec¢des de cromatogramas de gasolina: (a) GC-FID e (b) GCxGC-FID. Colunas: GC-
FID: 5% difenil-95% dimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um); GCxGC-FID: 5% difenil-
95% dimetilsiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) + polietilenoglicol (1,0 m x 0,1 mm x 0,1
um).

3.1.2. Moduladores

O modulador é considerado o componente principal de um equipamento GCxGC
e, por isso, o desenvolvimento de um modulador robusto, de facil operacéo e aplicavel a
diversos tipos de analitos ainda € o foco de trabalhos em GCxGC. O primeiro

modulador foi desenvolvido por Liu e Phillips [14]. Um pedaco do inicio da 2D, recoberto
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com um filme de ouro, era mantido fora do forno do cromatografo. O setor metalizado
da %D era conectado a uma fonte de corrente continua, em trés terminais, formando

dois circuitos separados (S1 e S2 na Figura 5).

Figura 5. Diagrama do sistema GCxGC de Liu e Phillips [14]: A — injetor; B — coluna da 'D; C —
coluna da °D; D — modulador; E — fonte de corrente continua e F — detector.

Inicialmente, com o circuito S1 n&o energizado e o circuito S2 energizado, a
secao inicial do modulador (Figura 6) fica a temperatura ambiente e assim retém eluato
vindo da 'D (a). Durante certo intervalo de tempo, todo material eluido da 'D é sorvido
pelo filme de fase estacionaria na segao inicial da D (b), sendo esse etapa denominada
de coleta. Em seguida, o circuito S1 é acionado e o circuito S2 desligado, aquecendo
rapidamente a secgao inicial do modulador pela passagem de corrente elétrica através
do filme metdlico. Assim, os analitos que estavam retidos sdo dessorvidos
termicamente e eluem para a secao final do modulador (agora a temperatura ambiente),
sendo recoletados na forma de uma banda estreita (c), perfazendo a etapa denominada
de focagem. Dada a baixa capacidade térmica das paredes da coluna cromatogréfica,
assim que cessada a corrente elétrica cada secao do modulador retorna rapidamente a
temperatura ambiente. Apds outro intervalo de tempo, o circuito S2 é ligado e o circuito
S1 desligado (d), e o sistema retorna ao estado inicial (a). A fragdo reconcentrada na

secdo final elui pela %D, onde é separada, enquanto uma nova fracdo do eluato da 'D
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comecga a ser sorvida na segao inicial do modulador, dando inicio a um novo ciclo de

modulagdo, composto pelas etapas de coleta e focagem.

a 40V 40V
cc cc
0 %0®e® FERanS
AN AN
b 40V 40V
cc cc
JS5 5 %
$85%5888305 Eo
FAN JAN

Figura 6. Ciclo de funcionamento do modulador térmico de Liu e Phillips [14]. Funcionamento
descrito no texto.

No modulador desenvolvido por Phillips, a reconcentracdo do efluente da 'D se
deu a baixa migragcdo dos compostos a temperatura ambiente. A remobilizagdo dos
compostos coletados ocorreu por aquecimento resistivo e, portanto, o modulador foi
denominado de modulador térmico. O aperfeicoamento desse conceito resultou no
modulador térmico de varredura (thermal sweeper modulator) [25], que foi o primeiro
modulador para GCxGC disponivel comercialmente. Ele consiste em um capilar de
silica com um filme espesso de fase estacionaria, conectado entre as duas colunas,
usado para coletar o efluente da 'D. Um esquema do modulador térmico de varredura
esta apresentado na Figura 7(a) e seu principio de operagao esta mostrado na Figura
7(b). O movimento rotatério de um aquecedor dessorve e arrasta continuamente os
analitos ao longo do capilar, até a transferéncia dos mesmos para a °D. Para
remobilizar os analitos coletados, o aquecedor deve ser mantido 100 °C acima da
temperatura do forno do cromatografo. Isso limitou a temperatura maxima do forno do
cromatografo, que era 100 °C inferior ao limite de temperatura do capilar (em torno de
230 °C). A 2w, tipica varia entre 200 ms a 600 ms para esse modulador [26], que era

mais robusto que o modulador de Phillips (porém com partes méveis) e respondeu por
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aplicagbes reportadas em GCxGC até o final da ultima década, sendo

progressivamente substituido por outros tipos de moduladores.
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Figura 7. (a) Diagrama do modulador térmico de varredura. (b) Principio de operagdo do
modulador: A — banda do analito elue lentamente pelo capilar de coleta; B — aquecedor
dessorve termicamente parte das moléculas do analito, enquanto o restante das moléculas
continua o processo lento de eluigdo; C — 0 movimento rotatério do aquecedor no sentido
do gas de arraste reconcentra os analitos; D — analitos sdo transferidos para a ?D. Adaptado
de Gorecki et al. [24].

Os moduladores térmicos foram preteridos em favor de outra forma de
modulagao, realizada por moduladores criogénicos. Nesses moduladores, em vez do
efluente da 'D ser coletado por meio de um capilar com filme espesso, o efluente é
coletado pelo resfriamento pontual de um pequeno setor da propria coluna da 2D,
através de um fluido criogénico. O primeiro modulador criogénico foi o sistema
criogénico longitudinalmente modulado (LMCS), no qual o resfriamento é feito de forma
indireta e a remobilizagdo dos analitos coletados é feita pelo préprio ar aquecido do
forno do cromatégrafo [27][28][29]. Inicialmente, o LMCS n&o foi usado como um
modulador para GCxGC, mas sim para coletar os analitos antes que os mesmos
chegassem ao detector, e libera-los na forma de um pico estreito e intenso, causando
aumento na sensibilidade [30]. Posteriormente, o LMCS foi empregado como modulador
para GCxGC, o que proporcionou resultados muito mais interessantes que o simples
aumento de sensibilidade para um sistema 1D-GC.

Um esquema do LMCS esta mostrado na Figura 8(a): ele consiste em uma
camisa em aco, resfriada internamente pela passagem de CO; (), que se move sobre

um trilho instalado no forno do cromatégrafo. Essa camisa de refrigeracdo envolve
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cerca de 3 cm do inicio da ?D e atua como armadilha criogénica. Na Figura 8(b) esta
mostrado o principio de operacdo do LMCS. Para a etapa de coleta do efluente da 'D, a
camisa é posicionada na extremidade inferior do trilho resfriando um setor inicial da ’D.
Em seguida, a camisa € movida rapidamente para cima; o setor da coluna, antes
resfriado, € aquecido pelo ar quente no forno do cromatografo. Com o aquecimento, o
material coletado elui e é reconcentrado na secéo posterior da °D, agora resfriada pela
camisa movel que foi reposicionada, correspondente a posigdo de focagem. Assim que
a camisa de refrigeragao retorna a posigao inicial de coleta, o material reconcentrado
comeca a eluir pela 2D e uma nova fracdo proveniente da 'D sera coletada,
completando e reiniciando o ciclo de modulagao.

Como caracteristicas desse modulador, a 2wy, tipica varia entre 200 ms e 400 ms
e a temperatura de aprisionamento pode atingir -50 °C [29]. O LMCS consiste em um
avango as alternativas antes disponiveis, entretanto, ainda apresenta alguns
inconvenientes. A temperatura alcangada durante o resfriamento nao é suficiente para
coletar compostos volateis, e portanto a faixa de ponto de ebulicdo dos compostos
analisados varia entre 125 °C e 450 °C. Além disso, o LMCS apresenta partes que se
movem muito proximas da fragil coluna usada como °D; como a instalagdo do
modulador e do conjunto de colunas € complexa, qualquer desajuste pode levar a

quebra da coluna [15].
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Figura 8. (a) Diagrama do LMCS; “c” corresponde a posigdo de coleta e “f” a de focagem. (b)
Principio de operacdo do modulador: A - banda do analito elue pela ?D e é coletada pela
camisa de aco resfriada, que esta na posicao de coleta; B — apds a coleta, a camisa é
movida rapidamente para a posigdo de focagem e a fracdo coletada elue, (C) até ser
reconcentrada na etapa de focagem. (D) A camisa de ago é movida para a posigdo de
coleta, enquanto a fracdo reconcentrada elue pela ?D. Adaptado de Goérecki et al. [24].
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Moduladores criogénicos baseados em jatos criogénicos foram desenvolvidos
para contornar as limitagbes do LMCS e, hoje em dia, sdo os principais moduladores
instalados em sistemas comerciais. Nestes moduladores, o resfriamento é feito através
de jatos de CO; (y ou de N () diretamente langados sobre a coluna. Valvulas instaladas
fora do forno sdo abertas e fechadas sincronizadamente, criando ciclos de modulacgéo
através do resfriamento alternado de segdes da °D. Esses moduladores, desenvolvidos
entre os anos 2001 e 2003, apresentam como vantagens frente ao LMCS a robustez do
sistema (eles nao tém partes méveis) e a alta eficiéncia de resfriamento, uma vez que
ocorre contato direto entre o fluido criogénico e a coluna, o que permite modular
compostos mais volateis [15].

Um dos primeiros moduladores criogénicos a base de jatos foi 0 modulador de
duplo jato criogénico (dual jet), o qual utiliza CO, ;) como fluido criogénico [31] e esta
mostrado na Figura 9(a). O principio de operagcdo desse modulador esta mostrado na
Figura 9(b). A etapa de coleta do efluente da 'D ocorre quando a valvula do jato mais
proximo da 'D esta aberta. Sincronizadamente, a primeira valvula é fechada e a
segunda € aberta; os compostos coletados sdo remobilizados pelo ar aquecido do forno
do cromatografo e, entdo, sado aprisionados pelo segundo jato criogénico,
correspondente a etapa de focagem. Quando as valvulas retornam ao estado inicial, os
compostos sdo remobilizados pelo ar aquecido, e o ciclo de modulagdo é reiniciado.
Embora ocorra contato direto entre a coluna e o fluido criogénico, o tempo necessario
para aquecer a coluna capilar até a temperatura do forno do cromatégrafo é de 13 ms

para colunas com d.i. de 0,1 mm.
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Figura 9. (a) Diagrama do modulador de duplo jato de CO; (. (b) Principio de operagéo do
modulador: A — valvula de coleta aberta aprisiona os compostos, enquanto a valvula de
focagem permanece fechada; B — sincronizadamente, valvula de coleta é fechada e a de
focagem é aberta, ocorrendo a etapa de fogem; C — valvulas retornam a condig¢ao inicial e
fragao reconcentrada elue pela °D. Adaptado de Gérecki et al. [24].

Outros moduladores criogénicos que merecem destaque sdo o de duplo jato frio
e duplo jato quente (quad jet) [32][33] e o modulador com um jato frio e um quente (loop
modulator) [34], os quais estdo apresentados na Figura 10. A coleta para esses
moduladores é efetiva até mesmo para analitos altamente volateis, como butano, uma
vez que o Nz () € usado como fluido criogénico, sendo usado N, ) aquecido para
remobilizagdo dos compostos, em vez do ar do forno do cromatégrafo. Como a
temperatura dos jatos quentes pode ser ajustada para valores superiores a temperatura
do forno do cromatégrafo, a remobilizacdo €& mais eficiente. Como resultado da
combinagao de coleta e liberagdo mais efetivas que os outros moduladores criogénicos,
os valores para “w, s30 os menores observados. A 2w, tipica depende do design do
modulador e do fluido criogénico empregado: os valores variam entre 80 ms e 200 ms,
sendo que os valores sao menores para moduladores que empregam jatos quentes
para remobilizagdo dos compostos em vez do préprio ar do forno do cromatografo [24].

O principio de funcionamento do modulador com quatro jatos € idéntico ao
apresentado para o de duplo jato de CO; (), exceto pelo fato de que o aquecimento é
controlado de forma independente. Para o modulador com um jato criogénico e um jato
aquecido [35], € necessario um pequeno loop no inicio da coluna da ?D para realizar as

etapas de coleta e focagem. Para tal, o jato criogénico incide simultaneamente em dois
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pontos distintos da coluna cromatografica, exatamente sobre as duas parte da coluna
que formam o loop.

Quando o jato criogénico é acionado, os analitos sdo aprisionados na primeira
parte do loop; por alguns milissegundos o jato criogénico € desligado e o jato aquecido
€ acionado. Os compostos aprisionados na etapa de coleta eluem através da secao da
coluna formada pelo loop. Antes dos analitos atingirem o segundo ponto do /oop sobre
o qual os jatos incidem, o jato quente é desligado e o criogénico acionado, para
aprisionamento dos analitos na etapa de focagem. Nesse mesmo momento, a nova
fragdo do eluato da 'D também esta sendo coletada no primeiro setor da coluna. Apds
nova inversdo dos jatos, os analitos aprisionados no segundo setor eluem pela 2D,
enquanto que os analitos coletados no primeiro setor eluem através do loop. Nesse
modulador, o tamanho do loop empregado depende do PM escolhido. Uma alternativa
ao uso de fluido criogénico é apresentada para esse modulador, através do uso de ar
resfriado em substituicdo ao N (). Nesse caso, a modulacdo é efetiva para compostos

menos volateis; entretanto, ndo ha a necessidade de utilizar fluido criogénico [36].
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Figura 10. (a) Modulador com dois jatos criogénicos e dois jatos aquecidos (quad jet) e (b)
modulador criogénico com um jato criogénico e um jato aquecido (loop modulator).
Adaptado de Gorecki et al. [24].

Outra classe de moduladores engloba dispositivos baseados em valvulas
diversoras de comando eletrbnico ou pneumatico instaladas entre as colunas, que
coletam fracdes do efluente da 'D e as transferem para a D [15]. Nos primeiros
moduladores baseados em valvulas, como o mostrado na Figura 11(a), a transferéncia

das fracdes da 'D para a 2D foi feita com valvulas de quatro ou de seis vias, conectadas
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entre as duas dimensodes. Durante o tempo em que a valvula permanece na posigcao de
injecdo, que corresponde a 10-20% do PM, o efluente é transferido para a ’D sem que
ocorra a reconcentragdo. Quando a posigéo da valvula é modificada, que corresponde
ao resto do PM, o efluente proveniente da 'D é descartado, enquanto ocorre a
separacdo na °D; para isso, o fluxo de fase mével na 2D é mantido por um suprimento
auxiliar de gas de arraste [37]. Como a maior parte da amostra é descartada durante a
analise cromatografica, a sensibilidade da analise fica comprometida. Além disso, ndo
ha reconcentracdo do efluente da 'D.

Para contornar a baixa sensibilidade ocasionada pelo descarte da maior parte da
amostra, foi desenvolvido o modulador baseado em valvulas com fluxo diferencial [38].
Nesse modulador, uma alga de amostragem foi inserida no sistema de valvulas para
coletar o efluente da 'D, que pode ser reconcentrado devido a compressao do gas. A
valvula permanece cerca de 80% do PM na posigao de coleta e o resto do tempo na
posicdo de inje¢do (durante a injegdo o efluente da 'D é descartado). A vazédo do gas
de arraste na D (também usado um gas auxiliar) foi cerca de vinte vezes maior que na
'D, com a finalidade de diminuir o tempo de injecédo e permitir PM tao curtos quanto 1 s.
Os moduladores baseados em valvulas apresentam como inconveniente o fato de,
praticamente, ndo reconcentrar as fragdes amostradas e de ter sensibilidade inferior em
relagcdo aos outros moduladores, além de limitagdes relativas a maxima temperatura de
trabalho. Por outro lado, as vantagens desse grupo de moduladores sao o fato de nao
utilizar fluido criogénico e a aplicabilidade a compostos volateis, visto que até gases
podem ser modulados, ja que o efluente é coletado em uma alga de amostragem ou

transferido diretamente para a D [24].
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Figura 11. (a) Modulador baseado em sistema de valvulas e (b) e em sistema de valvulas
com fluxo diferencial para modulagéo, através do uso de alga de amostragem. Adaptado de
Gorecki et al. [24].

Os moduladores até aqui descritos sdo os mais empregados em GCxGC; porém,
existem outros moduladores projetados e desenvolvidos como protétipos em laboratério
ou como modificagdes de moduladores disponiveis comercialmente. Ao total, cerca de
20 diferentes moduladores foram desenvolvidos para GCxGC [39], sendo alguns deles
brevemente discutidos. Embora varios moduladores tenham sido desenvolvidos, o
principio de operacdo dos mesmos € similar aos ja apresentados, sendo que pequenas
modificagdes sao realizadas. Hy6tylainen et al. [40] desenvolveram um modulador com
duplo jato rotativo de CO, (). A principal diferenca em relacdo ao modulador de duplo
jato proposto por Beens [31] € que no modulador rotativo CO, () ndo ha valvulas. O
modulador € um tubo, com duas ranhuras de tamanhos e posi¢des distintas, que libera
CO; () continuamente através dessas ranhuras. O tubo gira em torno do proprio eixo,
fazendo com que ora uma ranhura, ora a outra ranhura libere o fluido criogénico sobre a
coluna, proporcionando o ciclo de modulagdo. Quando o tubo gira 360° o ciclo de
modulacdo € reiniciado. Segundo os autores, esse design nao apresenta o
inconveniente do CO, () continuar a ser lancado sobre a coluna mesmo quando as
valvulas sdo fechadas. Esse mesmo problema também foi constatado por Harynuk e
Gorecki [41] ao desenvolver um modulador criogénico com jatos de N ().O problema foi
contornado através do uso de uma segunda valvula solendide para desviar o N, () que

permanece na tubulagao apds a primeira valvula ter sido fechada.



Reviséo bibliogréafica 23

Libardoni et al. [42] desenvolveram um modulador com aprisionamento dos
compostos por ar resfriado e aquecimento elétrico diretamente sobre a coluna. Mesmo
sem empregar fluido criogénico para coleta dos analitos, a 2w, obtida para o octano foi
ordem de 200 ms, o que pode ser considerado um valor pequeno. Entretanto, foi
observado que para compostos em concentracdo maior que 1,5 ppm a coleta néo é
efetiva.

Gaines e Frysinger [43] avaliaram a temperatura de modulagéo para o0 modulador
de um jato criogénico e um jato quente, empregando diferentes gases para
aprisionamento dos analitos. N, () foi resfriado de diferentes formas: em N, (), em um
banho de gelo e em agua a temperatura ambiente. Foi observado que a temperatura
para aprisionamento dos compostos deve ser cerca de 130 °C inferior a temperatura de
eluigdo. Quando Ny () foi usado para resfriar o Ny (g, foi possivel modular butano,
enquanto que para os dois outros casos, foi possivel modular compostos mais pesados
que o octadecano. Os autores também avaliaram que ao longo da corrida
cromatografica, o resfriamento € excessivo; assim, a vazdo do Nj (g foi modificada
(através de controle eletrbnico de pressédo) ao longo da analise para compensar a
diminuigéo do ponto de ebuligdo dos analitos. Com isso foi possivel modular compostos
tdo pesados quanto um alcano linear saturado com 40 atomos de carbono. Rathbun
[44] também variou a vaz&o do Ny () resfriado em N, () para modular compostos com
ponto de ebulicao de até 540 °C.

Durante o desenvolvimento de um modulador, € importante avaliar alguns
parametros como a 2wb, que deve ser a menor possivel, a variagdo do 2tn e, também,
observar o fendmeno chamado de solute breakthrough, que ocorre quando parte dos
analitos passa pelo modulador sem ser aprisionada [42]. Ele pode ser evidenciado no
cromatograma GCxGC por uma mancha vertical, como destacado por circulos em
vermelho na Figura 12(a) [42][44], ou pela duplicagao dos picos, tal qual destacado em
verde na Figura 12(b). Como ambos os cromatogramas GCxGC foram obtidos com
moduladores criogénicos, o solute breakthrough indica que a temperatura ndo é tao
baixa para reter completamente todas as moléculas do analito. Esse fenébmeno ocorre,
principalmente, para compostos muito volateis ou para compostos presentes em
concentracdo muito elevada (comumente visualizado para o solvente da amostra);

normalmente, os autores nao relatam tal fenbmeno e tampouco alteram as condicdes
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de modulagdo para contornar tal problema [45][46][47]. Obviamente, esse fendmeno
nao é observado quando moduladores com valvulas sdo empregados, pois ndo ha a

possibilidade dos analitos n&o serem aprisionados.
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Figura12. Fendémeno de solute breakthrough observado por: (a) manchas verticais

destacadas por circulos em vermelho [45] e (b) duplicagdo dos picos, destacados por
poligonos em verde [47].

3.1.3. Detectores

Além de compatibilidade com bandas cromatograficas estreitas, os sistemas
eletrénicos e de processamento de dados associados a deteccdo também devem
possibilitar taxas de coleta (numero de leituras do sinal digitalizado do detector por
segundo) compativeis: 100 Hz ou mais. Entre os detectores cromatograficos mais
populares, o FID é o que melhor se ajusta aos requisitos acima: os FID modernos tém

volumes internos despreziveis e possibilitam taxas de coleta de até 200 Hz [23]; assim,
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seu uso tem sido muito difundido em GCxGC. O uso do detector por captura de
elétrons (ECD) exige otimizagdo mais cuidadosa de parametros operacionais, ja que os
volumes internos comparativamente grandes dos ECD (150 puL ou mais) tendem a
resultar em respostas mais lentas e maior dispersdo das bandas cromatograficas [48].

Ja a deteccao por MS, que esta plenamente sedimentada para 1D-GC, tem sido
bastante discutida visto que seu uso para GCxGC nao é ftrivial [49]. Em primeiro lugar,
deve-se considerar que os diagramas gerados sdo na verdade estruturas de dados em
quatro dimensdes — sinal x (m/z) x 'tg x %t (M/z = relagdo massa / carga do fragmento
ibnico). Espectrometros de massas com analisadores quadrupolares (gMS)
convencionais apresentam taxa de aquisicdo de pouco mais que dois espectros de
massas por segundo, sendo lentos para as bandas cromatograficas estreitas de
GCxGC [50]. Contudo, hoje em dia gMS mais rapidos ja sédo disponiveis e, além disso,
€ possivel diminuir a faixa de massas investigada ou monitorar apenas alguns ions
durante a corrida, resultando assim em uma maior taxa de aquisigao.

Adahchour et al. [51] relataram a interdependéncia entre taxa de coleta do sinal,
faixa de massas investigada e ?w,, de forma que taxa de aquisicdo de até 50 Hz pode
ser obtida desde que a faixa de m/z analisada seja reduzida para 95 u.m.a. e que W
seja maior que 140 ms, o que determina, pelo menos, sete pontos por pico. Com o
intervalo de m/z entre 40-240 a taxa de aquisi¢do cai para 20 Hz, a qual permite a
coleta de, no minimo, quatro espectros de massas por pico, 0 que pode ser considerado
suficiente para a identificacdo de diversos compostos [52]. Cabe ressaltar que os
espectros de massas obtidos por GCxGC-gMS sao mais “limpos” que aqueles obtidos
por GC-qMS, porque a separacdo na 2D permite resolver o analito de outros
interferentes.

Por outro lado, a Espectrometria de Massas por Tempo de Voo (TOFMS) permite
a coleta de até 500 espectros de massas por segundo [15] e, portanto, mostra-se
superior aos qMS em analises qualitativas e quantitativas [51]. Além disso, dado o
elevado numero de espectros de massas por pico, torna-se possivel a deconvolugao
espectral de picos que coeluem na 'D e na 2D, o que aumenta a capacidade de
separagdo. Para isso, algoritmos para reconhecimento de picos, deconvolugéo
espectral e comparacdo com a biblioteca de espectros de massas necessitam ser

empregados no processamento e interpretagdo dos cromatogramas GCxGC-MS, o que



26 Reviséo bibliogréfica

torna a analise complexa e demorada [53]. Devido as caracteristicas de cada detector,
a TOFMS parece ser a detecgéao ideal para GCxGC, embora o seu custo seja proibitivo

para muitos usuarios.

3.1.4. Conjunto de colunas

Como descrito anteriormente, em GCxGC é necessario empregar duas colunas
conectadas em série através de um conector de volume morto desprezivel,
normalmente uma conexao tipo press-fit, na qual as colunas sao fixadas pelo auxilio de
poliimida. Em geral, uma coluna convencional para GC (com dimensdes tipicamente de
15-30 m x 0,25 mm) é usada como 'D. A selecéo dessa coluna depende dos analitos a
serem separados e da separagao desejada; contudo, normalmente ja existe um método
por 1D-GC para a analise em questao e, portanto, a coluna usada na separacao por
1D-GC é a mais indicada para ser a 'D na separacdo por GCxGC [22].

Para a selegdo da coluna usada na ?D é necessario lembrar que, no processo de
modulagao, a separacao na D de cada fracao transferida deve finalizar antes que a
fracdo subsequente seja transferida. Portanto, a coluna da %D deve ser curta e eficiente,
0 que nao compromete a analise uma vez que o numero de compostos em cada fragao
a ser analisada é pequeno. Também, cabe lembrar que quanto mais estreitos forem os
picos na D, maior serd o nimero de compostos que podem ser separados na 2D.
Dessa forma, a dimens3o tipica de uma coluna de 2D é de 0,5 - 2 m x 0,1 mm, embora
dimensdes um pouco diferentes possam ser empregadas [15]. Como a eficiéncia da
separagao também esta relacionada a espessura do filme de fase estacionaria, colunas
com filme de fase estacionaria com espessura de 0,10 um s&o as empregadas; para
espessura de 0,18 — 0,25 um ocorre alargamento dos picos [54].

Devido as dimensodes da coluna usada como 2D, a saturagcdo da mesma é
bastante observada. A saturacdo acontece principalmente porque o filme de fase
estacionaria da D é da ordem de 0,10 um e por causa da reconcentragdo da banda
cromatografica, que ocorre em moduladores criogénicos. A saturagéo produz picos que
podem apresentar assimetria em ambas as dimensdes, dependendo do grau de

saturagdo em cada dimensao, conforme mostrado na Figura 13 [54]. Os principais
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efeitos da saturagdo sdo a mudancga no tempo de retengcdo na dimensao que o pico esta
saturado e a redugdo da capacidade de pico. Além disso, mudangas nos tempos de
retencdo em ambas as dimensdes podem tornar dificil a identificacdo do composto em

questao.
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Figura 13. Influéncia da saturagdo da fase estacionaria da coluna cromatografica na
retencdo na 'D e na ?D. (a) Pico saturado em ambas as dimensdes e (b) pico ndo saturado
[54].

Com respeito a vazédo do gas de arraste na GCxGC, vale lembrar que como as
colunas de 'D e ?D s&o conectadas em série, a velocidade linear em cada uma das
colunas nao pode ser selecionada independentemente (embora seja possivel se uma
valvula de divisao de fluxo for instalada entre as duas colunas [55]). Portanto, deve-se
adotar um valor de compromisso para a vazado do conjunto de colunas, no qual a
velocidade linear em cada dimensao sera diferente do valor 6timo (normalmente maior),
porém, a separacido em cada dimensao ndao sera comprometida e o tempo total de
andlise ndo sera excessivo [56]. Normalmente, as separacbes por GCxGC sao
efetuadas com velocidade linear 6tima (ou um pouco maior) para a 'D e muito maior
que a ideal para a °D.

A vazao do conjunto de colunas pode ser calculada sob determinadas condi¢gdes
experimentais através da equacao de Poiseulle (1) [55][57], sendo que alguns softwares
dedicados para GCxGC empregam tal equagao para ajustar corretamente os valores de
vazao e da razao de divisdo do injetor. Ja os softwares especificos para 1D-GC nao

calculam corretamente a vazao para o conjunto de colunas. Nesses casos, € necessario
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calcular as dimensdes de uma coluna que seja equivalente, em termos de resisténcia a
passagem do gas de arraste, a coluna usada na ’D, o que pode ser feito através da

equagao (1).

60mrt
F= [ 167L

__2
[{ﬁ? -Dajj| )

Po

na qual F é a vazdo, r € o raio da coluna, n € a viscosidade dinamica do gas a
temperatura especifica, L € o comprimento da coluna, p; e pp sdo a pressao absoluta na
entrada e na saida da coluna, respectivamente.

Dessa forma, é possivel obter o comprimento de uma coluna com diametro
idéntico ao da coluna de 'D que seja equivalente & coluna usada na ?D. Com isso,
pode-se trabalhar com valores corretos para a vazao e para a razdo de divisdo do
injetor empregando softwares para 1D-GC. Para um conjunto de colunas com
dimensées de 30 m x 0,25 mm + 1,0 m x 0,1 mm a 180 °C, a °D é equivalente a uma
coluna de 39 m x 0,25 mm e, dessa forma, a coluna equivalente ao conjunto de colunas
tem as dimensdes de 69 m x 0,25 mm [55][57].

Em relacido as fases estacionarias usadas em cada dimensao, o ideal € que as
mesmas apresentem mecanismos de separacdo independentes. Basicamente, as
separagdes em GC sdo baseadas em dois parametros: /) volatilidade dos analitos e i)
interacdo dos mesmos com a fase estacionaria, principalmente por ligacao de
hidrogénio, interacdo n — n e forgas de van der Waals. Em uma coluna nao polar a
separacgao sera baseada na volatilidade dos analitos, enquanto que, em todas as outras
colunas (mais polares), a separacéo sera governada pela interacdo dos analitos com a
fase estacionaria da e, também, pela volatilidade dos mesmos [58].

As fases estacionarias ndao (ou pouco) polares mais usadas em GCxGC sao a
100% polidimetilsiloxano e a 5% polidifenilsiloxano - 95% polidimetilsiloxano, enquanto
que as fases estacionarias (semi)polares mais empregadas sao 50% polidifenilsiloxano
- 50% polidimetilsiloxano, polietilenoglicol e 14% cianopropil-polifenilsiloxano. Com
essas fases estacionarias, duas abordagens podem ser destacadas para um conjunto
de colunas: /) 'D apolar e D polar/semi-polar (apolar x polar); e ii) 'D polar/semi-polar e
2D apolar (polar x apolar). Em funco da ortogonalidade do conjunto de colunas, que

sera descrita em seguida, e pelo fato de existir uma elevada base de dados para LTPRI
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em colunas de baixa polaridade, o conjunto de colunas apolar x polar € o mais
empregado nas analises por GCxGC. Esse conjunto de colunas foi usado nos primeiros
trabalhos de GCxGC e, por isso, € denominado conjunto de colunas normal, enquanto
que o conjunto de colunas polar x apolar € denominado conjunto de colunas inverso
[15].

A separagcao em GCxGC é considerada ortogonal quando os mecanismos de
retengao das duas dimensdes sédo completamente independentes [4]. A ortogonalidade
em GCxGC é importante, visto que ela determina a magnitude do espago de separagao
que sera utilizado, o qual é definido como o espago do cromatograma GCxGC que os
compostos podem estar distribuidos. A correlagdo elevada entre os mecanismos de
separacao das duas dimensdes reduz o espago de separagao, podendo tornar uma
separacao bidimensional em uma essencialmente unidimensional, na qual os analitos
eluem ao longo de uma diagonal no cromatograma GCxGC [59]. Entretanto, a eficiéncia
da separagédo nao depende necessariamente da ortogonalidade da separagédo, mas sim
do tipo de amostra analisada e das colunas usadas na 'D e °D. Dessa forma, é possivel
que o conjunto de colunas indicado para uma determinada separagao seja parcial ou
relativamente ortogonal.

Para o conjunto de colunas apolar x polar (ou normal) a separagdo pode ser
considerada ortogonal, embora em teoria, 0os mecanismos de separagdo sejam
relacionados. Como a fase estacionaria da 'D é apolar a separagdo é baseada,
principalmente, na pressdo de vapor dos analitos. Com isso, compostos com 'tg
idénticos ou similares, os quais sdo transferidos para a ’D num mesmo ciclo de
modulagdo, devem apresentar pressdo de vapor muito semelhante. Ja na °D, cada
separagao pode ser considerada isotérmica, visto que em poucos segundos (valores
tipicos para o PM) a temperatura do forno do cromatégrafo varia menos do que 1 °C.
Assim, mesmo que a fase estacionaria da D seja polar, a influéncia da pressdo de
vapor na separagao dos analitos (em uma mesma modulagao) sera semelhante e, com
isso, cada uma das separacdes na 2D sera baseada, majoritariamente, na interacéo dos
mesmos com a fase estacionaria. Portanto, pode-se dizer que cada uma das
separacdes na ’D em um conjunto de colunas normal é, de fato, ortogonal [39]. J4 com
0 conjunto de colunas inverso, a separagao na 'D (polar) € baseada na pressao de

vapor dos analitos e na interagdo dos mesmos com a fase estacionaria, enquanto que
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na %D (apolar), a separacéo € governada pela pressédo de vapor dos analitos. Observa-
se que 0s mecanismos de separagdo das duas colunas ndo sao independentes e,

portanto, a separagao nesse conjunto de colunas nunca sera ortogonal.

3.1.5. Estruturacédo cromatografica

Os cromatogramas GCxGC podem apresentar uma caracteristica poderosa sob
o aspecto qualitativo: a estruturacdo cromatografica [14]. Picos de substancias
relacionadas estruturalmente, como séries homodlogas, isbmeros de cadeia ou de
posicao, aparecem agrupados em regides claramente definidas do diagrama GCxGC.
Picos de compostos similares se agrupam sobre a superficie 'tg x *tr, como mostrado
Figura 14 para amostra de 6leo diesel [60]. Nesse cromatograma, alcanos, alcenos e
cicloalcanos encontram-se agrupados (indicados como saturados), da mesma forma
que os compostos monoaromaticos, diaromaticos, diaromaticos nafténicos e
triaromaticos. Para os subgrupos referentes aos compostos denominados por
“saturados”, a numeracao corresponde ao numero total de atomos de carbono da
molécula, enquanto que para os demais subgrupos, a numeragdo corresponde ao
numero de atomos de carbono a mais na molécula, em relagao a estrutura basica que
define o grupo. Para o subgrupo 1 dos “triaromaticos”, os compostos correspondem aos
isdmeros com um grupo metila a mais em relagao a estrutura triaromatica.

O agrupamento dos compostos resulta no “efeito telhado”, no qual cada conjunto
de “telhas” corresponde a isbmeros com propriedades quimicas similares (numero de
atomos de carbono na molécula) [61]. A estruturacdo cromatografica ja havia sido
prevista teoricamente [4], sendo perceptivel apenas em amostras ricas em isdmeros ou
espécies de outra forma relacionadas entre si. Como em GCxGC o numero de picos
detectaveis tende a ser muito maior que em 1D-GC, a presenca da estruturacéo
cromatografica pode ser de grande valia na identificagdo dos analitos. Nesse caso,
identificando alguns compostos em uma das “telhas”, & possivel inferir informagoes

estruturais dos outros compostos da mesma “telha”.
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Figura 14. Estruturacédo cromatografica em cromatograma GCxGC de ¢6leo diesel. Adaptado
de Vendeuvre et al. [60].

A estruturagdo cromatografica pode ser observada tanto com conjunto de
colunas normal ou inverso. Em teoria, a posicdo de eluicdo dos compostos no
cromatograma GCxGC obtido com o conjunto de colunas normal pode ser resumida
conforme mostrado na Figura 15(a) [62]. Em fungdo do mecanismo de separacdo da °D
em um conjunto de colunas normal, os compostos mais retidos na ’D s30 compostos
mais polares; ja referente a 1D, compostos menos volateis serdo mais retidos, uma vez
que o mecanismo de separacdo na 'D é baseado na pressdo de vapor dos analitos.
Portanto, o cromatograma GCxGC pode ser dividido em quatro partes, que revelam a
volatilidade e a polaridade do composto de acordo com a posigao de eluicdo do mesmo.
Contudo, a obtencao do cromatograma GCxGC tal qual mostrado na Figura 15(a) s6
sera possivel se nenhum pico estiver fora de ciclo e, também, se a diminuicdo da
volatilidade dos compostos ao longo da corrida for exatamente compensada pelo

aumento da temperatura do forno do cromatografo.
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Figura 15. (a) Cromatograma GCxGC referente as propriedades quimicas dos analitos no
cromatograma GCxGC para o conjunto de colunas normal;, separagao (b) com ajuste da
programacgéo da temperatura do forno do cromatégrafo e (c) sem ajuste. Manchas em
vermelho representam série homologa de alcanos lineares e manchas em azul, alcoois
lineares.

O seguinte exemplo ilustra melhor o efeito da programacgao da temperatura do
forno do cromatégrafo na posigdo de eluicdo dos compostos. Para uma dada série
homodloga, o aumento do ponto de ebulicdo dos compostos € diretamente proporcional
ao aumento da cadeia carbénica; entretanto, a polaridade dos compostos dessa série
praticamente nao é alterada. Assim, se o0 aumento da temperatura do forno do
cromatégrafo for similar ao aumento do ponto de ebuligdo dos compostos eluidos, a
influéncia da temperatura na retengdo na D (ndo apenas em uma modulagéo, mas em
toda a andlise) sera idéntica para todos os compostos. Com isso, a separagéo na 2D
sera governada pela interagdo dos compostos com a fase estacionaria e, portanto,
compostos com polaridade semelhante (como o caso de uma série homéloga) devem
apresentar, praticamente, 0 mesmo %tz [22].

Na Figura 15(b,c) esta mostrada a separagao hipotética dos compostos de uma
série homologa de alcanos lineares (em vermelho) e de alcodis lineares (em azul). Em

ambos 0s casos, a separagao dos compostos foi efetiva. Em (b) a programacao da
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temperatura do forno do cromatodgrafo foi ajustada para compensar o aumento do ponto
de ebulicdo dos compostos da série. Assim, a influéncia da temperatura na separacao
dos compostos na ’D ¢é idéntica para todos os compostos da série. Portanto, a
separagao sera baseada, principalmente, na polaridade dos compostos durante toda
analise (e nao apenas em um ciclo de modulagdo). Portanto, os compostos com
polaridade similar eluem paralelamente ao eixo “x”, apresentando praticamente o
mesmo .

Em (c), a programacao da temperatura do forno n&o foi ajustada corretamente.
Embora a separagdo em cada uma das fracbes seja considerada isotérmica, ao longo
do cromatograma a influéncia da temperatura nao é idéntica para todos os compostos
da série homdloga. Observa-se que os compostos polares sdo mais retidos que os
menos polares, contudo, o %te para compostos com polaridade semelhante sdo muito
diferentes. Ainda, os picos de alguns alcodis estdo fora de ciclo. Nesse caso, o
cromatograma GCxGC mostrado em (a) ndo pode ser aplicado para inferir as
propriedades quimicas dos compostos no cromatograma GCxGC (c). Por outro lado, a
separagao com um conjunto de colunas inverso nao pode ser representada na forma de
quadros como mostrada na Figura 15(a), isso porque a ordem de eluigdo na 'D ndo
depende apenas de uma propriedade fisico-quimica.

A estruturagcdo cromatografica pode ser observada em diversas amostras, porém,
o “efeito telhado” € comum em amostras de origem petroquimica [15], visto que essas
amostras sdo constituidas de dezenas ou centenas de isébmeros. A estruturagcéo
cromatografica também é observada em amostras de plantas e/ou alimentos. Todavia,
devido ao menor numero de isbmeros presentes nessas amostras em relagdo as de
origem petroquimica, nem sempre a estruturagao fica evidente no cromatograma.

No caso de 6leos essenciais, nos quais a maioria dos compostos sao terpenos, €
possivel obter estruturacdo de acordo com as classes de terpenos presentes no 6leo
essencial. Na Figura 16(a) esta mostrado um cromatograma GCxGC de 6leo essencial
de eucalipto [63], no qual a posigéao de eluicdo dos monoterpenos ndo oxigenados esta
marcada por uma elipse (D), tal qual ocorre com os sesquiterpenos ndo oxigenados (G).
Para os monoterpenos oxigenados € possivel observar a separagao em fungcado do
grupo funcional presente na molécula (E = alcodis de monoterpenos, F = acetatos de

monoterpenos), ao contrario do observado para o grupo de sesquiterpenos (H)
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oxigenados. Ainda, outros compostos nao terpénicos como alcodis (A), aldeidos (B) e
acetatos (C) presentes na amostra também podem ser agrupados. Nesses casos, a
estruturacdo permite inferir a que classe de compostos, porém, informagdes mais

especificas ndo sao obtidas.
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Figura 16. (a) Cromatograma GCxGC de ¢leo essencial de folhas de eucalipto. A = alcodis
lineares, B = aldeidos, C = acetatos, D = monoterpenos ndo oxigenados, E = alcodis de
monoterpenos, F = acetatos de monoterpenos, G = sesquiterpenos ndo oxigenados, H =
sesquiterpenos oxigenados [63]. (b) Corte de cromatograma GCxGC de ésteres metilicos
derivados de acidos graxos com 20 atomos de carbono. Linhas pretas indicam a posigéao de
eluicdo em relagdo ao numero de insaturagdes na molécula, enquanto que linhas em verde
indicam a posicao da insaturacgao [64].

Na Figura 16(b) esta mostrado parte do cromatograma de 6leo de figado de
bacalhau obtido com conjunto de colunas normal, no qual os acidos graxos da amostra
foram convertidos em ésteres metilicos [64]. Nessa parte do cromatograma GCxGC
estd mostrado o grupo dos ésteres derivados dos acidos graxos com 20 atomos de
carbono (esse tipo de agrupamento também ¢é visualizado para ésteres com mais e
menos atomos de carbono). Observa-se que os ésteres metilicos encontram-se
ordenados no espaco de separacdo de acordo com o numero de insaturacbes na
molécula (marcadas por linhas pretas) e a posi¢gado das insaturagdes (linhas verdes).
Assim, se alguns dos compostos desse grupo forem identificados, é possivel definir as
linhas relacionadas ao numero e posi¢cao das insaturagdes e, em seguida, identificar os

demais picos sem a necessidade de usar padroes ou deteccéo por MS.
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3.1.6. Processamento dos dados

Da mesma forma que em 1D-GC, os cromatogramas obtidos em GCxGC contém
informacbes qualitativas e quantitativas sobre a composicdo da amostra
cromatografada. Entretanto, a forma de obtencdo dos resultados a partir dos
cromatogramas GCxGC é bastante diferente daquela empregada convencionalmente.
Para realizar a identificagdo de um analito através de 1D-GC ou de GCxGC é
desejavel, mas ndo imprescindivel, que este esteja resolvido dos demais compostos
presentes na amostra. O calculo de resolucéo para 1D-GC é feito, conforme a equacao
(2), levando em consideragdo um pico “vizinho” ao analito, sendo possivel apenas um
pico “vizinho” antes e outro apds a eluigcdo do analito. Entretanto, em GCxGC mais de
um pico pode ser considerado vizinho do analito e, portanto, o conceito de resolugéo
deve ser redefinido. Duas formas de calcular a resolugdo para GCxGC ja foram
propostas, porém nao se possa afirmar qual delas é a mais adequada. Adam et al.
[65][66] calcularam a resolucdo para GCxGC através da média euclidiana da resolucao

em cada uma das dimensdes (Rsx € Rsy), mostrada nas equacgdes (3) e (4).

20
R(A,B)=,[(——)" (2
w4+ B
2&1{,)( 2
Rs, X(A, B) = \/(—) (3)
WA, x + B, x
2&1?,}? 2
Rsy(A,B)= \/ (—) @
WA,y + B,y

nas quais dtr x € otry S80 as diferengas entre os tempos de retengéo dos compostos A e
B nos eixos x e y, respectivamente; wa x € wgx S30 as larguras de pico para A e B na 'D,
assumindo que elas sao iguais ao produto entre periodo de modulagdo e o numero de
modula¢cdes para um mesmo composto; way € wsy S840 as larguras para O pico
modulado mais intenso dos compostos A e B. Uma outra forma de calcular a resolugao
€ baseada no conceito razao “vale-pico” [67]. Na teoria da razao “vale-pico” uma reta é
tracada entre os maximos dos picos dos dois compostos, sendo identificado o ponto de
menor intensidade sobre a reta. Para o calculo da resolugdo emprega-se a distancia

entre os maximos dos dois picos e o ponto de menor intensidade e, também, os valores
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de intensidade nesses trés pontos. Os valores de resolugao obtidos dessa forma podem
ser aplicados tanto a separacbées em uma ou em duas dimensdes. Peters et al. [68]
mostraram que a resolucao calculada através da razao “vale-pico” é valida apenas para
picos (ou manchas no caso de GCxGC) gaussianos; porém, com pequenas
modificagdes na forma de calcular a razdo “vale-pico”, pode-se calcular a resolucao
para picos nado gaussianos. Além disso, os autores definiram um novo conceito de
“vizinhanga” para GCxGC, visto que um composto pode ter mais que apenas dois
“vizinhos”.

Outra modificagdo necessaria para GCxGC refere-se ao uso de indices de
retencado de Kovats [69] ou aos LTPRI [70] para a identificagdo de analitos. Em 1D-GC
esses indices sao bem estabelecidos e podem ser empregados para a retengao na 'D
em um cromatograma GCxGC [63]. Contudo em GCxGC a retengdo é caracterizada
por dois valores independentes ('tz e %r) e, em decorréncia disso, ainda encontra-se
em estudo um sistema similar de indices de retencdo para a ’D que seja
universalmente aceito. Western e Marriott [71][72] propuseram um novo conceito de
indices de retencao exclusivo para GCxGC, os chamados mapas de retencédo, que
possibilitam os calculos dos indices de retengdo na °D. Bieri e Marriott [73]
desenvolveram mapas de retengdo multiplos, empregando um sistema GCxGC no qual
o eluato da 'D foi transferido para duas diferentes ?D, através de um divisor em forma
de “y”. Desta forma, foi possivel obter indices de retengéo para a 'D e dois diferentes
indices de retencdo para a D. Posteriormente, os mesmos autores [74] utilizaram dois
injetores, dois detectores e outras pequenas modificagdes no sistema para obter de
forma mais correta os valores de indices de retencdo para 'D e 2D, eliminando erros de
até 20 unidades nos indices de retencéo de 'D observados por outros autores [75].

A Figura 17(a) mostra um cromatograma GCxGC para séries homdlogas de
alcanos, resultando no mapa de retengdo para ambas as dimensdes. A linha mais
escura representa a inje¢cao de uma solugao de alcanos lineares entre 10 e 23 atomos
de carbono, para calcular os LTPRI na 'D. Para calcular os indices de retengdo na D é
necessario construir curvas de isovolatilidade para alguns alcanos. Para construgéo de
tais curvas, séries de alcanos sao injetadas em intervalos de tempo definidos,
preferencialmente por SPME. A Figura 17(b) mostra um cromatograma da 2D referente

a injecdo de uma das séries de alcanos. A unido entre os pontos referentes a cada
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alcano resulta na curva de isovolatilidade desse composto, como representado pelas
linhas mais finas na Figura 17(a), definindo o *tr do alcano para qualquer valor de 'tg.
Como diversas curvas sado geradas no espago de separacgao, € possivel calcular, por
interpolacdo entre duas curvas, o indice de retengdo na ’D de um composto
desconhecido. Mesmo que bem fundamentada sob o aspecto teérico e com algumas
limitagbes praticas, esta sistematica ainda nao foi suficientemente avaliada para que
sejam averiguadas suas potencialidades e limitagbes. Para obtencdo de valores
corretos dos indices de retencdo em ambas as dimensdes € obrigatério verificar se o

pico nao esta fora de ciclo.
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Figura 17. (a) Mapa de retengéo para calculo dos indices de retengéo na 'D e ?D (adaptado
de Bieri e Marriott [74]). Linha espessa mostra mapa de retencdo para a 'D obtido com
injecdo de série homdloga de alcanos (C10-C23) em t = 0 min. Linhas finas obtidas com
multiplas inje¢cdes por SPME de série homdloga de alcanos (diferente composigdo em cada
injecao), formando as curvas de isovolatiidade para cada alcano. (b) Cromatograma
referente a injegdo de alcanos (C12-C18) por SPME a 36,2 min de analise.

Da mesma forma que em 1D-GC, a identificagao confiavel de picos em GCxGC
demanda a combinacdo dos dados de retencéo e da identificacdo por MS. Entretanto,
como discutido anteriormente, a quantidade de informagdo nos diagramas gerados por
esses sistemas requer estratégias diferenciadas para sua avaliagdo, sendo

absolutamente imprescindivel a adog¢ao de rotinas computacionais com alto grau de
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automacao. O uso de algumas ferramentas quimiométricas é a abordagem ideal para o
volume de dados gerados, porém néo sera discutida. Dalllige et al. [76] detalharam
algumas abordagens possiveis. Se as espécies de interesse para o problema em
questdao — i.e., os analitos-alvo — ja sdo conhecidos (por exemplo, detec¢do e
identificacdo de um farmaco, seus metabdlitos e contaminantes na urina de pacientes
sendo tratados com medicamentos conhecidos), o processamento € relativamente
simples e rapido. Neste caso, os tempos de retengao aproximados nas duas dimensdes
e espectros de massas de referéncia dos analitos-alvo seriam determinados
preliminarmente, com uso de padrdes. Para as amostras, seriam inspecionados e
comparados com espectros de referéncia apenas os espectros correspondentes a picos
pré-detectados com retencao préxima a de analitos-alvo.

Outro caso seria a varredura (screening) de amostras pouco conhecidas ou onde
nao existir possibilidade de definigdo prévia de analitos-alvo. Para essas analises, deve-
se objetivar a identificagdo do maior numero de picos possivel dentre todos aqueles
pré-detectados. Pela complexidade e pelo grande numero de picos nos cromatogramas
GCxGC, essa tarefa demanda muitas horas de processamento, mesmo em
microcomputadores poderosos. De forma semelhante ao que ocorre em GC-MS, é
conveniente que os resultados de algoritmos de identificagdo sejam, tanto quanto
possivel, confirmados e, eventualmente, refinados por inspecdo manual. Vale lembrar
que a estruturagdo cromatografica presente na GCxGC facilita a analise qualitativa: a
identificacdo de um ou mais picos de um grupo pode fornecer informacdes sobre a
estrutura das demais espécies do grupo, evitando atribuigdo errbnea da identidade dos
compostos.

A quantificagdo em GCxGC depende da medida da area dos picos detectados -
ou, mais corretamente, do seu volume, ja que aqui eles sédo definidos em trés
dimensdes (sinal x 'tz x %tg). A forma mais facil de integracédo de picos de GCxGC é
pela soma das areas dos picos modulados usados para construir o cromatograma
GCxGC: algoritmos apropriados detectam os pontos de inicio e fim dos picos e somam
os sinais entre os dois pontos, descontando a area sob a linha de base. Embora essa
tarefa possa ser feita através da adaptacao de algoritmos usuais de processamento de

dados, existem softwares especificos para integracdo de picos de GCxGC [31] e
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algumas ferramentas quimiométricas também podem substituir a integragéo
convencional.

Qualquer que seja a forma de medida dos volumes dos picos, a exatidao e
precisdo de GCxGC é equivalente a de 1D-GC. Beens et al. [23] compararam a
quantificacdo de misturas de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos por GCxGC-FID e
por GC-FID. As concentragdes obtidas por ambas as técnicas foram equivalentes e a
repetibilidade dos resultados (expressa como estimativa dos desvios-padrao relativos)
variou de 0,24 % a 2,33 % - mesma ordem de grandeza de 1D-GC. Quanto a
sensibilidade, ela ¢é incrementada em GCxGC: a compressdo das bandas
cromatograficas na modulagao gera picos mais altos, melhorando as razdes sinal/ruido.
Isso foi demonstrado por de Geus et al. [77], que observaram um aumento de 50 vezes
na altura de um pico de n-dodecano em GCxGC quando comparada a eluicdo em 1D-
GC, porém sem alteragdbes em sua area. Lee et al. [78] demonstraram que com
periodos de modulacéo curtos o incremento na altura € menor; porém, a melhoria nas
razdes sinal / ruido nunca é numericamente igual ao aumento na altura dos picos. Uma
explicagdo € que para registrar picos estreitos, o sinal do detector deve ser coletado
com maior freqliéncia, o que aumenta o nivel de ruido registrado. Ainda assim, a
sensibilidade tipica em GCxGC-FID é 4 a 5 vezes melhor que a de GC-FID.

A quantificagdo por GCxGC-gMS tem sido investigada devido ao numero de
pontos necessarios para definir um pico. Cordero et al. [79] compararam o0 numero de
pontos por pico obtidos através da varredura de ions entre os valores de m/z 40-240 e
pelo modo de ions selecionados. Em média, 14 pontos por pico foram obtidos para os
dois modos de aquisigdo e, mesmo que exista divergéncia quanto ao numero minimo
de pontos por pico para quantificacdo, esse valor foi considerado pequeno. Assim, para
a quantificacdo dos compostos o detector gMS foi preterido em relagao ao FID, devido
ao maior numero de pontos por pico, maior robustez e faixa linear.

Debonneville e Chaintreau [80] empregaram o modo de ions selecionados com
taxa de aquisicdo de 30,7 Hz, o que resultou na aquisicdo de 28 pontos para um pico de
limoneno, sendo observados trés picos modulados. O desvio padrao relativo para os
valores de area de cada um dos picos modulados (cinco replicatas) variou entre 16% e
169%, enquanto que o desvio padréo relativo da soma das areas dos trés picos

modulados foi de cerca de 4%, valor aceitavel para fins quantitativos.
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4. Materiais e métodos

4.1. Materiais, reagentes e amostras

Todos os reagentes empregados foram grau P.A. ou superior. A fibra de SPME
empregada foi a DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/ carboxen/ polidimetilsiloxano),
adquirida junto a Supelco (Bellefonte, Pensilvania, EUA), bem como o proprio holder. A
fibra foi condicionada de acordo com as recomendacdes do fornecedor antes de ser
utilizada. Para a obtengdo dos LTPRI foi empregada a solugdo de alcanos lineares
entre 8 e 20 atomos de carbono (Fluka, Steinheim, Suiga).

As amostras de gasolina foram cedidas pela Central Analitica (CA/UNICAMP). As
amostras de gasolina foram armazenadas a 4 °C previamente as analises. Abacaxi
fresco (Ananas comosus L. Merr), denominado no comércio por “abacaxi hawaii”, foi
obtido diariamente no mercado local, em grau de maturagdo no qual cerca de 50% da
casca apresenta coloragao laranja e 50% coloracéo verde. Abacaxi desidratado “Nostro
Campo” (Pinheiro Preto, SC, Brasil) também foi obtido no comércio local. Para triturar
as amostras foi utilizado um liquidificador com copo de ago-inox, especifico para o uso
em laboratoério (Waring Commercial, Connecticut, EUA). As amostras de 6leo essencial
de virola (Virola surinamensis) e de macacaporanga (Aniba parviflora), obtidas através
de hidrodestilagao das folhas frescas de cada planta, foram cedidas pelo prof. Lauro E.

Barata.

4.2. Protétipo GCxGC-FID

O prototipo GCxGC empregado em testes iniciais (protétipo GCxGC versao 1)
consistiu em um cromatégrafo a gas HP 5890 (Wilmington, DE, EUA) com detector FID
e equipado com injetor do tipo split-splitless. Para as demais versdes (prototipos
GCxGC versdes 2 a 4) foi usado um Cromatografo a gas Agilent 6890 (Wilmington, DE,
EUA) com detector FID e injetor split-splitless. A usinagem da peg¢a de ago para
confecgao dos moduladores projetados foi feita na Oficina de Mecanica Fina do Instituto
de Quimica (IQ-UNICAMP). O modulador projetado (nas diferentes versdes) foi

baseado no principio do modulador quad jet descrito na literatura [33]. Ao contrario dos
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demais, os moduladores projetados envolvem a coluna cromatografica, formando
camaras nas quais ocorre o processo de modulagdo. Foi usado N3 (g) resfriado em Ny ()
como fluido criogénico e N2 g aquecido como gas quente. Os gases usados para a
modulagao foram controlados por duas valvulas solendides de trés vias (Ascoval Ind. e
Com. Ltda, Brasil). O controle do sistema GCxGC foi baseado na plataforma LabVIEW®
e foi utilizado o conversor AD/DA de 16 bits National Instruments DAQ-PAD6015
(Austin, TX, EUA). O diagrama genérico do protétipo GCxGC esta mostrado na Figura
18.

T

|

Figura 18. Diagrama geral do protétipo GCxGC-FID. (1) sistema de controle de
aquecimento, (2) sistema de aquecimento, (3) modulador, (4) amplificador, (5) conversor
AD/DA, (6) relés, (7) dewar, (8) valvulas solendides 3 vias.

A aquisicao dos dados digitalizados do sinal do detector, o controle das valvulas
solendides e a sincronizagao entre o inicio da operagao das valvulas com o inicio da
corrida cromatografica foram feitos empregando o software LabVIEW. O
desenvolvimento da interface em ambiente LabVIEW foi feito pelo aluno de doutorado
Ernesto Correia Ferreira. A Figura 19 mostra a tela da interface de uso. Nessa interface,
antes do inicio da corrida o usuario deve informar o periodo de modulacao e as fracoes
desse periodo de modulacdo em que as secdes de coleta e focalizagao ficam resfriadas
ou aquecidas (canto esquerdo superior da tela). O estado de cada se¢do do modulador

(aquecido ou resfriado) € monitorado pelo usuario em tempo real, através dos
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indicadores coloridos no canto superior esquerdo da interface (azul = camara resfriada;
vermelho = camara aquecida). O usuario deve informar a taxa de aquisigdo e o tempo
total de corrida — expresso pelo numero de pontos digitalizados a coletar (caixas no
centro da tela). No exemplo da figura, a taxa de aquisigdo é de 100 Hz e o tempo total
da corrida foi ajustado para 40 min (240.000 pontos a 100 Hz = 2.400 s = 40 min). A
corrida pode ser abortada antes disso sem perda dos dados. O cromatograma sendo
adquirido é visualizado em tempo real, na janela que ocupa a parte inferior da tela;
outra janela a esquerda, no centro da tela, mostra também em tempo real uma
expansao do cromatograma no eixo de tempo, cobrindo um intervalo aproximadamente
igual ao do periodo de modulagdo, para melhor observacdo do perfil dos picos

modulados.
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Figura 19. Interface do usuario do programa de controle e aquisicdo de dados do GCxGC
na plataforma LabVIEW.

O sinal do detector é gravado em arquivos com formato ASCII - na forma de um
vetor de numeros reais. O programa usado para construgdo dos cromatogramas
GCxGC foi o MatlLab, o qual importa diretamente os arquivos no formato ASCII. O

vetor de dados é transformado em uma matriz, na qual o numero de colunas da matriz
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corresponde ao numero de pontos por modulagdo e o numero de linhas, ao numero de
modulag¢des. Para uma analise de 40 minutos (2400 s) e taxa de coleta do sinal do
detector a 100 Hz foram coletados 240.000 pontos. Para periodo de modulagao de 6 s,
foram feitas 400 modulagdes (2400 s / 6 s = 400), sendo que para cada modulagao
foram adquiridos 600 pontos (6 s x 100 Hz). Dessa forma, o vetor de dados de 240.000
pontos foi convertido em uma matriz de dimensdes 400x600. O gradiente de cores dos
cromatogramas GCxGC foi construido com 256 niveis. Nao foi aplicado nenhum tipo de
filtro matematico para suavizar os picos cromatograficos.

Para os testes envolvendo as amostras de gasolina, injetor e detector foram
mantidos a 250 °C. Hidrogénio 5.0 foi usado como gas de arraste a 0,6 mL min™'; a taxa
de coleta do sinal do FID foi 100 Hz. A programagédo da temperatura do forno do
cromatoégrafo, razdo de divisdo no injetor e outros parametros cromatograficos seréao
descritos para cada analise apresentada. Nitrogénio proveniente da linha de gases do
laboratério foi usado para os jatos quentes e frios no processo de modulagdo. A
temperatura do bloco de aquecimento (para aquecer o Ny () usado para no modulador)
foi ajustada para o limite maximo de temperatura da fase estacionaria das colunas de
’D.

Para as anadlises da fragdo volatii de polpa de abacaxi por GCxGC-FID,
basicamente as mesmas condi¢gdes descritas anteriormente foram adotadas. O injetor
foi operado no modo splitless e o forno do cromatografo foi programado de 40 °C até
150 °C a 3 °C min"' e entdo até 250 °C a 10 °C min™'. A vaz&do dos gases usados na
modulagao foi controlada através de reguladores de pressao: a pressao do gas frio foi
de 9 psi na coleta e 12 psi na focagem. A presséo do gas quente foi mantida em 100 psi

na coleta e focagem.

4.3. Colunas cromatograficas

Para as analises feitas por GCxGC-FID, os conjuntos de colunas empregados e
as dimensdes de cada coluna estéo listados na Tabela 1. Além das colunas descritas
para GC-MS, também foram empregadas as colunas HP-50 (50% fenil-50%
dimetilisiloxano) e SPWax (polietilenoglicol). As dimensdes das colunas estdo descritas

na Tabela 1; o comprimento apresentado para as colunas de °D é referente ao
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comprimento efetivo para separacdo na “D, sendo o comprimento real 5 cm maior,

devido ao setor de coluna situado dentro do modulador e antes dele.

Tabela 1. Conjuntos de colunas empregados para analises por GCxGC-FID

Conjunto D ’D
1 HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)  SPWax (1 m x 0,1 mm % 0,1 um)
2 HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) HP-50 (1 m x 0,1 mm x 0,1 um)

3 DBWax (25 m x 0,20 mm x 0,20 um)  HP-5(1 m x 0,1 mm x 0,1 um)

Em todos os testes realizados no sub-item “5.1. Desenvolvimento do protétipo
GCxGC?” foi utilizado o conjunto de colunas 1. Nas analises apresentadas no sub-item
“5.2 Analise da fracao volatil de polpa de abacaxi”, os trés conjuntos de colunas foram
avaliados.

4.4. GCxGC-FID comercial

O equipamento GCxGC-FID comercializado pela LECO® foi usado para
comparagao com o protétipo desenvolvido, no qual foi injetado 6leo essencial de folhas
da planta amazénica virola (Virola surinamensis). O equipamento possui ajuste de
temperatura para a 2D (forno secundario) e para o modulador, as quais foram ajustadas
10 °C e 35 °C superior a temperatura da 'D. A programacao da temperatura do forno
principal foi 60 °C até 135 °C a 3 °C min™" e até 200 °C a 1 °C min™ °C. O conjunto de
colunas empregado foi HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) + DBWax (2,0 m x 0,1 mm x
0,10 um). O injetor e o detector foram mantidos a 250 °C, sendo empregada raz&o de

divisao 1:100. H; foi usado como gas de arraste a 1,4 mL min™.

4.5. Cromatografia gasosa acoplada ao detector de massas (GC-MS)

O GC-MS empregado para a separagao e identificagdo dos analitos foi um
Shimadzu QP 5050 (Shimadzu, Kyoto, Japao), equipado com injetor split-splitless e

operado no modo splitless. Foram empregadas as colunas cromatograficas HP-5 (5%
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fenil-95% dimetilisiloxano) de dimensées 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, e DBWax
(polietilenoglicol) de dimensbdes 25 m x 0,20 mm x 0,20 um. A faixa de razéo
massa/carga avaliada foi de 40 a 350. As condigdes de separagao foram as mesmas
mencionadas para GCxGC-FID, exceto pelo detector que foi operado a 280 °C, o gas
de arraste foi He a 1,0 mL min™" e, em algumas injecdes, o injetor foi operado em razéo

de divisao 1:10.

4.6. ldentificacdo dos analitos

A identificacdo dos compostos presentes na fracdo volatil da polpa de abacaxi
fresco e desidratado foi realizada por GC-MS através da comparacdo entre os
espectros de massas de cada eluato com os espectros da biblioteca mainlib do National
Institute of Standards and Technology (NIST), utilizando os programas Automated Mass
Spectral Deconvolution and Identification System (AMDIS) v. 2.62 e NIST Mass Spectral
Search Program v. 2.0 (NIST, Washington - DC, EUA). Foram considerados somente
picos em que a similaridade entre os espectros foi maior que 80%. Além da similaridade
entre os espectros de massas, os LTPRI foram obtidos para as analises com as colunas
HP-5 e DBWax. Os valores experimentais de LTPRI obtidos com coluna HP-5 foram
comparados com valores de LTPRI tabelados [81], enquanto que os LTPRI obtidos na
analise com coluna DBWax foram comparados com valores encontrados na literatura
para compostos de polpa de abacaxi fresco analisados em coluna similar [82][83]. Para
obtengdo dos LTPRI, 10 uL da solugédo de alcanos lineares foram adicionados
diretamente ao frasco de extragdo por SPME; o frasco foi mantido destampado por
cerca de 5 minutos para evaporacao de parte do solvente, antes da transferéncia da
amostra para o frasco. Apods, foi feita a analise conforme descrito no item “4.7.
Microextracao em fase solida”.

A identificagdo dos compostos nos cromatogramas GCxGC foi feita de forma
tentativa, baseada na identificagao por GC-MS e na comparagao dos valores de LTPRI.
O procedimento para obtencdo dos LTPRI para as analises por GCxGC foi feita de
forma similar ao descrito para GC-MS, sendo que o 'tr foi utilizado para os calculos,
sem levar em consideragdo o “tr. Os valores de LTPRI obtidos nas analises por

GCxGC-FID foram comparados com os LTPRI experimentais dos compostos
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identificados nas analises por GC-MS; além disso, foi feita a comparagao dos perfis
desses cromatogramas. Dessa forma, foi possivel inferir a identidade de diversos
compostos nos cromatogramas GCxGC. Foram apresentados os resultados referentes

aos casos em que a atribuicdo da identidade pode ser feita sem equivocos.

4.7. Microextracao em fase sdlida

As amostras de abacaxi fresco e desidratado foram trituradas imediatamente
antes a cada extracao. Para facilitar o processo de trituracdo e minimizar a perda ou
degradagdo dos volateis, barras de gelo seco foram trituradas juntamente com as
amostras. Apds sublimagéo do gelo seco, 1,5 g da amostra foram transferidas para o
frasco de extragao.

A extracao da fracdo volatil da polpa de abacaxi foi feita por DHS-SPME. O
sistema para D-HS-SPME, mostrado na Figura 20(a), consiste em um frasco de 5 mL
com uma tampa de Teflon modificada, com dois orificios, que permite a passagem de
um gas para purgar o headspace da amostra. O gas arrasta os compostos volateis da
amostra através de um tubo de vidro (50 mm comprimento x 1 mm d.i. x 5 mm d.e.), no
qual a fibora de SPME esta exposta para coletar os analitos. Ar pré-aquecido por
imersédo do tubo de transferéncia em um banho termostatizado foi usado como gas de
purga. Para propulsao do ar foi usada uma bomba peristaltica de dois canais (Ismatec,
Zurique, Suica), a qual mantinha a vazdo de aproximadamente 5 mL min™. Para a
extragao, o sistema foi mantido a 60 °C por 5 minutos sem a passagem do gas de purga
- Figura 20(b); em seguida a bomba peristaltica foi acionada e a fibra foi exposta ao gas
de purga por 15 min - Figura 20(c) - e, posteriormente, inserida por 2 minutos no injetor

do cromatégrafo a gas para dessorgcao dos analitos.
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Figura 20.
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(a) Dispositivo para D-HS-SPME. (b) Sistema D-HS-SPME em repouso e (c) em
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5. Resultados e Discussao

5.1. Desenvolvimento do protétipo GCxGC

Conforme mencionado nos objetivos desse trabalho, o protétipo GCxGC-FID
disponivel no laboratorio apresentava algumas limitagdes quanto ao desempenho.
Dentre os moduladores apresentados na literatura, o modulador quad jet (dois jatos
frios e dois jatos quentes) apresenta os melhores resultados, bem como maior
flexibilidade para os parametros envolvidos na modulagdo. Com isso, o design baseado
em quatro jatos foi escolhido para o desenvolvimento do modulador. O modulador
mostrado na Figura 21 (denominado de modulador “A”) foi o terceiro modulador
projetado; entretanto, foi o primeiro a ser instalado no cromatégrafo e avaliado. Esse
modulador foi instalado no GC-FID HP 5890, sendo essa configuragdo denominada de
protétipo GCxGC versdo 1, uma vez que ao longo do desenvolvimento do projeto
modificagdes foram feitas nos protétipos. Para avaliagédo do desempenho do modulador
foram utilizadas amostras de gasolina. Uma vez que essa amostra foi bastante avaliada
em outros trabalhos presentes na literatura, a comparagdo entre os cromatogramas
GCxGC pode ser util para a avaliagcdo do desempenho do modulador. Também foram
empregadas amostras de Oleos essenciais para avaliagdo do desempenho do

modulador para compostos mais polares e com maior ponto de ebuli¢ao.

5.1.1. Protétipo GCxGC versao 1 (modulador “A” — HP 5890)

Um desenho do modulador “A” esta mostrado na Figura 21(a). O modulador “A”
foi confeccionado em uma barra de inox em formato hexagonal de 4,8 mm de diametro,
com comprimento total de 25 mm. Um orificio de 1,6 mm de d.i. foi feito
longitudinalmente na pecga. Dois orificios de 3 mm de didmetro foram feitos em cada
uma das extremidades da pega e outro orificio idéntico foi feito no centro da pega. Na
Figura 21(b - d) estdo mostradas as vistas lateral, superior e frontal do modulador,
respectivamente. Tubulagdes de ago foram soldadas com solda-prata nos orificios para

conducao dos gases quentes e frios usados para o processo de modulagao. A entrada
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dos gases ocorre pelos tubos situados em ambas as extremidades da pega e a saida
dos gases, pelo tubo central. Dessa forma, de acordo com a passagem dos gases a
peca pode ser dividida em duas cadmaras, denominadas de camaras de coleta e de
focagem. Em cada uma das camaras ha uma entrada de Ny (g resfriado em Nz [a,b na
Figura 21(c) e (d)], uma entrada de gas aquecido (c,d), sendo a saida desses gases

comum as duas camaras [tubo central(e)].

saida

N, quente
coleta

N, quente
focagem

(a)

N, frio

N, frio
coleta

focagem

=

1,6

T [

(b) (c) (d)

Figura 21. Diagrama do modulador “A”. (a) Desenho do modulador com tubos para entrada
e saida dos gases; (b) vistas lateral, (c) superior e (d) frontal do modulador, sem os tubos.
Dimensbes em mm.

O N2 () foi aquecido através da passagem por uma serpentina de cobre com
comprimento de 1,0 m e didmetro interno de 6 mm, imersa em um banho de areia
aquecido por um bloco de aquecimento com controle de temperatura entre 20-400 °C.
Para o resfriamento do N (), duas espirais idénticas aquelas descritas foram imersas
em N (). Duas valvulas solenoides foram utilizadas para direcionamento dos gases,
uma para o controle dos gases usados na coleta e outra para aqueles usados na
focagem. Essas valvulas foram posicionadas antes do N (g) ser aquecido ou resfriado,
pois assim evitou-se o uso de valvulas criogénicas. O acionamento das valvulas faz
com que ora a camara de coleta esteja preenchida pelo gas quente, ora pelo gas frio;
alternada e sincronizadamente, a camara de focagem também é preenchida pelos
gases, repetindo este processo por todo o tempo da analise. A disposigao das valvulas

foi avaliada durante os testes iniciais. A vazao dos gases foi controlada através de
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reguladores de pressdo. Tanto o modulador quanto os tubos para condugéo dos gases,
estes isolados termicamente, foram introduzidos e fixados no forno do cromatdgrafo
através de uma abertura superior na parede do forno. O inicio da coluna da 2D foi
posicionado no interior do modulador e a coluna foi fixada nas extremidades do mesmo
utilizando porcas e anilhas de grafite.

O cromatograma mostrado na Figura 22 foi obtido com o protétipo GCxGC
versao 1 durante a otimizagdo das condigbes cromatograficas e dos parametros do
modulador. Uma vez que o cromatograma GCxGC apresentado na Figura 22 difere
bastante dos cromatogramas de gasolina apresentados na literatura, diversos testes
foram conduzidos com a amostra teste para o estabelecimento das condi¢des gerais de
uso deste modulador. A vazao dos gases foi ajustada para que nao ocorresse retengéao
excessiva dos compostos e, com isso, foi observada a duplicacdo dos picos no
cromatograma GCxGC, fendbmeno descrito como solute breakthrough. Este fenémeno
indica que, em alguma etapa do processo de modulagdo a temperatura dos jatos

criogénicos nao é tao baixa para a completa retengédo dos analitos na coluna capilar.

tempo de retencéo /s

tempo de retencé&o / min

Figura 22. Cromatograma de gasolina obtido com o protétipo GCxGC versdo 1 sem
otimizagdo das condi¢cdes de separagdo e dos parametros do modulador. HP-5 (30 m x
0,25 mm % 0,25 um) + DBWax (1,0 m x 0,10 mm x 0,10 um). Programagéao do forno do GC:
60 °C até 160 °C a 6 °C min™" até 240 °C (3 min) & 20 °C min™; razdo de divisdo do injetor
1:100; 0,6 uL de amostra; PM 4 s. Gases coleta: quente 15 psi — frio 10 psi; gases focagem:
quente 15 psi — frio 15 psi. Tempo incidéncia dos gases: coleta 3 s; focagem 1 s.
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O seguinte problema foi constatado: quando ocorria a inversdo dos jatos
(quentes e frios) na coleta e na focagem, em alguns casos, parte dos analitos mais
volateis ndo era aprisionada na focagem, sendo transferida diretamente para a segunda
coluna, o que resultava na duplicagado dos picos na ’D. Esse processo ocorreu porque a
camara de focagem estava mais quente do que o0 necessario para reconcentrar 0s
compostos. Assim, determinou-se que a operagao desse modulador deve ser diferente
daquela dos moduladores criogénicos convencionais, no qual o ciclo de modulagao é
simplesmente dividido em periodos sequenciais de coleta e de focagem.

Entre as etapas de coleta (Figura 23a) e de focagem (Figura 23c) foi necessario
introduzir uma etapa curta — de 300 ms a 600 ms — com resfriamento simultaneo das
duas camaras (Figura 23b). Assim, a parte da coluna de °D situada na camara de
focagem ja esta fria quando a fragdo coletada na camara de coleta é dessorvida e
transferida para a etapa de focagem. Para que fosse possivel manter ambas as
camaras do modulador resfriadas simultaneamente, foi necessario modificar a
disposicao das valvulas solendides. Nos testes iniciais, uma valvula era usada para
direcionar o gas frio para as camaras do modulador, enquanto a outra valvula
direcionava o gas quente para outra camara. Para possibilitar o resfriamento simultaneo
das duas camaras, uma valvula foi usada para controlar os gases usados na camara de

coleta, enquanto outra valvula foi usada para controlar os gases da camara de focagem.

T (a)coleta T bcoleta T (c) focagem T

Figura 23. Ciclo de operacdo do modulador “A”. (a) coleta, (b) coleta com resfriamento
simultdneo das duas camaras e (c) focagem. Gas quente representado em vermelho e gas
frio representado em azul.

Com a etapa de resfriamento simultdneo das duas camaras do modulador, foi
observado que a duracéo total das etapas de coleta (a + b) ndo deve ser maior que 75

% do periodo total de modulagdo (a + b + c), para evitar resfriamento excessivo e,



56 Resultados e discussédo

consequentemente, aprisionamento dos compostos no modulador. Assim, para os
testes subsequentes, a camara de coleta permaneceu 60% do tempo resfriada e a
camara de focagem foi aquecida no periodo final do ciclo de modulagéo,
correspondente a 30% do tempo, sendo que em 10% do tempo ambas as camaras
permaneceram resfriadas. Para um PM = 6 s, 0 modulador permaneceu de 0 s a 3,6 s
com as camaras de coleta fria e a de focagem quente, entre 3,6 s a 4,2 s com coleta e
focagem resfriadas, e de 4,2 a 6,0 s a coleta quente e a focagem fria. Ao ciclo ser
reiniciado, o eluato coletado era transferido para a 2D.

Durante os ensaios preliminares, outros aspectos relevantes do sistema foram
determinados. Determinou-se que as vazdes de N, ) aquecido e resfriado ndo devem
ser iguais: a vazao do gas resfriado deve ser inferior a do gas aquecido, e otimizada
caso a caso em funcao da pressido de vapor dos analitos e do periodo de modulacéo
adotado (testaram-se PM de 3 s a 8 s). O gas de aquecimento deve sempre estar com
a maior vazao possivel (25 L min™"), e o gas de resfriamento com vazées de até 5 L min-
! Considerando a variagdo e robustez do prototipo GCxGC vers&o 1, o desempenho do
mesmo foi excelente. A variagdo no % foi estimada em cerca de 10 ms, mesmo com
injecdo manual e sem sincronizagdo automatica do inicio da coleta do sinal do detector
e da modulagdo. Para amostras petroquimicas a “w, foi da ordem de 300 ms (alcanos)
a 600 ms (naftaleno). Entretanto, esse ainda é um valor elevado para “w, e resulta da
incompatibilidade entre a largura dos picos modulados (ordem de milissegundos) e a
constante de tempo do eletrémetro, que foi projetado para picos de colunas capilares
convencionais (ordem de segundos).

Mesmo com limitagdes referente a “w,, o protétipo GCxGC versdo 1 foi
empregado na identificacdo da adulteragdo de gasolinas. Foi realizado um trabalho em
colaboragdo com o doutorando Luiz A.F. Godoy Jr., orientado pelo professor Ronei J.
Poppi, para identificacdo de adulteracdo de gasolina por GCxGC-FID e analise
quimiométrica dos dados [84]. O tratamento dos dados faz parte da tese de doutorado
do aluno Luiz A.F. Godoy Jr, e para tal foram usadas ferramentas quimiométricas de
ordem superior para analise dos dados. O objetivo do trabalho foi identificar e, quando
possivel, quantificar alguns adulterantes comumente presentes em gasolina tipo C.

Gasolina, querosene, thinner e aguarras, bem como misturas dessas amostras foram



Resultados e discusséao 57

analisadas por GCxGC-FID, sendo os dados destinados aos modelos quimiométricos
de calibragao e previséo.

As condigdes cromatograficas relacionadas a GCxGC foram otimizadas para
permitir a separacdo em um menor tempo, sem perder a separagao na 'D. O PM foi
ajustado para 6 s para evitar que compostos oxigenados presentes no thinner e que o
etanol, este presente na gasolina tipo C, estivessem fora de ciclo e coeluissem com os
alcanos eluidos na modulagdo subsequente. Na Figura 24(a) estd mostrado um
cromatograma de amostra de gasolina obtido por 1D-GC-FID (nesse caso foi usado o
conjunto de colunas 1, porém com o modulador desligado), enquanto que na Figura
24(b) € mostrado, na mesma escala de tempo, o cromatograma GCxGC-FID da mesma
amostra. A direita do cromatograma estd mostrada a barra de cores referente a
intensidade das manchas no cromatograma GCxGC, sendo a cor vermelha referente
aos picos mais intensos. A barra de cores sera omitida das figuras subsequentes,

porém o padrao de cores sera mantido.

B
=)

sinal (V)

tempo de retengéo / s
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=
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I

Figura 24. Cromatogramas de gasolina: (a) GC-FID e (b) GCxGC-FID versdo 1. Em (b): E =
etanol, B=benzeno, B1=tolueno, B2=benzeno C2 substituido, B3=benzeno C3 substituido,
B4=benzeno C4 substituido, B5=benzeno C5 substituido, B6=benzeno C6 substituido,
A=alcanos, alcenos e cicloalcanos e N=naftalentos. HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) +
DBWax (1,0 m x 0,170 mm x 0,10 um). Programacgao do forno do GC: 40 °C (3 min) até 160
°C a4 °C min" e até 240 °C (3 min) & 20 °C min™; razao de divisdo do injetor 1:300; Vinj 0,6
uL de amostra; PM 6 s.

A comparagao entre os dois cromatogramas da Figura 24 mostra o poder de

separagao da GCxGC, bem como a estruturagdo cromatografica. Pode-se observar na



58 Resultados e discussédo

regiao entre 20 min e 30 min do cromatograma de 1D-GC que alguns picos com sinal
intenso se sobrepdéem em relacdo aos diversos picos com baixa relagao sinal/ruido que
coeluem, sendo dificil definir o que € ruido e o que é sinal. Em contrapartida, no
cromatograma GCxGC-FID, na mesma faixa de tempo, diversas manchas de analitos
sdo detectadas e resolvidas. Maior quantidade de picos no cromatograma GCxGC so6
nao pode ser observada devido ao alargamento dos picos causado pela eletrénica lenta
do eletrémetro do detector do GC-FID HP 5890 e, também, as limitagdes do software
MatLab para a construcio de superficies de contorno com o detalhamento necessario.
A estruturacdo cromatografica pode ser observada na Figura 24(b). O quadro em
verde, indicado com a letra “N”, mostra a posicdo de eluicdo do naftaleno e metil-
naftalenos. Sob linha denominada como “A” eluem os alcanos, alcenos e cicloalcanos,
que nao sao separados na ’D com o conjunto de colunas empregado. O benzeno e
tolueno sao os picos “B” e “B1”, respectivamente. A partir do tolueno, a presenca de
mais atomos de carbono na molécula permite a formacédo de isébmeros, que por
apresentarem caracteristicas similares se agrupam em regides definidas do
cromatograma GCxGC, nesse caso, em diagonais. Assim, as diagonais identificadas
como “B2” até “B6” representam a posicdo de eluicdo dos isbmeros que apresentam
entre 2 e 6 atomos de carbono a mais na molécula em relagcdo ao benzeno. O
cromatograma GCxGC permite obter um quadro muito mais claro da composig¢ao
amostra. Além disso, os dados de GCxGC contém mais informagao que os de 1D-GC,
sendo mais adequados para a analise quimiométrica, uma vez que diversas coeluigdes

foram resolvidas.

5.1.2. Protétipo GCxGC versao 2 (modulador “A” — Agilent 6890)

No protétipo GCxGC versdo 2 o mesmo modulador empregado na versao 1
(modulador “A”) foi instalado, através de um orificio na parede lateral do forno do
cromatégrafo, em um GC-FID Agilent 6890. A eletrdnica do detector desse equipamento
permite frequéncia de aquisi¢do do sinal de até 200 Hz e a constante de tempo (1) do
eletrbmetro é de 5 ms, valores adequados a largura dos picos gerados por GCxGC. O
recomendado para a constante de tempo do eletrbmetro € que ela seja inferior a 10%

da largura de pico a meia altura [58]. A constante de tempo do eletrémetro do detector
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do GC-FID HP 5890 era de 40 ms, o que contribuiu para a elevada largura dos picos na
’D. Os primeiros testes empregando o novo equipamento mostraram que a “Wh que
antes variava entre 300 ms e 600 ms para hidrocarbonetos saturados e aromaticos
(independente da concentracdo dos mesmos), diminuiu para valores entre 80-150 ms,
uma vez que o sistema de detecgdo conseguia registrar o pico sem deforma-lo. Além
disso, a intensidade dos picos aumentou, visto que a largura de base do pico diminuiu,
aumentando também a razao sinal/ruido. Contudo, uma vez que foi possivel observar o
real formato do pico cromatografico foi verificado que, muitas vezes, o pico modulado
resultante da transferéncia de uma unica fracdo do analito para a 2D, era bi ou tripartido.

Picos bi ou tripartidos ndo sao esperados como resultados do processo de
modulagdo de um unico composto. Apds imaginar algumas razdes para esse
comportamento, inferiu-se que o formato do pico pode ser originado devido a ondas de
pressao dos gases dentro do modulador. Em vez de cada fragdo do analito ser
transferida para a ?D como um Unico pico, essa fragdo era liberada em parcelas de
acordo com as ondas de presséao.

O modelo proposto para explicar estes pulsos foi baseado no fato de que a
pressao do gas quente era cerca de dez vezes maior que a do gas frio. Desta maneira,
quando a valvula direcionava o gas quente para uma das camaras, esse gas comprimia
0 gas frio presente na outra camara (fenbmeno conhecido popularmente como “golpe
de ariete”). O processo no qual o gas quente avanga sobre a camara na qual o gas frio
estava presente € mostrado na Figura 25. Como alternativa para contornar os picos bi
ou ftripartidos, a pressdo do gas frio foi aumentada para 20 psi, para compensar a
pressdo exercida pelo gas quente. Com isso, a cadmara de coleta tornava-se
excessivamente fria e o gas quente era insuficiente para liberar analitos menos volateis,
os quais ficavam aprisionados no préprio modulador. Portanto, a faixa de presséo de
vapor dos compostos analisados era limitada [comparada a faixa entre os pontos de
ebulicdo do hexano (p.e. 69 °C) e do dodecano (p.e. 216 °C)]. Além disso, o0 consumo

de N foi estimado em cercade 2,5 L h™".
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(a) coleta (b) coleta (c) focagem

Figura 25. Esquema do modulador “A” no protétipo GCxGC versao 2 no qual o gas quente
(pressao elevada) avanga sobre a camara contendo o gas frio.

Embora houvesse a limitacdo da faixa de pressdo de vapor dos compostos
modulados, o desempenho do protétipo GCxGC versao 2 foi avaliado e comparado
com a versdao 1, empregando amostras de gasolina. A Figura 26 mostra o
cromatograma de gasolina tipo C obtido com o protétipo GCxGC versado 2, no qual

pode ser observado “w, compativel com os valores descritos na literatura.
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Figura 26. Cromatograma de gasolina tipo C obtido com o protétipo GCxGC verséo 2. HP-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) + DBWax (1,0 m x 0,10 mm x 0,10 um). Programagéo do
forno do GC: 40 °C (3 min) até 160 °C a 4 °C min™ e até 240 °C (3 min) a 20 °C min™'; razéo
de divisdo do injetor 1:300; PM =6 s.

Em resumo, o protétipo GCxGC versao 2 apresentou avangos em relacdo a
versdo 1, principalmente quanto a “w,. Contudo, modificacdes devem ser feitas no
design do modulador para contornar problemas quanto aos picos partidos e a faixa

limitada da pressao de vapor dos compostos analisados.
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5.1.3. Protdétipo GCxGC versédo 3 (modulador “B” — Agilent 6890)

Conforme citado como limitagéo do protétipo GCxGC versao 2, a pressao do gas
frio era bastante elevada para evitar as ondas de pressdo dentro do modulador. Por
isso, 0 modulador “B” foi construido, com algumas mudangas em relagdo ao modulador
“‘A”. Basicamente, o didmetro interno do modulador foi aumentado para 3,4 mm (todas
as outras dimensdes foram mantidas) e as cadmaras de coleta e de focagem foram
separadas por uma parede com um pequeno orificio, pelo qual passava a coluna da 2D.
Além disso, um tubo para saida dos gases foi fixado em cada camara e os tubos de
entrada do gas frio foram fixados em frente aos tubos de saida dos gases. Por fim, as
anilhas e porcas foram substituidas por tampas com rosca com um pequeno orificio no
centro. A Figura 27(a) mostra um desenho do modulador e os estagios de modulagao
(semelhante ao descrito para o modulador “A”) e em (b) esta mostrada uma foto do

modulador instalado dentro do forno do cromatégrafo, com destaque para o modulador.

1 I 1 | B u

coleta (a) coleta (b) focagem (c)

Figura 27. Modulador “B” empregado no sistema GCxGC versdo 3. (a) Desenho do
modulador “B”, com destaque para os estagios de funcionamento, explicado no texto. (b)
Foto do modulador instalado no forno do cromatografo; em destaque, modulador na posigao
vertical, com tubulagéo de entrada dos gases isolada termicamente.

Além do modulador, partes do sistema de aquecimento e resfriamento também
foram modificadas. No sistema de aquecimento, o banho de areia foi substituido por
dois cilindros de ago inox (15 cm altura, 6 cm d.e.), perfurados no centro da peca, e em
cada cilindro foi introduzido um cartucho de aquecimento com poténcia de 400 W.
Ranhuras de 6 mm de largura (na forma de espirais) foram feitas na parte externa do

cilindro de ago inox, nas quais foram enrolados os tubos de cobre que transportam o N
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(g) @ ser aquecido. Um dos cilindros foi usado para aquecimento do gas da camara de
coleta e o outro, para o gas da camara de focagem. Além disso, o comprimento dos
tubos de cobre usados no aquecimento e resfriamento dos gases foi aumentado para 5
m, para garantir que o aquecimento/resfriamento do Ny (g) fosse constante durante toda
a analise.

Embora os moduladores “A” e “B” parecam similares, o desempenho do
modulador “B” é superior. No modulador “A” o gas frio resfriava toda a camara antes de
alcangar o tubo de saida dos gases (por isso a pega resfriava excessivamente). Por
outro lado, no modulador “B” o gas resfria a coluna sem resfriar toda a cAmara, ja que a
saida dos gases esta situada em frente a entrada do gas frio. Ja o gas quente continua
a aquecer toda a camara, o que torna mais eficiente a remobilizacdo dos analitos
aprisionados. Para otimizagdo dos parametros operacionais do modulador “B” a
pressao Nz ) aquecido foi fixada em 100 psi (valor maximo, 25 mL min™"), variando-se a
pressao do gas frio nas camaras de coleta e focagem. Os tempos de incidéncia dos
gases foram os mesmo descritos para o modulador “A”,.

A otimizagado da vazao (através do controle da pressao) do gas frio usado nas
etapas de coleta e focagem foi feita de forma independente, avaliando o perfil
cromatografico para os picos de uma solugao contendo etilbenzeno, p-xileno e o-xileno.
Na Figura 28 estdo mostrados o cromatograma modulado bruto e o cromatograma
GCxGC obtidos sob diferentes pressdes para o gas frio. Em (a) e (b) esta mostrado
uma duplicata quando a pressédo do gas frio foi 9 e 12 psi na coleta e na focagem,
respectivamente. Em (c) a pressao na coleta foi aumentada para 20 psi (focagem
mantida em 12 psi) e observou-se retengcdo excessiva na 'D, ja que parte dos
compostos néo era transferida para a camara de focagem e ficava retida no modulador,
sendo transferida para a 2D alguns ciclos de modulagéo apds ter sido coletados. Ja em
(d) a pressao da coleta foi diminuida para 8 psi e pdde-se verificar que uma cauda na
’D, originada por parte dos compostos que deveriam ter sido aprisionados na camara
de coleta, mas foram transferidos diretamente para a °D pois a temperatura atingida
nesse ponto da coluna ndo era baixa o suficiente para reté-los.

Em (e) e (f) a pressdao do jato frio na focagem foi 20 psi e 10 psi,
respectivamente. Com a pressao elevada (e) a coluna é resfriada demasiadamente e

ocorre retengdo excessiva na 2D, observada pela mudancga no 2tz para valores maiores,
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porém sem aumento na “w,. Com a pressdo baixa para o gas frio (f), o tempo
necessario para que a temperatura na cédmara de focagem seja suficiente para
aprisionar os compostos € maior que nos outros casos. Com isso, no momento que o
gas frio é direcionado para a camara de focagem, a temperatura ndo é baixa o
suficiente para aprisionar todas as moléculas do analitos proveniente da camara de
coleta e, portanto, um pico é observado no cromatograma. Entretanto, naquela
temperatura, parte dos analitos foi aprisionada na focagem. Quando ocorre o
aquecimento da camara de focagem, outro pico é observado, sendo esse 0 %t correto

para o analito. Portanto, dois picos sdo observados para um mesmo analito, o que nao

€ coerente com o processo de modulagao.
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Figura 28.

Descricdo apresentada no texto.

frio nas etapas de coleta e de focagem devem estar entre 9-14 psi e 12-16 psi,

respectivamente. Nessas condi¢des, a volatilidade dos compostos analisados em uma

Para que a modulagéo ocorra de forma correta, os valores para a pressao do gas
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Cromatograma modulado bruto e cromatograma GCxGC de etilbenzeno, p-xileno
e o-xileno para avaliagdo da influéncia da pressao do gas frio no processo de modulagao.
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mesma corrida foi ampliada em relacdo ao protétipo GCxGC versao 2, sendo possivel
modular compostos com pressao de vapor equivalente ao hexano (ponto de ebulicdo 69
°C) e ao tetracosano (alcano alifatico com 24 atomos de carbono, ponto de ebuligdo 391
°C). Compostos mais volateis como pentano ou butano podem ser modulados, desde
que a vazao do gas frio em ambas as camaras seja aumentada. Entretanto, nessa
situagao, a anadlise de compostos de volatilidade similar ao tetracosano fica
comprometida.

Até este ponto do projeto a maior parte dos testes foi feita empregando amostras
de gasolina, visto que a pressao de vapor dos constituintes da amostra era compativel
com a faixa de pressado de vapor dos compostos modulados. Entretanto, o protétipo
GCxGC versao 3 permite analisar compostos com ponto de ebuligao préximo a 400 °C.
Por isso, testes envolvendo 6leos essenciais de plantas foram feitos para mostrar a
aplicabilidade do novo protoétipo GCxGC. Na Figura 29 estdo mostrados dois
cromatogramas GCxGC para o Oleo essencial de folhas da planta amazénica
macacaporanga (Aniba parviflora): o cromatograma mostrado em (a) foi obtido com o
protétipo GCxGC versao 1 enquanto que o cromatograma (b) foi obtido com o protdtipo
GCxGC verséo 3.
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Figura 29. Oleo essencial de folhas da planta amazénica macacaporanga (Aniba fragrans)
(a) a 10% v/v em etanol obtido com o protétipo GCxGC versédo 1 e a (b) 1% v/v em etanol
com a Versao 3. Conjunto de colunas: HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) + DBWax (1,0 m
x 0,10 mm x 0,10 um). Condigdes cromatograficas: Tcol = 60 °C a 3 °C min™ até 240 °C;
Tinj = Tdet = 250 °C; gas de arraste = H, a 0,6 mL min™"; Vinj = 1,0 uL com razéo de divisdo
1:200; PM =6 s.
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Nesses cromatogramas é possivel observar a diferenga na Wp entre os
prototipos e, por conta disso, € possivel observar maior quantidade de compostos com
o protétipo GCxGC versao 3 (o sistema de detecgédo da Versédo 1 deformava os picos).
Em ambos os cromatogramas a estruturagdo cromatografica pode ser observada, a
qual foi obtida por comparagdo com os cromatogramas apresentados na literatura para
Oleos essenciais de folhas de eucalipto [63] e de pelargbnio [85], nos quais a analise foi
feita GCxGC empregando MS como detecgédo. O circulo verde delimita a posicdo do
cromatograma GCxGC onde os monoterpenos nao oxigenados eluem. O retangulo
verde delimita os monoterpenos oxigenados, enquanto que os retangulos vermelho e
roxo delimitam, respectivamente, os sesquiterpenos ndo oxigenados e oxigenados. Esta
informacéo qualitativa € muito mais perceptivel em GCxGC que em 1D-GC, e pode ser
visualizada apenas para amostras que contenham isbmeros em alguns conjuntos de
colunas. E possivel que outros compostos que ndo sejam terpenos eluam nas posicdes
delimitadas; entretanto, como nao foi feita a detecgao por MS, tal confirmacgado nao pode
ser feita.

Para avaliagao final do protétipo GCxGC versao 3, esse foi comparado com
equipamento comercial Agilent 890N GCxGC-FID LECO® (St. Joseph,MI, EUA), o qual
€ equipado com um modulador criogénico do tipo quad jet. Para tal, o 6leo essencial de
folnas da planta amazénica virola (Virola surinamensis) foi analisado em ambos os
equipamentos. Na Figura 30 estdo mostradas seg¢des dos cromatogramas obtidos (a)
com o protétipo GCxGC versdo 3 e (b) com o sistema comercializado pela LECO®.
Comparando ambos os cromatogramas, fica evidente que o perfil de separagdo para
ambos os sistemas € muito semelhante, tanto em fungao da retengcdo dos compostos
quanto em relacdo a %w,. Obviamente, pequenas discrepancias podem ser observadas
entre os cromatogramas, uma vez que tanto a programacgao da temperatura do forno do
cromatégrafo quanto a vazao sao diferentes, bem como a razao sinal/ruido dos dois
equipamentos e os softwares usados para gerar os cromatogramas GCxGC. Além
disso, o equipamento da LECO® possui um forno secundario para a 2D, o qual ndo
existe no protétipo, e um controle individual de temperatura para o modulador. Esses
dois parametros permitem modificar o *r sem que seja necessario modificar valores de

vazao do gas de arraste ou a programagao da temperatura do forno do GC.
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tempo de retencéao /s

tempo de retengdao / min

Figura 30. Secdo dos cromatogramas GCxGC de o6leo essencial de folhas da planta
amazébnica virola (Virola surinamensis) 1% (v/v) em pentano, obtido (a) com o sistema
GCxGC Versao 3 e (b) com o equipamento comercial LECO®. Condigdes cromatograficas:
(a) conjunto de colunas 1; 60 °C a 3 °C min™ até 240 °C; Tinj = Tdet = 250 °C; gas de
arraste = H, a 0,6 mL min™; Vinj = 1,0 uL com razéo de divisdo 1:50; PM = 6 s. (b) coluna
HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) + DBWax (2,0 m x 0,1 mm x 0,10 um); Tcol = 60 °C a 3
°C min™ até 135 e até 200 °C a 1 °C min™'; Tmodulador = + 35 °C; Forno secundario = + 10;
Tinj = Tdet = 250 °C; gas de arraste = Hy: 1,4 mL min™"; Vinj = 1,0 uL razédo de divisdo
1:100; PM =7 s.

Conforme mostrado na Figura 30, o protétipo GCxGC versdao 3 apresenta
desempenho similar ou melhor em relacdo aos moduladores descritos na literatura. A
variagdo no “t foi estimada em cerca de 10 ms; a %w;, foi da ordem de 100 ms (alcanos)
a 400 ms (alcoois e pirazinas), quando os compostos ndo saturaram a fase estacionaria
da D, e o consumo de N () foi de cerca de 1,5 L h™", valor inferior em relagdo aqueles
obtidos com outros moduladores [33][34]. Por fim, foi feito um estudo comparando a
variacao da temperatura do forno do cromatégrafo quando os gases do modulador eram
removidos do forno do cromatégrafo pelos tubos de saida e quando os gases eram
liberados no interior do forno (tal qual ocorre nos moduladores mostrados na Figura 9 e

na Figura 10). Observou-se que quando os gases do modulador sao liberados dentro do
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forno do cromatografo, a variagdo de temperatura € de cerca de 2 °C durante uma
mesma modulagdo, enquanto que com os tubos direcionando os gases para fora do
forno, a variagao foi idéntica a variagao de uma corrida de 1D-GC (menos de 0,5 °C).

Embora esse prototipo ndo apresente nenhuma limitacdo relacionada aos
parametros cromatograficos, havia um inconveniente relacionado a troca do conjunto de
colunas. Toda vez que o conjunto de colunas era trocado, o final da 2D necessitava ser
cortado porque a porca que conecta a D ao detector precisava ser removida. Porém,
toda vez que a coluna é cortada, a resisténcia a passagem do gas de arraste é
modificada, o que altera os valores de vazao (e, consequentemente, de retengao) para
os proximos testes. O corte da D também é necessario em alguns sistemas
comerciais; contudo, nesses sistemas, a vazao do gas de arraste é recalculada por
softwares que levam em conta as dimensdes do conjunto de coluna, a temperatura do
forno e pressao do gas de arraste.

Até esse ponto do trabalho, a vazdo do conjunto de colunas era calculada
através da razdo entre o volume interno do conjunto de colunas e o tempo de retengéo
para um soluto ndo retido, e ajustado para o valor de 0,6 mL min™'. Esse artificio foi
utilizado porque o cromatoégrafo HP-5890, empregado no inicio do trabalho, nao
permitia o ajuste automatico da vazdo do gas de arraste. Entretanto, o equipamento
Agilent 6890 permite o ajuste automatico dos gases do cromatégrafo através de um
controlador eletrénico de pressdo e de um software especifico para 1D-GC. Porém,
para empregar um software de 1D-GC para ajustar a vazdo em um conjunto de colunas
de GCxGC é necessario calcular as dimensdes da coluna que é equivalente, em termos
de resisténcia a passagem do gas de arraste, ao conjunto de colunas em questédo
[55][56].

A coluna equivalente a empregada como ?D (1,0 m x 0,10 mm), calculada
através da Equacao 1, tem as dimensdes de 39 m x 0,25 mm. Com isso, o conjunto de
colunas 1 corresponde a uma unica coluna com as dimensdes 69 m x 0,25 mm. Ao
especificar o comprimento da coluna equivalente e a vazdo desejada no software de
1D-GC, o mesmo calcula a pressao aplicada na cabega do conjunto de coluna.
Entretanto, o tempo de retencéo para o soluto nao retido obtido dessa forma foi 3,9 min,
muito maior que o valor obtido ao dividir o volume interno do conjunto de colunas pelo

tempo de retengdo de um soluto n&o retido (2,52 min para butano). Ou seja, os
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cromatogramas obtidos dessas duas formas n&do foram equivalentes. Como n&o foi
possivel assegurar qual a forma mais correta para ajustar a vazdo do conjunto de
colunas, o calculo através da Equacao 1 foi descartado, com o intuito de manter as
mesmas condigdes de analise ao longo da tese. Portanto, para as analises
subsequentes com os conjuntos de colunas 1, 2 e 3, a vazdo do gas de arraste foi
ajustada para 0,6 mL min™ levando em conta o tempo de retengédo de um soluto ndo
retido e o volume interno do conjunto de colunas.

Embora o ajuste da vazdo do gas de arraste ndo seja um problema, o corte da
ponta da coluna a cada troca do conjunto de colunas altera a retengdo dos compostos,
0 que é indesejavel principalmente em estudos que necessitem de diversas analises ao
longo de varios meses. Por isso, e também pelo fato da troca do conjunto de colunas
ser pouco pratica para os moduladores até agora apresentados, um novo modulador
(modulador “C”) foi construido, mantendo as caracteristicas do modulador “B” e

permitindo maior facilidade para a troca do conjunto de colunas.

5.1.4. Protétipo GCxGC versao 4 (modulador “C” — Agilent 6890)

O modulador “C” foi projetado e construido levando em consideracdo as
vantagens descritas para o modulador “B” e a possibilidade de trocar o conjunto de
colunas sem que seja necessario cortar a ponta da coluna da D. Na Figura 31 estdo
mostradas trés fotos do modulador “C”, o qual tem como diferencial uma tampa
removivel, que permite a insercédo e remogéo da coluna do interior do modulador, sem
que seja removida a porca e a anilha que conectam o final da coluna de 2D ao detector.
As dimensodes do sistema sdo 30 mm x 15 mm x 15 mm, com duas entradas de 0,31
cm para Nz (g resfriado e duas saidas de 0,62 cm em um angulo de 180° e duas
entradas de 0,31 cm para N () aquecido, em um angulo de 90° ao outros. O modulador
foi avaliado empregando amostras de gasolina e de 6leos essenciais. Uma vez que os
resultados obtidos com essa versao foram similares aos resultados obtidos com o
protétipo GCxGC versdo 3 (°w, entre 80 ms e 400 ms, variagdo no “tr de cerca de 10
ms e faixa de ponto de ebulicdo dos compostos modulados entre 69 °C e 391 °C), o
protétipo GCxGC versao 4 foi considerado a versao definitiva do sistema e, por isso, foi

empregado nas analises subsequentes.
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Figura 31. Modulador “C” empregado no protétipo GCxGC versao 4: (a) modulador aberto e
(b) fechado sem os tubos e (c) instalado no forno do cromatdgrafo.

5.2. Analise da fracao volatil da polpa de abacaxi

Para avaliacdo da potencialidade de separagdao do GCxGC, a fragao volatil da
polpa de abacaxi fresco e desidratado foi analisada. A escolha dessa amostra foi
fundamentada na presenca de diversos isdbmeros entre os volateis de polpa de abacaxi
fresco, principalmente ésteres, além da presenga de séries homdlogas de ésteres e
aldeidos [82][83]. Uma amostra constituida por isbmeros é interessante para analise por
GCxGC, pois é possivel obter a estruturagdo cromatografica e, desta forma,
informacdes estruturais de picos nao identificados podem ser obtidas. Entretanto, a
estruturagdo cromatografica e o efeito “telhado” tém sido reportados, principalmente,
para amostras de origem petroquimica, nas quais se pode fazer analise por classes de
compostos em vez da identificagdo individual de cada um dos compostos, semelhante
ao apresentado na Figura 14. Em contrapartida, a estruturagdo cromatografica tem sido
pouco empregada e/ou observada na anadlise de 6leos essenciais e/ou volateis de
plantas e frutas para a obtencéo de informacgao estrutural dos eluatos. Nesse sentido, a
analise da fracao volatil das amostras de abacaxi nao foi feita pela simples separacéao e
identificacdo dos compostos, mas, principalmente, para avaliar como a estruturagao
cromatografica pode ser empregada para identificar compostos ou para corrigir

atribuicoes errbneas resultantes da identificacdo por GC-MS.
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5.2.1. Extracdo da fracio volatil da polpa de abacaxi por SPME

A extragao da fragao volatil da polpa de abacaxi foi feita através da SPME. A
otimizagdo das condicbes de extracdo foi realizada anteriormente para abacaxi
desidratado [21] e ndo sera aqui discutida. Foram avaliadas diferentes fibras e foi feito
um estudo comparativo entre as técnicas de HS-SPME e DHS-SPME. Nas condicbes
otimizadas para cada um dos sistemas de extragao, o sistema DHS-SPME apresentou
maior eficiéncia na extracdo dos volateis em um menor tempo de analise. As condi¢des
de extragao foram: 1,5 g de amostra, temperatura de extragcao de 60 °C, vazao do gas
de purga de 5,5 mL min™', tempo de pré-equilibrio de 5 min, tempo de extragéo de 15
min e tempo de dessor¢cdao de 2 min. Um dos motivos para a melhor eficiéncia do
sistema DHS-SPME é a continua renovacao da interface amostra / headspace, que
favorece a extracdo das espécies [20]. No sistema HS-SPME, no qual é necessario
suspender a amostra em uma solug¢ao salina e agita-la continuamente, nao foi possivel
utilizar mais que 0,25 g de amostra, pois a agitagdo cessava dada a elevada
viscosidade da suspenséao formada. Por outro lado, para DHS-SPME foi possivel utilizar
até 2,5 g de amostra (limitada ao volume do frasco), ja que néo é necessaria a agitagao

da amostra.

5.2.2. Analise por GC-MS

A analise da fracao volatil da polpa de abacaxi fresco e desidratado foi feita por
GC-MS e a identificacao dos eluatos foi feita através de comparacéo entre o espectro
de massa de cada pico e do banco de dados da biblioteca mainlib NIST. Além disso,
foram obtidos os LTPRI para comparacdo com valores da literatura. As analises foram
feitas nas colunas HP-5 e DBWax. Os cromatogramas obtidos por GC-MS para a fragao
volatil da polpa de abacaxi fresco e de abacaxi desidratado, empregando a coluna HP-
5, estdo mostrados na Figura 32. Os compostos identificados empregando a coluna HP-
5, com os respectivos LTPRI e similaridade espectral, estdo mostrados na Tabela 2.
Nessa tabela também estdo apresentados os dados para GCxGC-FID, os quais serao

discutidos posteriormente.
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Figura 32. Cromatogramas obtidos para a fragao volatil da polpa de abacaxi (a) fresco e (b)

desidratado, empregando coluna HP-5. O eixo “y” corresponde a altura do pico em relagéao
ao pico mais intenso de cada cromatograma. Condi¢des de extragdo: 1,5 g de amostra, 60
°C, vazdo = 5,5 mL min’, pré-equilibrio = 5 min, extracdo = 15 min, dessor¢cao de 2 min.

Identificacdo dos compostos esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2. Andlise da fracdo volatil da polpa de abacaxi fresco e desidratado por GC-MS (coluna HP-5) e GCxGC-FID
(conjunto de colunas 1).

fresco desidratado

GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC
# Identidade RILit] Rl Sim.(%) Rl | %z | Rl {Sim.(%) Rl | %
1 acetaldeido X 96,7 X 1146]| X 96,7 X N
2 etanol X 94,3 X 11,66]| Xx 94,3 s 11,80
3 acetato de metila X 92,7 x 11,18] x 92,7 x 11,21
4 2-metil-propanal X X X X X 91,2 x 11,85
5 butanodiona X X X X X 96,2 X N
6 acetato de etila 606 X 94,2 X 1124| x 94,2 x 11,08
7 2-propenoato de metila X 87,7 x {152] x X X X
8 2-metil-1-propanol X X X X X 87,7 x 12,85
9 propanoato de metila 634 X 96,2 x 11,37] x X X X
10 2-metil-butanal X X X X X 90,6 x 11,38
11 2-metil-butanal X X X X X 81,5 x 11,37
12 1-metoxi-2-propanol X X X X X 91,5 x 13,38
13 1-metoxi-2-propanona X X X X X 95,2 X N
14 2,3-pentadiona X X X X X 87,7 X N
15 acetato de propila X X X X X 91,9 X N
16 butanoato de metila 686 | x 96,2 x [158| P P x (1,67
17 3-metil-1-butanol X X X X X 92,9 X 14,76
18 2 metil-1-butanol X X X X X 91,7 X 14,68
19 dimetildisulfeto X X X X X 86,3 X N
20 isobutanoato de isopropila X X X X X 84,4 x 11,55
21 tolueno X X X X X 90,5 X N
22 pentanol X X X X X 87,1 x 15,37
23 acetato de 2-metilpropil 761 X 90,1 X (1,74] X 84,2 x (1,85
24 2-metil-butanoato de metila 769 X 92,5 x 1160] x 85,2 x 11,67
25 dietilcarbonato X X X X X 81,6 x 12,44

[CONTINUA]
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Tabela 2. - CONTINUACAO

fresco desidratado

GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC
# Identidade RILit.. Rl {Sim.(%) Rl | %z | Rl Sim. (%) Rl | %tz
26 3-metileno-2-pentanona X X X X 800 91,2 X N
27 hexanal 801 | 801 93,0 | 800 {2,02| 800 89,9 | 800 |2,17
28 butanoato de etila 802 P P 803 { 1,67 | 802 | 87,1 803 | 1,71
29 dihidro-2-methil-3(2h)-furanona X X X x | 807 90,7 N N
30 pentanoato de metila 822 | 822 953 | 822 1,97| X X 822 11,97
31 furfural 828 X X X x |834 93,3 | 833 {2,33
32 2-metil-butanoato de etila 849 P P 847 { 1,61 848 | 88,0 | 848 1,75
33 acetato de 3-metil-butil 876 | 876 { 80,7 N N | 876 82,0 X X
34 acetato de 2-metil-butil 875 | 879 856 |8721,96| 878 80,0 | 872 2,11
35 pentanoato de etila X X X X 895 90,6 | 896 | 1,92
36 heptanal 901 E E 900 | 2,38 | 902 E 900 | 2,50
37 3-metiltiopropanal X X X X | 905} 89,1 | 907 {3,16
38 acetilfurano X X X X |910 89,2 | 912 N
39 5-hexenoato de metila 913 87,0 | 912 {2,81| x X X X
40 2-hidroxi-2-metil-butanoato de metila X X X X 918 | 87,9 | 919 | 5,37
41 hexanoato de metila 921 | 923 1 93,3 | 921 1230|924 87,2 | 921 {2,38
42 dimetil malonato 932 | 88,4 N N X X X X
43 1-hexenoato de metila 927 | 934 87,0 | 930 {295| x X X X
44 3-hexenoato de metila 935 77,9 |933{298| x X X X
45 3-hexenoato de metila 938 93,5 | 935{3,09| x X X X
46 benzaldeido 952 X X X x | 956 87,0 | 951 {2,84
47 2-metil-furfural X X X x [ 961§ 89,3 | 960 | 3,38
48 trissulfeto de dimetila X X X X 964 | 83,7 | 967 5,93
49 2-hexenoato de metila 965 88,0 | 965 {297| x X X X
50 1-heptanol 959 | 971 92,0 N N X X X X
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Tabela 2. - CONTINUACAO

Fresco desidratado

GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC
# Identidade RILit, Rl Sim. (%) Rl |’z | Rl Sim. (%) Rl | %z
51 5-hepten-2-ona-6-metila 981 | 987 | 83,0 | 986 {3,36| 987 | 80,3 |986 3,45
52 hexanoato de etila 997 | 1001 | 89,2 |1000{2,25|1002; 92,5 [1000; 2,26
53 octanal 998 | 1003 | 94,5 |1004{2,59|1004! 87,4 |1002 2,73
54 acetato de 3-hexenila 1001 1009 | 784 | N N X X X X
55 3-hexenoato de etila X X X X x (1011} 86,0 N N
56 2,4-hexadienoato de metila 1016 { 84,5 N N X X X X
57 4-heptenoato de metila 1021 | 81,7 [102312,86| x X X X
58 3-metiltio-propanoato de metila 1026 | 1028 | 90,0 [1026:0,77| P P 1026: 0,80
59 heptanoato de metila 1025 E E [1026i2,50] E E 1026 2,45
60 2-etil-1-hexanol X X X x [1030; 91,1 [1028 5,79
61 fenilacetaldeido 1036 X X X x [1042; 91,8 [1045 4,46
62 B-ocimeno 1044 | 1048 | 92,0 |1047{2,03| P P 1047, 1,96
63 1-octanol 1063 10731 829 | N N X X X X
64 2,3 butenodiolacetato X X X x [1077: 82,3 [1077:5,21
65 2-metil-acetoacetato de metila 1087 P 1[1085:5,08[1087! 78,0 |1085 5,10
66 heptanoato de etila X X X X E E 1098 2,26
67 3-metiltiopropanoato de etila 1098 | x X X x |1101] 84,7 |1100 5,51
68 nonanal 1100 | 1102 | 90,6 [1104{2,78|1105| 89,3 [1102 2,76
69 n.i. X X X x (1117 X 1115 5,45
70 4-octenoato de metila 1117 | 80,9 |1115{3,02| P P 1117, 2,94
71 octanoato de metila 1123 1125 | 90,2 [1123i2,54|1126; 89,6 |1126;2,58
72 3-octenoato de metila 1133 | 84,7 [1132:3,06| x X X X
73 2-octenoato de metila 1163 | 1160 | 81,5 [1162:3,11| x X X X
74 nonanol 1165 1173 { 90,1 [1170:5,74| P P 1170: 5,83
75 1,3,5-undecatrieno 1174 | 85,0 |1177:2,58|1174 P 1176, 2,54

[CONTINUA]
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Tabela 2. - CONTINUACAO

fresco desidratado

GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC
# Identidade RILit,] Rl Sim. (%) Rl | %z | Rl Sim. (%) Rl | *tz
76 1,3,5,8-undecatetraeno 11771 88,0 |1181i{2,51|1176; 72,6 |1181/2,48
77 octanoato de etila 1196 | 1199 E 1196i2,30{1199; 86,4 [|1196;2,32
78 decanal 1201|1200 | 88,6 [1200:2,81|1208! 84,7 |1200i{2,67
79 n.i. 1209 X 1202i4,98| x X 1202/4,79
80 3-acetoxi-hexanoato de metila 12117 91,1 |12075,58| P P 1207:5,36
81 nonaoato de metila 1223 | 1226 E 1224i2,47] x E 1224;2,38
82 nonanoato de etila X X X X E E 1290i2,42
83 undecanal 1308 E 1307 {2,82{1308 E 1309:2,78
84 decanoato de metila 1323|1326 | 89,9 [1323i{2,52|1324 E 1323,2,53
85 o-copaeno 1374|1374 . 80,2 [1377i{1,79] x X X X
86 decanoato de etila X X X x (1392 90,0 N N
87 n.i. 1419 ni. [1418i4,88] P P 1418/4,82
88 n.i. 1499 n.i. |1498{2,15] P P 14982,20

75

NOTAS: Sim.= similaridade entre o espectro de massas do analito e o espectro de massas da biblioteca; x = ndo detectado na amostra;
n.i. = detectado, mas nao identificado; E = ndo identificado por GC-MS, mas identificado por estruturagcdo; P = n&o identificado por GC-
MS e identificado por apresentar mesmo 'tz e %z de composto identificado na amostra fresca ou desidratada; N = identificado por GC-
MS, porém, nao foi possivel atribuir a identidade no cromatograma GCxGC.
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Conforme apresentado na Tabela 2, 42 compostos foram identificados na
amostra fresca, enquanto que, na desidratada, foram identificados 60. Os compostos
majoritarios presentes na amostra fresca sdo os ésteres acetato de metila, 2-metil-
butanoato de metila, hexanoato de metila, 3-metil(tio)propanoato de metila e octanoato
de metila; outros ésteres, bem como alcoois e aldeidos também estdo presentes. Ja na
amostra desidratada, os compostos maijoritarios sdo etanol, furfural, acetato de etila, 2-
metil-butanoato de etila, hexanoato de etila e octanoato de etila. Também foram
encontrados outros ésteres, alcodis, aldeidos e outras classes de compostos. Ainda,
cabe salientar que diversos picos pouco intensos ndo foram identificados pela baixa
pureza dos espectros de massas.

Para aumentar a confiabilidade da identificacdo dos compostos, as mesmas
amostras foram submetidas a analise por GC-MS empregando a coluna DBWax. Os
cromatogramas obtidos para a fragao volatil da polpa de abacaxi fresco e de abacaxi
desidratado, para analise em coluna polar, estdo mostrados na Figura 33. Os
compostos identificados através dessas analises estdo mostrados na Tabela 3. Nessa
tabela também estdo apresentados os dados para GCxGC-FID, os quais serao

discutidos posteriormente.
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Figura 33. Cromatogramas obtidos para a fragdo volatil de polpa de abacaxi (a) fresco e (b)

desidratado, empregando a coluna DBWax. O eixo “y” corresponde a altura do pico em
relacdo ao pico mais intenso de cada cromatograma.Condicbes de extragédo: 1,5 g de
amostra, 60 °C, vazdo = 5,5 mL min™, pré-equilibrio = 5 min, extragdo = 15 min, dessorcao

de 2 min. Identificacdo dos compostos esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3. Analise da fragdo volatil da polpa de abacaxi fresco e desidratado por GC-MS (coluna DBWax) e GCxGC-FID
(conjunto de colunas 3).

fresco desidratado
GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC
# Identidade RILit. | RI {Sim.(%)] Rl | %z | Rl [Sim.(%)| RI e
1 acetaldeido X 96,7 X N X 967 X N
2 metanol X 94,3 X 1,66 X 94,3 X 1,80
3 acetato de metila 818 X 96,0 X 0,93 X 96,4 X 0,78
4 acetona 827 X 96,2 X N X 91,8 X N
5 acetato de etila 884 X 95,3 X 0,96 X 95,4 X 1,05
6 propanoato de metila 904 X 96,2 X 1,12 X X X 1,10
7 2-metil-butanal X X X X X 89,4 X N
8 3-metil-butanal X X X X X 93,2 X N
9 2-metil-propanoato de metila 922 X 91,9 X N X X X X
10 2-propenoato de metila X 94,1 X N X X X X
11 etanol X 95,2 X 1,01 X 96,2 X 0,97
12 propanoato de etila 953 X X X X X 92,0 X N
13 2-metil-propanoato de etila 966 X X X X X 87,1 X N
14 acetato de propila 972 X 94,7 X N X X X X
15 2,3-butanodiona X 91,0 X N X 93,9 X N
16 butanoato de metila 984 X 94,7 X 1,39 X 87,5 X 1,38
17 n.i. 1002 X 1000 | 0,85 X X X X
18 2-metil-butanoato de metila 1009 | 1011 92,7 1005 { 1,67 | 1011 91,1 1005 1,68
19 acetato de 2-metilpropil 1015 | 87,7 N N X X X X
20 3-metilbutanoato de metila 1017 | 1020 83,6 N N X X X X
21 butanoato de etila 1035 | 1037 | 84,5 N N 1035 93,3 1032 1,75
22 2-metil-butanoato de etila 1051 1054 80,6 N N 1052 93,5 N N
23 2,3-pentadiona X X X X 1057 89,2 N N
24 3-metil-butanoato de etila 1067 X X X X 1068 81,0 N N

[CONTINUA]
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Tabela 3. - CONTINUACAO

fresco desidratado
GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC
# Identidade RILit. | RI Sim.(%) Rl |{ %z | RI {Sim. (%) Rl | *z
25 dissulfeto de dimetila X X X x | 1069 | 82,0 N N
26 acetao de butila 1070 | 1075 88,3 N N | 1071 | 82,6 N N
27 acetato de 2-pentila 1077 | 87,0 N N X X X X
28 hexanal 1078 | 1084 { 91,9 | 1079 i1,69| 1080 { 90,1 1079 | 1,71
29 pentanoato de metila 1082 | 1090 97,3 | 1084 (193] P P 1084 | 1,90
30 cabonato de etila 1099 X X X x | 1105 95,2 N N
31 acetato de 2-metilbutil 1123 | 1116 { 85,2 | 1120 {2,30| 1117 { 868 1120 | 2,27
32 4-metil-3-pente-2-ona X X X x | 1129 { 92,6 N N
33 1-metoxi-2-propanol 1152 { 92,0 X X | 1150 { 92,4 1159 | 1,11
34 1-butanol 1141 X X X x | 1162 | 91,0 N N
35 hepatanal X X X x | 1174 { 82,0 | 1172 | 2,09
36 hexanoato de metila 1183 | 1176 { 95,0 | 1172 i2,33| 1177 | 87,3 | 1172 | 2,36
37 acetato de 4-penten-1-ila 1190 { 85,8 N N | 1192 X N N
38 2-metil-butanol X X X x | 1216 | 88,6 | 1211 | 1,20
39 3-metil-butanol 1208 X X X X | 1218 1 921 1216 | 1,15
40 5-hexenoato de metila 1226 | 1225 884 | 1220 (1,94 P P 1222 | 1,97
41 n.i. X X X X | 1228 X 1224 | 1,47
42 hexanoato de etila 1230 | 1226 { 88,1 1222 i3,02| 1228 | 94,0 | 1224 | 2,90
43 -ocimeno 1241 | 1240 { 88,7 | 1240 {3,76| P P 1238 | 3,78
44 acetato de 2-pentenila 1246 | 84,0 1240 (1,95 P P 1240 | 1,95
45 3-hexenoato de metila (Z) 1251 | 1252 { 92,9 | 1250 {1,99]| P P 1250 | 1,99
46 pentanol X X X x | 1257 { 89,3 N N
47 3-hexenoato de metila (E) 1258 | 1260 { 92,9 | 1259 1,97| x P 1256 | 2,00
48 dihidro-2-metil-3(2H)-furanona 1259 X X X X | 1260 ; 911 N N
49 octanal E E 1273 12,51 1279 | 89,2 | 1273 | 2,54
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Tabela 3. - CONTINUACAO

fresco Desidratado
GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC
# Identidade RILit. | RI |Sim.(%) Rl | % | RI | Match | RI | %
50 heptanoato de metila 1279 | 1282 i 88,0 1276 2,89 E E 1276 | 2,83
51 2-hexenoato de metila 1284 | 1284 | 87,9 1279 2,16 P P 1279 | 2,10
52 n.i. X X 1279 {1,42| X X 1279 | 1,38
53 3-hexenoato de etila (E) 1301 X X X X | 1299 | 92,6 N N
54 2-hidroxi-etil-butanoato de metila 1301 X X X x | 1305 80,0 N N
55 n.i. 1315 X 1318 {2,35 X X X X
56 hepatanoato de etila E E 1323 {3,50 X X X X
57 n.i. X X X x | 1326 { 89,8 | 1323 | 2,03
58 4-heptenoato de metila 1323 | 1325 | 83,0 1318 {2,36 P P 1318 | 2,36
59 6-metil-5-hepten-2-ona 1329 | 83,9 N N X X X X
60 2-hidroxi-propanoato de etila X X X X | 1344 | 90,4 N N
61 2-isopropil-5-metil-2-hexanal 1347 | 82,0 N N X X X X
62 hexanol 1353 X X X x | 1357 1 89,8 | 1355 | 1,33
63 trissulfeto de dimetila X X X x | 1365 84,1 N N
64 octanoato de metila 1383 | 1384 ! 92,0 | 1374 i3,32| 1383 ! 84,9 | 1384 | 3,32
65 nonanal 1387 | 1385 91,3 | 1382 [2,83| 1385 | 91,9 | 1382 | 2,87
66 n.i. 1401 X 1403 (1,71| 1405 X 1403 | 1,77
67 4 -octenoato de metila (2) 1412 | 1415 | 83,0 1415 (2,75 X X X X
68 4 -octenoato de metila (E) 1418 | 86,9 | 1421 (272] P P 1421 | 2,70
69 octanoato de etila 1426 | 1428 | 86,4 1423 13,91| 1427 i 91,7 | 1421 | 3,95
70 acetato de metil(tio)etila 1438 X X X X | 1441 | 851 N N
71 1,3,5,8-undecatetraeno 1440 | 1442 { 88,9 | 1436 {3,31 P P 1434 | 3,35
72 metil(tio)propanal X X X X | 1449 88,7 [ 1439 1.3
73 acido acético 1484 | 1450 1 95,0 | 1441 [0,99| 1444 | 93,2 | 1439 | 0,96
74 3-octenoato de metila 1446 | 1448 | 88,4 1444 12,65 P P 1441 | 2,61
75 1-octen-3-ol 1451 X X X x | 1456 | 86,0 N N

[CONTINUA]
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Tabela 3. - CONTINUACAO

fresco desidratado
GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC

# Identidade RILit. | RI |Sim.(%) Rl | % | RI | Match | RI | *t
76 furfural 1451 | 1454 | 96,9 X X | 1453 ¢ 95,3 | 1454 1,18
77 4-octenoato de etila X X X x | 1465 | 84,8 N N
78 copaeno 1471 | 1472 87,9 | 1470 {195 P P 1470 { 1,95
79 nonanoato de metila 1481 1483 | 90,7 1477 3,50 E E 1477 | 3,52
80 2-etil-1-hexanol 1491 X X X X | 1494 { 93,9 N N
81 decanal 1488 { 88,4 | 1482 i{3,23| E E 1482 | 3,23
82 n.i. 1500 X 1485 {2,72| 1503 X X X
83 benzaldeido 1506 X X X x | 1510 { 94,9 | 1501 | 1,34
84 n.i. X X X x | 1514 X N N
85 3-metil(tio)propanoato de metila 1513 | 1516 { 89,3 | 1510 {1,62] P P 1510 { 1,62
86 2,3-butenodiolacetato X X X x | 1520 { 83,4 N N
87 n.i. 1519 X 1516 {1,82| 1521 X 1519 { 1,85
88 n.i. 1539 X 1530 {1,56| 1537 X 1530 | 1,62
89 octanol 1563 | 88,2 N N X X X X
90 3-metil(tio)propanoato de etila 1558 | 1560 { 85,0 | 1557 {1,68] 1561 | 89,4 | 1556 | 1,71
91 5-metil-furfural 1565 { 91,0 N N | 1565 | 90,2 | 1566 | 1,33
92 3-acetoxibutirato de etila 1576 | 1577 | 86,8 1583 12,28 X X X X
93 decanoato de metila 1583 | 1584 | 83,7 | 1583 {3,91 X P 1585 | 3,72
94 n.i. 1594 X 1590 {5,96| P P 1590 | 5,86
95 4-decenoato de metila 1612 | 1615 | 85,0 1609 | 3,33 P P 1609 | 3,27
96 decanoato de etila 1637 E E 1630 {4,29| 1635 | 89,9 | 1630 | 4,34
97 4-decenoato de etila X X X x | 1642 82,9 N N
98 n.i. 1648 X 1647 {2,08| X X 1647 | 2,03
99 nonanol 1665 | 92,4 N N X X X X
100 acido 2-metil-butandico 1666 | 1663 { 90,0 | 1666 {1,24| 1669 | 89,7 | 1663 | 1,01

[CONTINUA]
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Tabela 3. - CONTINUACAO

fresco desidratado

GC-MS GCxGC GC-MS GCxGC
# Identidade RILit. | RI Sim.(%) Rl | % | Rl |Sim.(%) Rl | %z
101 n.i. 1678 X 1675 {2,86| 1680 X 1675 | 2,75
102 n.i. 1678 X 1678 {2,15] 1680 X 1678 | 192
103 n.i. 1683 | 90,4 N N | 1691 91,3 N N
104 n.i. 1687 X 1680 (5,78 P P 1677 | 5,81
105 o-muureleno 1700 | 1700 { 80,1 | 1699 (538] P P 1699 | 5,38
106 n.i. 1704 X 1707 {1,97| 1704 X 1707 | 1,92
107 n.i. X X X X | 1738 X 1752 | 1,83
108 acido pentanoico 1770 | 86,6 | 1767 {1,24| 1770 P 1767 | 1,16

NOTAS: Sim.= similaridade entre o espectro de massas do analito e o espectro de massas da biblioteca; x = ndo detectado na amostra;
n.i. = detectado, mas nao identificado; E = nao identificado por GC-MS, mas identificado por estruturacao; P = n&o identificado por GC-
MS e identificado por apresentar mesmo 'tg e *tz de composto identificado na amostra fresca ou desidratada; N = identificado por GC-
MS, porém, ndo foi possivel atribuir a identidade no cromatograma GCxGC.
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Ao total, com a coluna DBWax, 60 compostos foram identificados na amostra
fresca, enquanto que, na desidratada, foram identificados 57. Os compostos
majoritarios presentes na amostra fresca sdo os mesmos obtidos com a coluna HP-5; o
mesmo é observado para a amostra desidratada, com excecdo do acido acético, que
nao havia sido identificado nas analises empregando a coluna HP-5. Em complemento,
outros acidos carboxilicos minoritarios foram identificados nessa amostra.

Ao longo das analises foi observado que a variabilidade dos compostos
presentes no abacaxi fresco foi pequena; entretanto, a quantidade dos mesmos varia de
amostra para amostra, principalmente em relacdo ao grau de maturagado do abacaxi.
Observacao semelhante pode ser feita para o abacaxi desidratado; contudo, o motivo
para a variagdo na quantidade dos compostos pode ser atribuido ao diferente grau de
desidratacéo das diversas fatias de abacaxi utilizadas para as analises. Em geral, pode-
se supor que os ésteres metilicos presentes na amostra fresca sdo convertidos em
ésteres etilicos e, além disso, outros compostos mais polares sdo formados durante o

processo de desidratacao [86].

5.2.3. Analise por GCxGC-FID

A fragao volatil da polpa de abacaxi fresco e de abacaxi desidratado foi analisada
por GCxGC-FID. A programacao de temperatura do forno do cromatégrafo foi a mesma
empregada na separacédo por GC-MS e a vazdo do gas de arraste foi de 0,6 mL min™.
Os parametros referentes ao modulador foram os mesmos apresentados na otimizagao
do protétipo GCxGC versao 3. Na Figura 34 estdao mostrados os cromatogramas de 1D-
GC-FID e de GCxGC-FID obtidos com o conjunto de colunas 1 (normal) para a fragao
volatil da polpa de abacaxi fresco. A analise por 1D-GD-FID foi feita com o préprio
conjunto de colunas 1, porém sem modulagdo. Quando comparados o cromatograma
obtido por 1D-GC-FID (a) e o cromatograma modulado bruto por GCxGC-FID (b), pode
ser observado que o perfil do cromatograma € o mesmo, porém ocorre aumento na
intensidade dos picos modulados em comparagao ao pico primario ndo modulado. Em
(c) esta mostrado o cromatograma GCxGC-FID com PM de 6 s, o qual apresenta muito
mais picos que em (a). Embora ainda ocorram algumas coeluigbes em (c), a separagao

€ muito superior em relagdo ao cromatograma (a), bem como a sensibilidade. Ja em (d)
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esta mostrado o cromatograma GCxGC-FID da mesma amostra, porém, com PM de 7
S.

Analises com diferentes PM permitem visualizar compostos que estao fora de
ciclo. Pico fora de ciclo deve ser evitado quando ele coelui com compostos da
modulacdo seguinte ou quando o sinal fica dividido pelo processo de transformar o
vetor de dados em uma matriz. Esse é o caso do composto indicado pela seta vermelha
em (d): o %tg do composto € 7,5 s (maximo do pico), sendo que a eluigéo inicia em 6,6 s
e termina em 7,7 s. Como o PM escolhido foi 7 s, uma parte do pico esta representada
num ciclo de modulagdo e a outra parte no ciclo de modulagdo subsequente. Para a
analise do abacaxi fresco o PM de 6 s foi escolhido para a separagao com conjunto de
colunas 1 por dois motivos: praticamente ndo ha picos fora de ciclo que coeluem com
compostos do ciclo de modulacdo subsequente e, também, PM mais curtos sdo mais
adequados para minimizar a perda de resolugdo da 'D, que ocorre quando picos ja

separados na 'D sdo coletados no modulador.



Resultados e discussao

10

sinal /V
[¢)]

N

Ll

A._All

10

20

tempo de retencao / min

30

40

sinal /V

Figura 34.

20

tempo de retencdo / min

30

40

tempo de retencdo / s
[ A
(o] (o]

L
o

7,0

6,0

0 de retencdo / s
o EN 4
o o o

temp

85

T

L ' U] Mgy 1y
n‘o.a, ‘ i%. "'i ' % V! . 't |
L “Qa - :;“ e ‘ ﬁp{.‘l‘“h‘. '.. ;o .
, .]..*f@ 0 e
o (I
. | I . .
° tempozge retencao / r'r31i0n 40
I d
| S L
- | ‘l \ ' .“0 \ ' "‘“ ‘
| N .'. ' & 'l‘ u"
L ' ' '
co“k ' ':. qdl. "ﬁﬂi ' “; .," .,'. N '
L . L1 M oy ‘.. % ;‘..
& o ":- \ Vo

tempo de retencéo / min

I
40

Fracao volatil da polpa de abacaxi fresco analisada usando conjunto de colunas 1. (a) cromatograma 1D-GC-FID; (b)

cromatograma GCxGC modulado bruto, PM = 6 s; (c) cromatograma GCxGC, PM = 6 s; (d) cromatograma GCxGC, PM = 7 s.




86 Resultados e discussédo

A fragdo volatii da polpa de abacaxi desidratado também foi analisada
empregando o conjunto de colunas 1. Na Figura 35 estdo mostrados os cromatogramas
GCxGC para PM de 6 s (a) 7 s (b), nos quais a separagdo é bastante semelhante.
Comparativamente aos cromatogramas obtidos para o abacaxi fresco [Figura 34(c) e
(d)], pode-se observar que mais compostos com %t elevado sdo observados no abacaxi
desidratado, referente aos compostos mais polares formados durante o processo de

desidratacao.
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Figura 35. Fragdo volatil da polpa de abacaxi desidratado analisada usando conjunto de
colunas 1. Cromatograma GCxGC-FID (a) com PM=6se (b) PM=7s.

A separacdo obtida para a fracdo volatii da polpa de abacaxi fresco e
desidratado, empregando o conjunto de colunas 1, parece satisfatéria, visto que o
espaco de separacgao foi bem utilizado, sendo mais perceptivel nos cromatogramas da
amostra desidratada. Entretanto, ndo existe um consenso do melhor conjunto de
colunas para analise de compostos volateis de plantas, frutas e alimentos ou de
compostos presentes em 6leos essenciais, da mesma forma que existe para compostos
de origem petroquimica, no qual um conjunto de colunas apolar x (semi)polar € o mais
indicado.

Um conjunto de colunas polar x apolar (inverso) foi empregado na analise de
Oleo essencial de limao [87] e de volateis de baunilha e 6leo de oliva [88]. Segundo os
autores desses trabalhos, uma vantagem de utilizar um conjunto de colunas inverso
para a andlise de compostos mais polares é que o tx € menor que em andlises

empregando um conjunto de colunas com um conjunto de colunas normal e, por isso,



Resultados e discusséo 87

PM menores podem ser escolhidos. Quando os autores usaram o conjunto de colunas
normal, foi sugerido o uso de um forno secundario para diminuir o ’tr. Portanto, outros
conjuntos de colunas com fases estacionarias diferentes foram estudados para avaliar a
separacao dos compostos.

Anadlises da fracdo volatil de polpa de abacaxi fresco e desidratado foram
realizadas com os conjuntos de colunas especificados na Tabela 1, sendo que todos os
cromatogramas resultantes estdo mostrados na Figura 36 para efeito de comparagao.
Os cromatogramas (a) e (d) correspondem as analises com o conjunto de colunas 1
para abacaxi fresco e desidratado, respectivamente. Os cromatogramas (b) e (e)
correspondem as mesmas amostras, porém usando o conjunto de colunas 2, e os
cromatogramas (c) e (f) sdo referentes as analises com o conjunto de colunas 3. Numa
primeira comparagao entre o0s cromatogramas observa-se que a separagao
proporcionada pelo conjunto de colunas 2 para abacaxi fresco (b) e desidratado (e) &
inferior as respectivas analises com os conjuntos de colunas 1 e 3. Esse resultado é
esperado, uma vez que esse conjunto de colunas € o menos ortogonal dentre aqueles
estudos: a fase estacionaria da 'D é HP-5 enquanto que a da °D é HP-50. Ou seja,
existe correlagdo entre os mecanismos de separacdo da 'D e da °D. Além disso, nesse
conjunto de colunas a retencédo na °D é favorecida para compostos aromaticos, os
quais nao foram encontrados nas amostras estudadas.

Comparando as separagdes obtidas com os outros dois conjuntos de colunas,
observa-se que o numero de picos visualizados € proximo de 200 para ambos os
conjuntos de colunas, porém um pouco maior para o conjunto de colunas 3. Além disso,
0 espaco de separagdao é bem utilizado com ambos os conjuntos de colunas. Em
resumo, baseado na separacao entre os picos e no numero de picos visualizados, os
dois conjuntos de colunas sdo adequados para separagao da fragao volatil da polpa de
abacaxi e, por isso, os dois conjuntos serao investigados na etapa de identificacdo dos

compostos nos cromatogramas GCxGC.
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Figura 36. Analise da fragdo volatil da polpa de abacaxi fresco e desidratado empregando
os conjuntos de colunas 1, 2 e 3. Os cromatogramas GCxGC (a), (b) e (c) foram obtidos
para a fragao volatil da polpa de abacaxi fresco com os conjuntos de colunas 1, 2 e 3,
respectivamente. Os cromatogramas GCxGC (d), (e) e (f) foram obtidos para a fragao volatil
da polpa de abacaxi desidratado com os conjuntos de colunas 1, 2 e 3, respectivamente.
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5.2.4. ldentificagdo dos compostos no cromatograma GCxGC-FID

A atribuigdo da identidade dos compostos nos cromatogramas GCxGC-FID foi
feita por comparagéo entre os perfis cromatograficos das analises feitas por GCxGC e
por GC-MS, com auxilio dos respectivos LTPRI de cada anaélise. A seguinte abordagem
sistematica iterativa foi empregada para processar e interpretar os cromatogramas para
cada amostra e conjunto de colunas:

- tabular os LTPRI na 'D e 2tz dos picos detectados nos cromatogramas de GCxGC-
FID;

- tabular a identidade dos compostos, os LTPRI e a similaridade espectral dos picos
detectados nos cromatogramas de GC-MS ;

- comparar as tabelas, com base nos LTPRI e perfis cromatograficos, e alocar os picos
identificados por GC-MS nos cromatogramas de GCxGC-FID;

- re-examinar os cromatogramas de GCxGC-FID e tabelas de picos, verificando
visualmente a presenga de séries homologas ou grupos estruturais evidentes;

- atribuir tentativamente a identidade de picos presentes nas séries homologas e grupos
estruturais determinados pela inspeg¢ao visual dos cromatogramas GCxGC-FID, mas
que nao foram identificados e/ou detectados por GC-MS.

- verificar nos cromatogramas de GC-MS indicios das espécies tentativamente
identificados pela estruturacdo cromatografica nos dados de GCxGC-FID, mas néao
identificados na primeira avaliagdo (por exemplo, picos com LTPRI e fragmentacdo do
espectro de massas compativeis com certos compostos, cujos espectros de massas
nao puderam ser encontrados na biblioteca de espectro de massas disponiveis por
coeluicdo com outros compostos ou pela baixa intensidade do espectro de massas).

Na Figura 37 esta apresentada a comparagdo dos cromatogramas GC-MS e
GCxGC-FID para fracao volatil da polpa de abacaxi fresco, empregando a coluna HP-5
na analise por GC-MS e o conjunto de colunas 1 na analise por GCxGC-FID (no qual a
'D é exatamente igual & coluna usada na andlise por GC-MS). Através dessa
comparacao foi possivel atribuir a identidade dos compostos no cromatograma GCxGC-
FID. Esta forma de identificagdo dos compostos no cromatograma GCxGC-FID foi feita
somente quando havia concordancia entre os LTPRI por ambas as analises. Nos casos

em que nao houve concordancia, o composto identificado por GC-MS foi denominado
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pela letra “N” nas colunas referentes aos parametros GCxGC, indicando que a
atribuicdo da identidade nao foi feita no cromatograma GCxGC.
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Figura 37. Comparagao dos perfis cromatograficos da fragdo volatil da polpa de abacaxi
fresco para as analises por (a) GC-MS e (b) GCxGC-FID, com respectivos LTPRI para
alguns picos.

Embora na Figura 37 a estruturagdo cromatografica néo seja tdo aparente como
nas amostras petroquimicas, foram observadas algumas relagdes entre os tempos de
retencdo na 'D e na 2D para compostos quimicamente relacionados. Na Figura 38 esta
mostrado um corte do cromatograma apresentado na Figura 37(b), no qual a posi¢céo de
eluicdo dos picos da série homologa de ésteres metilicos alifaticos (acetato de metila, 3,
até decanoato de metila, 84) esta destacada por uma linha preta. Os compostos
identificados pelos numeros 59 e 81 nao foram usados para construir a linha dos
ésteres metilicos, pois os mesmos nao haviam sido identificados por GC-MS devido a
coeluicdo com o 3-metil(tio)propanoato de metila e a baixa qualidade do espectro de
massas, respectivamente. Entretanto, pode ser observado que a linha referente a

posicao de eluicdo dos ésteres metilicos se sobrepdem aos dois compostos nao
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identificados; além disso, os LTPRI para os compostos 59 e 81 sdo 1026 e 1224,
respectivamente. Esses valores de LTPRI apresentam concordéncia com os valores
tabelados para o heptanoato de metila e nonanoato de metila que sao 1025 e 1223,
respectivamente.

Desta forma, pode-se inferir que os dois compostos em questdo sejam,
realmente, os ésteres metilicos citados e, portanto, pode-se dizer que esses compostos
foram identificados em fung¢ado da estruturagado cromatografica. Em casos como esses, a
letra “E” sera apresentada nas tabelas no lugar do valor de similaridade espectral nas
analises por GC-MS, indicando que a identificagdo do composto foi feita com auxilio da
estruturagcdo cromatografica. A letra “P” foi usada para compostos que nao foram
identificados por GC-MS nem pela estruturagdo cromatografica, mas que apresentam

'tz e tr idénticos a um composto identificado na amostra desidratada (e vice-versa).
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Figura 38. Corte do cromatograma mostrado na Figura 37(b), destacando em preto a
posicao de eluicdo da série de ésteres metilicos alifaticos e, em verde, a posicao de eluigao
da série de aldeidos alifaticos, com os respectivos numeros referentes a Tabela 2.

Na Figura 38 também esta destacada, através da linha em verde, a posicdo da
série homologa dos aldeidos alifaticos (hexanal, 27, até undecanal, 83): nessa série,

heptanal (36) e o undecanal (83) n&do haviam sido identificados por GC-MS, e foram
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identificados da por meio de informacao referente a estruturagdo cromatografica, da
mesma forma apresentada para os ésteres metilicos alifaticos.

E importante salientar que tal forma de identificacdo pode apresentar erros;
contudo, essa abordagem pode ser considerada mais confiavel que a simples
comparagao dos LTPRI ou injegdo de padroes em analises por 1D-GC-FID. Essa
afirmacao baseia-se no fato de que dois compostos de polaridades diferentes podem
apresentar mesmo LTPRI em uma analise por 1D-GC; entretanto, na analise por
GCxGC esses compostos devem apresentar “tr diferentes, visto que tem polaridade
diferente. Para as analises no conjunto de colunas 1 (conjunto normal), os compostos
menos polares serdo pouco retidos na 2D, enquanto que compostos mais polares serdo
mais retidos. Esse tipo de informacao € importante para fazer a atribuicao da identidade
dos compostos no cromatograma GCxGC-FID. Uma forma de aumentar a
confiabilidade desse tipo de identificacdo seria através dos indices de retencdo na 2D;
contudo, esse tipo de estudo ainda encontra-se em estagio inicial de desenvolvimento.
Cabe ressaltar que mesmo sem conhecer os indices de retencdo na 2D, é possivel
obter informacao a respeito da polaridade do pico a ser identificado.

A identificagdo dos compostos presentes na fracdo volatil da polpa de abacaxi
fresco no cromatograma GCxGC-FID, com o conjunto de colunas 1, apds atribuir a
identidade ao maximo de picos possiveis, esta apresentada na Figura 39, com

numeracgao dos compostos referente a Tabela 2.
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Figura 39. Cromatograma GCxGC-FID da fragdo volatil da polpa de abacaxi fresco com
atribuicao da identidade dos picos. Numeracao referente a Tabela 2.

A estruturagdo cromatografica também foi observada ao avaliar o cromatograma
GCxGC-FID para a fragao volatil da polpa de abacaxi desidratado com conjunto de
colunas 1. Uma sec¢ao do cromatograma referente a analise esta apresentada na Figura
40. A série homodloga de ésteres metilicos alifaticos, a qual também foi observada para
o abacaxi fresco, estd destacada por uma linha preta (pentanoato de metila, 30, até
decanoato de metila, 84). A linha vermelha destaca a série homologa de ésteres etilicos
alifaticos (butanoato de etila, 20, até nonanoato de etila, 82), os quais estdo presentes
em maior numero na amostra desidratada que na amostra fresca. Os compostos 35 e
82 nao foram usados para tracar a linha vermelha. De acordo com a estruturacao
cromatografica, esses compostos podem ser identificados como pentanoato de etila
(35) e nonanoato de etila (82), respectivamente.

Além da estruturacdo mostrada para essas séries homologas, também é possivel
observar uma relagdo na posicdo de eluicdo entre ésteres alifaticos com mesmo
numero de atomos de carbono na molécula. Por exemplo, a posi¢cao de eluicdo do

hexanoato de etila (52), identificado por GC-MS, foi relacionada a posi¢ao do
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heptanoato de metila (59), que foi identificado pela estruturacdo cromatografica da
GCxGC, por uma linha laranja. Se esta mesma linha laranja for transposta para
octanoato de etila (77), tal linha ficara sobreposta a outra mancha, provavelmente o
nonanoato de metila (81), uma vez que ha concordéncia com o LTPRI e retencéo
similar aos ésteres metilicos. Essa relacdo entre esses ésteres pode ser verificada
porque a amostra de abacaxi desidratado apresenta ésteres metilicos e etilicos. Essa
pode ser considerada outra forma de estruturacdo cromatografica, em adicdo a
estruturagdo apresentada nas séries homodlogas, que pode ser empregada para

identificagdo dos compostos.
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Figura 40. Secdo do cromatograma GCxGC-FID da fragdo volatil da polpa de abacaxi
desidratado obtido com o conjunto de colunas 1. Linha em preto destaca a posi¢cao de
eluicdo da série de ésteres metilicos alifaticos e, em vermelho, a posicéo de eluicdo da
série de ésteres etilicos alifaticos, com os respectivos numeros referentes a Tabela 2.
Linhas em laranja relacionam a posi¢do de eluicdo de pares de ésteres isbmeros com o
mesmo numero de atomos de carbono na molécula.

O cromatograma GCxGC-FID com a identificagdo dos compostos presentes na
fracao volatil da polpa de abacaxi desidratado, obtido com o conjunto de colunas 1, esta
mostrado na Figura 41. E possivel observar que o abacaxi desidratado apresenta mais

alcoois e outros compostos polares em relagao a amostra fresca, os quais apresentam
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%t superior a 4 s ou estdo fora de ciclo. Além disso, observa-se na Figura 41 um grupo
de compostos pouco intensos e com pequena w, que eluem entre 18 min e 25 min da
'D e entre 1,0 s e 1,4 na ?D. N&o foi possivel identificar nenhum desses picos, porém,
pode-se inferir que os compostos sejam alcanos, devido a minima retengdo na coluna
polar da 2D. Em resumo, foi possivel atribuir identidade para 46 picos no cromatograma
GCxGC-FID para a amostra fresca, sendo que 8 desses compostos foram identificados
pela estruturacdo cromatografica. Para a amostra desidratada, 59 picos no
cromatograma GCxGC-FID tiveram a identidade atribuida, sendo que a estruturagéo

cromatografica permitiu identificar 14 compostos.
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Figura41. Cromatograma GCxGC-FID da fragdo volatil da polpa de abacaxi desidratado
com atribuicdo da identidade dos picos; numeracao referente a Tabela 2.

A fracao volatii da polpa de abacaxi fresco e desidratado foi analisada
empregando o conjunto de colunas 1, sendo que boa parte dos compostos pode ser
identificada nos cromatogramas GCxGC-FID. Entretanto, baseado nos compostos

presentes nessas amostras, € possivel que o conjunto de colunas 3 (conjunto inverso),
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possibilite maior separacédo na 'D e, com isso, forneca mais informacdes de compostos
coeluidos ou isbmeros. Na Figura 42 esta mostrado o cromatograma GCxGC-FID da
fracdo volatil da polpa de abacaxi fresco, empregando o conjunto de colunas 3. Na
Tabela 3 estdo apresentados os dados para comparagao entre as analises por GC-MS
(coluna DBWax) e por GCxGC-FID, na qual a 'D é idéntica aquela empregada na

analise por GC-MS.
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Figura42. Cromatograma GCxGC-FID da fragdo volatii da polpa de abacaxi fresco
empregando o conjunto de colunas 3 (inverso), com atribuicdo da identidade dos picos.
Numeragao referente a Tabela 3.

Como esperado, a estruturagdo cromatografica obtida para o conjunto de
colunas 3 é diferente daquela obtida pelo conjunto de colunas 1. No conjunto 3, no qual
a 2D tem carater apolar, os compostos mais polares serdo menos retidos na °D, ao
contrario do ocorrido com o conjunto normal. Isso pode ser observado na Figura 43: a
série de ésteres metilicos alifaticos, destacada por uma linha preta, € menos retida na
2D que a série dos isémeros etilicos, destacada em vermelho. A relacéo da posicdo de
eluicdo entre as duas séries esta destacada por linhas em laranja. Além disso, na

separacao obtida com o conjunto de colunas 1, o % para os compostos de uma série
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homologa era aproximadamente o mesmo, evidenciando a separagdo apenas em
funcdo da polaridade. Ja com o conjunto de colunas 3, a mesma relagdo nao foi

observada, embora ainda possa ser observada a estruturagado cromatografica.
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Figura 43. Secdo do cromatograma GCxGC-FID da fragdo volatil da polpa de abacaxi
fresco, obtido com o conjunto de colunas 3. Linha em preto destaca a posigéo de eluigdo da
série de ésteres metilicos alifaticos e, em vermelho, a posicdo de eluicdo da série de
ésteres etilicos alifaticos, com os respectivos nimeros referentes a Tabela 3. Linhas em
laranja relacionam a posi¢do de eluicdo de pares de ésteres isbmeros com 0 mesmo
numero de atomos de carbono na molécula.

A estruturagdo cromatografica para ésteres metilicos alifaticos e seus isémeros
monoinsaturados também foi observada. Na Figura 44 os ésteres metilicos estéo
destacados em vermelho, enquanto que os respectivos isbmeros insaturados estao
destacados por um retdngulo laranja. Pode-se observar que os isémeros
monoinsaturados do hexanoato de metila (36), dentre os quais foram identificados
quatro isdmeros do hexenoato de metila e, também, o acetato de 2-pentenila, estdo
agrupados dentro do retangulo laranja. O mesmo pode ser notado para os isdmeros do
octanoato de metila (64), agrupados em outro retangulo laranja.

Esse tipo de estruturagdo € coerente com o conjunto de colunas empregado:

isdbmeros insaturados devem ser mais retidos na 'D (polar) e menos retidos na 2D
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(apolar), em relagdo ao éster metilico saturado. Se o retangulo laranja for transposto
para o decanoato de metila (93), pode-se verificar que existem alguns compostos néo
identificados agrupados dentro do retangulo, os quais estdo indicados por setas verdes.
Provavelmente, esses compostos sdo os respectivos isbmeros monoinsaturados.
Entretanto, em funcdo das diferentes possibilidades de isbmeros, ndo foi atribuida
identidade aos compostos.
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Figura 44. Secdo do cromatograma GCxGC da fragdo volatil da polpa de abacaxi fresco
obtido com o conjunto de colunas 3. Elipses em vermelho destacam a posigédo de eluigao
de ésteres metilicos alifaticos e os retdngulos em laranja destacam a posigéo de eluigao
dos isbmeros insaturados dos ésteres metilicos. Setas em verde indicam possiveis
isdbmeros que nao foram identificados. Numeros referentes a Tabela 3.

Com o conjunto de colunas 3 foi possivel atribuir no cromatograma GCxGC-FID
da amostra fresca a identidade de 56 compostos, sendo que 3 compostos foram
identificados através da estruturagcao cromatografica. Ja o cromatograma GCxGC-FID
da fragao volatil da polpa de abacaxi desidratado esta apresentado na Figura 45, sendo
que a identificagcdo dos compostos esta apresentada na Tabela 3. Nessa analise, 64
compostos tiveram a identidade atribuida no cromatograma GCxGC-FID, sendo que 22
compostos foram alocados no cromatograma GCxGC-FID em fungao da estruturagao

cromatografica.
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Figura 45. Cromatograma GCxGC-FID da fragdo volatil da polpa de abacaxi desidratado
empregando o conjunto de colunas 3 (inverso), com atribuicdo da identidade dos picos;
numeracao referente a Tabela 3

Em resumo, a abordagem de realizar anélises por GC-MS e GCxGC-FID e
comparar os LTPRI para alocar os compostos no cromatograma GCxGC permite
identificar compostos nao identificados por GC-MS através da estruturagcéo
cromatografica da GCxGC. Em outros casos € possivel obter uma estrutura muito
proxima da provavel identidade do pico, como a classe do composto e 0 numero de
atomos de carbono ou insaturacbes na molécula. Como explicado anteriormente, a
abordagem aqui mostrada requer avaliagao detalhada de cada um dos espectros de
massas e dos LTPRI nas analises por GC-MS e GCxGC, bem como do perfil dos
cromatogramas. Cabe ressaltar que ndo foram feitas injegcbes de padrdes analiticos

para identificar os compostos no cromatograma GCxGC.
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6. Conclusoes

Os objetivos propostos no inicio desse trabalho foram alcangados de forma
satisfatéria. Diferentes protétipos GCxGC-FID foram construidos e avaliados,
observando em cada modulador as limitagdes, para que as mesmas fossem eliminadas
nas versdes subsequentes.

O prototipo GCxGC versao 1, equipado com o modulador “A”, apresentou como
principal limitagao o eletrémetro do detector do GC-FID HP 5890, o qual era lento para
registrar os picos sem deformagao. No protétipo GCxGC-FID versao 2, a deformagéao
dos picos modulados foi contornada pela troca do equipamento, sendo empregado um
GC-FID Agilent 6890, mantendo o mesmo modulador. Entretanto, verificou-se a
necessidade de empregar vazdes elevadas para os gases resfriados do modulador, o
que acarretou na impossibilidade de analisar compostos pouco volateis. Por isso, o
modulador “B” foi construido para o protétipo GCxGC-FID verséo 3, o qual apresentou
desempenho similar aos equipamentos comerciais. Embora esse modulador nao
apresentasse limitagbes quanto ao desempenho, ele foi substituido pelo modulador “C”
para facilitar a troca do conjunto de colunas e evitar o corte da ponta da coluna de
segunda dimensao.

O modulador criogénico “C” apresentou desempenho similar ao modulador “B” e
quando comparado aos moduladores descritos na literatura, o desempenho pode ser
considerado compativel. Em resumo, a w, para compostos n&o saturados na 2D variou
entre 80 ms e 400 ms, e a variagdo no “tg foi de cerca de 10 ms. A faixa de ponto de
ebulicdo dos compostos também foi avaliada, sendo possivel modular compostos com
ponto de ebulicdo entre 69 °C e 391 °C sem que seja necessario alterar os parametros
de modulagao. Caso seja necessario trabalhar com compostos mais ou menos volateis,
€ necessario modificar o ajuste dos gases do modulador. O protétipo GCxGC-FID foi
comparado com o sistema GCxGC-FID comercializado pela LECO® e os resultados
mostraram que o desempenho pode ser considerado equivalente.

O protétipo GCxGC-FID foi aplicado a analise da fracdo volatil da polpa de
abacaxi fresco e desidratado. Trés conjuntos de colunas foram avaliados para
separagao dos compostos presentes nas amostras. As separagdes obtidas com os

conjuntos de colunas HP-5 + SPWax e DBWax + HP-5 foram consideradas
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satisfatorias, considerando o numero de compostos separados e O espaco de
separacao utilizado. Em relagdo ao conjunto de colunas HP-5 + HP-50, no qual os
mecanismos de separac¢ao das duas dimensdes nao siao independentes, a separacao e
a utilizacdo do espago de separacao foram inferiores aos outros conjuntos de colunas
avaliados.

A identificagdo dos compostos no cromatograma GCxGC-FID foi feita sem a
utilizacao de padrdes. Para tal, a fracdo volatil de abacaxi fresco e desidratado foram
analisadas por GC-MS e por GCxGC-FID, e os LTPRI para os compostos em ambas as
analises foram obtidos e comparados. Os compostos identificados por GC-MS foram
alocados no cromatograma GCxGC-FID quando houve concordancia entre os LTPRI e
perfil cromatograficos por ambas as analises.

Apos identificar os compostos majoritarios nas amostras estudadas, foi possivel
obter a estruturagcao cromatografica da GCxGC, observada para séries homoélogas de
ésteres e aldeidos, bem como para alguns ésteres que apresentavam isomeria de
posicdo. Essa informacao foi empregada para identificar varios outros compostos néo
identificados por GC-MS. A identificacdo de compostos através da estruturacao
cromatografica deve ser empregada, sempre que possivel, em analises qualitativas por
GCxGC-FID e por GCxGC-MS, visto que informagdes adicionais a respeito da estrutura
dos compostos sdo obtidas por meio dessa caracteristica Unica da GCxGC.

O principal resultado desse trabalho foi disponibilizar um equipamento GCxGC-
FID para ser usado em laboratério em analises de rotina. Uma vez que o
desenvolvimento de um modulador criogénico para GCxGC foi realizado com sucesso,
0 préximo passo deve ser o desenvolvimento de um protétipo GCxGC-MS. Tendo em
maos tal equipamento, a abordagem referente a estruturagdo cromatografica para a

identificacdo dos compostos pode ser explorada em sua totalidade.
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