Solugtes de EDTA 0,05M e 0,005 M ddo recuperagio
praticamente total de c4dmio, chumbo, cobre e zinco adsor-
vidos em dcidos himicos. Portanto, sugere-se o uso de
EDTA como priética eficiente e adequada.
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ABSTRACT

Selection of the most suitable injection technique for
work with capillary columns (high resolution gas chromato-
graphy-HRGC) is solely a function of the sample’s nature
and concentration. Thus, whereas injection into a hot
vaporizer may prove adequate for thermostable substrates,
direct introduction of the sample into the column should
be employed for labile compounds. For thermostable
substances, concentrated or impure samples are most
conveniently analyzed by vaporizing split injections,
whereas splitless injections are recommended for dilute
samples. There are, consequently, three main sample
introduction techniques for capillary columns: hot
vaporizing (split or splitless) and cold on-column injections.

RESUMO

A selegdo da técnica de inje¢do mais adequada para tra-
balho com colunas capilares (cromatografia gasosa de alta
resolu¢do-CGAR) é fungdo exclusivamente da amostra:
sua natureza e concentra¢do. Assim, enquanto a inje¢do a
quente em vaporizadores se mostra adequada para subs-
tratos termo-estdveis, a introdugdo direta da amostra no
interior da coluna deve ser empregada na anélise de compos-
tos termo-l4beis. Cumprido o critério de termo-estabilidade,
amostras concentradas ou sem purificagdo prévia s¥o mais

convenientemente analisadas pela inje¢do em vaporizadores
com divisjo de fluxo, enquanto a técnica de inje¢do sem di-
visdo mostra-se aconselhdvel para solu¢des diluidas. Sdo,
assim, trés as principais técnicas de introdugdo de amostras
em colunas capilares: inje¢do a quente em vaporizadores
(com ou sem divisio de fluxo) e inje¢do da amostra “a
frio” diretamente no interior da coluna. :

1. INTRODUCAO

Durante um longo tempo, desde o aparecimento da
cromatografia gasosa como técnica analftica de uso gene-
ralizado, a introdugfo de amostras liquidas (ou solugGes)
foi aceita como operagdo relativamente simples e se dava
geralmente por meio de uma inje¢do convencional através
de septos de borracha localizados em blocos de inje¢do
aquecidos (vaporizadores), conectados 3 coluna cromato-
grifica' 2,

Por muito tempo, esta também foi a atitude com relagio
as colunas capilares, embora fossem estas raramente empre-
gadas, 3 excegio talvez de grupos ligados a industria do pe-
tréleo, onde a complexidade das misturas a analisar exigia
sistemas de alta resolugfo e a natureza hidrocarbonica da
maioria das amostras dispensava cuidados especiais quanto
a inércia quimica das superficies cromatogréficas (geralmen-
te de metal). Foi a “época de ouro™ da inje¢io com divisor

de fluxo® que nfo exigia quaisquer conhecimentos de cro-
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‘matografia pelo operador, a excegdo (ocasional) de saber
operar a vdlvula que regulava a razdo de divisdo (quando
esta ji ndo vinha pré-fixada de fibrica por intermédio
de “restritores™).

A euforia inicial* decorrente da introdugdo do vidro
como matéria-prima para confec¢gdo dos tubos capilares,
seguiu-s¢ um periodo de descrédito devido aos intimeros
problemas de estabilidade térmica das colunas produzidas.
Apenas apds a introdugdo nos anos 70 de colunas capilares
de vidro de alto'desempenho e inércia® e, em 1978, da sili-
ca fundida como material para confecgdo dos capilares®,
revolucionou-se a cromatografia gasosa, do que resultou
o virtual abandono por muitos da utilizagio de colunas
tradicionais de recheio.

Com esta popularizagdo do uso de colunas capilares aper-
cebeu-se o usudrio da maior diversificag@o e, portanto, fle-
xibilidade do processo de selegdo de varidveis na inje¢do de
amostras’. Isto gerou, em nossa experiéncia, um inexplic4-
vel grau de perplexidade quanto  técnica de injegdo mais
adequada para a andlise de um determinado tipo de amos-
tra. Difundiu-se, assim, lamentavelmente, uma impressdo
deformada de que colunas capilares sdo de uso complexo,
exigindo operadores altamente especializados e instrumen-
tagdo cara e sofisticada. Como consequéncia, observou-se
um despertar de interesse, infelizmente alimentado por
alguns grupos comerciais, na utilizagdo de outro tipo de
colunas, também tubulares abertas, mas de grande didmetro
(05-0,7mm di.), cognominadas frequentemente de
“wide bore” ou outras rotulagdes®. Como esperado, uma
das principais “vantagens” atribuidas a estas colunas é pre-
cisamente a “simplificag@o” do processo de inje¢do (o usué-
rio fica restrito a apenas uma modalidade, perdendo a
opgdo de escolha), idéntico ao das “familiares colunas de
recheio”. Acresce a isto, um desempenho cromatogrifico
bastante inferior ao das colunas capilares e uma forte
dependéncia da resolugdo com a vazdo®.

O presente trabalho nao pretende fazer uma revisdo de
técnicas de injegdo, campo bastante extenso®s!®, mas,
apenas desmistificar o tema, constituindo-se num guia
préitico, de f4cil assimilagdo, que oriente o usudrio ndo
especializado em seus problemas didrios de introdugdo
eficiente de amostras em colunas capilares.

Técnicas de injegdo “a quente”

Derivam diretamente das técnicas de inje¢do tradicional
(através de septos) em blocos de injegdo aquecidos (vapori-
zadores; Fig. 1). Envolvem duas etapas distintas, a saber:

a) Inje¢do da amostra na cimara de vaporizagdo por meio
de uma seringa, seguida de

b) Transferéncia da amostra vaporizada para o interior da
coluna pelo fluxo de gés carreador.

Trazem, portanto, o requisito de que as amostras a serem
analisadas sejam estdveis na temperatura de vaporizagdo.

Compreendem, no caso de colunas capilares, duas alter-
nativas:
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entrada do gis

carreador

s saida da purga

V/ \‘ do septo

—
encamisamento de vidro
(“linear™)
- safda do
7 divisor
1anilha de grafite coluna capilar

Figura 1, Esquema de um vaporizador (injetor) tipico para injeges
com divisdo (“‘split™) ou sem divisdo de fluxo (“splitless™),
conforme Grob & Grob'3,

— inje¢@o com divisdo de fluxo (“split™)
— injegdo sem divis@io de fluxo (“splitless™)

A técnica de injecdo com divisdo de fluxo (“split™) é a
mais antiga forma de introdugd@o de amostras em colunas
capilares'!. Sua concepg¢do deriva da crenga de que, pos-
suindo uma quantidade de fase estaciondria 100-1000 ve-
zes menor do que as colunas de recheio tradicionais, as co-
lunas capilares se tomariam rapidamente sobrecarregadas
com amostra, com severo comprometimento de formato
dos picos e da resolugdo cromatogrifica, na auséncia de
um processo de diluigfo. Isto levou ao desenvolvimento
de um sistema, reprodutivel e regulivel, de descarte da
maior parte da amostra injetada apés vaporizagdo (divisor
de fluxo), antes de sua penetragdo na coluna. Faculta-se
assim aos usudrios, trabalharem com solugdes de mesma
concentragdo das empregadas tradicionalmente com colunas
de recheio, sendo esta, portanto, a técnica de escolha para
a andlise de solugdes concentradas (ou dos componentes
principais em solugBes mais dilufdas). Ndo acarreta, tam-
bém, qualquer necessidade de intervengdo operacional
(ou conhecimento adicional) quanto ao processo de inje-
¢fo e suas varidveis (temperatura do injetor e da coluna,
volume injetado, velocidade -de inje¢#o, natureza do solven-



te, etc.) em relagdo A experiéncia j4 acumulada no trabalho-
com colunas de recheio, sendo, neste sentido, a mais
“simples™ das técnicas de inje¢do a quente. A variagdo no-
minal da taxa de divisdo de fluxo (i.e. quantidade efetiva
de amostra introduzida na coluna), fica assim como a Gnica
varidvel de inje¢do a ser ajustada periodicamente por parte
do operador, quando da otimizagdo de uma andlise croma-
togréfica.

A injegdo de amostras em vaporizadores com a safda do
divisor de fluxo temporariamente fechada se constitui na
chamada técnica de injecdo sem divisdo de fluxo (“spli-
tless”) e resulta, obviamente, na transferéncia da maior
parte da amostra vaporizada contida no injetor, para o
interior da coluna®»'2:'3, E, portanto, a técnica de escolha
para a andlise de amostras diluidas. Infelizmente, com a
safda do divisor fechada, o fluxo de gis dentro do injetor
¢é acentuadamente diminuido devido a resisténcia (perda de
carga) oferecida pela coluna capilar. Com volumes internos
do injetor da ordem de 0,5—1cm?® e fluxos na coluna de
1—-2cm®/min, os tempos de transferéncia (i.., de “inje-
¢d0”) do vapor das amostras para o interior da coluna se
tomam demasiadamente longos (30—80 s)!*, o que obriga
a utilizagdo de mecanismos de reconcentragio (*‘focaliza-
¢d0”), sob pena de se alargarem demasiadamente as bandas
(picos) do cromatograma (largura tipica 0,1 —6s), com se-
vero comprometimento da resolugio. ‘

Os mecanismos de reconcentragdo consistem na con-
densagfo (“focalizagdo™) da amostra (e, em certos casos
também do solvente) num pequeno segmento na entrada da
coluna. Para serem efetivos, notadamente na andlise de mis-
turas de larga faixa de ebuligfio, é necessério’que a coluna .
capilar possua um trecho inicial desprovido de fase estacio-
ndria. Bsse trecho é comumente chamado de lacuna de
retengdo®1%°. O subsequente aquecimento do fomo cro-
matogrifico causa a volatizagdo deste material condensado
que inicia, assim, o seu transito (sob fluxo do gis carrega-
dor) pela coluna capilar da forma convencional, isto €,
ordem de elui¢do de acordo com a afinidade individual de
cada soluto pela fase estaciondria. H4 necessidade neste
tipo de técnica de injegdo de assegurar, durante a injegdo
(ou, mais exatamente, durante a transferéncia de amostra
do injetor para a coluna) condigdes de condensagio do ma-
terial a ser analisado, o que é feito geralmente de dois
modos distintos: pelo “efeito de solvente™ e pela “captura
a frio”.

— Efeito de solvente (substratos voliteis): Neste caso,
trabalha-se com o forno cromatogrifico em temperaturas
baixas que permitam a condensagdo do solvente utilizado
(e, em consequéncia, retengdo da amostra). Normalmente,
temperaturas de 10—40°C abaixo do ponto de ebuligdo
do solvente mostram-se adequadas®, o que pode,contudo,
ser modificado em fungio do volume injetado e, também,
na natureza do solvente. Tais efeitos foram estudados
extensivamente por Grob'e colaboradores®'°,

- — Efeito de captura a frio (substratos de pequena volati-
lidade): Neste caso nfo se promove a condensagdo do sol-
vente, mas apenas da amostra. Isto requer uma grande dife-

renga de volatilidade entre solvente e soluto(s) para efetivo -
funcionamento (ca. 800 a 1000C), mas permite, em muitos
casos, economizar tempo, evitando resfriar o forno croma-
togrifico a temperaturas préximas a ambiente a cada andli-
se (condicdo necess4ria para um efeito de solvente, ver item
anterior). O efeito estd normalmente atuante (frequente-
mente sem consciéncia do operador), na focalizagdo dos
componentes pesados durante uma andlise de misturas com
largo espectro de pontos de ebuli¢o, em que a temperatura
inicial e final do forno diferem de mais de 1000C.

— Revestimento interno da cdmara de vaporizagdo: qual-

-quer que seja o efeito de focalizagdo em questdo utiliza-se,

em inje¢Ses sem divisdo de fluxo, tubos de vidro lisos como
revestimento intemo do injetor (“liner”), geralmente sem
qualquer recheio’®*®. A auséncia de recheio evita mistura
excessiva do vapor de amostra com gds carreador (deletério
para obtengfo de um efeito de solvente), além de diminuir
a superficie do contato aquecida do injetor (“linear”) com
a amostra, o que limita reagSes potenciais de decomposi¢do
térmica ou termo-catalitica, notadamente quando se consi-
dera que o tempo de residéncia da amostra no injetor se
eleva aqui (injegGes sem divisdo) para 30—60s. E claro que
nas inje¢Ses com divisdo de fluxo, a aplicagdo de 16gica se-
melhante nos aponta os “liners” recheados com mais con-
venientes, assegurando adequada vaporizagdo de toda a
amostra no curto espago de tempo de residéncia no injetor,
antes da sua “amostragem” pela coluna!’-*%:'? Permane-
cem, contudo, as mesmas consideragBes quanto a degrada-
¢do potencial de amostras termo-l4beis.

Purga de septo: A finalidade de um pequeno fluxo de gds
(valores tipicos 1—2ml/min) no topo do injetor, logo
abaixo do septo (Fig. 1), é a de eliminar (“purgar’) vapores
de impurezas (p.ex. plastificantes, residuos de amostras ou
solventes) dessorvidas continuamente pelo septo pela acio
da alta temperatura presente no vaporizador. Tais vapores
dariam origem (caso no fossem eliminados) a picos espi-
rios no cromatograma, em alguns casos facilmente reconhe-
civeis pelo seu formato largo (o processo de dessorgdo,
devido a espessura do septo, € geralmente lento). Obviamen-
te, o mesmo fendmeno ocorre em vaporizadores convencio-
nais (colunas de recheio), s6 que as quantidades de amostra
injetadas neste caso sdo 100—1000 vezes superiores o que
toma negligencidvel a contribuigdo de componentes dessor-
vidos pelo septo para os cromatogramas.

Técnicas de injegdo ‘a frio”

Estdo incluidas aqui apenas as modalidades de introdu-
¢do de amostra a frio, com seringas, num vaporizador (de
temperatura programével, “PTV™®) ou no interior da pré-
pria coluna capilar (injegdo na coluna'®). Nos dois casos,
o que se pretende evitar € a segregagdo de componentes
pesados observada durante uma inje¢do com agulha quente,
0 que leva a uma transferéncia incompleta (e, geralmente,
irreprodutiva) dos védrios componentes da amostra para o
interior da coluna. Além disso, o choque témmico produzi-
do por vaporizadores convencionais (quentes) causa fécil
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degradagdo de substratos termo-dbeis, o que s6 pode ser
evitado pela deposigio da amostra dentro de superficies
frias, especialmente desativadas (como o interior das pro-.
prias colunas capilares).

A utilizacdo de vaporizadores com temperatura progra-
mdvel foi inicialmente descrita por Poy e colaborado-
res'®®, como tentativa de conciliar as vantagens de uma
injegdo a frio com a manuten¢fo do uso de cimaras de
vaporizagdo (injetores) na entrada das colunas, O injetor
cumpre em larga escala as suas finalidades, sendo aplicével
4 maijoria dos casos onde se faz necessdria uma injegdo a
frio. Suas principais desvantagens sdo o custo elevado, a
(inevitdvel) complexidade de um sistema de precisdo para
variagio de temperatura (¢ a consequente probabilidade
de panes), e a manutengdo da necessidade de inje¢do
através de septos, com suas inevitdveis sequelas (contami-
nagfo, vazamentos, etc.). Além disto, trata-se de modali-
dade de inje¢fo ainda em avaliagdo quanto aos seus aspec-
tos quantitativos®.

O sistema de injegdo na coluna (injetores “on-column”;
Fig. 2) atende plenamente aos requisitos de um sistema

torneira
de vedagdo

sistema de
resfriamento

entrada do gis .
carreador

entrada de gas
para resfriamento

| coluna capilar

Figura 2, Esquema de um injetor para introdu¢do de amostra (a
frio) no interior de colunas capilares (injecdo na coluna,
a frio; “cold on-column™). Adaptado de Grob & Grob?®,
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reprodutivo de inje¢do a frio; simples (nio tem controla-
dor de temperatura), sem componentes elétricos ou eletrd-
nicos, sem septo e de alta inércia quimica, pois a amostra
¢ depositada diretamente na prépria coluna capilar®®:'?,
em seu segmento inicial, j4 dentro do forno cromatogri-
fico (que passa, assim, a comandar também a temperatura
da inje¢fio). Exige, portanto, o resfriamento do fomo

A
Cia
c
18 C"
Ca
C20
Co Ca2

- L — L_J U S .

B
- L_L \ S | S

Figura 3. Ilustragdo da discriminagdo de solutos de baixa volatilida-
de em inje¢Ges com vaporizador.

A — Injecdo de 1ul de solugdo de n-alcanos.

B — Apods a injegdo A, aspira-se 14 de solvente puro para
a seringa, injetando-se nas mesmas condigdes. Obser-
va-se claramente que o residuo de amostra que per-
manece depositado na agulha é mais rico nos com-
ponentes menos volateis. Condicdes de cromatogra-
fia: coluna capilar de vidro (0,3 mm x 13 m), reco-
berta com filme (0,3 tim) de PS 255, utilizando hi-
drogénio como gis carreador (60 cm/s). Programagdo
de temperatura: 80-280°C (16°C/min). Injetor:
1709C. Razdo de divisio 30/1.



- TABELA . Caracteristicas das técnicas de injegdo de amostra em cromatografia gasosa com colunas capilares

écnica de . . Substratos ‘Efeitode © | Uso de Substratos
Inje¢do’ Amostra Tipica Reprodutibilidade Pouco Voldteis Matriz Septo | Termo-Libeis
Com divisio Solugdes con- Muito boa (<<5%) | Discriminados Pequeno Sim Nio
de fluxo centradas,? para taxas altas ’ Recomendado
termo-estéveis de divisdo > 1:100)
Sem divisdo Solugdes dilu1- Razodvel (< 5%) Discriminados Detenoragio Sim Nio
de fluxo das,? termo- progressiva* Recomendado
estdveis
A frio, Solugdes dilui- Muito boa (<< 5%) | Nio Deterioragio | Nio Recomendado
na coluna das, termo- Discriminados . rdpida
sensfveis

nho (notadamente quantitativo) bem menos estudado que os demais® .

S W oW

Uso de lacuna de retengdo protege a coluna

9,10

TABELA II. Condigdes tfpicas de utilizagdo dos diversos injetores capilares da Tabela I

Faixa tipica de concentragdo 0,5 —1 ug/ul, por componente, dependendo da razdo de divisdo de fluxo.
Faixa tipica de concentragdo (por componente) 1—50 ng/ul.

Nio foi inclufdo aqui o injetor de temperatura programavel (“P’I‘V”) por ser de uso extremamente restrito e de desempe-

Técnica de | Fluxo no Purga de Tempera- Manuseio da|Fluxo na Efeitos de Focalizagdo Tipos de
Injegfo | Divisor Septo tura do Seringa |Coluna?
Injetor’ Solvente | Capturaa frio | “Liner” | Seringa
Com divi- | Varidvel® ca. 150-300 | Agulha 2a4 Desneces- | Desneces- Reche- Conven-
visdo de (20400/ 1m}/miny (°C) quente, ml/min | sdrio® sdrio® ado® cional”
fluxo ml/min) amostra (1-10u1)
. na parte
Sem divi- | Zero®;apés| ca 100250 | graduada (2a4 Necessdrio] Necessdrio. Vazio Conven-|
sdo de injegdo 2ml/min | (°C) da ml/min | Forno 10°| Forno 800C cional’
fluxo (20-60/ seringa. ' a309C |abaixo da (1-10uD)
ml/min) Injegdo abaixo do |temperatu-
rdpida pe.do ra inicial
solvente. |de eluigdo.
Lacuna de | Lacuna de
A frio,na | na. n.a. Ambiente | Agulha fria. [2a 4 retencdo | retengdo Inexis- Espe-
coluna Injecdo ml/min | obrigat6- |recomends- | tente cial’
rdpida ria vel (1-10ul)

n.a. — ndo aplicdvel

peratura ambiente e hidrogénio como carreador.

o e g N s W

D.E. = didmetro externo

Depende da razo de divis3o desejada (1/20, 1/100, etc.).
A presenca de purga de septo nio é critica em inje¢Bes com divisdo.

Aconselhdvel quando a razfo de divisdo for < 1/20 e a resolugdo for critica.
Veja, porém, o texto.
Recomendada 10ul; D.E. agulha = 0,28 mm; volume usual injetado 1-2 ul.
Tempo de fechamento da safda do divisor = 1,25s (volume do injetor/(vazfo na coluna); usualmente de =20 a 40s.
Recomendada 10l; D.E. agulha 2= 0,18 mm; volume usual injetado 1-2l.
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Valores tfpicos, podendo variar para problemas especificos. Em geral mais baixa em inje¢des s/ d1v1s§o de fluxo.
Fluxo 6timo depende do didmetro da coluna. Os valores dados sdo tipicos para uma coluna de 0,3 mm d.i. x 20 m, tem-



cromatogrifico 4 temperaturas relativamente baixas, ndo
apenas para evitar efeitos de discriminagdo na agulha (Fig.
'3), mas também devido a necessidade de se evitar uma stibi-
ta vaporizagdo e consequente eje¢do de amostra para fora
da coluna. Torna-se necessério aqui, o uso de seringas espe-
ciais, providas de agulhas extremamente finas, capazes de
penetrar no interior das colunas capilares (disponiveis nos

fabricantes tradicionais de seringas cromatogrificas), A ne-
cessidade de resfriamento do fomo atende, também, a

amostras que requerem um efeito de solvente para sua andli-
se, notando-se que, aqui, a menor diluigdo do vapor de
amostra com gis carreador (pequeno volume intemo do
capilar), toma possivel o efeito de focalizagdo a temperatu-
ras bastante préximas e em certos casos mesmo supetiores
ao ponto de ebuligdo do solvente®'. Existem também no

mercado injetores “on-column” providos de resfriamento -

secund4rio que atenuam em boa parte as exigéncias de res-
friamento do fomo cromatogrifico durante a introdugédo
de amostras’?. Ao garantirem um segmento resfriado no
inicio da coluna, com uns 20 cm de comprimento, permi-
tem a deposi¢do da amostra no estado liquido, seguida de
vaporizagdo progressiva do solvente. Isso impede a proje¢do
(e perda) de amostra para o injetor, 0 que ocorreria caso a
vaporizagdo fosse instantdnea®’ .
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