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The use of retention gaps in high-resolution gas chromatography (HRGC) is mandatory to extend
the useful lifetime of the columns, notably in the analysis of samples containing involatile residues.
In the case of on-column and splitless injections, the lack of a retention gap reduces severely, in most
cases, the resolving power, disabling several chromatographic effects which ensure focusing. Addi-
tionally, knowledge of the role of retention gaps in the chromatographic process, allows full use of
special techniques, such as introduction of large volumes (>100ul) and the coupling of high-perfor-

mance liquid chromatography (HPLC) to HRGC.
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1. INTRODUCAO

Apés uma década da proposi¢do do uso de lacunas de re-
tengao (vide infra) em cromatografia gasosa de alta resolugio
(CGAR) pela "Escola” européia de cromatografial-2, ainda ha
virios setores da quimica analitica que desconhecem sua im-
portancia, em especial aqueles associados a “Escola” america-
na. No Brasil seu uso consciente ainda é incipiente, represen-
tando, no nosso entender, uma das causas para a lenta disse-
minagdo da CGAR no Pais.

A auséncia do uso da lacuna de retengdo, introduz varia-
¢Oes em injegoes sem divisdo de fluxo e na coluna, que pre-
judicam as aplicagdes voltadas a andlise de tragos, entre ou-
tras, além de reduzirem a vida 1til das colunas capilares (ex-
tremamente caras no Pais). Esses fatores tem sido determinan-
tes na resisténcia dos pesquisadores, analistas, gerentes de
P&D e de controle de qualidade, em abandonar a cromatogra-
fia gasosa convencional (CG) em beneficio da CGAR. Esse
hiato se origina também no desconhecimento (ou incredulida-
de) de que essa evolugdo poderia ser feita a um custo redu-
zido pela adaptagdo da instrumentagio existente (p.ex. ref. 3)
e de que os custos envolvidos seriam rapidamente cobertos
pelo ganho em capacidade de separagéo e redugédo no tempo
de andlise (em muitos casos, 10 a 15 vezes menor!).

Para quebrar essa resisténcia, uma “cruzada” vem sendo
desenvolvida a partir do inicio da década de 80 (através de
diversos cursos por todo o Pais e reforgada por uma série de
publicagdes “diddticas” iniciada em 1984 com prosseguimento
através de sete artigos subseqiientes?-11),

O presente trabalho pretende, portanto, dar seqiiéncia a
esta série, introduzindo o conceito de lacuna de retengio, des-
crever sua preparagio, Seu uso € sua recuperagio, com O pro-
posito de facilitar sua absorgéo pela comunidade de cromato-
grafia.

Embora o conjunto de conceitos associado as lacunas de
reteng@o seja hoje muito extenso e viabilize imimeras técnicas
especiais (p. ex., injegdo de grandes volumes, 100-150ul!2-13,
de amostra, aclopamento direto de um sistema de cromatogra-
fia liquida de alta eficiéncia (CLAE) 2 CGAR!2'14), no pre-
sente caso serdo abordados apenas os elementos necessdrios
a0 seu emprego para lidar com certas particularidades de in-
jecdo de amostra da CGAR frente a CG convencional, garan-
tindo ao usudrio que a sua evolugéo para a CGAR se dé sem
percalgos, notadamente em desempenho e redugdo no custo
operacional.
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2. DEFINICAO

Do inglés "retention gap” a “lacuna de retengdo”13 foi pro-
posta por Grob Jr. em 198112 como solugéo para os imimeros
problemas associados as modalidades de injegdo sem divisio
de fluxo!l:1® e na coluna a frio!l:!> A compreenséo de sua
participagdo no processo cromatografico foi estabelecidal? e
continua sendo exaustivamente estudada.

Como o préprio nome indica, a lacuna de retengo nada
mais € do que um trecho de coluna capilar sem fase estacio-
ndria, portanto sem retengfio cromatrografica, disposto no ini-
cio da coluna propriamente dita.

3. CONSTITUICAO

O segmento de tubo capilar, preparado com os mesmos
cuidados de uma coluna de alta resolug@o, pode ser soliddrio
a coluna (lacuna permanente) ou ser a ela conectado (lacuna
descartdvel, item 6). Neste caso, pode-se adaptar lacunas com
caracteristicas fisicas e qufmicas diferentes da coluna, além
da possibilidade de remogao facilitar as operagbes de limpeza
¢ substituigio.

E possivel preparar lacunas de retengéo de vidro, estirando
e tratando quimicamente os capilares através da mesma se-
qiiéncia de etapas envolvidas na confec¢io de capilares para
recobrimento (colunas capilares), a saber:

- Capilar de vidro DURAN-50 (Schott-Ruhrglas GMBH,
RFA; representante no Brasil, VIDROLEX, Ind. Com. Vid.
Lab. Ltda., Sdo Paulo, SP): lixivia do capilar selado preenchi-
do com HCI 20% a 170°C por 12h, seguida de rinsagem com
2 volumes de solugdo de HC1 0.5% e desidratagdo do capilar
sob védcuo nas duas extremidades do capilar por 2h a 300°C.
Desativa-se por sinalizagio com hexametildissilazano
(HMDS)/difeniltetrametildissilazano/DFTMDS) 1:1 (preen-
che-se 7 espiras com a solugdo, sela-se o capilar e aquece-se
por 12h a 400°C). Lava-se o capilar com hexano, metanol e
éter etilico.

- Capilar de silica fundida (p. ex. Hewlett-Packard, Supel-
co, Chrompack, SGE, etc.): purga-se o capilar a 180°C por
15 min sob fluxo de H;. Passa-se uma solugio de
HMDS:DFTMDS: 1:1, sob nitrogénio. Apés a safda da solu-
¢ao, sela-se o capilar e aquece-se a 300°C por 30 min. Que-
bram-se as extremidades e lava-se com dois volumes de co-
luna de metanol, diclorometano e pentano.
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Mais comoda &, contudo, a sua aquisicBo comercial, em
sflica fundida j4 silanizada, o que lhe confere grande flexibi-
lidade e maior facilidade de manuseio (instalagio, remogéo).
Quase todos os fabricantes de colunas capilares oferecem a
op¢ao de compra do capilar vazio ("uncoated”) que pode ser
cortado em comprimentos em comprimentos convenientes
para servir como lacuna de retengéo. Nesse caso, contudo, é
necessdrio o uso de um conector para acoplar a lacuna & co-
luna cromatogrifica propriamente dita. Evidentemente, a co-
nexdo ndo deve introduzir qualquer atividade quimica (sitios
ativos) ou volume morto ao sistema cromatografico, o que im-
pde limites severos aos materiais e projetos dos conectores a
serem empregados (veja item 6).

4. APLICABILIDADE

Além de evitar a possivel decomposi¢io térmica da fase
estaciondria no bloco aquecido do injetor e impedir que a con-
densagéio de amostra no infcio da coluna (caso de injegdes
sem divisdo de fluxo ou na coluna a frio, por exemplo) re-
maneje a fase ndo imobilizada (razéo pela qual sempre foi
prética cotrente lavar o trecho inicial da coluna para remover
a fase!?:1%)  a lacuna de retengfo é, também, essencial para:
a) Garantir a resolu¢io cromatogréfica nas inje¢des sem divi-
séo de fluxo e na coluna a frio, viabilizando o efeito de sol-
ventell;12;

b) Resguardar a fase estaciondria de impurezas, atuando como
“pré-coluna” assegurando retenc¢éio de solutos de baixa volati-
lidade presentes, em especial, na matriz de amostras comple-
xas;

¢) Facilitar agBes de recupera¢io das caracterfsticas de siste-
mas contaminados por amostras "sujas”, prolongando a vida
1til das colunas capilares;

d) Viabilizar a introdug@o de grandes volumes de amostra (até
500ul) em colunas capilares superiores, inclusive, aos empre-
gados na CG convencional (max. 10-20ul);

e)- Permitir o acoplamento direto CLAE-CGAR;

f) Facilitar o uso de injetores automdticos para inje¢éo no in-
terior da coluna ("cold on-column”);

g) Permitir a introdugéo de volumes razodveis de amostra em
colunas de pequeno didmetro (“narrow bore", D.I.< 0,2mm;
empregando lacunas de maior D.I.)19.

5. _CARACTERiSTICAS VS. DESEMPENHO

Para executar as fungdes descritas acima, a lacuna de re-
tencéio deve ser capaz de receber toda a amostra em estado
liquido, acomodando-a segundo um filme cuja extensiio néo
possa atingir a coluna propriamente dita (regiio com fase es-
taciondria; figura 1). No caso da injeg&o na coluna a frio a
amostra é depositada na coluna em fase liquida; na injegéo
sem divisgo de fluxo, ela deve ser integralmente condensada
na lacunall,

A extensfo da regido encharcada da lacuna e seu escoa-
mento como filme liquido, sera fungio das varidveis que afe-
tam a condensagéo/volatilizagio da amostra e estabilizagao/fi-
xagdo do filme liquido formado. O quadro 1 reune os paré-
metros usuais de operagéio com lacunas de retengéo.

Para a introdugdo de grandes volumes de amostra e aco-
plamentos CLAE-CGAR, costuma-se empregar lacunas de até
50m. Contrariamente a experiéncia (tfpica na CG convencio-
nal) do efeito deletério de fatores extra-coluna (introdugéo de
volumes vazios) no alargamento de picos, em tais casos, a
presenga de lacunas de retengfio néo significa que haverd alar-
gamento da banda inicial de amostra. Ou seja, mesmo 50m
de tubo capilar vazio no inicio da coluna, praticamente néo
afetam a resolugiio em CGAR!S,
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porede do copllor fase estocioncria
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ererelie e

coluna e etapas do seu deslocamento e vaporiza¢do durante os ins-
tantes iniciais da andlise cromatogrdfica.

a) Detalhe da lacuna de retengdo antes da introdu¢do de amostra;
b) "Onda" de amostra liquida depositada no inicio da coluna (I) e a
saturagdo do gds de arraste pelo solvente na parte posterior da regido
encharcada (II);

c) "Onda" de amostra espalhada pelo cisalhamento do fluxo de gds
de arraste;

d) O espalhamento resulta num filme de espessura estdvel que se des-
loca lentamente pela I (a velocidade de deslocamento depend
da afinidade do solvente pela superficie interna do capilar. O gds de
arraste "seca” rapidamente a parte posterior do filme liguido (regido
encharcada) e se satura de vapor dos componentes voldteis, carrean-
do-os através do capilar.

e) Em condi¢des adequadas a amostra € integralmente vaporizada an-
tes que a regido encharcada atinja a fase estaciondria;

Jf) Ficam retidos ao longo da lacuna os componentes ndo voldteis da
matriz da amostra.

N.B.: A relevdncia desse processo para os mecanismos de focalizagdo
da banda inicial de amostra serd motivo de outra publicagdo.

6. ADAPTACAO

H4 vérias formas de se conectar a lacuna de retengdo i
coluna capilar'? e uma discussio mais detalhada fugiria ao
escopo do presente trabalho. Pela simplicidade de uso e baixo
custo, recomendarfamos o sistema de conexfo sob pressio
(tipo "press-fit”) que necessita de um contato sflica fundida-
vidro. Basta que se transforme a extremidade cilindrica de um
capilar de vidro em cénica, aquecendo-se o capilar em chama,
a0 mesmo tempo que se introduz um bastéo de grafite (ponta
para lapiseira) que teve sua extremidade tornada c6nica com
auxflio de uma lixa bem fina. Assiin, um capilar de silica &
pressionado para o interior do cone do capilar de vidro ¢ a
camada protetora de poliimida (do capilar de silica) serve de
vedag@o. Para se conectar capilares de vidro emprega-se um
pequeno trecho de capilar de sflica e, inversamente para co-
nectar capilares de sflica emprega-se um pequeno trecho de
capilar de vidro dotado de conicidade em ambos os lados
(esse adaptador também pode ser adquirido nos fornecedores
tradicionais de material para cromatografia). Uma seguranga
major para a conexiio € obtida preenchendo com poliimida 1i-
quida o espago entre os capilares apés sua unifio. O aqueci-
mento a 160°C por 5 min sem passagem de gds de arraste,
cura a poliimida pura, a qual enrigecendo, evita que o atrito

225




QUADRO 1

Parametros usuais para operacio de lacunas de retengio
(Baseado em 11, 12, 24, 25)

A. Encharcamento e o comprimento da lacuna.

1. Comprimento da regido encharcada por 5 ul de solvente, a
temperatura ambiente, para capilares de vidro ou sflica fun-
dida de D.I. 0,32mm, com ou sem tratamento interno (exceto
nos casos indicados):

n-hexano < 30cm

éter etflico < 30cm :

acetona < 30cm (silica fundida, S.F., tratada com HMDS,
250cm)

benzeno < 35cm (S.F. com HMDS, 400cm; S.F. ndo tratada,
60cm)

diclorometano < 30cm (S.F. com HMDS, 400cm; S.F. néo tra-
tada, 400cm)

metanol < 45cm (S.F. com HMDS, 500cm)

2. Idem por 50ul de soivente:
solventes comuns 15-20m
metanol e dgua 40m

3. Para pequenos volumes (até 2 ul) emprega-se, inicialmente,
lacunas com 3m de comprimento, o que permite algumas que-
bras da extremidade sem necessidade de troca de lacuna.

B. No caso de amostras com matriz ndo volétil, usualmente a
lacuna deve ser lavada apds o acimulo de aproximadamente
10ug de matriz.

C. Caso a lacuna deva atuar na focalizagdo da banda inicial
de amostra (injegSes sem divisdo de fluxo e na coluna a frio,
envolvendo o efeito de solvente), a temperatura inicial da an4-
lise deve situar-se a 10-20°C abaixo do ponto de ebuligdo do
solvente.

D. O tratamento de desativagdo deixa um filme residual na
lacuna, em geral de aproximadamente 3nm de espessura. No
caso de lacunas longas e inje¢do de grandes volumes (>30ul)
é importante para evitar perda excessiva de resolugéo, que a
espessura do filme da coluna seja de no minimo 0,25um.
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Figura 2. Teste de Grob de coluna capilar de fase SE-54 imobilizada,
20m; 0,3mm D.L.; 0,25um.

a) Coluna sem lacuna; atenuagdo x 6.

b) Coluna conectada a lacuna; conexdo defeituosa (sitios de adsorgdo
presente); atenuagdo x 4; observe-se que o alargamento e adsorg¢do
parcial irreversivel de todos os componentes, levou a utilizagdo de
uma atenuagdo 100 vezes menor! Fica evidente (observe a linha de
base) a-menor relagdo sinalfruido.

¢) Coluna conectada a lacuna; conexdo correta; atenuagdo x 6.
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entre a boca do capilar de vidro e o capilar de silica termine
por secciond-lo. No caso de poliimidas contendo solvente,
faz-se o aquecimento de 60° a 120°C a 10°C/min, sem gis de
arraste, prosseguindo-se a programag@o de temperatura ji com
gés de arraste, até a temperatura méxima de trabalho da co-
luna.

E essencial testar a coluna com a lacuna conectada, de
modo a verificar se a conex@o apresenta atividade ou volume
morto.

7. TESTE DA CONEXAO

As lacunas de retengéo (nada mais do que capilares desa-
tivados) podem ser avaliadas adapatando-se-as a safda de uma
coluna capilar previamente testada pelo teste de Grob’. A
comparagdo entre o resultado dos dois testes fornece um perfil
da atividade da lacuna e qualidade da conex&o. Outras formas
de testd-las foram descritas'>?2, em especial para caracteriza-
¢8o da retencdo residual da lacunal?23, Esse parimetro € im-
portante para caracterizar a extensdo da lacuna que serd mo-
lhada por unidade (de volume) de determinado solvente (veja
Quadro 1), determinando, portanto, seu comprimento ideal
para uma determinada aplicagéo.

Usualmente, testa-se diretamente a lacuna jé conectada ao
inicio da coluna a ser utilizada, inferindo-se diretamente as
caracteristicas da lacuna e da conexéo. Por exemplo, a figura
2 mostra um teste tipico de uma coluna sem lacuna, com la-
cuna e conexdo defeituosa e com lacuna e conexéo adequada.

8. EXEMPLO DE APLICACAO DE LACUNA NO RES-
GUARDO DA COLUNA CAPILAR

A perda de resolugio em CGAR pode se dar rapidamente
caso as amostras contenham quantidades aprecidveis de matriz
ndo-voldtil?425, A figura 3 ilustra o teste de Grob efetuado
em uma coluna nova, apds 75 injegdes de amostras biolégicas
(sem purificagdo) e apGs remogéo e recuperagéo da lacuna por
lavagens sucessivas com hexano, diclorometano e aceto-
na2627,
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Figura 3. Teste de Grob de coluna capilar de fase SE-54 imobilizada,
20m; 0,3mm D.L; 0,25um.

a) Coluna nova;

b) Apds ter sido utilizada em 75 andlises, por injegdo sem divisdo de
fluxo de extratos de urina, para caracterizagdo de residuos de anabo-
lizantes; ) )

c) ApOs recuperagdo por lavagem com hexano, diclorometano e
hexano.

9. CONCLUSOES
O presente trabalho define a “lacuna de reten¢éo”, apresen-

ta os métodos de sua preparagéo e conexéo & coluna croma-
togréfica e descreve sua importéncia para a cromatografia ga-
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sosa de alta resolugéo. S8o fornecidos os parimetros usuais
de operagio da lacuna e apresentados alguns exemplos ilus-
trativos de sua fungdo. A avaliagiio da qualidade de conexdo
entre a Jacuna de retengdo e a coluna cromatogréfica é apre-
sentada.
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