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ANALYTICAL RESPONSE ENHANCEMENT THROUGH THE OPTIMIZATION OF THE SPLITLESS INJECTION SYSTEM
IN GAS CHROMATOGRAPHY BY EMPLOYING THE IDEAL GAS LAW. This paper reports the development of an easy, fast and
effective procedure for the verification of the ideal gas law in splitless injection systems in order to improve the response. Results of a

group of pesticides were used to demonstrate the suitability of the approach. The procedure helps establish experimental parameters
through theoretical aspects. The improved instrumental response allowed extraction with lower sample volumes, the minimization

of time and costs and the simplification of sample preparation.
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INTRODUCAO

Em andlises ambientais e na drea de satide, o limite de quantifica-
¢do surge como desafio imposto pelos baixos niveis de concentraciao
dos analitos de interesse. No caso dos pesticidas, por exemplo, a
quantificagdo de residuos em amostras ambientais decorrentes da utili-
zagao destes compostos requer a utilizacéio de métodos que permitam
atingir limites de quantificacdo adequados. Portanto, a necessidade
de monitorar estas substancias em concentragdes cada vez menores
tem exigido um esforco adicional na busca por melhores limites de
quantifica¢do.! Os limites mais baixos permitidos pela legislagao
brasileira para pesticidas em dgua potdvel’ e de superficie® sdo 30
e 1 ng L', respectivamente, e dependem principalmente do grau de
toxicidade de cada pesticida.

Neste sentido, uma das técnicas mais utilizadas para andlise
de compostos organicos, suficientemente volateis e termicamente
estdveis, tem sido a cromatografia gasosa acoplada a diferentes sis-
temas de deteccdo,* com destaque para a espectrometria de massas
(GC-MS)®7 que permite a determinagdo simultinea de varios com-
postos de diversas classes.!? Nas determinagdes cromatogréficas as
propriedades fisico-quimicas dos analitos devem ser consideradas
para os métodos obterem alta seletividade e sensibilidade.!""!> Por
esta razdo, a andlise instrumental &, geralmente, precedida por um
preparo de amostra adequado visando prover tanto seletividade como
sensibilidade.'® Entretanto, embora estas etapas de extragdo e pré-
concentracdio em aplica¢des ambientais sejam importantes, sdo estas
etapas que demandam grande parte do tempo da andlise, aumentam os
custos de andlise, geram mais residuos no laboratério e aumentam a
incerteza analitica.'* Aspectos estatisticos sobre o preparo de amostras
foram descritos por Wells.!?

Uma alternativa vidvel para minimizar esforcos em busca de
fatores de pré-concentragio elevados € a otimizag¢do dos parametros
cromatograficos,"® em particular, do sistema de inje¢do pulsado.'
Nas publicagdes de Grob'® e Grob e Barry!” os sistemas de inje¢do
sem divisdo de fluxo (splitless) sdo abordados extensivamente. Um
enfoque mais conciso da influéncia das varidveis termodinamicas
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presentes em sistemas splitless foi descrito no guia técnico da em-
presa Restek.'® As tentativas de aumento de resposta analitica por
meio do aumento de volume injetado, associado com programas de
temperatura do injetor, foram apresentadas nos trabalhos de Kirchner
et al.” e de Hoh e Mastovska.” Os procedimentos propostos sdo efi-
cientes para aumentar a sensibilidade, entretanto apresentam algumas
desvantagens, como a necessidade de avaliar um grande nimero de
parametros de otimizagao e demandar maior tempo entre as analises.

Este trabalho objetivou demonstrar a aplicabilidade dos funda-
mentos tedricos da termodindmica dos gases na otimizacao do sistema
de injecao splitless por meio de uma forma rapida para verificagdo
pratica dos modelos otimizados, a partir de um planejamento expe-
rimental empregando um modelo quadratico. A otimiza¢@o permite
o aumento de resposta instrumental e, portanto, reduc@o dos fatores
de pré-concentrag@o necessdrios, simplificando o método. Avaliou-
se, também, a aplicagdo do método proposto na anélise de um grupo
de 20 compostos representativos (molinato, trifluralina, hexacloro-
benzeno, simazina, atrazina, lindano, propanil, heptacloro, alaclor,
aldrin, metolacloro, pendimetalina, heptacloro epéxido, clordano,
endossulfan, dieldrin, endrin, DDT, metoxicloro e permetrina) com
diferentes comportamentos cromatograficos visando o emprego em
andlises multirresiduo.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e métodos

Para este estudo foi empregado um cromatégrafo a gas HP
6890N Agilent (Wilmington, Estados Unidos) operado com pro-
gramacdo de temperatura multilinear (estagios entre 50 e 270 °C),
totalizando 29,7 min. O cromatogréfico foi equipado com injetor
para divisdo do fluxo split/splitless, septo com baixo sangramento
(5181-3383) e insersor de quartzo silanizado modelo splitless
(5062-3587) com volume efetivo de 0,493 mL. O sistema de in-
jecdo foi composto por seringa cromatografica de 10 pL, Agilent
(5181-1267), torre de inje¢do automatica (velocidade de injegdo:
6000 puL s') e amostrador automatico para 100 frascos Agilent série
7683 (Wilmington, Estados Unidos).
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Na separagdo de compostos foi utilizada coluna analitica capilar
de baixa polaridade HP5-MS de baixo sangramento, com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e espessura de filme (fase
estaciondria) de 0,25 um, Agilent (19091S-433).

Para detec¢do foi empregado um espectrometro de massas HP
5973N Agilent (Palo Alto, Estados Unidos), com analisador de massas
quadrupolar capaz de varrer de 1-800 m/z e fonte de ionizagdo por
impacto de elétrons a 70 eV, operado a 280 °C.

Nas pesagens uma balanca analitica AG285 Mettler Toledo (Zuri-
ch, Suica), com resolucdo de 0,01 mg (até 81 g) e 0,1 mg (até 210 g)
foi utilizada. As balancas foram verificadas com padrdes de massas
Throemner certificados pela RBC (Rede Brasileira de Calibragio).

Para o preparo das solucdes utilizaram-se vidrarias volumétricas
Classe A calibradas conforme critérios da norma ISO DIN 1042.
Transferidores com capacidade entre 100 e 1000 uL Brand e ponteiras
foram empregados no preparo de solugdes e frascos para amostras
2 mL em vidro transparente com tampa e septo de teflon, HP, foram
utilizados. O solvente utilizado no preparo de solucdes foi o acetato
de etila PA-ACS 99,5%, Quimex. O gés utilizado como fase mével foi
o hélio UP 99,999%, AGA. Maiores detalhes sobre os procedimentos
de preparo da amostra, estudo de otimizagao de separagao e validacio
detalhada, podem ser encontrados em Sabin.'*

Otimizacao do sistema de injecao

Embora os fatores que determinam o aumento de sensibilidade
ndo estejam apenas relacionados ao sistema de inje¢do, mas também
ao sistema de separagdo e detec¢do, neste trabalho foram abordados
principalmente os pardmetros relacionados ao sistema de injecdo e
as varidveis termodinamicas descritas nas leis dos gases ideais. Uma
observagdo mais detalhada sobre a lei dos gases ideais remete-nos a
uma breve explicac@o sobre sua origem. Neste sentido, a lei de Charles
estabelece que, sob pressdo constante, o volume de uma quantidade
constante de gds aumenta proporcionalmente com a temperatura. A
lei de Boyle-Mariotte estabelece que, sob transformacao isotérmica,
o produto entre pressio e volume € constante; e Gay-Lussac afirma
que, sob um volume e quantidade de gds constantes, a pressdo €
diretamente proporcional a temperatura. Por fim, Avogadro acres-
centa que o aumento do nimero de particulas implica no aumento
do ndmero de colisdes e um igual nimero de particulas para gases
diferentes implica em um igual ndmero de colisdes. Assim, as leis
de Charles, Boyle-Mariotte Gay-Lussac e Avogadro podem ser ex-
pressas pela equagdo de estado de Clapeyron (equagdo que retne as
leis descritas acima).?'?

Para avaliac@o das respostas do sistema GC-MS obtidas por meio
do planejamento experimental foram empregados 8 compostos repre-
sentativos (um padrdo interno, dois padrdes de controle (surrogate) e
cinco pesticidas) conforme apresentado na Tabela 1. A programacao
de temperatura do forno foi otimizada' e consiste em uma rampa de
temperatura multilinear. A deteccdo foi realizada através do modo
de monitoramento seletivo de fons no sistema GC-MS. '***Os demais
parametros do método sdo enfatizados na sequéncia.

O estudo de otimizacdo do sistema de injecao splitless foi efe-
tuado por meio da andlise empregando GC-MS para multiclasse de
residuos de pesticidas regulados pela portaria brasileira de potabi-
lidade de dgua.” A seguir estdo descritos os parimetros e as etapas
utilizadas para a otimizag@o do sistema de injecao.

Solvente

Foram considerados aspectos como: solubilidade dos analitos,
toxicidade, custo, ponto de ebuli¢do e massa molar. Neste sentido, o
acetato de etila foi considerado a melhor opgdo de solvente por sua
polaridade moderada (adequado para determinagdo multiclasse de
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Tabela 1. Informagdes dos compostos avaliados

Compostos Caracteristica Concentracao e M
(gL (min) (gmol?)

1,4-diclorobenzeno-d4 surrogate 40 5,1 151,0
molinato pesticida 25 9,7 187,3
hexaclorobenzeno pesticida 25 13,5 284.,8
antraceno-d10 surrogate 40 14,8 188,3
metolacloro pesticida 25 18,3 283,8
1,3-difenoxibenzeno  padrdo interno 500 20,3 170,2
DDT pesticida 25 22,4 354,5
permetrina pesticida 25 25,5 3913

pesticidas), baixa toxicidade, baixo custo, temperatura de ebuli¢do
moderada (77 °C, permitindo efeito solvente a 50 °C) e massa mo-
lar relativamente alta (possibilitando bom coeficiente de expansio
térmica).

Pressdo no injetor

Foram definidos trés niveis de pressdo (7,5, 15 e 25 psi). A
pressdo mais baixa € decorrente da configuracdo de parametros
cromatograficos normalmente adotados para o sistema splitless:
dimensdes da coluna (HP5-MS 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), tem-
peratura inicial do forno (50 °C) e hélio como gds de arraste. Para
a obteng¢do dos outros dois niveis de pressdo foi utilizado modo
pulsado (modo em que, por um periodo de tempo, a pressdo ¢
aumentada no injetor) durante 1,5 min. O pulso de pressdo altera
a vazdo do gds de arraste no periodo programado® e, portanto, a
temperatura inicial do forno deve ser suficientemente baixa para
evitar deslocamento nos tempos de retencdo (t;) dos analitos. A
ocorréncia de alteragdo nos valores de t, dos compostos demandaria
a necessidade de alteracdo do método utilizado no detector MS.
Deve-se considerar que quanto menor for o didmetro da coluna, ou
maior o seu comprimento, maior serd a pressdo do gis no injetor
necessdria para obter uma determinada vazdo de fase mével, o que
possibilita aumento do volume injetado.”

Temperatura do injetor

As condigdes de temperatura escolhidas (240, 250 e 260 °C)
foram baseadas nas caracteristicas fisico-quimicas dos pesticidas
de interesse.”® A temperatura do injetor deve ser alta o suficiente
para vaporizar completamente os analitos, minimizando o tempo
de permanéncia no injetor para evitar a ocorréncia de degradagao.
Entretanto, temperaturas mais baixas que ainda permitam a vapori-
zacdo dos analitos sdo preferidas porque reduzem a possibilidade de
degradacdo dos analitos e proporcionam um volume de expansio
adequado, minimizando a ocorréncia do fendmeno denominado
backflush,”” que ocorre quando o volume de solvente expandido na
fase gasosa excede o volume efetivo do insersor (liner).

Volume de injegdo

Para a escolha do volume de liquido injetado foram utilizados
volumes de 1, 2 e 3 L que representam condi¢des em torno do volume
de backflush do sistema.

Tipo de insersor

Este € um importante parametro associado ao volume de géis
suportado pelo insersor, volume de backflush, ou ainda, volume efe-
tivo do insersor (V,).>* Assim, foi utilizado um insersor tipo splitiess
com aproximadamente 0,490 mL de volume efetivo, que corresponde
a metade do volume total do insersor (V) obtido pela Equacdo 1:
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2V,=V,=Lmur (1)

onde: L =78 mm (comprimento do insersor); = 3,1416 (constante);
r =2 mm (raio interno do insersor).

O insersor utilizado proporcionou volumes de injecdo maiores e
foi silanizado para minimizar a interagdo dos analitos mais polares
com as paredes internas do mesmo.

A seguir, estdo descritas as vdrias etapas dos estudos de otimi-
zacdo realizados.

Primeira etapa

Elaboragdo de um planejamento experimental para criacdo de
um modelo quadratico.”® A escolha do tipo de modelo estd baseada
na quantidade de fatores que afetam a resposta instrumental de
forma independente no modelo. Ou seja, para obter uma expli-
cacdo adequada de um conjunto de trés varidveis independentes
foi preciso utilizar um modelo de segunda ordem. As varidveis
pressdo, temperatura e volume de injecado foram avaliadas em trés
niveis cada. A Tabela 2 mostra o planejamento das varidveis inde-
pendentes utilizadas.

Tabela 2. Resumo dos resultados de otimizagdo do sistema de injecdo em
fun¢@o das diferentes varidveis do sistema

Varidveis Valores Varidveis
independentes calculados dependentes
Pressdo Temperatura Volume Volume de gis Area normalizada
(psi) ®) (uL) (uL) dos picos (%)
Meédia Desvio padrao

7.5 240 1 285 14,1 1,7
7,5 260 1 297 17,3 1.5
75 240 3 856 20,0 1,4
15 250 1 217 17,2 1,7
7,5 250 2 582 17,4 1.9
15 240 2 427 42,5 43
15 250 2 435 58,0 7.8
25 260 3 497 99,3 1.4
25 260 2 332 62,4 43
15 260 3 443 54,1 2,6
25 250 3 488 98,1 1,7
25 240 1 160 31,3 4,9

Segunda etapa

Célculo dos volumes de gds obtidos a partir das condicdes ex-
perimentais de cada um dos experimentos apresentados na Tabela
2, segundo a lei dos gases ideais de Charles, Boyle, Gay-Lussac
e Avogadro. O cdlculo para o volume de expansdo foi realizado
empregando-se a Equagao 2:

V = mRT/pM (2)

onde: V = volume de expansdo do solvente injetado (mL); m =
massa do solvente injetado (g). Como o solvente € injetado em pL,
converte-se o volume para mL e multiplica-se pela densidade do
solvente utilizado. Assim: m = [volume injetado (mL) x densidade
do solvente (g mL")]; R = constante de proporcionalidade = 8,31 x
10° (Pa mL mol'K™); T = temperatura absoluta do injetor (K), obtida
por K = °C + 273; p = pressdo absoluta no injetor, em Pa. A pressdo
informada pelo equipamento (p,,) € uma pressdo relativa, adicional
a pressdo atmosférica (p,,,,). Esta pressdo, expressa em Pa, deve ser
somada a pressdo atmosférica na mesma unidade; M = massa molar
do solvente, em g mol™.

Quim. Nova

Terceira etapa

Realizag@o das andlises com cada uma das condicdes estabeleci-
das e avaliac@o dos resultados de 8 compostos representativos, com
diferentes valores de t, conforme Tabela 1. Para o cdlculo da drea
normalizada foi considerada a maior drea para cada um dos compostos
como 100% e outros valores expressos como porcentagens relativas
ao melhor resultado. Os compostos, preparados em acetato de etila,
foram avaliados em concentragdes de 25 ou 40 pg L', com excecio
do padrio interno que foi avaliado em 500 ug L.

Quarta etapa

Construgdo de modelos quadraticos utilizando como varidveis
independentes os valores de pressdo, temperatura e volume de injegcao
de cada um dos experimentos da Tabela 2, e como varidveis dependen-
tes as respostas de intensidade de sinal dos compostos de diferentes
caracteristicas fisico-quimicas (volatilidades, polaridade, estabilida-
de, etc.) e, consequentemente, diferentes tempos de reten¢do, para
avaliar o comportamento das respostas em funcdo dos pardmetros de
otimizagdo e a dependéncia ou ndo das caracteristicas de retengao.

Quinta etapa

Avaliac@o dos resultados através de graficos da intensidade do
sinal obtida para cada volume de expansio, tendo como referéncia o
volume de backflush do injetor.

RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta os volumes de gds gerado a partir das con-
di¢des cromatograficas e as varidveis independentes de cada um dos
experimentos do planejamento. Além disso, mostra as médias e os
desvios padrdo (n=8) das dreas normalizadas dos picos para todos
os compostos avaliados. As dreas dos picos sdo proporcionais as
quantidades dos analitos que atingem o detector apresentando uma
relagdo direta com o volume de gds, que € efetivamente transferido
do sistema de inje¢@o splitless para a coluna cromatografica.

Os maiores sinais de resposta foram obtidos com volumes de gés
de 488 e 497 pL, muito préximos ao volume efetivo do insersor, que é
de 490 pL. A utilizac@o de pressdes elevadas possibilita a inje¢do de
volumes maiores sem a ocorréncia de uma grande expansio do gds
gerado pela vaporizagio da solugdo injetada. Ou seja, este fendmeno
pode ser claramente entendido pela lei dos gases ideais e verificado
utilizando-se um planejamento experimental rapido e simples.

Analisando a Tabela 2 observa-se que as condi¢des cromatogra-
ficas que geraram volumes superiores (582 e 856 L) produziram um
decréscimo na sensibilidade, devido a perda de parte do volume do
solvente com os analitos através da purga de septo. Nos casos onde
os volumes de gds foram menores que o volume efetivo do insersor,
os resultados observados foram piores em funcgio dos volumes de
injecdo. Assim, a melhor situaco € obtida com a utilizagdo de maiores
volumes de inje¢ao e pressoes suficientemente elevadas que garantam
um volume de gds proximo ao volume de backflush. A Figura la
destaca o comportamento dos compostos avaliados através do modelo
quadrdtico que relaciona as duas varidveis independentes, volume in-
jetado e pressdo no injetor, com a sensibilidade do sistema. De acordo
com a Figura 1a € possivel verificar um compromisso entre a pressao
no injetor e o volume injetado. No entanto, a Figura 1b destaca que
a temperatura ndo ¢ um fator determinante, podendo ser controlada
de acordo com outros interesses, tais como: possibilidade de ocorrer
degradacao de analitos termo-instdveis ou melhoria na transferéncia
de compostos menos volateis. Da mesma forma, a Figura 1¢ confirma
a baixa influéncia da temperatura na intensidade do sinal analitico.
Os resultados dos graficos da Figura 1 sugerem que o sistema nao
apresenta uma condicdo 6tima tedrica, ja que ndo hd estabilizag¢do da
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Figura 1. Area normalizada obtida em relagdo ao (a) volume injetado e a
pressdo no injetor, (b) temperatura e pressdo no injetor e (c) volume injetado
e temperatura no injetor

intensidade do sinal analitico em altas pressdes e volumes. De fato, a
lei dos gases estabelece que quanto maior a presséo no injetor, menor
serd o volume de gds gerado e, consequentemente, maior serd o volu-
me de inje¢do permitido no sistema splitless. Contudo, a decisdo do
limite de pressao utilizado depende das limitacdes instrumentais ou
metodoldgicas, como a alteracio em tempos de retencao.

A Figura 2 mostra um gréfico das médias da intensidade dos sinais
(4rea dos picos em relagdo a maior drea), com os respectivos desvios
padrao, para os compostos avaliados obtidas através dos resultados da Ta-
bela 2. Os melhores resultados foram obtidos empregando-se as seguintes
condigdes: inje¢ao de 3 uL., modo splitless pulsado com 25 psi, que geram
volumes de gds compardveis ao volume de backflush."> Nesse estudo, foi
observado que volumes de gés acima do volume efetivo do insersor redu-
zem fortemente a intensidade do sinal para cerca de 20% da intensidade
obtida com as condi¢des otimizadas. Com a etapa de otimizagao (splitless
pulsado e maior volume de injec@o) foi possivel aumentar a sensibilidade
do método quando comparada com as condi¢des usuais (inje¢do de 1 pL,
temperatura do injetor a 250 °C e modo splitless com pressdo de 7,5 psi),
possibilitando diminuir significativamente o fator de pré-concentraco e,
com isso, a quantidade de amostra que deve ser preparada por extragdo
em fase sélida (SPE), procedimento largamente empregado no preparo

o 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Volume de gas (pL)

Figura 2. Média da intensidade de sinal versus volume de gds no insersor

de amostras. O aumento de sensibilidade, a diminui¢iio no tempo de
execugdo da etapa de pré-concentracao e, consequentemente, dos custos
de andlise sdo fatores relevantes alcancados neste trabalho.

Para a verificac@o pratica dos pardmetros propostos, € fundamen-
tal que a temperatura inicial da programacéo do forno da coluna seja
mantida suficientemente baixa (aproximadamente 30 °C abaixo do
ponto de ebuli¢do do solvente) para garantir o efeito solvente, evitando
possiveis deslocamentos nos tempos de retengdo dos compostos nas
diferentes condigdes avaliadas. Caso contrario, serd necessario alterar
as janelas de tempo empregadas no monitoramento seletivo de fons
do espectrometro de massas.'?

As condi¢des do sistema de inje¢do do GC-MS podem ser
otimizadas a partir do procedimento descrito, permitindo obtengdo
de uma maior sensibilidade no desenvolvimento de um método
multirresiduo de pesticidas em dgua potavel. O aumento da resposta
analitica foi confirmado para todos os pesticidas e padrdes avaliados.
Neste trabalho ndo foi realizado um estudo com matriz da amostra.
No entanto, o fendmeno fisico que rege o volume gasoso depende
somente das varidveis contidas na equacdo de estado de Clapeyron.
Por esta razdo, se o volume de solvente € muito maior que a soma
dos analitos mais a matriz da amostra (e isso € verdade para andlise
de tracos), o volume de solvente serd o responsédvel pelo volume
total de gas formado.

CONCLUSOES

Este estudo mostrou a possibilidade de aplicagio direta das leis dos
gases ideais para a otimizag@o da resposta cromatografica. Esta abor-
dagem deve buscar solventes com maior massa molar possivel (menor
coeficiente de expansdo térmica, segundo teoria dos gases ideais) dentro
do contexto de solubilidade, toxicidade e custos (pardmetros que devem
ser avaliados de acordo com as necessidades do laboratério). Outros
fatores, como a escolha de colunas com pequeno didmetro e grande
comprimento, contribuem para a possibilidade de aumento de pressao
no injetor em baixa vazdo. Esta observagao, aliada ao modo de injecio
pulsado, viabiliza a utilizacdo de volumes de injecdes maiores. Da
mesma forma, insersores com grande volume efetivo sao preferidos (por
aumentar a capacidade efetiva de transferéncia de amostra). Observando
estes parametros tedricos simples, pode-se aumentar em varias vezes a
intensidade do sinal analitico, diminuindo a necessidade de elevados
fatores de pré-concentracéo na etapa de preparo de amostra. Por fim, o
sistema pode ser rapidamente verificado aplicando-se um planejamento
simples como o que foi exposto permitindo, assim, a visualizagdo da
resposta instrumental em fungdo dos volumes de expansao do solvente
obtido pela equagio de Clapeyron. Embora este trabalho tenha mostrado
basicamente a verificacdo de pardmetros tedricos como auxilio para
tomada de decisdes envolvendo otimizacdo de sensibilidade, outras
possibilidades, como estudo de degradacdo, velocidade de transferéncia
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do analito e estudos de repetitividade, podem ser realizados também
sob este ponto de vista.
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