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COMPREHENSIVE TWO-DIMENSIONAL GAS CHROMATOGRAPHY (GC x GC). This paper presents the fundamental
principles, instrumentation and selected applications of comprehensive two-dimensional gas chromatography (GC x GC). In this

technique, introduced in 1991, two capillary columns are coupled and proper modulating interfaces continuously collect the eluate
from the first column, transferring it to the second column. The result is a geometric increment in the chromatographic resolution,
ensuring separation of extremely complex mixtures in time periods shorter or comparable to those of analysis using conventional gas

chromatography and with better detectabilities and sensitivities.
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INTRODUCAO

O objetivo geral de novas tecnologias para cromatografia gasosa
(GC, Gas Chromatography) é viabilizar a separacdo, identifica¢do e
quantificac@o rdpidas do maior nimero de constituintes em misturas
complexas, usando equipamentos simples e robustos. Essas metas
tém sido atingidas através de aperfeicoamentos nos diversos médulos
dos sistemas cromatogréficos. Por exemplo, colunas cromatograficas
capilares de didmetros muito pequenos — e, portanto, de alta eficiéncia
- permitem um grande aumento na capacidade de resolugdo.' O uso
dessas colunas combinadas com vazdes elevadas de gds de arraste,
rampas de aquecimento de forno de coluna de dezenas a centenas
de graus por minuto e sistemas digitais de controle e aquisicio de
dados viabilizou a chamada cromatografia gasosa rapida (Fast GC,
Fast Gas Chromatography), onde tempos de corrida da ordem de
dezenas de milissegundos ja foram reportados.? Outra alternativa para
o aumento da capacidade aparente de separacdo € o uso de detectores
espectroscopicos, que podem proporcionar grande seletividade e
detectabilidade, como a detec¢@o por emissdo atomica, espectro-
metria de massas (MS , Mass Spectrometry) ou espectrometria no
infravermelho com transformada de Fourier.?

Entretanto, muitos desses recursos jd atingiram seus limites
maximos de desempenho e aperfeicoamento; p.ex., colunas com
diametros muito inferiores aos menores atualmente disponiveis
(50 a 100 um) seriam invidveis para aplica¢Ges rotineiras.* Assim,
a principio, a existéncia de sistemas cromatograficos com eficiéncia
e sensibilidade muito superiores as atuais demandaria, necessaria-
mente, novos paradigmas nas pesquisas em GC. Porém, uma das
vertentes mais promissoras para esses desenvolvimentos se baseia
em um conceito ja hd muito conhecido: o de separacdo multidimen-
sional, no qual a amostra € submetida seqiiencialmente a diferentes
processos de elui¢do. Separagdes bidimensionais sdo muito usadas
em cromatografia planar:® a amostra € aplicada no canto de uma
cromatoplaca quadrada e eluida; em seguida, a cromatoplaca é
seca, girada em um angulo de 90° e eluida novamente com uma
segunda fase mével diferente da usada na primeira elui¢dao. Também
sdo disponiveis diversos modos de separacdo bidimensional para
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, High Performance
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Liquid Chromatography), sendo a segunda eluicdo feita em outra
coluna de HPLC® ou mesmo com outras técnicas, como eletroforese
capilar’ ou GC.® Em qualquer caso, espécies coeluidas na primeira
etapa podem ser separadas na segunda elui¢do, especialmente se
os mecanismos de separacgdo das etapas forem diferentes — i.e., se
eles forem ortogonais.’

A operacionalizagio de separacdes bidimensionais em GC € mui-
to mais complexa, ja que coleta de fracdes do eluato de uma coluna
capilar e transferéncia para segunda coluna sem perdas, contaminacao
ou alargamento excessivo da banda cromatografica ndo so triviais.
A primeira tentativa de implementagdo foi o “cromatégrafo a gas
de dois estdgios” de Simmons e Snyder:'° fracdes selecionadas do
eluato de uma coluna, contendo analitos nao separados, eram des-
viadas para uma segunda coluna instalada no mesmo forno através
de um sistema complexo de valvulas. Em 1968, quando surgiu um
dispositivo pneumadtico mais conveniente para a transferéncia de
fracoes - o “Inversor de Deans” (Deans Switching)"' - a chamada
cromatografia gasosa bidimensional de fra¢des parciais (GC — GC,
Heartcut Two-dimensional Gas Chromatography) comecou a ser
aplicada mais intensivamente, sendo ainda hoje eventualmente usada
para amostras complexas.'?

Em 1991, Liu e Phillips'® descreveram um novo sistema bidi-
mensional consistindo de duas colunas capilares conectadas em
série: a primeira coluna (ou a primeira dimensao, 'D) de polie-
tilenoglicol com dimensdes de 21 m com 0,25 mm de didmetro
interno e a segunda coluna (ou segunda dimensao, *D) curta e fina
(1 m x 0,1 mm) de metilsilicone. Um pedaco de 15 cm do inicio
da segunda coluna, recoberto com um filme de ouro, era mantido
fora do forno do cromatégrafo (Figura 1). O setor metalizado da
’D- denominado modulador - era conectado a uma fonte de 40 V
CC. A conexdo da fonte ao modulador era feita por trés terminais,
formando dois circuitos separados (S1 e S2 na Figura 1) acionaveis
individualmente através de chaves eletronicas microprocessadas. A
funcdo do modulador era coletar continuamente fracdes do eluato
da 'D, reconcentrd-las e transferi-las para a ?D. Inicialmente, com o
circuito S1 ndo energizado e o circuito S2 energizado, a se¢io inicial
do modulador (Figura 2) fica a temperatura ambiente e assim retém
eluato vindo da 'D (a). Durante certo intervalo de tempo, todo material
eluido da 'D € sorvido pelo filme de fase estaciondria na se¢fo inicial
(b). Em seguida, o circuito S1 € acionado e o circuito S2 desligado,
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Figura 1. Diagrama do sistema de cromatografia gasosa bidimensional
abrangente de Liu e Phillips: A — injetor; B — coluna da 1* dimensdo (21 m
x 0,25 mm); C — coluna da 2* dimensdo (1 m x 0,1 mm); D — modulador;
E — fonte de corrente continua e F — detector por ionizag¢do em chama
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Figura 2. Ciclo de funcionamento do modulador térmico de Liu e Phillips

aquecendo rapidamente a se¢do inicial do modulador pela passagem
de corrente elétrica através do filme metalico. Assim, os analitos que
estavam retidos sdo dessorvidos termicamente e eluem para a secéo
final do modulador (agora a temperatura ambiente), sendo recoletados
na forma de uma banda estreita (c). Dada a baixa capacidade térmica
das paredes da coluna cromatogréfica, assim que cessada a corrente
elétrica cada se¢do do modulador retorna rapidamente a temperatura
ambiente. Ap6s outro intervalo de tempo, o circuito S2 € ligado e o
circuito S1 desligado (d), e o sistema retorna ao estado inicial (a).
A fragdo reconcentrada na segio final elui pela 2D, onde € separada,
enquanto uma nova fragdo do eluato da 'D comeca a ser sorvida na
secdo inicial do modulador. O conjunto dessas operagdes de coleta,
reconcentracdo e transferéncia de fracdes € denominado modulacio;
ela € repetida continuamente a partir da inje¢do da amostra, sendo
o eluato da 'D completamente fracionado e transferido para a °D.
Esta técnica foi chamada de cromatografia gasosa bidimensional
abrangente (GC x GC, Comprehensive Two-dimensional Gas Chro-
matography). Na GC x GC é fundamental o uso de uma 2D curta e
eficiente: misturas simples (como as fracdes coletadas e transferidas)
podem ser separadas em alguns segundos, possibilitando ciclos de
modulacio rapidos e fracionamento completo da amostra eluida, sem
aumento significativo do tempo total de andlise em relagdo a uma
separagdo por 1D GC.

A grande vantagem da GC x GC frente a GC—-GCoua IDGCéa
grande capacidade de pico da técnica,' ou seja, 0 nimero méaximo de
compostos que podem ser separados em uma mesma anélise. Consi-
derando que a capacidade de pico de uma coluna € o niimero maximo
de picos separdveis por ela, pode-se assumir que a capacidade de pico
da 'D € n, picos, enquanto que a da ’D € n, picos. Assim, pode-se dizer
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que a capacidade de picos da GC x GC serd n xn, picos, visto que toda
aamostra € submetida a separagdo em ambas as colunas. Comparativa-
mente, a capacidade de pico da GC—GC serd n +n,, uma vez que apenas
uma fragdo da amostra € submetida a separag@o na *D. Outra diferenca
da GC x GC frente a 1D GC € a forma de representacdo gréfica dos
cromatogramas. O registro do sinal do detector em fungéo do tempo
em um sistema GC x GC € uma seqiiéncia continua e encadeada dos
cromatogramas curtos para cada fragdo eluida na *D. A partir desse
registro digitalizado, e conhecido o periodo de modulacéo (intervalo
de tempo para cada ciclo de modulagio) pode-se construir gréaficos
tridimensionais sinal do detector x tempo de retengdo na 1* coluna ('t,)
x tempo de retenc¢do na 2* coluna (*t,). Na Figura 3 uma banda croma-
tografica larga, consistindo de trés analitos ndo separados na 'D, (A) é
fracionada e eluida na °D, gerando um cromatograma bruto (B). Cada
um dos cromatogramas individuais das fragdes pode ser destacado do
cromatograma bruto (C) e a partir deles pode-se gerar graficos sinal x
't, X *t, como diagrama tridimensional (3D Plot, D), como uma série
de curvas de nivel monocromaticas chamadas de diagrama de contorno
(Contour Plot, E) ou usando escalas cromaticas de intensidade de sinal,
o diagrama de cores (Colour Plot, F). Outro aspecto fundamental de
GC x GC também pode ser destacado nessa figura. A compressio das
bandas cromatogréficas decorrente da modula¢@o ocasiona um aumento
significativo da detectabilidade: ao invés de eluir como um pico largo
e pouco intenso, cada analito elui como uma série de picos estreitos e
intensos (altas relacdes sinal/ruido), sendo facilmente detectados.
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Figura 3. Construgdo de diagramas tridimensionais sinal x 't, x ’t, em GC
x GC. Adaptado da ref. 18

Na Figura 4a € mostrada uma parte de um cromatograma de
amostra de gasolina obtido por um sistema 1D GC com detec¢do por
ionizacao em chama (FID, Flame lonization Detection), enquanto que
na Figura 4b € mostrado, na mesma escala de tempo, a representacio
em diagrama de cores (escala de cinza) da mesma amostra obtido
em um sistema GC x GC-FID. Essa comparagdo ¢ especialmente
ilustrativa da potencialidade e poder de separacido da GC x GC. Nessa
regido do cromatograma de 1D GC alguns picos com sinal intenso se
sobrepdem em relacéo a diversos picos com baixa relagio sinal/ruido
que coeluem, sendo que € dificil definir o que € ruido e o que € sinal.
Em contrapartida, no sistema GC x GC, na mesma faixa de tempo de
corrida, diversas manchas de analitos aparecem resolvidas ou grupos
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de eluatos quimicamente correlacionados sdo visiveis na forma de
diagonais. obtém-se um quadro muito mais claro da composicio e
diversidade da amostra, embora ainda existam coeluicdes devido a
grande complexidade da amostra.
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Figura 4. Secoes de cromatogramas de gasolina: (a) GC-FID e (b) GC x
GC-FID com modulador criogénico. Colunas: GC-FID: metilsilicone (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um); GC x GC-FID: metilsilicone (30 m x 0,25 mm x
0,25 um) + polietilenoglicol (1,0 m x 0,1 mm x 0,1 um)

Os resultados das primeiras aplicagdes de GC x GC reportadas
foram bastante impressionantes. Liu et al.'> separaram completa-
mente, usando o sistema descrito acima, 17 pesticidas, dois padroes
internos e impurezas co-extraidas de soro humano por extra¢do com
fluido supercritico com apenas 4,5 min de corrida. Entretanto, até o
final da década de 90 o uso desta técnica foi restrito. O modulador
em questdo apresentou inconvenientes, como baixa durabilidade
e dificuldade de confecgdo.'® S6 no final daquela década, quando
moduladores mais convenientes e confidveis, assim como detectores
rapidos e microcomputadores com maiores capacidades de memoria
e velocidades de processamento se tornaram disponiveis, € que a GC
x GC comecou realmente a se popularizar. Um levantamento na base
de dados do ISI (Web of Science) mostrou que entre 1991 e 2000
apareceram menos de 10 artigos anuais sobre GC x GC; a partir desse
ano o nimero de publica¢des aumentou bastante, chegando a cerca
de 60 publicagdes anuais entre 2003-2007. No Brasil, a técnica vem
recebendo a atencgdo dos pesquisadores e jd existe nomenclatura em
portugués para os termos especificos da GC x GC,'” os quais serdo
adotados nessa revisao.

INSTRUMENTACAO PARA GC x GC

Os sistemas GC x GC consistem em cromatdgrafos a gds
comerciais convencionais modificados, com uso de duas colunas
capilares conectadas em série, com adaptacdo de um modulador e,
em alguns casos, de um forno secunddrio (situados dentro do forno
do cromatégrafo, porém com controle independente de temperatura).
Reservatdrios e/ou dutos para abastecimento do fluido criogénico
tornam-se necessdrios (para o caso de sistemas criogénicos). O
controle de valvulas que liberam o fluido criogénico ou de outros
sistemas mecanicos, a transformacao do sinal adquirido em diagramas
tridimensionais e obten¢@o de valores como tempo de retengdo, drea
ou volume de pico e outros pardmetros cromatograficos normalmente
ndo € feita com softwares convencionais. A complexidade final do
sistema GC x GC e do software empregado depende do tipo de de-
tector empregado, sendo que detec¢@o por MS torna o sistema mais
complexo que com outros detectores.
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O conjunto de colunas tipico para GC x GC € constituido de
uma coluna capilar convencional — com até 30 m de comprimento
e didmetro internos de 0,25 a 0,32 mm — conectada por conectores
de baixo volume a um pedaco curto (< 2 m) de uma coluna fina, do
tipo empregado para Fast GC (d, < 0,1 mm). A segunda coluna deve
ser curta o suficiente para que o material coletado e posteriormente
reinjetado seja completamente eluido antes que a proxima fragdo
seja nela introduzida. Quanto as fases estaciondrias das colunas, é
altamente desejdvel (mas ndo imprescindivel) que os mecanismos de
separagdo sejam ortogonais, ou seja, que o mecanismo de separa¢ao
da 'D seja independente e diferente do mecanismo da 2D. Uma com-
binagdo comum consiste em uma 'D apolar ou pouco polar (polidi-
metilsiloxano ou 5% fenil-polimetilsiloxano), e uma ?D mais seletiva
(polar), como polietilenoglicol ou 50% fenil-polidimetilsiloxano.'
Sendo nao-seletiva, a separagdo na 'D serd governada pelas pressoes
de vapor dos analitos, e cada fracdo coletada pelo modulador conterd
espécies com pontos de ebulicdo proximos. Se a fase estaciondria
da ?D for seletiva, esses analitos de volatilidade préxima, contidos
em cada fragdo, serdo diferentemente retidos, dependendo do tipo e
magnitude das interagdes especificas entre eles e a fase estaciondria
seletiva. A escolha do conjunto de colunas € dependente dos compos-
tos presentes na amostra analisada e, por isso, o conjunto de colunas
ideal deve ser investigado previamente.

O modulador € o componente fundamental em GC x GC: ele deve
coletar continuamente pequenas fragdes do eluato da 'D, reconcentra-
las em uma banda estreita e reinjetd-las na *D. Embora existam
moduladores comercialmente disponiveis, alguns usudrios de GC
x GC ainda confeccionam seus proprios moduladores e programas
computacionais para controld-los.'*!

Os moduladores podem ser classificados em trés tipos, de acordo
com seu principio operacional. O primeiro engloba dispositivos ba-
seados em vélvulas diversoras de comando eletronico ou pneumético
instaladas entre as colunas, que coletam fragdes do efluente da 'D e as
transferem para a ’D.!? Esses moduladores apresentam como grande
inconveniente o fato de nio haver reconcentragdo das fracdes. A
segunda forma de realizar a modulacdo consiste na captura do eluato
da 'D em uma armadilha contendo um sorvente adequado, seguida de
dessorcdo térmica para a *D. O modulador original de Liu e Phillips,
descrito anteriormente, enquadra-se nesse grupo: a armadilha ¢ a
se¢do metalizada da D e o sorvente € o filme de fase estaciondria
desta secdo da coluna. O modulador térmico de varredura (thermal
sweeper modulator) - um aperfeigoamento desse conceito - foi o
primeiro modulador para GC x GC disponivel comercialmente. Ele
consiste em um capilar de silica com um filme interno espesso de fase
estaciondria, conectado entre as duas colunas. O movimento rotatério
de um aquecedor dessorve e arrasta continuamente os analitos ao
longo do capilar, até a introdugdo dos mesmos na >D. Esse modula-
dor respondeu por aplicagdes reportadas em GC x GC até o final da
dltima década,'® sendo progressivamente substituido por outros tipos
de moduladores. Uma de suas desvantagens € a limitagdo quanto ao
uso de temperaturas altas.

Os dispositivos baseados em vélvulas ou interfaces sorventes tém
sido preteridos em favor de uma terceira forma de modulacio, que é
realizada através de moduladores criogénicos, que sdo mais simples e
robustos. Nestes moduladores, a coleta e reconcentracio de fragdes do
eluato da 'D sido feitas por armadilhas criogénicas. A Figura 5 mostra
os diagramas alguns moduladores criogénicos ja comercializados.
Um dos primeiros moduladores criogénicos foi o sistema criogénico
longitudinalmente modulado (LMCS, Longitudinally Modulating
Cryogenic System) (Figura 5A),” na qual o resfriamento ¢ feito de
forma indireta. Ele consiste em uma camisa de refrigeragdo em aco,
resfriada internamente pela passagem de CO, liquido, que se move
sobre um trilho instalado no forno do cromatégrafo. Essa camisa de
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refrigeragdo envolve o inicio da ?D e atua como armadilha criogé-
nica. Inicialmente, a camisa € 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 cromatdgrafo e o material
coletado elui, sendo reconcentrado na secé@o posterior da ?D, agora
resfriada pela camisa mével reposicionada. A medida que a camisa
retorna a posicao inicial na parte inferior do trilho, o material recon-
centrado comega a eluir e uma nova frago, proveniente da 'D, serd
coletada, completando o ciclo de modulacdo. O LMCS consiste em
um avanco relativamente as alternativas antes disponiveis, entretanto
ainda apresenta alguns inconvenientes, principalmente para analitos
extremamente voldteis, uma vez que o resfriamento (indireto) por
CO, liquido ndo € suficiente para que estas sejam retidas.

(b) Co,

(@  °0

Figura 5. Diagramas de moduladores criogénicos. Adaptado da ref. 21: (a)
LMCS, (b) modulador criogénico de duplo jato, (c) modulador com dois jatos
quentes e dois jatos frios, (d) modulador com um jato quente e um jato frio.
Inj.=Injetor, Det.=Detector, aquec.=aquecimento

Moduladores criogénicos baseados em jatos frios estdo sendo
cada vez mais empregados. Nestes moduladores, o resfriamento ¢
feito através de jatos de CO, ou de N, liquidos diretamente langados
sobre a coluna. Vdlvulas instaladas fora do forno sio abertas e fe-
chadas sincronizadamente, criando ciclos de modulacdo através do
resfriamento alternado de secGes da ?D. As principais vantagens destes
moduladores em comparag¢do com o LMCS sao sua robustez (eles nao
tém partes méveis) e a alta eficiéncia de resfriamento. Dentre os mo-
duladores criogénicos de jatos destacam-se o de duplo jato frio (dual
Jet, Figura 5B),” que utiliza CO, como fluido criogénico, o de duplo
jato frio e duplo jato quente (quad jet, Figura 5C)* e o com um jato
frio e um quente (loop modulator, Figura 5D).> O fluido criogénico
desses dois ultimos moduladores € o nitrogénio liquido, resultando
na coleta efetiva até mesmo para analitos altamente volateis.'

O processo de modulacdo faz com que as bandas cromatograficas
em sistemas GC x GC sejam 10 a 50 vezes mais estreitas que em
1D GC, resultando em picos modulados com largura de base (w,)
entre 50 a 500 ms, exigindo detectores com resposta rapida e com
pequenos volumes internos.?® Além de compatibilidade com bandas
cromatograficas estreitas, os sistemas eletronicos e de processamento
de dados associados a deteccdo também devem possibilitar taxas
de coleta (nimero de leituras do sinal digitalizado do detector por
segundo) compativeis: 100 Hz ou mais, o que implica em arquivos
de dados extremamente extensos.

Entre os detectores cromatograficos mais populares, o FID € o que
melhor se ajusta aos requisitos acima: os FID modernos tém volumes
internos despreziveis e possibilitam taxas de coleta de até 200 Hz;*®
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assim, seu uso tem sido muito difundido em GC x GC. O uso de
detectores por captura de elétrons (ECD, Electron Capture Detector)
exige otimizacdo mais cuidadosa de parimetros operacionais, ja que
os volumes internos comparativamente grandes dos ECD (150 pL ou
mais) tendem a resultar em respostas mais lentas e maior dispersao
das bandas cromatograficas.”’ J4 a detecgdo por MS, que estd plena-
mente sedimentada para 1D GC, tem sido bastante discutida visto
que seu uso para GC x GC nio € trivial.” Em primeiro lugar, deve-se
considerar que os diagramas gerados sdo na verdade estruturas de
dados em quatro dimensdes — Sinal x (m/z) x 't, x *t, (m/z = relagio
massa/carga do fragmento i6nico). Espectrometros de massas com
analisadores quadrupolares (@QMS) apresentam taxa de aquisi¢ao de
pouco mais que dois espectros de massas por segundo, sendo lentos
para as bandas cromatogrificas estreitas de GC x GC.* Contudo, é
possivel diminuir a faixa de massas investigada ou monitorar apenas
alguns fons durante a corrida, resultando assim em uma maior taxa
de aquisicéo. Adahchour ef al.*® relataram a interdependéncia entre
taxa de coleta do sinal, faixa de massas investigada e 2Wb, de forma
que taxa de aquisi¢do de até 50 Hz pode ser obtida desde que a faixa
de massas 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¢@o cai para 20 Hz, a
qual permite a coleta de, no minimo, quatro espectros de massas por
pico, o que pode ser considerado suficiente para a identificacdo de
diversos compostos.’! Cabe ressaltar que a os espectros de massas
obtidos por GC x GC-gMS s@o mais “limpos” que aqueles obtidos
por GC-qMS, porque a separagdo na 2D permite resolver o analito
de outros interferentes e, também, devido a diminuic¢io do ruido. Por
outro lado, a espectrometria de massas por tempo de voo (TOFMS,
Time of Flight Mass Spectrometry) permite a coleta de até 500 es-
pectros de massas por segundo'® e, portanto, mostra-se superior aos
gMS em andlises qualitativas e quantitativas.*® Além disso, dado o
elevado niimero de espectros de massas por pico, torna-se possivel
a deconvolugido espectral de picos que coeluem na 'D e na ’D, o
que aumenta a capacidade de separacdo. Para isso, algoritmos para
reconhecimento de picos, deconvolugao espectral e compara¢do com
a biblioteca de espectros de massas necessitam ser empregados no
processamento e interpretagiio dos diagramas tridimensionais obtidos,
0 que torna a andlise complexa e demorada.*> Devido as caracteristicas
de cada detector, a TOFMS parece ser a deteccdo ideal para GC x GC
e, embora o seu custo seja proibitivo para muitos usudrios, diversos
trabalhos empregando TOFMS tém sido relatados.

PROCESSAMENTO DE DADOS DE GC x GC

Da mesma forma que em 1D GC, os diagramas tridimensionais
obtidos em GC x GC contém informagdes qualitativas e quantitativas
sobre a composi¢do da amostra cromatografada. Entretanto, a for-
ma de obtengdo dos resultados a partir desses diagramas ¢ bastante
diferente daquela empregada convencionalmente. Para realizar a
identificagdo de um analito através de 1D GC ou de GC x GC ¢ de-
sejavel, mas nao imprescindivel, que este esteja resolvido dos demais
compostos presentes na amostra. O cdlculo de resolucdo para 1D GC
é feito, conforme a Equacdo 1, levando em consideracdo os picos
“vizinhos™ ao analito, sendo possivel apenas um pico antes e outro
apos a elui¢do do analito. Entretanto, em GC x GC mais de um pico
pode ser considerado vizinho do analito e, portanto, o conceito de
resoluc@o deve ser redefinido. Duas formas de calcular a resolugio
para GC x GC foram encontradas em artigos recentemente, embora
ndo se possa afirmar qual delas é a mais adequada. Adam et al.**
calcularam a resolucdo para GC x GC através da média euclidiana
da resolugdo em cada uma das dimensdes (R, e Rs,y)» mostrada nas
Equagdes 2 e 3.
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intenso dos compostos A e B. A outra forma de calcular R € baseada
no conceito razdo “vale-pico”.** Na teoria da razdo “vale-pico” uma
reta € tracada entre os maximos dos picos dos dois compostos, sendo
identificado o ponto de menor intensidade sobre a reta. Para o célculo
daresolu¢do emprega-se a distancia entre os maximos dos dois picos
e o ponto de menor intensidade e, também, os valores de intensidade
nesses trés pontos. Os valores de resolugio obtidos dessa forma podem
ser aplicados tanto a separa¢des em uma ou em duas dimensdes.
Peters et al.®® mostraram que a resolugéo calculada através da razao
“vale-pico” € vdlida apenas para picos (ou manchas no caso de GC
x GC) gaussianos, porém, com pequenas modificacdes na forma de
calcular a razdo “vale-pico”, pode-se calcular a resolugdo para picos
nio gaussianos. Além disso, os autores definiram um novo conceito
de “vizinhanca” para GC x GC, visto que um composto pode ter mais
que apenas dois “vizinhos”.

Outra modificagdo necessaria para GC x GC refere-se ao uso de
indices de retencdo de Kovats* ou suas variantes (e.g., indices de
Kratz — van den Dool*” em separac¢des usando programagio linear
de temperatura) para identificagdo de analitos. Em 1D GC esses
indices sdo bem estabelecidos, porém, em GC x GC a reten¢do
¢ caracterizada por dois valores independentes — 't, e *t, — e, em
decorréncia disso, ainda encontra-se em estudo um sistema similar
de indices de retencdo que seja universalmente aceito.'® Western e
Marriott® propuseram um novo conceito exclusivo para GC x GC,
os chamados mapas de retencio, que possibilitam os cdlculos dos
indices de retengdo na *D. Bieri e Marriott* desenvolveram mapas
de retencdo miuiltiplos, empregando um sistema GC x GC 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
retencd@o para a 'D e dois diferentes indices de retenc¢@o para a D.
Posteriormente, os mesmos autores* utilizaram dois injetores, dois
detectores e outras pequenas modificacdes no sistema para obter de
forma mais correta os valores de indices de retencédo para 'D e °D,
eliminando erros de até 20 unidades nos indices de retencéo de 'D
observados por outros autores.?!

A Figura 6 mostra um diagrama de contorno para séries ho-
mologas de alcanos, resultando no mapa de retencdo para ambas
as dimensdes. A linha mais escura representa a inje¢do liquida de
alcanos entre C, -C,,, para calcular os indices de reten¢do na 'D. Para
calcular os indices de reteng@o na *D € necessdrio construir curvas de
isovolatilidade para alguns alcanos. Para construcao de tais curvas,
séries de alcanos sdo injetadas em intervalos de tempo definidos,
preferencialmente por microextragdo em fase sélida. A unido entre
os pontos referentes a cada alcano resulta na curva de isovolatilidade,
como representado pelas linhas mais finas na Figura 6, definindo o
’t_do alcano para cada ciclo de modulagdo. Como diversas curvas
sdo geradas no espago de separacdo, € possivel calcular, por interpo-
lagdo entre duas curvas, o indice de reten¢do na 2D de um composto

1] 10 20 30 40 50 [ 1]
't /min

Figura 6. Mapa de retengdo para'D e *D. Adaptado da ref. 39. Linha espes-
sa mostra mapa para 'D obtido com injecdo de série homdloga de alcanos
(C,,-C,,) emt = 0min. Linhas finas obtidas com miiltiplas injecoes por SPME
de série homologa de alcanos (diferente composigdo em cada inje¢do), for-
mando as curvas de isovolatilidade para cada alcano, permitem calcular os
indices de reten¢do na D

desconhecido. Mesmo que bem fundamentada sob o aspecto tedrico
e com algumas limitacdes préticas, esta sistemdtica ainda ndo foi
suficientemente testada para que sejam averiguadas suas potenciali-
dades e limitacdes. Para obtencao de valores corretos dos indices de
retencdo em ambas as dimensdes, deve-se verificar se o pico ndo estd
fora de ciclo. Isso € facilmente observado quando a mesma amostra
¢ analisada com o periodo de modulacéo diferente do anterior. Ao
comparar os dois diagramas tridimensionais, picos que tiveram o *t,
alterado sdo considerados fora de ciclo, sendo que o *t, correto pode
ser obtido através de cdlculos simples ou uso de algoritmos.*!

Em adicdo aos dados de retencdo, os diagramas de GC x GC
tém uma caracteristica unica e poderosa sob o aspecto qualitativo,
ausente na 1D GC: a estrutura cromatografica. Picos de substancias
relacionadas estruturalmente — séries homdélogas, isomeros de cadeia
ou de posi¢do — aparecem agrupados em regides claramente definidas
do diagrama GC x GC. No diagrama de cores da Figura 4 os picos
dos hidrocarbonetos com mesmo nimero de dtomos de carbono
agrupam-se sobre a superficie 't, x ’t,, correspondentes a eluatos
com estruturas similares. Os hidrocarbonetos com mais e menos
atomos de carbono agrupam-se da mesma forma no diagrama de
cores, resultando no “efeito telhado”.'” Dada a enorme capacidade
de resolucdo de GC x GC, o niimero de picos detectdveis tende a ser
muito maior que em 1D GC e a presenga de estruturacio pode ser
de grande valia na identifica¢ao dos analitos separados. A estrutura
gerada por GC x GC ja havia sido prevista teoricamente,” sendo
perceptivel apenas em amostras ricas em isOmeros ou espécies de
outra forma relacionadas entre si. Para que essa estruturagio aparega
em regides bem definidas dos diagramas € necessdria ortogonalidade
entre as colunas usadas.

Da mesma forma que em 1D GC, a identificagio confidvel de picos
em GC x GC demandaria combinaco de dados de retengdo (como os
discutidos acima) e de MS. Entretanto, como discutido anteriormente,
a quantidade de informacao nos diagramas gerados por esses sistemas
requer estratégias diferenciadas para sua avaliagdo, sendo absolutamen-
te imprescindivel a ado¢do de rotinas computacionais com alto grau
de automacdo. O uso de algumas ferramentas quimiométricas, que é
a abordagem ideal para o volume de dados gerados, sera discutido
posteriormente. Dalliige et al.** detalharam algumas abordagens pos-
siveis. Se as espécies de interesse para o problema em questdo —i.e., 0s
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analitos-alvo —jd sdo conhecidos (por exemplo, deteccdo e identificagdo
de um farmaco, seus metabdlitos e contaminantes na urina de pacien-
tes sendo tratados com medicamentos conhecidos), o processamento
¢ relativamente simples e rdpido. Neste caso, os tempos de retengio
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 retenc@o préxima a de analitos-alvo. Outro caso seria a
varredura (screening) de amostras pouco conhecidas ou onde ndo existir
possibilidade de definicdo prévia de analitos-alvo. Para essas andlises,
deve-se objetivar a identificacdo do maior nimero de picos possivel
dentre todos aqueles pré-detectados. Pela complexidade e pelo grande
ndimero de picos nos diagramas tridimensionais, essa tarefa demanda
muitas horas de processamento, mesmo em microcomputadores pode-
rosos. De forma semelhante ao que ocorre em GC/MS, € conveniente
que os resultados de algoritmos de identificagdo sejam, tanto quanto
possivel, confirmados e, eventualmente, refinados por inspe¢ao manual.
Vale lembrar que a estrutura cromatogrdfica facilita a andlise qualita-
tiva: a identificagdo de um ou mais picos de um grupo pode fornecer
informagdes sobre a estrutura das demais espécies do grupo.

A quantificacdo em GC x GC depende da medida da drea dos
picos detectados ou, mais corretamente, do seu volume, ja que aqui
eles sdo definidos em trés dimensdes (sinal x 't, x *t,). A forma mais
facil de integracdo de picos de GC x GC € pela soma das dreas dos
picos modulados usados para construir o diagrama tridimensional:
algoritmos apropriados detectam os pontos de inicio e fim dos picos e
somam os sinais entre os dois pontos, descontando a drea sob a linha
de base. Embora essa tarefa possa ser feita pelos algoritmos usuais
de processamento de dados adaptados, existem softwares especifi-
cos para integragdo de picos de GC x GC*® e algumas ferramentas
quimiométricas também podem substituir a integragdo convencional.
Qualquer que seja a forma de medida dos volumes dos picos, a exati-
ddo e precisdo de GC x GC é equivalente a de 1D GC. Beens ef al.®®
compararam a quantificacio de misturas de hidrocarbonetos alifaticos
e aromadticos por GC x GC-FID e por GC-FID. As concentragdes
obtidas por ambas técnicas foram equivalentes e a repetibilidade dos
resultados (expressa como estimativa dos desvios-padrdo relativos)
variou de 0,24 a2,33% - mesma ordem de grandeza de 1D GC. Quanto
a detectabilidade, ela € incrementada em GC x GC: a compressio
das bandas cromatogréificas na modulacdo gera picos mais altos,
melhorando as razdes sinal/ruido. Isso foi demonstrado por de Geus
et al.,* que mediram um aumento de 50 vezes na altura de um pico
de n-dodecano em GC x GC sem alteracdes em sua area, quando
comparada a elui¢do em 1D GC. Lee et al.* demonstraram que com
periodos de modulacdo curtos o incremento na altura € maior; porém,
a melhoria nas razdes sinal/ruido nunca € numericamente igual ao
aumento na altura dos picos. Para registrar picos estreitos, o sinal do
detector deve ser coletado com maior freqiiéncia, o que aumenta o
nivel de ruido registrado. Ainda assim, a detectabilidade tipica em
GC x GC-FID foi 4 a 5 vezes melhor que a de GC-FID.

A quantifica¢@o por GC x GC-gMS tem sido investigada devido
ao limitado nimero de pontos necessdrios para definir um pico.
Cordero et al.** compararam o niimero de pontos por pico obtidos
através da varredura entre os valores de m/z 40-240 e pelo modo de
monitoramento de fons selecionados (SIM - Selected lon Monitorig).
Em média, 14 pontos por pico foram obtidos para os dois modos de
aquisi¢do e, mesmo que exista divergéncia quanto ao nimero minimo
de pontos por pico para quantificacdo, esse valor foi considerado
pequeno. Assim, para a quantificagdo dos compostos o detector gMS
foi preterido em relacio ao FID, devido ao maior nimero de pontos
por pico, maior robustez e faixa linear. Debonneville e Chaintreau®’
empregaram o modo SIM com taxa de aquisi¢@o de 30,7 Hz, o que
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resultou na aquisi¢do de 28 pontos para um pico de limoneno, sendo
observados trés picos modulados. O desvio padrdo relativo para os
valores de drea de cada um dos picos modulados (cinco replicatas)
variou entre 16 e 169%, enquanto que o desvio padrdo relativo da
soma das dreas dos trés picos modulados foi de cerca de 4%, valor
aceitavel para fins quantitativos. Contudo, os valores obtidos na
quantificacdo de alergénicos adicionados a matriz apresentaram
diferenca de até 50% em relagdo ao valor esperado, enquanto que
para o detector FID a diferencga foi menor que 8§%.

Quimiometria e GC x GC

Os diagramas obtidos a partir de GC x GC contém um volume
de informac@o muito maior que os cromatogramas de 1D GC. Por
exemplo, em uma secéo de menos de 45 min de um diagrama GC x
GC de fumaca de cigarro® foram visiveis mais de 30.000 picos. A
interpretagdo humana dos cromatogramas sem o uso de ferramentas
quimiométricas ¢ extremamente dificil, devido a sua alta comple-
xidade. Além disso, o aumento de informacdes obtidas com a GC
x GC, em rela¢do a 1D GC, somente € benéfica se os resultados
puderem ser rapidamente compilados e interpretados pelo usudrio
em um tempo razodvel.*®

Cada amostra analisada através da GC x GC fornece uma matriz
de dados. Na andlise quimiométrica, as matrizes obtidas para as
amostras analisadas sdo sobrepostas formando um cubo de dados,
sendo classificadas como dados do tipo multi-modos (multi-way).
Para a maior parte das ferramentas quimiométricas € desejdvel
que os cromatogramas obtidos a partir de GC x GC apresentem
uma estrutura bilinear. A bilinearidade € alcancada quando o pico
observado experimentalmente pode ser descrito como o produto de
seu perfil cromatografico na 'D e na °D. Ou seja, quando o tempo de
retencdo, a forma do pico e a largura de base de um componente sao
reprodutiveis, principalmente na ’D.*

Uma técnica multivariada utilizada no processamento de dados de
GC x GC € o método generalizado de aniquilagao de posto (GRAM,
Generalised Rank Annihilation Method), que utiliza a estrutura bi-
linear dos dados de uma amostra e de um padrao de calibragio para
resolver e quantificar o sinal de interesse, mesmo quando este nao
se apresenta resolvido. Além disso, permite filtrar ruidos e apresenta
a vantagem de segunda ordem, ou seja, a amostra de previsdo pode
apresentar interferentes ndo calibrados.®® Um estudo comparativo
entre o algoritmo GRAM e o método de integragdo convencional
para dados de GC x GC mostrou que GRAM foi mais exato, preciso
e rapido. Xie et al.' realizaram a andlise dos dados obtidos por
GC x GC para amostras contendo os ésteres metilicos dos dcidos
graxos oléico e linoleico, que apresentaram sinais cromatograficos
parcialmente sobrepostos. Utilizando GRAM os autores fizeram
a quantificagdo dos dois compostos em amostras preparadas em
laboratério com erros de previsdo médios de 7 a 11% para o éster
metilico do dcido oléico e de 3 a 7% para o éster metilico do dcido
linoleico. Como o algoritmo GRAM utiliza a bilinearidade do con-
junto de dados multidimensionais, ele foi utilizado para verificar a
reprodutibilidade de dados obtidos em equipamentos de GC x GC
construidos em laboratdrios de pesquisa.*->33

A andlise de fatores paralelos (PARAFAC, Parallel Factor Analy-
sis) € o algoritmo mais utilizado no tratamento de dados gerados
a partir de GC x GC, principalmente, por apresentar vantagem de
segunda ordem e também devido a facilidade de uso e interpretacio
dos resultados. No algoritmo PARAFAC, a decomposi¢ao dos dados
é feita em triades, onde cada componente consiste de um vetor escore
e dois vetores pesos e, idealmente, o nimero de componentes € igual
ao numero de espécies quimicas. Nao existe um método padrao
para a escolha do niimero de componentes, que € a etapa crucial na



Vol. 32, No. 2

andlise, sendo que esta pode ser feita baseada na variancia explicada
pelo modelo, no conhecimento quimico do sistema, em métodos de
reamostragem e validacdo cruzada (split-half) ou no teste de con-
sisténcia trilinear (CORCONDIA, Core Consistency Diagnostic).>*
Como esta escolha € realizada pelo analista, PARAFAC € considerado
uma ferramenta semi-automatizada. Recentemente, Hoggard e Syno-
vec® propuseram um método para a escolha automatica do ndimero
de fatores em separagdes obtidas em GC x GC-TOFMS, tornando
assim o PARAFAC totalmente automatizado.

Assim como GRAM, o PARAFAC ¢ utilizado para a resolugao de
sinais cromatogréficos sobrepostos,**>’ com a vantagem de que néo é
necessaria a andlise de cada composto puro. Nesse sentido, PARAFAC
foi utilizado para resolver, identificar e quantificar compostos quimi-
cos parcialmente sobrepostos em separag¢do de amostras ambientais
por GC x GC-TOFMS.*® Outra caracteristica do PARAFAC € que o
algoritmo requer uma estrutura bilinear para os dados, mas em GC x
GC isto nem sempre € possivel devido as variacdes que podem ocorrer
de andlise para analise. Nesses casos pode-se empregar o algoritmo
PARAFAC?2, uma versdo do PARAFAC que permite pequenos desvios
em uma das dimensdes.”

A regressao por minimos quadrados parciais (PLS, Partial Least
Square) ¢ um método para a construcdo de modelos de regressiao
entre varidveis independente (dados instrumentais) e dependente
(geralmente concentragiio). Uma extensdo do PLS para dados de
ordem superior € a regressdo por minimos quadrados parciais mul-
tilinear (NPLS, Multilinear Partial Least Squares),*® que decompde
o conjunto de dados, no caso de GC x GC, em um conjunto de tri-
ades. Cada triade consiste de um vetor escore e dois vetores pesos,
0s quais sao calculados de modo a apresentar a mdxima covariancia
com a varidvel dependente. O sistema € modelado de modo a obter
a minimizagao nos erros de previsdo. Uma vantagem do NPLS € que
ele ndo necessita de uma estrutura bilinear dos dados, enquanto que
a principal desvantagem € o fato de nfio apresentar a vantagem de
segunda ordem. Em comparagdo ao PARAFAC, que utiliza apenas
as informagdes cromatograficas para a constru¢cdo dos modelos de
calibrac@o, o NPLS utiliza as informagdes cromatograficas (varidvel
independente) relacionadas 4s concentracdes das amostras. J4 em
andlises quantitativas utilizando o PARAFAC, a regressao linear ¢
realizada pelo analista, enquanto que com o NPLS aregressao ¢ feita
pelo algoritmo. Johnson ef al.®' realizaram a quantificacdo de nafta-
lenos em 14 amostras combustiveis de jatos utilizando NPLS para
construir o modelo de calibracdo dos dados obtidos a partir de GC x
GC-FID. O método foi validado utilizando-se um conjunto de amos-
tras de previsdo, com erro médio quadrdtico de previsdo (RMSEP) de
0,03% e os resultados foram compativeis ao método oficial.

Como existem diferentes métodos quimiométricos multi-modos,
cabe ao analista decidir qual deles € mais adequado para tratamento
dos dados. Na maioria das andlises mais de um algoritmo pode se
adequar aos dados; nestes casos, podem-se utilizar esses algoritmos
e comparar os resultados obtidos. Van Mispelaar et al.®> avaliaram a
aplicacdo dos algoritmos PARAFAC, PARAFAC2 e NPLS em dados
de GC x GC-FID e compararam os resultados obtidos com os de in-
tegracdo convencional para picos cromatograficamente separados. As
figuras de mérito relevantes para quantificacio — exatiddo, precisdo,
detectabilidade, etc. — foram melhores para o método de integracio
convencional em relag¢@o as ferramentas quimiométricas avaliadas.
Entretanto, foram necessdrias 16 h para processar os resultados de
32 cromatogramas através da integragcdo convencional, enquanto
que usando PARAFAC, PARAFAC2 ou NPLS, o tempo total para
processamento foi reduzido a 2 h.

De Godoy et al.®® analisaram gasolina por GC x GC-FID, para
verificar adulterag@o por querosene. O uso de ferramentas quimiomé-
tricas como PARAFAC, PARAFAC?2 e NPLS foi necessario devido
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a dificuldade de quantificar uma mistura de diversos compostos,
como € o caso do querosene, em outra mistura, caso da gasolina, e
também porque muitos compostos fazem parte, a0 mesmo tempo, do
querosene e da gasolina. O método para quantificagdo de querosene
em gasolina foi validado por validagdo cruzada e os erros quadréticos
médios de validacao cruzada (RMSECV) foram 3, 4 e 2% para PA-
RAFAC, PARAFAC2 e N-PLS, respectivamente. O estudo de adulte-
racdo de gasolina foi, posteriormente, ampliado para trés adulterantes
(querosene, thinner e aguarrds) utilizando-se GC x GC-FID e NPLS
no processamento dos dados.* O modelo foi validado por validagdo
cruzada e por andlise de amostras de gasolina adulteradas preparadas
em laboratério. Utilizando-se este modelo foi, inicialmente, verificada
a adulteragdo de outras amostras de gasolina fornecida e certificada
pela Agéncia Nacional de Petrdleo, Gds Natural e Biocombustiveis
(ANP) e, posteriormente, foi feita a quantificagdo dos adulterantes
nas amostras consideradas adulteradas.

Qiu et al. realizaram a andlise de Qianghuo, importante plan-
ta utilizada na medicina tradicional chinesa, obtida de diferentes
regides. As amostras foram analisadas por GC x GC-FID e GC x
GC-TOFMS, sendo que através de andlise de componentes principais
(PCA, Principal Component Analysis) pode-se identificar a origem
das amostras e os compostos marcadores das diferentes regides.
Sinha er al.*® desenvolveram um algoritmo chamado DotMap, com
o objetivo de rapidamente localizar analitos de interesse através dos
espectros de massas obtidos por GC x GC-TOFMS. A estrutura de
funcionamento do DotMap estd baseada na comparacio entre todos
os espectros de massas obtidos experimentalmente e o espectro de
massas do analito. O resultado do algoritmo € um diagrama de con-
torno indicando a localiza¢ao dos sinais que estdo acima de um valor
de similaridade fornecido pelo analista. Este algoritmo foi utilizado
na identificac¢@o de derivados de 4cidos organico em urina humana e
de 0,0,0-trietilfosfotiotato (TEPT) em combustivel de jato,* sendo
que cada andlise demorou menos de 1 min.

Dados obtidos a partir de GC x GC-TOFMS foram analisados
utilizando-se a razdo de Fisher por Pierce ef al..” A razéo de Fisher
¢ a variacdo da resposta obtida interclasses divida pela soma das
variagdes intraclasse. O conjunto de dados de 4 dimensdes, obtido
do GC x GC —-TOFMS, foi dividido em subconjuntos, os quais sio
compostos por cromatogramas, em replicata, para cada valor de
m/z. Em seguida, calcularam-se as razdes de Fisher para estes dados
que, em seguida, foram rearranjados de modo a gerar um gréfico
bidimensional das razdes de Fisher para cada m/z. Ou seja, se 361
m/z forem monitorados, 361 graficos das razdes de Fisher serdo au-
tomaticamente gerados. Por tltimo, foram somados todos os graficos
das razdes de Fisher, obtendo-se assim as regides do cromatograma
que apresentaram maiores varia¢des. Este método foi empregado
na andlise de 6 amostras de urina de mulheres gravidas e 4 ndo gra-
vidas, nas quais foram detectados de 600 compostos. Apds analise
dos dados, utilizando-se as razdes de Fisher, foram identificados
11 compostos que apresentaram variacio significativa entre os dois
tipos de amostra.

APLICACOES DE GC x GC

O poder de separagdo de GC x GC tem sido demonstrado em
diferentes dreas. Porém, suas aplicacdes para amostras petroquimicas
e para caracterizagdo de aromas naturais e 6leos essenciais sao espe-
cialmente ilustrativas do seu potencial, dada a complexidade desses
materiais e a relevancia dos problemas analiticos a eles associados.
Como uma 6tima revisdo versando sobre a caracterizagdo de amostras
petroquimicas por GC x GC foi publicada recentemente,® este tipo
de amostra ndo serd abordada nessa revisdo.

Amostras como aromas naturais e 6leos essenciais também sdo
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misturas extremamente complexas, sendo que a deteccao, identifica-
¢do e quantificagdo dos constituintes sdo feitas, majoritariamente, por
1D GC.% Dada a presenca de componentes-chave em concentragdes
extremamente baixas, que nao sao detectados ou entdo coeluem com
compostos majoritdrios, o incremento de separagdo e de detectabi-
lidade proporcionado pela GC x GC € especialmente desejdvel.”
O primeiro relato de uso de GC x GC-FID para andlises de 6leos
essenciais foi feito por Dimandja et al.,”' que estudaram 6leos de duas
espécies de hortela (Mentha piperita e M. spicata). Em comparacio
com GC/MS convencional, o nlimero de compostos detectdveis foi
aumentado consideravelmente (para M. piperita, de 30 para 89).
Em virtude desse resultado, a GC x GC foi aplicada na separagdo de
compostos de outros 6leos essenciais ou aromas naturais.””’® Na se-
paracio de voldteis de cachaca™ foi relatada a possibilidade distinguir
o tipo de madeira empregada no processo de envelhecimento; jd para
voldteis de uva® o perfil dos terpenos e seus derivados oxigenados
pode ser empregado para tragar a origem da uva. Ainda, a separa¢ao
e quantificac@o de alergénicos***78183 presentes em perfumes e cos-
méticos, bem como em 6leos essenciais, também tem sido bastante
investigada por GC x GC.

Da mesma forma que para amostras petroquimicas, € possivel
obter a estruturagdo dos diagramas tridimensionais para compostos
de 6leos essenciais ou aromas naturais. Quando € utilizado o conjunto
de colunas apolar-polar, monoterpenos eluem em 't, menores que
monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos, enquanto que compos-
tos oxigenados apresentam maior °t,. Visto que esse tipo de amostra
ndo apresenta tantos isdmeros quanto amostras petroquimicas, a
estruturacdo dos diagramas ndo apresenta “telhas”, mas apenas uma
separacao entre classes de compostos no espaco de separagdo. Foram
observados grupos isolados de sesquiterpenos e também de dlcoois,
ésteres e aldeidos derivados de monoterpenos em 6leo essencial de
limdo.% Estruturagdo semelhante foi verificada para monoterpenos
presentes em voldteis de uva, na qual foi visualizado agrupamento de
terpenos oxigenados de acordo com a funcdo quimica, como alcool,
diol, aldeidos, éster, 6xido ou cetona.*

Uma das maneiras de diminuir o tempo de andlise em 1D GC
sem perder poder de separagdo € a Fast GC, na qual o didmetro da
coluna e a espessura do filme de fase estaciondria sio reduzidos,
enquanto a vazao do gés de arraste (preferencialmente H,) e a pro-
gramagio da temperatura do forno do cromatdgrafo sdo aumentadas,
entre outras modificagdes.? Baseados nessa teoria, Junge et al.®!
realizaram a separagdo de compostos alergénicos por Fast GC x
GC. Ao comparar a separacdo de 25 alergénicos por 1D GC e por
GC x GC nas mesmas condi¢des experimentais, algumas coelui-
¢des observadas em 1D GC foram resolvidas por GC x GC devido
a separacdo na °D. J4 quando GC x GC foi comparada com Fast
GC x GC, na qual os autores utilizaram um conjunto de colunas
composto por uma BP20 10 m x 0,1 mm x 0,1 um e uma BGB1701
0,3 m x 0,05 mm x 0,05 pm, a separagdo entre os compostos foi
mantida e o tempo de andlise diminuiu de 60 para 5 min. A largura
dos picos (medida a meia altura) na *D foi de cerca de 30 ms, sen-
do necessdrio aumentar a taxa de aquisicdo do detector para 200
Hz para obter pelo menos 10 pontos por pico. Como o periodo de
modulagio foi ajustado para 1 s e a largura de base dos picos na 'D
foi de cerca de 1 s, o eluato da 'D foi modulado, em média, apenas
uma vez. Se o periodo de modulagdo fosse menor que 1 s, muitos
picos ficariam fora de ciclo e, por outro lado, se o valor for muito
maior que 1 s, compostos jd separados na 'D seriam novamente
agrupados durante a modulacdo. Ainda, os autores investigaram a
reprodutibilidade dos tempos de retencdo e das dreas somadas dos
picos modulados. Foram reportados coeficientes de variac¢do de, no
maximo, 0,2% para ‘tR, 9,0% para 2tR e 7,1% para a soma das dreas
dos picos modulados.

Quim. Nova

A GC x GC com uso de colunas com fase estaciondria quiral
tem sido uma alternativa as andlises quirais por 1D GC. Em teoria, a
coluna quiral pode ser empregada tanto como 'D (enantio GC x GC)
ou °D (GC x enantio GC).” Quando a coluna quiral € disposta como
segunda dimensio, a separagdo entre os enantidmeros de um mesmo
composto pode ser facilmente observada através de manchas com
mesmo tempo de retengao na primeira dimensao, sendo que o excesso
enantiomérico pode ser facilmente observado e quantificado. Con-
tudo, o seu uso como ?D apresenta algumas limitagdes como a baixa
eficiéncia dessas colunas, que resulta na coelui¢do dos enantidmeros
ou em tempos de retengdo excessivos (até 124 s). Por isso, na maioria
dos trabalhos a separac@o enantiomérica ocorre na 'D, enquanto a D
possibilita a separagdo dos analitos com outros compostos presentes
na matriz, o que € a grande vantagem frente a 1D GC.

Andlises envolvendo colunas de fase estaciondria quiral para a
separacgdo de alergénicos®!, 6leo essencial e extrato de ervas,* de
bifenilas policloradas® e de aminodcidos® sdo alguns exemplos de
enantio GC x GC . Wang et al.* observaram que na separagio de
efedrina e derivados presentes em ervas medicinais, por 1D GC com
fases estaciondrias quirais 3 ¢ y-ciclodextrina, ocorreu a sobreposi¢ao
total entre a (+)-pseudoefedrina e a (+)-N-metilefedrina e, também, a
coeluicdo parcial destes dois compostos com a (-)-N-metilefedrina. Os
autores escolheram a GC x GC para que houvesse separacao desses
compostos na *D. Para tal, investigaram diferentes fases estaciondrias
de °D, sendo que a BP20 resultou na separacdo completa entre os
analitos mencionados e entre analitos e interferentes da matriz. Com
isso, foi possivel identificar e quantificar efedrina e trés derivados em
diferentes tipos de ervas.

Junge et al.®® analisaram enantidmeros de aminodcidos em
cerveja por enantio GC x GC com uma coluna quiral de L-valina-
terc-butilamida-PDMS. Devido a volatilidade dos analitos foi feita
a derivatizagdo com metil-cloroformiato e com trifluoroacetato de
metila previamente a andlise cromatografica. Os derivados foram
analisados empregando conjuntos de coluna quiral/polar e quiral/
pouco polar. A 2D polar resultou em elevada retenc@o e alargamento
excessivo para alguns picos e, por isso, o conjunto quiral/pouco
polar foi selecionado. A derivatizagido com trifuoroacetato de metila
resultou em maior separacgio entre os enantidmeros, principalmente
na °D. Bordajandi er al.*® avaliaram diversos conjuntos de colunas,
envolvendo trés colunas quirais de 'D e outras trés aquirais como
D, para separacdo de bifenilas policloradas quirais e congéneres em
alimentos. Uma tnica coluna quiral no permitiu a separacao de todos
os enantidmeros e, portanto, para avaliagdo completa dos isomeros
presentes em amostras de peixe e extratos de leite e de queijo, dois
conjuntos de colunas foram utilizados.

Junge et al*' empregaram a Fast GC x GC para separagdo de
enantidomeros de alergénicos, utilizando um conjunto de colunas
composto por uma MEGA (30% -ciclodextrina) 10 mx 0,1 mmx 0,1
um e uma BP20 0,3 m x 0,05 mm x 0,05 um. A separacio levou cerca
de 22 min, sendo observada apenas a coelui¢@o entre os enantidmeros
do hidroxicitronelal. Mesmo com programacao da temperatura de 2
°C min’', o que favorece as separagdes quirais, a resolucdo entre os
enantiomeros ndo foi alcancada, o que confirma uma limitacao das
fases estaciondrias quirais disponiveis: elas nao sdo adequadas para
separagdo de diversos tipos de enantiomeros.

Um outro tipo de aplicacio que tem recebido destaque nas pu-
blicagdes recentes € a andlise de metabdlitos combinada com dados
gerados por GC x GC-TOFMS e, em grande parte dos casos, uso
de ferramentas quimiométricas. A metabolomica € a drea da ciéncia
que estuda a caracterizacio de fendtipos metabdlicos (metaboloma)
em diferentes condi¢des, sendo um dos objetivos a descoberta de
biomarcadores ou a compreensao das reagdes envolvendo tais meta-
bdlitos. Para isso, devem-se encontrar compostos que estdo presentes
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em apenas uma das condic¢des avaliadas ou compostos que tém sua
quantidade variada significativamente de uma condi¢@o para outra.
Devido a sua importancia, possivelmente a metaboldmica seja uma
drea de bastante aplicacido da GC x GC, ao lado de petroquimica e
aromas naturais. Os trabalhos descritos a seguir foram feitos empre-
gando GC x GC — TOFMS devido a necessidade de identificacdo
dos compostos e, também, por possibilitar a deconvolucdo de picos
através dos espectros de massas.

Um dos trabalhos empregando GC x GC em estudos de metabo-
lomas foi realizado por Welthagen et al.,*” no qual foram analisadas
amostras de bago de ratos magros e de ratos obesos, apds derivati-
zagdo dos metabdtilos com N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida
(MSTFA). Os autores identificaram acucares alcodlicos como
principais biomarcadores para obesidade e evidenciaram as van-
tagens da GC x GC-TOFMS sobre a GC-TOFMS em relacio ao
maior poder de separagdo e identificagdo e maior niimero de picos
detectados. Hope et al.®® analisaram amostras de grama antes e apds
a colheita. Tanto as amostras como uma mistura de padrdes de 45
aminodcidos e dcidos organicos foram submetidas a derivatizagao
com N, O-bis(trimetilsilil)acetamida (BSA), clorotrimetilsilano
(TMSC) e N-trimetilsililimidazol (TMSI). Foram observadas algu-
mas diferencas entre os diagramas tridimensionais das amostras,
sendo a principal delas a presenca de dcido madlico na amostra
pés-colheita, provavelmente devido a alteragdes no ciclo do dcido
citrico. Mohler et al.% analisaram metabdlitos celulares sob duas
condi¢des diferentes de crescimento: fermentagao e respiragdo. As
regides dos cromatogramas que apresentaram varia¢do entre os
dois tipos de crescimento foram selecionadas empregando o proce-
dimento de razdes de Fisher. Em seguida, PARAFAC foi utilizado
na deconvolugdo de sinais sobrepostos nestas regides permitindo,
assim, a identificacdo destes, através do espectro de massas. O
PARAFAC também foi utilizado para determinar a concentracio
dos compostos que apresentaram variacdo significativa entre os
meios de crescimento.

A andlise dos metabdlitos de uma bactéria com capacidade para
converter compostos com um atomo de carbono em compostos com
dois ou mais dtomos foi realizada a fim de ser utilizar a bactéria em
processos industriais. Para isso, Guo e Lindstrom® analisaram o
perfil metabdlico da bactéria em dois meios de cultura diferentes,
um contendo metanol e o outro contendo succinato. PARAFAC foi
empregado na deconvolug@o de sinais sobrepostos e, também, na
quantificagdo de aminodcidos e 4cidos organicos alvos. Utilizando
a razdo de Fisher, os autores identificaram os compostos que apre-
sentaram variacdo significativa entre os meios de cultura e, a partir
desse resultado, foi possivel compreender diferengas no ciclo meta-
bélico da bactéria para os dois meios de cultura. Huang e Regnier?!
analisaram derivados isotopicamente marcados de 16 aminodcidos,
19 4cidos graxos e 20 4cidos organicos em amostras sintéticas e
também em soro humano. Os erros de exatiddo e precisdo na andlise
das amostras sintéticas foram, respectivamente, 9,5 e 4,77% para os
aminodcidos, 9,7 e 2,83% para os 4dcidos graxos e 14 e 4,53% para os
dcidos organicos. Nas amostras de soro humano foram identificados
639 compostos, sendo 11 aminodcidos, 7 dcidos graxos e 8 dcidos
organicos, mostrando assim a aplicabilidade do método proposto na
andlise de amostras complexas. Pierce et al.”” realizaram a compa-
racdo do perfil metabdlico de trés plantas diferentes. Apds extracio
e derivatizagio dos metabdlitos, uma andlise quimiométrica foi feita
de modo a selecionar um valor de m/z referente ao derivatizante e
obter uma matriz de dados para cada amostra. A essa matriz de dados
foi realizada PCA, na qual se observou claramente a separagdo dos
trés diferentes tipos de plantas. Utilizando-se PARAFAC, os autores
realizaram a separacdo e quantificagdo de alguns analitos que evi-
denciam a diferenca entre as espécies.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O primeiro sistema para GC x GC foi descrito no principio
da década de 90; porém, passados mais de 15 anos ela ainda pode
ser considerada uma inovagdo, ndo tendo atingido ainda sua ma-
turidade. Dentre as implementacdes necessarias para estabelecé-la
como técnica de rotina estio a necessidade de melhores algoritmos
e estratégias para o processamento dos cromatogramas e um sistema
consistente e pratico de indices de reten¢do. Além disso, o custo
elevado de detectores TOFMS e a baixa velocidade de aquisi¢io
de espectros em detectores de qMS ainda s@o limitantes para a
identificagdo em GC x GC. Entretanto, o instrumental bdsico de
GC x GC ¢ essencialmente o mesmo da 1D GC: a adaptacio de
um modulador a um cromatégrafo a gds comum, juntamente com
pequenos periféricos e um software especifico, € o suficiente para
converté-lo em um sistema para GC x GC. Talvez esse seja o grande
atrativo da GC x GC: ela faculta um ganho significativo em reso-
lucdo e detectabilidade apenas por uma pequena modificacdo em
um instrumento comercial j4 existente.

Além das aplicagdes envolvendo amostras petroquimicas e aro-
mas naturais, trabalhos recentes envolvendo separacdes quirais, Fast
GC x GC ou aplicagdes com metaboloma aumentaram o campo de
aplicacdo da técnica. Em linhas gerais, o impacto dos novos desenvol-
vimentos em GC x GC pode ser considerado similar ao resultante da
disponibilizag¢do comercial de colunas capilares, iniciada hd cerca de
30 anos. Ainda que s6 o tempo possa confirmar se a GC x GC atingird
esse estdgio de popularidade como técnica analitica, a possibilidade
de que isso ocorra € bastante significativa, devido as suas vantagens
intrinsecas em comparacao a 1D GC.
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