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1. O Equipamento

O equipamento é composto pela unidade principal (1), pelo MAS plus
autosampler com um carreto de amostras (2) e pelo computador
representados na Figura 1.

No interior o Sistema é composto por dois reatores, um filtro de
adsorcdo, duas colunas de cromatografia gasosa e um detetor TCD como
representado na figura abaixo. O reator esquerdo (1) é utilizado para a analise
de CHNS enquanto o reator direito (2) € utilizado na analise de oxigénio. O
enchimento de ambos é determinado conforme a analise a ser feita e sera
descrito em maior detalhe mais a frente. O filtro de adsorcao (3) tem um
preenchimento que serd também dependente do tipo de analise a ser feita e
serve essencialmente para reter H,O ou outros compostos presentes na
amostra que ndo sejam os analisados. Existem duas colunas de GC que se
encontram dentro de um forno (4), uma é destinada a analise de CHNS e outra
a analise de oxigénio. O detetor TCD regista a presenca dos diferentes
compostos gasosos pela variacao da intensidade da condutividade térmica.
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2. Ligar o Sistema:

Para ligar o sistema deve-se antes ligar os gases e confirmar a pressao
para ter a certeza que esta a chegar gas ao sistema. Os gases, hélio e oxigénio
devem ser abertos primeiro no casoto onde se encontram as botijas e apenas
depois nos manémetros que se encontram por cima do equipamento. Apoés
ligar os gases, ligar o equipamento e o computador (ndao ha problema se o
computador for ligado antes).

Apos ligar o equipamento € necessario instruir as condi¢cdes de trabalho
e estabilizar o sistema, principalmente o detetor TCD. Iniciar o software
EagerSmart e selecionar o método desejado como na figura abaixo. O CHNS
vai ser utilizado como exemplo.

ZJ EagerSmart - *
File Help
Oxygen CHHS Analpzer #3 OFF-LIME
Analyzer
Click on the Instrument icon you want to start

3. Equilibrar e Estabilizar o Sistema

Para qualquer corrida o detetor e o sistema tém de ser. Esta
estabilizacao deve ser feita de acordo com o método a ser utilizado. Para tal
deve-se enviar o método para o equipamento seguindo os passos em baixo
assinalados. Apds selecionar o sistema CHNS ira abrir a seguinte janela:
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&7 CHNS

File Run Edit View Recalculation Tools Help

SFEEPOJERA D 9R Q€ ?
Actual [ Leveliv] | Time | Channel status | Method Filename of method in use
48 (Mo name) -948 000 s WWaiting start | CHMS cheager for flashidatalnewinada mth ‘
4

Para ver e editar o método instrumental clicar no botdo assinalado a
vermelho.

&F CHNS

File Run Edit View Recalculation Tools Help

TEEph e G2 ee ?
|

Actual | Lewvel L] | Time | Channel status | M ethod
48 (Mo name) -948 G000 s YWaiting stat | CHMNS

< |

Este botdo abre a seguinte janela:

Flash 2000/FlashSmart Method - CHMNS.eam X
Eile Edit Help

Temperature | Flow / Timing | Detector |

~ Furnace

Left Furnace: v I 950 °C
Right Fumace: [ I off *C

—Oven
Oven: v I E5 °C
— Other

Set Instument to Stand-By: [

Get Send Help

Click to confirm settings

Para abrir um método gravado selecionar File > Open.

Para obter o método atual a ser corrido no analisador selecionar Get.

O primeiro separador indica a temperatura, o segundo os fluxos dos
gases e o terceiro as definicdes do detetor.
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Flash 2000/FlashSmart Method - CHNS.eam
File Edit Help

Flash 2000/FlashSmart Method - CHNS.eam
File Edit Help

Temperature  Flow / Timing | Detactnrl

~ Gas flo

I3 | 140
v | 250 mi/min
I3 | 100

Larier ml/min
Oipgen;

Referance: ml/min

— System timing

I EO0
I 1]
Ouygen Injection End: I 1)

Cycle [Run Time]:

Sampling Delay:

Temperature | Flaw / Timing  Detector

- TCD

r~ Time even

Prep Rur:

Time  Gain Autozero

01 »| on M

Get | Send | Help

| o]

| =]

Get Send Help

Turn the carrier flow on or off

Turn the TCD filament on or off

As definicoes devem ser definidas de acordo com o método a ser
utilizado de acordo com o Cookbook (pdf presente na pen branca). E

importante certificar que o TCD esta ligado (filament on).

Para enviar o método para o analisador selecionar Send. O analisador
vai ajustar as temperaturas, fluxos e outras definicbes de acordo com o
método. As temperaturas dos reatores poderdao demorar um pouco a
estabilizar. O tempo de estabilizacao, ap6s se enviar o método devera ser de
aproximadamente 1 hora. Apds esse tempo convém fazer o Autozero do
detetor, apesar de na figura estar selecionado para ser feito no inicio de cada
corrida. Para isso deve-se fechar a janela do método do analisador e na janela

principal do CHNS selecionar o botao indicado a vermelho:

£ CHNs

FEEP Q&

File Run Edit View Recalculation Tools Help

E e 2Re e

| Actual | Lewvel )

Time | Channel status ethor

-948

48 (Mo name)
|

B00.0 s Waiting start | CHMNS

Que abrira a janela do status do equipamento:




CiIMA

O status do equipamento esta dividido em 4 separadores:

Flash 2000/FlashSmart Status

General lDetector] Auto-Ready | Special Functions

Temperature
Set
Left Furnace: 950

Right Furnace: 0

Ower: E5

Temperatures Ready:
Flaw

Set

Carrier: 140

Reference: 100
Phase

Rur:

Sampling:

O=pgen Injection:

Actual
474 °C

22 °C
E3 °C

Actual
9 mldmin

9 mldmin

Step Sampler Tray Position

Level: -945 pyV o1 Instrument is in st-k

Help
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General: Indica as temperaturas, fluxos e a fase da corrida em que se encontra

0 equipamento;

Detector: Indica o estado do detetor, o nivel em pV e permite fazer o autozero
no botdao “Auto-Adjust Level at 1000pV”.
Auto-Ready: Permite programar um inicio automatico para uma determinada

hora.

Special Functions: Permite fazer operacdes como Leak Test e Autozero dos

canais de gas.

Para fazer o autozero do detetor selecionar o separador Detector e o botdo

“Auto-Adjust Level at 1000pV” como na imagem abaixo.
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Flash 2000/FlashSmart Status >

General Detector | Auto-Ready | Special Functions

TCD
IIIIIII Filament Or: @
- Level: 944
&7
M anual sdjust:
o =l _ i
AutoAdist Level 2 1000 v |

Step Sampler Tray Position Help | 0k |

Level: -944 pv o1 Instrument is in st-k

Apoés o ajuste do nivel do detetor a 1000 pV o equipamento fica pronto
a trabalhar, o que também sera visivel no proprio equipamento e no canto
inferior direito da janela do status.

4. Preparacao das amostras

Para correr as amostras deve-se sempre comecar com:

1 ou 2 brancos - cadinho sem nada

1 bypass - cadinho com amostra ou padrao

Curva padroes com 3 ou 4 quantidades diferentes de padrao entre as 0,5mg
e as 3mg (normalmente 1, 1.5, 2 e 2.5 mg)

Apenas depois destas duas corridas se deve correr as amostras. Os
cadinhos de estanho (tin) devem ser utilizados para as analises de CHNS e os
cadinhos de prata (silver) devem ser utilizados para as analises de oxigénio.
As amostras e padroes devem ser pesados colocando o cadinho na base
metalica “ANA”, apos a pesagem o cadinho tem de ser dobrado e compactado
conforme representado nas imagens.

Importante: Nao manusear os cadinhos com as maos, apenas com pincas de
forma a nao contaminar os cadinhos. Os cadinhos sao muito faceis de
contaminar é necessario ter muito cuidado durante o manuseamento.
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Muito importante!
Para aumentar o sinal do enxofre na analise de CHNS adicionar até 10
mg de Vanadium Pentoxide a amostra no cadinho.
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5. Colocar as amostras no MAS plus autosampler

A primeira amostra deve ser colocada no lugar a direita do que esta na
posicao selecionada no autosampler e preencher os lugares seguintes com as
amostras por ordem no sentido contrario aos ponteiros do relogio. Como
exemplificado na imagem abaixo.

6. Preparar a sequéncia

Para preparar a sequéncia deve-se selecionar o botao assinalado abaixo a
verde:

i

Actual | Level U] | Time
29 (Mo name) hedk 00s

P&ee ?

| Channel statuz | Method
Waiting start | CHMNS

O que ira abrir a seguinte janela:

i Sample table

File Editsample Verify chrom. file Balance Help

\%II-E»@ B

EJEIN-/

|Sample harmne |F|Iename |T_l,lpe Standard naﬂWeight [mgi Fratein F. |Sample|ViaI |Humidity S

20 Branco_15_05_2024 Branco 15 05_2024 Blank 0
21 Bypazz 15 05_2024 Bypass 15_05_2024 Bypass 0
22 Methioninal_15_05_2024 Methioninal_15_05_2024 Std Methionine 1.1 1]
23 Methioningl-5_15_05_2024 Methioninal-5_15 05_2024  Std Methionine 1.6 1]
24 MethioninaZ_15_05_2024 Methioninaz_15_05_2024 Std Methionine 2.3 0
25 Chlorellal_15_05_2024 Chlorella1_15_05_2024 Unk. 1.4 1]
26 Chlorella2_15_05_2024 Chlorella2_15_05_2024 Unk 14 1]
27 agua_Cofaco_15_05_2024 agua_Cofaco_15_05_2024 Unk 57 1]
28 Lamas_Cofaco 15 05 2024 Lamas_Cofaco 15_05_2024  Unk 21 0
29 ( At Bypass 1]
a0 “3

A
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As amostras indicadas sao um exemplo de uma corrida efetuada. A
primeira amostra a ser corrida é a indicada pelo “Act” assinalado a azul, a nova
corrida deve ser adicionada a nessa mesma linha. Devem ser indicados o nome
da amostra, o nome do ficheiro e o tipo de amostra. O que se preenche a
seguir depende do tipo de amostra. No caso de ser um branco ou um bypass
nao € necessario preencher com mais informacao nenhuma. No caso do de
ser um padrao é necessario indicar qual a massa do padrao em mg. No caso
de ser uma amostra deve ser apenas indicada a massa da amostra em mg.

As corridas devem ser sempre iniciadas por um ou dois brancos, uma
curva padrao e s6 depois as amostras.

7. Correr a Sequéncia

Uma vez que as temperaturas sejam atingidas, o detetor esteja estavel
e as amostras tenham sido carregadas para o autosampler, antes de iniciar a
corrida é bom rever o método e confirmar que esta tudo bem na janela do
Status e pode-se iniciar a corrida no botao assinalado abaixo a azul.

&J CHNs
File Run Edit View Recalculation Tools Help
SEPP L0 QR % va@e ?
Actual Lewvel [uv] Time Channel status Method
29 (Mo name) 5286 00s Waiting start | \CHMNS
<

8. Integracao dos Cromatogramas

Os cromatogramas existem varios ajustes que se podem fazer para a
integracao do cromatograma. Na imagem em baixo estdao assinalados varios
botdes. A verde, encontra-se o botdao para criar um novo método. A azul o
botar para editar o método, que inclui maioritariamente os parametros de
integracdo. A laranja é o menu de identificacdo de picos. A direita do laranja,
como ja foi mencionado é a sequéncia de amostras. A amarelo sao os
resultados. A roxo é o botao de reintegracao dos resultados, ou seja, caso
alteremos algum dos parametros de integracdo temos de reintegrar os
resultados para obter os valores atualizados.

&J cHNs

File Run Edit View Recalculation Tools Help

SEEPRPIDQERA® 982/ Q € ?

Actual Lewvel [uv] Time Channel gtatus Method
28 (Mo narne) h286 00s= Waiting start  CHMS

|
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A janela do editor de método possui 7 separadores, como visivel em
baixo na figura. Sendo que os mais importantes para a integracao saioo 2 e o
3.

& Edit Method hod

Report parameters 5 ] Report stripchart E] Operatar 1.0 .-’Inlnﬂ
Method title 1 ] Detection p ters 2 ] Integration p ters 3 ] Calculation parameters 4 ]

Method name:

Method name: [CHNS

=T Cancel Help
® Edit Method * & Edit Method x
Repart paramet i hang] Operator | D.Jlnfozl Rieport parameters 5 l Fieport stripchaltﬁ] Operator 1.0, /nfa ?]
Method title 1 D 2 Integration parameters 3 I Calculation parameters 4 ] Method title 1 ] Detection parameters 2 | Integrat l Calculation parameters 4 I
Time base: Integration parameters: Fieal time plot scale
Peak width [<]:
 Minutes {+ Seconds & i Full scale [mhalt): 10
Peak threshoid: 1 Scale offset [mialt): il
Actual sample
Minimum area: 3000
Sample being acquired 29 A
Skim ratio: o 1@
N 5 Test Integration Time events
Baseling compensation:
Mo bageline compensation .
Ok | LCancel ‘ Help | oK ‘ LCancel | Help |

No separador 2 - parametros de detecao permite definir as unidades
de tempo do cromatograma, o numero da amostra a ser analisada e definicoes
de compensacao da linha de base. Enquanto no separador 3 - parametros de
integracao permite alterar os parametros utilizados para a integracdo dos
picos tal como largura do pico e area minima. Permite também testar as
definicdes de integracao e alterar conforme o cromatograma no botao “Test
Integration”. Outra caracteristica importante deste separador é poder aceder
a janela “Time Events” que permite implementar regras de integracao e altera-
las conforme os tempos e os picos, que pode se adaptado a um cromatograma
por exemplo de um padrao, como é possivel ver na imagem abaixo.
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© Time events (C:\Eager for FLASH\data\First Run\DfchAO0T.DAT) O >

File Edit View Show Help

SR DD E

186.03 = 53.199 mWalt

5E.365

[ralt]

fu. (5] 420.
Time Tvpe of event Mew value =
1 0.1 Dizable integration |
2 10 Enable integration
3 160 Change peak threshold 01
4 160 Change skim ratio 1
5 160 Change peak width 40
B
7
o -

LCancel

Event time in minutes or seconds

Voltando a janela principal, o botao que abre a janela de identificacao
de picos (identificado a laranja) abre a seguinte janela:

@ Component table (C:\Eager for FLASH\data\New!\Chlorella2_15_03_2024.... O e
File Edit View Show Peak|dentification Help

F R0 PEE

57115 12347 = 51.341 m¥alt

[miolt]
0.958 e
0. [5) £00.
Time Component name ‘window Min. % |Max %
(R Er— 5
2 52 Carbon 13
3 1 Hydrogen 43
4 A76 Sulphur 74
5

LCancel

Component retention time in minutes of seconds

Permite identificar os picos pelo tempo e criar as janelas de identificacao
dos picos que vai ser utilizado como modelo para a integracao dos resultados.
A janela de resultados é apresentada da seguinte forma:



CIMA CIMA UAlg - 2023

) summarize results (Element %) [m]

File SelectResult Edit View Print Help

R EIEE  —

Grow Sample name
20 15052024 Branca_
5_05_2024
1_15_05_202d
15_05_2024
2_15_05_2024
lorellal_15_05_2024

Filename. Inj Date Inj Time Type Weight (mg) | Protein Factor Hurnidity % A5 Wial Nirogen Carbon Hydrogen Sulphur

1605 2024 16/06/2024 1533 Blank 0 o a0

05 2024 15/05/2024 |15.43 By-Pass i [} i [i
16_06 2024 16/06/2024 1563 sTD 11 £.25 5420000076 4025333832 7 480000013 215
05 15/05/2024 1603 STD 16 6.25
2_15_05_2024 16/05/2024  16:14 STD 23 £.25
05 15/06/2024 | 16:24 URK 14 625
5_05_2024 15/06/2024 1634 UNK 18 6.25

9420000076 4025939832  7.480000013 215)
5420000076 4025333832 7 480000013 215
0 3237747955 567689754 [i

ozz=e
S

0 3343015856 i 0|
0 -4700767338 4484823903 0]
0 [} i 0|

c 05
aco_15_05_ agua_Cofaco_15_05_2024 15/05/2024 | 16.44 UNK 57 625
faco_15_05_2024 | Lamas_Cofaca_15_05_2024 15/05/2024 1655 UNK 21 6.25

Apresentando a quantidade dos elementos por percentagem
relativamente a quantidade de amostra. As unidades da quantidade dos
elementos pode ser alterada no menu view.

Convém as definicoes de identificacao e integracao deos picos serem
afinadas antes das corridas mas muitas vezes pequenas alteracoes levam a
ser necessario efetuar uma alteracao das definicbes pelo que no botdo
assinalado a roxo na janela principal pode-se reintegrar os resultados,
selecionando até as linhas a serem reintegradas, entre outros fatores que
podem ser selecionados.

9. Limpeza do Reator

Para iniciar a limpeza do reator, deve-se primeiro certificar que as
temperaturas do reator estao baixas, se nao estiverem, deve-se baixar as
temperatura no método do equipamento. Depois, na janela principal deve-se
selecionar Tools > Reactor Cleaning e esperar os dois minutos enquanto
despressoriza o reator. Apds, desenrosca-se a rosca que liga o MAS Plus
Autosampler ao reator e com cuidado para nao danificar remove-se o O-ring
preto. Com muito jeito mas alguma forca desenrosca-se o reator ao mesmo
tempo que se puxa para cima, evitando remover o crucible.

Importante: Nao manusear o reator, crucible nem nenhum destes
materiais sem usar luvas!

Te— -
-'
T

Apds remover o reator de dentro do equipamento podera ser necessario
deixa-lo arrefecer um pouco mais. Pode-se aproveitar para ver o estado do
crucible que pode estalar com as variacdes de temperatura e dos elementos
do reator. Se as tiras de cobre ainda possuierem com bronzeada, o reator
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ainda esta capaz de executar corridas. Remover o crucible, podera se preciso
remover o estanho derretido da ponda do crucible, talvez o melhor seja utilizar
uma pinca cuidadosamente. Utilizando a vara de raspar, raspar levemente e
cuidadosamente a camada de estanho presente no topo do reator como na
figura abaixo.

ApOs vai ser necessario adicionar um pouco de Quartz Wool e calca-lo
ligeiramente com a mesma vara. O crucible deve ser colocado novamente no
reator que deve ser colocado novamente no equipamento. Em principio nao
é necessario abrir o compartimento frontal do equipamento que permite
acesso ao reator no entanto, podera ser necessario abrir para apoiar o
encaixe do reator no lugar correto. Certificar que o reator esta mesmo no
fundo e colocar nocamento o O-ring preto. Tapar com a rosca do MAS Plus
autosampler e enroscar que pode ser complicado.

Agora no computador pode-se desligar o programa que corre para a limpeza
da coluna o que ira restituir o fluxo de gases ao equipamento. E necessario
alterar o fluxo dos gases para o fluxo de corrida e iniciar o Leak Check. O
Leak check podera ser feito na janela do Status do Equipamento:

Flash 2000/FlashSmart Status x

General] Detector] Aute-Feady  Special Funchions

Cammatd

Auto-Zero Gaz Channels

Cantral

Disable Sampling: @
Dizable Dxpgen Injection: .
Disable Time Advarice: @

Step Sampler Tray Position Help | ak |

Level: -945 pv O lnstrument is in st-k

Dependendo das condicdes, ao fim de 1T minuto ou dois os fluxos irdo
baixar. No manual diz que os fluxos tém de ficar inferiores a 3 mL/min no
entanto até a 6-9 mL/min ainda é aceitavel. De qualquer das formas pode-se
tentar dar um aperto na rosca que liga o autosampler ao reator. Caso tenha
valores superiores significa que ha fuga, o local mais comum é a rosca do
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autosampler com o reator, muitas vezes desenroscar, dar um ajuste no O-ring
e voltar a enroscar resolvem o problema. Por vezes o problema esta na base
do reator e ai sim é necessario tirar o reator novamente e voltar a coloca-lo,
verificando que nao ha quartz wool saliente do reator, ou que o O-ring na
base do reator ndao esta danificado.

10. Preparar um Reator Novo

Para remover o reator atual deve ser utilizado o mesmo procedimento que
para limpar a coluna, apesar de haver um botao proprio para mudar a coluna
Tools > Change Column. A composicao da nova coluna deve ser confirmada
no cookbook, no entanto a coluna simples para o CHNS € a seguinte:

(Quartz Crucible 1
R1
C1

10 mm . Quartz Wool
49.5-49.7 mm —— Copper Oxide
0.5-0.3 mm>‘: —— Quartz Wool
140 mm

- Electrolytic Copper

20 mm —— Quartz Wool

L |

Importante: Usar sempre luvas para a preparacdo e manuseamento dos
reatores.

Apoés colocar o reator no lugar, fechar tudo e fazer o leak check como
explicado no capitulo anterior.

11. Filtro de Adsorcao
O filtro de adsorcdo encontra-se visivel por tras da porta direita do

equipamento como representado no capitulo 1 e tal como o reator o
enchimento do filtro de adsorcao depende da na analise a ser feita. Apesar de
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nos manuais referir que para o CHNS nao é necessario preencher a parte de
cima do filtro com Soda Lime e a parte de baixo com Magnesium Perchlorate
(mais ou menos 50% de cada) ajuda a capturar as moléculas de H,O e aumentar
o sinal do enxofre. Quando a soda lime ficar totalmente com cor roxa ou lilas
é altura de trocar o preenchimento. Tirando usar luvas e confirmar que as
tampas ficam bem fechadas nao ha cuidados especiais a ter com o enchimento
do filtro. Para outras aplicacbes o enchimento pode ser verificado no
cookbook.

Oxigénio
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