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Garantindo a adequacgao do sistema
para a analise de FAMESs cis-trans pela
AOAC 2012.13 no GC Agilent 8890 com
travamento do tempo de retengao

Resumo

O método AOAC 2012.13 determina o teor de acidos graxos em produtos lacteos

e na férmula infantil por cromatografia gasosa capilar com detecgao de ionizagéo
de chama. Esse método foi implementado em um sistema de GC Agilent 8890

com uma coluna CP-Sil 88 de 100 m g, além de uma matriz comum de 37 ésteres
metilicos de acidos graxos, foi testada uma eficiéncia de separagao mais detalhada
dos acidos oleico, linoleico e linolénico usando 19 isémeros cis-trans mono- e
poliinsaturados da familia C18. A resolugéo entre os principais pares criticos de
FAMESs cis- e trans- foi avaliada usando um padrao qualitativo. Por fim, também foi
implementado o travamento do tempo de retencéo (RTL) para evitar a necessidade
de realinhamento apés a manutencao da coluna.



Introdugao

As gorduras lacteas e vegetais contém
triglicerideos, que séo ésteres de glicerol
acoplados a trés cadeias de acidos
graxos. Os dcidos graxos consistem em
um grupo carboxila terminal conectado
a uma cadeia de hidrocarbonetos

que pode ser curta ou longa, linear ou
ramificada e saturada, mono- ou poli-
insaturada. A configuragao e localizacao
da ligagao dupla em gorduras
insaturadas resulta em varios isbmeros
posicionais e cis-trans. A identificacdo
adequada dos isémeros é fundamental
para uma rotulagem nutricional precisa.

A separacgao e a identificacdo de
homologos e isbmeros de acidos graxos
de uma matriz complexa é um desafio.
Apos a esterificagao, os correspondentes
ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMEs) podem ser analisados de

forma reprodutivel por cromatografia
gasosa com detecgao de ionizagao

de chama. A ordem de elui¢cdo do
isdbmero e a eficiéncia da separagao

sao altamente dependentes do tipo e
comprimento da fase estacionaria da
coluna. Embora nenhuma coluna possa
resolver completamente o conjunto
diversificado de isdbmeros FAMEs cis-
trans, uma coluna capilar de 100 metros
revestida com fase estacionaria de
cianopropil altamente polar, como o CP-Sil
88, permite uma separagao confiavel e
detalhada da maioria dos isdbmeros FAME
cis e trans . Diferentemente das colunas
wax tradicionais, os isbmeros trans sao
eluidos antes dos isdmeros cisna fase
estacionaria de cianopropil altamente
polar.

Parte experimental

Um cromatografo gasoso Agilent 8890
configurado com um capilar split/splitless
(SSL), um detector de ionizagdo de chama
(FID) e um amostrador automatico de
liquidos Agilent 7693A (ALS) foi usado
para gerar os dados.

Produtos quimicos

Padrdes analiticos foram adquiridos para
avaliar o desempenho dos FAMEs:

+ Uma mistura de FAMEs de
37 componentes (47885-U)
contendo FAMEs de C4 a C24
na faixa de concentragéo
de 100 a 600 pg/mL

«  Uma mistura total de quatro
componentes, 10 mg/mL de éster
metilico de acido cis-trans linoleico
(CRM47791)

Tabela 1. Condi¢des do instrumento.

+ Uma mistura de isbmeros de éster
metilico do &cido linolénico de oito
componentes (L6031) contendo %
em peso para cada componente na
faixa de 3a30%

+ Uma mistura de desempenho da
coluna cis-trans FAMEs (40495-U)
contendo varios FAMEs a 2,5 mg/mL

Todas as misturas acima foram
adquiridas da MilliporeSigma (St. Louis,
MO). Uma mistura FAMEs cis-trans de
oito componentes (35079) foi adquirida
da Restek (Bellefonte, PA).

Condi¢des do GC Agilent 8890 — Método oficial AOAC 2012.13

Injegao

Tamanho da seringa

10 pL, p/n G4513-80204

Volume de injegao

1pL

Injetor SSL, modo split
Temperatura 250 °C

Razéo de split 10:1

Fluxo de purga do septo 3 mL/min

Coluna

Agilent CP-Sil 88, p/n CP7489

Dimensdes

100 m x 0,25 mm, 0,20 pm

Gas de arraste

He, 0,8 mL/min em fluxo constante

Forno

Temperatura inicial 60 °C

Espera inicial 5 minutos

Rampa ;E:(":C/rpin a’té 165:"0, manter por 1 minuto
/min até 225 °C, manter por 20 minutos
Detector

Tipo FID

Temperatura 250 °C

Fluxo de ar 400 mL/min

Fluxo de combustivel H, 40 mL/min

Fluxo make-up N, 25 mL/min
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Finalmente, o desempenho do método 1504
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Figura 5. Cromatograma ampliado do padréo qualitativo de desempenho da coluna.



A Tabela 2 resume os resultados para

0 par critico usado na verificagdo da
resolucéo: a repetibilidade do tempo

de retencao para os dois isdmeros é
excelente, com 0,007% de desvio padrédo
relativo (RSD). A precisdo da area do
pico é inferior a 2,5% de RSD para cada
isémero. A resolucdo média de picos na
meia altura de 1,494 excede o requisito
minimo de resolugao do método.

Travamento do tempo de retengao

A matriz de FAMEs determinada pela
AOAC 2012.13 requer temperatura e
precisao de fluxo para identificacao
adequada; consequentemente, € um
excelente candidato para RTL. O recurso
RTL Agilent fornece repetibilidade

a longo prazo em um determinado
instrumento e elimina a necessidade

de ajustar os tempos de retengédo apos
a manutenc¢ao da coluna. Ele pode
manter os mesmos tempos de retengao
ap6s mover o método para um GC
diferente, facilitando a transferéncia
mais facil de métodos e simplificando
as comparacoes interlaboratoriais.

A RTL corresponde e trava corretamente
os tempos de retengéo de um
composto especificado, estudando o
relacionamento entre os parametros do
injetor e do tempo de retengao durante
uma série de corridas de referéncia,
calibrando o sistema usando os
resultados e armazenando esta relagao
no arquivo de método.

O Agilent Openlab CDS 2 Acquisition
possui um assistente de RTL para
orientar o operador no processo,
selecionando um método de aquisicao
para travamento, juntamente com

um composto-alvo escolhido a partir
de um arquivo de dados adquirido
anteriormente. O assistente de RTL
configura uma série de corridas de
calibragéo de pressdo com base nos
parametros especificados pelo método
de aquisi¢ao designado. Uma corrida
¢ feita usando o ponto de ajuste de
pressao original e duas corridas sao
feitas desviando a pressdo em 15%
acima/abaixo, respectivamente, do

ponto de ajuste do método. O desvio
nos pontos de ajuste de presséao
simula alteragbes no comprimento da
coluna comumente encontradas apés
a manutengao, como, por exemplo,
apos o corte da coluna. Os métodos
travados ndo requerem realinhamento
do tempo de retengéo apos a
manutengao ou substituicao da colung;
em vez disso, 0s tempos de retengao

do instrumento original podem ser
comparados por meio de um simples
padrao de retravamento. Se o padrao

de retravamento também servir como
padréo de avaliagao de desempenho da
coluna, os usudarios poderdo atender aos
requisitos de avaliagdo de desempenho
especificados pelo Método AOAC
2012.13 em uma Unica etapa.

Tabela 2. Resultados de cinco injegdes em replicata de uma mistura padrdo de FAMEs de desempenho

qualitativo da coluna.

Valor Descrigao Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Rep 5 RSD
1, ;e;‘ﬂade retengdo em min, pico 37124 | 37125 | 37128 | 37,128 3713 | 0007%
[ Retengao 2 em min, pico c9/c10 37,304 37,305 37,308 37,308 37,31 0,007%
Areat pico13/t14 115,605 113,463 117,747 115,944 120,812 2,356%
Area pico c9/c10 599,259 588,91 610,828 602,276 628,644 2,458%
W Largura a meia altura, pico t13/t14 0,073 0,072 0,073 0,073 0,074 0,969%
Wi s Largura a meia altura, pico c9/c10 0,069 0,069 0,069 0,069 0,07 0,646%
R Resolucdo de picos a meia altura 1,496 1,506 1,496 1,496 1,475 0,77%

To completethe RTLcalibration, the wizard will perfarm three runs. The firstrun is completed at a flow/pressure lower than
the method setpoint, the second runis completed atthe flowypressure in the method, and the third mn is completed ata
higherflow,/pressure thanthe method setpoint. Specifythe pressure change for runs1 and 3, and specify the sample vials for
eachofthe runs. Forliquid samples, this can bethe samevial. Forheadspace samples, prepare three separate vials.

Run# % ChangeinPressure Pressure “Wial Nurnber
1 | 15% | | 21.673 psi | |107 | njecion soure
2 EREE 107 GC Injector - Front -
5 |r1s% || 29.323 psi | [107 |

Fram the chromatogram or table below, please select the retention time of your locking
compound. If you wishto set that retention time to a specific value, please enter that inthe

"Targeted Retention Time" box.

%102
E 2y g 812
E 15 © = £ = = Targeted Retention Time:
- & e =] Y
g 1 i1 X o 2w 35.701 min
# 0B l l v
: {1
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 35 38 40 42 44 45 43 B0
Retention Time [min] Targeted Cornpound Mame:
(C18:0

Peak Retention e
Number Compound Mame Time Area

| 35.7000

B C1B8:1n6t 36.7209 115 8100
C18:1n%t 36.7966 77.3611

10 C18:1n11t 36.8657 202.8851

11 36.9096 - i 1294210 ) 3

Figura 6. Tela de configuragdo do assistente de travamento do tempo de retengéo.



A mistura padrao de FAMEs cis-trans
para desempenho da coluna foi usada
para travar o método. Um método de
aquisi¢do, um método de processamento
e um arquivo de resultados processados
de uma inje¢do adquirida anteriormente
da mistura padrédo de desempenho foram
selecionados. C18:0 foi escolhido como
o composto-alvo para RTL. Conforme
mostrado na Figura 6, o Assistente de
RTL orientou o processo de calibragao

de presséo usando o pico C18:0 com um
tempo de retencéo de 35,701 minutos.

A curva de calibragédo da pressao

obtida a partir da série de trés corridas
programadas automaticamente pelo
assistente de RTL demonstrou uma
excelente correlacdo (Figura 7). O método
analitico foi entdo travado a presséo
indicada de 25,498 psi. Posteriormente,

a manutengéo da coluna foi realizada
aparando aproximadamente 0,5 m da
cabeca da coluna CP-Sil 88 100 m.

Para avaliar a extensao da perda

de retencao devido a alteragdo no
comprimento da coluna, a mistura padrao
de FAMEs cis-trans para desempenho da
coluna foi reanalisada apds a manutencao;
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o tempo de retencao do pico alvo C18:0

avancou aproximadamente 0,232 minutos.

Se 0 sistema nao tivesse a retencéo
travada, o operador teria que analisar um
padréo contendo o conjunto completo
de FAMEs desejados e inserir novamente
manualmente os tempos de retencéo de
analito no método de processamento de
dados.

Em vez de reinserir manualmente os
novos tempos de retengao de analito,

o método analitico foi novamente travado
usando o assistente RTL e um novo
ponto de ajuste de pressao de 25,253 psi
foi implementado. Esse novo ponto de
ajuste de pressdo acomoda a alteragéo
no comprimento da coluna para verificar
os tempos de retencao esperados,
possibilitando assim rapidez da prontidao

Eatantson Ters Locking - Adprted Mathad Parsater

Retention Time
Locking Wizard

do sistema. A mistura padrao de FAMEs
cis-trans para desempenho da coluna

foi injetada novamente para verificar se
0s novos pontos de ajuste de pressao
resultaram nos tempos de retengao
esperados. A Figura 8 mostra um resumo
dos resultados, juntamente com uma
sobreposicdo cromatografica. Os tempos
de retencao apos corte da pdés-coluna e
retravamento coincidiram com os tempos
de retencao originais pré-corte, com

alteracdes nos tempos de retengéo que
variam de 0,000 a 0,009 minutos para
cada um dos analitos alvo na coluna de
100 m. Observe o tempo de retengéo
real do C18:0 de 35,700 versus o tempo
de retencao inicialmente planejado de
35,701 minutos, uma diferenga percentual
relativa de 0,0028%.

The faiw prissure setpoint |

Thae ™ value i DLASHFISIFHITEND

Figura 7. Resultados da calibragdo da pressao de travamento do tempo de retengao.
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Figura 8. Resultados e sobreposigao cromatografica ampliada do padrao de desempenho da coluna antes e depois do retravamento.
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Conclusao

A separacao dos isdmeros de FAMEs
usando uma coluna Agilent CP-Sil 88

de 100 m em um sistema de GC Agilent
8890 permite uma resolugéo confiavel
gue excede 0s requisitos minimos de
avaliagdo de desempenho especificados
pelo método AOAC 2012.13. Foi obtida
excelente repetibilidade da injecao de
um padrao de FAMES para desempenho
da coluna especializado, com RSD do
tempo de retengao de 0,007% para

dois isébmeros C18 principais. Por fim,

0 uso de um padrédo de desempenho

da coluna em conjunto com o recurso
RTL exclusivo da Agilent permite a
identificagao correta e consistente

de isbmeros FAMEs, maior tempo

em atividade apos a manutengao do
instrumento e comparagdes mais faceis
de laboratdrio para laboratorio.
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