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Objetivo

O objetivo desta nota de aplicagao é demonstrar

o desempenho do GC Thermo Scientific™ TRACE™ série
1600 acoplado a deteccao de ionizacao de chama para

a avaliacéo da autenticidade da gordura do leite de acordo
com o método da Norma Internacional ISO 17678:2019
[IDF 202:2019].

Introducao

A gordura € um componente importante do leite e produtos
lacteos.! Devido ao seu alto custo, dleos vegetais de preco
inferior ou outras gorduras animais mais baratas as vezes
sao usados no processo de fabricacao.! Portanto, testar

a gordura do leite € essencial para garantir que os produtos
lacteos sejam vendidos conforme anunciado e produzidos
com um padrao consistentemente alto.

A International Organization for Standardization (ISO) e a
International Dairy Federation (IDF) publicaram um método
de referéncia para a determinagao da pureza da gordura
do leite (ISO 17678:2010 [IDF 202:2010]) > com base
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Jm método GC-FID rapido e econdmico
para a determinacao de gordura do

na impressao digital de triglicerideos na gordura do leite.
Este método foi revisado em 2019 (ISO 17678:2019 [IDF
202:2019]).% Com o objetivo de apoiar os laboratdrios de
testes analiticos que examinam amostras de gordura do
leite, a IDF publicou recentemente diretrizes adicionais*
para garantir testes precisos de leite e produtos lacteos.

A integridade da gordura do leite pode ser determinada ao
comparar o perfil de triglicerideos das amostras com o perfil
de triglicerideos da gordura do leite pura, aplicando um
conjunto de equagdes matematicas. O método é adequado
para a detecgéo de gorduras vegetais e animais, como sebo
bovino e banha.

Neste estudo, a cromatografia gasosa (GC) acoplada

a deteccao de ionizacao de chama (FID) foi usada para
avaliar o teor de glicerideos em manteiga clarificada
disponivel comercialmente. O uso de um injetor de
vaporizacao de temperatura programavel (PTV) no modo de
coluna a frio (COC) permitiu a transferéncia direta de analitos
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para a coluna analitica em baixa temperatura, minimizando
assim a discriminacao da amostra que pode ocorrer
durante uma injecao a quente. Os triglicerideos de interesse
(C24-C56) foram separados por nimero de carbonos
usando uma coluna capilar de metal curta, e suas fracoes
de massa foram usadas para calcular os valores-S visando
estabelecer se a presenca de uma gordura estranha poderia
ser detectada na amostra de manteiga analisada.

Experimental

Em todos os experimentos, foi usado um GC TRACE 1610
equipado com um injetor de vaporizacéo de temperatura
programavel Thermo Scientific™ Instant Connect (PTV
iConnect), usado no modo on-column, e um detector de
ionizacao de chama Thermo Scientific™ Instant Connect
(FID iConnect), equipado com um jet de didametro largo
(P/N 40402205), acoplado a um amostrador automatico
de liquidos Thermo Scientific™ AS série 1610. A separagéo
cromatografica foi obtida em uma coluna capilar

Thermo Scientific™ TraceGOLD™ TG-1MT, 6 m x 0,53 mm
x 0,15 pm (P/N 26M99-4100). O baixo sangramento

da coluna metélica TraceGOLD combinada com sua

alta temperatura de operacao (até 400/430 °C) garantiu

o0 cumprimento dos requisitos cromatograficos do método
para a analise de triglicerideos (TGs) e colesterol. Para esta
aplicacao, o Nitrogénio representa uma alternativa viavel
ao Hélio como gas de arraste, pois pode ser faciimente
produzido em laboratério com alta pureza usando um
gerador de Nitrogénio, tornando-o muito econdmico.
Parametros adicionais de GC-FID e amostrador automéatico
s&o detalhados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros experimentais de GC-FID e amostrador
automatico usados para a avaliagdo da impresséo digital
de triglicerideos

Parametros do amostrador automatico Al/AS 1610

Tipo de injegao Padrao
Modo de amostra Viscosidade
Cursos de preenchimento 10
Profundidade da amostra Fundo

Modo de injecao Customizado
Velocidade de injegéo (uL/s) 100

Tempo de atraso pré-injecao (min)

Ciclos de lavagem pré-injecao

0
Tempo de atraso pds-injecao (s) 3
3
5

Ciclos de lavagem pés-injecao

Ciclos de lavagem de amostra 3
Volume de Injegéo (uL) 0,5
Seringa 5 pL, 50 mm, Ga 26* (P/N 36500505)

* 0 modo de injecéo OC requer o uso de uma seringa de agulha 26Ga

Parametros do iConnect PTV

Temperatura de injecao (°C) 80

Revestimento PTV Silcosteel
Simile OC (P/N 45322052)

PTV, simulado na coluna

Revestimento

Mddulo e modo de entrada

Tempo de injecao (min) 0,05
Taxa de transferéncia (°C/s) 0,7
Temperatura de transferéncia (°C) 380
Tempo de transferéncia (min) 0,15
Temperatura pés-ciclo Manter
Fluxo da divisao (mL/min) 10

Fluxo de purga do septo (mL/min) 1, constante

Gas de arraste, fluxo (mL/min) N, 5

Parametros do GC TRACE 1610

Programa da temperatura do forno

Temperatura (°C) 80
Tempo de espera (min) 0,5
Taxa (°C/min) 50
Temperatura 2 (°C) 190
Taxa (°CG/min) 6
Temperatura 3 (°C) 370
Tempo de espera (min) 5

Tempo de processamento de GC (min.) 37,70

Temperatura (°C) 370
Fluxo de ar (mL/min) 350
Fluxo H, flow (mL/min) 35
Fluxo N, flow (mL/min) 40
Taxa de aquisicao (Hz) 25

Coluna

TraceGOLD TG-1MT 6 m, 0,563 mm, 0,15 ym

(P/N 26M99-4100)

Preparo de padroes e amostras

Pequenas aliquotas de dois materiais de referéncia
certificados (CRM), BCR-632A e BCR-632B, foram
fornecidas por um dos laboratdrios internos da

Thermo Scientific devido a sua indisponibilidade atual

no mercado local. De acordo com a especificagéo do
fabricante, o material de referéncia deve ser injetado

no dia da abertura e as ampolas abertas n&do devem

ser armazenadas para testes posteriores. © O CRM de
manteiga pura (BCR-632A) foi diluido a 1% com heptano
(Fisher Scientific, >99%, P/N 10692752), injetado em
triplicata no inicio da sequéncia e usado para derivar o fator
de resposta de cada triglicérides e colesterol de acordo
com o método ISO/IDF. Embora néo solicitado como parte



da validagado do método, uma gordura de manteiga CRM
adulterada com dleo de coco (BCR-632B)° foi diluida a 1%
com heptano e injetada (n=5) para verificar a adequacgéo do
meétodo para deteccao de adulteragéo de gordura estranha.

Preparo de amostras

A manteiga clarificada comercialmente disponivel foi
comprada de um varejista local. A amostra foi fundida

a 50 °C e depois diluida a 1% com heptano. Uma aliquota

(1 mL) foi entao transferida para o frasco de GC para injecéo.
Essa amostra foi usada para verificar a consisténcia da
resposta e avaliar a precisao do método (n=9).

Aquisicao, processamento e geragao de relatdrios

de dados

Os dados foram adquiridos usando o software Sistema

de dados de cromatografia (CDS) Thermo Scientific™
Chromeleon™, versao 7.3. Essa plataforma Unica integra
controle de instrumentos, funcionalidade de desenvolvimento
de métodos, fluxos de trabalho focados em quantificacéo,
relatérios e armazenamento em conformidade com o Titulo
21 CFR parte 11, garantindo gerenciamento de dados eficaz,
facilidade de uso, integridade de dados e rastreabilidade. °

O Chromeleon CDS também oferece a opcao de escalar
todo o gerenciamento de dados de uma Unica estagao de
trabalho para um ambiente corporativo.

Resultados e discussao

Perfil cromatografico de triglicerideos e colesterol em
amostra de manteiga clarificada

A integracéo de varios picos cromatograficos FID foi realizada
de acordo com o método ISO/IDF, aplicando uma integracao
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de linha de base de C24 a C56 e combinando triglicerideos
com numeros impares de acil-C com o numero par anterior.
Um exemplo de uma impressao digital tipica de triglicerideos
obtida para uma amostra de manteiga clarificada com
integracao de linha de base é relatado na Figura 1.

Calculo de fatores de resposta para amostras

Conforme especificado no método ISO, CRM (BCR-632A)
foi injetado em triplicata no inicio da sequéncia e usado para
calcular os fatores de resposta (fi) para TGs e colesterol.

As fracbes de massa (%) obtidas foram consistentes com os
valores certificados esperados com desvios n&o superiores
a 0,56%. O C56 nao foi incluido nos calculos devido ao

seu baixo teor de acordo com o método ISO. Os fatores

de resposta foram derivados da ultima injecao de CRM

de gordura de manteiga pura, aplicando a Equacao 1.

As fragbes de massa medidas e esperadas (%) bem como
0 desvio dos valores esperados e fi calculado s&o relatados
na Tabela 2.

Equag&o 1 fi=Wi* SAI/ SWi * Ai

Onde:

Wi = fragéo de massa (%) de cada TG ou colesterol no
material de referéncia certificado

Ai = area de pico absoluto de cada TG ou colesterol no
material de referéncia certificado

Os fatores de resposta calculados foram <1,25 para todos
os triglicerideos e colesterol, portanto, adequados para
serem aplicados para calcular as fragcdes de massa de TGs
e colesterol na amostra analisada.
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Figura 1. Integracdo de linha de base de TGs e colesterol na amostra de manteiga clarificada de acordo com o método ISO 17678:2019
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Tabela 2. Fragbes de massa (%) obtidas para um padrao de manteiga pura dentro de 0,005-0,56% dos valores certificados, com fi calculado < 1,25
para triglicerideos e colesterol. Os fatores de resposta s&o expressos com quatro digitos apds o ponto decimal, conforme a exigéncia do método.

Triglicerideos

C24 7,20 0,05
Colesterol 7,64 0,284
C26 8,81 0,26
C28 10,37 0,64
C30 11,95 1,26
C32 13,50 2,79
C34 15,06 6,24
C36 16,57 11,11
C38 17,85 13,06
C40 19,08 10,44
C42 20,27 7,25
C44 21,46 6,62
C46 22,64 7,11

C48 23,78 8,46
C50 24,88 10,29
Ch2 25,89 9,35
Ch4 26,77 4,43

Composicao de triglicerideos em amostras

A amostra de manteiga clarificada foi preparada conforme
detalhado na segéo de preparo de amostra. A amostra

foi injetada varias vezes (n=9) para avaliar a consisténcia
dos resultados e a precisdo. Além disso, uma gordura

de manteiga adulterada (BCR-632B) foi corrida (n=5)

para verificar a adequacao do método para deteccéo de
adulteracao. A fracao de massa de cada TG e colesterol foi
calculada aplicando a Equacéo 2.

Equacéo 2 wi = [Ai* fi / Y (A * fi)] * 100

Onde:

Ai = area de pico absoluta de cada TG na amostra de teste
fi = fator de resposta de cada TG determinado usando
o CRM BCR-632A

A integridade da gordura do leite foi determinada usando
equagoes de triglicerideos definidas (valores-S, Apéndice 1)
com base nas fracdes de massa de moléculas de gordura
variando de C24 a C54 usando apenas numeros C pares,
€ 0s resultados foram comparados com os limites de
valores-S fornecidos no método ISO/IDF.

BCR-632 Uma fracao de massa média
(%, n=3)

Desvio do valor Fator de resposta

determinado

esperado

@ i

0,07 0,02 1,0541
0,289 0,005 0,9999
0,33 0,07 0,9936
0,74 0,10 0,9995
1,37 0,11 1,0036
2,83 0,04 0,9996
6,09 0,15 0,9999
10,70 0,41 0,9995
12,50 0,56 1,0003
10,05 0,39 0,9998
7,07 0,18 1,0003
6,68 0,06 1,0003
7,36 0,25 0,9995
8,74 0,28 MI9998)
10,74 0,45 1,0002
9,80 0,45 0,9994
4,70 0,27 1,0008

O uso de férmulas de conteudo de triglicerideos definidas
com base na soma ponderada normalizada de picos de
triglicerideos individuais permitiu a facil comparagéao de
impressoes digitais de triglicerideos em amostras puras

e adulteradas. Os valores-S calculados para a amostra de
manteiga clarificada ficaram dentro dos limites-S, portanto,
pode ser considerada uma amostra de gordura de leite pura.
Ao contrério, na amostra de gordura adulterada o valor-S
relacionado a gordura de coco e palmiste falhou. A amostra
pode ser considerada como contendo gordura estranha,
confirmando assim a adequacgéo do método na detecgéo de
possiveis fraudes, conforme relatado na Figura 2.

Os resultados obtidos para ambas as amostras de teste
foram consistentes nas inje¢des replicadas com %RSD

< 0,3 (Apéndice 1). %RSDs de area de pico absoluto foram
avaliados na amostra de manteiga clarificada em n=9
réplicas, obtendo uma média de 1,1% conforme relatado na
Figura 3. Além disso, as opgdes de relatdrio personalizaveis
do Chromeleon CDS garantiram uma rapida revisao de dados
e facil interpretacao para possivel adulteracao de gordura,
conforme relatado na Figura 4.
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Figura 2. Valores-S calculados para injegcdes replicadas de amostras de manteiga clarificada (n=9) (A) e gordura de
manteiga adulterada (n=5) (B). Os valores-S para a amostra de manteiga clarificada ficaram dentro dos limites-S, portanto, pode
ser considerada uma amostra de gordura de leite pura. Pelo contrario, o valor-S relacionado a gordura de coco e palmiste falhou

na amostra de gordura adulterada. Os limites-S s&o anotados (consulte o Apéndice 2 para os valores-S calculados de cada injegao).
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Figura 3. Cromatogramas sobrepostos de amostra de manteiga clarificada (n=9) com %RSDs de area de pico
absoluta calculados a partir de n=9 inje¢des repetidas (anotadas)

A

Figura 4. Exemplo de relatorio personalizado no navegador Chromeleon CDS para uma amostra de manteiga
clarificada (A) e gordura de manteiga adulterada (B)



Conclusbes

Os resultados obtidos nos experimentos realizados
demonstram que o GC TRACE série 1600, em combinacao
com o FID e o PTV de injecao em frio em coluna e equipado
com o amostrador automatico de liquidos AI/AS 1610,
representa uma configuragéo de baixo custo (com Nitrogénio
como gas de arraste) e confiavel para a elaboracao de perfis
de triglicerideos em leite e produtos lacteos, permitindo

a identificagao de gorduras estranhas adicionadas com

fins fraudulentos.

e O uso dainjegao de PTV no modo em coluna garante
a injecao eficiente de analitos na coluna, eliminando
a possivel discriminagao de compostos.

e O baixo sangramento da coluna metalica TraceGOLD
combinado com sua alta temperatura de operagéo
garante uma separagao cromatografica adequada em
conformidade com o método ISO/IDF.

e A robustez do amostrador automatico de liquidos
Al/AS 1610, oferecendo uma capacidade de amostra
de 155 frascos, garante operagcdes autbnomas confiaveis.
Sua alta repetibilidade no manuseio de amostras
combinada com a alta inércia do sistema permite
resultados confiaveis e consistentes com area de pico
absoluta média %RSD de 1,1 para n=9 injegbes repetidas
de amostra da manteiga clarificada.

e O Chromeleon CDS (em conformidade com os requisitos
FDA 21 CFR parte 11) garante integridade de dados,
rastreabilidade e gerenciamento de dados eficaz,
permitindo o processamento, quantificacao e relatdrios
de dados faceis e rapidos.
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Apéndice 1

Calculo da pureza da gordura do leite usando valores-S:
Equacéo 1

Adulteragéo por soja, girassol, azeitona, semente de canola,
linhaga, gérmen de trigo, gérmen de milho, semente de
algodéo, dleo de peixe:

S =2,0983 * wC30 + 0,7288 * wC34 + 0,6927 * wC36 +

0,6353 * wC38 + 3,7452 * wC40 - 1,2929 * wC42 + 1,3544
*wC44 +1,7013 * wC46 + 2,5283 * wC50

Limites-S: 98,05-101,95
Equacéo 2
Adulteragéo por gordura de coco e palmiste:

S =3,7453 *wC32 + 1,1134 * wC36 + 1,3648 * wC38 +
2,1544 * wC42 + 0,4273 * wC44 + 0.5809 * wC46 + 1.2926
*wC48 + 1,0306 * wC50 + 0,9953 *w C52 + 1,2396
*wCbh4

Limites-S: 99,42-100,58

Equacéo 3

Adulteracao por 6leo de palma e sebo bovino:

S = 3,6644 * wC28 + 5,2297 * wC30 — 12,5073 * wC32 +
4,4285 * wC34 - 0,2010 *w C36 + 1,2791 * wC38 + 6,7433
*wC40 — 4,2714 * wC42 + 6,3739 * wC46

Limites-S: 95,90-104,10

Equacao 4
Adulteracao por banha:

S=6,5125"wC26 + 1,2052 * wC32 + 1,7336 * wC34 +
1,7557 * wC36 + 2,2325 * wC42 + 2,8006 * wC46 + 2,5432
*wCh2 + 0,9892 * wC54

Limites-S: 97,96-102,04
Equacéo 5
Falha no resultado total:

S=-2,7575*wC26 + 6,4077 * wC28 + 5,5437 * wC30 —
15,3247 * wC32 + 6,2600 * wC34 + 8,0108 * wC40 — 5,0336
*wC42 + 0,6356 * wC44 + 6,0171 * wC46

Limites-S: 95,68-104,32
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thermoscientific

Apéndice 2
Valores-S calculados para amostra de manteiga clarificada e gordura de manteiga adulterada

Limites-S para soja, girassol, oliva, semente Limites-S para Limites-S de

Replicar de canola, linhaca, gérmen de trigo, gérmen gordura de dleo de palma DIz Limite.s-S
numero de milho, semente de algodao, 6leo de peixe: coco e palmiste: e sebo bovino: g7a;a6i31a;2hg; 95 ;(8,3'34 32
98,05-101,95 99,42-100,58 95,90-104,10 ’ ¢ ’ ‘
Réplica 1 100,80 99,86 100,86 99,82 101,03
Réplica 2 100,66 99,86 100,75 99,96 100,98
Réplica 3 100,74 99,97 100,11 99,86 100,24
Réplica 4 100,75 99,85 100,72 99,95 100,84
Réplica 5 100,74 99,88 100,68 99,93 100,84
Réplica 6 100,67 99,96 100,28 100,00 100,35
Réplica 7 100,70 99,84 110,78 99,81 100,99
Réplica 8 100,65 99,92 100,40 100,04 100,48
Réplica 9 100,60 99,85 100,65 99,96 100,82
%RSD 0,05 0,05 0,25 0,08 0,29
Réplica 1 100,00 100,76 97,82 100,21 97,27
Réplica 2 99,94 100,76 97,60 100,22 97,08
Réplica 3 99,94 100,78 97,62 100,25 97,038
Réplica 4 99,90 100,71 97,25 100,26 96,60
Réplica 5 99,87 100,76 97,39 100,32 96,79
%RSD 0,05 0,03 0,23 0,04 0,27
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