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Analise de alcool no sangue

com o amostrador headspace
Agilent 8697 integrado no sistema
GC-Dual FID 8890

Resumo

Os limites legais de concentragdo de &lcool no sangue (BAC) para operar veiculos
motorizados variam em todo o mundo, com muitos paises definindo niveis de
intoxicagao a 0,05 ou 0,08%. A avaliagao estatistica do amostrador headspace
Agilent 8697 conectado ao GC Agilent 8890 exibe excelente linearidade do etanol
entre 0,02 a 0,4%. A instrumentac&o apresenta uma configuragéo de coluna dupla

e FID duplo e reprodutibilidade vial a vial na concentragao de 0,05%, com RSD inferior
a 2% para a maioria dos compostos de alcool e carbonila em uma mistura.



Introdugao

A analise de alcoolemia por GC é um
teste estabelecido em cenarios legais,
forenses e de diagndstico. O sangue

€ uma mistura extremamente complexa
de materiais n&o volateis. Isso apresenta
desafios significativos para injecdes
diretas de amostras de sangue total em
abordagens tradicionais de GC. Alcoois
e/ou metabdlitos de alcool de baixo

peso molecular, presentes em casos de
intoxicagao ou exposi¢ao, S&o muito mais
volateis que o resto da matriz sanguinea,
criando uma oportunidade para trabalhar
com amostragem por headspace.

A incorporagao de um amostrador para
extrair o conteudo volatil de uma amostra
minimiza a inconveniéncia do extenso
preparo de amostra e da possibilidade de
erro humano. O amostrador headspace
8697 baseia-se na tecnologia de valvula
e loop, demonstrada com sucesso no
passado, e incorpora controle pneumatico
aprimorado, integragao total no driver do
GC e diversas melhorias para o usuario.
Essas melhorias incluem diagndsticos
passo a passo, disponiveis via interface
do navegador ou interagbes na tela de
toque, luzes indicadoras para confirmar

0 posicionamento correto da bandeja

e uma linha de transferéncia reforgada.
Semelhangas em zonas de parametro
criam uma migragao perfeita dos
parametros existentes do headspace
7697A.128

Parte experimental

Um GC Agilent 8890, configurado

com um injetor split/splitless e dois
detectores de ionizagdo de chama

dupla (FID), foi usado para receber

a amostra do amostrador headspace
Agilent 8697. Detalhes adicionais do
sistema sdo fornecidos na Figura 1, com
padroes analiticos e consumiveis usados
nos testes fornecidos na Tabela 1.

As condi¢des do método sdo mostradas
na Tabela 2. Um lote de 1 L de agua
(dispensada pela Millipore) contendo
0,1% (v/v) de t-butanol foi preparado para
o padrdo interno e solvente. Os vials do
headspace para teste continham 0,5 mL
de volume da amostra, com 50 pL de
padrao adicionado a 450 yL de solugao
de agua/t-butanol.

- -
FID1  FID2
BACUI 1: 30 m x
320 pm, 1,8 ym
BACUI 2: 30 m x
320 ym, 1,2 pm
Pré-coluna: 0,5m x 530 pm, 0 pm

Figura 1. Detalhes da configuragdo do sistema headspace/GC usado no teste.

Tabela 1. Consumiveis e padrdes de instrumentos usados em testes.

Consumiveis Padrdes Fornecedor Teste
Vials de 20 mL e tampas lacraveis p/n 5190-2286 Mistura gi?SOIUQaO 5190-9765 Agilent Resolugdo
Liner do GC (2 mm de DI) p/n 5190-6168 Calibragéo do etanol | G3440-85035 Agilent Linearidade

Linha de transferéncia (silica fundida

desativada) 0,53 mm de DI

t-Butanol, >99% 24127 Millipore/Sigma

Colunas

Solventes

personalizados Restek

Personalizado

Reprodutibilidade

Pré-coluna: 0,5m x 0,53 mm x 0 ym p/n 160-2535-10

Coluna 1: Agilent J&W DB-BAC1 Ul

(30 m x 0,32 mm x 1.8 pm) p/n 123-9334U1

Coluna 2: Agilent J&W DB-BAC2 Ul

(30 m x 032 mm x 1.2 pm) p/n 123-9434U1




Tabela 2. Condigoes de headspace e GC usadas

no teste.

CondigGes do headspace 8697

Calibration Curve

EtOH, FID1 A
Area Ratio =0.04883206*AmtRatio -0.001 1654

Temperatura do forno 70°C
Temperatura do loop 80°C
eI e
Equilibrio do vial 7 min
Tempo de injecao 1 min
Tamanho do vial 20 mL
Modo de enchimento do vial Padrédo
Pressédo de enchimento 15 psi
Gas de pressurizagdo Nitrogénio

Modo de enchimento do loop

Personalizado

Presséo final do loop 1,5 psi
Equilibrio do loop 0,05
Volume do loop 1mL
Condigdes do GC 8890
Temperatura do injetor 150 °C
Razao de split 10:1

Modo Pressdo constante

Pressé&o de entrada 21 psi (hélio)

Balie 40 °C, is_otérmico
por 5 minutos

Temperatura do FID (ambos) | 250 °C

Fluxo de ar 400 mL/min

Fluxo de hidrogénio 30 mL/min

Makeup (N,) 25 mL/min

Resultados e discussao

Trés testes foram usados para

avaliar o desempenho do amostrador
headspace 8697: linearidade do etanol,
reprodutibilidade vial a vial e resolugao
do padrao de mistura de BAC.

Linearidade do etanol

A curva de calibracéo foi criada usando
seis pontos de dados entre 0,02 e

0,4 mg/dL. Os graficos individuais de um
teste de calibragao séo fornecidos na
Figura 2. A regresséao da curva foi gerada
usando o padréo interno, t-butanol, e
comparando as razdes relativas sem
ponderagao. Foram realizadas diversas
replicatas do teste de linearidade

do etanol e todos os valores de R?
excederam 0,9995 nesta faixa.
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Figura 2. Graficos da calibragdo do etanol para ambos os FIDs na faixa de 0,02 a 0,4 mg/dL.




Reprodutibilidade

Um estudo de repetibilidade foi
executado usando uma solugéo
multicomponente adicionada

a agua/ISTD para criar uma
concentragéo de solugdo de 0,05 mg/dL
em cada vial do headspace. A Tabela 3
detalha os tempos de retencao

e a reprodutibilidade de cada composto
referenciado ao padréo interno, t-butanol,
em 12 injecOes sequenciais.

Resolugao

O uso dos pares de colunas de
confirmacao da Agilent J&W DB-BACT

e DB-BAC2 Ul alcanga resolugéo
significativa sob essas condicdes.

O fluxo pode ser acelerado ou diminuido,
dependendo da lista de compostos
individuais e dos requisitos de resolugéo.
Os cromatogramas para ambas as
colunas séao fornecidos na Figura 3,
com tempo de retengéo e dados de
resolucéo na Tabela 4.

Tabela 3. Reprodutibilidade vial a vial do padrdo de mistura de BAC.

FID 1 FID 2
Composto TR RRF TR RRF
Metanol 0,03% 2,06% 0,03% 1,72%
Acetaldeido 0,04% 2,09% 0,00% 211%
Etanol 0,00% 2,16% 0,02% 1,69%
Isopropanol 0,02% 1,49% 0,03% 1,34%
Acetona 0,02% 0,74% 0,00% 1,01%
1-Propanol 0,04% 190% | 0,02% 1,61%
2-Butanona 0,04% 2,74% 0,02% 2,68%
BAC1 Ul
11
| /\ /\
0 0,5 1,0 3,5 4,0
BAC2 Ul
2
1
0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0

Figura 3. Cromatogramas FID da mistura de resolugdo BAC nas colunas Agilent J&W DB-BACT Ul

e DB-BAC2 UL.

Tabela 4. IDs de picos, tempos de retengao e célculos de resolugdo (USP) para as

colunas BACT Ul e BAC2 Ul

indice de TR do BAC1 Ul TR do BAC2 UI
picos | Nome do composto (min) Rs BAC1 Ul (min) Rs BAC2 Ul

1 Metanol 1,071 1,081 2,7
2 Acetaldeido 1,284 79 1,022

8 Etanol 1,348 2,0 1,371 11,5
4 Isopropanol 1,644 72 1,640 31
5] t-Butanol 1,953 52 1,881 53
6 Propanal 2,048 1,3* 1,485 4,1
7 n-Propanol 2,175 2,0% 2,388 10,6
8 Acetona 2,412 38 1,538 18
9 Acetonitrila 2,65 39 1,674 11
10 2-Butanol 2,867 3,0 3,043 33
11 Acetato de etila 4,027 124 2,84 1.6
12 2-Butanona 4,456 41 2,753 71




O valor tabulado para resolucéo

€ o0 valor comparativo do pico-alvo

e do pico do composto imediatamente
anterior ao alvo. Os valores de
resolucao para propanal e n-propanol
foram calculados manualmente. Para
manter uma resposta consistente de
t-butanol (ISTD) entre a calibragéo

do etanol e a resolugao dos padrdes
da mistura, foi aplicado um skim de
cauda nos parametros de integracgao.
Essa modificacao desativou o calculo
automatizado da largura tangencial do
pico, que é necessaria para calculos
de resolugéo USP (Figura 4). Como

a ordem de eluigao ndo € idéntica
entre as duas colunas, os compostos
de baixa resolugéo na coluna 1
mostram uma separagao melhor na
coluna 2, demonstrando efetivamente
a natureza complementar desta analise
confirmatoria. Alternativamente,

o n-propanol pode ser usado como
um padrao interno.

Atributos de pico, como largura

e simetria de pico, podem ser
indicadores Uteis da integridade geral do
sistema e dos consumiveis. Os sistemas
de GC 8890 e Intuvo 9000 oferecem um
recurso chamado avaliagao de pico* que
pode ser habilitado para monitorar os
principais recursos de uma aplicagao,
notificando o usudrio sobre pequenas
diferengas antes que qualquer perda

de produtividade seja encontrada. Uma
simples atualizagéo de firmware permite
gue os mainframes dos usuarios de GC
qualificados existentes usufruam desse
recurso.
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Figura 4. Calculo USP para resolugéo conforme determinado pelo Agilent
OpenLab edigdo ChemStation, versdo C.1.10.

Conclusao

O amostrador headspace Agilent 8697
oferece transferéncia de métodos
simples e desempenho equivalente

ao amostrador Agilent 7697A. O 8697
apresenta uma expanséao da inteligéncia
de GC em um driver totalmente
integrado, diagnosticos aprimorados
guiados pelo usuario e recursos na
ponta dos dedos para orientar o usuario
na manutencao, operacao e solugao de
problemas, promovendo a eficiéncia.
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