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Garantia de la idoneidad del sistema
para el analisis de FAME cis-trans
con el método AOAC 2012.13 en

un sistema GC Agilent 8890 con
congelacion de tiempos de retencion

Resumen

El método AOAC 2012.13 determina el contenido de acidos grasos en productos
lacteos y preparados para lactantes mediante cromatografia de gases capilar con
deteccion de ionizacién de llama. Este método se aplicd en un sistema GC Agilent
8890 con una columna de 100 m CP-Sil 88 y, ademas de un conjunto comun de 37
ésteres metilicos de acidos grasos, se analizoé la eficiencia de la separacién de los
acidos oleico, linoleico y linolénico de forma mas detallada para lo cual se utilizaron
19 isdbmeros cis-trans monoinsaturados y poliinsaturados de la familia del C18.

Se evalud la resolucion entre los pares criticos clave de FAME cis-y trans- con un
estandar cualitativo. Por ultimo, se aplico también la congelacién de tiempos de
retencion (RTL) a fin de evitar la necesidad de una nueva alineacion después del
mantenimiento de la columna.



Introduccion

Las grasas lacteas y vegetales
contienen triglicéridos, que son
ésteres de glicerol acoplados a tres
cadenas de acidos grasos. Los acidos
grasos constan de un grupo carboxilo
terminal conectado a una cadena de
hidrocarburos que puede ser corta o
larga, lineal o ramificada y saturada,
mono o poliinsaturada. La configuracion
y ubicacion del doble enlace en las
grasas insaturadas da como resultado
nuMerosos isémeros posicionales

y cis-trans. La identificacion adecuada
de los isdmeros es critica para lograr
un etiguetado nutricional preciso.

LLa separacion e identificacion de los
homologos e isdmeros de los acidos
grasos de una matriz compleja es

una tarea compleja. Después de la
esterificacién, los correspondientes
ésteres metilicos de acidos grasos
(FAME) se pueden analizar de forma
reproducible mediante cromatografia

de gases con deteccion de ionizacion de
llama. El orden de elucion del isémero

y la eficiencia de separacion dependen
en gran medida del tipo y longitud de la
fase estacionaria de la columna. Aunque
ninguna columna puede resolver por
completo la diversa gama de isémeros
cis-trans de los FAME, una columna
capilar de 100 metros recubierta con
una fase estacionaria de cianopropil
altamente polar como la CP-Sil 88
permite una separacion detallada y fiable
de la mayor parte de los isémeros cis

y trans de los FAME. A diferencia de

las columnas de cera tradicionales, los
isémeros trans se eluyen antes que los
isémeros cis en la fase estacionaria
cianopropilica altamente polar.

Experimento

Para generar los datos se utilizd

un cromatografo de gases Agilent
8890 configurado con un inyector
split/splitless (SSL), un detector

de ionizacion de llama (FID) y un
muestreador automatico de liquidos
Agilent 7693A (ALS).

Productos quimicos

Se compraron patrones analiticos para
evaluar la prestacion de la columna de
los FAME:

+ Unamezcla de 37 FAME (47885-U)
con FAME de C4 a C24 en el intervalo
de concentracion de 100 a 600 pg/ml

+  Una mezcla de cuatro componentes
de cuatro componentes con éster
metilico de acido linoleico total
cis-trans de 10 mg/ml (CRM47791)

Tabla 1. Condiciones del instrumento.

+Una mezcla de isémeros de éster
metilico de acido linolénico de
ocho componentes (L6031) con
un contenido de % en peso para
cada componente en el intervalo
del 3al 30 %

+ Una mezcla de prestacion de
la columna de FAME cis-trans
(40495-U) con varios FAME
a 2,5mg/ml

Todas las mezclas anteriores se
compraron a MilliporeSigma (St. Louis,
MO). Se compré a Restek (Bellefonte, PA)
una mezcla de FAME cis-trans de ocho
componentes (35079).

Condiciones del GC Agilent 8890 - Método oficial de la AOAC 2012.13

Inyeccion

Tamafio de jeringa 10 pl, ref. G4513-80204

Volumen de inyeccién| 1 pl

Inyector inyector split/splitless, modo split
Temperatura 250 °C

Relacién de split 10:1

::éu;?u(: purga del 3 ml/min

Columna Agilent CP-Sil 88, ref. CP7489
Dimensiones 100 m x 0,25 mm, 0,20 pm

Gas portador Flujo constante de 0,8 ml/min

Horno
Temperatura inicial 60 °C
Tiempo de

P 5 minutos

mantenimiento inicial

15 °C/min hasta 165 °C, mantener 1 minutos,

FETT(E 2 °C/min hasta 225 °C, mantener 20 minutos
Detector

Tipo FID

Temperatura 250 °C

Flujo de aire 400 ml/min

:Izujo de combustible 40 ml/min

Flujo de N, auxiliar 25 ml/min
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El método es muy adecuado para la
resolucion de los seis isomeros de FAME
cis-trans C18:1 (Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma ampliado de isémeros C18:1 por la AOAC 2012.13.
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que todos los isémeros de FAME
linoleicos estan bien resueltos.
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Figura 3. Cromatograma ampliado de isémeros C18:2 por la AOAC método 2012.13.



Por ultimo, se examino la prestacion

de la columna del método para los
isémeros C18:3 mediante la inyeccion
de una mezcla de éster metilico de acido
linolénico (MilliporeSigma L6031), diluido
a 2,5 mg/ml en diclorometano (Figura

4). Ninguna columna puede resolver
completamente los isémeros del acido
linolénico; sin embargo, para fines de
informacion nutricional, los isdmeros que
contienen trans estan bien separados del
éster metilico del acido alpha-linolénico.

El método AOAC 2012.13 requiere

una verificacion de la prestacion de

la columna antes de la calibracion.

La resolucion se determina entre
trans-C18:1n13t/C18:1n14t y el pico
¢is-C18:1n9¢c/C18:1n10c (Figura 5,
recuadro). Mediante la Ecuacion 1, se
logra una resolucion aceptable cuando
el valor calculado de R es equivalente

o superior a 1,00. Se inyectaron cinco
réplicas de una mezcla cualitativa de
prestacion de la columna de FAME
cis-trans (MilliporeSigma 40495-U) para
evaluar la resolucion y la reproducibilidad
del area/tiempo de retencion.
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Figura 4. Cromatograma ampliado que muestra la resolucion de isémeros C18:3 por la AOAC método 2012.13.
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La Tabla 2 resume los resultados del par
critico utilizado en la verificacion de la
resolucion: la reproducibilidad del tiempo
de retencién para ambos isémeros

es excelente, con una desviacion
estandar relativa (RSD) del 0,007 %.

La precision del area de pico es inferior
al 2,5 % de RSD en todos los isomeros.
La resolucion media de los picos a
media altura de 1,494 excede el requisito
minimo de resolucion del método.

Congelacion de tiempos de retencion

El conjunto de FAME determinado por la
AOAC 2012.13 requiere tanto precision
de temperatura como de flujo para una
identificacion adecuada; por lo tanto,

es un excelente candidato para la RTL.
La funcion RTL de Agilent proporciona
una buena reproducibilidad a largo
plazo en un instrumento determinado

y evita tener que ajustar los tiempos de
retencion después del mantenimiento
de la columna. Puede mantener los
mismos tiempos de retencion después
de transferir el método a un GC diferente,
lo que facilita la transferencia del método
y simplifica las comparaciones entre
laboratorios. La RTL ajusta y congela
correctamente los tiempos de retencién
de un compuesto especifico mediante
el estudio de la relacion entre los
parametros del inyector y el tiempo de
retencion durante una serie de analisis
de referencia, la calibracién del sistema
con los resultados y el almacenamiento
de la relacion en el archivo del método.

Agilent OpenlLab CDS 2 Acquisition incluye
un asistente de RTL para guiar al operador
a través del proceso mediante la seleccion
de un método de adquisicion para la
congelacion y eleccion de un compuesto
diana a partir de un archivo de datos
previamente adquirido. A continuacién,

el asistente de RTL configura una serie

de calibraciones de presién en funcion

de los parametros especificados por

el método de adquisicion designado.

Se realiza un analisis con el valor
programado de presion original y dos
analisis con una desviacion de la presion
del 15 % por encima o por debajo del valor
programado del método, respectivamente.

La desviacion en los valores programados
de presion simula cambios en la longitud
de la columna que se encuentran
comunmente después del mantenimiento,
como, por ejemplo, después del recorte
de la columna. Los métodos bloqueados
no requieren la realineacion del tiempo

de retencion después del mantenimiento
0 sustitucion de la columna; antes bien,
los tiempos de retencion del instrumento

original se pueden ajustar a través de

un simple estandar de reblogueo. Si el
estandar de reblogueo sirve también como
estandar de evaluacion de la prestacion

de la columna, los usuarios pueden
satisfacer los requisitos de evaluacion de
la prestacion de la columna especificados
por el método AOAC 2012.13 en un solo
paso.

Tabla 2. Resultados de cinco inyecciones repetidas de una mezcla de estandar de FAME de prestacion

cualitativo de la columna.

Valor Descripcion Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Rep. 4 Rep. 5 RSD
1, ;;g?ﬂ%fﬁ fte"dé" en minutos, 37124 | 37125 | 37128 | 37,128 3713 | 0007%
[ Retencién 2 en min, pico ¢9/c10 37,304 37,305 37,308 37,308 37,31 0,007%
Area de pico t13/t14 115605 | 113,463 | 117,747 | 115944 | 120812 2,356%
Area de pico c9/c10 599,259 588,91 610,828 | 602276 | 628,644 2,458%
WOV5h1 Anchura a media altura, pico t13/t14 0,073 0,072 0,073 0,073 0,074 0,969%
WOV5h2 Anchura a media altura, pico ¢9/¢10 0,069 0,069 0,069 0,069 0,07 0,646%
R gzsl;”:lfhérg de pico a la mitad 1,496 1,506 1,496 1,496 1,475 0.77%

To complete the RTLcalibration, the wizard will perform three runs. The firstrun is completed at a flows pressune [ower than
the method setpoint, the second runis completed atthe flow/pressure in the method, and the third run is completed ata
higherflow/pressure than the method setpoint. Specifythe pressure change for runs 1 and 3, and specify the sample vials for
eachofthe runs. Forliquid samples, this can bethe sarmevial. For headspace sarmples, prepare three separate vials.

Run# % ChangeinPressure Pressure Wial Nurmber
1 [-15% i 21673 psi | [107 | njecton soure
2 ZeRUE 107 GC Injector - Front -
T || 29.323 psi | [107 |

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

"Targeted Retention Tirme" box.
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(C18:0

Peak Retention 3
Number Compound Name Time Area

| 35.7000
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Figura 6. Pantalla de configuracion del asistente de congelacion de tiempos de retencion.



Se utilizé el estandar de mezcla de

prestacion de la columna de FAME cis-trans

para bloguear el método. Se seleccionaron
un método de adquisicion, un método de
procesamiento y un archivo de resultados
procesados de una inyeccion previamente
adquirida del estandar de mezcla de
prestacion de la columna. Se eligio el
C18:0 como el compuesto diana para

la RTL. Como se muestra en la Figura 6,

el asistente de RTL guio el proceso

de calibracion de presion mediante el

pico C18:0 con un tiempo de retencion
diana de 35,701 minutos. La curva de
calibracion de presion lograda a partir

de la serie de tres andlisis programados
automaticamente por el asistente de

RTL reveld una excelente correlacion
(Figura 7). A continuacion, se bloqued el
método analitico a la presion indicada

de 25,498 psi. Posteriormente, se llevo

a cabo el mantenimiento de la columna
recortando aproximadamente 0,5 m desde
la cabeza de la columna CP-Sil 88 100 m.

Para evaluar el grado de pérdida de
retencion por el cambio en la longitud de la

columna, se volvid a analizar el estandar de

la mezcla de prestacion de la columna de

FAME cis-trans después del mantenimiento;
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el tiempo de retencion del pico C18:0
objetivo se adelantd en aproximadamente
0,232 minutos. Si el sistema no se hubiera
bloqueado, el operador tendria que haber
analizado un estandar con el conjunto
completo de FAME deseados y volver

a introducir manualmente los tiempos

de retencion de analitos en el método

de procesamiento de datos.

En lugar de volver a introducir
manualmente los nuevos tiempos

de retencion del analito, el método
analitico se volvio a bloguear con el
asistente de RTL y se aplicd un nuevo
valor programado de presion de 25,253
psi. Este nuevo valor programado de

la presion se adapta al cambio en la
longitud de la columna para determinar
los tiempos de retencion esperados, lo
que facilita una preparacion mas rapida

Eatantson Ters Locking - Adprted Mathad Parsater

Retention Time
Locking Wizard

del sistema. El estandar de mezcla de
prestacion de la columna de FAME cis-
trans se volvid a inyectar para determinar
si los nuevos valores programados

de presion daban como resultado

los tiempos de retencion esperados.

La Figura 8 muestra un resumen de los
resultados, junto con una superposicion
cromatografica. Los tiempos de
retencion de los recortes de postcolumna
reblogueados coincidieron en gran
medida con los tiempos de retencion
originales antes del recorte, y los cambios
en los tiempos de retencién oscilaron
entre 0,000 y 0,009 minutos para cada
uno de los analitos clave en la columna de
100 m. Obsérvese el tiempo de retencion
real de C18:0 de 35,700 frente al tiempo
de retencion inicialmente previsto de
35,701 minutos, una diferencia porcentual
relativa de 0,0028 %.

The faiw prissure setpoint |

Thae ™ value i DASHFFIFHITEND

Figura 7. Resultados de la calibracion de presion con congelacion del tiempo de retencion.

4 RT antes RT después RT después del
| Pico | Nombre |del corte (min)| del corte (min) | bloqueo (min) | ATR
|
3 1 C16:0 31,430 31,234 31,430 0,000
2 C18:0 35,701 35,481 35,700 0,001
C18:1n6
3 37,308 37,076 37,317 0,009
c9/c10
4 C18:2 néc 39,636 39,396 39,641 0,005
5 C20:0 40,356 40,125 40,358 0,002
6 C18:3 n3a 42,341 42,101 42,332 0,009
7 €22:0 45,256 44,999 45,257 0,001
5,
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Figura 8. Resultados y superposicion cromatografica ampliada del esténdar de prestacion de la columna antes y después del rebloqueo.
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Conclusion

LLa separacion de los isémeros de

FAME con una columna Agilent CP-Sil
88 de 100 m en un sistema GC Agilent
8890 permite una resolucién fiable

que excede los requisitos minimos

de evaluacion de la prestacion de la
columna especificados por el método
AOAC 2012.13. Se obtuvo una excelente
reproducibilidad de inyeccion de un
estandar de prestacion de la columna
FAME especializado, con una RSD del
tiempo de retencion de 0,007 % para
dos isomeros clave de C18. Por ultimo,
el uso de un estandar de prestacion de
la columna junto con la funcién RTL
exclusiva de Agilent permite identificar
correctamente los isomeros de FAME de
forma sistematica, acelerar el tiempo de
funcionamiento continuado después del
mantenimiento instrumental y facilitar
las comparaciones entre laboratorios.
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