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Résumé

La méthode AOAC 2012.13 détermine la teneur en acides gras dans les produits
laitiers et le lait maternisé par chromatographie en phase gazeuse capillaire

et détection par ionisation de flamme. Cette méthode a été appliquée sur un

GC Agilent 8890 équipé d'une colonne CP-Sil 88 de 100 m pour analyser un mélange
de 37 esters méthyliques d’acides gras, ainsi que pour déterminer I'efficacité de
séparation des acides oléique, linoléique et linolénique a l'aide de 19 isomeres
cis-trans C18 mono- et polyinsaturés. La résolution pour les principales paires
critiques de FAME cis et trans a été évaluée a l'aide d'un étalon qualitatif. Enfin,

le calage des temps de rétention (RTL) a aussi été mis en ceuvre pour supprimer

la nécessité du réalignement aprés une maintenance de colonne.



Introduction

Les matieres grasses laitiéres et
végétales contiennent des triglycérides,
c'est-a-dire des esters de glycérol lié

a trois acides gras. Les acides gras
sont constitués d'un groupe carboxyle
terminal lié a une chaine hydrocarbonée
qui peut étre courte ou longue, linéaire
ou ramifiée, ainsi que saturée, mono- ou
polyinsaturée. La configuration et la
position de la double liaison dans les
matiéres grasinsaturées se traduisent
par de nombreux isomeres cis-trans,
mais aussi de position. Lidentification
précise de ces isomeres est essentielle
pour I'étiguetage nutritionnel.

Il est difficile de séparer et d'identifier
les acides gras homologues et isomeéres
a partir d'une matrice complexe. Apres
estérification, les esters méthyliques
d'acides gras (FAME) correspondants
peuvent étre analysés de fagon
reproductible par chromatographie

en phase gazeuse et détection par
ionisation de flamme. Lordre d"élution et
I'efficacité de séparation des isomeéres
dépendent grandement de la longueur
de la colonne et du type de phase
stationnaire. Bien qu’aucune colonne

ne puisse entierement séparer le large
éventail d'isomeres cis-trans de FAME,
une colonne capillaire de 100 m avec
une phase stationnaire cyanopropyle
hautement polaire telle que CP-Sil 88
permet la séparation fiable et détaillée de
la plupart des isomeéres cis et trans des
FAME. Contrairement aux séparations
sur colonnes WAX traditionnelles, les
isomeres trans sont élués avant les
isomeres cis sur la phase stationnaire
cyanopropyle hautement polaire.

Données expérimentales

Un chromatographe en phase gazeuse
Agilent 8890 équipé d'un injecteur
split/splitless (SSL), d'un détecteur

a ionisation de flamme (FID) et d'un
passeur automatique Agilent 7693A
(ALS) a été utilisé pour les analyses.

Produits chimiques

Des étalons analytiques ont été achetés
pour évaluer les performances de
séparation des FAME :

+ Unmélange de 37 FAME (47885-U)
contenant des FAME de C4 a C24
dans une plage de concentration
de 100 a 600 pg/mL

+ Un mélange de quatre esters
méthyliques cis-trans de I'acide
linoléique (CRM47791) avec une
concentration totale de 10 mg/mL

Tableau 1. Paramétres de I'instrument.

+ Un mélange de huit isomeres
d'esters méthyliques de l'acide
linolénique (L6031) contenant
entre 3 et 30 % (en poids) de chaque
composant

+ Un mélange de FAME cis-trans
(40495-U) pour la vérification
des performances de la colonne
contenant différents FAME a
2,5 mg/mL

Tous ces mélanges ont été achetés
aupres de MilliporeSigma (St. Louis, MO,
USA). Un mélange de huit FAME cis-trans
(35079) a été acheté aupres de Restek
(Bellefonte, PA, USA).

Parameétres du GC Agilent 8890 pour la méthode AOAC 2012.13 officielle

Injection

Taille de seringue

10 pL, réf. G4513-80204

Volume d'injection

1L

septum

Injecteur SSL, mode split
Température 250 °C
Rapport de division 10:1

Débit de purge de 3 ml/min

Colonne

Agilent CP-Sil 88, réf. CP7489

Dimensions

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

Gaz vecteur

He, 0,8 mL/min, débit constant

d’appoint)

Four

Température initiale 60 °C

Palier initial 5 minutes

Montée en 15 °C/min jusqu’a 165 °C, palier de 1 minute

température 2 °C/min jusqu'a 225 °C, palier de 20 minutes
Détecteur

Type FID

Température 250 °C

Débit d'air 400 mL/min

Débit de H, 40 mL/min

(combustible)

Débit de N, (gaz 25 miL/min
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Figure 2. Agrandissement du chromatogramme des isomeres C18:1 obtenu selon AOAC 2012.13.
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figure 5). En utilisant I'équation 1, une
résolution est considérée comme
acceptable quand la valeur R calculée est
égale ou supérieure a 1,00. Cing réplicats
d'un mélange de FAME cis-trans pour la
vérification des performances qualitatives
de la colonne (MilliporeSigma 40495-U)
ont été injectés afin d'évaluer la résolution
et la reproductibilité des aires/temps de
rétention.

Equation 1. Résolution des pics & mi-hauteur.
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Figure 5. Agrandissement du chromatogramme du mélange étalon des performances qualitatives de la colonne.



Le tableau 2 récapitule les résultats
pour les paires critiques utilisées

dans la vérification de la résolution : la
reproductibilité des temps de rétention
était excellente pour les deux isomeres
avec un écart-type relatif (RSD) de

0,007 %. La précision des aires des pics
correspondait a un RSD de moins de

2,5 % pour chaque isomere. La résolution
moyenne de 1,494 des pics a mi-hauteur
dépassait I'exigence de résolution
minimale de la méthode.

Calage des temps de rétention

Le mélange de FAME déterminés par

la méthode AOAC 2012.13 requiert une
température et un débit précis pour
permettre une identification correcte ;

il représente donc un candidat excellent
pour le RTL. La fonction RTL d'Agilent
offre une reproductibilité a long terme
sur un instrument donné et supprime

la nécessité d'ajuster les temps de
rétention aprés une maintenance de la
colonne. Elle est capable de maintenir
les mémes temps de rétention apres
I'implémentation de la méthode sur

un autre GC, simplifiant le transfert

de méthode et les comparaisons
interlaboratoires. La fonction RTL fait
correspondre et cale les temps de
rétention pour un composé défini en
étudiant la relation entre les parametres
de l'injecteur et le temps de rétention au
cours d’'une série d'analyses de référence,
en étalonnant le systéeme a partir des
résultats et en enregistrant cette relation
dans un fichier de méthode.

l‘acquisition dans Openlab CDS Agilent
version 2 comprend un assistant RTL
qui guide l'opérateur tout au long du
processus en sélectionnant une méthode
d'acquisition pour le calage, ainsi qu'un
composé cible choisi dans un fichier

de données acquises précédemment.
l'assistant RTL configure ensuite une
série d'analyses d'étalonnage de la
pression en fonction des parameétres
spécifiés dans la méthode d'acquisition.
Une analyse est effectuée a l'aide de la
consigne de pression dorigine et deux
analyses sont réalisées avec un écart
de pression de respectivement 15 %

au-dessus ou en dessous de la consigne
de la méthode. l'écart dans les consignes
de pression simule les modifications de la
longueur de la colonne qui se produisent
couramment aprés une maintenance,

par exemple apres un raccourcissement
de colonne. Les méthodes calées ne
nécessitent pas de réalignement des
temps de rétention aprés la maintenance
ou le remplacement de la colonne ;

au lieu de cela, les temps de rétention
dorigine de l'instrument peuvent étre
adaptés par l'intermédiaire d'un simple
étalon de recalage. SiI'étalon de recalage
sert également d'étalon d'évaluation

des performances de la colonne, les
utilisateurs peuvent satisfaire aux
exigences d'évaluation des performances
spécifiées par la méthode AOAC 2012.13
en une seule étape.

Tableau 2. Résultats des injections de cing réplicats d'un mélange étalon de FAME pour la vérification des

performances qualitatives de la colonne.

Valeur Description Rép. 1 Rép. 2 Rép. 3 Rép. 4 Rép. 5 RSD
1, :;s:"t‘?: ;:f ‘{étemio” 1 en min, 37124 | 37125 | 37128 | 37,128 3713 | 0007%
t,, ;f;mc%s/cdforéte”“°” 2 en min, 37304 | 37305 | 37308 | 37,308 3731 | 0007%
Aire du pic t13/114 115605 | 113,463 | 117,747 | 115944 | 120812 | 2356%
Aire du pic c9/c10 599,259 588,91 610,828 | 602276 | 628,644 | 2458%
Wov5h1 Largeur a mi-hauteur du pic t13/t14 0,073 0,072 0,073 0,073 0,074 0,969 %
WOV5h2 Largeur @ mi-hauteur du pic c9/c10 0,069 0,069 0,069 0,069 0,07 0,646 %
R Résolution des pics a mi-hauteur 1,496 1,506 1,496 1,496 1,475 077 %

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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Figure 6. Ecran de configuration de I'assistant de calage des temps de rétention.



Le mélange étalon de FAME cis-trans
pour |'‘évaluation des performances de la
colonne a été utilisé pour le calage des
temps de rétention de la méthode. Une
méthode d'acquisition, une méthode de
traitement et un fichier de résultats traités
provenant d'une acquisition précédente
du mélange étalon de vérification des
performances ont été sélectionnés. C18:0
a été choisi comme composé cible pour
le RTL. Commme le montre la figure 6,
l'assistant RTL a guidé le processus
d'étalonnage de la pression a l'aide du

pic C18:0 avec un temps de rétention
cible de 35,701 minutes. La courbe
d'étalonnage de la pression obtenue pour
la série de trois analyses programmeées
automatiquement par l'assistant RTL
présentait une corrélation excellente
(figure 7). La méthode analytique a
ensuite été calée a la pression indiquée
de 25,498 psi, puis une opération de
maintenance de colonne a été effectuée
en coupant environ 0,5 m a partirde la
téte de colonne CP-Sil 88 de 100 m.

Afin d'évaluer 'ampleur de la perte de
rétention due a la modification de la
longueur de la colonne, le mélange étalon
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de FAME cis-trans pour la vérification

des performances de la colonne a été
réanalysé apres la maintenance ; le temps
de rétention du pic cible C18:0 a été
avancé de 0,232 minute. Si le calage des
temps de rétention n'avait pas été effectué,
l'opérateur aurait d0 analyser le mélange
étalon contenant tout I'éventail de FAME
désirés et ressaisir manuellement les
temps de rétention des composés dans la
méthode de traitement des données.

Au lieu de ressaisir manuellement

les nouveaux temps de rétention des
composes, la méthode analytique a été de
nouveau calée a I'aide de I'assistant RTL
et une nouvelle consigne de pression

de 25,253 psi a été configurée. Cette
nouvelle consigne de pression tient
compte du changement de longueur

de la colonne pour établir les temps de

Eatantson Ters Locking - Adprted Mathad Parsater

Retention Time
Locking Wizard

The faiw prissure setpoint |

rétention, accélérant ainsi la préparation
du systeme pour l'analyse. Le mélange
étalon de FAME cis-trans pour la
vérification des performances de la
colonne a été réinjecté afin de vérifier
que les nouvelles consignes de pression
permettaient dobtenir les temps de
rétention prévus. La figure 8 présente

un résumé des résultats ainsi qu'une
superposition des chromatogrammes.
Les temps de rétention recalés apres

le raccourcissement de la colonne
correspondaient étroitement aux temps
de rétention d'origine, avec des différences
comprises entre 0,000 et 0,009 minute
pour chacun des composés principaux
analysés avec la colonne de 100 m.
Notez le nouveau temps de rétention

de 35,700 pour C18:0 comparé au temps
de rétention initial de 35,707 minutes, soit
une différence relative de 0,0028 %.

Thae ™ value i DASHFFIFHITEND

Figure 7. Résultats de I'étalonnage de la pression pour le calage des temps de rétention.

4 TR avant
| raccour- TR apres TR apres le
| cissement |raccourcisse-| nouveau calage
g
3 Pic Nom (min) ment (min) (min) ART
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 C18:2néc 39,636 39,396 39,641 0,005
5 C20:0 40,356 40,125 40,358 0,002
6 C18:3n3a 42,341 42,101 42,332 0,009
‘ 7 C22:0 45,256 44,999 45257 0,001
U
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Figure 8. Résultats et agrandissement de la superposition des chromatogrammes du mélange étalon de vérification des performances de la colonne avant et

apres le nouveau calage.
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Conclusion

La séparation des isomeres de FAME
a l'aide d'une colonne Agilent CP-Sil 88
de 100 m sur un GC Agilent 8890
présentait une résolution dépassant
les exigences minimales d'évaluation
des performances spécifiées dans

la méthode AOAC 2012.13. La
reproductibilité s'est avérée excellente
pour l'injection d'un mélange étalon
de FAME spécifique a la vérification
des performances de la colonne,

avec des RSD des temps de rétention
de 0,007 % pour deux isoméres C18
clés. Enfin, I'utilisation d'un mélange

étalon de vérification des performances

de la colonne associée a la fonction

unigue RTL d’Agilent a permis d'identifier

correctement les isomeres de FAME,

de rendre I'instrument plus rapidement

opérationnel apres une maintenance
et de simplifier les comparaisons des
résultats d'un laboratoire a l'autre.
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