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Aportacions de la cromatografia al coneixement dels lipids:
olis i greixos
Contributions of chromatography to the knowledge of lipids:
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Resum: La cromatografia, concretament la de gasos (GC, de I'anglés gas chromatography), ha fet possible caracteritzar els ma-

terials lipidics a nivell molecular i ha permés posar a punt métodes rapids i de gran reproductibilitat. En aquest treball, amb un

enfocament historic, es descriuen alguns dels resultats de I'aplicacio d'aquesta tecnologia analitica, que ha fet possible distin-
gir clarament les diferents identitats i qualitats dels diversos tipus d'olis, greixos i materials lipidics. Per altra part, també s'ex-
plica com, gracies a la GC, s'han resolt alguns greus incidents amb aquests importants productes alimentaris, deguts a conta-

minacions i a fraus. També es fa esment al tema de gran actualitat dels isomers trans de I'acid oleic i a les dificultats que

implica la seva identificacio analitica. S'aporten alguns resultats de correlacio entre retencid cromatografica i estructura mo-

lecular, que contribueixen a la identificacid d'alguns isomers de configuracio de I'acid oleic trans.

Paraules clau: Cromatografia de gasos, lipids, acids trans, QSRR.

Abstract: Gas chromatography (GC) has made it possible to characterize lipid materials at molecular level and it has also

allowed the development of rapid and high-reproducibility analytical methods. With a historical focus, this paper describes
some of the results obtained with this analytical technique relating to the characterization of various types of oils, fats and
lipid materials. Likewise, this paper explains how this technique has allowed to solve some serious incidents stemming from

contamination and fraud. It also deals with a subject of great interest at the present time: the trans isomers of oleic acid and
the difficulty of their identification by analysis. Also presented in this paper are the results obtained in the identification of
trans-oleic acid configuration isomers thanks to the application of the methodology of correlation between chromatographic

retention time and the molecular structure of compounds (QSRR methodology).

Keywords: Gas chromatography, lipids, trans fatty acids, QSRR.

Introduccio

I nom lipid prové del grec lipos, que vol dir ‘greix'.
L'ésser huma sempre ha associat el material
greixos amb la seva caracteristica fisicoquimica
basica: ser immiscible amb I'aigua. Per aquest
fet, els lipids s'identifiquen de forma primaria, a
diferéncia dels dos restants materials biologics
basics: els glucids i els protids, molt més compa-
tibles amb I'aigua i dissolvents polars. Els lipids son substanci-
es fonamentals de la constitucio dels éssers vius. Es conside-
ren materials o substancies lipidiques un gran nombre de
substancies naturals que es troben en els organismes vius i
que, per la seva composicié quimica, es constitueixen com la
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part grassa d'aquests organismes. De totes aquestes substan-
cies, la part majoritaria son els triglicérids, considerats lipids
simples: acids grassos esterificats amb glicerina. També es
consideren lipids simples les ceres (acids grassos esterificats
amb alcohols). A més, existeixen lipids compostos, com els
fosfolipids (glicerina unida a dos acids grassos i un grup fosfat
unit a un alcohol) o lipids derivats, com els terpens, els este-
rols (colesterol), etc. Si bé aquestes darreres substancies es
troben en quantitats més petites, en certs casos poden ser
significatives.

La naturalesa quimica dels triglicerids, amb un fort caracter
hidrofobic, els permet formar vesicules i cellules, els lipdcits,
en els teixits adiposos dels éssers vius. Per altra part, els lipids,
molt concretament els olis i els greixos, sén fonamentals en la
nostra alimentacio. De la seva ingesta acurada depén la sa-
lubritat de la nostra dieta. No obstant, el tractament que es
realitza amb els olis i greixos, tant en els processos de cuinat
dels aliments com en la industria agroalimentaria (obtencio

.17



.18

de preparats alimentaris d'acord amb les demandes), pot pro-
duir canvis estructurals en els triglicérids. Aquestes modifica-
cions poden afectar la qualitat nutritiva dels olis i greixos i ar-
ribar, aixi, a perjudicar la salut dels consumidors.

Afortunadament, les legislacions sanitaries i alimentaries han
establert normes, cada vegada més estrictes, referents tant al
mercat dels olis i dels greixos destinats al consum alimentari
com als productes elaborats industrialment. Per aquest motiu,
la FAO (Organitzacio de les Nacions Unides per a I'Agricultura
i I'Alimentacio) [1] s'ha pronunciat en el sentit que els ali-
ments greixosos comercialitzats han de declarar tant el con-
tingut de colesterol com la proporcio d'acids grassos saturats i
el contingut d'acids grassos no saturats en configuracio trans.

La cromatografia €s la técnica analitica que ha fet possible
la caracteritzacid dels lipids, molt especialment dels triglice-
rids, a nivell molecular. No tan sols per a determinar la com-
posicid i la qualitat, sind per a seguir les transformacions
dels materials lipidics durant els processos industrials

i biologics.

La taula 1 conté la llista dels acids grassos més comuns. S'in-
clou el nom i el simbol usat més comunament. També s'inclou
el nombre lipidic i el nombre d'insaturacions. El nombre lipidic
conté el nimero de carbonis seguit del nombre d'insatura-
cions. Entre paréntesis s'indica la posicio de les insaturacions.

Taua 1. Llista d'acids grassos més comuns

Simbols Nom Nombre lipidic Insaturacions
B/ C, Butiric C4:0 0
Co/ C, Caproic C6:0 0
Cy/ C, Caprilic C8:0 0
c/ c, Capric C10:0 0
la/ C, Lauric C12:0 0
My/ C, Miristic C14:0 0
Pa/ C, Palmitic C16:0 0
PI/ C Palmitoleic C16:1 1
St/ C, Estearic C18:0 0
o/ ¢, Oleic C18:1(9) 1
L/ c, Linoleic (AGE) C18:2(9,12) 2
n/ C,” Linolenic (AGE) C18:3(9,12,15) 3

Caracteritzacio classica

dels materials lipidics

abans del descobriment

de la cromatografia: els indexs,
que es fonamenten en la quimica
basica dels olis i greixos

La primera caracteristica que els humans vam identificar com
a propia dels olis i greixos va ser que eren saponificables. Els
triglicérids, que sén la part majoritaria dels lipids, es descom-
ponen per tractament amb alcalis (hidroxid de sodi o potassi)
en les sals sodiques o potassiques dels acids grassos i gliceri-
na. Ha estat aquesta propietat la que ha donat la base per a
una caracteritzacié quantitativa d'un triglicérid, ja sigui un
greix o un oli.

La base de la reaccio de saponificacio és la segiient:
triglicérid + hidroxid de potassi/sodi = sabo potassic/sodic + glicerina

Prenent com a base aquesta reaccid, es va establir la primera
metodologia de tipus quantitatiu per a determinar els mate-
rials de naturalesa lipidica, i va apareixer I'index o nombre
d'esterificacid, que es defineix com «els milligrams de KOH
que calen per a saponificar totalment 1 gram d'oli o greix».
Aquest index dona una informacid quantitativa del pes mole-
cular mitja dels acids grassos que componen el triglicérid
estudiat.

Els olis i greixos poden estar parcialment descomposts en
acids lliures i glicerina per causes molt diverses, una de les
quals, usualment la més important, és I'accié de la humitat
tant en el fruit del qual s'extreu I'oli com en el greix o oli ma-
teix. Per tant, tot oli o greix pot tenir un cert grau d'acidesa
degut a la hidrolisi dels corresponents ésters. Per aquest mo-
tiu, s'ha establert I'index d'acidesa, que especifica de forma
quantitativa el grau d'hidrolisi d'un triglicérid i s'expressa com
«els milligrams de KOH necessaris per a neutralitzar un gram
d'oli o greix utilitzant fenolftaleina com a indicador».

Es evident que, quan es determina I'index o nombre d'esterifi-
cacio d'un triglicerid, també es consumeixen uns milligrams
d'alcali per formar els sabons corresponents als acids grassos
[liures. Per tant, la dada propiament representativa del pes



molecular mitja dels acids grassos d'un triglicerid sera I'index
o nombre d'esterificacio menys l'index d'acidesa. Aquesta di-
feréncia es denomina index d'éster.

Una altra caracteristica important dels lipids és el grau d'insa-
turacions que tenen en les cadenes hidrocarbonades els acids
grassos que els componen. Donat que una propietat de les
olefines és la fixacio d'atoms de iode en els dobles enllacos,
s'ha utilitzat aquesta caracteristica per avaluar el nivell d'in-
saturacio d'un glicérid determinat. Aixi, es coneix com a index
de iode «els grams de iode que reaccionen amb 100 grams
d'oli o de greix».

En la taula 2, es presenten els valors dels indexs de iode i d'és-
ter, abans definits, d'alguns olis i greixos d'us comu. També
s'inclou la composicio en esterols de la fraccio no saponifica-
ble de cada oli o greix.

Tauta 2. Valors dels indexs de iode i d'éster i informacio de la fraccio

insaponificable de diferents olis i greixos

Oli o greix index de iode | index d'ester Esterols (insaponificable)
. B-sitosterol i un 6 % de colesterol
Oli de palma 50-55 195-205
(fracc. esterols)
Greix de porc 52-70 192-197 98 % de colesterol
Oli d'oliva 75-95 184-196 97 % de B-sitosterol
Oli de soja 125-140 188-196 57 % de B-sitosterol
. . 54 % de B-sitosterol i un 2 % de
Oli de llinosa 170-190 187-194
colesterol (fracc. esterols)
Oli de colza 97-106 170-182 63 % de B-sitosterol

Cal remarcar I'augment del valor de I'index d'éster en dismi-
nuir el pes molecular mitja dels acids grassos majoritaris en la
composicio de I'oli o del greix. El valor d'index d'éster més alt
de la taula correspon a l'oli de palma, en el qual I'acid gras
majoritari és el palmitic (C16:0) i, per tant, els triglicérids
d'aquest oli tindran un pes molecular mitja inferior als de la
resta de la taula, en els quals els acids grassos majoritaris son
l'oleic i I'estearic, que tenen 18 atoms de carboni.

Els valors d'index de iode son baixos en I'oli de palma i el greix
de porc, ja que tenen una proporcio d'acid oleic (C18:1) infe-
rior. Aquest index puja clarament en I'oli d'oliva, en que I'oleic
€s el majoritari, i encara augmenta més en els olis de soja i Ili-
nosa, per la presencia d'acids poliinsaturats, com el linoleic
(C18:2) i el linolénic (C18:3).

El cas de I'oli de colza és interessant, ja que té un index de
iode similar al de I'oli d'oliva per la important preséncia d'acid
oleic. Pero I'oli de colza, a més, té acid erucic (C22:1). Per
aquesta rao, té un index d'éster inferior al de I'oli d'oliva.

Els marges de variacio dels indexs de iode o d'éster inclosos a
la taula 2 poden superar el 5 %, fet que no ha de sorprendre
perque van associats a la diferéncia corresponent a I'origen de
la llavor o del fruit o a la caracteristica de I'animal del qual
provenen els triglicerids.

L'index d'acidesa, molt sovint, esta relacionat amb un mal
emmagatzematge o un tractament inadequat dels fruits o lla-
vors, o, fins i tot, pot ser resultat de patologies sofertes per
I'especie productora degudes a fongs o plagues.

En el cas de I'oli d'oliva, I'acidesa també pot estar relacionada
amb la maduresa del fruit. En aquest cas, s'expressa com a
grams d'acid oleic per 100 grams d'oli, donat que aquest és
I'acid gras majoritari. Aquesta mesura especifica s'utilitza per
classificar la qualitat de I'oli d'oliva.

A la taula 3, es presenten diferents qualitats d'oli d'oliva en
relacié amb la seva acidesa [2].

Tauta 3. Qualitat de I'oli d'oliva en relacié amb el seu valor d'acidesa

Qualitat de I'oli d'oliva Acidesa maxima (*)
Extraverge 0,8
Verge 2,0
Verge corrent 3.3
Refinat 0,3

*Milligrams d'acid oleic per 100 grams d'oli.

Si I'index d'acidesa és un indicador del grau d'hidrolisi i, per
tant, del deteriorament quimic d'un triglicérid, sorprén que en
el cas de I'oli d'oliva verge I'acidesa sigui superior a la de I'oli
refinat, quan el mercat i la societat considera I'oli verge com
el de més qualitat. Cal tenir en compte que la denominacio de
verge per a l'oli d'oliva es reserva, exclusivament, als olis en
que les olives han estat tractades només per procediments
mecanics: premsat, rentat amb aigua, sedimentacio, filtracio i
centrifugacio. Per aquesta rao, I'oli d'oliva verge conserva
molts dels components del fruit que caracteritzen el gust
d'aquest oli. No obstant, com que no ha estat tractat per al-
gunes de les operacions de refinat, no ha perdut I'acidesa que



s'iniciava ja en els fruits. Aixi, cal destacar que la qualitat ma-
xima atribuida a I'oli extraverge només es dona en aquells olis
verges amb una acidesa no superior a 0,8.

Es convenient tenir en compte aquests aspectes sobre I'aci-
desa i la qualitat de I'oli d'oliva per utilitzar correctament
aquest excellent producte lipidic per a la nostra alimentacio.
L'oli verge és el millor oli per consumir cru, sempre que el sis-
tema gastric del consumidor no presenti alguna anomalia.
Pero per cuinar, si es considera oportu utilitzar oli d'oliva, és
recomanable que sigui refinat. En qualsevol cas, mai s'ha de
sobreescalfar I'oli en els processos de fregida.

Fins al principi de la segona década del segle passat, tota la
informacio basica de qué es disposava sobre olis i greixos es
limitava als indexs esmentats. |, malgrat que els indexs tenien
una relacio evident amb la composicio quimica dels glicerids,
aquesta era molt distant de la seva composicié molecular
concreta. Tanmateix, ja en el segle xix, els laboratoris de recer-
ca havien aconsequit la descomposicio analitica i la identifi-
cacio de la major part dels lipids coneguts. Aixd va permetre
identificar I'estructura basica dels triglicérids i els correspo-
nents acids grassos. Berthelot, I'any 1854, sintetitza els pri-
mers mono-, di- i triglicérids. Hildritch, el 1927, proposa clas-
sificar els glicérids segons el contingut d'acids saturats (S) i
insaturats (U): SSS, SSU, SUU i UUU. En aquestes recerques i
en altres de relacionades es fonamenta la metodologia anali-
tica esmentada, la dels indexs, que encara s'utilitza, molt es-
pecialment en el cas de I'index d'acidesa.

Fonament fisic i quimic
de la cromatografia

La cromatografia és una técnica de separacio fisica que es fo-
namenta en la frenada selectiva dels components d'un fluid
quan aquest percola a través d'un Ilit poros. El fluid pot ser li-
quid o gasos i el llit pords pot ser solid o un liquid estacionari
suportat per un solid. En les primeres publicacions sobre cro-
matografia, les separacions es realitzaven utilitzant un gas
com a fluid percolant, per aixo la técnica es coneixia amb el
nom de cromatografia en fase vapor. En la frenada selectiva és
on rau la part més quimica d'aquesta técnica. El descobriment
de la cromatografia s'atribueix a Tswett (Mikhail Semenovic

._20 Tswett), nascut a Asti (Italia) I'any 1872 i mort a Russia el 26

de juny de 1919. Es molt dificil atribuir actualment la nacio-
nalitat real a Tswett. Si bé sempre se I'ha considerat rus, va
néixer a Italia i era fill de mare italiana. Va estudiar i es va
graduar com a doctor a la Universitat de Ginebra i va ser pro-
fessor de la Universitat de Tartu (Estonia). Quan els alemanys,
en la Primera Guerra Mundial, entren a Estonia, la Universitat
es trasllada a Voronez (Russia), on va morir Tswett. Per a més
informacio, vegeu la referéncia [3].

Irrupcid de la cromatografia i l'analitica molecular

Els experiments mateixos amb els quals Tswett va descobrir la
cromatografia mitjancant la separacio de les diferents clorofil-
les posen en evidencia la subtilesa separativa d'aquesta tecni-
ca. Cal tenir en compte la poca diferéncia entre la férmula
quimica de la clorofila A (C__H, O.N,Mg) i de la clorofilla B
(C,H,,0,N,Mg), ambdues separables cromatograficament, per
a poder apreciar la qualitat d'aquesta metodologia, que per-
met distingir i separar substancies molt semblants i de pes
molecular elevat. Per tant, era d'esperar que, amb els pro-
gressos tecnologics que van fer possible la cromatografia de
gasos, aquesta nova versio de la técnica s'apliqués rapidament
a dos tipus de materials de gran interes: les fraccions de destil-
lacio del petroli i I'analitica dels lipids, olis i greixos, i perme-

tés una analitica molecular.

L'any 1952, Martin i James, premis Nobel de Quimica, publi-
quen la primera separacio amb cromatografia de gasos d'una
mescla d'acids organics [2], des de I'acétic fins a I'n-valerianic
(figura 1). Per tant, s'havia donat un primer pas vers la sepa-
racio i la identificacid dels diferents acids grassos que compo-
nen un glicérid.
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Ficura 1. Cromatograma corresponent a la primera separacio per GC d'una mescla
d'acids organics.

La separacio i la identificacio dels components moleculars
d'un material glicérid és complexa malgrat les possibilitats de



les técniques cromatografiques. Cal tenir en compte que un
greix o un oli d'origen natural sera una mescla de glicérids en
que caben totes les combinacions possibles dels esters de la
glicerina amb tots els acids grassos de nombre lipidic 4 fins a
24, o inclus superior, amb totes les possibilitats d'insaturacio
en la cadena hidrocarbonada. Aixi mateix, cal tenir en compte
que en un material lipidic també s'hi troben mono- i diglice-
rids, acids grassos lliures i la fraccié insaponificable.

Per aquesta rad, en un primer moment, per a la caracteritza-
cio dels olis o greixos mitjancant cromatografia no es va optar
per la separacio i la identificacio de cada un dels glicérids que
componen un oli o greix.

Encara que James i Martin havien separat els primers acids
grassos lliures amb una cromatografia en fase vapor, la sepa-
racio d'acord amb les exigéncies que reclama la quimica ana-
litica es va aconseguir quan van apareixer els primers croma-
tografs de gasos en els laboratoris, entre els anys 1959 i 1960.
Per altra part, calia tenir en compte les limitacions de la tec-
nica mateixa: I'elevada temperatura a la qual s'havia de rea-
litzar la cromatografia, les limitacions de resolucié degut a la
multiplicitat de compostos en forma de glicérids o I'activitat
especial dels acids lliures, junt amb la limitada estabilitat ter-
mica dels acids lliures i dels olis o greixos.

Per aquests motius, es va decidir metilar els acids grassos que
componen un glicérid i procedir a la separacio cromatografica
dels ésters metilics obtinguts.

Aquesta metodologia va obligar a assegurar que la metilacio
es realitzés de forma quantitativa i representativa. O sigui,
que la composicié dels esters metilics obtinguts fos una re-
produccio fidel de la dels acids grassos en I'oli, greix o glicérid
estudiat. Als anys seixanta ja es disposava dels metodes per-
tinents per a metilar olis i greixos, que després de multiples
estudis, ajustos i modificacions han esdevingut norma oficial.

El Reglament (CEE) nim. 2568/91 de la Comissio Europea [2]
estableix els métodes per a la metilacio de I'oli d'oliva i ofe-
reix dues opcions:

— Metode A: Transesterificacio en fred amb una dissolucio
metanolica d'hidroxid potassic.

— Metode B: Metilacio en calent amb una dissolucié metano-
lica de metilat sodic, sequida d'esterificacié en medi acid.

Aplicacio de la cromatografia
a I'estudi analitic dels triglicerids:
dificultats i primers resultats

A la figura 2 es mostra la separacid dels acids grassos metilats
d'una mostra d'oli d'oliva en un cromatograma fet amb els
mitjans de I'any 1964 (cromatografia de gasos amb columna
reblerta).

Ficura 2. Cromatograma corresponent a la separacio dels acids grassos metilats
d'una mostra d'oli d'oliva (1964). Identificacid dels pics: 1) dissolvent, 2) palmitat de
metil (C16:0), 3) palmitoleat de metil (C16:1), 4) estearat de metil (C18:0), 5) oleat
de metil (C18:1), 6) linoleat de metil (C18:2), 7) linolenat de metil (C18:3).

A la figura 3 també es mostra el cromatograma d'una

mostra d'oli d'oliva realitzat el 2010 amb cromatografia de
gasos d'alta eficacia (columnes capillars). Com es pot obser-
var, s'aconsegueix una bona resolucié entre els pics correspo-
nents als compostos que no se separaven de forma completa
en el cromatograma de la figura 2 de I'any 1964 (palmitat
amb palmitoleat de metil i oleat amb linoleat de metil).

E E ic
5 & 2 i
o0 4 r
350 1 | -nE
300 | ™
2504 T
200 3
] 3 4 7
150 b wll |
i a g|
504 | il "
! L Y N -
ad - . r
n 3 F R

Fiura 3. Cromatograma corresponent a la separacio dels acids grassos metilats d'una
mostra d'oli d'oliva (2010). Identificacid dels pics: 1) dissolvent, 2) palmitat de metil
(C16:0), 3) palmitoleat de metil (C16:1), 4) estearat de metil (C18:0), 5) oleat de
metil (C18:1), 6) linoleat de metil (C18:2), 7) linolenat de metil (C18:3).

No obstant, la cromatografia realitzada I'any 1964 permetia
obtenir una informacio qualitativa i quantitativa valuosa. Per
aquesta rao, ja es va poder verificar una correlacié matemati-
ca entre la retencio cromatografica i el nombre d'atoms de
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carboni de cada un dels esters metilics d'acids grassos sepa-
rats [4].

Aquesta correlacio entre la retencié cromatografica, repre-
sentada amb el volum de retencid corregit i ajustat (V’p V),
i el nombre d'atoms de carboni (n) es presenta a continuacio:

log V’p= a+b-n
log V' =a +0b,n

On:

— els subindexs pi aindiquen la caracteristica de la fase esta-
cionaria amb qué s'ha efectuat la separacio cromatografica
en fase vapor (a: no polar; p: polar).

- V’p i V'_és el volum de retencio corregit.

— nés el nombre d'atoms de carboni de I'éster metilic consi-
derat.

—-a, ba, api bp son les constants d'ajust, corresponents a la
série homologa d'ésters metilics d'acids grassos saturats se-
parats per cromatografia de gasos a temperatura isoterma.

Per a la série dels esters metilics dels acids grassos monoinsa-
turats s'obtenen unes equacions analogues.

Aquesta correlacio lineal ha estat i és de gran utilitat pera la
interpretacid de les analisis d'eésters metilics de glicérids, rea-
litzades per cromatografia de gasos.

Cal destacar que aquestes primeres correlacions entre reten-
cio (gas-cromatografica) i estructura, junt amb la important
aportacio de Kovats i els seus indexs de retencid [5], van ser el
precedent d'una innovadora possibilitat d'aprofitament de la
cromatografia, que s'inicia els anys vuitanta i dona com a re-
sultat la técnica QSRR (sigles en anglés de quantitative struc-
ture-retention relationship (relacio quantitativa entre estruc-
tura i retencio)) [6]. Aquesta técnica permetra fer matisacions
moleculars subtils per via experimental cromatografica.

Composicio quantitativa en acids grassos
obtinguda per cromatografia de gasos d'alguns
greixos i olis

Ala taula 4 es presenta la composicid d'acids grassos d'una
mantega de llet publicada per J. P. Wolff [7]. Aquestes dades

TaulA 4. Composicio d'acids grassos d'una mantega de llet (J. P. Wolff, 1968)

Acid gras Limits (%) Acid gras Limits (%)
C4:0 2,8-5,0 C15:0 1,5-18
C6:0 1,1-3,0 C15:1 0,1-0,2
C8:0 1,0-2,1 C1ér 0,3-0,5
C10:0 2,1-39 C16:0 22,0-37,5
C10:1 0,2-0,5 C16:1 1,9-2,6
C11:0 0,0-0,1 C17r 1,1-16
C12:0 2,6-4,2 C17:0 0,5-0,7
C12:1 0,1-0,2 C17:1 0,3-0,6
C13r 0,1-0,2 C18r 0,1-0,3
C13:0 0,1-0,3 C18:0 6,6-13,5
C14r 0,2-0,3 c18:1 16,2-34,5
C14:0 8,2-14,5 C18:2 1,3-2,8
C14:1 09-1,5 C18:3 0,7-4,8
C15r 1,1-15 C20:0 0,0-0,3

r: ramificat.

son antigues, com indica la data de publicacié de I'obra de
Wolff (1968), pero els resultats obtinguts per cromatografia
de gasos dels corresponents esters metilics son totalment va-
lids actualment.

Com es pot observar a la taula 4, el greix de la llet és molt
complex i s'hi troben acids grassos des de C4(0) fins a C20(0),
junt amb petites quantitats d'acids amb un nombre senar
d'atoms de carboni i, fins i tot, alguns amb cadena ramificada.
Cal recordar que abans que existis la cromatografia hi havia
I'opinid estesa que en la natura no hi havia greixos i olis amb
acids grassos amb un nombre senar d'atoms de carboni.

Ala taula 5 es presenta la composicio d'acids grassos d'un oli
d'oliva, publicada per J. P. Wolff [7].

A la taula 6 es presenta la composicié de I'oli de palma, junt
amb la de I'oli d'oliva. S'indiquen els valors mitjans de la com-
posicio d'acids grassos obtinguts per cromatografia, proce-
dents de la mateixa font que els de la taula 5.

Es interessant remarcar la composicié d'acids grassos molt
més complexa del greix de la llet en comparacié amb la dels
dos olis vegetals (oliva i palma), la qual cosa és comprensible
si tenim en compte el nivell trofic superior dels mamifers res-



Tauta 5. Composicié d'acids grassos d'un oli d'oliva (J. P. Wolff, 1968)

Acid gras Limits (%)
C15:1 -
Cleér -
C16:0 -
C16:1 8,1-12,2
C17r 0,3-1,2
C17:0 -
C17:1 —
C18r -
C18:0 2,5-3.8
C18:1 74,9-83,7
C18:2 2,4-8,4
C18:3 0,6-1,4
C20:0 0,2-0,5
C20:1 0,2-0,4

Tauta 6. Composicid d'acids grassos d'un oli de palma i d'un oli d'oliva [7]

Acid gras Oli d'oliva (valor mitja, %) | Oli de palma (valor mitja, %)
C15:1 - —
Ci6r - —
C16:0 - -
C16:1 10,8 46,8
C17r 0,6 03
C17:0 - -
C17:1 - -
C18r - -
C18:0 3.1 53
C18:1 785 36,6
C18:2 57 8,6
C18:3 08 04
C20:0 03 0,5
C20:1 03 -

pecte dels productors de triglicerids vegetals. Per altra part,
cal notar que la proporcio d'acids grassos saturats en I'oli
d'oliva (un 14,2 %, segons la taula 6) és molt inferior a la de
I'oli de palma (54,1 %). Aquest fet esta d'acord amb la tempe-
ratura mitjana en qué creixen les oliveres i Elaeis guineensis,
productora de I'oli de palma. Com més baixa sigui la tempera-

tura mitjana en queé visqui un organisme, més alta sera la pro-
porcio d'acids insaturats dels glicérids dels seus teixits.
Aquesta proporcid ve establerta de manera que la fraccio de
glicérids doni als teixits una plasticitat adequada a la tempe-
ratura mitjana a la qual es troba I'ésser viu corresponent i en
faciliti el corresponent metabolisme (vegeu el treball d'A. R.
Cossins i C. L. Prosser [8]).

Els primers resultats assolits, a partir de 1965-1966, per la
cromatografia dels eésters metilics dels acids grassos d'un gli-
ceérid va permetre donar una informacio qualitativa i quanti-
tativa sobre la composicid dels triglicérids de la part majorita-
ria dels olis i dels greixos, a nivell molecular. No obstant,
quedava encara pendent resoldre la separacio i identificacio
dels components de la fraccio insaponificable.

Aplicacio de la cromatografia a la part
no saponificable dels olis i greixos

Quan es realitza la saponificacio d'un oli o un greix, els acids
grassos en forma de sals potassiques o sodiques es trobaran
en la fase aquosa, mentre que el que resta queda en la fase
organica (éter etilic o hexa).

La part més interessant pel que fa al contingut d'aquesta fase
organica son els esterols, perque de la seva composicio és
possible obtenir informacio d'interés sobre la identitat i la
qualitat de I'oli o el greix estudiat.

Uns anys després d'haver-se resolt la cromatografia dels és-
ters metilics dels acids grassos es va emprendre la separacio
cromatografica de mescles d'esterols. Donat el pes molecular
d'aquestes substancies, calia realitzar la cromatografia a tem-
peratura elevada, entre 280 i 300 °C, per a aconsequir una se-
paracié adequada. Aquest fet comportava el risc de descom-
posicio de la mostra a I'injector. A més, per a obtenir una
separacio amb temps de retencid raonables, era necessari uti-
litzar columnes reblertes amb una metilsilicona sobre un su-
port solid desactivat i un grau d'impregnacio baix, del 2 % o
3 % de la fase estacionaria.

En els greixos d'origen animal ja s'hi havia identificat el coles-
terol com un dels components importants de la fraccié no sa-
ponificable. No obstant, en els olis o materials greixosos d'ori-
gen vegetal, la cromatografia de gasos va permetre separar i
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identificar els segiients esterols: campesterol, estigmasterol i
B-sitosterol.

A la figura 4 es mostra la separacié d'una mescla de patrons
que contenen colesterol i els esterols propis dels olis vegetals
(campesterol, estigmasterol i B-sitosterol). Cal tenir en comp-
te que les estructures dels esterols son totes molt similars i es
fonamenten en l'estructura de I'hidrocarbur ciclopenta-perhi-
drofenantre.

90
HH
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Ficura 4. Separacié cromatografica (GC-FID) d'una barreja d'esterols: colesterol,
campesterol, estigmasterol i B-sitosterol.

La posada a punt d'aquesta técnica va permetre detectar
I'adulteracio d'alguns olis vegetals amb greixos d'origen ani-
mal, fet que es va donar en el cas d'alguns olis d'oliva. Tanma-
teix, cal tenir en compte que es troba colesterol a la fraccio
insaponificable d'alguns olis vegetals. Per exemple, es pot
trobar colesterol en I'oli de palma (de prop d'un 6 % de

la fraccio d'esterols), en I'oli de cacauet i en I'oli de Ili

(2 9% de la fraccid d'esterols).

La cromatografia com a eina
basica per a la caracteritzacio
dels lipids: qualitat, identificacio
de mescles i contaminacions

Des dels anys vuitanta del segle passat, la sensibilitati la
capacitat de separacio i d'identificacio de la cromatografia de

gasos en I'entorn dels greixos i olis era ja molt satisfactoria.
Per altra part, la reproductibilitat de la informaci6 quantitati-
va també era molt bona. Per aquesta rao, les tecniques cro-
matografiques es van imposar en la majoria de normatives
analitiques de tipus oficial (UNE i FDA) i, més endavant, tam-
bé als reglaments (CEE) corresponents de la Comissio Europea.
Aquestes metodologies d'analitica molecular, junt amb tot
I'esforc per a aconseguir normes acreditades entre diversos
laboratoris, han contribuit decisivament a la millora de la
qualitat i seguretat dels aliments de base lipidica.

Malgrat que el nostre pais i Europa disposen d'una capacitat
analitica consolidada, els dos fets o anécdotes que es des-
criuen en els segiients paragrafs son un exemple que «l'abso-
luta previsio o el control analitic global sén una utopian.

L'oli de colza, un oli conflictiu: frau i problema

sanitari

L'oli de colza s'extreu del premsat de les Ilavors de la colza,
Brassica napus, i, convenientment refinat, s'utilitza en ali-
mentacid, especialment per a fregir en els paisos del nord
d'Europa. No obstant, aquest oli ha esdevingut un material de
partida per a I'obtencio de biodiésel i també s'ha usat en la
industria. Els olis de colza per a aplicacions industrials es te-
nyeixen amb un colorant o tracador per a evitar que determi-
nades partides d'aquest oli passin a la cadena alimentaria, ja
que es consideren desnaturalitzats. Com correspon a un oli
produit per un vegetal que creix en paisos freds, aquest oli té
una elevada proporcid d'acids grassos insaturats. Entre
aquests destaca I'acid erucic, amb un nombre lipidic de 20:1,
que pot arribar a representar fins al 45 9% del contingut
d'acids grassos en alguns tipus d'oli de colza.

Ala taula 7, es mostren els marges de composicid d‘acids
grassos publicats per J. P. Wolff [9] per a olis amb un contin-
gut baix d'acid erucic i un contingut alt d'aquest acid. També
s'ha inclos en aquesta taula el resultat de I'analisi d'un oli de
colza realitzat I'any 2016 a I'Institut Quimic de Sarria (1QS).

Es interessant remarcar el gran marge de variacio en el con-
tingut d'acid erucic (taula 7). La disminucio de la concentracio
d'acid erucic ve compensada per un augment de la d'acid oleic
en els diferents tipus d'olis de colza. L'oli de colza canadenc és
el que té un contingut més baix d'acid erucic.



Tauta 7. Oli de colza: marges dels acids grassos per a olis amb un contingut baix

i alt d'acid erdcic (J. P. Wolff, 1968) [9]

Fraccid d'acids grassos (%)

Oli de colza Baix contingut Alt contingut Oli de colza,

d'acid erucic [4] | d'acid erucic [4] 1QS (2016)
C16:0 2,6-6,0 3,5-3,6 4.8
C16:1 0,1-0,3 0,1-0,2 03
C18:0 1,0-13 0,7-0,8 1.6
C18:1 (acid oleic) 28,0-31,0 16,1-19,5 63,3
C18:2 10,0-17,5 14,0-15,4 20,2
C18:3 2,0-85 8,1-8,5 7,6
C20:0 0,4-0,5 0,3-0,8 0,6
C20:1 11,1-16,0 11,3-11,6 1.2
C20:2 0,0-0,5 0,0-0,5 0,0
C22:1 (acid erucic) 24,9-31,0 41,4-45,5 0,3
C22:2 0,2-0,3 0,2-1,5 0,1

L'any 1976, es va publicar una Directiva europea (76/621/CEE)

que regulava la ingesta d'acid erucic en I'alimentacié humana.

En el proleg, es defineix I'acid ertcic com una toxina vegetal
natural a la qual s'atribueixen certs problemes sanitaris. S'ha-
vien realitzat estudis que posaven de manifest que no era
convenient sobrepassar un cert nivell d'aquest acid en el con-
sum d'alguns glicérids. La normativa esmentada va establir,
I'any 1977, que el contingut d'acid erucic en greixos i olis no
havia de superar el 10 %, i que al 1979 s'havia de reduir al

5 0b. Més recentment, I'any 2006, I'Autoritat Europea de Se-
guretat Alimentaria (EFSA) va establir una IDT (ingesta diaria
tolerable) d'acid erucic de 0,7 g/kg de pes corporal [10]. Per
tant, és comprensible que s'hagin fet tota classe d'estudis ge-
nétics per a aconseguir plantes de Brassica napus que perme-
tin obtenir olis de colza amb baixos continguts d'acid erucic.
Aquest fet explica els resultats de I'analisi realitzada a I'lQS
I'any 2016 (taula 7), que indica un contingut d'acid erucic del
0,3 %.

Un altre aspecte interessant és la comparacio de la relacid
entre el contingut d'acids grassos insaturats i el contingut
d'acids saturats en olis de colza classics i en els olis d'oliva
espanyols (taula 8).

L'alt contingut d'acids insaturats de I'oli de colza (una relacio
superior a dues vegades la de I'oli d'oliva) és coherent amb les
condicions climatiques en que es cultiva Brassica napus.

TaulA 8. Relacio entre acids grassos insaturats i saturats en diferents olis

Tipus de mostra d'oli Acids grassos insaturats/saturats (%) (¥)

Olis de colza classics 17.8
Oli de colza (1QS, 2016, taula 7) 13,0
Oli d'oliva espanyol 6,2

* Composicié mitjana.

Tot i els recels de tipus sanitari que ha pogut generar I'oli de
colza, basats en les caracteristiques de I'acid erucic, no va te-
nir cap relacio amb els greus problemes sanitaris de I'incident
denominat sindrome toxica, un greu problema que es va pro-
duir a Espanya la primavera de I'any 1981, quan una partida
d'oli de colza desnaturalitzat amb anilina per a s metallurgic
va passar fraudulentament a la cadena alimentaria. El Labora-
tori de Cromatografia de I'lQS va identificar oleoanilida en
mostres d'aquest oli. Aquest resultat demostrava que les mos-
tres analitzades, que van ser lliurades com a «oli toxic», havien
estat desnaturalitzades amb anilina.

Quan una mala practica pot produir
una contaminacio en un producte alimentari

I, al mateix temps, un serios problema ambiental

Ara fara una trentena d'anys, quan un carregament d'olives
arribava al trull, es feia una valoracio de I'oli que se'n podria
obtenir. Aquest mesurament es realitzava pel métode Fosslet.
De forma resumida, consistia a extreure amb percloroetilé
(C,Cl,) I'oli d'una determinada quantitat d'olives. El percloroe-
tilé té una densitat d'1,62 g-cm=. Amb la disminucié de la
densitat per I'oli extret i el pes de la mostra, es deduia la
quantitat d'oli que es podria obtenir de la mostra.

El problema es va originar pel fet que, des de feia anys, el per-
cloroetilé utilitzat anava a parar als desaigiies. Aquests abo-
caments havien contaminat I'aigua dels aqlifers que després
s'utilitzava en I'obtencié de I'oli. La solubilitat d'aquest dissol-
vent en aigua és de 0,015 grams per litre.

L'alarma sobre aquest tema es va disparar al Laboratori Can-
tonal de Zuric quan van detectar la preséncia de percloroetilé
en oli d'oliva verge a una concentracié de prop d'algunes
parts per milié (ppm).
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Una comissio d'exportadors d'oli d'oliva va demanar ajuda a
I'lQS per a trobar solucié a aquest problema. L'1QS va con-
cloure que aquell resultat era correcte. Quan es va tenir co-
neixement de com es procedia a valorar el contingut d'oli de
les olives en diverses cooperatives, es va decidir estudiar la
possible contaminacio de I'aigua utilitzada en I'obtencio de
I'oli d'oliva verge. Donada aquesta possible sospita, es va en-
carregar a I'lQS posar a punt un meétode per a detectar dissol-
vents clorats en aigua i estudiar els aqiiifers de diverses zones
en que es produia oli. Es van trobar diversos aqliifers contami-
nats amb percloroetilé, dels quals alguns trulls cooperatius
treien I'aigua per al procés de rentat de I'oli. En alguns casos,
el nivell de contaminacio arribava fins a la saturacio, és a dir
0,015 g-L". Aquest resultat feia pensar que en el fons de
I'aqtiifer hi havia percloroetilé com una fase separada més
densa, fet que va poder ser comprovat.

Tenint en compte la quantitat d'aigua que s'utilitzava en el
proces, i d'acord amb la solubilitat del percloroetile en l'aigua,
els calculs donaven un resultat de prop d'una ppm en I'oli, que
coincidia amb el resultat trobat a Zuric: I'oli extreia el perclo-
roetilé que hi havia a l'aigua.

El problema dels acids trans en els olis

i els greixos

El colesterol és una substancia essencial que, a part del que
ingerim per la dieta, se sintetitza en el nostre organisme. El
fetge és I'0rgan base de la sintesi, el subministrament, la dis-
tribucid i I'excrecio de lipids en el nostre organisme i, per tant,
¢s el responsable que sigui correcte I'equilibri entre el que in-
gerim, el que sintetitzem i el que eliminem. Les lipoproteines
son les encarregades del transport del colesterol i dels trigli-
cerids del fetge als teixits, i dels teixits al fetge per a I'excre-
cio del colesterol sobrant. Les lipoproteines de baixa densitat
(LDL) s6n les encarregades del transport del colesterol als tei-
xits. Per tant, el colesterol que es detecta en les LDL no és bo
que superi uns certs nivells. Contrariament, les lipoproteines
d'alta densitat (HDL) son les que transporten el colesterol en
sentit contrari (dels teixits al fetge). Per aquest motiu, el co-
lesterol HDL convé que no baixi de certs valors.

En els olis i greixos naturals, els acids insaturats es troben en
conformacio cis. En la gran majoria dels olis, I'acid insaturat
més important i majoritari, entre els monoinsaturats, és I'acid

oleic (C18:1). No obstant, qualsevol tractament que es faci
sobre un oli 0 un greix pot posar en marxa la isomeritzacio de
I'acid oleic a la forma trans, ja que aquesta és més estable que
la cis.

La societat, amb les seves exigeéncies des de fa més de cin-
quanta anys, demana reduir el temps i la feina en les cuines
del mon occidental. Aquest fet ha potenciat una importantis-
sima industria agroalimentaria. Per altra part, la competitivi-
tat en aquest ja gran sector industrial ha anat influint en els
gustos, les preferencies i les modes de la nostra alimentacié.
Aquesta realitat ha generat la posada a punt de diferents pro-
cessos industrials per a adaptar olis i greixos naturals a la pre-
paracio dels més diversos productes alimentaris. En molts
d'aquests processos, pot tenir lloc la isomeritzacié de I'acid
oleic cis en el seu isomer trans: |'acid elaidic.

No obstant, no és correcte culpar exclusivament d'aquesta
modificacid els processos industrials, ja que aquesta també es
pot produir en el més simple dels processos culinaris: fregir.

Des de principis del segle actual [11], es tenen indicis que |a
ingesta de greixos que contenen quantitats significatives
d'acids en estructura transaugmenta la probabilitat de patir
malalties cardiovasculars. Més endavant es va saber que la
preséncia en el nostre organisme d'aquests acids trans dificul-
ta la formacié de lipoproteines HDL, i aix0 provoca dificultats
en I'eliminacio del colesterol sobrant. Per aquesta rao, des de
fa uns anys, les normatives sobre productes alimentaris exi-
geixen que s'especifiqui la quantitat d'acids trans que conté, o
pot arribar a tenir, un producte que es posa al mercat.

L'analisi dels isomers trans que es fa per cromatografia de ga-
sos €s una analisi complexa i els meétodes establerts es reduei-
xen a la determinacio de I'acid elaidic, que és I'isomer transde
I'acid insaturat majoritari dels olis i greixos. No obstant, cal
tenir en compte que el problema d'isomeria no es limita a
I'acid oleic, ja que també els acids poliinsaturats poden pre-
sentar aquests canvis conformacionals.

Per altra part, tant en els processos industrials com simple-
ment amb el cuinat d'aliments, o també per efecte de la [lum
o de bacteris, es poden produir, a més de canvis de conforma-
ci6 de cisa trans, canvis en la transposicio de la insaturacid
del carboni 9 (propia dels acids oleic i elaidic) a altres posici-
ons. De fet, s'han trobat diversos isomers de posicio de I'acid



elaidic en olis i greixos que han estat tractats per a la prepa-
racio de margarines. Alguns d'aquests isomers encara no s'han
pogut identificar.

La cromatografia de gasos

en la separacio i la identificacio
dels isomers trans de |'acid trans-
9-octadecenoic (acid elaidic):
correlacions entre retencio
cromatografica i estructura

Per a la separacid dels isomers cisi transd'un determinat acid
gras, com a esters metilics, cal recorrer a la cromatografia de
gasos d'alta resolucio, donada la poca diferéncia de retencio
entre ambdos isomers. La dificultat s'agreuja quan un dels
isomers €s majoritari, com succeeix en el cas real de la sepa-
racid de |'oleat de metil (cis) de I'elaidat de metil (trans), en
que el pic cromatografic de I'oleat sera prop de cent vegades
més intens que el de I'elaidat. La complexitat augmenta quan
es tracta d'un greix real tractat, com és el cas d'una margari-
na, en qué apareixen també els diferents isomers de posicid
del doble enllag format a I'acid oleic i a I'elaidic (figura 5).

Analisi dels isomers cisi trans
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Isdbmers cis i

trans de l'oleic

Ficura 5. Cromatograma corresponent a la separacio dels acids grassos metilats
d'una margarina (2009) a 165 °C. Analisi dels isomers cisi trans.

En la figura 5 s'observa com s'interfereixen els pics correspo-
nents als isomers cisi trans conjuntament amb els isomers de
posicio de la insaturacio de I'acid cis-9-octadecenoic en for-
ma d'ésters metilics.

L'objectiu és identificar i valorar cada un dels components
que apareixen en el cromatograma entre I'estearat de metil i
I'oleat de metil, i que en la figura es designen globalment com
a «isomers cisi trans de l'oleic».

Per a aconsequir aquest repte, cal fer una separacié prévia
amb cromatografia de liquids (LC), que permetra obtenir
diverses fraccions. La primera contindra els esters metilics
dels acids saturats; la segona correspon als acids monoinsa-
turats amb conformaciod trans; la tercera, als acids monoin-
saturats amb conformacio cis, i la darrera, als acids poliinsa-
turats.

La separacio de les fraccions dels cisi transes va aconsequir
amb cromatografia de capa fina, utilitzant silice dopada amb
un 10 % de nitrat de plata. L'i6 plata (Ag*) té una capacitat
especial per a la retencié selectiva dels orbitals 7 dels acids
insaturats, els quals tindran un impediment estéric diferent en
conformacio ciso bé en trans. Per a les experiéncies que es
descriuen més endavant, s'ha utilitzat una microcolumna de
Supelco amb Ag*. El rebliment d'aquesta columna esta funci-
onalitzat amb grups alquil sulfonics ionitzats associats als
ions plata que retenen selectivament les configuracions cis.
Per a aquest treball, només es va poder disposar dels patrons
que es troben en el mercat com a «cis-trans FAME Mix»,
subministrats per Restek. La dissoluci6 conjunta conté

10 mg-cm= dels patrons segiients en les proporcions indica-
des a continuacio:

—(C18:0, estearat de metil, 20 %;
—C18:1, 6t, petroselinat de metil, 8 %;
—(C18:1, 9t, elaidat de metil, 10 %;
—(C18:1, 11t, vaccenat de metil, 12 %;
—C18:1, B¢, petroselinat de metil, 8 %);
—C18:1, 9c, oleat de metil, 10 %;
—C18:1, 11c¢, vaccenat de metil, 12 %;
—C18:2,9¢, 12c¢, linoleat de metil, 20 %.

A la figura 6 es presenta el cromatograma de la mescla «cis-
trans FAME Mix». Cal destacar que els isomers transs'elueixen
abans dels isomers cis per a un mateix compost, ja que la fase
estacionaria és polar (cianopropilmetilpolisiloxa) i els isomers
cis tenen I'orbital T menys impedit per a interaccionar amb
els grups ciano de la fase, de manera que queden més retin-
quts.



PETTTITE i S e L R —rer— - — - —

- ast

-1 e

L oo f : e
1 111 11c i

Ficura 6. Cromatograma ampliat corresponent a la separacio dels acids grassos
metilats d'una margarina (2009) a 165 °C. Analisi dels isbmers cis i trans.

Ala figura 7 es presenta I'ampliacio del cromatograma de la
fraccio cisde la barreja de patrons separada per mitja de la
microcolumna i, també, el cromatograma de la fracci6 cisdels
esters metilics d'una margarina.

«—— Patrons de: 6¢, g¢, 11¢

Fracci6 cis d'una
— 3
margarina

Acid oleic gc

Ficura 7. Cromatograma ampliat corresponent a la fraccio dels isomers cis obtingut
per fraccionament per LC amb microcolumna d'i6 plata (Supelco), tant del patrd «cis-
trans FAME Mix» com d'una margarina.

Com es pot observar a la figura 7, en la fraccid cis de la mar-
garina, a més de l'oleat de metil (pic majoritari) apareixen tres
petits pics, que molt possiblement corresponen a isomers de
posicio de I'oleic en conformacio cis. Aquest cromatograma
evidencia la necessitat de separacio previa dels ésters metilics
de I'oli o greix per cromatografia de liquids amb columna d'i6
plata, si es pretén detectar isomers de posicié de I'oleat de
metil en conformacio cis.

A la figura 8, es presenta una superposicié del cromatograma
de la mateixa mostra de margarina, perd ampliant el regis-
tre de la zona on s'elueixen els isdomers d'interes cisi trans
(color blau), amb la barreja «FAME Mix» (color vermell),
analitzats en les mateixes condicions.

Com es pot observar a la figura 8, a I'extracte de margarina
s'observen 10 pics, cinc dels quals coincideixen en temps de

retencio amb el del patré:

— pic 1: estearat de metil (coincideix amb el del patrd).

— pics 2, 3 i 5:isomers transC18:1, 6t, petroselinat de metil;
C18:1, 9t, elaidat de metil, i C18:1, 11t, vaccenat de metil,
respectivament. Coincideixen amb el patro de referéncia.

— pic 4: no present en el patrd; podria ser un isomer de posi-
cio de I'elaidat de metil, també en conformacid trans, del qual
no es disposa de patro. [Pendent d'identificacio.]

— pic 6: coincideix amb el cinqueé pic del patrd FAME. Es el
C18:1, 6¢, petroselinat de metil.

— pic 7 (majoritari): C18:1, 9¢, oleat de metil.
— pics 81 10: pendents d'identificacio, no presents en el patro.

— pic 9: el darrer pic de FAME correspon amb el nove pic de la
mostra de margarina, fet que permet suposar la preséncia de
C18:1, 11c.

Cal tenir en compte que les identificacions proposades en la
mostra de margarina ho sn tan sols per coincidéncia en els
temps de retencio dels patrons. Per altra part, en el cromato-
grama de la mostra queden tres pics per identificar (4, 8, 10).

Amb la finalitat d'aconsequir una identificacio pluriparame-
trica, era imprescindible estudiar la coincidéncia entre la
mostra de margarina i la mescla de patrons FAME també en la
fraccio trans de la cromatografia de liquids de la margarina. A
més, els cromatogrames es van realitzar a dues temperatures,
165 °Ci 185 °C, respectivament.

A'la figura 9 es presenten les superposicions dels cromatogra-
mes de la fraccio trans obtinguda per LC tant de la mostra de
margarina (blau) com del patro FAME (vermell) a les dues

-
L

Ficura 8.  Superposicio dels cromatogrames corresponents a I'extracte, tant del patro
«cis-trans FAME Mix» (vermell) com d'una margarina (blau). Ampliacio de la zona
d'interés. Pics de I'extracte de margarina identificats (1 a 10).
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Ficura 9.  Superposici6 de cromatogrames: el blau correspon a I'extracte de la fraccid
trans obtingut per fraccionament per LC amb microcolumna d'i6 plata (Supelco), i el
de color vermell és el del patrd «cis-trans FAME Mix». En els registres s'ha ampliat la
zona d'intereés. Els cromatogrames superiors s'han registrat en mode isotérmic a

165 °C i els cromatogrames inferiors s'han registrat en mode isotérmic a 185 °C.

temperatures assajades (165 °C i 185 °C). D'aquesta manera,
es confirmen les coincidéncies dels pics corresponents a
C18:1,9t,i C18:1, 11t, en el cromatograma de la mostra de
margarina estudiada. No obstant, en el pic de la mostra que
semblava coincidir amb el patré C18:1, 6t, s'observa una dife-
réncia significativa de temps de retencid a les dues tempera-
tures assajades, encara que s'accentua en el registre del cro-
matograma fet a 185 °C. Per aquesta rao, es descarta aquesta
primera identificacio, la qual cosa indica que el compost de la
mostra és de naturalesa diferent a la del patro C18:1, 6t, ja
que el gradient del temps de retencio respecte de la tempera-
tura (3tr/dtemp) és diferent (I'un i I'altre tenen un AH de
transferéncia de fase diferent).

En aquest punt també es fa una primera suposicio d'identifi-
cacio dels pics desconeguts de la mostra.

Sembla que el pic identificat préviament com a C18:1, 6t, po-
dria correspondre al 7t o al 8t. Per altra part, el mateix raona-
ment justifica afirmar que el pic de la mostra, que es manté

tant a 165 °C com a 185 °C gairebé equidistant entre el 9t i el
11t, podria correspondre a |'éster metilic de I'acid C18:1, 10t.

Correlacions de retencido cromatografica
i estructura molecular entre els isomers de posicio
del trans-9-octadecenoic en forma d'ésters metilics

La QSRR [6] ha estat una técnica interessant i util, tant per a
aportar recursos numérics i estadistics que ajudin a identificar
substancies en una separacié cromatografica com per a acon-
seguir una aproximacio al mecanisme de retencio d'un com-
post en cromatografia. També s'ha recorreqgut a aquest tipus
de correlacions per a obtenir informacié de la polaritat com-
plexa d'un compost organic.

Aixi, per a aportar més arguments a la identificacio dels pos-
sibles isomers de posicio en conformacio transde I'oleat de
metil, s'han aplicat tecniques QSRR, i s'han obtingut correla-
cions interessants entre els temps de retencid relatius a I'éster
metilic de I'acid C17:0 i el nombre de la posici6 del primer
carboni de la insaturacié.

En aquesta correlacid, s'han inclos els temps de retencio dels
pics de la mostra que coincideixen amb els patrons, i se'ls ha
assignat, com a hipotesi, la mateixa insaturacio del patré cor-
responent (6, 9 i 11, respectivament). Els pics de la fraccid
trans que no coincideixen amb els dels patrons se situen en
els grafics d'acord amb la correlacio obtinguda, que s'ha apli-
cat als dos cromatogrames de la figura 9 (efectuats a 165 °C i
a 185 °C).

La identificacié més problematica és la del primer pic, que
s'aproxima molt al del C18:1, 6t, del patrd, perd també es po-
dria suposar que aquest compost €s |'isomer 7t o bé el 8t.

A continuacid, es presenta la correlacio entre el temps de re-
tencio corregit i la posicio de la insaturacio, d'acord amb una
de les dues possibles hipotesis per al pic no identificat (7t o
8t), tant a 165 °C (figura 10) com a 185 °C (figura 11).
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| Hipotesi d'insaturacio en el C7 | Hipotesi d'insaturacio en el C8

Figura 10. Correlacio retencié-estructura dels cromatogrames registrats a 165 °C.
Representacio del temps de retencid corregit vs. el carboni d'insaturacié. S'inclouen
les dues hipotesis per al pic posterior al del patré C18:1, 6t: hipotesi 7t (esquerra) i
8t (dreta).
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Ficura 11. Correlacio retencio-estructura dels cromatogrames registrats a 185 °C.
Representacio del temps de retencid corregit vs. el carboni d'insaturacié. S'inclouen
les dues hipotesis per al pic posterior al del patro C18:1, 6t: hipotesi 7t (esquerra) i
8t (dreta).
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A'les figures 10§ 11 es mostren les equacions de correlacio,
molt similars per a les dues hipotesis, si bé el coeficient de
correlacié R*millora lleugerament per a la hipotesi d'insatura-
cio en el C7, destacada per la fletxa vermella. No obstant, en
les correlacions realitzades en el cromatograma fet a 185 °C,
la hipotesi que la insaturacid es troba en el C8 és la més ver-
semblant.

Els resultats de les dues correlacions obtingudes a partir dels
cromatogrames fets a 165 °C i 185 °C es contradiuen.

Cal reconeixer que, malgrat I'obtencio de nivells de correlacio
retencid-estructura tan bons, no s'ha aconsequit resoldre el
problema: la insaturacio arrenca del carboni 7 o del 87

Podria ser que la diferéncia que pretenem distingir vagi més
enlla de la sensibilitat o capacitat de discerniment de la téc-
nica cromatografica.

Quan l'estadistica arriba al seu limit

Per a intentar sortir d'aquesta contradiccid, cal examinar amb
atencio el cromatograma realitzat a 185 °C (figura 9). S'arriba
a la conclusio que el primer pic de la mostra, el que suposem
que és C18:1 insaturat en el carboni 7 o 8, queda fortament
interferit pel pic que s'elueix immediatament després, que
coincideix amb el C18:1, 9t. Aquest encavalcament altera la
lectura automatica del temps de retencio del pic a identificar.
Per a poder obtenir un valor més correcte d'aquest possible
C18:1 (7t o 8t), caldria haver desconvolucionat aquesta part
del cromatograma de la mostra realitzat a 185 °C, per tal de
poder obtenir el vertader temps de retencid del primer pic i
introduir-lo en el calcul de la correlacié.

Aquesta consideracio reforca el valor de la correlacidé obtingu-
da amb el registre cromatografic de 165°C, en el qual la inter-
feréncia entre els dos primers pics considerats és minima. Per
tant, es reforca la hipotesi que el primer pic correspon a I'és-
ter metilic C18:1, 7t.
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