Analisis de la concentracion
de alcohol en sangre con un
sistema GC Agilent Intuvo 9000

Ventaja tecnologica: ruta de flujo para GC
modular con robusto muestreo por espacio
de cabeza

Introduccion

La determinacién de la concentracion de alcohol en sangre precisa de un
control riguroso. Determinar con precision el contenido de etanol en sangre es
fundamental porque se corresponde directamente con el nivel de intoxicacion
de una persona. Dado que el umbral universal de la concentracién de alcohol
en sangre es de 0,08 g/dl (80 mg/dl), puede haber consecuencias legales
significativas dependiendo del valor notificado. Una calibracion precisa y una
alta precision son fundamentales para reducir los errores. La mayoria de los
métodos basados en la deteccion de ionizacion de llama (FID) especifican
dos columnas: la primera para la identificacion y cuantificacion iniciales y

la segunda para la confirmacion. Dependiendo del laboratorio, se pueden
emplear dos sistemas analiticos distintos o se pueden aprovechar los
dispositivos de tecnologia de flujo capilar (CFT) para hacer esto en un solo
sistema de cromatografia de gases.

El cromatografo de gases Agilent Intuvo 9000 permite facilmente el andlisis
de doble columna a través del chip de divisor de flujo del inyector Intuvo. El
chip de divisor de flujo del inyector gestiona el flujo desde el inyector a través
de dos columnas que van a dos detectores FID (u otros atmosféricos). Elimina
la necesidad de que los usuarios calculen, midan y corten los restrictores.
También proporciona una division 1:1 para ambas columnas, siempre que

las dimensiones de las columnas coincidan; por ejemplo, siambas columnas
miden 30 m x 320 um. Esto permite que la muestra se analice en ambas
columnas en un solo analisis.

- -

Sistema GC Agilent 9000 Intuvo y muestreador de espacio de cabeza Agilent 7697A.

Para obtener mas
informacion, visite:
www.agilent.com
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Experimento

Se equipd un sistema GC Intuvo con

un muestreador de espacio de cabeza
Agilent 7697A. Las columnas duales

de alcohol DB-BAC1 Ultra Inert (Ul) y
DB-BAC2 Ultra Inert (Ul) se configuraron
entre un inyector split/splitless
individual y FID duales, y se mantuvieron
isotérmicas (Tablas 1y 2). Se prepararon
patrones de etanol de 10 a 800 mg/dl en
agua con metanol, acetona e isopropanol
incluidos a la mitad de la concentracion,
de 5a 400 mg/dl. Se utilizaron controles
de etanol para evaluar la precision de la
calibracion y se utilizé una mezcla de
test para analisis de alcohol en sangre
(Tabla 3) para demostrar la resolucion
mejorada obtenida por el nuevo par

de columnas DB-BAC. Los viales para
espacio de cabeza se prepararon
haciendo alicuotas de 50 pl de la
calibracion o del control en 450 pl de
n-propanol al 0,03 % (v/v).

Resultados y comentarios

Para determinar las curvas de calibracion
de ambas columnas, DB-BACT U1y
DB-BAC2 Ul (Figura 1), los patrones de
calibracion se analizaron por triplicado. Se
observé que las curvas de calibracion eran
lineales en los cuatro analitos incluidos

en los patrones de calibracion. Se logro
un coeficiente de determinacion (R?) de
0,9995 o0 mejor para el etanol en ambas
columnas. La diferencia de pendiente
para el etanol en los dos pares de
columnas/detectores fue de solo el 6,3 %,
lo que demuestra una division y deteccion
1:1 exactas después del inyector.

Tabla 1. Se indican las condiciones del instrumento para el sistema GC Agilent Intuvo 9000.

Sistema GC Agilent Intuvo 9000

Valor programado

Horno

40 °C (6,5 minutos)

Inyector split/splitless

Divisor 10:1,110 °C

DB-BACT1 Ultra Inert (123-9334UI-INT)
30 m x 320 ym, 1,8 pm

Presion constante de helio 21 psi

DB-BAC2 Ultra Inert (123-9434UI-INT)
30m x 320 ym, 1,2 pm

Controlado por la columna 1

FID (frontal y trasero) 250°C

H, 30 ml/min

Aire 400 ml/min

N, (auxiliar) 25 ml/min

Chip puente 110 °C (temperatura del inyector)
Bus Predeterminado (a 200 °C)

Senal frontal/trasera

20 Hz

Tabla 2. Se indican las condiciones del instrumento para el muestreador de espacio de

cabeza Agilent 7697A.

Muestreador de espacio de cabeza
Agilent 7697A

Valor programado

Horno 70 °C

Loop 70 °C

Linea de transferencia 90 °C
Tiempo de equilibrio del vial 7 minutos
Duracion de la inyeccién 0,5 minutos
Tamafio del vial 20 ml

Agitacién del vial

Desactivado

Modo de llenado del vial

Predeterminado (50 ml/min a
15 psi, 0,1 minutos)

Presion de llenado del vial 15 psi
Velocidad de rampa de loop 30 psi/min
Presion final de loop 1,5 psi
Tiempo de equilibrio de loop 0,05 minutos

1.0004 | | 1.000-
9001 DB-BAC1 UI sopropano 900/ DB-BAC2 UI ° Isopropanol
o @ Acetona )
8001 y=0,616x — 1,3505 o 8001 y =0,655x — 1,1943 ‘ @ Acetona
R? = 0,9996 ® Etanol R? = 0,9997 @ Etanol
© 7004 ® Metanol © 7001 . © Metanol
@ 6001 ) ® 6001
3 o 3
2 5001 . .8 2 500/ ,x’ _________ s
g S e e o} B .
& 4001 e 4001
3004 k ’ e 3004 e
2000 ® e ® 200{ @ e
ST e B Y
100 I ° 100{ &9 ¢ -
9’.;-.' ----------- P
ol bl . . . . . . . . (o ek . . . . . . . .
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Concentracién (mg/dl)

Concentracién (mg/dl)

Figura 1. Curvas de calibracién de etanol, metanol, acetona e isopropanol para las columnas Agilent DB-BAC1 Ul y DB-BAC2 UI.



Después de la calibracion, se prepararon Tabla 3. Referencias de los controles de etanol y
cinco muestras de espacio de cabeza mezcla de test para andlisis de alcohol en sangre.
con un control de etanol de 80 mg/dly la

s Patrén Referencia

mezcla de test para analisis de alcohol
en sangre (50 mg/dl). La reproducibilidad 20 mg/d| 5190-9756
de drea, medida por la RSD para ambos 50 mg/dl 5190-9757
canales, fue del 4,7 % o mejor (Tabla 4). 80 mg/dl 5190-9758
Iambiég se ialcgllé la precisiél?,del ” 100 mg/d| 5190-9759

iempo de retencion, que resultd ser de
0,1 % o mejor (Tabla 5). La precision de 150 mg/d| 5190-9760
la calibracion se verific con controles de 200 mg/dl 5190-9761
etanol (Tabla 6). 300 mg/dl 5190-9762
400 mg/dl 5190-9763

Mezcla de test para

analisis de alcohol 5190-9765

Tabla 4. Precision del area (RSD) para el patron de etanol de 80 mg/dl y los analitos
incluidos en la mezcla de test para analisis de alcohol en sangre en ambas columnas.

Analito Agilent DB-BAC1 Ul Agilent DB-BAC2 Ul
Patrén de 80 mg/dl de etanol 3,70 % 2,80%
Metanol (50 mg/dl) 410% 1,40%
Acetaldehido (50 mg/dl) 2,80% 3,00%
Etanol (50 mg/dl) 2,30% 1,10%
Isopropanol (50 mg/dl) 3,30% 1,90%
terc-butanol (50 mg/dl) 2,80% 2,70%
Propanol (50 mg/dl) 3,40% 3,00%
n-propanol (50 mg/dl) 3,10% 2,10%
Acetona (50 mg/dl) 3,40% 2,90%
Acetonitrilo (50 mg/dI) 2,30% 2,80%
2-butanol (50 mg/dl) 2,00% 3,00%
Acetato de etilo (50 mg/dl)  3,20% 3,10%
2-butanona (50 mg/dl) 3,10% 3,00%

Tabla 5. Precision del tiempo de retencién (RSD) para el patron de etanol de 80 mg/dly
los analitos incluidos en la mezcla de test para analisis de alcohol en sangre de 50 mg/
dl en ambas columnas.

Analito Agilent DB-BAC1 Ul Agilent DB-BAC2 Ul
Patron de 80 mg/dl de etanol 0,04 % 0,10 %
Metanol 0,01 % 0,02 %
Acetaldehido 0,01 % 0,02 %
Etanol 0,02 % 0,05 %
Isopropanol 0,02 % 0,04 %
terc-butanol 0,03 % 0,04 %
Propanal 0,01 % 0,02 %
n-propanol 0,03 % 0,04 %
Acetona 0,02 % 0,03 %
Acetonitrilo 0,02 % 0,03 %
2-butanol 0,04 % 0,04 %
Acetato de etilo 0,02 % 0,03 %

2-butanona 0,02 % 0,03 %




Se comprobd que todos los
controles se encontraban dentro de
una tolerancia de error aceptable
(6 %). Los cromatogramas de la

Tabla 6. Se calcularon las concentraciones de un conjunto de patrones de etanol evaluados con las curvas
de calibracion recogidas. Todas las concentraciones estaban dentro del 6 % de la concentracién esperada.

Concentracion

Concentracion

Figura 2 demuestran la mejora en la calculada para Pasa/ calculada para
-, . Patrén de etanol  Agilent DB-BAC1 Ul Falla Agilent DB-BAC2 Ul Pasa/Falla
resolucion lograda para los distintos
analitos incluidos en la mezcla de test 20 mg/d| 19,8 mg/dl Pasa 19,3 mg/di Pasa
para andlisis de alcohol en sangre. 50 mg/dl 50,0 mg/dl Pasa 47,1 mg/dl Pasa
Los patrones internos habituales, 80 mg/dI 79,3 mg/dl Pasa 76,8 mg/dl Pasa
terc-butanol y n-propanol se resuelven 100 mg/dl 96,7 mg/dl Pasa 94,4 mg/dl Pasa
bien con cualquiera de los analitos de 150 mg/d| 152 mg/d| Pasa 149 mg/dl Pasa
interes. 200 mg/d| 197 mg/d| Pasa 193 mg/dl Pasa
Conclusion 300 mg/di 302 mg/dl Pasa 302 mg/dl Pasa
El sistema GC Agilent Intuvo 9000, 400 mg/dl 384 mg/dl Pasa 386 mg/dl Pasa
equipado con un muestreador de
espacio de cabeza Agilent 7697A oA - N.° de pico 7. n-propanol
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Figura 2. Los cromatogramas para la mezcla de test para andlisis de alcohol en sangre demuestran la
resolucién de terc-butanol (5) y n-propanol (7) de otros analitos de interés en la columna Agilent DB-BAC1
Ul (A). El orden de elucion cambia en la columna complementaria Agilent DB-BAC 2 Ul (B).
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