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RESUMEN. El D003 es una mezcla de ácidos grasos saturados y lineales desde 24
a 36 átomos de carbono obtenida de la cera de caña de azúcar (Saccharum
officinarum L.) con acción hipocolesterolemizante y antiagregante plaquetario.
El presente estudio consiste en el desarrollo de un método analítico rápido para la
determinación del contenido de ácidos grasos de muy alto peso molecular pre-
sentes en el D-003, materia prima. Para ello, los ácidos grasos de esta mezcla fue-
ron derivatizados a sus ésteres metílicos en una fase constituida por ácido sulfú-
rico 2 % en metanol (v/v) y extraídos al mismo tiempo, en una segunda fase de n-
hexano. El rendimiento máximo de la reacción se alcanzó a los 5 min . A partir
de esta última fase, se extrajeron alícuotas que fueron analizadas por cromatogra-
fía de gases mediante el empleo de una columna DB-5 wide bore, usando ácido 1-
nonadecanoico como patrón interno. Las muestras así obtenidas y conservadas a
(25 ± 2) ºC y (70 ± 5) % de humedad relativa fueron estables durante 20 d . El
empleo de la técnica de solvent-flush utilizando un disolvente volátil (acetona)
permitió garantizar la mayor precisión en la determinación de los factores másicos
de respuesta relativa, los que resultaron similares a los teóricos. La adición de
agua durante la preparación de las muestras disminuyó la detección
cromatográfica de los ésteres metílicos. Los resultados fueron similares a los ob-
tenidos con otro método anteriormente validado con similar objetivo, si bien, el
presente método mostró ventajas en la rapidez de la preparación de las muestras.

ABSTRACT. D-003 is a substance isolated from sugarcane wax consisting of a
mixture of lineal and saturated very long-chain fatty acids from 24 to 36 atoms
of carbon, obtained from sugar cane (Saccharum officinarum L.) wax with cho-
lesterol-lowering and antiplatelet effects. The present study was undertaken to
develop a rapid analytic method for determining the content of very long-chain
fatty acids present in the raw material, in which the fatty acids were converted
to their methyl esters using sulphuric acid at 2 % in methanol (v/v), and ex-
tracted in a second n-hexane phase. The maximum efficiency of the reaction
was obtained at 5 min . Aliquots were taken from this last phase, being analysed
by gas chromatography by using a DB-5 wide bore column and 1-nonadecanoic
acid as internal standard. The samples thus prepared and kept to (25 ± 2) ºC
and (70 ± 5) % of relative humidity were stable for 20 d . The solvent-flush tech-
nique with acetone reached the most precise results in the determination of
relative mass response factors, which were similar to the theoretical ones. The
addition of water during sample preparation did not improve the specificity of
the detection. The comparison of the results here presented with those obtained
with a previous method developed and validated for the same purpose were
similar, the present method showing advantages regarding the rapidity in the
sample preparation.

INTRODUCCION
El D003 constituye una mezcla de

ácidos grasos de alto peso molecu-
lar, aislada y purificada a partir de la
cera de la caña de azúcar (Saccha-
rum Officinarum L.).1 La producción
de la materia prima de D003 a escala
de planta ha mostrado una compo-
sición reproducible en los lotes pro-
ducidos. Los ácidos mayoritarios son
los de número par de átomos de car-
bono, entre los cuales, el ácido 1-oc-
tacosanoico se encuentra en mayor
proporción.

El D-003 ha mostrado efectos
hipolipemiante y antiagregante pla-
quetario en estudios experimentales
y clínicos.2-8 Además, ha sido demos-
trado que el D-003 previene la pe-
roxidación lipídica de las lipopro-
teínas plasmáticas.9 Estudios experi-
mentales de toxicidad aguda, sub-
crónica y crónica han mostrado au-
sencia de toxicidad inducida por el
producto,10,11 mientras que estudios
de genotoxicidad y de sus efectos so-
bre la fertilidad y la reproducción
tampoco han mostrado toxicidad
atribuible a él.12,13

La cromatografía de gases (CG)
ha permitido estudiar gran cantidad
de lípidos, dentro de los cuales se
encuentran los ácidos grasos. Estos
últimos para su estudio por CG son
convertidos en derivados más volá-
tiles, frecuentemente ésteres metíli-
cos, aunque otros ésteres pueden ser
utilizados con este fin.14,15 Los ésteres
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metílicos pueden prepararse a través
de transmetilación catalizada por un
ácido o una base,16 mediante el uso
del diazometano y reactivos relacio-
nados,17 y otros procedimientos des-
critos.18 Los estudios publicados acer-
ca de los modos de esterificación de
los ácidos grasos con frecuencia cu-
bren solamente desde el C14 hasta el
C22, pudiéndose encontrar estos últi-
mos en estado libre o enlazado a
otros lípidos.

El control de la calidad y los estu-
dios de estabilidad de la materia pri-
ma del D003 se realiza a través de un
método analítico validado (técnica 1-
PA),19 el cual permite cuantificar los
ácidos grasos (C24:0-C36:0) que com-
prende esta mezcla. Si se tiene en
cuenta que se trata de un método
analítico aplicado al control de la ca-
lidad de una materia prima, este debe
ser básicamente poco costoso y per-
mitir obtener resultados lo más rá-
pido posible. Sin embargo, la técni-
ca 1-PA presenta el inconveniente de
requerir mucho tiempo para alcan-
zar el rendimiento máximo de la re-
acción de esterificación de dichos
ácidos, previo al análisis cromatográ-
fico.

El objetivo del presente estudio
consistió en evaluar algunos aspec-
tos de un nuevo método analítico
(técnica 2-PA), que pretende ser al-
ternativo al que se encuentra valida-
do, en el cual los ácidos grasos libres
del D003 son metilados en una fase
compuesta por metanol con un 2 %
de ácido sulfúrico (relación v/v) y al
mismo tiempo, son extraídos en una
segunda fase de n-hexano, la cual, al
ser menos densa, queda en la parte
superior, lo que facilita tomar con la
jeringuilla microlítrica el volumen
requerido para el análisis cromato-
gráfico. Además, se investigó si la
adición de agua durante la prepara-
ción para el análisis cromatográfico
de las muestras, permite mejorar la
precisión del método.

MATERIALES Y METODOS
Equipos

Cromatógrafo de gases modelo
GC-14A (SHIMADZU, Japón) acopla-
do a computadora modelo C-R4A de
la misma firma, provista de software
para procesamiento de datos. La de-
tección se realizó mediante un detec-
tor de ionización por llama y em-
pleando una columna wide bore con
fase enlazada DB-5 (30 m, 0,53 mm
d.i. y 1,5 µm de espesor de película;
J&W, USA). Programación: de 250 ºC
hasta 320 ºC a 5 ºC/min y 10 min
isotérmico a la temperatura final. El flu-
jo del gas portador fue de 11,4 mL/min .

Para la formación de la llama se em-
pleó un flujo de hidrógeno y aire de
40 mL/min y 400 mL/min, respecti-
vamente. La temperatura del inyec-
tor fue de 300 ºC y la del detector de
320 ºC . El volumen de inyección fue
de 1 µL .

Cromatógrafo gaseoso acoplado
a espectrómetro de masas modelo
MD 800 (FISON Instruments, Ingla-
terra) con un procesador de datos
computadorizado. Se empleó una co-
lumna capilar SPB-5 (25 m, 0,25 mm,
0,5 µm; Supelco, USA). Programa-
ción: de 100 ºC hasta 200 ºC a 40 ºC/
min, de 200 ºC hasta 320 ºC a 10 ºC/
min y 10 min isotérmico a la tempe-
ratura final. El flujo del gas porta-
dor (helio) fue de 1 mL/min . La
temperatura del inyector, la fuente y
de la interfase fue de 300, 250 y 250 ºC,
respectivamente. La energía de
ionización fue de 70 eV y se inyectó
1 µL de muestra.

Reactivos y disoluciones

Disolución de patrón interno
(DPI): ácido 1- nonadecanoico (C19:0,
99 % CG, Sigma, USA) en clorofor-
mo (99 % CG, Riedel-de Haen, Ale-
mania) 1,00 mg/mL .

Disolución de referencia de ácidos
grasos (DRA): 1-tetracosanoico (C24:0)
0,13 mg/mL; 1-pentacosanoico (C25:0)
0,09 mg/mL; 1-hexacosanoico (C26:0)
0,28 mg/mL; 1-heptacosanoico (C27:0)
0,24 mg/mL; 1-octacosanoico (C28:0)
2,91 mg/mL; 1-nonacosanoico (C29:0)
0,16 mg/mL; 1- triacontanoico (C30:0)
1,60 mg/mL y 1-hentriacontanoico
(C31:0) 0,10 mg/mL (todos > 99 %,
Sigma, USA) en cloroformo ( 99 %,
Riedel-de Haen, Alemania).

Producto: D003, lote 2 (Centro
Nacional de Investigaciones Cientí-
ficas, Cuba).

Disolución metilante (DM): 2 %
de ácido sulfúrico (95-97 %, Merck,
Alemania) en metanol (99,8 %,
Merck, Alemania).

Disolución matriz de referencia
(DMR): Se añadió 0,50 mL de la DRA
y 0,25 mL de DPI a un vial; se llevó
a sequedad en corriente de nitróge-
no con calentamiento a 80 ºC; se
añadieron 0,5 mL de DM e igual can-
tidad de n-hexano (95 %, Riedel-De
Haen, Alemania) y se calentó a 80 ºC
durante 5 min con agitación a inter-
valos. Posteriormente, se llevó a
temperatura ambiente y se le aña-
dió 0,05 mL de agua destilada. Des-
pués de 10 min, se inyectó en el equi-
po 1 µL de la fase de n-hexano.

Preparación de la muestra

Se pesaron 5 mg de la materia pri-
ma en un vial y se adicionaron 0,5 mL

de DPI y se llevó a sequedad con una
corriente de nitrógeno seco. Se aña-
dieron 0,5 mL de DM e igual canti-
dad de n-hexano y se calentó a 80 ºC
durante 5 min con agitación a inter-
valos. Posteriormente, se llevó a tem-
peratura ambiente y se añadieron
0,05 mL de agua destilada. Después
de 10 min, se inyectó 1 µL de la fase
de n-hexano en el cromatógrafo de
gases.

Método de análisis cualitativo

Como criterio de identificación
se determinó la retención relativa de
cada uno de los ácidos grasos que
forman el D003, desde el C24:0 hasta
el C36:0, para lo cual, se tomó como
referencia al patrón interno C19:0. La
retención relativa determinada se
comparó con la obtenida del análi-
sis de una muestra preparada a par-
tir del lote 2, previamente estudiada
por cromatografía de gases acopla-
da al espectrómetro de masas.20

Método de análisis cuantitativo

El porcentaje de cada ácido gra-
so (Ci) presente en el producto se
obtuvo por el método cuantitativo
del patrón interno, mediante la ecua-
ción siguiente:

donde:
Ai  área bajo el pico cromatográfico

del componente a analizar.
mpi  masa de patrón interno (mg).
Api  área bajo el pico cromatográfico

del patrón interno.
fi

m  factor másico de respuesta rela-
tiva.

mm  masa de la muestra (mg).

Los factores másicos de respues-
ta relativa se calcularon a partir del
análisis cromatográfico de la DMR,
según:

donde:
mi  masa del componente a analizar.

Al no disponerse de patrones co-
merciales de los ácidos desde 32 has-
ta 36 átomos de carbono fue emplea-
do, para los ácidos C32:0, C34:0 y C36:0 el
factor calculado para el ácido C30:0, y
para los ácidos C33:0 y C35:0 el del ácido
C31:0.

Evaluación del modo de inyección

 Al analizar una serie homóloga
de ácidos grasos de muy alto peso
molecular (D003) empleando CG se

Ci  =
Ai  ·  fi

m  ·  mpi  ·  100 %

Api  ·  mm

fi
m

  =
Api  ·  mi

Api  ·  mpi
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prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Además, se compararon los
coeficientes de variación (CV) deter-
minados para cada ácido y el total,
con los CV permitidos por Horwitz.
En estos últimos se tuvo en cuenta
el porcentaje del analito en la mues-
tra, por ejemplo, para aquellos que
estuvieran en 0,1; 1; 10; 50 y 100 %,
los CV permitidos serían 5,7; 4; 2,8;
2,2 y 2 %, respectivamente. 21-23

Estudio de estabilidad de las mues-
tras preparadas

Con el objetivo de verificar la es-
tabilidad de los ésteres metílicos en
la fase n-hexano, se prepararon cin-
co muestras según fue previamente
descrito. Alícuotas de estas muestras
se analizaron el mismo día de pre-
paradas y a los 20 d de conservadas
a (25 ± 2) ºC y (70 ± 5) % de hume-
dad relativa.

A través de una prueba F de
Fisher y t de Student se comprobó la
posible existencia de diferencias sig-
nificativas entre las dispersiones y
las medias entre los dos análisis.

Comparación entre las técnicas 1 y
2 PA en la determinación cuantita-
tiva de los ácidos grasos presentes
en el D003

A partir del lote 2 de D-003 (ma-
teria prima) se prepararon ocho
muestras según fue descrito ante-
riormente para el presente método
(técnica 2-PA) e igual cantidad de
muestras por la técnica 1-PA previa-
mente validada. Esto permitió com-
parar los resultados del contenido in-
dividual y total de ácidos de muy alto
peso molecular de un lote, expresa-

do en porcentaje, mediante ambos
métodos. Se evaluó la precisión en
los resultados a través de los coefi-
cientes de variabilidad, estos fueron
comparados con los CV permitidos
por Horwitz. Además, las pruebas F
de Fisher y t de Student fueron em-
pleadas para analizar las dispersio-
nes y las medias de las dos técnicas,
respectivamente.

Influencia de la adición de agua en
la determinación de D003

Con el objetivo de conocer la in-
fluencia del agua se evaluó la adición
de pequeñas cantidades de agua des-
tilada después del paso de meti-
lación de las muestras. Fueron pre-
parados tres grupos de muestras a
las que se les adicionaron 0,05; 0,1 y
0,2 mL de agua destilada y un últi-
mo grupo al que no se le añadió esta.
Se realizaron cinco réplicas en cada
caso. Se determinó el porcentaje por
ácido y total de todas las muestras;
además, se calculó el CV global para
cada ácido y el total en los tres gru-
pos de muestras a los que se les aña-
dió agua destilada.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluación del modo de inyección

Las condiciones cromatográficas
empleadas resultaron apropiadas
para la realización de las diferentes
determinaciones (Fig. 1), ya que to-
dos los picos de interés estuvieron
resueltos. No se encontraron inter-
ferencias entre los ácidos grasos y el
patrón interno. Como era de esperar,
al emplear la técnica de solvent-flush
con acetona y tolueno se obtuvieron
los menores valores de CV en la de-

hace marcado el efecto discriminati-
vo de la introducción de estos en la
cámara de vaporización, lo que ocu-
rre como consecuencia de las dife-
rencias en las temperaturas de ebu-
llición de los mencionados ácidos
grasos. A medida que esta aumenta,
las probabilidades de permanecer
cierta cantidad del analito en la agu-
ja de la jeringuilla en el momento de
la inyección de la muestra aumen-
tan también, lo cual provoca una dis-
minución en la sensibilidad de las
determinaciones. Con el objetivo de
evaluar la incidencia del menciona-
do efecto discriminatorio en las con-
diciones cromatográficas emplea-
das, se realizó un primer estudio en
el que se evaluaron tres modos de in-
yección usando una DMR. Se calcu-
ló para cada ácido el factor másico
de respuesta relativa y la respuesta
másica específica (Ri

m), esta última
a través de la ecuación siguiente:

La DMR se analizó empleando la
técnica de solvent-flush con acetona
(condición 1) y con tolueno (condi-
ción 2). La selección de ambos disol-
ventes se basó en que estos presen-
tan una notable diferencia en sus
respectivas temperaturas de ebulli-
ción. Dicha técnica se realizó em-
pleando una jeringuilla microlítrica
de 10 µL (Hamilton, Suiza) median-
te el procedimiento siguiente: se
tomó disolvente puro hasta la mar-
ca de 0,2 µL, después 0,2 µL de aire,
1 µL de muestra y finalmente, 0,2 µL
de aire. La tercera condición consis-
tió en no utilizar dicha técnica, es de-
cir, se tomó 1 µL de muestra y se in-
yectó directamente en la cámara co-
rrespondiente. La operación se eje-
cutó cada vez con una penetración
suave y una rápida introducción de
la muestra. Cada condición se eva-
luó con cinco réplicas.

Evaluación cinética de la reacción
de metilación

Con el objetivo de determinar el
tiempo necesario para alcanzar el
rendimiento máximo en la reacción
de esterificación de los ácidos grasos
del D003, se procedió según el acápite
de preparación de las muestras, con
la diferencia de que se evaluaron,
además de los cinco minutos, 10, 30,
60 y 120 min (cinco réplicas para
cada caso). Para precisar si había di-
ferencias significativas en los resul-
tados del porcentaje total de D003 en
los cinco tiempos evaluados los re-
sultados se analizaron mediante la

Ri
m

  =
Ai

mi

Fig. 1. Perfiles cromatográficos: (A) ácidos grasos presentes en las muestras de D003,
(B) patrón interno; analizados como ésteres metílicos. Picos: PI (C19:0), (1) C24:0, (2)
C25:0, (3) C26:0, (4) C27:0, (5) C28:0, (6) C29:0, (7) C30:0, (8) C31:0, (9) C32:0, (10) C33:0, (11) C34:0, (12)
C35:0 y (13) C36:0.
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terminación de los factores másicos
de respuesta relativa ( Tabla 1). En
la condición 1, a diferencia de las
demás, los resultados del cálculo del
factor másico de respuesta relativa
de los ocho ácidos grasos involucra-
dos en el estudio fueron muy simi-
lares entre sí y respecto a los respec-
tivos valores teóricos.24 Esto quiere
decir que en las condiciones croma-
tográficas empleadas, el solvent-
flush con el disolvente más volátil
(acetona) anuló el efecto discrimi-
nativo de la introducción de los áci-
dos grasos de muy elevada masa
molecular en la cámara de vapori-
zación. El uso de la acetona tam-
bién permitió alcanzar los resulta-
dos más precisos.

La técnica de solvent-flush debió
arrastrar mayor cantidad de analitos
hacia el interior de la cámara de va-
porización si se le compara con la
inyección manual sin su empleo, sin
embargo, esto no ocurrió, pues en las
condiciones 1 y 2, la respuesta
másica específica fue menor que en
la condición 3 (Tabla 2). La respues-
ta a esta contradicción puede encon-
trarse en una combinación de dos
factores: el volumen de expansión de
los vapores del disolvente de la
muestra y el empleado por la técni-
ca y segundo, la presión que ejercen
ambos disolventes en el momento de
su vaporización puede exceder la
que existe en el inyector. Estos dos
factores pueden con frecuencia pro-
vocar cierto flujo de analitos hacia
el exterior a través del septum o ha-
cia los conductos del gas transpor-
tador, y por tanto, no son detectados.
Esto no ocurrió o sencillamente re-
sultó disminuido al emplearse sola-

mente el disolvente de la muestra,
es decir, al no usar el solvent-flush.

Al emplear la acetona, la respues-
ta másica específica para todos los
ácidos grasos fue menor que con el
tolueno. Esto último se debió a que
la acetona posee un mayor volumen
de expansión, lo que provocó una
mayor pérdida de la respuesta
másica específica.

Evaluación cinética de la reacción
de metilación

Los CV calculados para cada áci-
do graso después de tomar en consi-
deración las 15 muestras involucra-
das en el estudio, estuvieron por de-
bajo de los límites propuestos por
Horwitz (Tabla 3). El porcentaje to-

tal de ácidos grasos obtenido en los
diferentes tiempos evaluados no pre-
sentó diferencias significativas. Fue-
ron suficientes 5 min para alcanzar
el rendimiento máximo en la reac-
ción de formación de los ésteres
metílicos.

Estudio de estabilidad de las mues-
tras preparadas

Teniendo en cuenta que el méto-
do se basa en la formación de dos
fases perfectamente visibles, en la
inferior, el metanol en medio ácido
y en la superior, el n-hexano, era fac-
tible que ocurriesen cambios en los
equilibrios de distribución de los
ácidos grasos en el tiempo, por lo
cual se evaluó la estabilidad de las

C24:0- C31:0  Patrones de ácidos grasos saturados entre 24 y 31 átomos de carbono.   fi
m  Factor másico de respuesta relativa.   DE

Desviación estándar.   CV  Coeficiente de variación.

Tabla 2. Resultados de la determinación  de la respuesta másica específica (Ri
m)

para los ácidos contenidos en la DMR en los tres modos de inyección evaluados,
solvent-flush con acetona (condición 1), solvent-flush con tolueno (condición 2) y
sin emplear solvent-flush (condición 3).

odicA nóicidnoC

1 2 3

Ri
m ED±

0:42C 5242±53514 3432±18344 2131±20555

0:52C 6722±35004 8032±52234 0331±48435

0:62C 9042±24304 4152±31344 1231±10425

0:72C 7532±62114 2652±32854 5031±06435

0:82C 0022±87414 7962±02664 8131±51425

0:92C 7942±46124 6872±96284 2631±07235

0:03C 4722±70114 6772±13174 1021±66015

0:13C 9242±26814 5482±08384 1531±80915

latotoidemorP 917±80214 5191±81064 0331±83925

C24:0- C31:0   Patrones de ácidos grasos saturados entre 24 y 31 átomos de carbono.
Ri

m  Respuesta másica específica.   DE  Desviación estándar.

Tabla 1. Resultados de la determinación  del factor másico de respuesta relativa (fi
m) para los ácidos contenidos en la DMR

en los tres modos de inyección evaluados, solvent-flush con acetona (condición 1), solvent-flush con tolueno (condición 2)
y sin emplear solvent-flush (condición 3).

odicA fi
m ociróet nóicidnoC

1 2 3

fi
m ED± VC

)%(
fi

m ED± VC
)%(

fi
m ED± VC

)%(

0:42C 969,0 500,0±759,0 25,0 010,0±259,0 50,1 220,0±180,1 40,2

0:52C 469,0 600,0±299,0 06,0 210,0±779,0 32,1 020,0±221,1 87,1

0:62C 069,0 500,0±589,0 15,0 510,0±359,0 75,1 420,0±541,1 1,2

0:72C 659,0 500,0±669,0 25,0 510,0±229,0 36,1 320,0±221,1 50,2

0:82C 359,0 500,0±859,0 25,0 510,0±609,0 66,1 320,0±441,1 10,2

0:92C 949,0 500,0±349,0 35,0 510,0±578,0 17,1 220,0±621,1 59,1

0:03C 649,0 500,0±769,0 25,0 510,0±698,0 76,1 120,0±571,1 97,1

0:13C 349,0 500,0±949,0 35,0 510,0±378,0 67,1 420,0±651,1 80,2
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muestras en esas condiciones duran-
te un tiempo dos veces superior al
tiempo máximo utilizado en la prác-
tica para guardar las muestras de
análisis. La tabla 4 muestra que los
CV de los porcentajes para cada áci-
do y el total de estos, cuando las de-
terminaciones se realizaron el mis-
mo día de preparadas las muestras

(t0) y después de 20 d (t1), se encon-
traron por debajo de los límites pro-
puestos por Horwitz. Lo mismo su-
cedió con el CV global, donde se tu-
vieron en cuenta todas las muestras
involucradas en el estudio.

Las pruebas F de Fisher y t de
Student comprobaron que no hay
diferencias significativas entre las

dispersiones y las medias obtenidas
para los porcentajes totales a t0 y t1,
ya que los valores experimentales de
F (1,31) y t (0,140) fueron menores
que los tabulados 9,60 (0,05; 4; 4) y
2,306 (0,05; 8), respectivamente.

Comparación entre las técnicas 1 y
2 PA en la determinación cuantita-
tiva de los ácidos grasos presentes
en el producto

Al calcular independientemente
los CV en las determinaciones para
cada ácido y para el total de ácidos
por cada técnica, solamente el ácido
minoritario C33:0 en la técnica 1-PA
fue superior al límite propuesto por
Horwitz (Tabla 5).

El CV global para cada ácido es-
tuvo por debajo de los mencionados
límites, con excepción de los ácidos
C33:0 y C35:0. Debido al carácter mino-
ritario de estos últimos en el D-003,
no se afectó la precisión de la deter-
minación del total de los ácidos, ya
que el CV global (1,18 %) fue inferior
al límite permitido por Horwitz (2 %).

Al realizar las pruebas F de Fisher
y t de Student se comprobó que no
existieron diferencias significativas
entre las dispersiones y las medias
obtenidas por ambas técnicas para
el total de ácidos, ya que los valores
experimentales de F (1,29) y t (0,817)
fueron inferiores a los tabulados 3,79
(0,05; 7; 7) y 2,145 (0,05; 14), respecti-
vamente.

Para lograr un rendimiento máxi-
mo en la reacción de formación de
los ésteres metílicos por la técnica

Tabla 4. Resultados de la determinación de D003 el día de preparadas las mues-
tras (t0) y después de 20 d (t1).

odicA t0 t1 labolgVC
)%(

ED±P VC
)%(

ED±P VC
)%(

0:42C 610,0±42,1 92,1 220,0±32,1 97,1 65,1

0:52C 110,0±79,0 31,1 510,0±79,0 55,1 92,1

0:62C 140,0±26,2 65,1 650,0±95,2 61,2 58,1

0:72C 440,0±62,2 59,1 350,0±32,2 83,2 21,2

0:82C 154,0±41,92 55,1 986,0±91,92 63,2 88,1

0:92C 630,0±55,1 33,2 820,0±85,1 77,1 90,2

0:03C 472,0±50,61 17,1 543,0±60,61 51,2 38,1

0:13C 320,0±10,1 82,2 700,0±30,1 86,0 37,1

0:23C 151,0±71,8 48,1 921,0±1,8 95,1 96,1

0:33C 610,0±61,1 83,1 810,0±71,1 45,1 93,1

0:43C 281,0±7,9 78,1 421,0±75,9 03,1 86,1

0:53C 510,0±45,0 87,2 10,0±45,0 58,1 97,2

0:63C 180,0±33,3 34,2 740,0±33,3 14,1 78,1

latoT 822,1±67,77 85,1 704,1±16,77 18,1 06,1

C24:0- C36:0  Acidos grasos saturados entre 24 y 36 átomos de carbono.   P  Porcentaje
promedio.   DE  Desviación estándar.   CV  Coeficiente de variación.   CV global
Coeficiente de variación teniendo en cuenta los dos grupos de muestras.

C24:0- C36:0  Acidos grasos saturados entre 24 y 36 átomos de carbono.   DE  Desviación estándar.   CV   Coeficiente de variación.

Tabla 3. Porcentajes obtenidos para cada ácido y el total después del análisis de las muestras preparadas con 5, 10, 30, 60
y 120 min de reacción de metilación.

odicA opmeiT
)nim(

ED±aideM VC
)%(

5 01 03 06 021

0:42C 3,1 92,1 92,1 13,1 42,1 720,0±92,1 01,2

0:52C 89,0 79,0 89,0 99,0 49,0 910,0±79,0 89,1

0:62C 76,2 96,2 56,2 7,2 26,2 230,0±76,2 02,1

0:72C 81,2 12,2 61,2 81,2 22,2 420,0±91,2 21,1

0:82C 53,92 76,92 20,92 6,92 94,92 752,0±34,92 78,0

0:92C 15,1 25,1 94,1 25,1 85,1 430,0±25,1 12,2

0:03C 99,51 52,61 97,51 71,61 72,61 302,0±90,61 62,1

0:13C 99,0 40,1 89,0 10,1 60,1 430,0±20,1 13,3

0:23C 71,8 23,8 20,8 62,8 2,8 311,0±91,8 83,1

0:33C 71,1 71,1 02,1 61,1 61,1 610,0±71,1 04.1

0:43C 57,9 9,9 35,9 58,9 46,9 151,0±37,9 65,1

0:53C 25,0 45,0 45,0 65,0 55,0 510,0±45,0 47,2

0:63C 82,3 93,3 13,3 64,3 43,3 170,0±63,3 11,2

latoT 88,77 59,87 09,67 87,87 33,87 228,0±71,87 50,1
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2-PA se necesitaron solamente 5 min,
lo que permitió que la preparación
de las muestras fuera más rápida que
en la técnica previamente validada,

pues en esta última se requieren
90 min para esta reacción. Teniendo
en cuenta esta ventaja y que no se
detectaron diferencias significativas

Tabla 5. Comparación estadística entre las técnicas 1-PA  (n = 8) y 2-PA (n = 8)
en cuanto a la determinación de los ácidos grasos presentes en el D003.

odicA AP-1acincéT AP-2acincéT labolgVC
)%(

ED±P VC
)%(

ED±P VC
)%(

0:42C 710,0±42,1 4,1 620,0±52,1 11,2 98,1

0:52C 120,0±29,0 82,2 010,0±469,0 90,1 08,2

0:62C 710,0±35,2 56,0 530,0±26,2 63,1 63,1

0:72C 630,0±42,2 46,1 40,0±12,2 28,1 48,1

0:82C 282,0±95,82 89,0 123,0±31,92 01,1 04,1

0:92C 220,0±25,1 34,1 820,0±45,1 58,1 37,1

0:03C 561,0±49,51 40,1 491,0±10,61 12,1 11,1

0:13C 410,0±99,0 74,1 810,0±10,1 48,1 68,1

0:23C 501,0±12,8 82,1 421,0±51,8 25,1 14,1

0:33C 940,0±42,1 *59,3 710,0±61,1 84,1 *16,4

0:43C 621,0±55,9 23,1 871,0±17,9 38,1 97,1

0:53C 020,0±15,0 38,3 510,0±45,0 28,2 *52,4

0:63C 360,0±82,3 29,1 760,0±53,3 10,2 81,2

latoT 177,0±67,67 00,1 978,0±36,77 31,1 81,1

C24:0- C36:0  Acidos grasos saturados entre 24 y 36 átomos de carbono.   P  Porcentaje
promedio.   DE  Desviación estándar.   CV  Coeficiente de variación.   CV global
Coeficiente de variación teniendo en cuenta los dos grupos de muestras.   *  Valores
por encima de los límites de aceptación.

en la determinación de los ácidos
grasos de muy alto peso molecular
presentes en la materia prima de
D003 mediante el empleo de ambos
métodos, se concluye que el presen-
te método parece aventajar el an-
terior, si bien una conclusión defi-
nitiva requiere de su ulterior vali-
dación.

Influencia de la adición de agua en
la determinación de D003

Se observó que los tres grupos de
muestras a los que se les añadió agua
en su preparación presentaron dife-
rencias en los resultados del porcen-
taje determinado para cada ácido y
el total al compararlos con el grupo
al que no se le añadió el agua (Tabla
6). Esto demuestra que el agua, al
cambiar la polaridad de la fase for-
mada por la DM, influye en el equi-
librio de distribución de los ácidos
grasos hacia una u otra fase. Los re-
sultados obtenidos mediante la adi-
ción de 0,05; 0,1 y 0,2 mL de agua des-
tilada a las muestras no presentaron
diferencias significativas en el por-
centaje determinado para cada áci-
do, con excepción del C33:0 y C35:0 que
presentaron CV superiores a los de
Horwitz. No obstante, debido a su
baja proporción en el producto estos
últimos no influyeron en el CV glo-
bal para el total de ácidos (1,3 %), el
cual fue inferior al límite (2,0 %). Es-
tos resultados demostraron que al
añadir agua destilada durante la pre-
paración de las muestras se mejoró
la precisión de los resultados, ya que
como se puede observar en la tabla
6, la desviación estándar de la deter-
minación del porcentaje total de áci-
dos de las muestras a las que no se
le añadió agua fue mayor que aque-
llas a las que se añadió esta.

El objetivo de la adición de agua
en la preparación de las muestras es
que esta aumente la polaridad de la
DM, provocando que el equilibrio de
distribución de los ácidos grasos del
D003 se desplace en una mayor pro-
porción hacia la fase n-hexano, lo
que permite que disminuyan los lí-
mites de detección de los ácidos
grasos en el análisis cromatográfico.
Esto último se impone en los méto-
dos analíticos de control de la cali-
dad, especialmente al analizar mues-
tras representativas de las primeras
etapas de obtención de las materias
primas, en las que los analitos de in-
terés generalmente se encuentran
en bajas proporciones.

Sin embargo, la respuesta neta
(Rn) obtenida en el análisis de las
muestras a las que se le añadió agua
destilada fue inferior a la de aque-

Tabla 6. Evaluación de la adición de agua en la determinación del D003. El CV
global está referido solamente a los resultados del análisis de las muestras a las
que se le adicionó agua en su preparación.

odicA augaedodidañanemuloV
)Lm(

labolgVC
)%(

0 50,0 1,0 2,0

ED±P

0:42C 001,0±72,1 720,0±61,1 930,0±81,1 610,0±71,1 3,2

0:52C 211,0±79,0 710,0±29,0 130,0±39,0 730,0±19,0 79,2

0:62C 990,0±18,2 430,0±15,2 370,0±55,2 440,0±15,2 79,1

0:72C 190,0±44,2 420,0±61,2 440,0±71,2 230,0±31,2 56,1

0:82C 02,1±27,23 940,0±58,82 694,0±66,82 303,0±23,82 65,1

0:92C 051,0±77,1 40,0±65,1 830,0±75,1 410,0±45,1 20,2

0:03C 089,0±05,81 920,0±21,61 902,0±61 541,0±28,51 44,1

0:13C 080,0±02,1 720,0±60,1 110,0±40,1 800,0±920,1 29,1

0:23C 008,0±45,9 112,0±72,8 470,0±22,8 760,0±31,8 4,1

0:33C 770,0±93,1 410,0±32,1 310,0±12,1 610,0±91,1 *3,3

0:43C 205,0±44,11 160,0±50,01 050,0±58,9 970,0±37,9 74,1

0:53C 40,0±66,0 800,0±45,0 900,0±55,0 900,0±65,0 *84,5

0:63C 32,0±10,4 880,0±54,3 620,0±84,3 40,0±84,3 5,1

latoT 050,4±27,88 341,1±37,77 60,1±14,77 406,0±94,67 3,1

C24:0- C36:0  Acidos grasos saturados entre 24 y 36 átomos de carbono.   P  Porcentaje
promedio.   DE  Desviación estándar.   CV global  Coeficiente de variación teniendo
en cuenta las muestras a las que se les adicionó agua.   *  Valores por encima de los
límites de aceptación.
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llas sin agua añadida (Tabla 7). Te-
niendo en cuenta este resultado, se
realizó un análisis de la pérdida ocu-
rrida en la respuesta neta (PR) para
cada ácido graso al añadir agua a tra-
vés de la siguiente ecuación:

donde:
Rn1  respuesta neta del ácido graso

en la muestra a la que se le aña-
dió el agua.

Rn2  respuesta neta del ácido graso
en la muestra a la que no se le
añadió el agua.

La pérdida ocurrida en la res-
puesta neta (PR) para cada ácido gra-
so parece estar relacionada con dos
factores. Por una parte, una peque-
ña fracción de n-hexano que inicial-
mente era miscible con la DM, se
separó de esta última al añadirse el
agua, diluyendo en mayor grado los
componentes de interés. La tabla 7
por su parte, muestra resultados que
sustentan la contribución de otro
factor. Como se aprecia, a partir del
ácido C28:0 los valores promedios de
PR se mantuvieron similares, por lo
que otra razón de la reducción de la
respuesta parece relacionarse con-
que la mayoría de los ácidos grasos
presentes en el D003 antes de la adi-
ción del agua se encuentran en pro-

porción insignificante en la fase DM
como consecuencia del largo de la
cadena hidrocarbonada de estos áci-
dos grasos que los hace muy apola-
res, permitiendo que el equilibrio de
distribución sin la adición de agua
se encuentre desplazado casi total-
mente hacia la fase n-hexano. Así, la
causa de que los porcentajes obteni-
dos en el grupo de muestras a las que
no se les adicionó agua destilada en
su preparación fueran superiores res-
pecto a las demás muestras radica, en
que en las primeras el patrón interno
se encuentra en una menor concen-
tración en la fase de n-hexano.

Estos resultados indican que la
adición de agua a las muestras es
desventajosa para lograr el objetivo
pretendido de mejorar la detección,
ya que originó una disminución en
la respuesta cromatográfica de los
analitos de interés, sin embargo, su
empleo permitió alcanzar resultados
más precisos al compararlos con los
de las muestras preparadas sin la
adición del agua.

CONCLUSIONES

La técnica de solvent-flush em-
pleando la acetona mejora la preci-
sión en la determinación de los fac-
tores másicos de respuesta relativa
y permite obtener valores similares
a los teóricos, anulando el efecto
discriminativo frecuentemente ob-
servado en el análisis de los ácidos

grasos de muy alto peso molecular
por cromatografía gaseosa.

El estudio demostró la precau-
ción que se debe tener en la selec-
ción del disolvente para ejecutar la
técnica de inyección de solvent-
flush, pues su volumen de expansión
provoca una pérdida en la respues-
ta de los analitos de interés.

Para lograr un rendimiento
máximo en la reacción de formación
de los ésteres metílicos por la técni-
ca 2-PA se necesitan solamente 5
min, lo que permite que la prepara-
ción de las muestras sea más rápida
que en la técnica previamente vali-
dada, pues en esta última se requie-
ren 90 min para esta reacción. Te-
niendo en cuenta esta ventaja y que
no se detectan diferencias significa-
tivas en la determinación de los áci-
dos grasos de muy alto peso mole-
cular presentes en la materia prima
de D003 mediante el empleo de am-
bos métodos, se concluye que el pre-
sente método parece aventajar el an-
terior, si bien una conclusión defi-
nitiva requiere de su ulterior valida-
ción.

En las muestras preparadas me-
diante la técnica 2-PA, los ésteres
metílicos formados demostraron ser
estables en la fase n-hexano duran-
te 20 d a (25 ± 2) oC y (70 ± 5) % de
humedad relativa.

La adición de agua como un paso
en la preparación de las muestras

PR  =  100 −                ·  100
Rn1

Rn2
( )

Tabla 7. Análisis de la respuesta neta promedio (Rn) y la pérdida de respuesta promedio (PR) para los ácidos del D003 en
el ensayo de la adición de agua.

odicA augaedodidañanemuloV
)Lm(

0 50,0 1,0 2,0

nR nR RP
)%(

nR RP
)%(

nR RP
)%(

0:91C 34304 19083 36,7 66273 36,7 21473 72,7

0:42C 5615 6444 39,31 4744 83,31 1544 28,31

0:52C 5893 3353 53,11 1253 56,11 9643 59,21

0:62C 55011 1929 69,51 9539 53,51 7829 0,61

0:72C 9989 2728 44,61 1138 50,61 8028 90,71

0:82C 858231 654011 78,61 452901 74,71 512901 8,71

0:92C 3737 1116 21,71 9606 96,71 5006 65,81

0:03C 1157 78616 88,71 21016 15,81 20016 97,91

0:13C 6984 7704 37,61 1204 56,61 9404 3,71

0:23C 12783 73613 3,81 24413 8,81 92313 1,91

0:33C 3865 8274 18,61 8174 99,61 9664 58,71

0:43C 00464 42973 72,81 97673 8,81 99473 91,91

0:53C 5862 9515 6,91 7612 3,91 9022 37,71

0:63C 84261 49131 8,81 70331 11,81 82331 89,71

C24:0- C36:0  Acidos grasos saturados entre 24 y 36 átomos de carbono.   Rn  Respuesta neta.   PR   Pérdida de respuesta.
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por el método alternativo, lejos de
aumentar la detección de los ácidos
grasos del D003esterificados, provo-
ca una pérdida en la respuesta
cromatográfica.
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