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RESUMEN. El D003 es una mezcla de acidos grasos saturados y lineales desde 24
a 36 atomos de carbono obtenida de la cera de cana de azucar (Saccharum
officinarum L.) con accién hipocolesterolemizante y antiagregante plaquetario.
El presente estudio consiste en el desarrollo de un método analitico rapido para la
determinacién del contenido de 4cidos grasos de muy alto peso molecular pre-
sentes en el D-003, materia prima. Para ello, los 4cidos grasos de esta mezcla fue-
ron derivatizados a sus ésteres metilicos en una fase constituida por acido sulfa-
rico 2 % en metanol (v/v) y extraidos al mismo tiempo, en una segunda fase de n-
hexano. El rendimiento méaximo de la reaccién se alcanzé a los 5 min . A partir
de esta tilltima fase, se extrajeron alicuotas que fueron analizadas por cromatogra-
fia de gases mediante el empleo de una columna DB-5 wide bore, usando acido 1-
nonadecanoico como patrén interno. Las muestras asi obtenidas y conservadas a
(25 = 2) °C y (70 = 5) % de humedad relativa fueron estables durante 20 d . El
empleo de la técnica de solvent-flush utilizando un disolvente volatil (acetona)
permitié garantizar la mayor precision en la determinacién de los factores masicos
de respuesta relativa, los que resultaron similares a los teéricos. La adicién de
agua durante la preparaciéon de las muestras disminuy6 la deteccién
cromatografica de los ésteres metilicos. Los resultados fueron similares a los ob-
tenidos con otro método anteriormente validado con similar objetivo, si bien, el
presente método mostré ventajas en la rapidez de la preparacién 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) °C
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

E1 D003 constituye una mezcla de
acidos grasos de alto peso molecu-
lar, aislada y purificada a partir de la
cera de la cana de azucar (Saccha-
rum Officinarum L.).! La produccién
de la materia prima de D003 a escala
de planta ha mostrado una compo-
sicién reproducible en los lotes pro-
ducidos. Los acidos mayoritarios son
los de nimero par de a&tomos de car-
bono, entre los cuales, el acido 1-oc-
tacosanoico se encuentra en mayor
proporcion.

El D-003 ha mostrado efectos
hipolipemiante y antiagregante pla-
quetario en estudios experimentales
y clinicos.?® Adema4s, ha sido demos-
trado que el D-003 previene la pe-
roxidacion lipidica de las lipopro-
teinas plasmaticas.? Estudios experi-
mentales de toxicidad aguda, sub-
cronica y crénica han mostrado au-
sencia de toxicidad inducida por el
producto,’®!! mientras que estudios
de genotoxicidad y de sus efectos so-
bre la fertilidad y la reproduccién
tampoco han mostrado toxicidad
atribuible a é1.1213

La cromatografia de gases (CG)
ha permitido estudiar gran cantidad
de lipidos, dentro de los cuales se
encuentran los acidos grasos. Estos
ultimos para su estudio por CG son
convertidos en derivados mas vola-
tiles, frecuentemente ésteres metili-
cos, aunque otros ésteres pueden ser
utilizados con este fin.!*!® Los ésteres
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metilicos pueden prepararse a través
de transmetilacién catalizada por un
acido o una base,'* mediante el uso
del diazometano y reactivos relacio-
nados,!" y otros procedimientos des-
critos.®* Los estudios publicados acer-
ca de los modos de esterificacién de
los 4cidos grasos con frecuencia cu-
bren solamente desde el C , hasta el
C,,, pudiéndose encontrar estos lti-
mos en estado libre o enlazado a
otros lipidos.

El control de la calidad y los estu-
dios de estabilidad de la materia pri-
ma del D003 se realiza a través de un
meétodo analitico validado (técnica 1-
PA)," el cual permite cuantificar los
acidos grasos (C,, -C,. ) que com-
prende esta mezcla. Si se tiene en
cuenta que se trata de un método
analitico aplicado al control de 1a ca-
lidad de una materia prima, este debe
ser basicamente poco costoso y per-
mitir obtener resultados lo méas ra-
pido posible. Sin embargo, la técni-
ca 1-PA presenta el inconveniente de
requerir mucho tiempo para alcan-
zar el rendimiento maximo de la re-
accién de esterificacién de dichos
4cidos, previo al andlisis cromatogra-
fico.

El objetivo del presente estudio
consistié en evaluar algunos aspec-
tos de un nuevo método analitico
(técnica 2-PA), que pretende ser al-
ternativo al que se encuentra valida-
do, en el cual los acidos grasos libres
del D003 son metilados en una fase
compuesta por metanol con un 2 %
de acido sulfuarico (relacién v/v) y al
mismo tiempo, son extraidos 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 microlitrica el volumen
requerido para el andlisis cromato-
grafico. Ademas, se investigd si la
adicién de agua durante la prepara-
cién para el andlisis cromatografico
de las muestras, permite mejorar la
precision del método.

MATERIALES Y METODOS
Equipos

Cromatégrafo de gases modelo
GC-14A (SHIMADZU, Jap6n) acopla-
do a computadora modelo C-R4A de
la misma firma, provista de software
para procesamiento de datos. La de-
teccidn se realizdé mediante un detec-
tor de ionizacién por llama y em-
pleando una columna wide bore con
fase enlazada DB-5 (30 m, 0,53 mm
d.i. y 1,5 um de espesor de pelicula;
J&W, USA). Programacién: de 250 °C
hasta 320 °C a 5 °C/min y 10 min
isotérmico a la temperatura final. El flu-
jodel gas portador fue de 11,4 mIL/min .

Para la formacién de la llama se em-
pled un flujo de hidrégeno y aire de
40 mL/min y 400 mL/min, respecti-
vamente. La temperatura del inyec-
tor fue de 300 °C y la del detector de
320 °C. El volumen de inyeccién fue
de 1uL.

Cromatégrafo gaseoso acoplado
a espectrémetro de masas modelo
MD 800 (FISON Instruments, Ingla-
terra) con un procesador de datos
computadorizado. Se empled una co-
lumna capilar SPB-5 (25 m, 0,25 mm,
0,5 pm; Supelco, USA). Programa-
cién: de 100 °C hasta 200 °C a 40 °C/
min, de 200 °C hasta 320 °C a 10 °C/
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 °C,
respectivamente. La energia de
ionizacién fue de 70 eV y se inyectd
1 uL de muestra.

Reactivos y disoluciones

Disolucién de patrén interno
(DPI): 4cido 1- nonadecanoico (C,,,
99 % CG, Sigma, USA) en clorofor-
mo (99 % CGQG, Riedel-de Haen, Ale-
mania) 1,00 mg/mL .

Disolucién de referencia de acidos
grasos (DRA): 1-tetracosanoico (C,, )
0,13 mg/mL; 1-pentacosanoico (C,, )
0,09 mg/mL; 1-hexacosanoico (C,; )
0,28 mg/mL; 1-heptacosanoico (C,, )
0,24 mg/mL; 1-octacosanoico (C
2,91 mg/mL; 1-nonacosanoico (C
0,16 mg/mL; 1- triacontanoico (C,, )
1,60 mg/mL y 1-hentriacontanoico
(C,,,) 0,10 mg/mL (todos > 99 %,
Sigma, USA) en cloroformo ( 99 %,
Riedel-de Haen, Alemania).

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

Disolucién metilante (DM): 2 %
de 4cido sulfarico (95-97 %, Merck,
Alemania) en metanol (99,8 %,
Merck, Alemania).

Disolucion matriz de referencia
(DMR): Se anadi6 0,50 mL dela DRA
y 0,25 mL de DPI a un vial; se llevé
a sequedad en corriente de nitrége-
no con calentamiento a 80 °C; se
anadieron 0,5 mL de DM e igual can-
tidad de n-hexano (95 %, Riedel-De
Haen, Alemania) y se calent6 a 80 °C
durante 5 min con agitacién a inter-
valos. Posteriormente, se llevd a
temperatura ambiente y se le ana-
di6 0,05 mL de agua destilada. Des-
pués de 10 min, se inyect6 en el equi-
po 1 pL de la fase de n-hexano.

28:0)
29:0)

Preparacion de la muestra

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

de DPIy sellevé a sequedad con una
corriente de nitrégeno seco. Se ana-
dieron 0,5 mL de DM e igual canti-
dad de n-hexano y se calenté a 80 °C
durante 5 min con agitacién a inter-
valos. Posteriormente, se llevé a tem-
peratura ambiente y se anadieron
0,05 mL de agua destilada. Después
de 10 min, se inyect6 1 pL de la fase
de n-hexano en el cromatégrafo de
gases.

Método de analisis cualitativo

Como criterio de identificacion
se determiné la retencion relativa de
cada uno de los acidos grasos que
forman el D003, desde el C,,  hasta
el C,., para lo cual, se tomé6 como
referencia al patrén interno C,, . La
retencién relativa determinada se
compard con la obtenida del anali-
sis de una muestra preparada a par-
tir del lote 2, previamente estudiada
por cromatografia de gases acopla-
da al espectrometro de masas.?

Método de analisis cuantitativo

El porcentaje de cada acido gra-
so (C) presente en el producto se
obtuvo por el método cuantitativo
del patrén interno, mediante la ecua-
cién siguiente:

o L AL my  100%
i A -m

pi m

donde:

A, 4rea bajo el pico cromatografico
del componente a analizar.

m ; masa de patrén interno (mg).

A, area bajo el pico cromatografico
del patrén interno.

f;™ factor masico de respuesta rela-
tiva.

m_ masa de la muestra (mg).

Los factores masicos de respues-
ta relativa se calcularon a partir del
andlisis cromatografico de la DMR,
segun:

A. - m,
f_m [ - SE—
v A - m
pr p1

donde:
m, masa del componente a analizar.

Al no disponerse de patrones co-
merciales de los 4cidos desde 32 has-
ta 36 &tomos de carbono fue emplea-
do, para los acidos C,, ,, C,, ;v C,. , el
factor calculado para el 4cido C,, y
paralos acidos C,, vy C,. el del 4cido
C31:U'

Evaluacion del modo de inyeccion

Al analizar una serie homodloga
de acidos grasos de muy alto peso
molecular (D003) empleando CG se
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hace marcado el efecto discriminati-
vo de la introduccién de estos en la
camara de vaporizacién, lo que ocu-
rre como consecuencia de las dife-
rencias en las temperaturas de ebu-
llicién de los mencionados acidos
grasos. A medida que esta aumenta,
las probabilidades de permanecer
cierta cantidad del analito en la agu-
jadelajeringuilla en el momento de
la inyeccién de la muestra aumen-
tan también, lo cual provoca una dis-
minucién en la sensibilidad de las
determinaciones. Con el objetivo de
evaluar la incidencia del menciona-
do efecto discriminatorio en las con-
diciones cromatograficas emplea-
das, se realiz6 un primer estudio en
el que se evaluaron tres modos de in-
yeccién usando una DMR. Se calcu-
16 para cada acido el factor masico
de respuesta relativa y la respuesta
masica especifica (R™), esta ultima
a través de la ecuacién siguiente:

La DMR se analiz6 empleando la
técnica de solvent-flush con acetona
(condicién 1) y con tolueno (condi-
cién 2). La seleccién de ambos disol-
ventes se basé en que estos presen-
tan una notable diferencia en sus
respectivas temperaturas de ebulli-
cién. Dicha técnica se realizé em-
pleando una jeringuilla microlitrica
de 10 pL (Hamilton, Suiza) median-
te el procedimiento siguiente: se
tomoé disolvente puro hasta la mar-
ca de 0,2 pL,, después 0,2 pL de aire,
1 pL de muestray finalmente, 0,2 pLi
de aire. La tercera condicién consis-
ti6 en no utilizar dicha técnica, es de-
cir, se tom6 1 pL de muestra y se in-
yectd directamente en la cAmara co-
rrespondiente. La operacién se eje-
cuté cada vez con una penetraciéon
suave y una rapida introduccién de
la muestra. Cada condicién se eva-
lué con cinco réplicas.

Evaluacion cinética de la reaccion
de metilacion

Con el objetivo de determinar el
tiempo necesario para alcanzar el
rendimiento méximo en la reaccién
de esterificacién de los acidos grasos
del D003, se procedié segun el acapite
de preparacién de las muestras, con
la diferencia de que se evaluaron,
ademas de los cinco minutos, 10, 30,
60 y 120 min (cinco réplicas para
cada caso). Para precisar si habia di-
ferencias significativas en los resul-
tados del porcentaje total de D003 en
los cinco tiempos evaluados los re-
sultados se analizaron mediante la

prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Ademads, se compararon los
coeficientes de variacion (CV) deter-
minados para cada &acido y el total,
con los CV permitidos por Horwitz.
En estos ultimos 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 serian 5,7; 4; 2,8;
2,2'y 2 %, respectivamente. 212

Estudio de estabilidad de las mues-
tras preparadas

Con el objetivo de verificar la es-
tabilidad de los ésteres metilicos en
la fase n-hexano, se prepararon cin-
co muestras segun fue previamente
descrito. Alicuotas de estas muestras
se analizaron el mismo dia de pre-
paradas y a los 20 d de conservadas
a (25 +2)°Cy (70 = 5) % de hume-
dad relativa.

A través de una prueba F de
Fisheryt de Student se comprob6 la
posible existencia de diferencias sig-
nificativas entre las dispersiones y
las medias entre los dos anélisis.

Comparacion entre las técnicas 1y
2 PA en la determinacion cuantita-
tiva de los acidos grasos presentes
en el D003

A partir del lote 2 de D-003 (ma-
teria prima) se prepararon ocho
muestras segun 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 permitié com-
parar los resultados del contenido in-
dividual y total de 4cidos de muy alto
peso molecular de un lote, expresa-

Pl

do en porcentaje, mediante ambos
métodos. Se evalué la precisiéon en
los resultados a través de los coefi-
cientes de variabilidad, estos fueron
comparados con los CV permitidos
por Horwitz. Ademas, 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 adicion de agua en
la determinacion de D003

Con el objetivo de conocer la in-
fluencia del agua se evalu6 la adicion
de pequenas cantidades de agua des-
tilada después del paso de meti-
lacién 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 ulti-
mo grupo al que no se le anadio6 esta.
Se realizaron cinco réplicas en cada
caso. Se determiné el porcentaje por
acido y total de todas las muestras;
ademaés, se calcul6 el CV global para
cada 4cido y el total en los tres gru-
pos de muestras a los que se les ana-
di6 agua destilada.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion del modo de inyeccion

Las condiciones cromatograficas
empleadas resultaron apropiadas
para la realizacién de las diferentes
determinaciones (Fig. 1), ya que to-
dos los picos de interés estuvieron
resueltos. No se encontraron inter-
ferencias entre los 4cidos grasos y el
patrén 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-

11

8 10 12
A
- B

t
15 20 t(min)

Fig. 1. Perfiles cromatogrdficos: (A) dcidos grasos presentes en las muestras de D003,
(B) patrén interno, analizados como ésteres metilicos. Picos: PI (C, ), (1) C,,,, (2)
C25:0’ (3) C26:0’ (4) C'27:0’ (5) C28:0’ (6) C29:0’ (7) C30:0, (8) C31:0’ (9) CSZ:O’ (1 0) C33:0’ (1 1) C34:0’ (12)

CSS:Oy (13) C36:0'
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terminacién de los factores masicos
de respuesta relativa ( Tabla 1). En
la condicién 1, a diferencia de las
demas, los resultados del cilculo del
factor masico de respuesta relativa
de los ocho 4cidos grasos involucra-
dos en el estudio fueron muy simi-
lares entre siy respecto a los respec-
tivos valores teéricos.?* Esto quiere
decir que en las condiciones croma-
tograficas empleadas, el solvent-
flush con el disolvente mas volatil
(acetona) anulé el efecto discrimi-
nativo de la introduccién de los 4ci-
dos grasos de muy elevada masa
molecular en la cAmara de vapori-
zacién. El uso de la acetona tam-
bién permitié alcanzar los resulta-
dos mas precisos.

La técnica de solvent-flush debi6
arrastrar mayor cantidad de analitos
hacia el interior de la cAmara de va-
porizacién si se le compara con la
inyeccién manual sin su empleo, sin
embargo, esto no ocurrio, pues en las
condiciones 1 y 2, la respuesta
masica especifica fue menor que en
la condicién 3 (Tabla 2). La respues-
ta a esta contradicciéon puede encon-
trarse en una combinacién de dos
factores: el volumen de expansién de
los vapores del disolvente de la
muestra y el empleado por la técni-
cay segundo, la presién que ejercen
ambos disolventes en el momento de
su vaporizacién 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 ocurrié o sencillamente re-
sulté 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 masica especifica para todos los
acidos grasos fue menor que con el
tolueno. Esto ultimo se debié a que
la acetona posee un mayor volumen
de expansién, lo que provoc6 una
mayor pérdida de la respuesta
masica especifica.

Evaluacion cinética de la reaccion
de metilacion

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

tal de 4cidos grasos obtenido en los
diferentes tiempos evaluados no pre-
sent6 diferencias significativas. Fue-
ron suficientes 5 min para alcanzar
el rendimiento maximo en la reac-
cién de formacién de los ésteres
metilicos.

Estudio de estabilidad de las mues-
tras preparadas

Teniendo en cuenta que el méto-
do se basa en la formacién de dos
fases perfectamente visibles, en la
inferior, el metanol en medio acido
y en la superior, el n-hexano, era fac-
tible que ocurriesen cambios en los
equilibrios de distribucién de los
acidos grasos en el tiempo, por lo
cual se evalué la estabilidad de las

Tabla 2. Resultados de la determinacién de la respuesta masica especifica (R,™)
para los 4cidos contenidos en la DMR en los tres modos de inyeccién evaluados,
solvent-flush con acetona (condicién 1), solvent-flush con tolueno (condicién 2) y

sin emplear solvent-flush (condicién 3).

Acido Condicién
1 2 3

R™ + DE
C24:0 41 535 * 2425 44 381 + 2343 55502 £1312
C25:0 40 053 = 2276 43 225 + 2308 53 484 +1330
C26:0 40 342 = 2409 44 313 = 2514 52401 £1321
C27:0 41 126 = 2357 45 823 = 2562 53 460 =1305
C28:0 41478 + 2200 46 620 = 2697 52 415 +1318
C29:0 42 164 + 2497 48 269 + 2786 53 270 £1362
C30:0 41107 = 2274 47 131 = 2776 51 066 1201
C31:0 41 862 + 2429 48 380 * 2845 51908 +1351
Promedio total 41208 =719 46 018 = 1915 52 938 + 1330

C,.;~ C,,, Patrones de acidos grasos saturados entre 24 y 31 &tomos de carbono.

R/™ Respuesta maésica especifica. DE Desviacion estandar.

Tabla 1. Resultados de la determinacion del factor mésico de respuesta relativa (f;") para los 4cidos contenidos en la DMR
en los tres modos de inyeccién evaluados, solvent-flush con acetona (condicién 1), solvent-flush con tolueno (condicién 2)

y sin emplear solvent-flush (condicién 3).

Acido ™ tedrico Condicién
1 2 3
fm + DE Ccv f™ =+ DE Ccv fm + DE Ccv
(%) (%) (%)
C24:0 0,969 0,957 + 0,005 0,52 0,952 + 0,010 1,05 1,081 = 0,022 2,04
C25:0 0,964 0,992 + 0,006 0,60 0,977 £ 0,012 1,23 1,122 + 0,020 1,78
C26:0 0,960 0,985 + 0,005 0,51 0,953 + 0,015 1,57 1,145 = 0,024 2,1
C217:0 0,956 0,966 + 0,005 0,52 0,922 + 0,015 1,63 1,122 + 0,023 2,05
C28:0 0,953 0,958 + 0,005 0,52 0,906 + 0,015 1,66 1,144 = 0,023 2,01
C29:0 0,949 0,943 + 0,005 0,53 0,875 £ 0,015 1,71 1,126 + 0,022 1,95
C30:0 0,946 0,967 + 0,005 0,52 0,896 + 0,015 1,67 1,175 = 0,021 1,79
C31:0 0,943 0,949 + 0,005 0,53 0,873 + 0,015 1,76 1,156 + 0,024 2,08
C,,,- C,,, Patrones de 4cidos grasos saturados entre 24 y 31 &tomos de carbono. f™ Factor mésico de respuesta relativa. DE

Desviacion estandar. CV Coeficiente de variacion.
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Tabla 3. Porcentajes obtenidos para cada acido y el total después del anéalisis de las muestras preparadas con 5, 10, 30, 60
y 120 min de reaccién de metilacién.

Acido Tiempo Media += DE CV

(min) (%)

5 10 30 60 120

C24:0 13 1,29 1,29 1,31 1,24 1,29 + 0,027 2,10
C25:0 0,98 0,97 0,98 0,99 0,94 0,97 = 0,019 1,98
C26:0 2,67 2,69 2,65 2,1 2,62 2,67 = 0,032 1,20
C27:0 2,18 2,21 2,16 2,18 2,22 2,19 = 0,024 1,12
C28:0 29,35 29,67 29,02 29,6 29,49 29,43 + 0,257 0,87
C29:0 1,51 1,52 1,49 1,52 1,58 1,52 = 0,034 2,21
C30:0 15,99 16,25 15,79 16,17 16,27 16,09 + 0,203 1,26
C31:0 0,99 1,04 0,98 1,01 1,06 1,02 + 0,034 3,31
C32:0 8,17 8,32 8,02 8,26 82 8,19 + 0,113 138
C33:0 1,17 1,17 1,20 1,16 1,16 1,17 = 0,016 1.40
C34:0 9,75 9,9 9,563 9,85 9,64 9,73 = 0,151 1,56
C35:0 0,52 0,54 0,54 0,56 0,55 0,54 = 0,015 2,74
C36:0 3,28 3,39 331 3,46 3,34 3,36 = 0,071 2,11
Total 77,88 78,95 76,90 78,78 78,33 78,17 + 0,822 1,05

C,.~ Cy, Acidos grasos saturados entre 24 y 36 tomos de carbono. DE Desviacién estandar. CV Coeficiente de variacion.

muestras en esas condiciones duran-
te un tiempo dos veces superior al
tiempo maximo utilizado en la prac-
tica para guardar las muestras de
analisis. La tabla 4 muestra que los
CV de los porcentajes para cada aci-
do y el total de estos, cuando las de-
terminaciones se realizaron el mis-
mo dia de preparadas las muestras

(t,) y después de 20 d (t,), se encon-
traron por debajo de los limites pro-
puestos por Horwitz. Lo mismo su-
cedié 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

Tabla 4. Resultados de la determinacién de D003 el dia de preparadas las mues-

tras (t) y después de 20 d (t,).

Acido t, t, CV global

(%)

P+ DE Ccv P+ DE Cv

(%) (%)
C24:0 1,24 = 0,016 1,29 1,23 = 0,022 1,79 1,56
C25:0 0,97 = 0,011 1,13 0,97 = 0,015 1,55 1,29
C26:0 2,62 = 0,041 1,56 2,59 = 0,056 2,16 1,85
C27:0 2,26 + 0,044 1,95 2,23 = 0,053 2,38 2,12
C28:0 29,14 + 0,451 1,55 29,19 = 0,689 2,36 1,88
C29:0 1,55 = 0,036 2,33 1,58 = 0,028 1,77 2,09
C30:0 16,05 = 0,274 1,71 16,06 = 0,345 2,15 1,83
C31:0 1,01 = 0,023 2,28 1,03 = 0,007 0,68 1,73
C32:0 8,17 = 0,151 1,84 8,1 +0,129 1,59 1,69
C33:0 1,16 = 0,016 1,38 1,17 = 0,018 1,54 1,39
C34:0 9,7 = 0,182 1,87 9,57 + 0,124 1,30 1,68
C35:0 0,54 = 0,015 2,78 0,54 = 0,01 1,85 2,79
C36:0 3,33 = 0,081 2,43 3,33 £ 0,047 1,41 1,87
Total 77,76 = 1,228 1,58 77,61 = 1,407 1,81 1,60

C,.o~ Cy, Acidos grasos saturados entre 24 y 36 &tomos de carbono. P Porcentaje

promedio. DE Desviacién estandar.

CV Coeficiente de variacién.

CV global

Coeficiente de variacion teniendo en cuenta los dos grupos de muestras.

dispersiones y las medias obtenidas
para los porcentajes totalesat y t,,
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.

Comparacion entre las técnicas 1y
2 PA en la determinacion cuantita-
tiva de los acidos grasos presentes
en el producto

Al calcular independientemente
los CV en las determinaciones para
cada acido y para el total de acidos
por cada técnica, solamente el 4cido
minoritario C,, ; en la técnica 1-PA
fue superior al limite propuesto por
Horwitz (Tabla 5).

El CV global para cada acido es-
tuvo por debajo de los mencionados
limites, con excepcién de los acidos
C..,y C,,,- Debido al cardcter mino-
ritario de estos ultimos en el D-003,
no se afecté la precision de la deter-
minacién del total de los acidos, ya
que el CV global (1,18 %) fue inferior
allimite permitido por Horwitz (2 %).

Al realizar las pruebas F de Fisher
y t de Student se comprobd que no
existieron diferencias significativas
entre las dispersiones y las medias
obtenidas por ambas técnicas para
el total de 4cidos, 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.

Paralograr un rendimiento maxi-
mo en la reaccién de formacién de
los ésteres metilicos por la técnica
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Tabla 5. Comparacién estadistica entre las técnicas 1-PA (n = 8) y 2-PA (n = 8)
en cuanto a la determinacién de los acidos grasos presentes en el D003.

Acido Técnica 1-PA Técnica 2-PA CV global
(%)
P+ DE Ccv P +DE Ccv
(%) (%)
C24:0 1,24 = 0,017 14 1,25 = 0,026 2,11 1,89
C25:0 0,92 + 0,021 2,28 0,964 = 0,010 1,09 2,80
C26:0 2,53 = 0,017 0,65 2,62 = 0,035 1,36 1,36
C27:0 2,24 + 0,036 1,64 2,21 = 0,04 1,82 1,84
C28:0 28,59 + 0,282 0,98 29,13 = 0,321 1,10 1,40
C29:0 1,52 = 0,022 1,43 1,54 = 0,028 1,85 1,73
C30:0 15,94 = 0,165 1,04 16,01 = 0,194 1,21 1,11
C31:0 0,99 + 0,014 1,47 1,01 = 0,018 1,84 1,86
C32:0 8,21 = 0,105 1,28 8,15 = 0,124 1,52 1,41
C33:0 1,24 = 0,049 3,95*% 1,16 = 0,017 1,48 4,61%
C34:0 9,55 + 0,126 1,32 9,71 + 0,178 1,83 1,79
C35:0 0,51 = 0,020 3,83 0,54 = 0,015 2,82 4,25%
C36:0 3,28 + 0,063 1,92 3,35 = 0,067 2,01 2,18
Total 76,76 = 0,771 1,00 77,63 = 0,879 1,13 1,18
C,,- C;, Acidos grasos saturados entre 24 y 36 atomos de carbono. P Porcentaje
promedio. DE Desviacién estandar. CV Coeficiente de variaciéon. CV global

Coeficiente de variacion teniendo en cuenta los dos grupos de muestras. * Valores
por encima de los limites de aceptacion.

Tabla 6. Evaluacién de la adicién de agua en la determinacién del D003. E1 CV
global esta referido solamente a los resultados del analisis de las muestras a las
que se le adicion6 agua en su preparacién.

Acido Volumen anadido de agua CV global

(mL) (%)

0 0,05 0,1 0,2
P =+ DE

C24:0 1,27 = 0,100 1,16 = 0,027 1,18 +0,039 1,17 = 0,016 2,3
C25:0 0,97 = 0,112 0,92 = 0,017 0,93 = 0,031 0,91 = 0,037 2,97
C26:0 2,81 + 0,099 2,51 = 0,034 255+ 0,073 2,51 = 0,044 1,97
C27:0 2,44 = 0,091 2,16 = 0,024 2,17 +0,044 2,13 = 0,032 1,65
C28:0 32,72 = 1,20 28,85 + 0,049 28,66 + 0,496 28,32 + 0,303 1,56
C29:0 1,77 £ 0,150 156 =004 157 +0,038 1,54 + 0,014 2,02
C30:0 18,50 += 0,980 16,12 + 0,029 16 = 0,209 15,82 + 0,145 1,44
C31:0 1,20 = 0,080 1,06 = 0,027 1,04 = 0,011 1,029 = 0,008 1,92
C32:0 9,54 = 0,800 827 0211 822 =0,074 8,13 = 0,067 1,4
C33:0 1,39 +£ 0,077 123 0,014 1,21 =0,013 1,19 = 0,016 3,3*
C34:0 11,44 = 0,502 10,05 = 0,061 9,85 = 0,050 9,73 = 0,079 1,47
C35:0 0,66 = 0,04 0554 +0,008 0,55 =0,009 0,556 + 0,009 5,48%
C36:0 4,01 =023 345 =0,088 348 0,026 3,48 = 0,04 15
Total 88,72 + 4,050 77,73 = 1,143 7741 = 1,06 76,49 =+ 0,604 1,3

C,.,~ C;;, Acidos grasos saturados entre 24 y 36 &tomos de carbono. P Porcentaje
promedio. DE Desviacion estandar. CV global Coeficiente de variacién teniendo
en cuenta las muestras a las que se les adicion6 agua. * Valores por encima de los

limites de aceptacién.

2-PA se necesitaron solamente 5 min,
lo que permitié que la preparacién
delas muestras fuera mas rapida que
en la técnica previamente validada,

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

en la determinacién de los acidos
grasos de muy alto peso molecular
presentes en la materia prima de
D003 mediante el empleo de ambos
meétodos, se concluye que el presen-
te método parece aventajar el an-
terior, si bien una conclusién defi-
nitiva requiere de su ulterior vali-
dacién.

Influencia de la adicion de agua en
la determinacion de D003

Se observé que los tres grupos de
muestras a los que se les anadié agua
en su preparacién presentaron dife-
rencias en los resultados del porcen-
taje determinado para cada acido y
el total al compararlos con el grupo
al que no se le anadi6 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 distribucién de los acidos
grasos hacia una u otra fase. Los re-
sultados obtenidos mediante la adi-
cién 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 aci-
do, con excepcién del C,, vy C,. / que
presentaron CV superiores a los de
Horwitz. No obstante, debido a su
baja proporcion en el producto estos
ultimos no influyeron en el CV glo-
bal para el total de acidos (1,3 %), el
cual fue inferior al limite (2,0 %). Es-
tos resultados demostraron que al
anadir agua destilada durante la pre-
paracién de las muestras se mejord
la precisién de los resultados, ya que
como se puede observar en la tabla
6, la desviacion estandar de la deter-
minacién del porcentaje total de &ci-
dos de las muestras a las que no se
le anadié agua fue mayor que aque-
llas a las que se anadi6 esta.

El objetivo de la adicién de agua
en la preparacion de las muestras es
que esta aumente la polaridad de la
DM, provocando que el equilibrio de
distribucién de los 4cidos grasos del
D003 se desplace en una mayor pro-
porcién hacia la fase n-hexano, lo
que permite que disminuyan los li-
mites de deteccién de los acidos
grasos en el andlisis cromatografico.
Esto Gltimo se impone en los méto-
dos analiticos de control de la cali-
dad, especialmente al analizar mues-
tras representativas de las primeras
etapas de obtencién de las materias
primas, en las que los analitos de in-
terés generalmente se encuentran
en bajas proporciones.

Sin embargo, la respuesta neta
(R,) obtenida en el andlisis de las
muestras a las que se le anadi6 agua
destilada fue inferior a la de aque-
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llas sin agua anadida (Tabla 7). Te-
niendo en cuenta este resultado, se
realizé un andlisis de la pérdida ocu-
rrida en la respuesta neta (PR) para
cada 4cido graso al anadir agua a tra-
vés de la siguiente ecuacién:

Rnl
PR = 100 - - 100
an

donde:
R . respuesta neta del acido graso
en la muestra a la que se le ana-
dié el agua.

respuesta neta del acido graso
en la muestra a la que no se le
anadio6 el agua.

nl

R

n2

La pérdida ocurrida en la res-
puesta neta (PR) para cada acido gra-
so parece estar relacionada con dos
factores. Por una parte, una peque-
na fracciéon de n-hexano que inicial-
mente era miscible con la DM, se
separd de esta Ultima al anadirse el
agua, diluyendo en mayor grado los
componentes de interés. La tabla 7
por su parte, muestra resultados que
sustentan la contribucién de otro
factor. Como se aprecia, a partir del
acido C,,  los valores promedios de
PR se mantuvieron similares, por lo
que otra razén de la reduccion de la
respuesta parece relacionarse con-
que la mayoria de los acidos grasos
presentes en el D003 antes de la adi-
ci6én del agua se encuentran en pro-

porcién insignificante en la fase DM
como consecuencia del largo de la
cadena hidrocarbonada de estos 4ci-
dos grasos que los hace muy apola-
res,permitiendo que el equilibrio de
distribucién sin la adicién de agua
se encuentre desplazado casi total-
mente hacia la fase n-hexano. Asi, la
causa de que los porcentajes obteni-
dos en el grupo de muestras alas que
no se les adicion6 agua destilada en
su preparacion fueran superiores res-
pecto alas demas muestras radica, en
que en las primeras el patrén interno
se encuentra en una menor concen-
tracién en la fase de n-hexano.

Estos resultados indican que la
adicién de agua a las muestras es
desventajosa para lograr el objetivo
pretendido de mejorar la deteccién,
ya que originé una disminucién en
la respuesta cromatografica de los
analitos de interés, sin embargo, su
empleo permitié alcanzar resultados
mas precisos al compararlos con los
de las muestras preparadas sin la
adicién del agua.

CONCLUSIONES

La técnica de solvent-flush em-
pleando la acetona mejora la preci-
sién en la determinacién de los fac-
tores masicos de respuesta relativa
y permite obtener valores similares
a los tedricos, anulando el efecto
discriminativo frecuentemente ob-
servado en el analisis de los acidos

grasos de muy alto peso molecular
por cromatografia gaseosa.

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

Para lograr un rendimiento
maximo en la reaccién de formacién
de los ésteres metilicos por la técni-
ca 2-PA se necesitan solamente 5
min, lo que permite que la prepara-
cion de las muestras sea mas rapida
que en la técnica previamente vali-
dada, pues en esta tltima se requie-
ren 90 min para esta reaccién. Te-
niendo en cuenta esta ventajay que
no se detectan diferencias significa-
tivas en la determinacién de los 4ci-
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 conclusién defi-
nitiva requiere de su ulterior valida-
cién.

En las muestras preparadas me-
diante la técnica 2-PA, los ésteres
metilicos formados demostraron ser
estables en la fase n-hexano duran-
te20da (25 + 2)°Cy (70 = 5) % de
humedad relativa.

La adicién de agua como un paso
en la preparaciéon de las muestras

Tabla 7. Analisis de la respuesta neta promedio (R)) y 1a pérdida de respuesta promedio (PR) para los 4cidos del D003 en

el ensayo de la adiciéon de agua.

Acido Volumen anadido de agua
(mL)
0 0,05 0,1 0,2
Rn Rn PR Rn PR Rn PR
(%) (%) (%)
C19:0 40 343 38 091 7,63 37 266 7,63 37 412 7,27
C24:0 5 165 4 446 13,93 4474 13,38 4451 13,82
C25:0 3985 3533 11,35 3521 11,65 3469 12,95
C26:0 11 055 9291 15,96 9 359 15,35 9 287 16,0
C27:0 9 899 8272 16,44 8311 16,05 8208 17,09
C28:0 132 858 110 456 16,87 109 254 17,47 109 215 17,8
C29:0 7373 6111 17,12 6 069 17,69 6 005 18,56
C30:0 7511 61 687 17,88 61 012 18,51 61 002 19,79
C31:0 4 896 4077 16,73 4021 16,65 4049 17,3
C32:0 38 721 31637 18,3 31 442 18,8 31 329 19,1
C33:0 5683 4728 16,81 4718 16,99 4 669 17,85
C34:0 46 400 37 924 18,27 37679 18,8 37499 19,19
C35:0 2 685 5159 19,6 2167 19,3 2209 17,73
C36:0 16 248 13 194 18,8 13 307 18,11 13 328 17,98

C,.o- Cy, Acidos grasos saturados entre 24 y 36 atomos de carbono. R, Respuestaneta. PR Pérdida de respuesta.

24:0°
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por el método alternativo, lejos de
aumentar la deteccién de los acidos
grasos del D003esterificados, provo-
ca una pérdida en la respuesta
cromatografica.
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