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RESUMEN. La respuesta másica específica (Ri
m) de cada analito al emplear la Croma-

tografía de Gases (CG) y la relación entre dicha respuesta y la del patrón interno utili-
zado, parámetro conocido como factor másico de respuesta relativa (fi

m), son importan-
tes factores a tener en cuenta en las determinaciones por esta técnica, ya que definen
la exactitud de los resultados. Se estudió la influencia del gradiente de temperatura
sobre la Ri

m y el fi
m al analizar ácidos grasos (AG) saturados de muy elevada masa mole-

cular con número par de átomos de carbono (C20:0-C30:0), utilizando como patrón interno
el C19:0, todos como ésteres metílicos. Los análisis fueron realizados por CG en columna
de relleno con fase impregnada y en capilar tipo wide-bore con fase enlazada. Se realiza-
ron dos ensayos, el primero involucró una variación del gradiente de temperatura (5, 10,
15 y 20 ºC/min) y el segundo fue un estudio de exactitud mediante el método de adición
de patrón. Se demostró que al emplear la columna de relleno el fi

m fue aumentando con
la masa molecular, y para un mismo AG, hubo una tendencia a la disminución del fi

m al
aumentar el gradiente de temperatura, mientras que al utilizar la columna capilar los fi

m

para todos los ácidos fueron similares entre sí y a los valores teóricos, con independen-
cia del gradiente evaluado. Además, las Ri

m fueron mayores que las obtenidas con
columna de relleno. A pesar de las variaciones de la Ri

m observadas para la columna de
relleno, el uso del método del patrón interno, previo cálculo de los fi

m, permitió que la
determinación de los AG estudiados, tanto por dicha columna como por la capilar,
fuera exacta. Para ninguna de las dos columnas empleadas, se apreció el efecto discri-
minatorio de la inyección, debido básicamente al uso de la inyección por solvent-flush.

ABSTRACT. The specific mass response (Ri
m) of each compound and the relationship

between such response and that of the Internal Standard used, parameter known as
mass response factor (fi

m) are important factors in quantitative determinations
performed by gas chromatography (GC), defining the accuracy of results. The
influence of temperature gradient on Ri

m and fi
m during the analysis of very long-

chain fatty acids  methyl esters with odd carbon atoms (C20:0-C30:0), using C19:0 as internal
standard was  studied. A packed column with impregnated stationary phase and a
wide-bore capillary column with bonded stationary phase were used. Two studies
were carried out, the first one studied the variation of temperature gradient (5, 10, 15
and 20 ºC/min), and the second one was an accuracy assay by applying the method of
standard addition. Results showed that when the packed column was used, the fi

m

value increased with the molecular mass; while for each acid such value tended to
decrease as the temperature gradient increased. However, when capillary column
was used, fi

m values for all acids were similar and close to the theoretical ones,
regardeless of the changes in the temperature gradient. Also, Ri

m values were greater
than those obtained with the packed column. In spite of the variations of Ri

m observed
for the packed column, the use of the internal standard method, previous calculation
of the fi

m, allowed accurate quantitative determination using both columns. The
discriminative effect of injection was not observed neither for packed nor for capillary
column, which was due to the use of the �solvent flush� injection technique.

INTRODUCCION

El análisis cuantitativo de mez-
clas por Cromatografía de Gases
(CG) puede verse frecuentemente
afectado por la pérdida paulatina de
vapor de fase estacionaria de la co-
lumna (sangramiento o bleeding)
debido al incremento de la tempe-
ratura, por adsorciones irreversi-
bles en el sistema cromatográfico y
por el efecto discriminatorio al in-
troducir la muestra en la cámara de
vaporización, lo cual, es causado por
las diferencias en las temperaturas
de ebullición de los analitos.1-5 El pri-
mero de estos factores puede ser ob-
servado directamente en el perfil
cromatográfico por un aumento de
la intensidad en la línea base, y ocu-
rre en mayor escala para las colum-
nas de relleno, donde la fase esta-
cionaria se encuentra impregnada
sobre un soporte cromatográfico,
aunque también puede presentarse
en columnas capilares con fase en-
lazada cuando se trabaja a tempe-
raturas cercanas a su límite máxi-
mo de empleo. El segundo factor, se
hace más evidente al emplear co-
lumnas de relleno y se incrementa
con el tiempo de permanencia del
analito en la columna, mientras que
el efecto discriminatorio en la inyec-
ción es independiente del tipo de
columna, ya que sólo se manifiesta
en el momento de introducir los
analitos en el inyector, y se ha demos-
trado que puede ser minimizado al
emplear la técnica de solvent-flush.6-8
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El objetivo del presente trabajo
fue estudiar la influencia del
gradiente de temperatura sobre los
parámetros que permiten evaluar
cuantitativamente la composición
de la muestra: la respuesta másica
específica (Ri

m) y consecuentemen-
te el factor másico de respuesta re-
lativa (fi

m). Dicho estudio se realizó
con una columna de relleno con fase
impregnada y con una columna ca-
pilar con fase enlazada, empleando
patrones comerciales de AG satura-
dos de elevada masa molecular (C20:0-
C30:0) con número par de átomos de
carbono. Para AG mayores de C22 no
existe ningún estudio publicado
acerca del comportamiento cuanti-
tativo en función del gradiente de
temperatura, por lo que el presente
trabajo permite obtener una valiosa
información para el desarrollo de
métodos de determinación cromato-
gráfica en matrices reales con di-
chos AG, los cuales son constituyen-
tes naturales de las ceras9-11 y pue-
den estar presentes en diferentes
fluidos biológicos.12,13

MATERIALES Y METODOS
Reactivos, disoluciones y equipos

Se emplearon los patrones de
ácidos siguientes: 1-nonadecanoico
(C19:0), 1-eicosanoico (C20:0), 1-docosa-
noico (C22:0), 1-tetracosanoico (C24:0),
1-hexacosanoico (C26:0), 1-octacosa-
noico (C28:0) y 1-triacontanoico (C30:0)
(Sigma, USA, 99-100 % CG); los di-
solventes: metanol, acetona, tolue-
no, cloroformo, y el ácido clorhídri-
co (HCl) 37 % (Merck, Darmstadt, Ale-
mania, p.a.); así como el lote 990702
de D003 (Centro Nacional de Inves-
tigaciones Científicas, Ciudad de La
Habana, Cuba). Se utilizaron viales
de vidrio de 2 mL con tapa de alu-
minio y sello de silicona-teflón,
matraces aforados de 10 y 100 mL,
jeringuillas de 10 y 500 µL (Hamil-
ton, Bonaduz, Suiza) y pipeta au-
tomática de 1 mL (Gilson, Fran-
cia).

Fueron preparadas tres disolu-
ciones de referencia en cloroformo:
la primera de patrón interno C19:0
(DPI) a 1,6 mg/mL, la segunda de los
AG patrones siguientes C20:0, C22:0,
C24:0, C26:0, C28:0 y C30:0, todos a 1,6 mg/
mL, y la tercera fue una matriz real
(DMR) del producto D003 a 1,2 mg/
mL, el cual contiene estos AG.14 Se
preparó además, la disolución meti-
lante (DM), compuesta por HCl 5 %
(v/v) en metanol.

Para la preparación de las mues-
tras se empleó un termostato seco
(MultiBlock LabLine Instruments
Inc., USA) y una balanza analítica

AG245 (Mettler, Toledo, Suiza) con
exactitud de 0,01 mg .

Análisis cromatográfico

Se utilizó un cromatógrafo de
gases GC-14A con detección de
ionización por llama (DILL), acopla-
do a un procesador computadorizado
de datos C-R4A (Shimadzu, Japón). La
columna capilar tipo wide-bore (25 m
X 0,53 mm d.i. y 1,5 µm Df) con fase
enlazada BPX-5, fue instalada en el
mismo inyector para columna em-
pacada mediante un adaptador y un
vaporizador de vidrio silanizado. La
columna de vidrio (3,1 m X 3,0 mm
d.i.) fue rellenada con Chromosorb
W de 80 a 100 mallas y este im-
pregnado al 3 % con fase OV-101.
Las temperaturas del inyector, de-
tector, así como la inicial y final del
horno fueron 300, 320, 200 y 320 oC,
respectivamente. Para la formación
de la llama los flujos del aire e hi-
drógeno fueron 30 y 300 mL/min,
respectivamente. El flujo del gas
portador (Ar) en la columna de re-
lleno fue de 30 mL/min y en la capi-
lar (H2) fue de 8 mL/min . En todos
los casos, se inyectó 1 µL de mues-
tra por el método de solvent-flush
con acetona.

Preparación de las muestras

Se adicionó 1 mL de DPI y 1 mL
de la disolución de AG en el vial, se
llevó a sequedad con corriente sua-
ve de aire a 80 ºC . Posteriormente,
se metiló mediante catálisis ácida,
para lo cual, se añadió 1 mL de DM,
el vial se cerró y se calentó a 80 oC
durante 1,5 h . Luego, se dejó en-
friar hasta temperatura ambiente,
se destapó y se llevó a sequedad con
corriente suave de aire a 80 ºC . La
muestra seca se disolvió con 1 mL
de tolueno, se cerró nuevamente el
vial y se calentó a 40 ºC durante
3 min .

PARTE EXPERIMENTAL

Influencia del gradiente de tem-
peratura en la determinación cro-
matográfica.

Las muestras fueron analizadas
por ambas columnas con las pro-
gramaciones siguientes: 5, 10, 15 y
20 oC/min (n = 5), utilizando al áci-
do C19:0 como patrón interno. Se de-
terminaron la Ri

m y el fi
m para cada

AG a partir de las ecuaciones si-
guientes:

patrón interno, respectivamen-
te.

Ai y Ar  áreas obtenidas para el AG
de interés y el patrón interno,
respectivamente.

 mi y mr  masas del AG de interés y
del patrón interno, respectiva-
mente.

Estudio de exactitud

Con el objetivo de comparar el
análisis cuantitativo de estos AG
por ambas columnas, se realizó un
estudio de exactitud por adición de
patrones de AG a una matriz real.
Se prepararon cuatro grupos de
muestras, con tres réplicas cada
una. A todas, se les añadió 1 mL de
DMR y 1 mL de DPI, y a tres de esos
grupos, se le adicionaron respecti-
vamente, 0,6; 0,7 y 0,8 mL de la di-
solución de AG. Los volúmenes aña-
didos se evaporaron con corriente
suave de aire a 80 ºC y posteriormen-
te se procedió según la técnica de
preparación descrita anteriormen-
te. En todos los análisis se empleó
un gradiente de 5 ºC/min, y la de-
terminación cuantitativa se realizó
por el método de patrón interno, uti-
lizando el promedio de los fi

m obte-
nidos en el ensayo anterior para
cada columna con dicho gradiente.
El contenido individual de cada áci-
do (Ci) se determinó mediante la
ecuación siguiente:

donde:
Ri

m y Rr
m  respuestas másicas espe-

cíficas del AG de interés y del

m

i i iR A m=

m m m

i r i r i i rf R R A m A m= =

Se realizó una sustracción del
contenido total promedio de AG de-
terminado en el grupo que no se
adicionaron patrones al contenido
total promedio de AG determinado
en los restantes grupos, los resulta-
dos se compararon con las cantida-
des de patrones de AG añadidas en
cada caso mediante la prueba t de
Studet. Para determinar si la varia-
ción en la cantidad de analito a de-
terminar influía en los resultados se
aplicó una prueba G de Cochran, en
ambas pruebas se consideró un 95 %
de confiabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION
Influencia del gradiente de tempe-
ratura en la determinación croma-
tográfica

Al realizar los análisis en la co-
lumna de relleno se pudo apreciar
que para un mismo gradiente los fi

m

aumentaron con la masa molecular
del AG (Tabla 1), lo cual, evidencia
una disminución de la respuesta es-
pecífica de los AG con el aumento
del tiempo de permanencia dentro
del sistema cromatográfico, hecho

m

i i i r rC A f m A=
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que permite una mayor incidencia
de los factores que se reconocen
como las posibles causas de la pér-
dida de respuesta: el bleeding y la
adsorción irreversible. Al ser el pa-
trón interno utilizado el AG de me-
nor masa molecular, su respuesta
específica resulta la menos afecta-
da, lo cual, explica el aumento del
fi

m con el número de átomos de car-
bono. Como se puede notar, los fi

m

experimentales fueron mayores que
los teóricos, lo cual, pudo deberse a
los propios factores anteriormente
mencionados que afectan la res-
puesta específica al utilizar la co-
lumna empacada, ya que los fi

m teó-
ricos son calculados teniendo sola-
mente en cuenta la detección por el
DILL en función del número de áto-
mos de carbono efectivos.15

Por otra parte, para todos los AG,
se observó una tendencia a la dis-
minución del fi

m con el aumento del
gradiente de temperatura, disminu-
ción que se hizo más evidente al in-
crementar la masa molecular del
ácido. Esta tendencia indica que la
respuesta específica (Ai/mi) del com-
ponente problema tiende a aumen-
tar en una mayor proporción que la
del patrón interno (Ar/mr) con el in-
cremento del gradiente de tempe-
ratura, lo cual, puede deberse a que
dicho incremento hace que el AG

pase menos tiempo dentro del sis-
tema cromatográfico, hecho que
minimiza la incidencia de los fac-
tores antes mencionados como po-
sibles causas de pérdida de res-
puesta. Teniendo en cuenta este re-
sultado, se podría recomendar la
utilización del mayor gradiente,
siempre que la disminución en la
resolución no afecte la determina-
ción.

En los análisis con columna ca-
pilar se pudo constatar que los fi

m

fueron muy similares para todos los
AG con independencia de los
gradientes evaluados, y también
fueron similares a los fi

m teóricos
(Tabla 2).16 Estos resultados sugie-
ren que en la columna capilar, bajo
las condiciones cromatográficas
evaluadas, no fue relevante el efec-
to de los factores que se analizaron
como posibles causas de pérdida de
respuesta cromatográfica al utilizar
la columna empacada. Si se tiene en
consideración que el paso de intro-
ducción de la muestra en la cámara
de vaporización se realizó de igual
forma para ambas columnas, pue-
de considerarse que el efecto discri-
minatorio tampoco se manifestó
apreciablemente en ninguno de los
análisis, lo cual, pudo deberse al
empleo de la técnica del solvent-
flush.6 Los fi

m obtenidos para los áci-

dos mayores de 24 átomos de car-
bono fueron menores que los obte-
nidos al utilizar la columna de re-
lleno, consecuencia lógica de la
mayor Ri

m observada para los AG de
mayor masa molecular al ser anali-
zados con la columna capilar.

Se pudo comprobar que, de for-
ma general, al utilizar la columna
capilar aumentaron considerable-
mente las Ri

m con respecto a las ob-
tenidas con la columna empacada
(Tabla 3). Como se consideró ante-
riormente, la causa de este compor-
tamiento pudiera atribuirse a la in-
terferencia creada por la presencia
de vapor de fase estacionaria duran-
te la detección de los componentes
separados en columna de relleno
con fase impregnada y a las adsor-
ciones de los compuestos analiza-
dos en el sistema cromatográfi-
co.1,2

Estudio de exactitud

Teniendo en cuenta que al dis-
minuir el gradiente de temperatu-
ra fue mayor la pérdida de respues-
ta cromatográfica para los AG de
mayor masa molecular, se realizó el
estudio de exactitud al menor
gradiente evaluado (5 °C/min), con
vistas a determinar, si aún, en estas
condiciones las determinaciones
eran confiables. Los recobrados pro-

Tabla 1. Comportamiento del fi
m a diferentes gradientes de temperatura en columna de relleno.

Tabla 2. Comportamiento del fi
m a diferentes gradientes de temperatura en columna capilar.

odicA fi
m )ociróet( etneidarG

)nim/C°(

5 01 51 02

fi
m ED± fi

m ED± fi
m ED± fi

m ED±

C 0:02 299,0 300,0±899,0 400,0±499,0 400,0±199,0 400,0±489,0

C 0:22 089,0 800,0±000,1 700,0±899,0 600,0±499,0 300,0±099.0

C 0:42 969,0 600,0±120,1 600,0±910,1 900,0±799,0 500,0±299,0

C 0:62 069,0 700,0±150,1 400,0±840,1 310,0±230,1 700,0±710,1

C 0:82 359,0 700,0±960,1 600,0±060,1 310,0±050,1 800,0±330,1

C 0:03 649,0 800,0±490,1 700,0±190,1 110,0±550,1 010,0±430,1

odicA fi
m )ociróet( etneidarG

)nim/C°(

5 01 51 02

fi
m ED± fi

m ED± fi
m ED± fi

m ED±

0:02C 299,0 500,0±889,0 400,0±499,0 400,0±599,0 600,0±099,0

0:22C 089,0 600,0±289,0 700,0±889,0 700,0±189,0 200,0±989,0

0:42C 969,0 500,0±069,0 600,0±569,0 900,0±079,0 600,0±089,0

0:62C 069,0 700,0±579,0 200,0±969,0 110,0±279,0 400,0±079,0

0:82C 359,0 400,0±859,0 600,0±069,0 610,0±059,0 400,0±259,0

0:03C 649,0 500,0±769,0 210,0±069,0 310,0±959,0 110,0±859,0
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medios globales, al emplear tanto la
columna capilar (99,7 %) como la de
relleno (97,7 %), no se diferenciaron
significativamente del 100 %, al ser
las t experimentales menores que la
t tabulada. Esto indicó que las can-
tidades determinadas no presenta-
ron diferencias significativas con
respecto a las añadidas (Tablas 4 y
5). Se observó, además, que la pre-
cisión en los análisis fue ligeramen-
te mejor en aquellos realizados en
la columna capilar. Al realizar la
prueba G de Cochran se comprobó
que en los resultados obtenidos por
ambas columnas el factor concen-
tración no afectó la variabilidad de
los resultados, al ser las G experi-
mentales en la columna de relleno
(0,3840) y capilar (0,470), inferiores
a la tabulada (0,8709).

CONCLUSIONES

Al estudiar el comportamiento
cromatográfico de los AG (C20:0-C30:0)
en la columna de relleno se aprecia

una disminución de la respuesta
específica con el aumento de la
masa molar para todos los gradien-
tes de temperatura evaluados.
Esta disminución de la respuesta
específica se hace menor con el in-
cremento del gradiente, lo que per-
mite un descenso de los fi

m hacia
valores más cercanos a la unidad.
El uso de la columna capilar per-
mite un aumento de la respuesta
específica de todos los AG estu-
diados y los fi

m para todos los áci-
dos, con independencia del gradiente
evaluado, resultan similares en-
tre sí, así como a los valores teó-
ricos.

A pesar de las posibles variacio-
nes de respuesta específica que se
puedan observar para la columna de
relleno, el uso del método del patrón
interno, previo cálculo de los fi

m per-
mite que la determinación de los AG
estudiados, tanto por dicha co-
lumna como por la capilar, sea
exacta.
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