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RESUMEN. La respuesta masica especifica (R,™) de cada analito al emplear la Croma-
tografia de Gases (CG) y larelacion entre dicha respuesta y la del patrén interno utili-
zado, parametro conocido como factor masico de respuesta relativa (f;), son importan-
tes factores a tener en cuenta en las determinaciones por esta técnica, ya que definen
la exactitud de los resultados. Se estudi6 la influencia del gradiente de temperatura
sobrela R,y el f/* al analizar &cidos grasos (AG) saturados de muy elevada masa mole-
cular con namero par de &tomos de carbono (C,, -C, ), utilizando como patrén interno
el C,, , todos como ésteres metilicos. Los andlisis fueron realizados por CG en columna
derelleno con fase impregnada y en capilar tipo wide-bore con fase enlazada. Se realiza-
ron dos ensayos, el primero involucré una variacion del gradiente de temperatura (5, 10,
15y 20 °C/min)y el segundo fue un estudio de exactitud mediante el método de adicién
de patrén. Se demostré que al emplear la columna de relleno el f;" fue aumentando con
la masa molecular, y para un mismo AG, hubo una tendencia a la disminucion del ;" al
aumentar el gradiente de temperatura, mientras que al utilizar la columna capilar los f;*
para todos los &cidos fueron similares entre siy a los valores teéricos, con independen-
cia del gradiente evaluado. Ademads, las R;™ fueron mayores que las obtenidas con
columna derelleno. A pesar de las variaciones dela R,™ observadas parala columna de
relleno, el uso del método del patrén interno, previo calculo de los f;, permitié que la
determinacioén de los AG estudiados, tanto por dicha columna como por la capilar,
fuera exacta. Para ninguna de las dos columnas empleadas, se apreci6 el efecto discri-
minatorio de la inyeccién, debido basicamente al uso de la inyeccién por solvent-flush.

ABSTRACT. The specific mass response (R,™) of each compound and the relationship
between such response and that of the Internal Standard used, parameter known as
mass response factor (f™) are important factors in quantitative determinations
performed by gas chromatography (GC), defining the accuracy of results. The
influence of temperature gradient on R,™ and f;" during the analysis of very long-
chain fatty acids methyl esters with odd carbon atoms (C,, -C,, ), using C ;| 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 °C/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 f;™
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, f™ values for all acids were similar and close to the theoretical ones,
regardeless of the changes in the temperature gradient. Also, R,™ values were greater
than those obtained with the packed column. In spite of the variations of R,™ observed
for the packed column, the use of the internal standard method, previous calculation
of the f/*, 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 anélisis cuantitativo de mez-
clas por Cromatografia 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 cromatografico y
por el efecto discriminatorio al in-
troducir la muestra en la cAmara de
vaporizacién, lo cual, es causado por
las diferencias en las temperaturas
de ebullicion de los analitos." El pri-
mero de estos factores puede ser ob-
servado directamente en el perfil
cromatografico por un aumento de
laintensidad en la linea base, y ocu-
rre en mayor escala para las colum-
nas de relleno, donde la fase esta-
cionaria se encuentra impregnada
sobre un soporte cromatografico,
aunque también puede presentarse
en columnas capilares con fase en-
lazada cuando se trabaja a tempe-
raturas cercanas a su limite méaxi-
mo de empleo. El segundo factor, se
hace mas 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-
cién es independiente del tipo de
columna, ya que sélo 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.58
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El objetivo del presente trabajo
fue estudiar la influencia del
gradiente de temperatura sobre los
parametros que permiten evaluar
cuantitativamente la composiciéon
de la muestra: la respuesta masica
especifica (R®) y consecuentemen-
te el factor masico de respuesta re-
lativa (fj*). Dicho estudio se realiz6
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 (C,, -
C,,,) con numero par de 4&tomos de
carbono. Para AG mayores de C,,no
existe ninguin estudio publicado
acerca del comportamiento cuanti-
tativo en funcién del gradiente de
temperatura, por lo que el presente
trabajo permite obtener una valiosa
informacién para el desarrollo de
meétodos de determinacién cromato-
grafica en matrices reales con di-
chos AG, los cuales son constituyen-
tes naturales de las ceras®!! y pue-
den estar presentes en diferentes
fluidos biolégicos.!?13

MATERIALES Y METODOS
Reactivos, disoluciones y equipos

Se emplearon los patrones de
acidos siguientes: 1-nonadecanoico
(C,y,), 1-eicosanoico (C,, ), 1-docosa-
noico (C,, ), 1-tetracosanoico (C,, ),
1-hexacosanoico (C, ), 1-octacosa-
noico (C,; ) y 1-triacontanoico (C,, )
(Sigma, USA, 99-100 % CQG); los di-
solventes: metanol, acetona, tolue-
no, cloroformo, y el acido clorhidri-
co (HCI) 37 % (Merck, Darmstadt, Ale-
mania, p.a.); asi como el lote 990702
de D003 (Centro Nacional de Inves-
tigaciones Cientificas, Ciudad de La
Habana, Cuba). Se utilizaron viales
de vidrio de 2 mL con tapa de alu-
minio y sello de silicona-teflén,
matraces aforados de 10 y 100 mL,
jeringuillas de 10 y 500 pL (Hamil-
ton, Bonaduz, Suiza) y pipeta au-
tomaéatica de 1 mL (Gilson, Fran-
cia).

Fueron preparadas tres disolu-
ciones de referencia en cloroformo:
la primera de patrén interno C
(DPI) a 1,6 mg/mL, la segunda de los
AG patrones siguientes C, , C,, ,
C24:0’ CZS:O’ 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/
mlL, el cual contiene estos AG." Se
prepar6 ademas, la disolucién meti-
lante (DM), compuesta por HC1 5 %
(V/v) en metanol.

Para la preparacion de las mues-
tras se emple6é un termostato seco
(MultiBlock LabLine Instruments
Inc., USA) y una balanza analitica

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

Analisis cromatografico

Se utilizé un cromatégrafo de
gases GC-14A con deteccidén de
ionizacién por llama (DILL), acopla-
do a un procesador computadorizado
de datos C-R4A (Shimadzu, Jap6n). La
columna capilar tipo wide-bore (25 m
X 0,53 mmd.i. y 1,5 um D)) 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, asi como la inicial y final del
horno fueron 300, 320, 200 y 320 °C,
respectivamente. Para la formacion
de la llama los flujos del aire e hi-
drégeno 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 (H,) fue de 8 mL/min . En todos
los casos, se inyect6 1 pL. de mues-
tra por el método de solvent-flush
con acetona.

Preparacion de las muestras

Se adicion6 1 mL de DPIy 1 mL
de la disolucién de AG en el vial, se
llevé a sequedad con corriente sua-
ve de aire a 80 °C . Posteriormente,
se metilé mediante catdlisis acida,
para lo cual, se anadié 1 mL de DM,
el vial se cerr6 y se calent6 a 80 °C
durante 1,5 h . Luego, se dej6é en-
friar hasta temperatura ambiente,
se destapd y sellevé a sequedad con
corriente suave de aire a 80 °C . La
muestra seca se disolvié con 1 mL
de tolueno, se cerré nuevamente el
vial y se calenté a 40 °C durante
3 min .

PARTE EXPERIMENTAL

Influencia del gradiente de tem-
peratura en la determinacién cro-
matografica.

Las muestras fueron analizadas
por ambas columnas con las pro-
gramaciones siguientes: 5,10, 15y
20 °C/min (n = 5), utilizando al aci-
do C,,,como patrén interno. Se de-
terminaron la R™ y el f™ para cada
AG a partir de las ecuaciones si-
guientes:

Rim = Ai/mi
SUERRN = Am, [4m,

donde:
R™y R™ respuestas maésicas espe-
cificas del AG de interés y del

patrén interno, respectivamen-
te.

Ay A, éareas obtenidas para el AG
de interés y el patrén interno,
respectivamente.

m,y m_masas del AG de interés y
del patrén interno, respectiva-
mente.

Estudio de exactitud

Con el objetivo de comparar el
andlisis cuantitativo de estos AG
por ambas columnas, se realizé un
estudio de exactitud por adicién de
patrones de AG a una matriz real.
Se prepararon cuatro grupos de
muestras, con tres réplicas cada
una. A todas, se les anadié 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-
solucién de AG. Los volimenes ana-
didos se evaporaron con corriente
suave de aire a 80 °C y posteriormen-
te se procedié segun la técnica de
preparaciéon descrita anteriormen-
te. En todos los analisis se empled
un gradiente de 5 °C/min, y la de-
terminacién cuantitativa se realizd
por el método de patrén interno, uti-
lizando el promedio de los ™ obte-
nidos en el ensayo anterior para
cada columna con dicho gradiente.
El contenido individual de cada aci-
do (Ci) se determiné mediante la
ecuacion siguiente:

Ci = Ai /;m mr /A/

Se realiz6 una sustraccién 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 anadidas en
cada caso mediante la prueba t de
Studet. Para determinar si la varia-
cién en la cantidad de analito a de-
terminar influia en los resultados se
aplicé una prueba G de Cochran, en
ambas pruebas se considerd un 95 %
de confiabilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION
Influencia del gradiente de tempe-
ratura en la determinacion croma-
tografica

Al realizar los andlisis en la co-
lumna de relleno se pudo apreciar
que para un mismo gradiente los f;"
aumentaron con la masa molecular
del AG (Tabla 1), lo cual, evidencia
una disminucién de la respuesta es-
pecifica de los AG con el aumento
del tiempo de permanencia dentro
del sistema cromatografico, hecho
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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
adsorcién irreversible. Al ser el pa-
trén interno utilizado el AG de me-
nor masa molecular, su respuesta
especifica resulta la menos afecta-
da, lo cual, explica el aumento del
S con el nimero de 4tomos de car-
bono. Como se puede notar, los f™
experimentales fueron mayores que
los tedricos,lo cual, pudo deberse a
los propios factores anteriormente
mencionados que afectan la res-
puesta especifica al utilizar la co-
lumna empacada, ya que los f™ te6-
ricos son calculados teniendo sola-
mente en cuenta la deteccién por el
DILL en funcién del nimero de ato-
mos de carbono efectivos.?®

Por otra parte, para todos los AG,
se observé una tendencia a la dis-
minucién del f/* con el aumento del
gradiente de temperatura, disminu-
cién que se hizo méas evidente al in-
crementar la masa molecular del
acido. Esta tendencia indica que la
respuesta especifica (4,/m,) del com-
ponente problema tiende a aumen-
tar en una mayor proporcién que la
del patrén interno (4,/m ) 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 cromatografico, 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 podria recomendar la
utilizacién del mayor gradiente,
siempre que la disminucién en la
resoluciéon no afecte la determina-
cién.

En los analisis con columna ca-
pilar se pudo constatar que los f;™
fueron muy similares para todos los
AG con independencia de los
gradientes evaluados, y también
fueron similares a los f;™ tedricos
(Tabla 2).1% Estos resultados sugie-
ren que en la columna capilar, bajo
las condiciones cromatograficas
evaluadas, no fue relevante el efec-
to de los factores que se analizaron
como posibles causas de pérdida de
respuesta cromatografica al utilizar
la columna empacada. Si se tiene en
consideracién que el paso de intro-
duccién de la muestra en la cAmara
de vaporizacién se realizé de igual
forma para ambas columnas, pue-
de considerarse que el efecto discri-
minatorio tampoco se manifesté
apreciablemente en ninguno de los
analisis, lo cual, pudo deberse al
empleo de la técnica del solvent-
Sflush.f Los f;" obtenidos para los 4ci-

dos mayores de 24 4tomos de car-
bono fueron menores que los obte-
nidos al utilizar la columna de re-
lleno, consecuencia légica de la
mayor R, 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 R,™ con respecto a las ob-
tenidas con la columna empacada
(Tabla 3). Como se consider6 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 deteccion de los componentes
separados en columna de relleno
con fase impregnada y a las adsor-
ciones de los compuestos analiza-
dos en el sistema cromatografi-
co.1?

Estudio de exactitud

Teniendo en cuenta que al dis-
minuir el gradiente de temperatu-
ra fue mayor la pérdida de respues-
ta cromatografica para los AG de
mayor masa molecular, se realiz6 el
estudio de exactitud al menor
gradiente evaluado (5 °C/min), con
vistas a determinar, si aun, en estas
condiciones las determinaciones
eran confiables. Los recobrados pro-

Tabla 1. Comportamiento del f;* a diferentes gradientes de temperatura en columna de relleno.

Acido /_j’” (tedrico) (%féz;ei?lt)e
5 10 15 20
/" = DE /" = DE /7 = DE /" = DE
Cuoo 0,992 0,998 = 0,003 0,994 = 0,004 0,991 = 0,004 0,984 = 0,004
Coo 0,980 1,000 = 0,008 0,998 + 0,007 0,994 = 0,006 0.990 = 0,003
Coio 0,969 1,021 = 0,006 1,019 = 0,006 0,997 = 0,009 0,992 = 0,005
Cyso 0,960 1,051 = 0,007 1,048 = 0,004 1,032 = 0,013 1,017 = 0,007
Cuo 0,953 1,069 = 0,007 1,060 = 0,006 1,050 = 0,013 1,033 = 0,008
C, 0,946 1,094 + 0,008 1,091 + 0,007 1,055 + 0,011 1,034 = 0,010

Tabla 2. Comportamiento del f" a diferentes gradientes de temperatura en columna capilar.

Acido 7" (tedrico) G(’féﬁg;e
5 10 15 20
/" +DE /" +DE /7 + DE /7 + DE

C20:0 0,992 0,988 = 0,005 0,994 + 0,004 0,995 + 0,004 0,990 + 0,006
C22:0 0,980 0,982 = 0,006 0,988 = 0,007 0,981 = 0,007 0,989 + 0,002
C24:0 0,969 0,960 = 0,005 0,965 + 0,006 0,970 = 0,009 0,980 = 0,006
C26:0 0,960 0,975 = 0,007 0,969 + 0,002 0,972 = 0,011 0,970 = 0,004
C28:0 0,953 0,958 = 0,004 0,960 = 0,006 0,950 + 0,016 0,952 *+ 0,004
C30:0 0,946 0,967 + 0,005 0,960 + 0,012 0,959 + 0,013 0,958 + 0,011
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Tabla 3. R,™ obtenidas por columna de relleno y capilar a 10 °C/min como gradiente de tempe-

ratura.
Acido Columna de relleno Columna capilar

7" + DE CV (%) %7 + DE CV (%)

Cooo 48 746 + 791 1,62 55717 + 1 158 2,08

Cypyo 48 552 + 969 2,00 55 886 = 561 1,00

C,.o 47 885 + 485 1,01 57 332 + 783 1,36

Cyin 46 236 + 691 1,49 58 866 + 1 052 1,79

Cyan 45 712 = 997 2,18 59 044 + 958 1,62

Ciro 44 413 + 496 1,12 57 451 = 647 1,12
medios globales, al emplear tantola una disminucién de la respuesta BIBLIOGRAFIA
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CONCLUSIONES

Al estudiar el comportamiento
cromatografico de los AG (C,, -C, )

20:0 30:0
en la columna de relleno se aprecia

Tabla 4. Resultados correspondientes al estudio de exactitud en columna capilar.
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exacta.
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Facultad de Ingenieria Quimica, L

o . o, s . 7 s CONSULTORIA EN INGENIERIA
Instituto Superior Politécnico “José A. Echeverria”. Y ARQUITECTURA

Calle 114y 127, Marianao, Ciudad de La Habana, Cuba.
Tel.: (537) 204 0745. Fax: 204 0641. emalil: ggei@ceta.inf.cu
rigo@quimica.cujae.edu.cu  jdom@aquimica.cujae.edu.cu

DIRECCIONES DE TRABA)O:

[J Formacién profesional de pre y postgrado (cursos, adiestramientos, maestrias y doctorados)
en Cuba y en el extranjero.

U Desarrollo de una amplia actividad de investigacién cientifica y técnica en los campos de la Corro-
sién y la Proteccién Anticorrosiva, asi como de su impacto ambiental.

U Consultorias, asesoramientos y servicios cientifico-técnicos a organismos e instituciones del pais
y del exterior.

CONSULTORIAS, ASESORAMIENTO Y SERVICIOS:

[J Diseno y evaluacién de sistemas de proteccién catddica: estudios de campo, proyectos, equipos
y montaje.

[ Seleccién, evaluaciéon y aplicacion de inhibidores de corrosién en sistemas industriales.

U Preparaciéon de superficies metalicas con fines anticorrosivos y decorativos.

[ Electrodeposiciéon de metales y tratamiento de sus residuos.

[J Diseflo mecanico y anticorrosivo de equipos de la industria quimica.

U Problemas de corrosién en estructuras de hormigén armado.

[ Deterioro y proteccién de instalaciones industriales diversas: petréleo y gas, energética, alimentaria,
médico-farmacéutica y otras.

[ Corrosién y protecciéon de sistemas de enfriamiento, climatizacién, suministro de agua y vapor
en la industria o en instalaciones de servicios turisticos, hospitalarios y similares.

POSTGRADOS:

[ Cursos, diplomados, maestrias y doctorados a solicitud que abarcan desde tematicas basicas
de Corrosién y Proteccién hasta temas especificos para la preparacién dirigida del personal
hacia las particularidades productivas de sus Centros e instituciones respectivos.

Vasta experiencia profesional avalada por mas de 30 anos de trabajo.
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