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ABSTRACT. A method was developed for the quantitative determination of
long-chain alcohols in complex mixtures . The long-chain alcohols are transform-
ed to their 3.5-Dinitroderivatives and then separated from the other compo-
nents by thin-layer chromatography . The spots so obtained are extracted and
submited to an alkaline solution of methanol-acetone, and the intensity of the
resulting color determined at the 546 me . It was confirmed that the method
is useful for the quantification of a pure alcohol and for the total quantifica-
tion of long-chain alcohols itl a complex mixture as well . Using this method
the total quantity of alcohols in refined sugar cane wax was 21.8% calculated
on Ceryl alcohol .

RESUMEN. Se desarrolla on metodo de determination cuantitativa de alcoho-
les de cadena larga en meaclas complejas . Los alcoholes de cadena larga son
transformados en sus 3,5-Dinitroderivados y estos separados del resto de los com-
puestos por cromatografia en capa delgada . Las manchas obtenidas se extraen
y hacen reaccionar con una solution alcalina de metanol-acetona y la intensidad
del color es evaluada. a Los 546 am. Se comprueba que el metodo es vrnlido
para la determination individual do on alcohol, asi comp la cantidad total de
alcoholes de cadena larga en una mezclaa eompleja. Per este m6todo se deter-
mine Is eantidad total de alcoholes libres presentes en la cera de cana refinada,
que result6 igual al 21,8% calculada en base del alcohol cerilico .

INTRODUCCION

Existen diferentes m6todos para la determinaci6n de alcoholes de bajo y alto peso
molecular.' Sin embargo cuando se trata de mezclas complejas donde junto con los
alcoholes subsisten otros compuestos organicos, el numero de metodos para la evalua-
ci6n cualitativa y cuantitativa directa se reduce . Los esteres del acido 3,5-Dinitro-
benzoico son frecuentemente utilizados para establecer la composiei6n cualitativa

de una mezcla de alcoholes, debido a la especificidad de la reacci6n del cloruro del
acido. Diferentes metodos cromatograficos han sido empleados en la separaci6n e
identifieaci6n cualitativa de los esteres del acido 3,5-Dinitrobenzoico . 2•s Los 3,5-

Dinitrobenzoatos (3,5-DNB) derivados de los cuatro primeros alcoholes de la serie
hom6loga de los alcoholes alifaticos primaries, fueron separados y determinados cuan-

titativamente mediante la eromatografia de papel por G . E. Zaikov .a
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El objetivo de nuestro trabajo consiste en desarrollar un m6todo de analisis cuanti-
tativo de alcoholes de cadena larga en presencia de otros compuestos quimicos, con
el fin de conocer la cantidad de alcoholes libres presentes en la cera de cafia refinada
y ademas para ser utilizado en la determinati6n cuantitativa del alcohol Cetilico
durante el proceso de su oxidaci6n .' La comprobaci6n del m6todo se llev6 a cabo
sintetizando los 3,5-DNB derivados de los alcoholes de numero par de atomos de
carbono (C12-C22) . Estos derivados * separaron del acido 3,5-Dinitrobenzoico en
exceso por cromatografia en capa delgada . Los 3,5-DNB eluidos se determinaron
cuantitativamente por un m6todo colokim6trico, basado en la coloraci6n violeta que
se obtiene haciendo reaccionar estos derivados con una solution de metanol-acetona .
La presencia en la solution de otros compuestos que no contengan los grupos m-dini-
tro no dan esta coloration, por lo que la determination se puede realizar en el rango
visible del espectro sin la interferencia de compuestos incoloros .

MATERIALES Y METODOS

Obteneidn del 3,5-Dinitrobenzoato de n-Hexadecan-l-ol

En un erlenmeyer de 50 mls de boca esmerilada se pesan 0,2 g de n-Hexadecan-l-ol
(Cetyl alcohol, RDH, Specially pure) y se le agregan 2 mls de Piridina seta, 4 mls
de Benceno y 0,5 g de cloruro del acido 3,5-Dinitrobenzoico. La mezcla reaccionante
es reflujada a 80£C en un bano de Maria durance 30 minutes, aislando de la hume-
dad atmosf6rica con on tubo de CaCI 2 . Una vez efectuada la reaction, la mezcla
reaccionante se vierte en un frasco aforado de 25 mls, lavando el erlenmeyer y com-
pletando el volumern del frasco con benceno. De esta forma se obtiene una solucjon
del 3,5-DNB de Cttilo de una concentration conocida .

Separacidn del 3,5-DNB de Cetilo de los demos componentes per cromatografia
en caps delgada y su evaluation cuantitativa

En un frasco de iodo de 500 mls se pesan 2 5g de Kieselgel HF 254 (MERCK) y se
le agregan 60 mls de agua destilada. La suspension se agita durante on minuto y
se vierte en un aplicador "CAMAG" sobre placas de 20 X 20 cms que fueron previa-
mente lavadas con una solution diluida de acido fluorhidrico . La capa se hizo con
un espesor de 0.3 mm. Las placas se mantienen durante 12 horas al aire y mas tarde
son activadas en la estufa a 100£C durante 2 horas . Las placas activadas y todavia
calientes se colocan en una desecadora sobre Silica gel azul .

La solution de la mezcla reaccionante es aplicada en la capa con una jeringuilla
graduada Hamilton de 0-250 p1. El volumen de la misma se fijo en 30 p .1 aplican
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dose esta cantidad cuatro veces en cuatro puntos . En cada placa de 20 X 20 ems se
pueden analizar dos muestras diferentes, aplicando cuatro veces 30 °l para cada una .

El cromatograma es revelado utilizando benceno como solvente y trauscurre en on
tiempo de alrededor de 30 minutos . Para localizar el lugar donde se encuentran
las manchas de 3,5-DNB de Cetilo, la placa se observa a la luz ultravio!eta, re-
sultando las mismas comoo manchas oscuras sobre un fondo claro . El Kieselgel de
las cuatro manchas juntas -es coleccionado utilizando vacio, con un aparato descrito
por R . Rangone y C . Ambrosio .' La sustancia es extraida con metanol, pasando el
extracto a una probeta de 10 mls . Para trabajar con concentraciones adecuada, Se
toman 2 mls de la soluci6n y se diluye con 6 mls de metanol .

Para la determinaci6n cuantitativa del 3,5-DNB de Cetilo se toman 5 mls de la
soluci6n diluida y se Ie agregan 5 mls de una soluci6n alcalina de metanol-acetona
(4 g NaOH + 200 mls CH;,OH + 400 mls (CH,) 2 CO) .

La mezcla se agita y a los 3 minutos de haber mezclado las soluciones se le mide
la intensidad de su absorbancia. Como referencia se utiliza una soluci6n de 5 mls de
metanol y 5 mls de la soluci6n alcalina de metanol-acetona . Las mediciones se reali-
zaron con un espectrofot6metro SP-800 ultravioleta-visible, en cubetas de 1 cm de
ancho .

La curva de calibraci6n se construy6 con soluciones patr6n preparadas con el 3,5-DNB
de Cetilo disuelto en metand .

Determinaci6n de la suma total de alcoholes grasos de una mezcla

En erlenmeyer de 100 mls se pesaron 0 .2 g de cada uno de los alcoholes siguigntes :
n-Dodecanol (BDH), Hexadecan-l-ol (BDH), n-Octadecanol BDH, 1-Eicbsanol
(Schuchart Munchen) y 1-Docosanol (Schuchart Munchen) . A esta mezcla de alco-
holes se le agregan 10 mls de Piridina seca, 20 mls de Benceno absoluto y 2 g del
cloruro del acido 3,5-Dinitrobenzoico . La mezcla se refluj6 en un bano de Maria a
80£C durante 30 minutos, aislando de la humedad con un tubo de CaC1 2 . Una vez
enfriada la mezcla reaccionante se diluy6 hasta 100 mIs en un frasco aforado .

La mezcla se aplic6 en la capa delgada y se realiz6 la determinaci6n cuantitativa tal
como se describe para el a'cohol Cetilico.

Determinaei6n de la suma total de los alcoholes libres de la cera de cane refinada

La metodologia de analisis empleada en la determinaci6n de los alcoholes se utiliz6
para la evaluaci6n cuantitativa del total de los alcoholes libres presentes en la cera
de cana refinada .
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La cera cruda de cana (de Cuba) fue separada en fracciones por medio de solven-
tes organicos segun el metodo utilizado por Schubert et al .' La fraccibn de cera
refinada fue extraida 2 veces mas con acetona para disminuir el contenido de aceite .

RESULTADOS Y DISCUSION

Separacidn per cromatografia en capa delgada del 3,5-DNB de Cetilo
de los demos componentes

La determinacidn directa con la metodologia utilizada del 3,5-DNB de Cetilo en
la mezcla reaccionante en presencia del resto del cloruro y del acido 3 5-Dinitroben-
zoico que no reaccionaron, presenta dificultades, ya que estos dos ultimos compuestos
interfieren en la valoraci6n colorim6trica .

La aplicaci6n de la cromatografia en capa delgada permite obviar esta interferencia
ya que al realizar la separaci6n de los compuestos de la mezcla, el acido 3,5-Dinitro-
benzoico queda en el punto de partida y el 3,5-DNB de Cetilo se encuentra cerca
del frente del solvente. (Rf=0,91) .

Determinacidn cuantitativa del 3,5-DNB de Cetilo

Para evaluar cuantitativamente la cantidad de sustancia extraida de la capa se
utiliz6 el metodo de Espectroscopia UV-VIS .

El 3,5-DNB de Cetilo posee una amplia banda de absorci6n en el rango de los
200-280 nm pero la evalpaci6n directa de su concentraci6n es dificil, debido a que
al extraer el Kieselgel con metanol, algunos de sus componentes organicos e inorga-
nicos utilizados en su confecci6n se disuelven, 10 absorbiendo tambi„n 6stos - en el
rango de los 200-280 nm . Para evitar la interferencia de estos componentes en la
determinaci6n del 3,5-DNB de Cetilo, el extracto de la capa delgada se hace
reaccionar con una soluci6n alcalina de metanol-acetona y se obtiene una coloraci6n
violeta . Esta reacci6n de color ha sido utilizada en el analisis cuantitativo de
dinitroderivados aromaticostr= 13 obteni6ndose buenos resultados .

Se prefiri6 agregar la soluci6n alcalina de metanol-acetona al extracto del 3,5-DNB
de Cetilo en metanol en vez de revelar directamente la mancha en la placa y des-
pu6s extraer, debido a que el compuesto puede ser localizado en la placa bajo la luz
ultravioleta y el compuesto coloreado que se obtiene se descompone en un intervalo
relativamente corto de tiempo . Para evitar esta dificultad todas las mediciones see
efectuaron a los 3 minutes de haber agregado la soluci6n alcalina de metanol-acetona .
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El espectro del producto coloreado del 3,5-DNB de Cetilo mezclado con la soluci6n
alcalina de metanol-acetona presenta dos maximos de absorci6n fundamentales en
402 nm (s = 12900) y los 546 nm (a = 9900) y un hombro en 605 nm (s - 8200)
(grafieo 1) . Las determinaciones cuantitativas se realizaron tomando como base la

v5 -
4rns
0.8-

0.4-

GO-

-0.4-

550 450 550 650

75

Grafieo 1 . Espectro de la sustancia coloreada del 3, 5-DNB de Cetilo y la solueion alcalina
de metanol-acetona .

absorbancia de la soluci6n coloreada en Ins 546 nm para to cual se construy6 una
curva de calibraci6n de la absorbancia, contra la concentraci6n del alcohol en la
scluei6n inicial, preparando soluciones patrones del 3,5-DNB de Cetilo (grafieo 2) .

Se observa que a bajas concentraciones se cumple la ley de Lambert-Beer .
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Grafico 2 . Curva de calibration que expresa la absorbancia de la sustancia coloreada con
respecto a In cantidad de moles de alcohol por gramo de muestra analizada .

Para comprobar la exactitud del metodo se prepararon muestras de 3,5-DNB de Ce-
tilo procediendo a su determinaci6n segun la metodologia anterior . Los resultados
de esta comprollp.ci6n (Tabla I) indican que el metodo es aceptable para la eva-
luaci6n cuantitativa de este alcohol .

Determination de la suma total de alcoholes grasos de una mezcla

La curva de calibration construida se utiliz6 en la determinaci6n de la cantidad de
moles de n-Dodecanol en una muestra dada. El espectro del 3,5-DNB de n-Dodeca-
nol es similar al espectro del 3,5-DNB de Cetilo, por lo que la evaluation cuanti-
tativa se realiz6 tambi6n a 546 run. De esta forma se comprob6 que la curva de
ealibraci6n del alcohol Cetilico puede set empleada para el n-Dodecanol .

Con el fin de establecer la suma total de moles de alcohol de distinto peso molecular
en una muestra, se compusieron mezclas de n-Dodecanol, n-Hexadecanol, n-Octade-
canol, n-Eicosanol y n-Docosanol . A partir de estas mezclas se obtuvieron los 3,5-
DNB de los alcoholes correspondientes y se determin6 la suma total de los mismos .
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Los resultados de etas evaluaciones (Tabla II) demuestran que el m6todo puede ser
utilizado en la determination cuantitativa de la suma total de alcoholes grasos en
base a la curva de calibration del n-Hexadecanol .

>( 104 moles de alcohol/g

Determination de la suing total de alcoho,les libres de la cera de cana refinada

La cantidad de alcoholes libres en la cera de cana refinada ha sido reportada por
distintos autores. De acuerdo con McLoudls una cera dura de cana contiene 5 por
ciento de alcoholes libres. J. A. Lamberton y A. H. Redcliffe 14 despues de separar
en una columna cromatografica la fraction de cera dura, de una cera de cafia
refinada con solventes, daterminaron en la cera dun un contenido do alcoholss libres
de 8 per ciento .

TABLA I

Peso de la
X 104 moles de alcohol/g

Compuesto determinado muestra/g Te6r . Pract .

n-Hezadecan-1ro1 0.2063 8 .52 8.40
02176 8.97 8.40
0.1464 6.05 6.79
0.2026 8.38 8 .39
0.1853 7 66 7.13
0.1538 6.36 6.05

TABLA II

Compuesto determinado

Mezcla de alcoholes

Te6rico Practice

30.8 306
22.6 23 .9
27 .7 27 .4
25 .3 23 .9
31 .6 30 .7
22 .0 19.9
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El contenido de alcoholes libres en la cera cuticular destilada es aun mayor que en

la cera refinada con solventes . J . A. Lamberton y A. H . Redcliffe'' determinaron la

cantidad de alcoholes libres de- la cera cuticular scparando primeramente los aldehi-
dos como semicarbazonas y los otros constituyentes no-aldehidicos de los alcolioles por

cromatografia en alumina. Estes autores reportan un contenido de 27 por ciento .

En un trabajo siguiente's los aldehidos fueron separados por oxidacidn y los alcoholes

por cromatografia . El contenido en este caso fue del 25 por ciento .

TABLA III

Los valores aqui representados corresponden a no menos de 8 determinaciones en la misma
muestra .

Los valores obtenidos por el mdtodo de sintesis de los 3,5-DNB de los alcoholes libres
de la cera de cafia refinada se representan en la 'l'abla .III. El por ciento en peso

del total de alcoholes con respecto a la cera de cana refinada se calculo en base del

peso molecular del alcohol Cerilico (Cxs) que es el constituyente inas abundante de

la mezcla.'T Se puede observar de los resultados que, segun este metodo, la cantidad
total de alcoholes libres de la cera refinada es semejante a la cantidad establecida

para la cera cuticular en los trabajos anteriorrnente citados .
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