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RESUMEN. Se considera que la introduccién de lamuestra es la mayor fuente de error
en el andlisis cuantitativo por Cromatografia Gaseosa (CQ). Ello es debido a diversos
fenémenos (entre ellos, la discriminacién en la aguja de la jeringuilla), los cuales provo-
can cambios sustanciales en la composicién de la muestra. Estos cambios resultan més
apreciables al ser mayor la diferencia de volatilidades entre los componentes de la mez-
claaanalizar y se revelan en el factor mésico de respuesta relativa (f;"). Para analizar la
influencia de la técnica de inyeccién sobre el comportamiento cromatografico de los
acidos grasos en forma de ésteres metilicos se prepararon varias mezclas con patrones
de &cidos cominmente presentes en las ceras vegetales (C,, ;, Cyq 1, C,ps ¥ C, - A estas
mezclas seles afiadi6 C ; , como patrén interno, se metilaron por catélisis 4cida con una
disolucién de HCl-metanol y se analizaron por CG con deteccién de ionizacion por
llama. En los anélisis se utilizé una columna de vidrio silanizada (3,1 m x 3,0 mm
di), rellena con Chromosorb W (HP) de 80 a 100 mallas, impregnado al 3 % con OV-
101, y se encontré que existe influencia de la velocidad y del tipo de inyeccién sobre el
J;™ Al utilizar la técnica de inyeccién convencional se observo que ocurre un aumento
considerable del f;" con la disminucién de la velocidad de inyeccién y con el aumento
enlalongitud dela cadena. Al comparar la técnica convencional con la técnica de solvent-
JSlush se observé que esta tiltima permite resultados mas precisos y el " se hace menos
dependiente de la masa molecular del 4cido, lo que indica una disminucién del efecto
discriminatorio. En estas condiciones de andlisis también se encontré una buena co-
rrelaciéon entre las respuestas y las masas inyectadas, al trabajar en un intervalo de
0,5 a 2 ug, dado por coeficientes de correlacién mayores de 0,99, y la determinacién no
presento sesgo, al estar el cero incluido en los limites de confianza de los interceptos.

ABSTRACT. Sample introduction is considered to be the biggest error source in the
Gas Chromatographic (GC) analysis. It is because of several phenomena like discrimi-
nation in the syringe needle, which cause substantial changes in sample composition.
These changes proved to be more remarkable when differences between volatility of
the mixture components are greater, and they are reflected on relative mass response
factor (f/"). For analyzing the influence of the injection technique on the chromato-
graphic behavior of fatty acid methyl esters, several mixtures of standard acids (C,,,
C,s0 Cos0 and C, ), which are usually present in vegetables waxes, were prepared. The
internal standard C,; , was added to each mixture, they were methylated by acid cataly-
sis using a HCl-methanol solution and were analyzed by GC employing a flame ioniza-
tion detection. A silanized glass column (3.1 m x 3.0 mm id) packed with 3 % OV-101 on
80-100 mesh Chromosorb W (HP) was used and it was proved an influence of speed and
injection technique on f;". A remarkable increase of f™ with decreasing of injection
speed and with chain length was observed when conventional injection technique was
employed. Solvent-flush proved to give more precise results than conventional injec-
tion technique and molecular mass become less dependent on f™, which evidence a
decreasing discriminative effect. A good correlation between the responses and the
injected masses was also found in the whole studied range, 0.5 - 2 ug, with correlation
coefficients > 0.99. The zero was included in the confidence limits of intercepts; there-
fore, the determination did not present bias.

INTRODUCCION

Los acidos saturados de muy ele-
vada masa molecular (ASEMM), son
constituyentes naturales de las ce-
ras en general'? y pueden estar pre-
sentes en diferentes fluidos biol6-
gicos.*d Su determinacién por Cro-
matografia Gaseosa (CG) es una ta-
rea analitica compleja, debido a sus
bajas volatilidades, a fenémenos de
adsorcién que pueden tener lugar
en el sistema cromatografico® y a la
dificultad para introducirlos cuan-
titativamente a la columna,” pues
usualmente ocurre un efecto discri-
minatorio en la introduccién con
jeringuilla,? principalmente cuando
la muestra se introduce manualmen-
te.

Aunque estos problemas no han
podido ser completamente elimina-
dos, se ha logrado su disminucién
mediante la formacién de derivados
como los ésteres metilicos,’ con la
utilizacién de diversos modos de
inyeccién entre los que pudiera ci-
tarse el solvent-flush, asi como con
la utilizacién de diferentes sistemas
de introducciéon.!®! Entre estos ul-
timos se encuentra el sistema on-
column, que reduce considerable-
mente la discriminacién, pero pre-
senta algunas desventajas instru-
mentales, asi como riesgos de con-
taminacién de la columna, incluso
con materiales no volatiles.'? El gra-
do en que los procedimientos ante-
riormente senalados logran mejorar
el comportamiento cromatografico
de la mezcla estd en dependencia de
las condiciones experimentales y de
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la muestra utilizada, por lo que para
poder aplicarlos, se impone el estu-
dio de cada caso en particular.

Al tener lugar los efectos discri-
minatorios mencionados se afectan
directamente los parametros que
permiten evaluar cuantitativamen-
te la composicién de la muestra ana-
lizada, estos son: la respuesta espe-
cifica neta, la respuesta relativa y
consecuentemente el factor de res-
puesta.’® Teniendo esto en cuenta se
evidencia que una via directa para
determinar el grado en que ocurre
el cambio en la composicién de la
muestra es la mediciéon de la res-
puesta cromatografica de los anali-
tos de interés. Para el caso de los
ASEMM con mas de 24 atomos de
carbono no existe publicado ningiin
estudio sobre la influencia que pu-
diera tener la utilizacién de distin-
tas técnicas de inyecciéon en CG de
relleno sobre el resultado cuantita-
tivo, por lo que los autores se pro-
pusieron realizar este estudio me-
diante la determinacién de los fac-
tores masicos de respuesta relativa
(f/™) con mezclas modelos de C, a
C,,,- La informacion resultante po-
dria ser aplicable en el desarrollo de
métodos para el andlisis de estos
acidos en matrices reales como las
ceras vegetales.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Todos los reactivos utilizados
fueron de grado analitico. Patrones
de 4cidos grasos: 1-nonadecanoico
(C,y), 1-tetracosanoico (C,, ), 1-hexa-
cosanoico (C,; ), 1-octacosanoico
(Cy,) ¥y l-triacontanoico (C,, ) (Sig-
ma, MO, USA), todos > 99 % CG.
Disolventes: metanol, acetona y
tolueno (Merck, Darmstadt, Alema-
nia). Acido clorhidrico (37 %) (Merck,
Darmstadt, Alemania).

Cristaleria

Se utilizaron viales de 2 y 4 mL,
tubos de vidrio silanizado de 12 mL,
todos con tapa y sello inerte, matraz
aforado de 50 mL y jeringuilla de
10 pL. (Hamilton, Bonaduz, Suiza).

Equipos

Para la preparacién de las mues-
tras se empledé un termostato seco
provisto de concentrador MultiBlock
(LabLine Instruments Inc., IL,
USA) y una balanza analitica AG245
(Mettler, Toledo, Suiza), con una
exactitud de 0,01 mg .

Analisis cromatografico

Se utiliz6 un cromatégrafo de
gases, con detector de ionizacién

por llama, modelo GC-14A con pro-
cesador computadorizado de datos
C-R4A (Shimadzu, Japén). Las sepa-
raciones se llevaron a cabo en una
columna de vidrio silanizada (3,1 m
X 3,0 mm di), rellena con Chro-
mosorb W (HP) de 80 a 100 mallas,
impregnado con OV-101 al 3 %. Las
condiciones cromatograficas gene-
rales fueron: programacién de tem-
peratura de la columna desde 200 a
320 °C a 10 °C/min, e isotérmico por
10 min a la temperatura final. Tempe-
ratura del inyector 300 °C (excepto
cuando se indique otra) y detector:
320 °C . El flujo del gas portador
(argbén) fue de 40 mL/min y los flu-
jos de aire e hidrégeno fueron de 300
y 30 mL/min respectivamente. La
inyeccién fue de 1 pL.

Preparacion de las muestras

Las mezclas de patrones se pre-
pararon mediante pesada directa
(Tabla 1). Posteriormente, se formé
el derivado metilico en el vial de pe-
sada mediante catdlisis 4cida, segiin
Gonzailez et al.!* Esta técnica consis-
te en anadir 1 mL de una disolucién
de HCI al 5 % (v/v) en metanol, ce-
rrar herméticamente el vial y calen-
tar a 80 °C durante 1,5 h . Pasado el
tiempo de reaccién, se deja enfriar
hasta temperatura ambiente y se
evapora a sequedad a 80 °C median-
te un flujo lento de nitrégeno. La
muestra seca se diluye con 1 mL de
tolueno para su andlisis por CG.

Para la determinacién cuantita-
tiva se utiliz6 al acido C,,, como
patrén interno. El pardmetro eva-
luado fue el f;™

cm_MA
I
Am,
donde:
A, area del componente analizado.
m, masa del componente anali-
zado (mg).
A_ &rea del patrén interno.
m_masa del patrén interno (mg).

Efecto de 1a velocidad de inyeccion
sobre el factor de respuesta

Se realizé la inyeccién manual
de 1 uLL de la mezcla 2 (Tabla 1) por

Tabla 1. Preparaciéon de las muestras.

la técnica convencional de aguja lle-
na (n = 2) a cuatro velocidades, en 1,
2,3 y 4 s . Ademais, se inyect6 esta
misma mezcla en 1 s, pero a 45 °C
en el inyector. En todos los casos, se
calcularon los f™.

Efecto de la inyeccion solvent-
Jlush sobre la determinacion del f;™

Lamezcla 2 se inyect6 por la téc-
nica de inyeccién convencional y
por la de solvent-flush (n = 5), la cual
consiste en llenar la aguja con
acetona, desplazar el émbolo hasta
la marca de 0,2 uL. y seguidamente
tomar 0,2 pL de aire, 1 pL de la mues-
tra y finalmente, 0,2 pL de aire. En
todos los casos, la inyeccién fue ra-
pida, aproximadamente 1 s, y se
determinaron los con sus coeficien-
tes de variacién (CV). Posterior a
cada inyeccién realizada por la téc-
nica de solvent-flush, antes de lavar
la jeringuilla, se inyectaron 2 pL de
tolueno caliente (60 °C). De esta for-
ma, se obtuvo un cromatograma de
los componentes que habian queda-
do retenidos en la jeringuilla. Se
sumaron las areas obtenidas en
ambas inyecciones, se volvi6 a cal-
cular el f (factor f,) y se comparo,
por la prueba t de Student, con el
J;™ obtenido en la primera inyeccién.

Estudio de la linealidad y propor-
cionalidad de la determinacion

Lalinealidad y proporcionalidad
se determinaron por el andlisis de
las mezclas 1 a la 4. Para ello, se cal-
culd la ecuacién de regresién de
cada acido por el método de los mi-
nimos cuadrados (A4 /A en funcién
de m/m ). Los criterios que se con-
sideraron fueron el coeficiente de
correlacién (r) y la significaciéon es-
tadistica del intercepto, segin los
intervalos de confianza calculados
para p = 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto de la velocidad de inyeccion
sobre el factor de respuesta

Al realizar la inyeccién conven-
cional, para todas las velocidades
estudiadas, se observd un incre-
mento del f* con el aumento de la
masa molecular (M,) del acido (Ta-

Mezcla Cloo Cuio Cuo Coo C.oo
(mg)

1 1,03 0,53 0,51 0,54 0,55

2 1,04 1,05 1,05 1,05 1,10

3 1,04 1,64 1,56 1,56 1,72

4 1,07 2,23 2,30 2,30 2,17
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bla 2). Esto puede deberse funda-
mentalmente a un efecto discrimi-
natorio en la aguja de la jeringuilla,
consistente en que pasan a la co-
lumna preferentemente los com-
puestos mas volatiles.”® Al ser el
patrén interno (C ) el mas volatil,
es el que pasa a la columna en ma-
yor proporcién, por lo que todos los
f;"son mayores que uno y tienden a
aumentar con la Mi del 4cido en es-
tudio. Otro factor que pudiera inci-
dir es la adsorcién irreversible en el
sistema cromatografico, la que au-
menta con el tiempo de retencion.?
Este comportamiento también ha
sido descrito para otros compuestos
grasos al utilizar temperatura pro-
gramada en columnas con fase es-
tacionaria impregnada.l®1?

Se aprecia ademas que la veloci-
dad de la inyeccién incide sobre el
factor de respuesta. Al ser més len-
ta la inyeccion aumenta el f;" para
todos los acidos estudiados, lo cual
indica un aumento del efecto discri-
minatorio. Este fenémeno pudiera
afectar significativamente las deter-
minaciones cuantitativas por lo que
la inyeccién manual se debe reali-
zar con la mayor rapidez posible
(aproximadamente 1 s).

Al llevar a cabo la inyeccién en
un segundo, pero con el inyector a
45 °C, los f;™ obtenidos para los 4ci-

zar temperaturas de inyeccién tan
bajas en el andlisis rutinario presen-
ta algunas desventajas instrumen-
tales, tales como un mayor tiempo
de andlisis y, fundamentalmente,
riesgos de contaminacién de la co-
lumna, incluso con materiales no
volatiles.!2

Efecto de la inyeccion solvent-
Jlush sobre la determinacion del f™

Con vistas a reducir la influen-
cia de la velocidad de inyeccién so-
bre el f* se decidi6 estudiar el em-
pleo de la técnica de inyeccién por
solvent-flush, la cual ha permitido
mejorar la precisién y disminuir el
efecto discriminatorio en el trabajo
con otras mezclas de acidos grasos.!!
Al utilizar dicha técnica, se obtuvie-
ron menores CV y el incremento del
S con el namero de 4&tomos de car-
bono también fue menos percepti-
ble que al emplear la técnica de in-
yeccion convencional (Tabla 3). Al
comparar los f/ calculados de una
primera inyecciény luego de sumar
las areas obtenidas en dos inyeccio-
nes consecutivas, no se observaron
diferencias significativas (t, <t ,p

= 0,05), por lo que se infiere que
efectivamente ocurrié una dis-
minucién del efecto discrimina-
torio.

Estudio de la linealidad y propor-
cionalidad de la determinacion

Al inyectar las cuatro mezclas
mediante la técnica de solvent-flush
se encontré una buena linealidad
del sistema (Tabla 4), dada por co-
eficientes de correlacion superiores
a 0,99. El inverso de la pendiente
para todos los acidos fue similar a
los f;™ calculados en los ensayos an-
teriores; resultado esperado, ya que
al ser lineal la correlacién, la pen-
diente calculada en cada punto co-
incide con la pendiente total de la
recta. El término independiente (a)
no fue significativo, al quedar in-
cluido el cero en los intervalos de
confianza calculados, por lo que no
hay sesgo. Teniendo en cuenta este
resultado se puede plantear que es
posible realizar el andlisis de estos
acidos por el método del patrén in-
terno, al utilizar relaciones de ma-
sas (masa de analito/masa de patrén
interno) entre 0,5 y 2,2.

Tabla 2. Factor méasico de respuesta (f;" ) obtenido para diferentes

velocidades de inyeccién (n = 2).

dOS C24:0’ CZS:O’ CZS:O y C30:0 (0’978’ 0’998’ Tiempo -/j';”
1,004 y 1,007; respectivamente) fue- de inyeccién Coro Coi Cyo Curo
ron muy cercanos a la unidad. Esto
: 1 1,035 1,083 1,112 1,134
demuestra que el factor determi-
nante en el aumento de los f" es la 2 1,074 1,155 1,161 1,198
temperatura a que se somete la agu- 3 1,215 1,254 1,283 1,323
ja, debido a lo cual, ocurre el efecto 4 1,382 1,403 1,481 1,603
discriminatorio; no obstante, utili-
Tabla 3. Comportamiento del f; por las dos técnicas de inyeccién estudiadas (n = 5).
Acidos Inyeccién convencional Inyeccion solzerz/7zsh
S DE cv S DE cv 7 DE t
(%) (%)

C,io 1,037 0,017 1,64 1,028 0,005 0,49 1,023 0,009 1,087

Coo 1,074 0,014 1,30 1,046 0,005 0,48 1,041 0,009 1,087

Coo 1,102 0,019 1,72 1,050 0,006 0,57 1,043 0,010 1,346

Cyoo 1,121 0,018 1,60 1,081 0,008 0,56 1,083 0,016 0,385
t,., (8;0,05) = 2,306
S+ fi" calculado al sumar las dreas obtenidas en la primera y en la segunda inyeccién

Tabla 4. Parametros de correlacién obtenidos (n = 5).
Parémetro C24:0 C26:0 C28:0 CSO:O
b (/7) 0,99 (1,01) 0,96 (1,04) 0,94 (1,06) 0,93 (1,07)
a = IC -0,05 = 0,11 0,003 = 0,03 -0,05 = 0,09 -0,09 = 0,14
r 0,999 7 0,999 9 0,999 8 0,998 7

a Intercepto. b Pendiente. r Coeficiente de correlacion. IC Intervalo de confianza del intercepto.
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CONCLUSIONES

Se demostré que al utilizar la
técnica de solvent-flush en el anali-
sis cuantitativo de acidos grasos de
muy elevada masa molecular por
Cromatografia Gaseosa, se disminu-
ye el efecto discriminatorio, por lo
que el factor masico de respuesta
relativa se hace menos dependien-
te de la masa molecular del acido,
asi como de la velocidad de inyec-
cién. En estas condiciones de anali-
sis, también se obtiene una buena
correlaciéon entre las respuestas y
las masas inyectadas, al trabajar en
un intervalo de relaciones de masas
de 0,5 a 2.
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