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En los ultimos anos, se ha incre-
mentado la utilizacién de alcoholes
alifaticos de alto peso molecular, ex-
traidos de determinadas ceras vege-
tales y animales, como suplementos
nutricionales o medicamentos. Di-
versas metodologias analiticas por
cromatografia gaseosa (CG) con co-
lumnas de relleno se han validado
para la determinaciéon de estos alcoho-
les, tanto en el material insaponficable
de las ceras como en sus extractos pu-
rificados.*® Sin embargo, a pesar de
los buenos resultados logrados con
esas columnas, en el mundo actual
se ha impuesto el empleo de las ca-
pilares, lo cual se ha debido a que
presentan varias ventajas, entre las
que se pueden citar: mayor resolu-
cién, inercia, estabilidad quimica y
térmica, flexibilidad y facilidad de
instalacién. También se ha encontra-
do que tienen una vida mas prolon-
gada, mayor reproducibilidad lote a
lote y mayor sensibilidad en el ana-
lisis de compuestos minoritarios en
mezclas complejas.®!? Teniendo en
cuenta lo anteriormente expuesto, el
objetivo del presente trabajo fue de-
sarrollar un método confiable para la
determinacién de alcoholes grasos
en extractos de cera de cana, mediante
la CG con columna capilar “widebore”
e inyeccién rapida con la técnica de
“solvent-flush”.

Los reactivos empleados fue-
ron de pureza analitica: Patrones
de alcoholes > 99 % CG (Fluka,
Suiza). MSTFA (Sigma, USA),

tolueno y acetona (Merck, Alema-
nia).

Se prepararon las disoluciones
siguientes: patrén interno (DPI): C,;
(1,0 mg/mL) en tolueno. Referencia
de alcoholes (DRA): C,,, C,,, C,,
C,y C,,(todos aproximadamente
a 0,6 mg/mL) en tolueno. Matriz de
referencia (DMR): se anadieron 1 mL
de la DRA y 0,5 mL de la DPI a un
vial de 2 mL, se llev6 a sequedad a
80 °C con corriente suave de nitro-
geno, se adicionaron 100 pL de
MSTFA y se cerré herméticamente.
Luego, se calenté a 80 °C durante
30 min en un termostato seco. Pasa-
do este tiempo, se dej6é enfriar para
su andlisis por CG. Referencia de tra-
bajo (RT): se pesaron alrededor de
60 mg (= 0,01 mg) del extrato puri-
ficado de cera de cana y se disol-
vieron con tolueno en un matraz de
10 mL.

Preparacion de las muestras. Se
pesaron 5 mg del extracto purifica-
do en un vial de 2,0 mL con exacti-
tud de 0,1 mg y se adicion6 1 mL de
DPI. Posteriormente, se llevé a se-
quedad y se siguié con los demas
pasos descritos en la preparaciéon de
la DMR.

Los anélisis se realizaron en un
cromatografo de gases (GC-14A) con
detector de ionizacién por llama,
acoplado a una computadora C-R4A
(Shimadzu, Japén). Se utilizé una co-
lumna capilar de silice fundida (256 m
X 0,53 mm d.i.) con didmetro de pe-
licula de 1,0 ym de fase inmobili-

zada BPX-5 (SGE, Australia). La co-
lumna se acoplé, por medio de un
adaptador, al inyector de la columna
de relleno, donde se colocé un
vaporizador de vidrio con una por-
cién de lana de vidrio, ambos silani-
zados. Los flujos del gas portador
(argdén) y de los gases auxiliares: hi-
drégenoy aire, fueron 4,5; 30 y 300 mL
/min, respectivamente. El horno se
programé de 100 a 320 °C a raz6n de
10 °C/min y la temperaura del inyec-
tor y el detector fue 320 °C .

La identificacién de los alcoho-
les se realizé por comparaciéon de las
retenciones relativas con las de una
muestra previamente analizada por
CG-EM segun procedimiento ante-
riormente descrito.* La cuantificion
se llevd a cabo por el método del pa-
trén interno, previo célculo de los
factores masicos de respuestas,’ los
que estuvieron entre 0,98 y 1,08, hecho
que demuestra una buena eficiencia en
laionizacién y baja discriminacion. Es-
tos resultados garantizan una adecua-
da cuantificacién, y coinciden con lo
descrito por otros trabajos.®

La aplicabilidad del sistema se
midié por la resolucién (R) entre los
alcoholes C,-C,, y C,,-C,  (n = 3) y por
larepetibilidad de la inyeccién (n = 6).
Los resultados de estos ensayos
@R > 2,5y CV = 0,46 %, respectiva-
mente) garantizaron una buena sepa-
racién entre las senales y una buena
precision del sistema cromatografi-
co.!! Se comprobé que el método es
especifico al no encontrase inter-
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ferencia entre la senal correspondien-
te al patrén interno (C,) y las obteni-
das para el extracto de cera. La pureza
de las senales fue corroborada me-
diante CG-EM como se describi6 en
trabajos previos.*

Para el ensayo de linealidad, se
prepararon cinco puntos a partir de
las disoluciones RT y DPI. Por dilu-
cién con tolueno se obtuvieron las
concentraciones siguientes: 4,0; 4,6;
5,0; 5,45 y 6,0 mg/mL, las que repre-
sentaron un 80, 92, 100, 109 y 120 %
de la masa nominal. Fueron evalua-
das tres réplicas por punto. Las
muestras fueron derivatizadas como
se describié anteriormente. Al grafi-
car las masas encontradas en funcién
de las masas teédricas, se obtuvo la
ecuacion de regesiéon siguiente:

Yy = (0,868 £ 0,026)x + (0,032 = 0,135)

con un coeficiente de correlacién de
0,999 8. El coeficiente de variacién de
los factores de respuesta fue de
0,76 %, y los limites de confianza del
intercepto incluyeron al cero, por lo
que la recta no presenta sesgo. Tam-
bién se determiné que la t, de la
pendiente (32,385) fue mayor que la
tabulada (2,160), lo que indica una
probalidad superior al 99 % de que
esta sea difrente de cero. Los para-
metros evaluados cumplieron con los
criterios de aceptacién exigidos,!! y
confirman la linealidad del método
cromatografico. La exactitud fue
buena al ser el recobrado promedio
de 99,2 % el punto central del estu-
dio de linealidad.

La precision se evalué mediante
ensayos de repetibilidad (un mismo
técnico realizé ocho réplicas de anéa-
lisis de la misma muestra) y de pre-
cisién intermedia (dos técnicos

analizaron dos extractos con pure-
zas distintas en dos dias diferentes,
n = 5 para cada uno). Se obtuvo que
el CV de la repetibilidad (0,91 %) y
los CV de la precisiéon intermedia
(1,36 y 1,10 %, respectivamente) fue-
ron inferiores al limite establecido
para los métodos cromatograficos
(2 %),"* por lo que se puede conside-
rar que el método es preciso. Tam-
bién se constaté mediante la prue-
ba Anova (p = 0,232) que no hubo
diferencias significativas entre los
analistas y los dias en cuanto a la
determinacién del contenido de
alcoholes totales, lo cual confirma
la buena precisiéon del método.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 un nuevo método
analitico por CG con columna capi-
lar widebore para la determinacién
de los alcoholes grasos presentes en
los extractos purificados de cera de
cana, el cual cumple con los requi-
sitos de especificidad, linealidad,
exactitud y precisién, exigidos por
las entidades reguladoras interna-
cionales y puede ser aplicado en
el control de la calidad de los ex-
tractos purificados de cera de
cana.
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