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RESUMEN

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) es la
herramienta mas empleada y poderosa para el analisis de lipidos, por exactitud,
sensibilidad y reproducibilidad.

Se estandarizé la técnica de cromatografia acoplada a espectrometria de masas
usando los modos de ionizacién por impacto electronico (IE) y por ionizacién
quimica (IQ) para el analisis de metilesteres de acidos grasos calculando los
parametros estadisticos necesarios para esto, como lo son la precision, linealidad,
limite de deteccion y limite de cuantificacion, sensibilidad y limite de linealidad;
logrando valores aceptables de estas medidas, indicando que la técnica muestra
concordancia entre analisis.

Como muestra real se utilizé el aceite de crisalida de gusano de seda Bombix
mori hibrido pilamo 1 procedente del corregimiento de Santa Rosa en el municipio
de Buga en el Valle del Cauca, el cual fue analizado después des que la técnica
estuvo estandarizada y que el aceite fue derivatizado, obteniendo como acidos
mayoritarios al acido palmitico y el acido oleico con 26,300% y 43,752%
respectivamente.
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JUSTIFICACION

La estandarizacién es un procedimiento estadistico que consiste en verificar y
documentar, que exista un alto grado de seguridad en la obtencién de resultados
que deberian ser precisos y exactos dentro de las especificaciones y los atributos
de calidad previamente establecidos "

Se realizan millones de analisis diariamente en el mundo en los ambitos mas
variados: productos manufacturados, naturales, medioambientales, quimicos y
fisicos. En todos ellos se requiere una confianza en los resultados obtenidos. La
estandarizacién de metodologias analiticas permite conseguir calidad, otorgando
la confianza necesaria a la vez que le confiere un grado elevado de comparacién
entre resultados 2.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se
basa en la separacidon de compuestos volatiles dependiendo de sus puntos de
ebullicién. Al llegar al detector, las moléculas del analito son bombardeadas por
electrones, rompiendo enlaces (en ocasiones no necesariamente) y formando
fragmentos mas estables.

La cromatografia de gases se ha convertido en la herramienta mas empleada en
la separacion, identificacion y cuantificacion de los acidos grasos (Fatty Acids Metil
Esters, FAMES por sus siglas en ingles); cuya exactitud esta limitada por la
complejidad del proceso de calibracion, la pureza de las sustancias empeladas
g]omo estandares y la imposibilidad de identificar los compuestos en la muestras -

La oleoquimica es la rama de las industrias quimicas encargada de estudiar la
composicién fisicoquimica de los aceites y grasas. Globalmente ha tomado fuerza
la utilidad de los derivados de estas sustancias para reemplazar productos
petroquimicos utilizados en las industrias quimicas (cosmeéticos, limpieza,
alimentos, combustibles, etc.) con el beneficio de proceder de recursos naturales
renovables y ser muy biodegradables .

La industria oleoquimica en Colombia es aun muy joven, como lo establece una
produccion de 32.071 toneladas (t), con importaciones de 27.089 t y exportaciones
de 3.195 t para el afio 2002 "1,

En la Universidad Tecnoldgica de Pereira, escuela de quimica, se ha conformado
un grupo de investigacion en oleoquimica, con el objeto de estudiar la posible
utilizacién de los productos y subproductos de la sericultura y otras ramas de la
oleoquimica .
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La estandarizacién se hace el fin de disponer de una técnica analitica moderna
para apoyar las investigaciones del grupo de investigacion de oleoquimica en el
campo de la sericultura, oleorresinas y bio-combustibles.

13



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Estandarizar la técnica cromatografica (gas-liquido), con columna capilar y
detector de espectrometria de masas para la identificacion y cuantificacion
de metilesteres de acidos grasos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Obtener en forma experimental y para las condiciones del laboratorio los
valores de los parametros: precision, linealidad, limite de deteccion y
cuantificacion, sensibilidad y correlacion lineal que sirvan como criterio de
confianza para que una vez montado el método analitico pueda empezar a
reportar datos con adecuado y comprobable grado de confianza.

e Fortalecer los trabajos de investigacion en el analisis de subproductos
obtenidos de la industria sericola y obtener o complementar la informacién
existente en lo relacionado con: interferencias, tiempo y costos del
analisis.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ESTANDARIZACION

Estandarizar un método de analisis consiste en verificar y documentar, que este
conduzca con un alto grado de seguridad, a la obtencion de resultados precisos y
exactos dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente
establecidos .

La estandarizacion de un método analitico es un proceso riguroso que
dependiendo de la técnica analitica a la que pertenezca el método, la matriz, el
analito, la cantidad de parametros de la estandarizacion, y de la logistica
empleada para su desarrollo, puede requerir de un tiempo mas o menos
considerable (en algunos casos puede superar los seis meses) .

El analisis se considera hoy en dia un proceso mediante el cual obtenemos
informacion. Se realizan millones de analisis cada dia en el mundo en los ambitos
mas variados: analisis de productos manufacturados, naturales, analisis
medioambientales, clinicos, forenses, quimicos y fisicos. En todos ellos se
requiere una confianza en los resultados obtenidos. La estandarizacion de las
metodologias analiticas, junto con otras actividades englobadas en la gran area
del aseguramiento de la calidad permite conseguir calidad, otorgando la confianza
necesaria a la vez que confieren un grado elevado de comparabilidad entre los
resultados de los analisis quimicos.

Desde la vertiente econdmica, los costos asociados al proceso analitico suelen
ser elevados y surgen costos adicionales ligados a las decisiones que se toman
sobre la base de los resultados obtenidos. No se puede dar el lujo, por ejemplo, de
que se devuelvan un lote de producto expedido en funcion de unos resultados
analiticos que erroneamente expresaban conformidad a la normatividad vigente.
Una correcta estandarizacion del método deberia haber detectado la presencia de
error en los resultados emitidos.

Los requisitos analiticos para un uso determinado establecen los parametros o
criterios de calidad del método a utilizar para resolver el problema. Estos criterios
de calidad, llamados “performance characteristics” o “figures of merit” en ingles,
pueden ser de tipo estadistico. En estos figuran los parametros fundamentales de
exactitud (relacionados con la trazabilidad) y precision (relacionados con la
incertidumbre) y los secundarios de selectividad, sensibilidad, limites de deteccion
y cuantificacién.

Muchos analistas consideran que un método estandar o de referencia, que ha
sido estandarizado por algun organismo que posee una cierta reputacion, puede
aplicarse directamente el laboratorio. La estandarizacion de los métodos ya
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realizada se considera, errobneamente, una garantia suficiente para obtener
resultados de calidad.

Siguiendo un método previamente estandarizado se pueden alcanzar buenos
resultados pero hace falta demostrar que funcionan en nuestro ambito de trabajo.
Por tanto, un método siempre debe estandarizarse cuando es necesario verificar
que sus parametros de calidad se adecuan al problema analitico particular que se
debe resolver en el laboratorio 2.

De acuerdo al método de ensayo que se este estandarizando; volumétrico,
gravimétrico, instrumental, se debe establecer una metodologia especifica para
encontrar los parametros que se quieran.

1.1.1 Linealidad y Rango.

La linealidad es la capacidad del método de proporcionar resultados que son

directamente (o por medio de transformaciones matematicas) proporcionales a la

concentracion del analito en la muestra dentro del rango establecido.

Siempre que sea posible se buscara respuesta del tipo lineal que facilitara su

trazado, interpolacion e interpretacion. Por ejemplo en algunos procedimientos

como en los como en los inmunoensayos la respuesta del método no suele ser
lineal pero si proporcional a la concentracion. En estos casos son validos otros
ajustes matematicos.

El rango se define como el intervalo entre la concentracion superior e inferior de

analito para el cual se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad

del método descrito.

Aunque el proceso logico consistiria en evaluar cuales son los limites de

concentracion en los que el método analitico pierde su linealidad, normalmente se

toma como punto de partida un intervalo de concentraciones ya establecido de

acuerdo con la experiencia, el conocimiento analitico de la técnica empleada y

principalmente en funcion de las especificaciones [,

Para evaluar la linealidad existen unos criterios minimos aplicables a cualquier

procedimiento.

e Dentro del rango establecido se recomienda estudiar al menos 4 niveles de
concentracion. Estadisticamente lo correcto seria analizar las muestras de forma
aleatoria, no obstante, se establece como criterio practico analizarlas en sentido
creciente de concentracién para minimizar posibles efectos memoria en el
equipo.

e Para realizar los analisis se recomienda hacer pesadas independientes, ya que
asi se elimina el posible error sistematico que se podria arrastrar partiendo de
una sola pesada y realizando diluciones. No obstante, para evaluar la linealidad
en las impurezas se suelen utilizar sucesivas diluciones ya que normalmente se
trabaja en niveles de concentracién muy bajos y esto dificultaria las pesadas .

Con los resultados del estudio de la linealidad se prepara una tabla relacionando
las concentraciones x y la respuesta y. La relacidn entre ambas variables se
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expresa matematicamente como una recta de regresion del tipo y=bx+a,

obtenida por un método de ajuste.

Si la recta no pasa cerca del origen de coordenadas significa que el método a
evaluar esta afectado por un error sistematico por defecto o por exceso en el
intervalo estudiado. Si existen diferencias apreciables entre los valores
experimentales y los puntos de la recta significa que la linealidad no es buena.

En la recta de regresién y =bx+a, x es la concentracién, y la respuesta, b el valor

de la pendiente y, a el termino independiente.

La pendiente b se encuentra relacionada con la sensibilidad del método de forma
que a mayor pendiente mayor sensibilidad (respuesta del método frente a los
cambios de la concentracion del analito). El termino independiente a, u ordenada
en el origen, es la interseccion de la recta con el eje de las ordenadas y es
indicativo del error sistematico, no difiriendo estadisticamente de cero en caso de
no existir sesgo.

El coeficiente de correlacion (r) nos indica el grado de relacion entre la variable x
(concentracion), y la variable y (respuesta). Su valor maximo es 1, si r es cercano
a la unidad significa que existe correlacion con una probabilidad elevada. Un valor
nulo indica ausencia de relacion lineal entre variables.

El valor recomendable para el coeficiente de correlacion es > 0,999, aunque en el

caso de impurezas se admite > 0,990 ",

1.1.2 Precision.

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una
serie de medidas de tomas multiples a partir de una misma homogénea en las
condiciones prescritas !"!. Usualmente se expresa en términos de la DESVIACION
ESTANDAR (SD). Otra forma de expresar la precisién es la Desviacién Estandar
Relativa (RSD) o COEFICIENTE DE VARIACION (CV) ¥,

La procedencia de las muestras destinadas al estudio de la precision puede ser
de muestras reales o preparadas en el laboratorio.

El objetivo del estudio de la precision es conocer la variabilidad o el mas-menos
del método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes
a todo método de ensayo. Como consecuencia de la existencia de estos errores,
los analisis efectuados sobre muestras idénticas, en las mismas circunstancias, no
conducen generalmente a resultados idénticos. Los factores susceptibles a influir
sobre los resultados de un ensayo no pueden ser siempre controlados (analista,
equipo instrumental, reactivos, tiempo, etc.) De aqui la importancia del estudio
de la precision [,

En la figura 1 se muestra los diferentes tipos de resultados que engloba la
precision.
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PRESICION

| |
Repetibilidad | [  Precision | [ Reproducibilidad
Intermedia

Repetibilidad Repetibilidad del
instrumental método

Figura 1. Estudios en los que se divide la precision.

La repetibilidad se expresa matematicamente por el coeficiente de variacion
(desviacion estandar relativa) de una serie de medidas.

Uno de los factores que mas influye en la repetibilidad del método de analisis es
la concentracion del analito, ya que la desviacion estandar de las respuestas
obtenidas aumenta al disminuir la concentracién del analito.

La repetibilidad instrumental estudia la variabilidad debida unicamente al
instrumento y se determina analizando repetidamente una misma muestra de
forma consecutiva de 6 a 10 veces.

El ensayo de la repetibilidad del método se efectua sobre una serie de alicuotas
de una muestra homogénea que se analiza independientemente desde el principio
(preparacion de muestra) hasta el final (lectura de resultados) por el mismo
instrumento y el mismo analista.

El objetivo del estudio de la precision intermedia es determinar la variabilidad del
método efectuando una serie de analisis sobre la misma muestra, en un mismo
laboratorio pero en condiciones operativas diferentes.

El objetivo del estudio de la reproducibilidad es verificar que el método de analisis
proporciona los mismos resultados en diferentes laboratorios !,

Los resultados de la repetibilidad instrumental dependen del instrumento, por
ejemplo no se puede obtener el mismo coeficiente de variacion con un equipo con
inyeccion automatica que con inyeccion manual.

Cuanto mayor sea la manipulacion de la muestra mas probable es que la
variabilidad del método aumente.

1.1.3 Exactitud.

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre le valor
que es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de
referencia y el valor experimental encontrado.

No deben confundirse exactitud y precision. La precision esta relacionada con la
dispersion de una serie de mediciones, pero no da ninguna indicacion de lo cerca
que esta del valor verdadero. Se puede tener mediciones muy precisas pero poco
exactas; sin embrago, para que un método sea exacto se requiere un cierto grado
de precision.
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De esta definicion surge el problema de saber cual es el valor verdadero. No
obstante, cuando se dispone de patrones de referencia certificados, el valor de
dicho patrén es el que se acepta como valor verdadero y la exactitud puede
evaluarse aplicando el método sobre dicho patrén, o bien analizando muestras de
placebo.

La exactitud se expresara como porcentaje de recuperacion en la valoracion de
una cantidad conocida de analito anadida sobre la muestra o como la diferencia
entre la media obtenida y el valor aceptado como verdadero junto a los
intervalos de confianza!'.

La recuperacion esperada depende de la matriz de la muestra, del procedimiento
de preparacién de la muestra y de la concentracion del analito en la misma.
Aunque es deseable alcanzar valores de recuperacion cercanos al 100%, en
algunas muestras de matrices complejas solo se obtienen valores del 50, 80 o
90%. En estos casos es importante que aunque la recuperacién sea baja, la
precision del método sea alta ya que entonces puede intentar aplicarse un factor
de correccion. ',

La desviacion de la exactitud por exceso se produce cuando existen interferencias
y la selectividad del método no es la adecuada, entonces se obtienen resultados
superiores al valor verdadero. En este caso, si es posible, se deberia modificar las
condiciones del método para optimizar la selectividad o bien cambiar a otro
alternativo que sea selectivo. La desviacion de la exactitud por defecto suele
producirse cuando la matriz de la muestra es compleja y la extraccion del analito
requiere varios pasos obteniéndose recuperaciones mas bajas. Cuando esto
ocurre seria conveniente intentar optimizar la preparacién de la muestra para
mejorar el factor de recuperacién !'.

1.1.4 Limite de Deteccién (LD).

La mayoria de criterios coinciden en que el limite de deteccidén se define como la
minima cantidad de analito en la muestra que se puede detectar aunque no
necesariamente cuantificar bajo dichas condiciones experimentales !"!.

El limite de deteccién es un término solo cualitativo. No debe confundirse este
término con otro al que normalmente se asocia, la sensibilidad, ya que esta es la
capacidad de un meétodo de analisis para discriminar pequefas diferencias en
concentracion o masa del analito. Una alta sensibilidad del método analitico no
siempre permite suponer inferiores limites de deteccion, ya que lo que definiria
este limite es la relacion entre el ruido y la sefial debida al analito ",

1.1.5 Limite de Cuantificacion (LC).

Se entiende por limite de cuantificacion de un método, a la minima cantidad de
analito presente en la muestra que se puede cuantificar, bajo las condiciones
experimentales descritas, con una adecuada precision y exactitud.

El limite de cuantificacion es un termino cuantitativo, encontrandose entre este y
el limite de deteccion un rango de concentraciones en el que si bien no puede
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cuantificarse el analito en cuestion con razonable certeza, si puede detectarse su
presencia sin incurrir en falsos positivos .

Hay muy diversos métodos de analisis y equipos instrumentales, dependiendo de
cada uno se elegira el método para hallar tanto el limite de deteccion como el de
cuantificacion, en los siguientes parrafos se mencionaran algunos métodos para
hallarlos.

1.1.5.1Método Basado en la Relaciéon Sefial/Ruido.

Este es uno de los mas conocidos y empleados, requiere que el procedimiento de
analisis sea instrumental y que proporcione una sefial blanco, un ruido de fondo o
una linea de base, es decir una sefal residual a concentracion de cero analito
(cromatografia de gases o liquida, espectrofotometria UV-visible)

Este procedimiento presenta la desventaja de que en numerosas ocasiones al
llevar a cabo la comprobacion experimental del LC calculado, se observa que es
posible obtener resultados igualmente precisos y exactos aun cuando se
desciende mas en la concentracion limite .

1.1.5.2Método Basado en la Desviacion Estandar de la Respuesta del Blanco
y la Pendiente de la Recta de Calibrado.

De acuerdo con la IUPAC, puede calcularse el LD y LC de un método analitico a
partir del conocimiento de la desviacion estandar atribuible a la respuesta de una
muestra y la pendiente de la recta de calibrado del analito.

La expresion a aplicar para este calculo varia en funcion de si el método
instrumental empleado corrige la sefial frente a un blanco (métodos
espectrofotométricos) o no (métodos cromatograficos) !,

1.1.5.3Método Basado en la Extrapolacion de la Recta de Calibrado a
concentracion Cero.

Se trata de un procedimiento aplicable también a métodos analiticos
instrumentales que proporcionan resultados numéricos y dirigido a evitar el
calculo, en ocasiones costoso en tiempo, de la sefial media del blanco y su
desviacion estandar. Utilizando como en el anterior la pendiente de la recta de
calibrado, pero en este caso sustituye el valor real de un blanco, por la
extrapolacion de dicha recta M.

1.1.6 Sensibilidad.

Es una medida del factor de respuesta del instrumento como una funcion de la
concentracion . En contraste con el limite de deteccion, la sensibilidad de un
método esta definida como la habilidad para distinguir entre diferentes
concentraciones. Para métodos donde la respuesta con respecto a la
concentracion es una funcion lineal, la sensibilidad es constante con respecto a la
concentracion y es igual a la pendiente de la curva de calibracion.

Contrariamente a las funciones lineales, la sensibilidad de métodos cuando su
respuesta es no-lineal cambia con la concentracion del analito ['%.
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1.2 CROMATOGRAFIA DE GASES (CG)

Es dificil imaginar un laboratorio de analitico organico sin un cromatégrafo de
gases. En muy poco tiempo la cromatografia de gases, se ha convertido en la
técnica principal para la separacién y analisis de compuestos volatiles. Ha sido
usada para analizar gases, liquidos y solidos (este ultimo usualmente se disuelven
en solventes volatiles). Tanto material organico como inorganico pueden ser
analizados, y el peso molecular puede estar en un rango de 2 hasta 1.000 Daltons.
Los cromatografos de gases, son los instrumentos de analisis mas usados en el
mundo. Las columnas capilares eficientes proporcionan alta resolucion, separando
mas de 450 componentes en el aroma del café. Detectores sensibles como el
detector de ionizacién de llama el cual puede cuantificar hasta concentraciones de
50 ppb de componentes organicos con una desviacion estandar relativa de 5% "',
La cromatografia es un método fisico de separacion basado en la distribucion de
la muestra en dos fases. Una fase es el lecho estacionario de extensa superficie
empacada apretadamente dentro de una columna. Esta es la fase estacionaria y
puede ser un solido o una delgada pelicula liquida que recubre al sélido. La otra
fase consiste en un gas o un liquido que percola sobre la fase estacionaria y
alrededor de la misma. Esta fase se denomina fase mévil . En el caso de la
cromatografia de gases, la fase mdvil es un gas inerte, su separacidén se basa en
las diferencias en los puntos de ebullicion y la temperatura de la columna.

En la cromatografia de gases, la fase mévil se denomina gas transportador, ya
que es un gas inerte cuya finalidad es transportar las moléculas de la muestra a
través de la columna. Los adsorbentes, tales como carbdn vegetal, gel de silice y
tamices moleculares, son las fases estacionarias en la CG de fase sdélida. Esta se
utiliza principalmente para la separacion de gases ligeros. Los liquidos organicos
de alto punto de ebullicién constituyen la fase estacionaria de la CG de fase
liquida. La fase liquida se extiende como una pelicula delgada sobre un sélido
inerte llamado soporte sélido. La base para la separacion es la particién de la
muestra dentro o fuera de esta pelicula liquida. Si se puede encontrar una fase
liquida que tenga solubilidad selectiva para dos compuestos, entonces estos dos
pueden separarse mediante cromatografia de gases. La CG de fase liquida es la
forma mas selectiva de la cromatografia y la que se presta a mayores usos .

En la cromatografia de gases se emplea el procedimiento de elusion; la muestra
se anade a la columna y el gas puro que actua de portador fluye continuamente.
Esta técnica tiene la ventaja de que los picos de la muestra estan rodeados por un
gas transportador puro y cuando se concluye el analisis, la columna queda lista
para otra muestra.

1.2.1 Ventajas.

Las principales ventajas de la cromatografia de gases son: alta resolucién,
velocidad, sensibilidad, sencillez y resultados cuantitativos.

Alta Resolucion: La CG puede generar miles de platos tedricos en unos pocos
minutos. Los isdmeros con puntos de ebullicion muy proximos que no pueden
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separarse por destilacion se separan facilmente mediante la cromatografia de
gases.

Ademas la CG se presta a usos mas variados que la mejor columna de
destilacién, ya que la columna cromatografica puede sustituirse facilmente. Esto
permite la separacion selectiva debido a solubilidades diferentes, aun cuando los
puntos de ebullicion estén muy cercanos. Como hay numerosas columnas, se
puede escoger entre ellas, o que confiere variedad a la gama de muestras que
pueden manejarse.

Velocidad: Normalmente, el analisis por CG tarda unos minutos; muchas
separaciones Uutiles se completan en 10 minutos. Con altas presiones se han
terminado analisis completos en apenas unos segundos. Sin embargo, en la
mayoria de los analisis de laboratorio este ahorro en tiempo no reduce
apreciablemente el tiempo total involucrado en la toma de la muestra, el analisis
cromatografico y el calculo de los resultados. En consecuencia no se ha
destacado mucho la rapidez de estos analisis. Basta senalar que la CG permite
lograr rapidamente buenos datos analiticos.

Sensibilidad: Una de las razones principales por las que se usa ampliamente la
CG en los analisis es la sensibilidad conseguida. El detector de conductividad
térmica puede facilmente medir microgramos. El detector de ionizacion de llama

facilmente mide nanogramos (10~ g ), y los detectores mas selectivos como el de
captura de electrones y el detector fotométrico de llama alcanzan los picogramos

(107%g)

Debido a esta sensibilidad, la CG es un método preferido para el analisis de
trazas, particularmente plaguicidas, herbicidas y contaminantes organicos en el
aire y del agua. Otra ventaja de esta extrema sensibilidad es la pequenez de la
muestra requerida. Para completar un analisis bastan unos microlitros. En una
aplicacion forense de la CG fue suficiente una particula de pintura para identificar
el color y modelo de automoévil comprometido en un accidente.

Sencillez: Tanto las técnicas como el instrumental de la cromatografia de gas son
relativamente sencillos y faciles de comprender. Con solo unos pocos dias de
trabajo de laboratorio los estudiantes son capaces de obtener datos analiticos
significativos.

Resultados Cuantitativos: Una ventaja importante de la CG es que permite
obtener muy buenos resultados cuantitativos. Sin embargo, la exactitud es funcion
de muchos factores. Se puede obtener buena exactitud en una amplia gama de
concentraciones de la muestra, desde miligramos hasta nanogramos %,

1.2.2 Limitaciones de la CG.

Las principales limitaciones de la cromatografia de gases son: solo pueden
manipularse muestras volatiles; a menudo es necesario eliminar interferencias en
la muestra; es una técnica “deficiente” para analisis cualitativos.

Solo Muestras Volatiles: Todas las muestras deben ser volatiles; de lo contrario,
no pasaran a través de la columna. Con la CG es dificil tratar compuestos idnicos,
compuestos de elevada polaridad y compuestos de peso molecular superior a 600.
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Necesario Eliminar Interferencias: muestras directas como la orina, grasa animal o
agua de rio no pueden inyectarse directamente en una columna de CG. Estas
muestras deben purificarse con disolvente o mediante cromatografia en columna,
para eliminar las sales y los compuestos de peso molecular elevado, si se
inyectaran estas muestras en una columna de CG, no tardarian en obstruir la
columna y disminuiria la velocidad de flujo.

Técnica Cualitativa Deficiente: La CG es un buen método cuantitativo, pero un
método cualitativo deficiente. Por lo general, para identificar la muestra se
comparan los tiempos de retencién de patrones y muestras conocidas. Asi no es
posible confirmar la identidad de una muestra debido a que varios compuestos
pueden tener los mismos tiempos de retencién "%,

1.2.3 Instrumentos Para La Cromatografia Gas (CG).

Actualmente, mas de 30 fabricantes de instrumentos ofrecen 130 modelos
distintos de equipos de CG, con un precio que varia desde los 30.000 hasta
250.000 dolares. En las ultimas décadas los fabricantes han mejorado sus
componentes agregando primero integradores electrénicos y procesadores de
datos basados en un computador. Después ordenadores para el control
automatico de la mayoria de parametros, como temperatura de la columna,
caudales e inyeccion de la muestra, y el desarrollo de columnas abiertas que son
ﬁ%paces de separar gran cantidad de analitos en tiempos relativamente cortos
Los componentes basicos de un cromatografo de gases se muestran en la figura
2.
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1.2.3.1 Gas Portador. El proposito del gas portador es transportar los
componentes volatiles de la muestra a través de la columna. El gas debera ser
inerte y no reaccionar ni con la muestra ni con la fase estacionaria '?. La
seleccién del gas portador puede influir tanto en la separaciéon como en la
velocidad y determina la seleccion del detector. Un gas de peso molecular
elevado genera mas platos tedricos, un ejemplo es el nitrdgeno en comparacion
con el helio. Sin embargo si se desea optimizar la velocidad del analisis, es
mejor escoger un gas portador ligero, como el helio o el hidrogeno 2.

Es importante que el gas portador sea de alta pureza. Las impurezas (en especial
oxigeno y agua) pueden alterar quimicamente la fase liquida y, por ende,
modificar los tiempos de retencion. Las columnas de poliésteres, poliglicoles y
poliamidas son susceptibles de ser degradadas por el oxigeno y el agua. Trazas
de agua pueden des-adsorber otros contaminantes en la columna y producir
numerosas sefiales en el detector o hasta “picos fantasma” 12,

1.2.3.2 Sistema de Inyeccion de Muestra. La eficacia de la columna requiere que
la muestra sea de un tamafo adecuado y que sea introducida como un “tapén” de
vapor; la inyeccion lenta de muestras demasiado grandes provoca un
ensanchamiento de las bandas y una pobre resolucion. El método mas comun de
inyeccion de muestra implica el uso de una microjeringa para inyectar una
muestra liquida o gaseosa a través de un “septum” de goma de silicona, en una
camara de vaporizacion instantanea situada en la cabeza de la columna (esta
camara normalmente esta unos 50 °C por encima del punto de ebullicién del
componente menos volatil de la muestra). Para columnas capilares el tamafio de

la muestra es de aproximadamente 10~ 4L, en estos casos se emplea un sistema

divisor de la muestra que permite pasar a la cabeza de la columna solamente una
pequefia fraccion de la muestra, desechandose el resto !

1.2.3.3 Configuracion de la Columna y del Horno de la Columna. En
cromatografia de gases se usan dos tipos generales de columnas, las rellenas y
las abiertas o capilares. Estas ultimas mas eficaces y rapidas. Las columnas
pueden variar desde menos de 2 hasta 50 metros de longitud o mas. Estan
construidas con acero inoxidable, vidrio, silice fundida o teflén. Normalmente se
configuran como helicoides con diametros de 10 a 30 cm, para colocarse en el
interior de un horno termostatizado.

La temperatura de la columna es una variable importante que para un trabajo
preciso ha de regularse a las décimas de grado, por ello la columna se introduce
en un horno a temperatura controlada. La temperatura 6ptima de la columna
depende del punto de ebullicion de la muestra y del grado de separacion
requerido. En la practica con temperaturas de la columna iguales o ligeramente
superiores a la temperatura de ebullicion promedio de la muestra, se obtienen
tiempos de elusién razonables (2 a 30 min.). Para muestras cuyos componentes
presentan un amplio intervalo de temperaturas de ebullicion, a menudo es
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conveniente emplear una programacion de la temperatura, con lo que se aumenta
la temperatura de la columna bien de forma continua o bien por etapas, al mismo
tiempo que tiene lugar la separacion.

En general, la resolucion Optima se asocia con una temperatura minima; en
contrapartida la reduccion de temperatura produce un aumento en el tiempo de
elusién, y por lo tanto del tiempo que se necesita para completar el analisis.

1.2.3.4 Sistemas de Deteccion. El detector cromatografico es un dispositivo que
mide la concentracién de cada uno de los componentes de la muestra y genera
una sefal eléctrica proporcional a dicha concentracién ['?,

Algunas de las caracteristicas deseables para un detector de CG son:

La sensibilidad es la cantidad de sefal generada por unidad de concentracién o

por unidad de masa de un analito en el gas transportador. Las unidades de

sensibilidad se basan en la medida del area de los picos ",

Respuesta lineal para solutos que se extiendan a varios ordenes de

magnitud [,

Un intervalo de temperatura de trabajo comprendido desde la temperatura

ambiente hasta al menos 400 °C "%,

Que el detector genere una respuesta para todos los componentes de la muestra,

exceptuando el gas transportador y una respuesta selectiva y predecible para uno

o mas tipos de solutos ['% 3!,

1.2.3.4.1 Detector de lonizacion de Llama (DIL). El detector de ionizacion de
llama es el detector mas extensamente utilizado, y por lo general uno de los mas
aplicables en cromatografia de gases ™. EI DIL se basa en el principio de que la
conductividad eléctrica de un gas es directamente proporcional a la concentracion
de las particulas cargadas dentro del gas. El DIL responde al numero de atomos
de carbono que entre en el detector por unidad de tiempo, por ello, es mas un
detector sensible a la masa, que un sistema sensible a la concentracion. Es
insensible a los gases no combustibles como H,0, CO,, SO, y NO, 2.

Sus caracteristicas son, minima cantidad detectable de 107''g; respuesta lineal

de 10°; excelente estabilidad, poco efecto por los cambios en el flujo y la
temperatura; gas transportador nitrégeno o helio; temperatura limite de 400 °C ",

1.2.3.4.2 Detector de Conductividad Térmica (DCT). Uno de los primeros
detectores que se utilizaron en cromatografia de gases, y uno de los que todavia
tienen gran aplicacion . El funcionamiento de este se basa en el principio de
que un cuerpo caliente perdera calor a una velocidad que depende de la
composicién del gas que lo rodea. Asi, la velocidad de perdida de calor puede
usarse como una medida de la composicién del gas !'2.
Las conductividades térmicas del helio y del hidrogeno son aproximadamente de
seis a diez veces mayores que las de la mayoria de los compuestos organicos, de
modo que, incluso en presencia de pequefias cantidades de materia organica,
tiene lugar una disminucion relativamente grande de la conductividad térmica del
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efluente de la columna y, en consecuencia, el detector experimenta un marcado
aumento en la temperatura " La minima cantidad detectable por DCT es de

10~ g ; responde a todos los componentes; tiene una respuesta lineal de 10*; con

una estabilidad buena, usando helio como gas transportador y con una
temperatura limite de 400 °C "',

1.2.3.4.3 Detector de Captura de Electrones (DCE). El detector de captura de
electrones ha llegado a ser uno de los detectores mas ampliamente utilizados
para el analisis de muestras medioambientales, debido a su selectividad para
detectar compuestos que contienen halégenos, tal es el caso de los pesticidas y
de los bifenilos policlorados !'*!. Este mide las disminuciones de una sefial en vez
del aumento de la corriente eléctrica. A medida que el gas portador nitrégeno
fluye a través del detector, una lamina de tritio o de *Niradioactivo ioniza las
moléculas de nitrégeno y forma electrones lentos. Estos electrones se desplazan
hacia el anodo, cuyo potencial es de 90 voltios positivos. Si se introduce en el
detector una muestra que contenga moléculas que capturen electrones, se
reducira la corriente. La disminucion de corriente es una medida de la cantidad y
afinidad electronica de los compuestos de la muestra. La minima cantidad

detectable por el DCE es de 10 —107" g, su respuesta es muy selectiva, tienen
una linealidad de 10° —10* y con una estabilidad considerable.

1.2.4 Acoplamiento de la Cromatografia de Gases con Métodos
Espectroscopicos.

La cromatografia de gases a menudo se combina con otras técnicas selectivas
como la espectroscopia y la electroquimica. En los primeros métodos acoplados,
los gases efluentes de una columna cromatografica, después de ser detectados
por un detector no destructivo y no selectivo, se recogian como fracciones
separadas en una trampa fria. La composicion de cada una de las fracciones se
investigaba por resonancia magnética nuclear, infrarrojo, o espectrometria de
masas, o por medidas electroanaliticas !

1.2.5 Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (CG/EM).

Algunos fabricantes de instrumentos ofrecen equipos de cromatografia de gases
que pueden acoplarse directamente con distintos tipos de espectrometros de
masas de barrido rapido '],

La CG es la principal técnica analitica para la separacion de compuestos volatiles,
por su rapido analisis, resolucién, facil operacion y excelentes resultados
cuantitativos. Desafortunadamente la CG no puede confirmar la identidad o
estructura de cada pico. Los tiempos de retencidon son caracteristicos de cada
compuesto pero no son Unicos ",

Tanto el sistema cromatografico como el espectroscépico estan calentados (200 —
300°C), ambos trabajan con compuestos en estado gaseoso y ambos requieren
pequefios tamafios de muestra (micro o nanogramos). CG y EM son muy
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compatibles. El unico problema es que la presion atmosférica en la salida del CG
debe ser reducida a un vacio de de 10 a 10°® torr para la entrada al EM "',

Las moléculas del analito deben ser primero ionizadas para ser atraidas (o
repelidas) por un apropiado campo magnético o eléctrico. Existen numerosas
técnicas de ionizacion, pero impacto electrénico (IE) es el mas antiguo, comun y
simple. La fuente de ionizacion es calentada y bajo vacio la mayoria de las
muestras son facilmente vaporizadas e ionizadas """,

Los electrones de alta energia golpean las moléculas neutras del analito,
causando la ionizacion (usualmente pierde un electron) y fragmentacion. Esta
técnica de ionizacidén produce en su mayoria exclusivamente iones positivos:

M+e ->M* +2e”

Otros medios para lograr la ionizacién son la ionizacion quimica (I1Q vy, la
ionizacién quimica negativa (IQN). En 1Q, un gas reactivo como el metano es
admitido a la camara de iones donde es ionizado, produciendo un cation el cual
experimenta mas reacciones para producir iones secundarios.

CH,+e —>CH, +2e"
CH; +CH, > CH. +CH,

Comunmente esta técnica produce menos fragmentaciones y espectros mas
simples. El pico mayor que resulta es (M +1), siendo M el peso molecular !'".

Para llevar a cabo la ionizacion quimica, la cantidad de iones es habitualmente
diferente de la usada para impacto electrénico, la presién de operacion es mayor y
la temperatura es mas baja ",

Después de la ionizacion, las particulas cargadas son repelidas y atraidas por
lentes cargados en el analizador de masa. Aqui las especies idnicas son

separadas por su razdn masa-carga (r%) por cualquiera de los dos campos

magnético o eléctrico ['?. Los analizadores de masa tipicos para CG/EM son
cuadrupolos o trampa de iones. El primero consiste en cuatro varas hiperbdlicas
perpendiculares a cada una. Tiene la ventaja de ser sencillo, pequefio, de costo
moderado y rapido analisis o que lo hace ideal a los sistemas CG/EM. Presenta
restricciones cerca de los 2.000 Daltons ",

El de trampa de iones es también simple en disefio, costo moderados y de
analisis rapidos para CG/EM. El espectro generado, difiere a menudo del espectro
clasico creado en uno de cuadrupolo y algunos iones sufren disociaciéon o
colisiones idbn-molécula adentro de la trampa de iones.

El espectro de masa es simplemente un plano de la abundancia de los iones en

funcién del (r%) Bajo condiciones controladas, las razones de abundancia y (r%)

especifico que presentan las especies son Unicos para cada compuesto. Estos
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pueden ser utilizados para determinar el peso molecular y la estructura quimica de
cada compuesto ",

CG-EM combina las ventajas de ambas técnicas: el alto poder de resolucién y la
velocidad de analisis de CG, mientras la EM provee tanto identificacion positiva
como analisis cuantitativos por debajo del nivel de las ppb. Por otro lado los
instrumentos de CG-EM representan una inversion importante de capital, son mas
complicados de operar que un CG !,

La presentacion de datos puede ser de dos maneras; o como un total analisis
(scan, TIC-Total lon Chromatogram) o como un numero pequefio individual de
iones (SIM-Selected lon Monitoring) caracteristicos de un compuesto. Un
cromatégrama de i6n total (TIC) es usado para identificar compuestos
desconocidos. Un rango especifico de masas es escaneado. Todos los picos son
reportados asi que los espectros de masa pueden ser recuperados del
computador y ser usados para identificar cada pico. La computadora compara
rapidamente cada espectro de masa desconocido con cerca de 150.000 espectros
de referencia. La adquisicion de datos necesario para examinar todos los iones en
el rango seleccionado es lento, la sensibilidad es limitada, y usualmente no es
optima.

En SIM solo un pequefio numero de iones (habitualmente 6) son monitoreados.
Aqui la adquisicion de datos es mas rapida durante el tiempo de vida del pico, por
lo tanto la cuantificacion es mejor y la sensibilidad aumenta considerablemente.
SIM no puede usarse para analisis cualitativo (no todas las masas son
escaneadas), pero es el mejor modo para el andlisis de compuestos designados, a
menudo por debajo del nivel de los ppb [

1.3 ESPECTROMETRIA DE MASAS MOLECULAR (EM)

De todas las herramientas analiticas de que dispone un cientifico, la
espectrometria de masas es quizas la de mayor aplicacion, en el sentido de que
esta técnica es capaz de proporcionar informacion acerca de: la composicion
elemental de las muestras; la estructura de las moléculas inorganicas, organicas y
biolégicas; de la composicidn cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas y de
las relaciones isotdpicas de atomos en las muestras ',

Como muchas reacciones quimicas usadas para analisis, el propdsito basico de la
espectrometria de masas es convertir la muestra en productos que son indicativos
de la molécula original. Los productos formados son bastante raros: iones
positivos gaseosos, cuya masa y abundancias relativas son mostrados en el
espectro de masa !,

1.3.1 Impacto Electrénico (IE).

Para este método de ionizacion, el “reactivo” que produce los productos idnicos es
un haz de electrones enérgicos. Estos son calentados en un filamento
incandescente, y viajan a través de la camara de iones hasta un anodo (trampa de
iones) en el lado opuesto. El flujo de moléculas vaporizadas de la muestra a una
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presion de aproximadamente 10° Pa (10 torr) que entra a la fuente interactta
con el flujo de iones para formar una variedad de productos, incluyendo los iones
positivos. Con la IE se pueden introducir muestras de moléculas largas usando la
técnica de haz de particulas ['¥,

1.3.2 lonizacién Quimica (1Q).

El gas reactivo entra a la camara de ionizacibn aumentando la presion en la
camara de ionizacion a ~ 70 Pa (0,50 torr), se puede asegurar que la muestra
sufrira cientos de colisiones antes de escapar. EI bombardeo de electrones de
metano o cualquier otro gas a tal presion en una camara de ionizacién cerrada
produce una abundancia de iones “reactivos” como CHs". Estos reaccionaran con
las moléculas de la muestra adicionada a través de reacciones ion-molécula;
algunas son “suaves” produciendo iones estables que representan las moléculas
de la muestra sin disociar. Con la ionizacién quimica diferentes tipos de moléculas
pueden ser ionizadas selectivamente con iones positivos 0 negativos especificos.
Ambos tipos de iones son utilizados para indicar el peso molecular, porque estan a
menudo presentes en espectros de |IQ de compuestos que no muestran i6n
molecular en el espectro de IE [,

Para 1Q el gas reactivo R es introducido a la fuente de iones a una concentracion
en exceso (~10*1) comparado con la muestra, y es ionizado por bombardeo de
electrones o descarga eléctrica. Los iones R™inicialmente formados pueden
reaccionar con otras moléculas de R para formar iones reactivos los cuales atacan
las moléculas de la muestra ',

R+e” > R™ +2e”
R*"+R—>RH"
RH*"+M > R+MH"

Esta reaccion es favorecida porque la afinidad de las moléculas de la muestra es
mayor que la del reactivo ',

1.3.3 lon Molecular.

El i6n molecular, M ™ ; provee la mas importante informacion en el espectro de
masa. Desafortunadamente, para algunos tipos de compuestos el ibn molecular no
es lo suficientemente estable para ser encontrado con apreciable abundancia en el
espectro de |IE. Para estos casos la espectrometria de masas proporciona la
técnica de ionizacion quimica. Los siguientes son requerimientos necesarios pero
no suficientes para el idn molecular en un espectro de masas: Debe ser el id6n con
mayor masa en el espectro; debe ser una especie radical, que contenga un
electron desapareado; debe ser capaz de producir los iones importantes en la
region de masas alta del espectro por pérdidas de especies neutras légicas .
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1.3.4 La Regla De Nitrégeno.

Para la mayoria de los elementos que se encuentran en los compuestos
organicos, hay una correspondencia entre la masa del isétopo mas abundante del
elemento y su valencia. Con el nitrdgeno sucede algo similar: si un compuesto no
contiene (o contiene numeros pares de) atomos de nitrégeno, su ibn molecular
tendra como masa un numero par. Si el compuesto contiene numeros impares de
atomos de nitrégeno, el respectivo i6n molecular tendra una masa impar. Esta
relacién aplica para todos los iones, no solo para el ién molecular ',

La importancia de los iones con electrones desapareados (OE™) se incrementa
con: (i) aumento de la intensidad; (ii) aumento de la masa en el espectro (iii)
aumento de masa en el pico grupo [,

1.3.5 Perdidas Logicas Neutras.

Solo hay cierto numero de fragmentos neutros de masa baja son comunmente
perdidos en la descomposicién del ibn molecular. La presencia de un “importante”
ion separado del ibn de mayor masa con una masa andémala o con formula
elemental, indica que el ultimo ién no es el ibn molecular. Perdidas de masa de 4 a
14 y de 21 a 25 que dan importantes picos son altamente improbables 4.

La abundancia del ion molecular, depende principalmente de su estabilidad y de
la cantidad de energia necesaria para ionizar la molécula. Formas particulares
estructurales tienden a mostrar valores caracteristicos de estas propiedades, por
esto la magnitud de la abundancia del idn molecular provee una indicacién sobre
la estructura de la molécula. En general, la estabilidad quimica de la molécula es
paralela a la estabilidad del idn molecular, y esta se refleja en la abundancia del
ion molecular; la intensidad de este se incrementa con el aumento de la
instauraciones y el numero de anillos. El efecto del ion molecular es menos claro;
incrementando la longitud de la cadena en 6 u 8 carbonos decrece la intensidad
del pico del ibn molecular sustancialmente, pero a menudo se incrementa la
intensidad del idn molecular de nuevo para cadenas rectas mas largas. Para las
cadenas ramificadas disminuye la estabilidad del ibn molecular y de este modo su
abundancia ',

Si menos energia es requerida para ionizar la molécula, mas iones moleculares
de menor energia interna son formados, y la intensidad del pico sera mayor 4.

1.3.6 Espectrometria De Masas De Metilesteres.

Los estudios clasicos de Stenhagen (1972) y sus colaboradores en la década de
los 50’ en espectrometria de masas de esteres de acidos grasos fue
probablemente la primera demostracion del valor de la EM para deducir la
estructura de moléculas complejas de productos naturales. lones moleculares de
apreciable abundancia son observables aun para metilesteres acidos n-alifaticos
de alto peso molecular; la intensidad del pico del idn molecular realmente aumenta
con pesos moleculares altos (>Cg), aunque disminuye cuando la cadena esta
ramificada [,
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Tanto el atomo de oxigeno del carbonilo como el oxigeno saturado de los esteres
pueden actuar como sitios para la reaccion inicial y dar paso a la reaccion
esperada del comportamiento separado de estas funciones, }/ ademas, nuevas
reacciones aparentemente debido a sus efectos combinados !

Los metilesteres que no contienen una funcion adicional muestran las reacciones
esperadas para el grupo carbonilo — adicion a (figura 3) y adicion B con
reorganizacion del hidrogeno y (gama) (figura 4). El i6n alquilo (M — 59)" y el ion
CH30" son muy pequefios excepto metilesteres de bajo peso molecular. Ademas
la descomposicion de la mitad de los alquilos produce los iones caracteristicos
CnH2n+1+ \ CnHZn-1+

CiHis

/ m/z = 267 \
(e)
)L . (Ci7Hzs) —» C H2n+1 C,H,, "
i
m/z =239
Cy7Hss

OCH,4

A

=—=C——O0CHj m/z =31
m/z =59
Figura 3. Esquema de fragmentacién por IE dando como resultado el i6n
[M =31]"
C14H29CH:6H2
m/z =224
H
CiaHag \A © g Cialao ' \6
M, M
OCH, OCH
H\+ H\
C14H29—‘ /R
OCHj OCH,
m/z =74

Figura 4. Rearreglo de McLaffety resultando el idbn de peso molecular 74.

Otro reorganizacion inusual productora de iones C,H2.+1CO" identificada por
Stenhagen y sus colaboradores implica la perdida de los carbonos a-, -, y- como
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C3Hy (Mollova y Longevialle 1990). La adicion de la cadena productora del i6n
alquilo puede ser significante en los carbonos totalmente substituidos .

1.4 METODOS DE EXTRACCION

1.4.1 Extraccidon Soxhlet.

Consiste en un medio de extraccidén solidé-liquido que se utiliza generalmente
para extraer componentes lipidicos de una matriz, por medio de un solvente
apolar. Es un método de extraccion directa, aplicable a alimentos en general,
aunque con excepcion de aquellos en los que la grasa esta recubierta (como los
productos lacteos), y para la obtencion de la fraccién de grasa libre de la muestra
para su posterior caracterizacion. Los solventes mas utilizados para extraer la
grasa libre son el éter dietilico o el éter de petrdleo, y para fines de cuantificacion
de grasa se requiere una muestra anhidra, para no extraer ademas azucares y
otros compuestos. El equipo esta integrado por un extractor, un condensador
especial de tipo bulbo y un matraz ", En la figura 5, se muestra un diagrama de la
extraccion usando este método.

se lavan las crisalidas extraccion del aceite concentracion al
frescas con etanol por el metodo soxhlet vacio del aceite

Figura 5. Diagrama de extraccion del aceite usando el método Soxhlet.

1.5 DERIVATIZACION DE ACIDOS GRASOS

La cromatografia de gases revoluciono el estudio de los lipidos, haciendo posible
determinar la composicion completa de los acidos grasos de un lipido en muy
corto tiempo. Para este propdsito, los acidos grasos son convertidos al derivado
mas simple volatil, usualmente metiléster, aunque otros esteres pueden sen
preferidos para diferentes propdsitos. La preparacion de tales esteres se ha vuelto
el tipo de reaccion mas comun entre los analistas de lipidos. Aunque los acidos
grasos pueden estar en la naturaleza en estado libre (no esterificado), en su
mayoria se encuentran como ésteres unidos a glicerol, colesterol o alcoholes
alifaticos de cadenas largas}; en los casos cuando los acidos grasos estan en
estado de esteres, se debe trans-esterificar el acido graso ',
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1.5.1 Esterificacion Y Trans-Esterificacion Catalizada Por Acido.

Los acidos pueden ser esterificados por alcoholes en presencia de un apropiado
catalizador acido (figura 6). El paso inicial es la protonacién del acido para dar el
ion (1), el cual puede sufrir una reaccion con el alcohol para dar el intermediario
(2), y este a su vez puede perder un protdn para convertirse en el éster (3). Cada
paso en este proceso es reversible pero en presencia de un gran exceso del
alcohol, el punto de equilibrio de la reaccion es desplazado para que la

esterificacion se realice.
0

+

OH ,OH> O—Ry

1
@) Ho @ €)
Figura 6. Esterificacion de acidos grasos con catalisis acida.

La trans-esterificacion ocurre bajo condiciones similares (figura 7). La protonacién
de éster es seguida por la adicion del alcohol para dar el intermediario (4) el cual
se disocia para posteriormente dar el éster (6). El agua debe ser una vez mas
excluida. Las condiciones preferidas para esterificacion o trans-esterificacion de
acidos carboxilicos son por consiguiente un exceso del alcohol con el que se
quiere esterificar y ausencia de agua !"®.

- -+
o . 0 o
R—< 3 R% ROH . R E')R1
OR; O—R, Ry
H L _

2 (4)

) %
\

O_R2

® ORe G
Figura 7. Trans-Esterificacion de lipidos por catélisis acida.

La esterificacion con cloruro de hidrogeno en metanol HCI/MeOH al 5%, es la
citada con mas frecuencia; el reactivo se prepara burbujeando cloruro de
hidrogeno gaseoso seco en el metanol anhidro. En la practica, pequenas
cantidades de agua formadas no afectan la esterificacion significativamente y el
reactivo tiene una vida util de cerca de dos semanas a temperatura ambiente o
mas larga si se refrigera '°.
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Todos los acidos grasos son esterificados con aproximadamente la misma razon
de cloruro de hidrogeno y metanol, es improbable que hayan perdidas de acidos
grasos especificos durante el paso de la reaccion. En sintesis, el cloruro de
hidrogeno en metanol (o cualquier otro alcohol) puede ser usado para esterificar
acidos grasos libres o trans-esterificar acidos grasos unidos por enlace éster a
glicerol o colesterol. Probablemente puede ser el mejor reactivo disponible para
propésitos generales de esterificacion. La mayor desventaja es el largo tiempo del
reflujo para completar la reaccion °.

El acido sulfurico en metanol H,SO4/MeOH como reactivo para la esterificacion,
en ocasiones se emplea concentraciones muy altas, una solucion del 1 al 2% tiene
casi propiedades idénticas al HCI/MeOH al 5%, y es muy sencillo de preparar. La
temperatura a la que se haga el reflujo y la concentracion del acido en la solucion
deben ser moderadas debido a que el H,SO4 es un fuerte oxidante; para acidos
libres poliinsaturados no se recomienda largo tiempo en el reflujo debido al poder
oxidativo del acido, se tienen reportes de reflujos a concentraciones altas ~20% y
temperaturas de 170 °C con formaciones de productos coloreados y destruccion
de acidos polienoicos !'°.

El acido de Lewis, trifloruro de boro, en la forma de su coordinacién compleja con
metanol es un poderoso catalizador acido para la esterificacion de acidos grasos.
En ocasiones la esterificacion de acidos grasos libres se completé en 2 minutos
con trifloruro de boro en metanol BF3/MeOH al 12 o0 14% bajo reflujo. Este reactivo
también se puede usar como trans-esterificador la mayor clase de lipidos, aunque
se emplee mas tiempo que esterificando acidos libres. La reaccién se puede
acelerar con el uso de radiacion de baja frecuencia. Desafortunadamente, el
BF3;/MeOH tiene una serie desventaja; se reportd que algunos metoxidos eran
producidos a partir de acidos grasos insaturados por la adicién de metanol por el
doble enlace cuando la concentraciones del BF3 son elevadas ~ 50%. El reactivo
tiene una vida util limitada a temperatura ambiente y deberia permanecer
refrigerado. Ciertamente es muy popular, pero posiblemente porque es uno de los
pocos reactivos que se puede comprar a distribuidores comerciales. El tricloruro
de boro en metanol BCl;/MeOH puede ser usado de manera similar para preparar
metilesteres, aunque la reaccion es mas lenta que con el BF; ['®],
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2. SECCION EXPERIMENTAL

2.1 MUESTRAS DE ANALISIS
Como muestra real se utilizé crisalidas frescas del gusano de seda hibrido Pilamo
1, cultivado en la vereda de Santa Rosa, en el departamento del Valle del Cauca.

2.2 PREPARACION DE LA MUESTRA

Al llegar los capullos al laboratorio de la UTP se realizé el sacrificio con aire seco
caliente, con este procedimiento se secan también las crisalidas las cuales deben
estar secas para la extraccion del aceite. Cortando los capullos se extraen las
crisalidas, las cuales son secadas con aire caliente durante 5 dias debido a su
cantidad.

2.3 EXTRACCION

Se realizaron extracciones, segun procedimientos en estudios preliminares, por
medio de la técnica soxhlet, con una relacion de crisalida-hexano de 1:10, durante
4 horas. El resultado de la extraccion se llevé a concentracion al vacio.

2.4  ESTERIFICACION DE LA MUESTRA

La esterificacion del aceite se realizé utilizando una mezcla de H,SO4/MeOH al
2% (el procedimiento del libro no especifica la concentracion, se toma esta por
otras investigaciones), tanto el acido como el metanol deben ser anhidros, para
evitar desplazamientos en el equilibrio.

A 40-50 mg del extracto lipidico en un tubo con tapa rosca se agregd 1 mL de
benceno (se cambio por hexano por disponibilidad). Se adicion6 2 mL de la
mezcla H>SO4/MeOH al 2% posteriormente de que la muestra se disolvié.
Después de tapar el tubo con la tapa rosca, se llevé a un bano Maria a 90 °C
durante dos horas '],

Después de el tubo estar a temperatura ambiente, se adicion6 0,5 mL de agua y
se mezcld. Se hicieron extracciones de la mezcla tres veces con porciones de 3
mL de pentano (se utilizé hexano grado cromatografico para eliminar interferencias
en el analisis cromatografico de gases). Se combinaron los tres extractos de
hexano y reducir el volumen hasta 74 del volumen inicial por calentamiento. Para el
analisis en CG la muestra fue totalmente anhidra """,

25 ESTANDAR

Se compré un estandar comercial de mezcla de metilesteres de acidos grasos
marca RESTEK, con cédigo de catalogo 35078 (en el anexo 1, se muestra el
certificado del estandar), el cual contiene la 28 metilesteres de acidos grasos. La

35



concentracion del estandar es de 30MY,. Los metilesteres presentes en el
estandar y su concentraciéon en él, se presentan en la tabla 1.

PRI
4:0 Metil butirato 1,5%
6:0 Metil hexanoato 1,5%
8:0 Metil octanoato 2,0%
10:0 Metil decanoato 2,5%
11:0 Metil undecanoato 2,5%
12:0 Metil laurato 5,0%
13:0 Metil tridecanoato 2,5%
14:0 Metil miristato 2,5%
14:1 Metil miristoleato (cis-9) 1,5%
15:0 Metil pentadecanoato 1,5%
16:0 Metil palmitato 10,0%
16:1 Metil palmitoleato (cis-9) 5,0%
17:0 Metil heptadecanoato 2,5%
18:0 Metil estearato 5,0%
18:1 Metil oleato (cis-9) 15,0%
18:1 Metil elaidato (trans-9) 2,5%
18:2 Metil linoleato (cis-9,12) 10,0%
18:2 Metil linoelaidato (trans-9,12) 2,5%
18:3 Metil linolenato (cis-9,12,15) 5,0%
20:0 Metil araquidato 2,5%
20:1 Metil eicosenoato (cis-11) 1,5%
22:0 Metil behenato 2,5%
22:1 Metil erucato (cis-13) 1,5%
23:0 Metil tricosanoato 1,5%
24:0 Metil lignocerato 2,5%
20:5 Metil eicosapentaenoato (cis-5,8,11,14,17) 2,5%
24:1 Metil nervonato (cis-15) 2,5%
22:6 Metil docosahexaenoato (cis-4,7,10,13,16,19) 2,5%

Tabla 1. Composicién del estandar de mezcla de metilesteres marca RESTEK
cbdigo 35078.
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Las condiciones en las que fue eluid6 el estandar para el certificado de analisis
fueron las siguientes:

Columna Famewax (cat # 12498). 30 m, 0,32 mm, 0,25 ym.

Gas transportador: hidrogeno con flujo de 40,

Programacién de la temperatura: 100 °C por 4 minutos. Se lleva hasta 240 °C
con una rata de3°%/.. , se mantiene esta temperatura por 10 minutos

Temperatura del inyector: 200 °C
Temperatura del detector: 250 °C
Tipo de detector: DIL

2.5.1 Patrones.
A partir del estandar 35078 el cual esta a una concentracién de 30", , se

realizaron las respectivas diluciones para obtener varios patrones. Estos patrones
cubren concentraciones que van desde 2,5 hasta 500 ppm de la mezcla de
metilesteres.

2.6 ANALISIS CROMATOGRAFICO

El analisis cromatografico se realizd en un cromatégrafo de gases acoplado a
espectrometria de masas marca Shimadzu GC-MS QP-2010. Sistema equipado
con autoinyector AOC-20i, automuestreador AOC-20s, inyeccion Split-splitless,
modo de ionizacion EI/SCI/NCI y un sistema de insercion directa controlado por un
software GCMS solution. Con una columna de 30 m de largo, 0,25 mm DI, 0,25
pm de particula Rtx-CLPesticides Restek. Base de datos de espectros de masas
Wiley, 7° edicion, 2003.

2.6.1 Scan.

Se realizdé un scan (analisis total de iones) tanto por impacto electrénico (IE) como
por ionizacion quimica positiva (1Q), para el patron de concentracion mas alta, el
cual era de 500 ppm de mezcla de metilesteres; con el objetivo de realizar la
identificacion de los compuestos que eluyeron, debido a que las condiciones del
cromatégrafo, columna y detector cambiaron con respecto a como fue analizado el
estandar para el certificado de analisis.

Las condiciones para el scan por |IE fueron las siguientes:

Temperatura del inyector: 250 °C

Modo de inyeccién: Split

Volumen de inyeccion: 2 yL

Razén de split: 4

Presion: 73,7 kPa

Flujo total: 6,0/ .

Flujo en la columna: 1,0m/ .

Velocidad lineal del gas: 37,2¢7,
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Programacién de la temperatura del horno: se muestra en la tabla 2

RAZON DE
CALENTAMIENTO TEMPERATURA TIEMPO DE
(7 _ ) (°C) ESPERA (min.)
min
-- 100 2
7 300 5

Tabla 2. Programacion del horno para el método de impacto electrénico (IE).

La rampa de calentamiento del horno del cromatégrafo de gases se muestra en la
figura 8.

PROGRAMACION DEL HORNO PARA IE

350

O 300

‘é’ 250

5 200

S 150

§ 100

= 50 4 .
0 10 20 30 40

tiempo (min)

Figura 8. Programacion del horno para el método de impacto electronico (IE).

Temperatura de la fuente de iones: 260 °C
Temperatura de la interfase: 280 °C
Ganancia del detector: 1,00 kV

Tiempo de corte del solvente: 2,00 min.
Para el espectrdmetro de masas

Tiempo de inicio: 3 min.

Tiempo final: 35 min.

Modo ACQ: scan

Velocidad del scan: 1000

m . . .
1/ Inicial: 30,00
m i -

"/ Final: 500,00

Las condiciones para el scan por |IQ se muestran a continuacion:
Temperatura del inyector: 250 °C

Modo de inyeccién: Split

Volumen de inyeccion: 2 yL

Razén de split: 4

Presién: 73,0 kPa
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Flujo total: ©-0"7ain

Flujo en la columna: 10"
Velocidad lineal del gas: 37,2°7,

Programacién de la temperatura del horno: se muestra en la tabla 3.

RAZON DE
CALENTAMIENTO TEMPERATURA TIEMPO DE
OV ‘ (°C) ESPERA (min.)
min
- 100 2
7 300 5
Tabla 3. Programacién del horno para el método de ionizacion quimica positiva
(1Q).

La rampa de calentamiento del horno del cromatégrafo de gases se muestra en la
figura 9.

PROGRAMACION DE TEMPERATURA DEL HORNO PARA 1Q

350
300
250
200
150
100

50 -

0 10 20 30 40
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tiempo (min)

Figura 9. Programacion del horno para el método de impacto electronico (IE).

Temperatura de la fuente de iones: 210 °C
Temperatura de la interfase: 280 °C
Ganancia del detector: 0,30 kV

Tiempo para el corte del solvente: 1,50 min.
Para el espectrometro de masas

Tiempo de inicio: 2 min.

Tiempo final: 32 min.

Modo ACQ: scan

Velocidad del scan: 909

m
A Inicial: 70,00

m
A Final: 500,00
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2.6.2 Curvas de calibracion.

Se hicieron dos curvas para cada compuesto, una con cada método debido a las
diferencias que se vieron en los dos scan. Las inyecciones se hicieron siguiendo
las condiciones correspondientes de cada scan.

Para 1Q, se asignaron picos moleculares para cada compuesto, debido a que sus
espectros de masas eran muy limpios. Para IE, se asignaron picos comunes.

2.6.3 Analisis de la muestra.

Después de que la técnica fue estandarizada, y la muestra fue derivatizada, se
hizo su analisis cromatografico a las mismas condiciones a las que se analizaron
los patrones.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 SCAN

La realizacién del scan del estandar tanto para el método de IE como para 1Q, se
hizo con el patron de concentracion de 500 ppm.

Por el método de impacto electronico (IE), se identificaron 24 picos pertenecientes
al estandar, en la figura 10 se muestra el cromatograma obtenido en el scan por
IE.

18.000.000
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10.0 20 0 10 (} 34 0
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=)

Figura 10. Cromatdgrama total de iones del patron de 500 ppm por el método IE.

Los picos se identificaron por comparacion de sus espectros (anexo 2) con la
base de datos del espectrometro de masas Wiley 7° ediciéon, 2003; y comparando
con la informacion del estandar. Los nombres de los picos que eluyeron se
muestran en la tabla 4.

N° DE ID RI;I-':'EEI\ICIE?ORIE(S) NOMBRE m/z AREA

1 3,479 Metil hexanoato 74 669.223

2 6,529 Metil octanoato 74 | 1.810.605
3 10,345 Metil decanoato 74 | 2.740.213
4 12,228 Metil undecanoato 74 | 2.936.660
5 14,038 Metil laurato 74 | 6.160.043
6 15,765 Metil tridecanoato 74 | 2.942.963
7 17,223 Metil miristoleato 74 388.389

8 17,406 Metil miristato 74 | 3.148.515
9 18,970 Metil pentadecanoato | 74 1.926.640
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10 20,171 Metil palmitoleato 74 | 1.200.941
11 20,458 Metil palmitato 74 | 11.698.265
12 21,875 Metil heptadecanoato | 74 | 2.920.370
13 22,832 Metil linolenato 81 | 3.025.677
14 22,919 Metil oleato 74 | 3.821.317
15 23,232 Metil estearato 74 | 5.210.291
16 25,060 Metil eicosapentanoato | 79 544,735
17 25,480 Metil eicosanoato 69 301.629
18 25,772 Metil araquidato 74 | 2.286.912
19 27,296 Metil docosahexanoato | 79 457.109
20 27,848 Metil erucato 69 309.515
21 28,109 Metil behenato 74 | 2.108.875
22 29,211 Metil tricosanoato 74 1.180.219
23 30,044 Metil nervonato 69 486.656
24 30,272 Metil lignocerato 74 | 1.821.811

Tabla 4. Compuestos identificados por el scan con método IE.

En los espectros de masas por IE (anexo 2), se ven iones [M —31]" los cuales

son producidos por la perdida de CH3O del [M]" (figura 3). Se puede ver en las
figura 11 el espectro de masas de metil estearato (18:0), con un peso molecular de
298 umas.

Iietl estearato
ID#1S F.Time:23.2
WassPeaks:317
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1 1 1
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30 70 a0 110 130 1s0 170 180 2100 230 230 270 280 llun-‘
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Figura 11. Espectro de masas por |IE del metil estearato.

Este i6on ([M —31]") es producido cuando una simple ruptura homolitica del enlace
metoxi produce un ion acilo cominmente observado .

También se observan los iones [M —32]" en abundancias mayores a las del i6n
[M =31]" en metilesteres de acidos grasos monoinsaturados. En la figura 12 se

muestra el espectro de masas del metil palmitoleato (16:1) con peso molecular de
268 umas.
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Figura 12. Espectro de masas por |IE del metil palmitoleato.

Los m/z 74 y 87 se atribuyen al rearreglo de McLafferty, un estado de transicion
de seis miembros que resulta en una transferencia del hidrogeno y y una ruptura
(figura 4). La intensidad de los fragmentos de McLafferty depende del numero de
enlaces m en la molécula y es comunmente observado en el espectro de esteres,
cetonas y olefinas 1!,

Comparando el estandar 35078 con el patrén a 500 ppm, no solo cambié el orden
de elusion sino también la cantidad de compuestos que eluyeron, debido a los
cambios en el método, columna (la cual no era especifica para FAMES) y
programacion de la temperatura. El estandar tenia 28 compuestos, y en el scan
por IE solo se identificaron 24.

El scan por el método 1Q se realiz6 con el mismo patron a las mismas
condiciones. El cromatégrama obtenido por este método de ionizacion se muestra
en la figura 13.

TIC

120,000 s

11

wry

‘w0 w0 R _
Figura 13. Cromatograma total de iones del patréon de 500 ppm por el método de
Q.

Los nombres y el orden de elusion de los compuestos identificados por 1Q, se
muestran en la tabla 5.
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TIEMPO DE PESO )

N° DE ID RETE(IS\I)CION NOMBRE m/z MOLECULAR AREA
1 3,461 Metil hexanoato 131 130 19.666
2 6,508 Metil octanoato 159 158 16.086
3 10,321 Metil decanoato 187 186 15.087
4 12,205 Metil undecanoato 201 200 14.639
5 14,015 Metil laurato 215 214 30.194
6 15,741 Metil tridecanoato 229 228 13.090
7 17,200 Metil miristoleato 209 240 1.830
8 17,382 Metil miristato 243 242 11.612
9 18,945 Metil pentadecanoato | 257 256 5.563
10 20,147 Metil palmitoleato 237 268 6.482
11 20,434 Metil palmitato 271 270 39.301
12 21,849 Metil heptadecanoato | 285 284 7.309
13 22,808 Metil linolenato 263 292 7.161
14 22,895 Metil oleato 265 296 18.214
15 23,207 Metil estearato 299 298 15.755
16 25,451 Metil eicosanoato 293 324 955
17 25,745 Metil araquidato 327 326 4.551
18 28,080 Metil behenato 355 354 3.801
19 29,181 Metil tricosanoato 369 368 1.955
20 30,014 Metil nervonato 381 380 906
21 30,242 Metil lignocerato 383 382 2.754

Tabla 5. Compuestos identificados por IQ

En los espectros de 1Q (anexo 3), se presentan m/z [M -31]" los cuales

representan la perdida de CH3OH del ié6n [M +1]" el cual se ve en los metilesteres

de acidos grasos monoinsaturados . En la figura 14 se muestra el espectro de
masas por IQ del metil oleato (18:1) con peso molecular de 296 umas.
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Metil oleato
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Figura 14. Espectro de masas del metil oleato obtenido por Q.

En la figura 15, se muestra el esquema de fragmentacion por IQ de metilesteres

de acidos grasos.
H

0 N
0
L?‘i CHS: % |
s o "Z,Ll
HsCO HaCO
[M+H]
‘o l—CH3OH

| Y

Figura 15. Esquema de fragmentacién por IQ dando como resultado el i6n
[M—31]".

En los espectros por IQ de metilestres de los acidos grasos saturados el Unico ion
que se observa por encima de una abundancia de 50 es el ién [M +1]", el cual

tiene una abundancia de 100. En la figura 16 se muestra el espectro de masas del
metil undecanoato (11:0) con peso molecular de 200 umas.
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Figura 16. Espectro de masas del metil undecanoato obtenido por Q.

Tanto el método de ionizacion por impacto electronico, como el de ionizacién
quimica, tienen sus pros y sus contras. Para IE, la sensibilidad es mayor, su
escala es de 18.000.000 mientras que para IQ es de tan solo 120.000, usando el
mismo patrén en la inyeccion. Por otro lado, al momento de hacer las curvas de

calibracion los r% del método por ionizacién quimica son mas selectivos que por

el método IE, provocando menos errores al momento de identificar los picos de
cada compuesto; debido a que por el método de 1Q se pueden identificar f%

como el [M +1] mientras que por el modo de IE se muestran f% comunes como
el 74,y 87.

3.2 CALIBRACION

Para la calibraciéon del método cromatografico se usaron diluciones del estandar
de mezcla de metilesteres de acidos grasos en concentraciones que van desde
7,5 hasta las 500 ppm. Después de inyectados se seleccionaron los niveles de
cada compuesto que mejor correlacionaban con en una linea recta.

CONCENTRACION

(ppm)
2,5

5
7,6
25
50
76
100

NIVEL

N oOooalRhlON~
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8

250

9

500

Tabla 6. Concentraciones de cada nivel inyectado.

Cada compuesto tenia una concentracion diferentes en el estandar comercial, por
tal motivo se realizé la calibracion, individual para cada uno, usando los dos

métodos de ionizacion.

Las curvas de calibracion de los 24 compuestos identificados por el modo de
ionizacion de |IE se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Curvas de calibracion de los compuestos identificados por IE

Las curvas de calibracion obtenidas de los 21 compuestos identificados por el

modo de ionizacién quimica se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Curvas de calibracion de los compuestos identificados por Q.

3.3 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para cada curva de calibracion de cada compuesto, se calcularon datos
estadisticos necesarios para la estandarizacién como:

R% coeficiente de correlacion

SD: desviacion estandar

RSD: desviacion estandar relativa

LD: limite de deteccion

LC: limite de cuantificacion

LOL: limite de linealidad

Los valores de los parametros R?, SD, RSD, fueron suministrados por el software
con el cual se maneja el cromatografo.

Los valores de los datos LD y LC se calcularon a partir de la relacion sefial/ruido;
el cual es el mas empleado para métodos instrumentales cromatograficos !, EI LC
se calculé para la concentracion que proporcione una sefial 10 (en ocasiones se
debe subir este valor hasta 20) veces superior a la sefal producida por el ruido de
fondo (blanco), el LD sera igual a la concentracién de analito que proporcione una
sefial 3 veces superior a éste [,

El limite de linealidad (LOL) es la concentracién a la que la curva de calibracion se
desvia de la linealidad. El intervalo entre LC y LOL se le denomina intervalo de
linealidad "®!. Para la cuantificacién de este parametro, se dejo como el nivel del
analito cuya concentracion tenia buena correlacion lineal y no se salia de la linea
recta.
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En las tablas 7 y 8 se muestran los valores calculado para estas medidas.

o]
nge NOMBRE R | SD (ppm) (:)Sm?n LD (ppm) | LC (ppm) SE(éNriLE;F')'B'E]’;‘D (Ip_)r?rh)
1 |M. hexanoato 0,9999 |6,363E+03 | 2,243E+01 | 5,520E-03 | 1,839E-02| 3.175E+04 | 3.750
2 | M. octanoato 0,9982 | 7,410E+03 | 3,250E+01 | 5,880E-03 | 1,960E-02| 2,979E+04 | 10,00
3 | M. decanoato 0,9996 | 1,080E+04 | 5,428E+01 | 5,970E-03 | 1,991E-02| 2,933E+04 | 12,50
4 | M.undecanoato | 0,9986 |8 .639E+03 | 3.485E+01 | 5,330E-03 | 1,776E-02| 3,289E+04 | 12,50
5 | M. laurato 0,9992 | 1,143E+04 | 4,330E+01 | 4,570E-03 | 1,524E-02| 3,833E+04 | 25,00
6 |M. tridecanoato | 0,0992 |8,147E+03 | 3,032E+01 | 4,910E-03 | 1,636E-02| 3,570E+04 | 12,50
7 | M. miristoleato | 0,0997 | 2,497E+03 | 3,700E+01 | 2,115E-02 | 7,049E-02| 8.285E+03 | 7,500
8 | M. miristato 0.9978 | 1,464E+04 | 4,621E+01 | 3 650E-03 | 1,218E-02| 4.796E+04 | 12,50
9 gﬂe'ma docanoato | 09965 | 8.632E+03| 2,036E+01 | 4,440E-03 | 1,479E-02| 3 948E+04 | 7,500
10 |M. palmitoleato | 0,9965 | 2,361E+03 | 4,047E+01 | 2,065E-02 | 6,885E-02| 8.483E+03 | 25,00
11| M. paimitato 0,9986 | 1,330E+04 | 3,044E+01 | 2,950E-03 | 9,840E-03| 5.032E+04 | 50,00
12 hﬂépta tocanoato | 0:9983 | 1,094E+04| 2,652E+01 | 3,380E-03 | 1,128E-02| 5177E+04 | 12,50
13 |M. linolenato 0,9993 | 6,555E+03 | 2,398E+01 | 5,110E-03 | 1,703E-02| 3.429E+04 | 25,00
14 |M. oleato 0,9991 | 2,432E+03 | 2,718E+01 | 1,492E-02 | 4 973E-02| 1174E+04 | 75,00
15 | M. estearato 0,9993 | 9,683E+03 | 2,055E+01 | 2,990E-03 | 9,970E-03| 5.855E+04 | 25,00
16 Zéosapentanoato 0,9987 | 1,609E+03 | 2,864E+01 | 2,419E-02 | 8,065E-02| 7.241E+03 | 12,50
17 |M. eicosanoato | 0,9980 | 3,241E+03 | 3,904E+01 | 1,443E-02 | 4,809E-02| 1,214E+04 | 7,500
18 | M. araquidato 0,9987 | 1,394E+04 | 3,761E+01 | 3,290E-03 | 1,098E-02| 5321E+04 | 12,50
19 [N anoato | 0:9998 |4,178E+02| 1,006E+01 | 3,941E-02 | 1314E-01| 44456403 | 12,50
20 | M. erucato 0,9995 | 3,382E+03 | 3,195E+01 | 1,238E-02 | 4128E-02| 1,415E+04 | 7,500
21 | M. behenato 0,9964 |1,212E+04 | 3,000E+01 | 3 140E-03 | 1,046E-02| 5586E+04 | 12,50
22 | M. tricosanoato | 0,9985 | 1,267E+04 | 3,5647E+01 | 3,500E-03 | 1,167E-02| 5,005E+04 | 7,500
23 | M. nervonato 0,9991 |4,044E+03 | 3,776E+01 | 1,164E-02 | 3 880E-02| 1,505E+04 | 12,50
24 | M. lignocerato 0,9975 |1,216E+04 | 3.351E+01 | 3.420E-03 | 1,139E-02| 5125E+04 | 12,50

Tabla 7. Datos estadisticos para la calibracién por el modo IE.

Los valores R? se acercan mucho al valor ideal el cual es 1, el promedio de estos
es de 0,99859, lo que indica que en general todas las curvas de calibracion

correlacionan con una linea recta.

La precision del método la cual es expresada en términos de desviacion estandar

(SD) o desviacion estandar relativa (RSD). Ambas indican que el método es
reproducible. El promedio de los valores de RSD es de 32,64 ppmil, siendo la
mayor de 54,278 ppmil siendo este el metil decanoato, a parte de este los valores

de RSD no sobrepasan el 50 ppmil mostrando que el método es reproducible.
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Para el LD menor es de 0,00295 ppm y el mayor es de 0,03941 ppm, estos
valores son mas que aceptables ya que los acidos grasos se encuentran en
aceites y grasas como componentes mayoritarios, por lo tanto sus
concentraciones son muy elevadas. Ademas este parametro es un dato cualitativo.

Para el LC tiene valores entre 0,00984 y 0,13137 ppm, también son valores muy
buenos, porque como se dijo anteriormente los acidos grasos son componentes
mayoritarios, la mayoria de estos estan en concentraciones mayores que estas.
Con estos valores tan bajos se pueden evitar los falsos positivos y falsos
negativos .

La sensibilidad de cada método se tomdé como la pendiente de la curva de
calibracion, en general las curvas tienen una buena sensibilidad en con un
promedio de 32545,34 (area/ppm)

El limite de linealidad varia entre los compuestos, para algunos acidos grasos los
cuales son mayoritarios en una gran cantidad de matrices, el limite es bajo, como
por ejemplo el acido oleico, palmitico, palmitoleico, linolenico, que al momento de
hacer los analisis se pueden salir del rango de linealidad, haciendo necesario
realizar diluciones de las muestras. Para otros acidos grasos que no se
encuentran en concentraciones tan altas, los limites de linealidad son aceptables,
debido a que en general se encuentran en estos rangos.

Por el modo de 1Q los coeficientes de correlacion tienen en promedio un valor de
0,99365, indicando que existe correlacion con una probabilidad elevada.

Las desviaciones estandar y las desviaciones estandar relativas muestran que el
método es reproducible. Al no salir del valor limite de RSD el cual es de 50 ppmil,
el promedio de este parametro es de 10,78 ppmil, se muestra que el método es
reproducible.

Los limites de deteccidn por el modo de 1Q también son adecuados, exceptuando
al metil nervonato el cual tiene limites de deteccién y de cuantificacion altos (en
comparacién con los demas) 2,67 y 8,90 ppm respectivamente. Para los demas, el
promedio de estos valores es de 0,3161 y 1,0538 ppm, teniendo en cuenta como
se dijo anteriormente que los acidos grasos son componentes mayoritarios, estos
valores son aceptables.
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nge NOMBRE R | SD (ppm) | RSD (ppmil) | LD (ppm) | LC (ppm) SE(ZiLE?LLp'?f)*D (;F?nh)
1 |M. hexanoato | 0,9999 |1848E+03| 6,889 |6,220E-03| 2,075E-02 | 2,815E+04 | 1,500
2 |M. octancato | 0,984 |6,505E+02| 10,67 |2,735E-02| 9,116E-02 6407 2,000
3 |M.decanoato | 09774 |5277E+02| 11,33 |3,518E-02| 0,1173 4980 2,500
4 |M.undecanoato| 0,9989 |4,386E+02| 1323 |4.956E-02| 0,1652 3535 2,500
5 | M. laurato 09953 |2.460E+02| 9,093 |6.152E-02| 0,2051 2848 5,000
6 |M.tridecanoato | 0,980 |6,768E+01| 6,468 0,1618 | 0,5395 1083 2,500
7 | M. miristoleato | 0,9799 |2,427E+01| 5468 03895 | 1,208 4498 1,500
8 | M. miristato 0,9920 |8561E+01| 7,362 01449 | 0,4831 1209 2,500
9 ['\)Aén decanoato| 0:9995 |6.005E+01| 5,153 0,1472 | 0,4908 1190 1,500
10 |M. palmitoleato | 0,9973 | 2,609E+01| 7,257 04684 | 1,561 3740 5,000
11 |M. palmitato 00856 |7.143E+02| 2136 |4648E-02| 0,1549 3769 10,00
12 hﬂépta docanoato| 0:9945 | 1.189E+02| 9,281 0,1298 | 0,4325 1350 2,500
13 |M.linolenato | 0,9989 |1,207E+02| 35,36 04306 | 1435 406.8 3,800
14 |M. oleato 0,0938 |3.707E+02| 34,10 01346 | 0,4488 1301 15,00
15 | M. estearato 00820 |3.138E+02| 1835 |9.254E-02| 0,3085 1893 5,000
16 |M. eicosanoato | 1,000 | 2,233 1185 09278 | 3,093 188.8 1,500
17 |M.araquidato | 0,9879 |3.402E+01| 7,455 03804 | 1,268 460.6 2,500
18 | M. behenato 00953 |1,741E+01| 6,325 0,6241 2,080 280,7 2,500
19 |M. tricosanoato | 0,9981 | 4442 2,216 08830 | 2,943 198,4 1,500
20 |M.nervonato | 09946 | 4415 6,646 2,672 8,905 65,58 2,500
21 | M. lignocerato | 0,997 | 1,796 1216 1182 3,041 1482 2,500

Tabla 8. Datos estadisticos para la calibracién por el modo 1Q.

La sensibilidad del modo de IQ es mas baja que la del modo de IE, en promedio
es de 2870,75 area/ppm, pero a compuestos como el metil nervonato cuya
sensibilidad es de 65,58 area/ppm.

Los limites de linealidad, también son mas bajos por el modo de 1Q, el valor mas
alto es el del metil oleato, siendo de 15 ppm, en comparacion con el modo de |IE
este valor es muy bajo, aproximadamente 3,6 veces menor. El limite de linealidad
en promedio tiene valor de 3,61 ppm, siendo bajo, teniendo en cuenta que los
acidos son mayoritarios.

Comparando los parametros estadisticos entre el modo de IE y el de 1Q, las
curvas de calibracion por ambos modos de ionizacién correlacionan con una linea
recta.

También ambos métodos son repetibles con sus RSD por debajo del limite 50
ppmil, pero comparando los valores entre los dos modos, en general los valores
de RSD son menores por el modo de IQ, aproximadamente los valores por IE son
tres veces mayores que los de 1Q.
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Los limites de deteccién y de cuantificacion son menores con el modo de IE. En
general los limites de deteccion y cuantificacion por 1Q son 45 veces mayores que
por IE, siendo mejores las cuantificaciones por el modo de ionizacién de IE cuando
los acidos grasos estan en concentraciones bajas cercanas al 5%.

Como se pudo ver desde el scan de los patrones, la sensibilidad por el modo |IE
es mucho mayor que por el modo de 1Q. En promedio la sensibilidad por el modo
de ionizacién de IE es 11 veces mayor que la del modo de IQ. Lo que indica que
por IE se puede diferenciar mas faciimente pequefas diferencias entre
concentraciones.

Los intervalos de linealidad que van desde el limite cuantificacion hasta el limite
de linealidad, para ambos modos de ionizacién son bajos, sabiendo que los acidos
grasos se encuentran en concentraciones altas, haciendo necesario en ocasiones
la realizacion de diluciones de la muestra.

34  ANALISIS DE MUESTRA REAL

El analisis cromatografico de la muestra de aceite de crisalida previamente
esterificada, arroj6 como resultado al acido oleico se presenta en mayor
proporcion con un 43,752%, siguiéndole a este en concentracion en la muestra
aparece el acido palmitico con un porcentaje de 26,300%.

Como acidos en menor proporcion, se encuentran los acidos estearico, linolenico,
y palmitoleico en concentraciones menores al 10%.

En la figura 19 se muestra el cromatograma total de iones del aceite de la
crisalida del gusano de seda, este cromatdégrama se muestra cortado, para
exponer las abundancias de los picos mas grandes sin afectar las de los picos
mas pequenos o menos abundantes.

min

min

TIC TIC TIC
35,000 [7.000.,000 45,000
| Y
\
'JrJ| | W’lll
J = Lall , ,4
:_l N |I L
T T T T T T T T T T T T
10.0 160 200 240250 30.0 320

min

Figura 19. Cromatograma total de iones del aceite de crisalida de gusano de seda
previamente esterificado.

En la tabla 9, se muestra los porcentajes de los acidos grasos pertenecientes al
aceite de la crisalida del gusano de seda.
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ACIDO
GRASO PORCENTAJE (%)
Palmitoleico 0,851
Palmitico 26,300
Linolenico 5,656
Oleico 43,752
Estearico 6,655

Tabla 9. Porcentaje de acidos grasos en la muestra real (aceite de crisalida).

3.5 INTERFERENCIAS

Las interferencias se pueden originar en la fase pre-analitica y en la fase analitica
de las pruebas '8,

Las interferencias pre-analiticas se pueden producir en cualquiera de estas fases:
al momento de la toma de la muestra; cuando la conservacion de la muestra no
se hace a temperaturas adecuadas; lapsos largos de tiempo entre extraccion del
aceite de la muestra, derivatizacion de la muestra y el momento del analisis
cromatografico, y al momento mismo de la extraccion del aceite (si la muestra lo
amerita) y la derivatizacion debida a la calidad de los reactivos utilizados.

Estas interferencias se pueden controlar, primero capacitando al personal que
toma la muestra, minimizando el tiempo entre la toma y el analisis y
manteniéndola refrigerada. El analista debe recibir la muestra y mantenerla
refrigerada, si a la muestra se le debe practicar la extraccion del aceite por el
método soxhlet hacerlo en el menor tiempo después de recibida la muestra, si la
muestra ya es una materia oleosa, se debe conservar protegida de la luz y a
temperaturas adecuadas, evitando la degradacién que puede ser fotoquimica,
causada por hongos o por la temperatura.

Al momento de la extraccion, el reactivo debe cumplir con una calidad
previamente establecido, en caso de ser solvente reutilizado, debe ser procesado
para eliminar contaminaciones. Los reactivos de la derivatizacion deben ser
anhidros, por este motivo se utiliza la mezcla de HSO4/MeOH por su facil
preparacion en comparacion con la mezcla HCI/MeOH al 5%, minimizando la
probabilidad de que la mezcla quede con trazas de agua ['®\. La concentracion de
la mezcla también debe ser baja, porque a concentraciones de 20% el acido
graso sufre oxidaciones en sus dobles enlaces, formando compuestos que
podrian interferir posteriormente. El hexano utilizado para realizar la extraccion del
metiléster, después de ser derivatizado, debe ser calidad cromatografica porque
es el paso inmediatamente anterior al analisis cromatografico.

Las inferencias analiticas se pueden clasificar en: interferias que cambian la

concentracion del analito e interferencias que afectan el equipo o sus
componentes.
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Las interferencias que cambian la concentracién del analito, se pueden controlar
gracias a la herramienta del cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas, que es el modo SIM en espanol, monitoreo de i6n seleccionado. Esta
herramienta proporciona la opcién de solo cuantificar los picos cromatograficos

ue cu u i ificas, i ista.
e cumplan con mz en abundancias especificas, seleccionados por el analista

Respecto a las interferencias que pueden afectar los componentes del equipo, se
controlan a partir de la extraccion misma del aceite usando el dedal de tela donde
se encuentra el material sélido para extraérsele el aceite. Durante la esterificacion
se controla que el material volumétrico este seco, y al momento de la separacién
de los metilesteres con el hexano, se realizan centrifugaciones para eliminar
particulas que puedan obstruir la columna del cromatdgrafo de gases.

3.6 TIEMPO Y COSTOS DEL ANALISIS

Para hacer el calculo de cuanto costaria un analisis, se debe tener en cuenta los
costos ABC o costos directos. Estos costos equivalen a los costos de personal,
materiales, uso de equipos y servicios publicos (en la UTP los laboratorios no
pagan servicios publicos ni arriendo, pero un 20% de lo que cobran por analisis es
apropiado por la Universidad).

En estos costos no se tienen en cuenta las ganancias o recaudos para reinversion
en el laboratorio.

MATERIAL O REACTIVO USADO | PRECIO POR MUESTRA
Equipo soxhlet $ 46,60
Hexano $ 6.394,50
Rotavaporador $ 500,00
Plancha de calentamiento $ 21.000,00
Mechero $ 4.800,00
Balanza $ 694,00
Acido sulfarico concentrado $ 20,00
Metanol absoluto $ 50,11
Hexano calidad cromatografica $ 2.020,00
Pipetas Pasteur (2 unid) $ 500,00
Centrifuga $ 45.000,00
Tubo centrifuga $ 2.000,00
Vial de 2 mL $ 2.300,00
Cromatografo $ 23.300,00
Analista $ 12.000,00
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Direccion técnica $ 20.000,00

Estandarizacion (100 muestras) $ 3.417,91

Porcentaje para gastos
administrativos de la UTP (20%) $ 28.808,62

TOTAL $172.851,74
Tabla 10. Presupuesto para el analisis de una muestra.

Después de que la técnica fue estandarizada, el laboratorio de olequimica tiene
una herramienta moderna, eficaz y econdmica para realizar analisis de acidos
grasos usando sus derivados, obteniendo resultados confiables y repetibles.

Comparando este valor con precios de laboratorios pertenecientes a
universidades prestigiosas de la region el cual esta entre $144.608 a $240.000
para semi-cuantificaciones o solo perfiles cromatograficos, el primero con detector
de EM y el segundo con detector de ionizacion en llama. Si se desea una
cuantificacion se debe mandar el estandar y su precio aumenta a $173.068 con
detector de EM.

A nivel internacional en paises como Argentina y México los precios de estos
analisis (perfiles cromatograficos) oscilan entre USD 77 y USD 123, que pasando
estos valores a pesos colombianos es de $141.804 y $226.549 sin tener en
cuenta el valor del envio,

Comparando el valor obtenido para la estandarizacion con los costos de
laboratorios en otras universidades, el precio es competitivo sabiendo que en
estos ultimos solo hacen perfiles cromatograficos, mientras que si se prestaria el
servicio a la comunidad seria una cuantificacion.
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4. CONCLUSIONES

Se estandariz6 la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, usando los modos de ionizacion de impacto
electrénico e ionizacion quimica para la identificacion y cuantificacion de
metilesteres de acidos grasos.

La técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas,
para el andlisis de metilesteres de acidos grasos expuso muy buenos valores
para los parametros estadisticos necesarios para la cuantificacion de estos;
R? cercanos a la unidad en promedio 0,99615; valores que se encuentran
dentro de 2 SD, y RSD que no sobrepasan el limite de 50 ppmil.

Los limites de deteccion y de cuantificacién estan por debajo de 0,0030 ppm y
por encima de 0,0098 ppm respectivamente. Lo que permite un adecuado
nivel de cuantificacion de acidos grasos estan en concentraciones bajas, sin
reportar falsos positivos y falsos negativos. Estos parametros obtuvieron
valores mas altos por el modo de ionizacién por impacto electronico (IE) (en
promedio 0,00945 y 0,03150 ppm para LD y LC respectivamente) que por el
modo de ionizacién quimica (IQ) (en promedio 0,42832 y 1,42774 ppm
respectivamente), aunque esto no es de mucha relevancia, porque los acidos
grasos estan en concentraciones altas y no en trazas.

La sensibilidad es mucho mayor por el modo de IE que por el modo de 1Q,
aproximadamente 11,33 veces mayor, lo que demuestra que la cuantificacion
dara mejores resultados al hacerse por el modo de IE; aunque es bueno
realizar la inyecciéon de la muestra por el modo de IQ para una buena
identificacion, debido a que la identificacion por IQ es un complemento a la de
IE, debido a que en esta se utilizan m/z como 74, 81, 79, y 69, los cuales son
comunes para la mayoria, algunos con abundancias relativas de 100 y otros
con abundancias menores, haciendo que la identificacion se ardua, mientras
que con la ionizacion quimica aparecen m/z como [M+1]" y [M-31]" los cuales
son unicos para muchos metilesteres de acidos grasos saturados y
monoinsaturados respectivamente.

Los analisis reportaron como acidos grasos mayoritarios en el aceite de la
crisdlida del gusano de seda, al acido oleico con 43,752 %, acido palmitico
con 26,300% y a los acidos estearico, linolenico, palmitoleico en
concentraciones menores a 10%, siendo el mayor de estos tres el acido
estearico.
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Con la estandarizacién de la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, se proporciona una herramienta de analisis con la
cual se puede reportar resultados confiables y repetibles, la cual es necesaria
en un laboratorio como el de oleoquimica, donde se realizan investigaciones
sobre aceites, oleorresinas, biocombustibles, entre otros.

El control a las interferencias se hace desde el momento en que se hace al
extraccién del aceite de la muestra (crisalidas de gusano de seda en este
caso), pasando por el control al momento de la esterificacion interviniendo que
la concentracion de la solucidn sea la adecuada, y que contengan materiales
que intervengan en el analisis. EI mayor control de las interferencias se hace
al momento del analisis cromatografico, gracias a la herramienta del detector
del cromatégrafo, que nos la opcion de solo cuantificar los picos que cumplan
con iones en abundancias determinadas.

El precio del analisis después de estandarizada la técnica, es competitivo con
los precios que tienen otros laboratorios de universidades prestigiosas de
Colombia, teniendo en cuenta que el analisis hecho en estas universidades
con perfiles cromatograficos o semi-cuantificaciones algunas de estas por
detector de ionizacion en llama.
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S. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar una columna polar, especifica para FAMES como por
ejemplo FAMEWAX con el objeto de analizar y cuantificar isémeros de acidos
insaturados cis y trans; para totalizar los analitos del estandar comercial de la
identificacion.
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ANEXOS

ANEXO 1. Certificado de analisis del estandar comercial

B
?:JL:( CERTIFICATE OF ANALYSIS

110 Benner Circle

Bellefonte, PA 16823-8812 FOR LABORATORY USE ONLY—READ MSDS PRIOR TO USE.
Tel.: (B00)356-1688
Fax: (814)353-1309 Cat. No.: 35078 Lot Mo.: AD3B&27
Description: NLEA FAME Mix
Expiration Date1: August 2008 Storage:  Freszer
Carbon I'erceni Composﬂlon I'etceni
Methyl butyrate 99.8% 1.5% +/- 0.05%
6.C Methyl hexanoate 99.9% 1.5% +/- 0.05%
a0 Methyl octanoate 99.6% 2.0% +/-0.04%
10:0 Methyl decanoate 99.8% 2.5% +/- 0.03%
11:0 Methyl undecanoate ?9.6% 2.5% +/- 0.03%
12:0 Methyl laurate 99 .7% 5.0% +/- 0.02%
13:0 Methyl fridecanocate 9.7E 2.5% +/- 0.03%
14:0 Methyl myristate 9. 2.5% +/- 0.03%
14:1 Methyl myristoleate (cis-?) 99 1.5% +/- 0.05%
15:0 Methyl pentadecanoate 99 .9% 1.5% +/- 0.05%
16:0 Methyl palmitate 99.7% 10.0% +/-0.01%
14:1 Methyl palmitoleate [cis-7) ?9.8% 5.0% +/- 0.02%
17:0 Methyl heptadecanoate 99 9% 2.5% +/- 0.03%
18:0 Methyl stearate 99.7% 5.0% +/-0.01%
18:1 Methyl cleate (cis-9) 99 4% 15.0% +/- 0.03%
18:1 Methyl elaidate (trans-?) 99.8% 2.5% +/- 0.03%
18:2 Methyl lincleate (cis-7.12) 99.8% 10.0% +/-0.01%
18:2 Methyl linoelaidate (trans-2.12) 99.5% 2.5% +/-0.03%
18:3 Methyllinclenate [cis-7.12,15) F9.6% 5.0% +/-0.01%
20:0 Methyl arachidate 99.6% 2.5% +/- 0.03%
20:1 Methyl eicosenoate [cis-11) 99.4% 1.5% +/- 0.05%
22:0 Methyl behenate 99.9% 2.5% +/- 0.03%
22:1 Methyl erucate (cis-13) 99.9% 1.5% +/- 0.05%
23:0 Methyl fricosanoate 99.9% 1.5% +/- 0.05%
24:0 Methyllignocerate 99.6% 2.5% +/- 0.03%
20:5 Methyl eicosapentaenocate (cis-5.8.11,.14,17) 99.3% 2.5% +/- 0.03%
24:1 Methyl nervonate (cis-15) F9.5% 2.5% +/- 0.03%
22:46 Methyl docosahexaenoate(cis-4,7,10,13,16,19) 99.8% 2.5% +/- 0.03%
Solvent: Methylene Chloride 99.9%

MOTES: Weight 7 of each compound listed above is before dilution in Methylene Chloride.

Actual concentration of the standard is 30 mg/mi.

t

tenth of o percent. MANUFACTURED UNDER RESTEK'
‘Based upon gravimetric preparation with balance calibration verifisd using NIST traceakble weights. REGISTERED QUALITY 5Y

As determined by capillarny GC/FID. Value recunded fo the neares

*Percent uncertainty based upon balance accuracy.
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R |-
a:,tg( CERTIFICATE OF ANALYSIS

FOR LABORATORY USE ONLY—-READ MSDS PRIOR TO USE.

PAGE 2

Cat. No.: 35078 Lot No.: AD38627
Description: MNLEA FAME Mix

Elution
Compound

1 Methyl butyrate

2 Methyl hexanoate Colurn: 30m .32mm . 25um
3 Methyl octanoate Famewax (cat.#12498)
4 Methyl decanocate Carrier gas: hydrogen @ 40cm/sec.
5 Methylundecanoate Temp. program:  100°C (hold 4 min.)
& Methyllaurate fo 240°C @ 3°C/min.
7 Methyl fridecanoate Inj. temp.: 200°C

8 Methyl myristate Det. temp.: 250°0C

? Methyl myristoleatecis-7) Detector type: FID

10 Methyl pentadecanoate

11 Methyl palmitate

12 Methyl palmitoleate(cis-?)

13 Methyl heptadecanoate

14 Methyl stearate

15 Methyl elaidate(trans-%)

14 Methyl oleate(cis-?)

17 Methyllinoelaidate (frans-%.12)

18 Methyl incleate(cis-9,12)

19 Methyl arachidate
20 Methyl eicosenoate(cis-11)
21 Methyllinclenate|cis-2.12,15)
22 Methyl behenate
23 Methyl erucate(cis-13)
24 Methyl fricosanoate
25 Methyl eicosapentaenoate(cis-5.8,11,14,17)
24 Methyl ignocerate
27 Methyl nervonate(cis-15)

28 Methyl docosahexaenoate(cis-4.7.10,13.14.19)

b Tk

John LdgeH—GF\ Analyst

MANUFACTURED UNDER RESTEK'S IS0 3001
REGISTERED QUALITY SYSTEM
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ANEXO 2. Espectros de masas por impacto electrénico de los compuestos
identificados del estandar y su comparacion.
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D=1 K. Time: 3.5
MassPeaks 285

100 -
{1 =
1 57
i b 29
I T T - I e A 178 183 34 216 228 15T 289 183302
_I'I'_I'I'I'I'!'I'I'I'I_'I'_I_'I'.I'I'I'I'I'I'I_'I'I'I'I'I'
30 50 70 o0 110 130 150 170 1920 210 230 250 270 290 310
m'z
100 =
- ;:-,
- g_
i 58 2
; 133 13 263
i =] oLl e i e ol sk e ek ke e e kil el ek ke ol e ekl
30 50 10 aa 110 130 150 0 190 210 230 250 270 290 310
m'z
Meanl octadecanoato
D=2 B Time: 6 5(5cans-424)
) MaszsPeaks:276
100
] &7
] o _ s 137
F“*TILH““‘\‘"“T"‘ N S T 7 = N N B W7 37 Mg 267 27 MG
30 50 70 90 110 130 150 170 1%0 210 230 250 270 290 310
'z
100+ -
7] ET
4 . P
o .I 1L o ][, 158 207 267
i ol vl i gttt ] ] et Pl el e e e ke bk el el el ekl s A e el b i bl oo
30 A0 Ll o0 110 130 150 170 190 210 230 250 270 200 _*-ll:l”i__f_

68



Metil decanoato
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ANEXO 3. Espectros de masas por ionizacion quimica de los compuestos

identificados del estandar.
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