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Obtención y determinación de ácidos grasos
de muy elevada masa molecular
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RESEÑA ANALITICA

RESUMEN. Los ácidos grasos de muy elevada masa molecular (AGEMM) son los
componentes principales de los lípidos donde ellos existen. Su diversidad en
longitud de cadena, grado de instauración, geometría y posición de los dobles
enlaces, así como la presencia de otros grupos funcionales, definen sus caracte-
rísticas y posibles aplicaciones. Se presentó una visión global y algunas conside-
raciones importantes sobre los métodos clásicos y modernos para la extracción y
purificación de los AGEMM a escala industrial y analítica, tales como: extracción
con disolvente, soxhlet, lote, ultrasonido, microonda y fluido supercrítico. Se in-
formó sobre el empleo de ceras naturales, principalmente las vegetales, como
fuente de obtención de esos ácidos. En tal sentido, se ejemplificó el aislamiento
de una mezcla reproducible lote a lote de AGEMM (C24:0 a C36:0) de la cera de caña
de azúcar, llamada D003, utilizada por primera vez como potencial medicamento
para el manejo de enfermedades aterotrombóticas. Esta revisión resume tam-
bién, los métodos cromatográficos que están disponibles para obtener los perfi-
les de los AGEMM y sus aplicaciones específicas. Actualmente, estas sustancias
son determinadas más frecuentemente por cromatografía gas líquido capilar (CG)
como ésteres metílicos, los cuales son preparados por diversos métodos, inclu-
yendo reacciones catalizadas por ácidos y bases. También, se señalaron los avan-
ces más recientes en los métodos de derivatizaciones como los pirolíticos, on-
column y otros, así como sus ventajas y limitaciones. Parece que la mayoría de
los métodos funcionan muy bien si se toman los cuidados adecuados. Se discu-
tieron las debilidades más comunes en el análisis de estos ácidos por CG, que en
la opinión del autor, son las etapas de: preparación, inyección, separación y cuan-
tificación, las cuales deben ser optimizadas para obtener resultados precisos y
exactos. Hoy día, la combinación de la CG con las espectroscopias FTIR, RMN H1

y C13 y la espectrometría de masas y el análisis de los resultados por sistemas
computadorizados, se ha convertido en una herramienta indispensable para la
identificación de los AGEMM. Finalmente, se deben llevar a cabo las validacio-
nes de las metodologías analíticas y los procesos de producción para garantizar la
calidad de los productos que se obtengan a partir de ellos.

ABSTRACT. Very long chain fatty acids (VLCFA) are the principal component of
lipids where they exist. Their diversity in terms of chain length, the degree of
unsaturation, geometry, and position of double bonds, as well as the presence of
other functionalities, define their characteristics and possible applications. An
overview and some important considerations about classic and modern methods
of extraction and purification of VLCFA for both, the analytic and the industrial
scale such as: solvent, soxhlet, batch, ultrasonic, microwave and supercritical
fluid extractions was presented. The employment of natural waxes, mainly the
vegetables, as a source for obtaining those acids was reported. In that sense, the
isolation of a reproducible batch to batch mixture of VLCFA (C24:0 to C36:0) from
sugar cane wax, called D003, for the first time used as a potential drug for manag-
ing atherotrombothic diseases was exemplified. This review also summarizes
the chromatographic methods that are available for obtaining VLCFA profiles
and the specific applications that have been reported for them. These substances
are currently more frequently determined by capillary gas liquid chromatogra-

phy (GC) of the methyl esters which are
prepared by a variety of methods, in-
cluding the acid- and base-catalyzed
reactions. The more recently develop-
ment on-column or pyrolytic and other
derivatization methods as well as their
limitations and advantages were also
pointed out. It appears that the major-
ity of these methods function quite well
when care is taken to use them prop-
erly. The most common weaknesses in
GC analysis of these acids were dis-
cussed, in the opinion of the author, are:
preparation, injection, separation and
quantification steps, which must be
optimized in order to get precise and
exact results. Now a day, the combina-
tion of GC with FTIR, NMR 1H and 13C
spectroscopy and mass spectrometry
and computer analysis of the resultant
data, has become an indispensable tool
for the identification of VLCFA. Finally,
validation of manufacture process and
analytical methodologies must be car-
ried out to guarantee the quality of
products that has been obtained from
them.

 INTRODUCCION

Los ácidos grasos (AG) son los
componentes principales de los
lípidos. Su diversidad en longitud
de cadena, grado de insaturación,
geometría y posición de los dobles
enlaces, así como la presencia de
otros grupos funcionales, definen
sus características y posibles apli-
caciones, entre las que se encuen-
tran: productos comestibles, cosmé-
ticos, excipientes de formas farma-
céuticas, ingredientes activos de
fitofármacos, suplementos nutricio-
nales, detergentes biodegradables,
lubricantes, adhesivos, espesantes
para pinturas, desinfectantes, seca-
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dores de barniz y recubrimientos
para madera, metal, frutas, vegeta-
les y tabletas, entre otras.1-3

Aunque mucho se ha escrito so-
bre estos compuestos, la mayoría de
los artículos y libros publicados tra-
tan sobre los AG comunes o esen-
ciales, con cadenas inferiores a 24
átomos de carbono. Diferente es el
panorama encontrado para los AG
saturados superiores o de muy ele-
vada masa molecular (AGEMM), los
cuales se han referido como presen-
tes en bacterias,4 en las ceras de las
plantas5 y relacionados con enfer-
medades patobioquímicas como la
adrenoleucodistrofia,6 nunca utiliza-
dos como medicamentos.

Actualmente, la industria farma-
céutica cubana está interesada en la
obtención de medicamentos a par-
tir de fuentes naturales abundantes
en el país. Esto, unido a que Cuba,
como productora de azúcar, enfrenta
el reto de diversificar su producción
como respuesta a las dificultades del
mercado internacional y las tenden-
cias desfavorables de los precios,
hace que se tome la estrategia de
utilizar los subproductos de esta in-
dustria1,7 y así, dirigir los esfuerzos
hacia la obtención de productos con
mayor valor agregado, partiendo de
criterios tecnológicos y de produc-
ciones flexibles que contribuyan a
la recuperación de la economía.

En el presente trabajo se realiza
una valoración acerca de las ceras
como fuentes de obtención de los
AGEMM, los métodos para su aisla-
miento, purificación, y determinación.
También, se ejemplifica la obtención
de una sustancia farmacológicamente
activa, en desarrollo como medica-
mento, a partir de la utilización de
un subproducto de la industria azu-
carera cubana.

 CERAS NATURALES

Desde la antigüedad, las ceras
han sido ampliamente utilizadas por
el hombre, ya sea en el embalsamado
de las momias, en pinturas rupes-
tres y más recientemente, en las in-
dustrias textiles, de cosméticos y
farmacéutica. Por su origen, pueden
ser minerales, animales y de plantas.

 Las ceras son resistentes al agua
y están compuestas por series
homólogas de diversas sustancias,
dentro de las que se incluyen
monoésteres, hidrocarburos, ceto-
nas, aldehídos, ésteres de esteroles
y triacilgliceroles, AG y alcoholes li-
bres e hidroxiácidos. Además, terpe-
noides, flavonoides y compuestos no
volátiles están presentes en ellas en
menor cuantía.8-11

En los vegetales, las ceras nor-
malmente se encuentran recu-
briendo las superficies de las hojas,
cortezas, frutos (como la envoltura
de las semillas) y en las cutículas de
los tallos. La más importante de
este grupo es la de carnauba, la cual
se extrae de las hojas de la palma
Copérnicia prunifera y tiene innu-
merables usos industriales. Otras
ceras importantes son las de jojoba,
oricuri, candelilla, algodón, pino, arroz
y la de la caña de azúcar, a la cual, se
le dará cierta relevancia en el trabajo.

METODOS DE AISLAMIENTO Y
EXTRACCIÓN DE LOS ACIDOS
GRASOS
Saponificación de la cera

Todas las ceras contienen
ésteres de alto peso molecular, lo
cual implica que para obtener los
ácidos, deben ser sometidas a un
proceso de hidrólisis, el cual se rea-
liza usualmente con potasa en me-
dio alcohólico u otro álcali y con
aplicación de calor.12 La mezcla
reaccionante también ha sido so-
metida a un tratamiento por mi-
croondas en un reactor cerrado, lo
cual es un método alternativo más
rápido y seguro que la aplicación de
calor, aunque hasta el presente solo
se ha utilizado con fines analíticos.13

Separación de los AG del material
insaponificable

Usualmente, para separar los
AG del material insaponificable, se
extrae primeramente el disolvente
bajo vacío, el residuo se diluye con
agua y el material insaponificable
se extrae empleando disolventes or-
gánicos, como éter dietílico o éter
de petróleo. Los AG son liberados
por adición de un ácido mineral, ge-
neralmente ácido sulfúrico o clor-
hídrico en un 10 % en exceso.  Si la
cantidad de ácidos es importante,
estos pueden ser separados del me-
dio acuoso mediante reposo a bajas
temperaturas.

Las fracciones neutra y acídica
pueden ser separadas también por
cromatografía de columna (CC) o de
capa delgada (CCD),14 aunque estas
técnicas son más apropiadas para
fines analíticos y en ocasiones, se
emplean como paso previo a la iden-
tificación por cromatografía gas lí-
quido (CG) o CG acoplada a espec-
trometría de masas (CG-EM).15 En
sentido general, a pesar de que la
CCD y la CC no garantizan una re-
solución exhaustiva de los compo-
nentes individuales, sí permiten el
fraccionamiento de las ceras saponi-
ficadas en grupos de compuestos.

 El adsorbente usualmente utili-
zado para la separación de ceras por
CCD es el gel de sílice, aunque tam-
bién se ha empleado el óxido de
magnesio. Tullouch16 separó los
compuestos de diversas ceras con
la mezcla HCCl3-EtOH (99:1); no obs-
tante, los recobrados de los com-
puestos polares, particularmente de
los AG libres (AGL), fueron bajos.
Por otro lado, las placas de gel de
sílice impregnadas con una disolu-
ción de nitrato de plata se han em-
pleado fundamentalmente en la se-
paración de los AG insaturados, tan-
to de los isómeros de posición como
de los geométricos.17

Tanto el ácido silícico como la
alúmina han sido utilizados como
adsorbentes en la separación por
CC, sin embargo, la segunda puede
descomponer algunos constituyen-
tes18 y retiene fuertemente los com-
puestos oxigenados, por lo que se
utiliza preferiblemente para separar
los hidrocarburos de las ceras.11 El
ácido silícico es más apropiado para
separar lípidos con C16 y C18, pero no
puede fraccionar de las ceras los
componentes de más elevado peso
molecular. Los AG se pueden distri-
buir en varias fracciones, junto con
alcoholes, hidroxiésteres e hidroxi-
cetonas, pero al metilarlas y recro-
matografiarlas, estos se separan
como ésteres metílicos.16 Los AG
también han sido separados en co-
lumnas de intercambio iónico y con
florisil.14 Otra variante empleada es
la utilización de una columna relle-
na con gel de sílice suspendida en
hexano o cloroformo. También se ha
impregnado el soporte con iones
plata para la separación de los AG
insaturados.19

La destilación fraccionada a pre-
sión reducida se empleó inicialmen-
te para separar las mezclas de áci-
dos y ésteres de las grasas natura-
les saponificadas a escala de labo-
ratorio e industrial;2 pero presenta
desventajas tales como que solo un
grupo limitado de lípidos es volátil
y como la separación de por sí es
lenta, los compuestos pueden des-
componerse, oxidarse o polime-
rizarse, e inclusive pirolizarse. Por
estas razones, su uso es cada vez
menos frecuente y no es aplicable a
los AGEMM

Otra propiedad utilizada para la
separación de los AG ha sido la
solubilidad diferenciada de sus sa-
les metálicas, en dependencia de la
naturaleza del ion metálico, la lon-
gitud de la cadena, el grado de insa-
turación, y otras características. Las
sales de plomo han sido las más uti-
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lizadas con este propósito,20 tanto
con fines analíticos como prepara-
tivos, pero no son confiables para la
separación de mezclas con ácidos
superiores a C14, además, el empleo
de este metal en la industria farma-
céutica sería de mucho riesgo.

La separación de mezclas de AG
mediante el uso de los complejos de
urea y tiourea también ha sido am-
pliamente estudiada. La diferencia
de estabilidad de los complejos es
la base de estas separaciones, sien-
do mayor la estabilidad de com-
puestos de cadena lineal saturados
y en menor grado, la de los insatu-
rados y ramificados.21 Esta variante
pudiera ser una alterativa intere-
sante para purificar los AGEMM, no
aplicada en Cuba. Antes del desarro-
llo de la cromatografía gas líquido
(CG), se aplicó esta técnica en la
identificación de los AG, y actual-
mente, se ha generalizado para
otros grupos de compuestos.22-23

Métodos de separación de AG me-
diante cristalización

La cristalización de los AG y sus
ésteres metílicos se ha llevado a
cabo con ayuda de varios disolven-
tes, tales como: etanol, acetona,
a c e t o n a - c i c l o h e p t a n o ,
diclorometano y emulsión de acei-
te en agua, a diferentes concentra-
ciones de las matrices y temperatu-
ras.24,25 En general, la solubilidad de
los AG en disolventes orgánicos cre-
ce con la disminución del peso mo-
lecular y con el grado de insatura-
ción. Estos procedimientos se em-
plean en la extracción de los ácidos
esteárico y oleico, a partir de grasas
animales y aceites,20 para su utiliza-
ción en diversas industrias. Tam-
bién se han empleado para la sepa-
ración de glicéridos y otras sustan-
cias a partir de aceites vegetales.26

Una dificultad de esos procesos
es que los AG insaturados de cade-
nas largas tienden a cristalizar jun-
to a los saturados de cadenas más
cortas, por lo que en los casos en que
aparecen ambos tipos de compues-
tos se hace necesaria la combina-
ción de la cristalización con otras
técnicas de separación.27 Otro in-
conveniente que puede tener lugar
es que la solubilidad de cada com-
ponente se vea afectada por la pre-
sencia de los otros, por lo que la
solubilidad de un compuesto puro
no siempre es aplicable al mismo
compuesto en una mezcla. Este fe-
nómeno es causado por la asocia-
ción de las moléculas en disolución,
o por solubilización en ciertos disol-
ventes, lo que provoca la formación

de cristales mixtos. Por ejemplo, la
presencia de ácidos insaturados
puede incrementar la solubilidad de
otros ácidos en la mezcla. El proble-
ma de la asociación puede reducir-
se al cambiar el disolvente o al tra-
bajar con los ésteres metílicos, ya
que estos muestran poca tendencia
a asociarse en disolución.

Métodos de extracción de AG con
disolventes

La extracción de un componen-
te con un disolvente es la técnica
más empleada para separar un pro-
ducto orgánico de una mezcla de
reacción o de su fuente natural.
Para la separación de los AG se han
utilizado diferentes métodos de ex-
tracción, entre los que se encuen-
tran la extracción líquido-líquido y
sólido-líquido.28,29

La primera depende de la acción
selectiva de un disolvente sobre el
AG en disolución. En tal sentido, la
solubilidad mutua de las mezclas de
ácidos y disolventes hace que su
separación sea poco eficiente,20 lo
cual ha limitado el empleo de estos
métodos y los hace impracticables
para la separación de los AGEMM.
Por otra parte la extracción sólido-
líquido con diferentes disolventes
es ampliamente utilizada en la in-
dustria, tanto en reactor agitado
como en soxhlet. La primera de esas
técnicas ha permitido la obtención
de productos con interés farmacéu-
tico o nutricional, como el policosa-
nol y el Abexol, mezclas de alcoho-
les grasos extraídos de esta forma
de las ceras saponificadas de caña
de azúcar y de abejas, respectiva-
mente.30,31 La extracción con soxhlet,
que combina la destilación y la ex-
tracción líquida de los componen-
tes de forma continua, se utiliza con
éxito en el aislamiento de produc-
tos a partir de vegetales y tejidos
animales, aunque en ocasiones re-
quiere tiempos prolongados.28,32,33

Aunque esta técnica puede ser em-
pleada en procesos desarrollados en
el laboratorio y la industria, la ma-
yoría de los estudios en que este
procedimiento se ha empleado para
la extracción de AGEMM ha perse-
guido objetivos analíticos.34

Por ejemplo: Flores aisló una
mezcla de trece AGEMM saturados
(C24:0 al C36:0) de la Arenaria venezo-
lana (planta completa) utilizando
cloroformo como disolvente, pero
no brindó los datos acerca del tiem-
po de extracción, del volumen, pu-
reza, ni recobrado.455 Otro intento
fue el realizado por Miltenberger,
quien buscaba un método rápido

para caracterizar ceras vegetales,
incluida la de caña de azúcar, median-
te la determinación de su composi-
ción de AG.10 Las ceras saponificadas,
secas y pulverizadas, se sometieron
a extracción del material insaponi-
ficado con n-heptano. En el dedal
quedaron las sales de los AG, las
cuales se calentaron a ebullición
con HCl y, posteriormente, se elimi-
nó el exceso de HCl con agua. El
producto obtenido al trabajar con la
cera de caña de azúcar presentó al-
rededor de un 43 % de ácidos tota-
les. En este estudio se plantea que
la extracción duró varios días, sin
especificar cuántos, lo que indica
que el proceso es poco rentable. La
ausencia de datos sobre el rendi-
miento obtenido y sobre la relación
soluto-disolvente utilizada hace que
la información resulte limitada.

El grupo de trabajo del autor ha
desarrollado un procedimiento para
la obtención de una mezcla de
AGEMM saturados (C24:0-C36:0), deno-
minada D003,36 a partir de la cera
refinada de caña de azúcar Saccha-
rum officinarum L., en la cual los
diferentes AGEMM se presentan en
una composición relativa reprodu-
cible siendo el C28:0 el componente
mayoritario. Se partió de la cera re-
finada saponificada y los AGEMM
se separaron mediante el empleo de
un soxhlet y de un reactor agitado
al utilizar disolventes orgánicos.
Luego de lo cual los AGEMM se pu-
rificaron por medio de sucesivas
cristalizaciones lo que permitió al-
canzar purezas superiores al 80 %.
Este proceso de obtención desarro-
llado en el laboratorio se escaló en
plantas de producción, con lo que
se logró obtener un ingrediente bio-
lógicamente activo de similar iden-
tidad y pureza al obtenido a escala
de laboratorio.

El D-003 así obtenido presenta
propiedades farmacológicas de in-
terés, tales como efectos hipolipe-
miante y antiagregante plaquetario
demostrados en estudios experi-
mentales y clínicos, así como un
adecuado margen de tolerabilidad
que justifican su desarrollo como
medicamento, por lo que se encuen-
tra en estos momentos en estudios
clínicos Fase III.37-43

Técnicas modernas de extracción
de AG

Entre las nuevas técnicas desa-
rrolladas con estos fines, las más
relevantes han sido las que emplean
microondas,44 fluido supercrítico
(SFE)45 y ultrasonido,46 las que han
demostrado ser cualitativa y cuan-
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titativamente similares y en ocasio-
nes, superiores a las técnicas con-
vencionales. Así, se han logrado re-
cobrados del 97 al 100 % al utilizar
la SFE en la extracción de AG de
semillas y otros productos alimen-
ticios por lo que ha sido reciente-
mente incluida como método oficial
de la AOAC.47 Por otro lado, la ex-
tracción de AG con metanol a par-
tir de las flores del Hibiscus
tiliaceous L. fue posible mediante
la utilización de ultrasonido con
mejor rendimiento y en menor
tiempo (12,82 % y 2,3 h), que los del
soxhlet (5,67 % y 40 h) y la mace-
ración (3,67 % y 8 d) respectivamen-
te.48 No obstante, el empleo de estas
técnicas se ha limitado al estudio
analítico de mezclas de AG hasta
C24, se encuentra aún en fase de in-
vestigación con vistas a su posible
introducción en la industria y no se
ha aplicado a los AGEMM.

TECNICAS CROMATOGRÁFICAS
PARA EL ANÁLISIS DE AGEMM

Aunque la CG es la técnica más
utilizada para el análisis cuantitati-
vo de los AG, también es posible
utilizar otros métodos cromatográ-
ficos. La cromatografía líquida de
alta resolución (CLAR) ha sido uti-
lizada, ya que opera a temperatura
ambiente, por lo que existe poco
riesgo de pérdida de compuestos
lábiles y de compuestos volátiles.
Además, al igual que la CG puede
ser acoplada a la EM con fines de
identificación o empleada con fines
preparativos en la colección de frac-
ciones que pueden ser analizadas
por otras técnicas.49

Tomando en consideración el
tipo de ácido y la aplicación que se
desea, se buscarán las mejores con-
diciones para su separación (adsor-
ción, quiral, aplicando iones plata,
etc.), así como para su detección
(UV, dispersión de la luz, fluorescen-
cia, radiactividad, etc.).50,51 Sin em-
bargo, la separación de AGEMM de
las ceras se dificulta por su poca
solubilidad y la baja resolución que
pudiera mostrar la técnica por la
presencia de series homólogas de
otros compuestos similares.

La cromatografía en fluidos
supercríticos también se ha emplea-
do en la separación de los AG (espe-
cialmente para grasas y aceites),
aunque ha ganado en aceptación, no
se ha aplicado con éxito a los com-
puestos de muy elevada masa mo-
lecular.52,53 La cromatografía por ex-
clusión molecular ha sido usada
exitosamente en el fraccionamien-
to de AG (C14:0 a C24:0), compuestos

resinosos e incluso ésteres de alto
peso molecular formados entre los
ácidos grasos y alcoholes diterpe-
noides.54 La electro-cromatografía
capilar ha sido utilizada para anali-
zar AGL y sus ésteres de fenacilo
provenientes de aceites vegetales y
ha mostrado ser superior a la CLAR
en cuanto a eficiencia, sensibilidad
y rapidez, aunque no permite obte-
ner buenos resultados cuantitativos
para ácidos superiores.55

Análisis por CG de los AGEMM

El descubrimiento de la CG por
James y Martín en 195256 revolucio-
nó el análisis de los AG, convirtién-
dola en la técnica más frecuente-
mente usada para su estudio. La CG
es la técnica idónea para analizar los
AGEMM, ya que permite su adecua-
da resolución.16,57 Además, el detec-
tor de ionización por llama (DILL)
es robusto, tiene un amplio interva-
lo de trabajo lineal (107), una exce-
lente estabilidad de la línea base,
una sensibilidad de 10-9 g, un peque-
ño volumen muerto y una relativa
insensibilidad ante pequeños cam-
bios de la velocidad de flujo de la
columna,58,59 lo que hace que este
detector sea el más utilizado en la
determinación cromatográfica de
los AG.

Derivatización de los AGEMM

Los AG poseen un grupo car-
boxilo que les confiere cierto carác-
ter polar y la propiedad de formar
dímeros con elevados puntos de
ebullición, que es necesario dismi-
nuir para realizar los análisis por
CG. Para ello, se convierten usual-
mente en compuestos más volátiles
y menos reactivos como los ésteres
metílicos (EMAG) u otros.57,60 Esto
también evita su adsorción sobre las
superficies por la formación de
puentes de hidrógeno, lo cual pro-
voca distorsión de las señales (colas)
y la aparición de picos fantasmas, así
como errores en la determinación.61

Los métodos de derivatización
más comunes comprenden la esteri-
ficación de los AGL y la transeste-
rificación de los AG enlazados, esta
última generalmente se realiza de
forma directa in situ al combinarse
con la extracción en un solo paso.62,63

En tal sentido, las reacciones me-
diante catálisis ácida y básica son
las que han mostrado mayor uso.

La optimización de esta etapa es
de extrema importancia para la ob-
tención de resultados cuantitativos.
Así, los problemas más frecuente-
mente asociados a la preparación de
los ésteres incluyen la conversión

incompleta de los ácidos en sus
ésteres, cambios en la composición
original de los ácidos, formación de
artefactos que pueden llevar a una
identificación errada como AG o
solapamiento con los picos de los
ésteres, contaminación y daño de la
columna por la presencia de trazas
del reactivo esterificante, extrac-
ción incompleta de los ésteres y la
pérdida de los muy volátiles

En un trabajo de Sheppard e
Ivenson64 se discutieron en detalle
los diversos reactivos y métodos
utilizados para esos propósitos, y se
concluye que �no existe un método
de esterificación ideal�; sin embar-
go, comentan que la mayoría de los
métodos son aceptables si se usan
correctamente. Además, se deben
tener en cuenta las características
de la muestra, tales como la canti-
dad de AGL y el tipo de enlace de
los ácidos que están enlazados, las
condiciones drásticas de calenta-
miento y la exactitud requerida.

a) Catálisis ácida
La primera ventaja de este mé-

todo es su aplicación general en la
formación de ésteres metílicos, tan-
to para los AGL como para los AG
enlazados. El trifluoruro de boro
(BF3), HCl y H2SO4 son los cataliza-
dores más extensamente usados,
generalmente en disoluciones me-
tanólicas al 14, 5 y 2 %, respectiva-
mente. No obstante, las condiciones
de concentración, temperatura y
tiempos de reacción descritas han
sido varias.57,60

 El BF3 es el catalizador más po-
pular por su elevado poder de
esterificación; mediante su empleo,
los AGL, fosfolípidos, triglicéridos
y los ésteres del colesterol son con-
vertidos a 100 oC en sus correspon-
dientes ésteres metílicos en 2, 5-10,
25, y 60 min, respectivamente,65 y
con el empleo de microondas se han
alcanzado tiempos de reacción me-
nores.66 Las elevadas concentracio-
nes usadas del BF3, en comparación
con otros ácidos, se justifican por
sus cortos tiempos de reacción; esto
último ha hecho posible su estable-
cimiento como método por la
AOCS,67 por la AOAC68 y por la
IUPAC,69 en todos los casos luego de
realizar una saponificación de las
grasas y los aceites. A pesar de lo
expuesto, este no es recomendable
en el estudio de ácidos con grupos
funcionales poco usuales, como
epóxido, ciclopropenilo, e insatura-
ciones acetilénicas o conjugadas, ya
que al reaccionar con estos produ-
ce artefactos y atenta contra su de-
terminación. Además, es tóxico,
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caro y su tiempo de vida es limita-
do fuera de refrigeración (−20 oC) y
se destruye con facilidad en presen-
cia de agua.60,64 No obstante, no se
encontraron referencias publicadas
de su aplicación para AG > C24:0.

Para ácidos como el HCl y el
H2SO4, el tiempo al menos se dupli-
ca con relación al que se necesita al
utilizar el BF3, y para el HClO4,

57

existe el inconveniente de su carác-
ter explosivo. Otros compuestos
usados como catalizadores ácidos
incluyen al BCl3 y al AlCl3.

70

Para muchos autores el HCl en
metanol es el mejor agente esterifi-
cante con propósitos generales,57,60,71

y ha sido el más ampliamente usa-
do en los procedimientos que se rea-
lizan in situ, debido a que probable-
mente es el menos afectado por las
trazas de agua. Las formas de pre-
paración preferidas han sido burbu-
jeando HCl en MeOH y por adición
de cloruro de acetilo a MeOH. Outen
et al. utilizaron la primera variante,
utilizando benceno como disolvente
y calentando a 70 oC durante 2 h, con
la cual determinaron AG en los ali-
mentos y en las heces de ovejas con
una exactitud similar a la de los mé-
todos convencionales de extracción
con hexano, luego de la hidrólisis
básica y reacción con la mezcla HCl-
MeOH.72

Para la determinación de AG de
alto peso molecular en ceras tam-
bién se han utilizado los métodos de
metilación. Así, Flores burbujeó
HCl en MeOH anhidro durante 8 h35

y Stransky utilizó la mezcla HCl-
MeOH al 5 % calentando a 80 oC por
3 h, mientras que otros han preferi-
do dejar la reacción durante toda la
noche,35 con lo que lograron resul-
tados satisfactorios. El diazometano
también se ha utilizado con este
propósito,16 sin embargo, para obte-
ner resultados cuantitativos se su-
giere que la reacción se lleve a cabo
durante toda la noche,64 aseveración
de la que discrepa el autor, ya que
ha sido corroborado por este y otros
colaboradores que esta reacción
ocurre instantáneamente y con efi-
ciencia. De estos resultados se pue-
de inferir que para metilar los
AGEMM se requieren tiempos de
reacción prolongados, lo cual no es
factible para un método de control
de calidad.

b) Catálisis básica
Las derivatizaciones en presen-

cia de catalizadores básicos ocurren
a mayor velocidad que las ácidas73,74

y a temperatura ambiente; no de-
gradan los AG lábiles ni isomerizan
las instauraciones,75 por lo que se

recomiendan principalmente para
AG de cadenas cortas. No obstante,
su mayor limitante radica en que no
son capaces de esterificar los
AGL,60,76 ni transesterificar los
esfingolípidos,77 que pueden provo-
car saponificación y requieren la
ausencia de agua en las reaccio-
nes.78 Las disoluciones de NaOH y
KOH y de sus metóxidos en metanol
han sido las más comúnmente usa-
das con estos fines;57,79,80 aunque las
bases fuertes orgánicas (hidróxidos
de amonio cuaternario, tetrame-
tilsulfonio y tetrametilguanidina)
también se han usado para
transesterificar los lípidos de plan-
tas y animales.81,82

Entre los otros métodos de
esterificación utilizados se tiene la
metilación con diazometano, la cual
es muy rápida, especialmente en la
esterificación de AGL; pero por su
naturaleza explosiva y muy tóxica,
así como por la poca estabilidad de
este compuesto, su uso se ha visto
limitado.60 La conversión de AGL en
ésteres trimetilsilil (TMS) también
es muy utilizada, pues tiene la ven-
taja de que permite además la deri-
vatización de otros compuestos con
hidrógenos activos presentes en la
muestra, caso frecuente en matri-
ces complejas como los fluidos bio-
lógicos83 y las ceras.84 No obstante,
se ha señalado, y corroborado por el
autor, que para los ésteres TMS de
los ácidos > C20 ocurre una pérdida
de la respuesta cromatográfica que
afecta su análisis cuantitativo.85,86

Este reactivo resulta muy costoso y
además, los ésteres TMS se hidro-
lizan con facilidad en presencia de
humedad.

A pesar de lo descrito con ante-
rioridad, no se encontraron trabajos
donde se hubiesen comparado los
métodos de derivatización para los
AGEMM, por lo que el autor realizó
un estudio en el que comparó cinco
métodos: HCl-MeOH al 5 % (v/v), 2 h
a 80 oC, el H2SO4-MeOH al 2 % (v/v),
1 h a 80 oC y extracción simultánea
con hexano y con tolueno, diazome-
tano y MSTFA 300 µL 30 min a 80 oC .
De estos, se escogió el de la mezcla
HCl-MeOH, por ofrecer el mejor re-
sultado cuantitativo y la mayor pre-
cisión, además, por ser de bajo cos-
to, fácil preparación y manipulación
y conservación, al menos por un
mes. Los otros agentes mostraron
los inconvenientes señalados arriba.

Inyección cromatográfica de los
AGEMM

El sistema de inyección es la
mayor fuente de error instrumen-

tal en CG e influye en la precisión y
la exactitud de los resultados. Las
cámaras de vaporización, amplia-
mente utilizadas, pueden cambiar la
composición de la muestra al pasar
de la jeringuilla a la columna,87 de-
bido a procesos de descomposición
térmica y catalítica en el inyector,88

así como a procesos de discrimina-
ción y retrodifusión.89 Estos fenó-
menos resultan especialmente im-
portantes cuando los componentes
de la muestra analizada presentan
un amplio intervalo de volatilidades
como las mezclas de AGEMM pre-
sentes en las ceras.

El proceso de evaporación du-
rante la inyección causa discrimina-
ción, debido a que mientras ocurre
una transferencia rápida de los
compuestos más volátiles a la cáma-
ra de vaporización, los de mayor
punto de ebullición, al evaporarse
más lentamente, quedan parcial-
mente dentro de la aguja de la je-
ringuilla.90 La naturaleza del disol-
vente, el gradiente dentro de la agu-
ja, así como la técnica de inyección
influyen en este proceso.91,92 Esta
vaporización selectiva, que provoca
una disminución en la respuesta
cromatográfica (Rc) al aumentar el
peso molecular en una serie homó-
loga, constituye el principal factor
de pérdida de masa en el proceso
cromatográfico.90

Aunque estos problemas no han
podido ser completamente elimina-
dos, se ha logrado su disminución
mediante la utilización de diversos
modos de inyección entre los que
pudiera citarse el solvent-flush,57 así
como con diferentes sistemas de
introducción, como el de vaporiza-
ción con temperatura programada
y el on-column.93,94 Este último, si
bien reduce considerablemente la
discriminación, presenta algunas
desventajas instrumentales, así
como riesgos de contaminación de
la columna, incluso con materiales
no volátiles. El grado en que los pro-
cedimientos anteriormente señala-
dos logran mejorar el comporta-
miento cromatográfico de la mezcla
está en dependencia de las condicio-
nes experimentales y de la muestra
utilizada, por lo que para poder apli-
carlos se impone el estudio de cada
caso en particular.

Estudios realizados por Marbot
et al.,95 demostraron que la tempe-
ratura del inyector también influye
en la magnitud de esos efectos, tan-
to para columnas capilares con di-
visor de flujo como para columnas
de relleno; lo que constituye una
fuente de errores cuantitativos, aún
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cuando se emplee el método del pa-
trón interno. Se ha podido compro-
bar además, que estos efectos son
mayores para las columnas capila-
res que para las de relleno, ya que
estas últimas no se ven afectadas
por efectos de recondensación y
tienden a una estabilización de la
respuesta para temperaturas igua-
les o superiores a la temperatura de
ebullición del componente más vo-
látil de la mezcla. No obstante, la
técnica de inyección preferida, se
recomienda su automatización para
minimizar los errores aleatorios.

Ulberth y Scharamel,96 también
evaluaron el efecto discriminatorio
mediante diversas técnicas de in-
yección al analizar AG (C4:0 a C18:1), e
hicieron un diseño experimental
donde evaluaron (temperatura del
inyector, diseño del vaporizador,
velocidad de penetración y flujo del
split). Ellos demostraron que la in-
yección por solvent flush fue la más
apropiada con recobrados del 99,44 %
y CV < 2 %, y que una elevada tem-
peratura en el inyector (330 oC) es lo
importante para lograr una buena
exactitud, si bien demanda una pe-
netración rápida del septum para
evitar la discriminación en la agu-
ja, por lo que recomiendan el uso de
inyectores automáticos que reali-
cen la inyección en menos de 0,2 s;
mejoren la productividad y dismi-
nuyan los errores inherentes a la in-
yección manual. Además, como
otros autores, ellos sugieren que
una temperatura del inyector algo
menor (280 oC) combinada con una
velocidad de penetración regular,
también fueron efectivas para evi-
tar la discriminación sin pérdida en
la exactitud.57

Resultados similares, pero para
AGEMM patrones (C24:0 al C30:0) no
estudiados anteriormente, fueron
logrados por el autor, con lo que
demostró que el uso de una inyec-
ción rápida y una técnica de solvent-
flush contribuyen a la disminución
del efecto discriminatorio, lo cual
permitió una mejor cuantificación
de los AGEMM presentes en el
D003.97

Separación de los AGEMM

Actualmente, la elevada capaci-
dad de resolución de las columnas
capilares de cuarzo (CCC) permite
que la separación de mezclas com-
plejas de EMAG se lleve a cabo de
manera rutinaria en un laboratorio.
Aunque la literatura está repleta de
discusiones metodológicas para re-
emplazar las columnas rellenas
(CR), aún existen muchos laborato-

rios, incluido el del autor, que se
muestran renuentes a abandonar-
las, independientemente de su me-
nor poder de resolución respecto a
las capilares, ya que los métodos
basados en columnas de relleno han
mostrado resultados confiables y re-
producibles para el control de la ca-
lidad de materias primas y formas
terminadas como el policosanol,98 y
el Abexol,99 lo que ocurre de igual
modo para el D003.100

No obstante, se han desarrolla-
do columnas capilares tipo widebore
(WB), en las que se centrará la dis-
cusión, que a pesar de tener menor
capacidad que las CR han mostra-
do ventajas como: mayor rapidez
del análisis, resolución, inercia, es-
tabilidad química y térmica, flexi-
bilidad, facilidad de instalación.
También una vida más prolongada
y mayor reproducibilidad.101 Estas
columnas se encuentran disponi-
bles entre 10 y 30 m de longitud, sin
embargo, las de 10 m muestran ca-
pacidades similares a las columnas
analíticas de 3 m x 2 mm de diáme-
tro interno (d.i.), rellenas con un 3 a
un 5 % de fase estacionaria.

A pesar de que las WB presen-
tan mayor velocidad de análisis su
resolución no decrece y debido a su
inercia, se eliminan las colas y la
degradación de la muestra.

Las CR por su capacidad pueden
asumir muestras concentradas,
pero por ser menos eficientes e iner-
tes que las CCC y las WB son fre-
cuentemente inapropiadas para re-
solver componentes minoritarios.
Por otro lado, las columnas WB con
d.i. entre 0,53 y 0,75 mm combinan
la elevada eficiencia con la gran ca-
pacidad de muestras y presentan
límites de detección como las CCC
(0,25 a 0,32 mm d.i.); pero pueden
aceptar hasta 15 000 ng por compo-
nente.102

Según sea el tipo de muestra y
las características de los EMAG que
la componen, la separación de estos
se llevará a cabo en columnas con
fase estacionaria apolar,103 mediana-
mente polar104 o muy polar,105 por lo
que con el aumento del largo de la
columna, se incrementa la resolución,
pero también el tiempo de retención;
lo cual establece la necesidad de un
compromiso entre minimizar el tiem-
po del análisis y lograr una separa-
ción aceptable.106

Las columnas con fases estacio-
narias no polares como las  metilsili-
conas (SE-30, Dexil 300, OV-101, etc.)
son las más usadas, debido a que
exhiben mayor estabilidad térmica
e inercia química, amplio intervalo

de temperaturas de trabajo y poco
sangrado y por tanto, mayor tiem-
po de vida que las polares, cualida-
des que las convierten en las más
apropiadas para el análisis de los
AGEMM.57,107 Sin embargo, se reco-
miendan para los isómeros de los
EMAG insaturados, ya que los
EMAG eluyen según sus puntos de
ebullición, y los componentes insa-
turados lo hacen primero que los
saturados de igual longitud de ca-
dena. Las columnas con fases esta-
cionarias de polaridad intermedia,
específicamente las de polieti-
lenglicol, son utilizadas en los mé-
todos de la AOAC para análisis de
lípidos de origen marino.108

La elección de una columna de-
pende de las características de la
muestra, prevaleciendo el criterio
del analista, es por ello que recien-
temente se han construido algunas
columnas de propósitos específicos
como la de OV-1701-OH (8 % de
metil, 7 % cianopropil, 5 % poli-
siloxano) para separar compuestos
de muy alto peso molecular (ésteres
de ceras hasta C58, hidrocarburos
C15-40, triglicéridos, metilcetonas
hasta C37, alcoholes hasta C40 y
ésteres de triterpenos como el
estearato de amirilo) al trabajar a
una temperatura de 390 oC.109 Tam-
bién se ha construido otra columna
capilar en la que la sílice fundida es
recubierta con aluminio, lo cual ele-
va su estabilidad térmica hasta los
440 oC, permitiendo el análisis de
triglicéridos y otros ésteres.110 EL
autor ha trabajado con columnas
WB de fases estacionarias apolares
como DB-5 y las BPX-5, las que han
mostrado bajo sangrado, buena
inercia química y estabilidad térmi-
ca hasta 360 oC, así como un tiempo
de vida útil de aproximadamente
5 años, en las cuales se han analiza-
do matrices tan complejas como
ceras y fluidos biológicos (plasma y
suero), así como materias primas,
de elevada pureza, provenientes de
fuentes naturales utilizadas en la
producción de medicamentos o su-
plementos nutricionales.111 También,
existen en el mercado columnas con
fases estacionarias específicas para
la separación de AGL, como las
FFAP,57 sin embargo, por su baja es-
tabilidad térmica no se han utiliza-
do en el análisis de AGEMM.

Identificación de los AGEMM

La identificación de los AGEMM
o sus derivados puede basarse en la
comparación de sus tiempos de re-
tención relativos (TRR) con los de
patrones analizados en las mismas
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condiciones. También se ha reco-
mendado la comparación con mues-
tras naturales bien caracterizadas o
certificadas, como los aceites de hí-
gado de bacalao y canola.57,112 Los
datos de retención se pueden con-
sultar en la literatura, ya sea como
retenciones relativas o, preferible-
mente, por la longitud equivalente
de cadena (LEC).113,114 Esta última
resulta semejante a los índices de
retención de Kováts115 y se basa en
una relación lineal entre los logarit-
mos de los tiempos de retención
ajustados (log tR

�) de una serie ho-
móloga de compuestos (EMAG sa-
turados lineales) y la longitud de sus
cadenas carbonadas. Las medicio-
nes de LEC resultan válidas al
realizar la medición de forma
isotérmica para una fase estacio-
naria en particular y bajo las mismas
condiciones y han sido ampliamen-
te estudiados para las columnas ca-
pilares y de relleno.57

Aunque la identificación por
comparación con sustancias de re-
ferencia mediante los TRR y la LEC
es ampliamente usada, esto es solo
tentativo, debido a que cualquier
contaminante puede comportase
como el analito de interés, máxime
si se está en presencia de muestras
complejas. Por lo tanto, la identifi-
cación debe confirmarse mediante
el acoplamiento de la CG a la detec-
ción selectiva por EM.

La mayor aplicación de la CG-
EM ha radicado en la determinación
de la posición y geometría de los
dobles enlaces, además, se han lo-
calizado AG con anillos de ciclopro-
pano, cadenas ramificadas y otros
sustituyentes. A todo ello ha contri-
buido la formación de los derivados
de aminas y ésteres de nitrógeno
que contienen OH en sus estructu-
ras como pirroles, ésteres picoliní-
licos, oxazolinas y dietilamida.60,116

El acoplamiento de la CG a otras
técnicas espectroscópicas como la
infrarroja con transformada de
Fourier, y la de resonancia magné-
tica nuclear complementan la iden-
tificación inequívoca de los AG.57,117

Determinación de los AGEMM

Aunque se ha realizado un gran
número de trabajos analíticos que
involucran mezclas de AG alifáticos
superiores, se le ha prestado muy
poca atención a los aspectos cuan-
titativos del análisis, limitándose a
referir la determinación de la com-
posición porcentual de las mezclas,
utilizando el método de normaliza-
ción interna, con el cual se conside-
ra que la respuesta cromatográfica

(Rc = área/masa) es la misma para
todos los ácidos a medir.57 Sin em-
bargo, es conocido que al cuantifi-
car compuestos de gran punto de
ebullición y que presentan un gru-
po polar, en mezclas que además
contienen compuestos más voláti-
les, usualmente son encontradas
concentraciones menores que las
reales. Esta dificultad se incremen-
ta para muestras que presentan
compuestos no volátiles, como las
ceras, los cuales no se observan en
el cromatograma.

Teniendo en cuenta lo anterior,
para lograr la determinación exac-
ta de una mezcla de AG, hay que
valorar si para el sistema elegido es
necesario derivatizar los compues-
tos a medir, optimizar los paráme-
tros experimentales para reducir los
procesos discriminatorios y corregir
la Rc observada para cada compues-
to. Este último aspecto se puede rea-
lizar satisfactoriamente al utilizar el
método del patrón interno,118 me-
diante el uso de los factores másicos
de respuesta relativa (fi

m), los cuales
pueden ser hallados con patrones de
referencia de los compuestos a me-
dir y de los patrones internos (PI) a
utilizar; sin embargo, para la deter-
minación de AG > C26:0 no se han
encontrado ejemplos de su utiliza-
ción.

Miltenberger analizó los ácidos
constituyentes de ceras vegetales
utilizando el eicosanoato de metilo
como PI y asumió un mismo fi

m para
todos los AG, sin tener en cuenta el
efecto discriminatorio causado se-
gún los diferentes pesos molecula-
res de estos. Tampoco ofreció datos
sobre la precisión.10

Muchos autores han utilizado
compuestos de otros grupos como
PI para cuantificar los de determi-
nada serie homóloga, sin tener en
cuenta que las Rc son completa-
mente diferentes para cada grupo
de sustancias, lo cual da lugar a un
error cuantitativo.118,119Así, los AG
de la cera de abejas Apis mellifera
se determinaron empleando el
eicosano como PI120 y en la USP 26
se utiliza el nonano para cuantificar
los AG del aceite de Serenoa Re-
pens.121 También, Grob et al.122 de-
terminaron la composición de la
mezcla de alcoholes del aceite de
oliva, mediante el uso del coleste-
rol como PI.

Al analizar matrices complejas
como las ceras, se ha descrito que
diversas sustancias de elevado peso
molecular no están disponibles
como patrones puros, por lo tanto,
su estimación cuantitativa exacta se

vuelve difícil al no poder hallar su
fi

m experimentalmente. No obstante,
se han desarrollado algunas alterna-
tivas para solucionar este problema,
dentro de las cuales se encuentran
los métodos teóricos mediante los
que se pueden predecir los fi

m cuan-
do se utiliza el DILL.123-125 Sin embar-
go, la exactitud de estos métodos
radica en sus capacidades de predic-
ción. Así, el método de regresión li-
neal no siempre ofrece un resulta-
do exacto para el fi

m, debido en lo
fundamental a la variabilidad de la
respuesta respecto a la masa según
la técnica de inyección utilizada. No
obstante, el autor desarrolló un
método para la predicción de los fi

m

de un compuesto o varios no dispo-
nibles. Este se denominó Método de
Correlación del Conjunto, el cual al
graficar las respuestas molares rela-
tivas de los AG patrones en función
de sus masas moleculares permitió
obtener los fi

m con buena correlación
(r = 0,998 1), precisión (CV = 0,55 %)
y exactidud (ER = 0,5 %).126

Otra solución fue desarrollada
por Severson et al.,127 los cuales de-
terminaron la composición de alco-
holes grasos del tabaco. Estos se
analizaron como derivados TMS y
el 1�pentacosanol fue utilizado
como PI, con el cual se calcularon
los fi

m de los patrones disponibles.
Para los compuestos de los que no
existían patrones se consideraron
los fi

m calculados para los más cer-
canos de menor número de átomo
de carbono. De esta forma, se deter-
minaron los componentes mayori-
tarios de la mezcla (C22 a C28), con
mayor grado de exactitud que en
otros trabajos; pero la precisión pro-
medio de la determinación fue muy
baja (CV = 10 %).

Recientemente, González et
al.128-130 han aplicado esta variante
para determinar los alcoholes del
policosanol (C24 a C34) en materia pri-
ma y en formas terminadas (table-
tas de 5 y 10 mg). Ellos utilizaron el
fi

m del C28 para determinar el C29, y
el del C30 para el C32 y C34, obtenien-
do resultados con buena precisión
y exactitud, que dan fe del cumpli-
miento de los requisitos para el
control de calidad establecidos por
organismos como la AOAC y enti-
dades reguladoras en Cuba y en
otros países donde se encuentran
registrados esos productos.

La experiencia anterior fue apli-
cada por el autor en la determinación
de los AG (C24 a C36) que constituyen
el D003. Debido a que no existían
patrones comerciales disponibles de
los AG C32:0, C33:0, C34:0, C35:0 y C36:0, se
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utilizó el fi
m del patrón C30:0 para los

ácidos pares (C32:0, C34:0 y C36:0) y el fi
m

del C31:0 para los impares (C31:0, C33:0
y C35:0), lo que permitió obtener re-
sultados precisos y exactos en la
validación de metodologías analíti-
cas para el ingrediente activo y la
forma terminada que puedan ser
usadas en el control de la calidad y
los estudios de estabilidad de ese
producto.111,126,131 También se encon-
tró que los fi

m de los patrones dis-
ponibles (C24:0 al C31:0) hallados expe-
rimentalmente, no se diferenciaban
estadísticamente de los fi

m teóricos
propuestos por Akcman,114 lo que
indica que el efecto discriminatorio
en la introducción de las muestras
fue eliminado, hecho que contribu-
yó a la obtención de los resultados
antes mencionados.

Un enfoque que plantea ser su-
perior a los antes mencionados, ha
sido el denominado método de �los
corchetes�, donde se emplean series
de patrones de ácidos saturados
impares (C5:0 a C17:0), para determi-
nar los saturados medios (C6:0 a C12:0),
con lo cual se lograron buenos re-
cobrados (100 a 113 %) y precisiones
(0,6 a 8,0 %) con mezclas modelo y
se logra resolver el problema de la
discriminación.132 Sin embargo,
para compuestos de muy elevadas
masas moleculares, de los cuales no
se cuenta con patrones, esto resul-
ta impracticable.

Adicionalmente a las dificulta-
des para la determinación de mez-
clas de AGEMM ya discutidas, se
debe considerar que en este caso,
los métodos analíticos a desarrollar
deben tener el grado de exactitud y
precisión requeridos por la indus-
tria farmacéutica actual. Tanto en
la determinación de dicha mezcla
en la materia prima, como en la for-
ma terminada, ya sea en los estu-
dios de estabilidad o en el proceso
de control de la calidad, va a ser de
suma importancia la confiabilidad
en los métodos de análisis desarro-
llados, pues de los resultados con
ellos obtenidos, va a depender lo
acertado de las conclusiones de un
estudio o de una decisión al acep-
tar o rechazar un lote de produc-
ción.

CONCLUSIONES

La determinación de los AGEMM
reviste gran importancia debido a
sus diversas aplicaciones, sobre
todo, en el campo de la industria far-
macéutica y alimentaria. Para estas
aplicaciones, se establecen nuevos
retos en la implementación de mo-
dernas tecnologías para el aisla-

miento, purificación y determina-
ción de estos ácidos, como la sepa-
ración y extracción con fluido
supercrítico. La CG es actualmente
la técnica más utilizada para la de-
terminación de los AGEMM, sin
embargo, su análisis mediante otras
técnicas, inclusive híbridas con la
CG, ha ganado en interés. Las co-
lumnas capilares modernas y sus
fases estacionarias brindan un gran
poder de separación inclusive en
aplicaciones específicas para la
mayoría de los AG que se encuen-
tran en la Naturaleza. Los objetivos
primarios del desarrollo de nuevos
métodos o de perfeccionar los ya
establecidos son el incremento de
rapidez, sensibilidad y sencillez de
los análisis. La rapidez se puede
ganar mediante preparaciones fáci-
les, con irradiación de microondas
en lugar de calentamiento con-
vencional, o por optimización de
variables mediante sistemas
computadorizados. Se deben con-
siderar procedimientos con pocas
etapas de preparación, con el míni-
mo consumo de reactivos, tiempo y
energía, así como en lo posible
automatizables para lograr resulta-
dos cuantitativos eficaces. Las me-
todologías analíticas y los procesos
de producción relacionados con los
AGEMM deben ser validados para
garantizar la seguridad y fiabilidad
de los productos que los contengan.
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RESULTADOS CIENTIFICOS DESTACADOS
MINISTERIO DE EDUCACION SUPERIOR DE CUBA

La agricultura actual demanda la reducción de plaguicidas químicos y la introducción de sistemas sustentables con el
uso de agentes de control biológico. La mayoría de las industrias de controles biológicos de bajos insumos no cuentan con
tecnologías efectivas de fabricación que garanticen productos seguros y eficaces. Un ejemplo de esto es que no existen
normas de Buenas Prácticas de Fabricación para estas producciones.

La tecnología presentada se realizó a partir de la cepa IMI SD: 187 de Pochonia chlamydosporia var. catenulata ACB de
nemátodos formadores de agallas, producto deficitario en la práctica agrícola para el control de esta plaga. En ella se
incluye el diseño de una guía de Buenas Prácticas de Fabricación, la creación de una metodología de implementación, la
definición de un proceso productivo útil para otros hongos Agentes de Control Biológico y un sistema documental que
permite la estabilidad de la producción.

Se lograron obtener 15 lotes en condiciones de planta piloto, con los indicadores de control de proceso y producto
final que demostraron ser efectivos para el control de la plaga en cultivo de hortalizas.

Este aporte tecnológico puede ser utilizado por productores y organizaciones reguladoras, para la fabricación de
otros bioplaguicidas microbianos. Estos resultados demostraron que tecnologías de bajos insumos en países en desarro-
llo, pueden obtener productos consistentes. La tecnología de producción y calidad ha sido transferida con éxito a países
como México y Kenya.

TECNOLOGIA DE APLICACION DE BUENAS PRACTICAS
DE FABRICACION PARA LA OBTENCION DE UN BIONEMATICIDA
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