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RESUMEN. Se desarrolla y valida un método de andlisis por Cromatografia Gaseosa
(CG) con columna de relleno y argdn como gas portador para Ia determinacién del
contenido total de aleoholes de elevado peso molecular en 1a cera de abejas saponifica-
da. El método se basa en la extraccién del material insaponificable presente con
1,2-dicloroetanc, a una temperatura de 85 °C . En esta metodologia, el producto
extraido es analizado por CG, utilizando 1-eicosanol como patron interno y N-
metil N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) como reactivo derivatizante. En
el intervalo de 80 a 120 % de la masa nominal el método demostro ser lineal, segiin
el coeficiente de correlacidn (0,992 3) y el de variacién de los factores de respuesta
(1,43 %) y no presentd sesgo al no ser significativo el intercepto para p = 0,05. La
precisién estuvo dada por una repetibilidad ¥ una reproducibilidad de 1,46 ¥ 2,07 %
respectivamente. La exactitud del método estuvo dada por un recobrado (R =
100,4 %), que no fue significativamente diferente del 100 %, segin la prueba t de
Student para p = 0,05. El estudio de robustez permitié determinar la influencia
de pequenas variaciones en los valores éptimos de los pardmetros operacionales,
sobre la determinacién cuantitativa de los aleoholes totales, la resolucién entre
los alcoholes C,; ¥ C, v la retencidn relativa del C,;; se observd que solamente la
variacion de la temperatura final del horno afectaba la resolucion entre los alco-
holes C, ¥ C,,. los demas parametros pueden ser variados en los intervalos estu-
diados sin que se afecten los resultados. La metodologia cumple con los requisi-
tos de validacidn establecidos internacionalmente, por lo que puede ser emplea-
da en la determinacién del contenido total de alcoholes en cera de abejas.

ABSTRACT. A gas-chromatographic analytical method using filled column and
argon as carrier gas, was developed and validated for determining the total ali-
phatic alcohols content from beeswax. The method was based on the extraction
with 1,2-dichloroethane of the insaponified material from beeswax, at a tem-
perature of 85 °C . The product obtained was analysed by gas chromatography,
using l-eicosanol as internal standard and N-methyl, N-trimethylsyliltri-
fluoroacetamide (MSTFA) as derivatizing reagent. A good linearity was found
over a range from 80 to 120 % of nominal mass, according to the values of the
correlation coefficient (0.992 3}, the relative standard deviation of the response
factors (1.43 %), and the Y intercept for p = 0.05. The repeatability and repro-
ducibility values, 1.46 and 2.07 % respectively, gave the precision. The accuracy
of the method (as recovery) R = 100.4 %, was checked to 100 % value with the
Student t test. In the ruggedness study were evaluated the influence of small
operational changes on: the quantitative determination, the resolution between
C,, and C,, and the relative retention time of C,. It was shown that the resolu-
tion between C,, and C,; alcohols was affected when the final temperature of the
oven was changed. The method can be used as a suitable procedure for routine
measurements of the total alcohol content in beeswax.
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INTRODUCCION

El D-002 es un nueve producto de
origen natural, que se obtiene a partir
de la cera de abejas (Apis mellifera L)
saponificada. Este producto esta
compuesto fundamentalmente por
una mezcla de aleoholes alifaticos
lineales homdlogos, los que presen-
tan enire veinticuatro y treinticuatro
aAtomos de carbono. En su proceso de
produceién se realiza una extraccién
selectiva de los alcoholes con disol-
vente orgdnico y posteriormente, se
purifica por recristalizacién con di-
solventes orgénicos.

En el anélisis de las ceras, la de-
terminacién de alcoholes general-
mente se ha limitado a la identifica-
cidén de estos y a la determinacién
porcentual de las mezclas aisladas.!®
Sin embargo, en los Gltimos arfios, se
han desarrollado métodos analiticos
con éxito, como para el caso del po-
licosanol y se han estudiado los as-
pectos cuantitativos de la determi-
nacidn;*!! pero para la mezcla de pro-
ductos insaponificables después de
la hidrélisis alcalina de la cera de abe-
jas, no hay publicado ningtn otro mé-
todo capaz de posibilitar la determina-
cién cuantitativa de los alcoholes en pre-
sencia del resto de los componentes.

En el seguimiento farmacolégico
realizado con €l D-002, se comprobd
que efectivamente presenta una
moderada accidén antinflamatoria,'?
¥ que adiferencia de otras drogas no
esteroidales, no induce la aparicién

1

23



24

de lesiones ulcerogénicas en la mu-
cosa estomacal. Estudios mas recien-
tes han permitido conocer que esta
droga presenta una promisoria acti-
vidad como agente antiulceroso, ya
que actila como citoprotector de la
mucosa gastrica,’® ademas de poseer
actividad antioxidante *

Teniendo en cuenta las perspec-
tivas del empleo del D-002 en el tra-
tamiento de Ulceras pépticas y
duodenales en el hombre, este tra-
bajo se propuso desarrollar y validar
un métedo por cromatografia gas-li-
quido, suficientemente exacto y pre-
ciso, para la determinacion cualita-
tiva y cuantitativa del contenido to-
tal de alcoholes, presentes en el pro-
ducto saponificado de la cera de abe-
Jjas, que sirva como procedimiento ana-
litico para el control de la calidad en la
preducceion del D-002 materia prima.

MATERIALES Y METODOS
Equipos

Cromatdgrafo de gases con detec-
tor de ionizacién por llama, modelo
GC-14A (SHIMADZU, Japén) aco-
plade a computadora modelo C-R4A
(SHIMADZ1J, Japdn). Condiciones
cromatograficas: Columna de vidrio
silanizada (3,1 mX 3 mmd.i.)empa-
cada con OV-101 al 3 % sobre Cromo-
sorb W AW-DMCS (80-100 mallas).
Programacidén de la temperatura del
horno: De 230-320 °C a 10 °C/min y
20 min isotérmico a la temperatura
final. El flujo del gas portador
(argdn) fue de 30 mL/min, el de hi-
drégeno 40 mL/min y el de aire de
400 mL/min . El detector y el inyec-
tor se calentaron a 320 °C . El volu-
men de inyeccién fue de 2 ul..

Termostato seco, MULTI-BLOCK,
modelo 20560 (LABLINE INSTRU-
MENTS, Melrose Park, USA).

Termostato HAAKE S3 902767.

Reactivos

Todos los reactivos empleados
fueron de grado analitico. l-eico-
sanol, 1-tetracosanol, 1-hexacosanol,
l-octacosanol, I-triacontanol (Fluka
Biochemica, Suiza); N-metil, N-
trimetilsililtrifluorcacetamida
(MSTFA). Cloroformo (Fluka Bio-
chemica, Suiza); 1,2-dicloroetano
(Janssen Chimica, Bélgica). D-002,
Patréon de trabajo, (lote A0010594),
producto saponificado de cera de
abejas (triturado en un mortero y
tamizado por un tarmniz de 1,6 mm se-
gin DIN 4188) (Direccién de Produc-
cion, Centro Nacional de Investigacio-
nes Cientificas, Ciudad de L.a Habana).
Disoluciones

Patrén interno (DPI): 1-eicosanol
(0,40 mg/mL) en 1,2-dicloroetano.
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Referencia de alcoholes (DRA): 1-
tetracosanol (0,121 0 mg/mL), 1-hexa-
cosanol (0,124 0 mg/mL), 1-octacosa-
nol (0,123 0 mg/mL), 1-triacontanol
(0,202 0 mg/mL) en cloroformo.

Matriz de referencia (DMR): Se
anadieron 500 ul. de la DRA en un
vial de 2 ml, se llevo a sequedad en
corriente de aire con calentamiento
a 60 °C, se afiadieron 150 uL. dela DPI
y 50 ul. de MSTFA y se calenté a 60 °C
durante 15 min .

Patrén de trabajo (DPT): D-002
{0,653 0 mg/mL) en cloroformo.

Preparacion de 1a muestra

En un tubo de ensayos de 15 mL
se pesaron, con exactitud de 0,1 mg,
aproximadamente 35 mg de produc-
to saponificado de la cera de abejas
yseleanadierond mlLdelaDPIy3mL
de 1,2-dicloroetano. Se calenté du-
rante 15 min a 85 °C, con agitacién
ocasional y se filiré en caliente. Se
tomé una alicuota de 150 ul.alacual
se le afladieron 50 uL de MSTFA y
se calentd durante 15 min a 60 °C .
Esta muestra se prepard por tripli-
cado. La determinacidon cuantitativa
se realizd mediante el Método del Pa-
trén Interno, previo céleulo de los
factores masicos de respuesta, segin
fue descrito por Gonzalez y col.®

Validacion del método

El estudio del intervalo lineal del
sistema se llevd a cabo con disolucio-
nes patrones, preparadas a partir de
8,0;12,0; 14,0; 16,0 ¥ 20,0 mg de D-002
disueltos en 5 mL de la DPI (n = 5).
Estas se calentaron a 85 °C con agita-
cidn ocasional hasta disolucidn total y
setomaron alicuotas de 150 uL.alas que
seleanadidrespectivamente 0,1 mL de
MSTFA. Se calentaron a 60 °C por
15 min y se analizaron por CG.

Para estudiar la linealidad del mé-
todo, se prepararon muestras en un in-
tervalo entre 80 y 120 9o de la masa que
se analiza normalmente, alas que seles
aplicd la metedologia anatitica. En cada
caso, se realizaron cinco réplicas y
se determinaron las correspondien-
tes ecuaciones de regresion(y = b x
+ a), por el método de los minimos
cuadrados. Como criterios de linea-
lidad, se consideraron el coeficiente
de correlacién (r) > 0,99, el coeficien-
te de variacidn (CV) de los factores
de respuesta (f = y/x) < 5% v que el
intercepto con el eje Y no fuese sig-
nificativo para p = 0,05.1°

L.a precision del método se obtu-
vo a partir de los cdlculos de los co-
eficientes de variacidon del estudio de
repetibilidad (CVre) ¥ de reproduci-
bilidad (CVRe) segun procedimien-
to establecido,'” y ambos casos, atres

concentraciones diferentes. Se de-
terminaron los intervalos de con-
fianza (IC) del contenido total de al-
coholes de elevado peso molecular
(CTA) en el estudio de repetibilidad,
calculado segin:

IC=CTAxtDE

dende:

t valor tabulado para p = 0,05.

Elnivel de significacion utilizado en

todas las pruebas fue de p = 0,05.
La exactitud del método se deter-

miné por el recebrado (R) de acuer-

do con la expresion:

R masa encontrada

masa anadida 100 (%)
donde la masa encontrada es igual a
la diferencia entre ei valor promedio
encontrado al analizar seis muestras
contaminadas con la DPT (3 mL) y
tres muestras “blanco”. Calculado R,
se consideré como criterio de exac-
titud la prueba t segin:

. Yn
TV

por comparacién con el valor critico
tabulado para p = 0,05.%%

Mediante el estudio de robustez,
se investigé la influencia de peque-
fios cambios en los valores dptimos
de los parametros operacionales. Se
estudiaron siete variables en ocho
experimentos independientes (n = 3)®
(Tabla 1). Los resultados observados
fueron: el CTA (%), la resolucién en-
tre los alcoholes CpyC,y(Re )yla
retencidn relativadel C, {I‘i‘p .'«'

RESULTADOS Y DISCUSION

Se pudo observar gue no se pre-
sentan interferencias entre los picos
cromatograficos de los productos
insaponificables de una muestra de
cera de abejas saponificada v de los
patrones de trabajo e interno (Fig. 1),
lo gue indica que el método es selec-
tivo en las condiciones selecciona-
das. La identificacién se realizd me-
diante la comparacién de los tiem-
pos de retencidn relativos con los de
una muestra de D-002 previamente
identificada por CG acoplada a es-
pectrometria de masas.

Linealidad

A partir de las relaciones de dreas
cromatograficas encontradas (Ra),
en funcidén de las relaciones de ma-
sas presentes en las muestras inyec-
tadas (Rm) (Tabla 2), se obtuvo la
ecuacién de regresioén correspon-
diente a la linealidad del sistema:
¥y =(0,9363 = 0,020 1) x - (0,103 6 =
0,125 3). El coeficiente de correlacién
(r = 0,998 7), asi como el CV de los

t,, = /100-R/
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Tabla 1. Factores y cambiocs operacionales del estudio de robustez. las masas analizadas de cera de abejas
saponificada: y = (0,2977 + 4,022 2y x +
(-0,392 9 = 0,781 9). La prueba de li-

nealidad demostré que tanto el co-

Factores Cambios operacionales

A) Temperatura del inyector 310 °C . )
eficiente de correlacién {r = 0,992 3)
B) Temperatura del detector 310 °C como el CV de los factores de res-
C) Flujo del gas portador 35 mIimin Quegta (1,43 %), eran menores que los
limites establecidos, de modo que se
D) Velocidad del aumento de la temperatura 12 °C/min pudo considerar que el método era
o tineal en todo el intervalo de masas
E) Temperatura inicial del horno 220 °C

estudiado. Lainclusidon del cero den-
3 uL tro de los lirnites de confianza del
intercepto (IC == 0,392 9 + 0,781 9) se
tomo como criterio de proporciona-
lidad, lo que demostrd que el méto-
do o presenta sesgo.

F) Volumen de inyeceidn

G) Temperatura final del horno 310 °C

Precision

Larepetibilidad (Tabla 4) y repro-
ducibilidad (Tabla 5) que presenta el
métedo aseguran una determinacion
, precisa de los alcoholes totales en la
cera de abejas saponificada. Al reali-
zar el andlisis estadistico, se encon-
m tré que los CV obtenidos en todo el
\\-]JL‘\_J\ = estudio de precision (1,3 -2,2 %), eran
— M U]\ inferiores a los limites indicados por
Horwitz, para concentraciones de
— analito en la muestra de 50 v 10 %
a respectivamente (2,2 y 2,8 %)."% Ade-
- mas, resultd que los CVRe eran ma-
3 s I 3 1o 1z T4 15 an  yores que los CVre y que en ambos
casos, la concentracidn al 100 % pre-

sentd los CV mas hajos.

Exactitud

El contenide medio obtenido de
alcoholes totales (Tabla 6) represen-

— B

Fig. 1. Cromatogramas gaseosos de los derivados trimetilsililéteres de a) 1-eicosanol,
h) patrém de trabajo y ¢) muestra de cera de abejas saponificada.

Tabla 2. Linealidad del sistema.

Mezcla Rm Ra t v, ;
= 5 (%) 16 unrecobrado del 100,4 %. Este ele-
vado porcentaje de recuperacion se
1 2,422 6 3,108 0 0,908 1 2,49

explica por la adicién del patrén in-
1.51 terno al inicio de ia extraccidn. Se

2 5,123 9 4,679 8 0,911 5
confirmo que el t _ (0,80) era menor
3 5,985 5 5,540 § 0.825 0 101 que el valor critico tabulado (2,57)
4 5,845 2 6,278 2 0,517 2 1,86 para una p = 0,05; de modo que no
existen diferenciag significativas en-
5 8,556 5 7,916 2 0,525 2 1,35 tre la recuperacion media hallada
{1004 %) y la considerada verdadera
Global — - D917 4 1.71 i
(1060 %), por lo que el método es exac-
to.
fabla 3. Lineaiidad del método. Robustez
Mezela x v £ Cv, Para determinar la influencia de
(n = §) {mg) (mg) (%) los cambios operacionales, se caleu-
1 30.0 9.320 5 03107 079 laron las redias de los resultados de
cada experimento (Tabla 7). Los efec-
2 35,0 10,817 9 6,309 1 1,53 tos sobre los resultados observados
. 400 12,907 3 307 4 L y sus valores limites (V2DE) g'%."abia
8) evidenciaron que la resclucion de
Giobal - - 309 1 148 ios alcoholes C,, v el C, fue afectada

significativamenie por la variacion
de la temperatura final de la colum-

factores de respuesta (1,71 % fueron
los indicadores de la linealidad. El
cero se enconird incluido dentro del
intervalo de confianza del intercep-
10 (IC=-0,1036 = 0,125 3), porloque ze
concluyd que el sistema, ademas de ser

‘dn

lineal en todo el intervalo de masas ana-
lizado, no presenta sesgo.

En el caso de la linealidad del
méiodo (Tabla 3), ia ecuacion de re-
gresion se calculd a partir del conte-
nido total de alcoholes en funcion de

na. No se cbservd ningdn otro efec-
to significativo sobre los resultados.
CONCLUSIONES

Se desarrolld v valids un méto-

do de analisis por Cromatlografia
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Gaseosa con columna de relleno
para la determinacidn del conteni-
do total de alcoholes de elevado peso
molecular en la cera de abejas sapo-
nificada. El método presenta buena
linealidad, precisién, exactitud y ro-
bustez segiin los requisitos de vali-
dacién establecidos internacional-
mente por lo que puede ser emplea-
do para la determinacién del conte-

nido total de alcoholes en cera de
abejas .
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Tabla 6. Determinacién de la exactitud.
Muestra n CcT DE v
(mg) (%} (%)
Blanes 3 10,18 0,14 1,38
Muéstra + DPT 6 12,15 0,154 1,16
R =(12,15-10,18)/1,96 - 100 = 100,38 %.
Tabla 7. Medias de los resultados en el estudio de la rebustez.
Resultado Experimento
¥l ¥2 ¥3 ¥4 ¥5 y6 ¥7 v8
CTA(mg 10,61 10,33 10,33 10,44 10,44 10,22 10,36 10,36
Re, 0, 4,52 4,69 4,96 4,80 4,18 4,61 486 5,01
T, 2,20 2,28 2,37 2,36 2,28 2,12 2,29 2,28

Tabla 8. Efecto de los cambios.ﬂ operacionales sobre los resultados, en el estudio de la robustez.

Factor Efecto sobre la CTA Factor Efecto scbre el L Factor Efecto sobre la R c,-C,
F 0,14 B 0,11 B 0,26
C 0,14 G 0,06 G 0,16
A 0,09 A 0,06 A 0,07
D 0,05 E 0,06 F 0,02
G 0,04 C 0,02 o) 0,02
B 0,02 F 0,02 E 0,008
E 0,605 D 0,02 o4 0,002
vz DE 0,16 ¥2 DE 0,12 +¥2 DE 0,24




