Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 39, No. 3, 2008.

COMUNICACION CORTA

Nuevo método por Cromatografia Gaseosa Capilar
para el analisis del ingrediente activo D002

Victor L. Gonzalez, David Marrero, Roxana Sierra, Caridad Veldzquez y Roxana Vicente.

Centro de Productos Naturales, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, Avenida 25 y 158, No. 15202, Playa, Ciudad
de La Habana, Apartado 6414, Cuba. Correo electrénico: victor.gonzalez@cnic.edu.cu

Recibido: 25 de junio de 2008. Aceptado: 19 de agosto de 2008.

Palabras clave: D002, cromatografia de gases capilar, validacion, método analitico.
Key words: D002, capillary gas chromatography, validation, analytical method.

El D002 consiste en una mezcla de alcoholes supe-
riores que es obtenida de la cera de abejas (A. mellifera)
y presenta efectos antiinflamatorios,* antiulcerosos? y
antioxidantes.® Aunque existe un método para la de-
terminacion de D002,* validado segun las exigencias
de la industria farmacéutica actual, en él se emplea la
Cromatografia de Gases (CG) con columna de relleno.
Esta columna sin embargo, aunque aun es vélida, se
encuentra practicamente en desuso actualmente, ha-
biendo sido sustituida paulatinamente por la columna
capilar, con indiscutibles ventajas, fundamentalmente
en cuanto a resolucion y sensibilidad® y empleada re-
cientemente con muy buenos resultados en la deter-
minacion de alcoholes grasos en el policosanol.® Todo
lo anterior motivo la validacién del método de deter-
minacion de D002 ingrediente activo por columna ca-
pilar, la que demostré su aplicabilidad en el andlisis de
esta sustancia.

Se empled el cromatdégrafo 6890N con detector de
ionizacidn por llama (Agilent, EUA), con una columna
HP-5 (30 m x 0,25 mm d.i. y 0,25 mm de pelicula, Agilent,
EUA). Condiciones: isotérmico a 70 °C durante un mi-
nuto seguido de una primera rampa a 30 °C/min hasta
200 °C y de una segunda rampa a 8 °C/min hasta 320 °C;
detector e inyector a 320 °C, inyeccién de 0,5 uL, y flujo
de gas portador (H,) 1 mL/min . Se emple6 ademas, la
columna HP-5MS de iguales dimensiones y en iguales
condiciones, pero con He como gas portador, con un
espectrémetro de masas 5975N (Agilent, EUA) y con el
inyector a 320 °C, la interfase a 280 °C, la fuente a 250 °C
y el cuadrupolo a 150 °C; la energia de ionizacion fue de
70 eV y se adquirié en el intervalo de 40 a 800 m/z. Se
trabajé con D002 ingrediente activo (lotes 010010204 y
030011006, Centro Nacional de Investigaciones Cienti-
ficas, Cuba). El cloroformo, el N-metil,N-trimetilsilil-
trifluoroacetamida (MSTFA), asi como los demas
reactivos empleados fueron de calidad analitica (Sigma,
EUA) y se prepararon en cloroformo las disoluciones si-
guientes: disolucion de patron interno (DPI): alcohol C,
a 0,4 mg/mL, disoluciéon de referencia de alcoholes 1
(DRA):C,,.C,.C,yC, a0,12;0,13;0,13 y 0,20 mg/mL,
respectivamente, disolucion de referencia de alcoholes
2 (DRA)): alcoholes C,,, C,, C,, y C, a 0,66; 0,66; 0,66 y
1,02 mg/mL, respectivamente. Disolucién matriz de re-

ferencia (DMR): se secaron 0,5 mL de DRA en un vial,
se afladieron 0,150 mL de DPI y 0,05 mL de MSTFA, se
cerrd y se calent6 a 65 °C durante 15 min . Disolucién
patron de trabajo (DPT): D002 a 3,48 mg/mL .

Para preparar la muestra de ensayo se pesaron (20
=+ 0,1) mg de D002. Se afiadieron 3 mL de DPI. Se ca-
lent6 a 65 °C, con agitacion ocasional a intervalos hasta
disolucién. Se trasvasaron 0,5 mL a un vial y se afa-
dieron 0,05 mL de MSTFA. Se cerréy se calent6 a 65°C
durante 15 min . Como criterio cualitativo se compara-
ron las retenciones relativas con las obtenidas de un
D002 de referencia (lote 010010204), previamente ana-
lizado por Cromatografia Gaseosa - Espectrometria de
Masas (CG-EM). La cuantificacion se realiz6 por el mé-
todo del patrén interno, previo célculo de los factores
masicos de respuesta relativa con el empleo de la DMR,
segun el método anteriormente descrito.”

Como criterios de aplicabilidad del sistema se encon-
tré que la resolucion cromatogréafica (R) permitia una
separacion adecuada de las sefiales de interés (R, .., = 9),
y que la repetibilidad de la inyeccion (CV < 0,5 %) ga-
rantizaba una buena precision del sistema inyector-de-
tector, por lo que se pasé a validar la metodologia ana-
litica, proceso realizado segun las guias vigentes en la
industria farmacéutica.®*

Se demostré que el método era lineal entre el 35y el
140 % de la concentracidon nominal, para lo cual se seca-
ron y analizaron alicuotas (2, 3,5, 7y 8 mL) de la DPT
(n = 3). La ecuacion de regresion, obtenida por las rela-
ciones de &reas en funcion de las relaciones de masas,
fue: y = (0,92 = 0,03)x - (0,26 % 0,46), con intervalos de
confianza calculados para p = 0,05. El coeficiente de co-
rrelacion (0,999), asi como los CV de los factores de res-
puesta (3,39 %) y de la pendiente (1,43 %) cumplieron con
los limites de aceptacion (0,99; 5y 2 %, respectivamente)
y el cero quedd incluido en los limites de confianza del
intercepto, por lo que no hubo sesgo. La exactitud fue
probada entre aproximadamente el 50 y el 150 % de la
concentracion nominal, para lo cual se afiadieron 3 mL
de la DPT a cuatro grupos de muestras (siendo uno de
ellos un blanco) y seguidamente, a tres grupos se les
afadieron 1, 3y 4 mL de la DRA,. Luego de secar las
muestras a 65 °C fueron analizadas. El contenido deter-
minado en el blanco se resto a los obtenidos en los de-
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mas grupos y se obtuvieron los recobrados individuales
(101,05; 99,62; y 99,38 %). Las texp_ en cada concentracion
(1,106; 0,452; y 0,977) fueron menores, con un 95 % de
confianza, que la t_, para n = 3 (4,303), por lo que no
hubo diferencias significativas entre los recobrados y el
100 %.

El método fue preciso con CV < 2 % para el total de
alcoholes, tanto en el ensayo de repetibilidad (n = 10,
un analista, el mismo dia y equipo) como en el de preci-
sion intermedia (n = 3, 2 analistas, durante tres dias, en
el mismo equipo, al 75, 100 y 125 % de la concentracion
nominal. Para los alcoholes individuales, los CV varia-
ron en funcidn de las concentraciones, cumpliendo los
criterios de precision de Horwitz.'* Por la prueba ANOVA
se demostré que no hubo diferencias significativas (p >
0,05) entre las series de resultados, por lo que los facto-
res concentracion, analistay dia no influyeron en la dis-
persion de los resultados.

En el ensayo de robustez, realizado segun el disefio
de Youdin (n = 6),!° se determiné que los cambios
operacionales siguientes: temperatura del inyector y del
detector, temperaturas inicial y final del horno (-10 °C),
flujo de gas portador (- 0,2 mL/min), pendiente de la
segunda rampa (+ 2 °C/min) y volumen de inyeccién
(+ 0,1 mL), no afectaban significativamente la retencion
relativadel C,, laR_,, ., 12 cuantificacion, ni la Desvia-
cion Estandar, por lo que el método es robusto ante las
variaciones experimentales realizadas. El método tam-
bién fue especifico, sin interferencias entre la sefial del
patrén interno y las del D002 ingrediente activo (Fig. 1),
ni diferencias entre el cromatograma de la muestra ori-
ginal y los de muestras sometidas a condiciones de:
hidrdlisis acida y basica (0,1 mol/L de NaOH o HCI, 108 °C,
24 h), oxidacion (H,O, al 30 %, 7 d), fotélisis (254 nm, 7 d),
y termolisis (108 °C, 7 d); por lo que, de haberse formado
algun producto de degradacidn, este no interfiere en la
determinacion del D002. En todos los casos, la pureza
de las sefiales fue comprobada por CG-EM.

El método analitico propuesto puede considerarse
validado, siendo posible su empleo en el control de cali-
dady los estudios de estabilidad de este ingrediente ac-
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tivo. Se comprobd6 que es exacto, lineal y preciso en los
intervalos requeridos alrededor de la concentracién no-
minal, asi como robusto ante los cambios operacionales
estudiados, y especifico aun para las muestras someti-
das a condiciones de degradacion.
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Fig. 1. Cromatogramas de gases parciales del ingrediente activo D002 (A) y del estandar interno (B), derivatizados con MSTFA.




