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I.INTRODUCCION



Introducciéon

Las abejas juegan un papel fundamental no solo en lo relacionado con la produccién de la colmena sino

también en la polinizacién de plantas. Por todo ello, lo que las afecte negativamente, tendra sin duda una gran

repercusion en la Agricultura y el Medio Ambiente ™.

La investigacion sobre el tema se centra actualmente en la buisqueda de compuestos naturales o
sintéticos alternativos al uso de antibidticos prohibidos actualmente para el tratamiento de
infecciones.

Un ejemplo claro es el uso de fitoalexinas, mas en concreto de resveratrol que ha estado presente
desde hace siglos en la medicina tradicional.

I.1. Resveratrol y Piceido

El resveratrol es una fitoalexina producida por las angiospermas en respuesta a las infecciones
microbianas, dafios, radiacion UV, ataque de microorganismos, etc. Presenta dos isdmeros
geométricos que aparecen de forma natural siendo generalmente el trans el predominante, aunque

también aparecen sus glucésidos, piceidos, con propiedades similares ),

Son compuestos polifendlicos que presentan entre otras, actividades anticancerigenas,

antiinflamatorias, antitrombéticas, inmunomoduladoras, antioxidantes, etc. %2

Desde el punto de vista quimico, son estilbenos cuyo esqueleto estructural consta de un puente
vinilico, que sirve de unién entre dos anillos aromaticos. Presentan entre otras, reacciones reversibles

de isomerizacion cis/trans, ciclaciones y dimerizaciones o1
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Figura 1. Estructuras quimicas de los isémeros geométricos del resveratrol y piceido y posibles productos de
oxidacién



Introducciéon

Diversos estudios han demostrado que los estilbenos en general y el resveratrol en particular
presentan efectos beneficiosos para la salud, por lo que su introduccién en la dieta tanto humana
como animal es de gran interés [13-15],

Ademas de su efectivo papel como antioxidante y de su accién inhibitoria del apelmazamiento de
plaquetas, varios estudios han demostrado su eficacia en la prevencién del cancer, inhibiendo la
iniciacion y desarrollo de tumores. Ademas destacan entre otras sus propiedades estrogénicas,
antivirales y neuroprotectoras [16-27]

En cuanto a la apicultura, los estudios realizados se centran en la eficacia del resveratrol frente al
microsporidio Nosema ceranae. Este, altera el metabolismo de las abejas disminuyendo la digestién
de proteinas que disminuye la longevidad y afecta a la esterilidad de la reina y origina paralisis en las
alas.

En la mayoria de los paises esta prohibido el uso de antibidticos en el tratamiento de colmenas, sobre
todo por la falta de control en su administracién. Por lo tanto es necesario buscar tratamientos
preventivos como alternativa. El resveratrol es uno de estos tratamientos siendo actualmente objeto
de estudios llevados a cabo en esta drea y otros campos de investigacion.

1.2. Antecedentes bibliograficos para el analisis de cis-/trans-estilbenos

En lo que se refiere a los métodos encontrados en la bibliografia para el analisis de resveratrol y
compuestos estructuralmente similares se suelen utilizar técnicas de separacidon instrumentales,
fundamentalmente Cromatografia de Liquidos (LC), Cromatografia de Gases (GC) y Electroforesis
capilar (CE).

Estas técnicas se han aplicado principalmente en muestras de vino y derivados, uvas, fresas, tomates,
cervezas, zumos de frutas, pistachos, cacahuetes, chocolates, plantas, fluidos bioldgicos y preparados
farmacéuticos. En cuanto a productos derivados de la colmena, en el grupo de investigacion se ha

desarrollado una metodologia para analizar estos compuestos en miel y polen en un estudio anterior
[18-22]

En la etapa de tratamiento de muestra, que reviste especial importancia debido a la
fotoisomerizacion de las configuraciones trans/cis, se han empleado técnicas de limpieza y/o
concentracion como la extraccion sélido-liquido, extraccidon en fase sélida (SPE), extraccidon liquido-
liquido(LLE), extraccién por fluidos supercriticos (SFE), extraccién asistida por microondas (MAE),
extraccién asistida por ultrasonidos (UAE) o empleando fluidos presurizados (PLE) a fin de obtener
extractos de resveratrol y sus analogos para su posterior analisis cromatografico [23-25,

Las metodologias usando cromatografia de liquidos son las que mayor aceptacién han tenido,
empleadndose principalmente el modo de separacién en fase inversa, utilizando principalmente
columnas Cyg aunque también se ha hecho uso de columnas tipo ciano en algun estudio.
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Introducciéon

La deteccidn se realiza usualmente por UV con diodos en fila Unicamente o bien combinado con
fluorescencia, aunque la tendencia actual es la confirmacién empleando espectrometria de masas.

Otras propuestas son la deteccién por RMN/MS, electroquimica y quimioluminiscente [26]

I.3. Cera de abeja

La cera de abeja es un producto graso producido por las abejas para la construccién de los panales
principalmente. Se obtiene a partir de la alimentacion de las abejas con miel después de su
transformacién dentro de su organismo. Para la formacién de la cera, las abejas necesitan total
oscuridad y una temperatura de unos 34-36 °C que consiguen por rozamiento entre ellas.

Principalmente esta formada por esteres de acidos grasos y alcoholes de peso molecular elevado. La
proporcién de los componentes en la cera es: monoésteres (35%), hidrocarburos (14%), diésteres
(14%), acidos libres (12%), hidréxido poliésteres (8%), hidréxido monoésteres (4%), triésteres (3%),
acidos poliestéricos (2%), acidos estéricos (1%), alcoholes libres (1%), sin identificar (6%).

En cuanto a sus caracteristicas, es altamente insoluble en medios acuosos y es sélida y dura a
temperatura ambiente. A medida que se calienta se va reblandeciendo hasta fundirse a una
temperatura aproximada de 60°C.

Hay varios métodos utilizados por los apicultores para la extraccion de la cera de los panales:
mediante agua caliente, mediante vapor de agua o mediante fundidores de cera solares.

Los principales tratamientos de muestra con cera como matriz se basan en fundir la cera previamente

para la extraccion de los compuestos de interés. %32

Otros tratamientos alternativos son la congelacién y molienda de la cera o su disolucién en

disolventes como cloroformo, hexano o éter de petréleo. [26,31,35]

Finalmente cabe destacar el hecho de que no se ha encontrado, en la revision bibliografica, ningun
trabajo en el que se aborde la determinacion de los estilbenos en cera.
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Objetivo

El objeto de este estudio es desarrollar un método para determinar y cuantificar el resveratrol y
derivados que podrian quedar como residuo después de usarse como tratamiento preventivo en las
colmenas, asi como la validacion del mismo. De esta manera, podria determinarse junto con un
estudio anteriormente realizado dentro del grupo de investigacion en miel y polen, la distribucion de
estos compuestos en los productos derivados de la colmena.

13



II1. MATERIALES Y REACTIVOS



Materiales y Reactivos

l1l.1. Instrumentacion

Para la realizaciéon de esta investigacion se han empleado dos equipos de Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion (HPLC), el uso de cada uno ellos se debe a las finalidades establecidas en cada
caso. Los equipos utilizados se describen a continuacion:

e Cromatografo de Liquidos de Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) series 1200 (LC-DAD/FLD)
con los médulos de depdsito de disolventes, desgasificador, bomba cuaternaria, inyector automatico
con bandeja muestreadora de 100 viales, compartimento termostatado de columna, detector de
diodos en fila (DAD), detector de fluorescencia (FLD) y colector de fracciones todo ello controlado por
el software 3D Systems ChemStation Rev.B.03.02.

e Cromatografo de Liquidos de Agilent Technologies series 1100 (LC-MS) con depésito de disolventes,
desgasificador de disolventes, bomba cuaternaria, inyector automatico con bandeja muestreadora de
100 viales, compartimento termostatado de columna, detector de diodos en fila (DAD) y detector de
espectrometria de masas con analizador cuadrupolar (MS), todo ellos controlado por el software
HPLC/MSD ChemStation Rev.A.10.02.

Los detectores de espectrometria de masas estan equipados con dos interfases, electrospray (ESI) e
ionizacion quimica a presién atmosférica (APCI). Estas interfases tienen la finalidad de transformar los
analitos en disolucién en iones gaseosos y al mismo tiempo eliminar la fase moévil utilizada en Ila
separacion por HPLC, realizdndose dicha transformacién a presidon atmosférica.

l11.2. Equipo adicional y consumibles

Agitador Vibromatic de J.P. Selecta (Barcelona, Espafia)

Bafo de ultrasonidos Bransonic de J.P. Selecta

Balanza analitica de precisidon EA-240 de Mettler Toledo (Darmstadt, Alemania)
Centrifuga 5810R de Eppendorf (Hamburg, Alemania)

Filtros de jeringa con membrana de acetato de celulosa 0.45 um x 13 mm de Advantec MFS (Dublin,
CA, USA)

Filtros de jeringa con membrana de nylon 0.45 pm x 13 mm de Advantec MFS
Filtros de membrana de nylon 0.45 um x 47 mm de Advantec MFS

Ldmpara UV B100AP de Cole-Parmer (Vernon Hills, IL, USA)

pH-metro de Crison (Barcelona, Espafia)

Rotavapor R-210/215 de Biichi (Flawil, Suiza)

l11.3. Reactivos y disolventes

Acetonitrilo, gradiente HPLC de PANREAC (Barcelona, Espaiia)

Acido férmico, 98% de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia)

Agua ultrapura obtenida por un equipo compacto que consta de dos unidades de purificacién (Milli-
RO y Milli-Q) de Millipore (Bedford, MA, USA)
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Materiales y Reactivos

Formiato de amonio grado reactivo, 97% de Sigma-Aldrich

Isopropanol grado HPLC de Lab Scan (Dublin, Irlanda)

n-Hexano grado Pestican de Lab Scan

Metanol grado gradiente HPLC de PANREAC

Solucién de amoniaco 32% purisimo de Scharlab (Barcelona, Espafia)
Cloroformo grado Pestican de Lab Scan

Etanol absoluto grado gradiente HPLC de PANREAC

Diclorometano grado HPLC de Lab Scan

trans-Piceido (trans-resveratrol-3-O-D-glucopiranosido), 97% de Sigma-Aldrich
trans-Resveratrol (3,4’-5-trihidroxi-trans-estilbeno) ,99% de Sigma-Aldrich

Las disoluciones de ambos compuestos trans, se preparan por pesada en MeOH y se almacenan a 4°C
protegidos de la luz para evitar la fotoisomerizacién.

Los isémeros cis, se obtienen por exposicidn a radiacidn ultravioleta del respectivo trans-estilbeno
siguiendo las indicaciones establecidas en el trabajo ya citado anteriormente. Se obtuvo una
conversién del 92% para ambos estilbenos.

Una vez obtenidos los cuatro analitos, t-resveratrol, c-resveratrol, t-piceido y c-piceido, se prepara

una mezcla de los cuatro en MeOH de 100 mgL™ a partir de la cual se preparan, por dilucidn en
metanol, las diluciones necesarias para el desarrollo del trabajo.

111.4. Columna analitica

La columna utilizada para llevar a cabo este trabajo es una Gemini C;3de Phenomenex:

Longitud 250 mm

Didmetro Interno 4.6 mm

Tamafio particula 5 um

Mecanismo de separacién Fase inversa

Soporte Organosilica porosa

Fase estacionaria Cig, recubrimiento don trimetilsililo (TMS)
Tamafio de poro 110 A

Area superficial 375 m?’/g

CargadeC 14%

Intervalo de pH 1-12

Precolumna: Gemini C15 de Phenomenex
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IV. DETERMINACION DE RESVERATROL Y PICEIDO EN CERA
DE PANAL DE ABEJA



Determinacion de Resveratrol y Piceido en cera de panal de abeja

IV.1.Condiciones cromatograficas

Para este estudio, se seleccionaron como condiciones cromatograficas de partida aquellas
establecidas en un trabajo anterior realizado por el grupo que consistia en la determinacién de cis-
/trans- estilbenos en miel, polen y alimento para las abejas mediante HPLC. Las condiciones que se
establecieron son las que se exponen a continuacion:

¢ Condiciones para la deteccidn: Para cada uno de los tres tipos de detectores que se utilizan:
= Absorcidon molecular: Utilizada para la deteccion de los cis-isémeros que presentan su maximo
de absorcién a una longitud de onda de 286 nm.
= Fluorescencia molecular: Para la deteccion de los trans-isdbmeros que son los que presentan
fluorescencia se establecié una longitud de excitacién y de emisién de 318 y 390 nm
respectivamente.
= Espectrometria de masas: Utilizando ESI como fuente de ionizacién en modo negativo:

Tabla 1. Parametros de MS-ESI en modo negativo

Intervalo

Parametros MS . Valor éptimo
estudiado

Voltaje del fragmentador (V) 20-380 140

Voltaje del capilar (V) 2000 - 5600 3500
Flujo de gas secante N, (L/min) 2-12 10
Temperatura del gas secante (2C) 10-350 300
Presion del gas nebulizador (psig) 10-60 30
Ganancia 5-20 20

Tabla 2.lones (m/z) para la cuantificacién y confirmacién por MS-ESI

Compuestos lon de lones de
P cuantificacion (m/z)  confirmacion (m/z)
t-/c-piceido 389.2 435.2
. : 227.0
212.2
t-/c-resveratrol 227.0 161.0

Los espectros de masas se muestran en la figura 2.

435.2
100 (&)

389.2
B0

G0
40

227.3
20
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Determinacion de Resveratrol y Piceido en cera de panal de abeja

100 227.0 ®
80+
G0
40

20

Figura 2. Espectros de masas de disoluciones acuosas de (A) piceido y (B) resveratrol en
concentracion de 5 ppm

e Composicién de la fase movil: La composicién de partida es Acido Férmico 1%/ACN 75:25 (v/v)
trabajando en régimen isocratico.

e Temperatura: La temperatura de partida para la separacidn de los analitos es de 30°C.

¢ Volumen de inyeccidn: 20 uL

Para optimizar las condiciones cromatograficas, se coge una cantidad de cera a la que se le adiciona
los cuatro analitos de interés. Con las condiciones cromatograficas de partida se observa que la
matriz interfiere con los analitos por lo que es necesario realizar distintas modificaciones:

e Fase movil: Utilizando distintos porcentajes de los constituyentes de la fase movil en régimen
isocratico no fue posible la separacion de los compuestos de interés. Para conseguirlo fue necesario,
en primer lugar, cambiar el acido férmico por formiato amonico, como componente acuoso de la fase
mavil, en una concentracién 20 mM. Como modificador orgdnico se mantuvo el ACN.

Se estudio la influencia que el pH ejercia sobre la retencién de los analitos, de las experiencias que se
realizaron se dedujo que si bien la variacidon del pH modificaba muy poco la retencién de los analitos
si afectaba a la retencidn de algunos de los otros componentes de la cera, obteniéndose la mayor
resolucién cuando el pH del formiato amdnico se llevaba a un valor de 8.

Como con este cambio no se logrd el valor necesario de la resolucién para poder realizar la
identificacion y cuantificacién de los analitos, utilizando como sistema de deteccion DAD/FLD, se
pensé en cambiar el régimen de separacidn a gradiente. Se ensayaron distintos gradientes, hasta
conseguir la separacién completa de los mismos, lo cual se consiguié con el gradiente que se muestra
a continuacion en la tabla 3.
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Determinacion de Resveratrol y Piceido en cera de panal de abeja

Tabla 3. Gradiente para la separacion de los analitos

Tiempo % ACN

0 25
6 25
8 30
9 25
13 25
15 40
20 60
22 80
25 100
28 100
30 80
32 60
34 40
36 25

Fue necesario aumentar la fuerza de la fase mévil hasta un 100% de acetonitrilo para conseguir eluir
completamente todos los componentes de la matriz que eran fuertemente retenidos por la fase
estacionaria, aunque los compuestos de interés eluian con una fuerza de la fase mévil inferior, por lo
gue se hizo necesario establecer un tiempo (post- time) necesario para estabilizar la columna vy
obtener reproducibilidad en la retencidn de los analitos, el cual se establecié en 5 min.

e Temperatura: También se estudid la influencia que la temperatura de separacién ejercia sobre la
retencién y resolucidn, para lo cual se realizaron una serie de experiencias en las que se inyecté en el
sistema cromatografico, en las condiciones establecidas, un extracto de cera a la que se habia
adicionado una cantidad conocida de los cuatro analitos, variando la temperatura de separacion
entre 25 y 502C, a intervalos de 52C. De los resultados que se obtuvieron se establecié como
temperatura mdas adecuada la de 409C, pues a dicha temperatura se conseguia una adecuada
resolucién y al mismo tiempo se reducia el tiempo de analisis.

Se comprobd también que tanto las condiciones de deteccidén como el volumen de inyeccion
establecidos como punto de partida y ya citados en la memoria eran los adecuados para la
determinacion de los compuestos en cera.

lll.2. Tratamiento de muestra
Segun la bibliografia encontrada, la mayor parte de los tratamientos de cera, se llevan a cabo en

caliente para que la cera esté fundida. La cera, como ya se ha indicado, funde a unos 60°C
aproximadamente.
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Determinacion de Resveratrol y Piceido en cera de panal de abeja

Para establecer el tratamiento de muestra mas adecuado, siempre se realizaron las experiencias por
triplicado y sobre muestras de: 1 g de cera sin adicion de los analitos, para que actuara como blanco,
y 1 g de cera con una concentracién adicionada conocida de los compuestos de interés.

¢ Dopado de ceras: Para realizar este estudio, fue necesario afiadir los analitos de interés a la matriz.
Para ello, se llevd una determinada cantidad de cera y s calenté a 60°C hasta que quedd
completamente fundida. Entonces se afadid una mezcla de patrones de los compuestos,
previamente estudiada su estabilidad térmica. Se homogenizé bien la cera con los patrones y se dejo
a temperatura ambiente para que solidificara por completo.

¢ Extraccion de los compuestos: Ya que se trataba de extraer los compuestos de la cera, se pensé en
primer lugar en solubilizarla, para lo cual se pensd en utilizar hexano. La forma de operar consistid
en afadir a 1 g de los dos tipos de muestra anteriormente mencionada, dopada y sin dopar, 10 ml de
hexano y se llevaron a una placa calefactora a 60°C, para provocar su fusién y facilitar su disolucién.
Una vez fundida se procedid a la extraccidon de los compuestos, en la misma placa con agitacion,
durante 10 minutos, para lo cual se ensayaron distintos disolventes y en distintitas proporciones, los
cuales se detallan a continuacién: Alcoholes (EtOH, MeOH, iPrOH), mezclas alcohol-agua, ACN,
EtOH/Formico 1%, EtOH/NH3 y hexano/iPrOH. En todos los ensayos iniciales que se realizaron se
empled el mismo volumen del extractante que se estudiaba. Posteriormente se llevé a un embudo de
decantacién para facilitar la separacién de las fases, este paso debe ser rapido para evitar que la cera
solidifique, y la fase acuosa se llevé al congelador durante 10 min para que la cera que pudiera estar
fundida en la fase acuosa solidificara. A continuacion se filtré y se desechd el sélido y el extracto era
concentrado a sequedad en rotavapor. El residuo sélido se reconstituyé con 1 ml de metanol, se
filtrd, utilizando filtros de acetato de celulosa, y posteriormente se inyecté en el cromatégrafo. En
todas las experiencias se realizaba el mismo procedimiento con la muestra sin adicionar.

A partir de los cromatogramas que se obtuvieron, y teniendo en cuenta el area de los picos
correspondientes a la inyeccién de un patron de la misma concentracién que la de la muestra
adicionada, se calcularon los porcentajes de recuperacién para cada extractante utilizado,
encontrandose que eran superiores en el caso de la utilizacién de la mezcla EtOH/H,0 80:20 (v/v).

Una vez establecida la naturaleza del extractante, se realizaron una serie de experiencias con el fin de
establecer el volumen de extractante que proporcionara la maxima recuperacion de los compuestos,
de los resultados que se obtuvieron se observé que el porcentaje de recuperacidon para todos los
compuestos aumentaba significativamente a medida que aumentaba el volumen de extractante
empleado hasta 30 ml, volimenes superiores implicaban un incremento minimo en la recuperacion,
por lo que se establecid como volumen de extractante 30 ml.

También se estudid la influencia que ejercia el tiempo de agitaciéon sobre el rendimiento en la
extraccién de los compuestos. De los resultados que se obtuvieron se comprobd que tiempos de
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agitacion superiores a 5 minutos no conducian a mayores porcentajes, por lo que se establecié este
tiempo como el mds adecuado.

Por ultimo se procedié a estudiar la influencia del disolvente empleado para la solubilizacién de los
compuestos del residuo seco que se obtenia después de concentrar el extracto en rotavapor. Se
ensayaron los siguientes disolventes: fase moévil, EtOH, MeOH y ACN obteniéndose los mejores
resultados con el empleo de MeOH.

Con el tratamiento de muestra descrito se obtuvieron para cada analito, los porcentajes de
recuperacion junto con sus coeficientes de variaciéon, a tres niveles de concentracién, para los dos
sistemas de deteccidn, que se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. % Recuperacion tratamiento de muestra en caliente mediante DAD/FLD

% Recuperacion

Concentracién/ mgkg™ (medio) %CV

1,25 90 51

t-piceido® 5,00 88 4,8
10,0 91 2,1

1,25 94 1,2

c-piceido” 5,00 91 2,3
10,0 91 4,0

1,25 92 1,1

t-resveratrol® 5,00 95 4,6
10,0 90 3,4

1,25 89 2,5

c-resveratrol® 5,00 89 3,2
10,0 91 2,1

FLD; °DAD

Tabla 5. % Recuperacion tratamiento de muestra en caliente mediante MS-ESI

% Recuperacion

Concentracion/ mgkg™ (medio) %CV

0,15 90 2,5

t-piceido 0,60 91 1,2
2,50 91 2,2

0,15 92 2,3

c-piceido 0,60 92 4,6
2,50 89 5,7

0,15 89 1,2

t-resveratrol 0,60 89 3,1
2,50 91 5,4

0,15 93 5,9

c-resveratrol 0,60 93 5,2
2,50 91 51
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Como se desprende de la observacion de la tabla, los resultados de la aplicacion del método
desarrollado, son buenos ya que el minimo porcentaje de recuperacion es del 89 % .

Sin embargo debido a que este tratamiento de muestra es bastante tedioso y complicado en cuanto
al control que se necesita sobre todo de la temperatura, se pensé en utilizar otro procedimiento
basado en una extraccion sdlido- liquido en lugar de la liquido- liquido ya establecida, que evitara
tener que realizarla a 60°C.

Para poder realizar un tratamiento de muestra basado en la extracciéon sélido- liquido es necesario
disminuir el tamafio de particula, para favorecer el contacto de las fases. Tras varias pruebas se llegd
a la conclusién que la mejor manera de obtener finas particulas de cera de abeja era cortandola en
laminas, lo mas finas posibles. Posteriormente las [dminas se mantuvieron en el congelador durante
24 h aproximadamente y posteriormente se molieron con un molinillo de café en pequefias
cantidades y evitando largos tiempos de molienda ya que con el calor que se generaba la cera se
reblandecia. La cera molida se mantuvo en el congelador hasta su uso.

Para el desarrollo de este nuevo tratamiento de muestra se operd, como en el caso anterior,
utilizando en todos los ensayos muestras de cera dopada y sin dopar.

¢ Dopado de ceras: A 1g de muestra, se le afiadié un volumen suficiente de la mezcla de patrones en
MeOH para cubrir toda la cera. Se dejo evaporar el disolvente y se transfirié a un tubo de centrifuga.
Posteriormente se afiadid 10 ml de extractante y se sometid a agitacion mecanica en un Vibromatic
durante 10 minutos. A continuacién las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 9000 rpm y
finalmente se decantd el liquido, el cual fue concentrado a sequedad en rotavapor y el residuo se
reconstituyo con 1 ml de MeOH, y previa filtracién 20 pl de los cuales se inyectaron en el sistema
cromatografico en las condiciones establecidas.

El siguiente paso consistid en optimizar todos aquellos parametros que pudieran influir en la
extraccién sélido-liquido.

¢ Naturaleza del extractante: Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el anterior
tratamiento de muestra descrito, se procedid a establecer la naturaleza del extractante mas
adecuado realizando una serie de experiencias con los disolventes que mejores rendimientos en la
recuperacién de los analitos habian proporcionado. Los disolventes que se probaron fueron:
EtOH/H,0, en proporciones 80:20 y 70:30 (v/v) y EtOH/Férmico 1% 70:30.

Como en el anterior tratamiento, los mejores resultados se obtuvieron con el empleo como
extractante de la mezcla EtOH/H,0 en proporcidn 80:20 (v/v).

Para establecer el volumen del extractante seleccionado se realizaron pruebas variando el mismo en
el intervalo de 5 a 40 ml. De los resultados que se obtuvieron se pudo observar que la recuperacion
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de los compuestos aumentaba, a medida que se aumentaba el volumen utilizado hasta 30 ml, la
utilizacidon de volumenes superiores a 30 no conducian a la obtencién de mejoras en la recuperacion.
Por lo que se establecié un volumen de 30 ml.

A continuacidn se realizaron una serie de experiencias para establecer el tiempo de agitacion. Para lo
cual se varié en un intervalo entre 5 y 30 minutos, a intervalos de 5 minutos, estableciéndose un
tiempo de 20 minutos por ser el tiempo minimo necesario que proporciono mayor recuperacion.

¢ Redisolucion: Una vez evaporado en el rotavapor a sequedad se realizaron distintos ensayos con el
fin de determinar la naturaleza del disolvente que condujera a la disolucién completa del residuo
sélido. Se probd: Fase Mévil (Formiato amodnico pH (8)/ACN), MeOH, MeOH/Férmico 1% 80:20 (v/v).
A la vista de los porcentajes de recuperacién que se obtuvieron para los cuatro analitos, los mejores
resultados se corresponden con la utilizacion de MeOH.

También se probaron diferentes volimenes de MeOH para realizar la resolucién, en este caso se
varié entre 1 y 3 ml a intervalos de 1 ml. Se observé que al utilizar un 22 ml los porcentajes de
recuperacién incrementaban, en el mejor de los casos, en un 7 % y dado que las recuperaciones que
se obtenian utilizando 1 ml eran elevados se establecid este valor por ser el que conduciria a
menores limites de deteccidn y cuantificacién.

Los porcentajes de recuperacién obtenidos por el tratamiento de muestra finalmente establecido se
muestran en la tabla 6, para tres niveles de concentracion y para los dos sistemas de deteccién:

Tabla 6. % Recuperacion tratamiento de muestra sélido- liquido mediante DAD/FLD

% Recuperacion

. -1 0,
Concentracion/ mgkg (medio) %CV
1,25 92 2,9
t-piceido® 5,00 90 2,9
10,0 89 3,6
1,25 96 5,3
c-piceido” 5,00 92 43
10,0 91 3,5
1,25 90 2,8
t-resveratrol® 5,00 90 3,4
10,0 91 4,2
1,25 92 2,9
c-resveratrol® 5,00 92 2,3
10,0 87 5,6

°FLD; "DAD
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Tabla 7. % Recuperacion tratamiento de muestra sélido- liquido mediante MS-ESI

% Recuperacion

Concentracién/ mgkg™ (medio) %CV
0,15 94 5,5
t-piceido 0,6 92 1,3
2,5 93 5,9
0,15 95 1,6
c-piceido 0,6 89 1,9
2,5 89 1,9
0,15 92 6,6
t-resveratrol 0,6 92 3,3
2,5 90 3,3
0,15 91 4,4
c-resveratrol 0,6 90 2,9
2,5 90 51

Como se puede observar en la tabla las recuperaciones que se obtienen son elevadas, comparables a
los que se obtuvieron con el tratamiento establecido que se realiza en caliente, sin embargo se
selecciond, para el resto del trabajo, este 22 tratamiento por ser mas sencillo y sobre todo porque
proporciona menos material que lavar.

El procedimiento final para el tratamiento de muestra queda reflejado en el siguiente esquema:

30 ml EtOH/H20 Vibromatic 20 min

1 g decera

80:20

Evaporacién
rotavapor a 60 °C

Sobrenadante

Redisolucion 1ml
MeOH

Inyeccion en el
equipo de
HPLC

800 u/min

Centrifuga 15 min
9000 rpm 25°C

Figura 3. Esquema del tratamiento de muestra
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Una vez establecido el tratamiento de muestra, se penso en la posibilidad de realizar una limpieza de
los extractos que permitiera la eliminacion de los componentes de la matriz, menos polares, que se
solubilizaban en el extractante y que eran los responsables de tener que utilizar ACN puro en el
gradiente de fase movil, para conseguir su elucién de la columna cromatografica. Se realizaron una
serie de ensayos utilizando en la extraccidn liquido- liquido distintos disolventes, en concreto se
utilizé: hexano, cloroformo y diclorometano, no obteniéndose, en ningun caso, ninguna limpieza, por
lo que se desestimd llevarla a cabo

IV.3. Validacion del Método:

La validacion del método que se propone se llevéd a cabo siguiendo las directrices marcadas por las
guias VICH GL1 y GL2 ®**% el informe técnico de la IUPAC By el documento SANCO/10476/2003 7!,
Se evaluo la selectividad, linealidad, efecto matriz, precisiéon, limites de deteccién y cuantificacion,
exactitud y se realizé el método de adiciones patrdn para la metodologia analitica propuesta con los
dos detectores que se han empleado.

Selectividad
Para comprobar la selectividad, se aplicé el método desarrollado tanto a una muestra de cera sin

adicionar como a una muestra con los 4 analitos adicionados en una concentracidon conocida. En la
figura 4 se muestran los cromatogramas obtenidos.
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Figura 4. Cromatogramas de cera: (A) Cera sin adicionar DAD; (B) Cera adicionada DAD; (C) Cera sin adicionar
FLD; (D) Cera adicionada FLD; (E) Cera sin adicionar MS-ESI; (F) Cera adicionada MS-ESI

Como se puede observar en la figura 4 A y B el t-piceido y el t-resveratrol quedan solapados con
picos de la matriz por lo que su cuantificacion con este detector no es posible. Sin embargo los dos
compuestos cis se pueden cuantificar perfectamente por DAD, En los cromatogramas C y D se
observa que empleando FLD como detector ambos compuestos trans aparecen en regiones donde no
eluye ningun pico de la matriz. Debido a esto, se justifica el uso combinado de DAD/FLD para la
determinacion de los cuatro compuestos y se demuestra que el método que se propone es selectivo.

En los cromatogramas E y F correspondientes a la deteccién por MS-ESI en modo SIM, para los dos
piceidos se ha extraido el ion mayoritario con una relacién m/z de 389.2 y para los dos resveratroles
su ion mayoritario con una relacion m/z de 227. En ninguno se observa interferencia alguna por parte
de la matriz por lo que se justifica la selectividad para LC-MS.
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Linea de calibrado

Para la determinacidn cuantitativa de los analitos con los dos tipos de detectores, se realiza un
calibrado utilizando el método de patréon externo cuantificdndose en base al area de pico. El intervalo
de concentraciones en el caso de la deteccion por DAD/FLD fue de 1.25-10 mgkg'ly mediante MS-ESI
de 0.15-2.5 mgkg™.

En la tabla 8 se reflejan las caracteristicas de las lineas de calibrado obtenidas por LC-DAD/FLD y en la
tabla 9 los resultados obtenidos por LC-MS.
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Tabla 8. Linea de calibrado para los analitos por DAD/FLD

Compuesto Matriz Concentracién (mgkg™) a Sa b Sh r? Sy/x
t-piceido® Patron -0.517 0.163 5.145 0.028 0.9999 0.190
. 1.25-10 -0.196 0.209 4.826 0.036 0.9999 0.243
Cera adicionada
c-piceidob Patrén 1.25-10 1.304 2.754 22.922 0.478 0.9991 3.203
Cera adicionada ; 3.992 0.995 16.964 0.173 0.9998 1.158
t-resveratrol® Patron 1.25-10 -1.087 0.331 11.325 0.057 0.9999 0.384
Cera adicionada -1.016 2.934 25.394 0.509 0.9992 3.413
c-resveratrol® Patron 1.25-10 -1.087 0.331 11.325 0.057 0.9999 0.384
Cera adicionada ; 6.196 5.370 33.078 0.932 0.9984 6.246
°FLD; "DAD
Tabla 9. Linea de calibrado para los analitos por MS-ESI
Compuesto Matriz Concentracién (mgkg?) a(x10°) s, (x10°) b (x10°) sp (x10°) r? sy/x (x10°)
t-piceido Patron 0.15-2.50 -5.765 1.679 2.852 0.130 0.998 0.248
Cera adicionada -2.488 1.691 1.782 0.131 0.999 0.251
c-piceido Patron 0153150 -4.591 2.285 2.261 0.177 0.997 0.337
Cera adicionada -1.883 0.698 1.533 0.541 0.998 0.103
t-resveratrol Patron 0153150 -7.10 5.094 10.21 0.395 0.999 0.752
Cera adicionada -5.729 4.873 4.648 0.377 0.998 0.721
c-resveratrol Patrén 5550 -14.37 5.048 9.493 0.391 0.997 0.746
Cera adicionada -11.18 6.437 5.442 0.489 0.997 0.953

30



Determinacion de Resveratrol y Piceido en cera de panal de abeja

Se aplicd la prueba t para verificar la tendencia de la regresion y para asumir una tendencia lineal se
ha de cumplir que tex, Sea superior a la twp, obteniéndose la te, mediante el cociente entre el valor
de la pendiente (b) de la recta y la desviacidn estandar de la misma (sp). La tiap €S 2 t-stugent Obtenida
para n-2 grados de libertad y una probabilidad de 0.95. En todos los casos se cumple que la texp>tiab,
por lo tanto se acepta que el método es lineal y la ausencia de bias. Como se puede observar en las
tablas, los valores del coeficiente de determinacién (r®) eran para todos los casos mayores de 0.99, lo
gue indica la bondad del ajuste del calibrado.

Efecto matriz

Para evaluar el efecto matriz se comparan las pendientes del calibrado de los patrones en MeOH con
las de la linea de calibrado realizada en presencia de la matriz. Es de sefialar el hecho de que en la
memoria solo se presentan los datos obtenidos mediante la deteccion con MS-ESI, los cuales se

muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Comparacion de pendientes para evaluar el efecto matriz mediante MS-ESI

Compuesto Intervalo Pendiente
MeOH 1.80E+06 2.32E+06

t-piceido
Matriz 1.71E+06  2.12E+06
MeOH 3.34E+06  3.86E+06

c-piceido

Matriz 2.88E+06  3.90E+06
MeOH 8.47E+06  1.19E+07
Matriz 5.69E+06  8.46E+06
MeOH 5.44E+06 6.70E+06
Matriz 5.54E+06  7.41E+06

t-resveratrol

c-resveratrol

Como se muestra en la tabla, los valores de la pendiente de cada compuesto en cera se encuentran
dentro del intervalo de confianza de la pendiente (p=0.95) de los patrones en MeOH, por lo tanto
gueda demostrado la ausencia de efecto matriz.

Precision
Para llevar a cabo el estudio de la precisidon se aplica la metodologia desarrollada a réplicas de cera
adicionada con los cuatro analitos en tres niveles de concentracién, en el caso de la repetibilidad

durante el mismo dia y de la precision intermedia en 3 dias consecutivos. Se inyectaron los diferentes
extractos de miel evaluando los coeficientes de variacion (%CV) del drea (A) de pico.
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En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos de los coeficientes de variacion (%CV) del area (A)
del pico para DAD/FLD. Para la deteccion mediante MS-ESI los datos obtenidos se reflejan en la tabla
12.

Tabla 11. Valores de los coeficientes de variacion para la deteccion por DAD/FLD (n=3)

Compuesto Concentracién (mgkg™) Rep;;:g\lll;dad Precision intermedia (%CV)
1.25 3.125 3.587
t-piceido® 2.50 2.856 1.254
5.00 1.002 0.989
1.25 2.125 4.198
c-piceido® 2.50 0.931 4.045
5.00 0.249 4.301
1.25 7.764 7.860
t-resveratrol® 2.50 7.262 7.542
5.00 0.615 1.973
1.25 5.932 5.671
c-resveratrol® 2.50 3.355 4.438
5.00 1.957 7.623

°FLD; "DAD

Tabla 12. Valores de los coeficientes de variacion para la deteccion por MS-ESI (n=3)

Compuesto  Concentracién (mgkg™) Rep;;'gv;dad Preumo(r:ﬁl(r:\\t;)ermedla
1.25 2.212 3.888
t-piceido 2.50 1.820 3.137
5.00 2.993 2.184
1.25 3.383 2.647
c-piceido 2.50 2.795 2.529
5.00 0.780 1.545
1.25 4.003 6.925
t-resveratrol 2.50 4.636 3.820
5.00 3.439 4.074
1.25 6.593 4.480
c-resveratrol 2.50 6.519 3.812
5.00 7.976 7.348

A la vista de los valores obtenidos se concluye que el método cumple los requisitos de precision
siendo todos ellos inferiores al 8 % admitido.
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Método de adiciones patrén (MAP)

Se realiz6 un método de adiciones para comprobar la correcta cuantificacion de los compuestos
mediante la utilizacién del método del patron externo, mucho mas simple, pero incapaz de detectar
la presencia de interferencias debidas a la matriz, cosa que en nuestro caso no es probable ya que los
valores de las pendientes de los calibrados en cera se encuentran dentro del intervalo de confianza
de las pendientes de los calibrados en patrones.

Para la realizacidon del método, y al no disponer de ceras procedentes de colmenas tratadas con
resveratrol, se adiciona a 5 muestras de cera pulverizada, el mismo volumen de una solucién patrén
de los cuatro compuestos en concentracién 0.3 mgkg™. Una vez homogeneizado y evaporado el
disolvente, a una de las muestras no se le afiade nada mds y se trata segun el método establecido, y a
las cuatro muestras restantes se las adiciona concentraciones crecientes de los compuestos, para a
continuacion tratarlas.

A continuacidn se inyectan 20 ul en el sistema cromatografico midiéndose el drea de los picos. Al
representar el drea para cada pico correspondiente a cada compuesto y extrapolando a cero,
obtendriamos la concentracidn para cada analito que si no existen interferencias debiera de coincidir
con la concentracidn que se obtendria por el método del patrén externo.

Los resultados que se obtuvieron mediante MS-ESI aparecen en la tabla 13, donde se refleja la
concentracion para cada compuesto para los dos métodos de cuantificacién empleados.

Tabla 13. Comparacién de concentraciones obtenidas por MAP y Linea de Calibrado externo mgkg™

Compuesto MAP/ mgkg” LC/ mgkg™

t-piceido 0.302 0.319
c-piceido 0.282 0.310
t-resveratrol 0.308 0.329
c-resveratrol 0.317 0.323

De la tabla anterior se puede deducir que los resultados que se obtienen por los dos métodos de
cuantificacién son comparables, por lo que se concluye que no es necesario utilizar el método de
adiciones patron para la determinacion de los analitos en cera de abeja. La determinacion y
cuantificacién puede realizarse mediante el uso de la linea de calibrado obtenida mediante el método
de patrdén externo.
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Limites de deteccion y de cuantificacion

El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacidon (LOQ) se determina de manera experimental
mediante una serie de inyecciones de blancos (ceras que no tienen los compuestos de interés)
midiendo el valor de la sefial en los intervalos de tiempo a los que eluyen los analitos (ruido).

A continuacién se inyectaron extractos de cera a los que se habian previamente adicionado los 4
analitos, realizando diluciones sucesivas hasta obtener una sefial de 3 y 10 veces la relacién S/N para
el LOD y LOQ, respectivamente. Los valores obtenidos para los diferentes compuestos quedan
reflejados en la tabla 14.

Tabla 14. LOD y LOQ para ambos sistemas de deteccién

Compuesto LC-DAD/FLD (mgkg™) LC-MS-ESI (pgkg™)

LOD LoQ LOD LoQ

t-piceido 0.010° 0.034° 2.271 7.571

c-piceido 0.202° 0.674° 0.146 0.486

t-resveratrol 0.502° 1.674° 0.532 1.772

c-resveratrol  0.645° 2.151° 2.173 7.244
°FLD; "DAD

Los valores para los limites obtenidos mediante la deteccion por DAD/FLD, como es ldgico, son
superiores que en el caso de la deteccion por MS-ESI. Sin embargo la utilizacién del DAD/FLD es una
alternativa mas econdmica cuando no se requiera una alta sensibilidad.

Exactitud

La evaluacion de este parametro se realizé6 mediante el calculo del porcentaje de error relativo (%RE),
para lo cual se analizaron réplicas de extractos de miel adicionada con patrones a tres niveles de
concentracion.

Las concentraciones experimentales se determinaron a partir de la correspondiente linea de

calibrado. En la tabla 15 se presentan los valores calculados para el sistema de deteccién DAD/FLD y
en la tabla 16 para el MS-ESI.
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Tabla 15. %RE obtenidos para la deteccién con DAD/FLD

Compuesto Concentracion %Err.or
relativo
0.5 1.8
t-piceido® 1.1 1.5
5.0 0.8
0.5 2.8
c-piceido” 1.1 1.6
5.0 0.3
0.5 5.7
t-resveratrol® 1.1 1.9
5.0 0.2
0.5 4.8
c-resveratrol® 1.1 3.9
5.0 0.9
°FLD; "DAD

Tabla 16. %RE obtenidos mediantes MS-ESI

. . 1 %Error

Compuesto Concentracion (mgkg™) relativo
0.5 6.0
t-piceido 1.1 6.8
2.5 1.6
0.5 -2.0
c-piceido 1.1 4.4
2.5 5.9
0.5 5.9
t-resveratrol 1.1 5.2
2.5 3.2
0.5 -2.2
c-resveratrol 1.1 53
2.5 33

En todos los casos el % de error relativo no supera el 6 % para ninguno de los sistemas de deteccion

por lo que se considera adecuada esta metodologia.
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Conclusiones

Se ha desarrollado un método para el andlisis de resveratrol y piceido, ambos isémeros, en cera
proveniente de panales de abeja mediante cromatografia liquida con detectores de diodos en fila,
fluorescencia y espectrometria de masas (cuadrupolo simple).

= La mejor separacion de los cuatro analitos se consigue con una fase moévil constituida por una
mezcla de formiato amdnico 20 mM (pH=8) y acetonitrilo en régimen en gradiente.

= Se emplea la deteccién combinada de DAD/ FLD para la determinacién de los cuatro
compuestos, los isémeros trans mediante FLD y los cis mediante DAD. Siendo posible la
evaluacién de todos al utilizar deteccidon por MS.

= Se han desarrollado dos tratamientos de la cera que permiten la extraccién de los cuatro
compuestos con elevadas recuperaciones, en torno al 90 %.

= El primero de los tratamientos se realiza a una temperatura de 60 2C y solubilizacion de la
cera en hexano, seguida de una extraccion liquido- liquido, empleando como extractante 30
ml de una mezcla de EtOH: H,0 (80:20, v/v), agitando en caliente durante 5 minutos. La fase
acuosa posteriormente se concentra a sequedad en rotavapor y el residuo seco se disuelve
con 1 ml de MeOH.

= El segundo tratamiento desarrollado se realiza a temperatura ambiente y requiere un
tratamiento previo de la cera consistente en obtenerla finamente pulverizada. Para la
extraccion de los compuestos se realiza una extraccién sélido- liquido empleando el mismo
volumen y extractante que en el anterior método. A continuacidon se somete a agitacién
mecanica durante 20 minutos y posteriormente se centrifuga. Se decanta el liquido, se
concentra a sequedad y el residuo se disuelve con 1 ml de MeOH.

= El método que se propone como mas adecuado para determinar los cuatro estilbenos en cera

de abeja se valida mediante la evaluacidon de la selectividad, linealidad, efecto matriz,
repetitividad, precision, exactitud y se calculan los limites de deteccién y cuantificacién.
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