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El D003 es una sustancia con
efectos reductores de colesterol y
antiagregantes plaquetarios consti-
tuida por una mezcla de acidos
grasos (AG) entre C,, vy C,, , la cual
ha sido aislada de la cera de la cana
de azGcar.* El control de su calidad
se realiza mediante una metodolo-
gia analitica por cromatografia ga-
seosa (CG) con columna capilar
widebore debidamente validada.’
Sin embargo, el empleo de la CG con
columna de relleno puede constituir
una alternativa para el control de
calidad de rutina, pues pese a su
menor poder de resolucién respec-
to a la CG en columna capilar, con
ella se han logrado resultados con-
fiables y reproducibles en el control
de la calidad y estudios de estabili-
dad de medicamentos y nutracéu-
ticos.5"

Los reactivos empleados fueron
de pureza analitica: patrones de AG
(C,,,-C, 0 yel C,  (patrén interno);
todos > 99 % CG, MSTFA (Sigma,
MO, USA). Metanol (MeOH), hexano,
cloroformo (CHCL,), tolueno, HCl y
H,SO, (Merck, Alemania).

Se prepararon las disoluciones
siguientes: patrén interno (DPI):
C,, (1,0 mg/mL) en CHCL,. Referen-
cia de acidos (DRAc): C,, , (0,06 mg
/mL),C, . (0,07 mg/mL),C, . (0,13 mg
/mL),C,, (0,13 mg/mL),C,, (1,48 mg
/mL), C,, (0,10 mg/mL), C, (0,82 mg
/mL)y C, , (0,08 mg/mL) en CHCIL,.
Matriz de referencia (DMR): se ana-
dieron 0,25 mL dela DRAcy 0,25 mL
de la DPI a un vial de 1,8 mL, se lle-
vé a sequedad a 80 °C y con corrien-
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te de nitrégeno, se anadié 1 mL de
la disolucién metilante [HCI-MeOH
5 % (v,v)],? se cerré el vial y se calen-
t6 a 80 °C durante 90 min . Pasado
el tiempo de reaccién, se dejé enfriar
y se evapord a sequedad a 80 °C. La
muestra seca se diluy6 con 250 uL
de tolueno y se calenté a 80 °C du-
rante 3 min .

Preparacion de las muestras

Se pesaron, con exactitud de 0,1,
5 mg de D003 en viales de 1,8 mL,
se adicion6 1 mL de DPI y se llevé
a sequedad. Luego, se siguieron
todos los pasos descritos en la pre-
paraciéon de la DMR, pero adicio-
nando 1 mL de tolueno.

Las condiciones para los anali-
sis cromatograficos, asi como la
identificaciéon y cuantificacién fue-
ron realizadas segin fue descrito en
trabajos previos.>®

Se estudiaron cinco procedi-
mientos de derivatizacién (Tablal).®
De ellos, se seleccion6 el A [HCI-

MeOH 5 % (v/v)], por ofrecer el me-
jor resultado cuantitativo (80,4 %) y
la mayor precisién (CV = 0,88 %).
Este resultado concuerda con los de
trabajos en otras matrices, en los
que se han encontrado para los ade-
mas agentes derivatizantes algunos
inconvenientes,? entre ellos, que los
trimetilsilil derivados presentan
menor respuesta cromatografica,
efecto que se acentiia con el incre-
mento de la cadena carbonada por
fenémenos de hidroélisis en el in-
yector.1?

Como en la mayoria de los tra-
bajos publicados, la metilacién de
los AG de las ceras utilizando el
HCI-MeOH 5 %, se realiza en tiem-
pos de reaccién muy elevados (en-
tre 3y 12 h),!! se decidio estudiar si
las 2 h empleadas en este trabajo
eran un tiempo adecuado. Para ello,
se estudié la influencia de varios
tiempos de reaccion (0,5; 1,0; 1,5, 2,0;
2,5y 5 h) sobre los resultados anali-
ticos, los cuales mostraron que la

Tabla 1. Agentes derivatizantes evaluados para el andlisis cuantitativo de 1a mez-

clade AG (n =5).

Agente derivatizante

Contenido Ccv
de AG (= DE)

(%)

A [HCI-MeOH 5 % (v/V)]

B [H,SO,-MeOH 5 % (v/v)], extraccién con 1 mL hexano)
C [H,SO,-MeOH 5 % (v/v)], extracciéon con 1 mL tolueno)

D (diazometano)

E (MSTFA 300 uL, 30 min a 80 °C, en CHCL)

80,4 = 0,71 0,88
77,3 = 1,86 2,40
75,8 = 2,00 2,63
77,6 = 1,75 2,26
75,5 + 1,85 2,45
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reaccién se completaba a partir de
los 90 min . Ello permitié fijar este
tiempo para la metilaciéon del
D003.

La aplicabilidad del sistema se
estudié mediante el andlisis de la
resolucion (R) entre los acidos C,, -
C,,, (m = 3) y a través de la repetibi-
lidad de la inyeccién, al analizar una
misma muestra (n = 6); los resulta-
dos (R > 2,5y CV = 0,40 %, respecti-
vamente) garantizaron una buena
separaciéon entre las senales y una
buena precisién del sistema croma-
tografico.!?

Se comprobdé que el método era
especifico al no encontrase interfe-
rencia entre la senal correspondien-
te al patrén interno (C, ) y la de los
AG del D003 e impurezas, luego de
comparar sus cromatogramas inde-
pendientes. La pureza de las sena-
les fue corroborada mediante CG-
EM como se describié en trabajos
previos.?

Se disend un estudio de lineali-
dad del sistema (A/A ; en funcién de
m/m ;) con una mezcla de AG patro-
nes que abarcé aproximadamente
de un 30 a un 160 % de las relacio-
nes de masas nominales a utilizar-
se en el método de anélisis del D003.
Para ello se tomaron 0,5; 1; 1,5; 2y
2,5 mL de la DRAc (n = 3), en tubos
de ensayos y se les anadié 1 mL de
DPI. Al analizar las disoluciones se
obtuvo que la ecuacién de regresién
fue:

y = (0,99 = 0,08)x - (0,05 = 0,11)

con un coeficiente de correlacién de
0,999. El coeficiente de variacién de los
factores de respuesta fue de 1,80 %,
y limites de confianza de la pendien-
te y del intercepto incluyeron al uno
y al cero respectivamente por lo que
estos pardametros cumplieron con
los criterios de aceptacién exigidos!?
y confirman la linealidad del siste-
ma cromatografico.

La exactitud se evalu6é mediante
estudios de recobrado, al calcular el
porcentaje que representé la canti-

dad encontrada con respecto a la
anadida y en un intervalo entre un
80 y un 120 % de la masa nominal
de D003 (n = 3). Las muestras pre-
viamente analizadas se contamina-
ron con 0,2; 0,4y 0,6 mL de la DRAc,
se les anadié 1 mL de la DPI y se
procedi6 segun la preparacién des-
crita anteriormente. El recobrado
promedio de la cuantificacién fue
de 99,2 % con un CV = 1,08 %, lo que
indica que el método fue exacto en
todo el intervalo estudiado.®

La precisién se estudié median-
te ensayos de repetibilidad (un mis-
mo técnico realizé ocho réplicas del
andlisis de la misma muestra) y de
precisién intermedia (dos técnicos
analizaron dos lotes en dos dias di-
ferentes, n = 5 para cada lote). El
CV de la repetibilidad y el CV pro-
medio de la precisiéon intermedia
(0,97 y 1,22 %, respectivamente) fue-
ron inferiores al limite establecido
para los métodos cromatograficos
(2 %), por lo que se puede conside-
rar que el método es preciso. Tam-
bién se constaté mediante las prue-
bas F de Fisher y t de Student (a
= 0,05) que no hubo diferencias
entre las dispersiones y medias de
los contenidos de acidos totales de-
terminados por ambos analistas, lo
que corrobora la buena precisiéon
del método.

CONCLUSIONES

Se desarrollé un método por CG
con columna de relleno que es es-
pecifico, lineal, exacto y preciso, por
lo que es apropiado para el control
de la calidad del D003 materia pri-
ma.
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