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RESUMEN. Se desarrolló y validó una técnica analítica para la determina-
ción de D002 en tabletas con dosis de 50 y 100 mg, la cual puede ser utiliza-
da en los controles de calidad y estudios de estabilidad de estas formas ter-
minadas. El método se basa en la extracción con cloroformo del principio
activo y la utilización de 1-eicosanol como patrón interno y N-metil-N-
(trimetilsilil)triflouroacetamida como agente derivatizante. Los análisis fue-
ron realizados por Cromatografía de Gases con columna de relleno de vi-
drio silanizado (3 m, con 3 mm de diámetro interno) utilizando como fase
estacionaria OV 101 al 3 % sobre Cromosorb W AW-DMSC de 80 a 100 ma-
llas. Se comprobó que el método responde linealmente en todo el intervalo
de masas estudiado (entre 50 y 150 % de la dosis nominal) con coeficiente
de correlación de 0,999, coeficiente de variación de los factores de respues-
ta de 0,875 % y una desviación estándar relativa de la pendiente de 0,137 %.
La exactitud se determinó a través de los recobrados, los que se encontra-
ron entre 99,72 y 100,39 % y no se diferenciaron significativamente del 100 %,
según la prueba t de Student para P = 0,05. La repetibilidad (n = 10) y la
precisión intermedia (n = 6, por 4 d) se estudiaron en un intervalo de 80 a
120 % de la concentración nominal, las precisiones estuvieron dadas por
coeficoentes de variación (CV) < 2 % en todos los casos y no se encontraron
diferencias significativas entre las dispersiones ni las medias obtenidas en
los diferentes días, según las pruebas F de Fisher y t de Student para p =
0,05.

ABSTRACT. An analytical method for determining D002 in 50 and 100 mg
tablets was developed and validated. This method can be used as part of
the quality control and stability studies of these finished pharmaceutical
forms. This method is based on the extraction of the active principle with
cloroform and the addition of 1-eicosanol as internal standard and N-methyl-
N-(trimethylsilil)triflouroacetamide as derivatizing agent. Silanized glass
packed column (3 m, with 3 mm de internal diameter) filled with 3 % OV
101 on Cromosorb W AW-DMCS was used for the analysis. It was proved
that in the studied mass rage (between 50 and 150 % of the nominal doses),
the method is linear, with a correlation coeficient of 0.999. Relative stan-
dard deviation of response factors of 0,875 % and standard deviation of slope
of 0.137 % fullfilled too the aceptance criteria. Accuracy was assessed
through a recovery study, values were between 99.72 y 100.39 %, which were
not significantly different form 100 %. The repeatability (n = 10) and
intermediate precision (n = 6, for 4 d) were assessed from 80 a 120 % of the
nominal concentration, in all cases the method was precise, according to
variation coeficient (CV) < 2 %, no significant differences were found in
either the precision or the means obtained in the different days, according
Fisher F and Student t tests for p = 0.05.

INTRODUCCION

El D002 es una mezcla de alcoho-
les alifáticos primarios de alto peso
molecular, extraída y purificada a
partir de la cera de abejas (Apis
Mellifera),1 la cual presenta efectos
anti-inflamatorios, anti-ulcerosos, y
anti-oxidantes,2-4 así como ausencia
de toxicidad en especies roedoras y
no roedoras.5,6 Dadas las potenciali-
dades de este producto para su utili-
zación en seres humanos, se elabo-
raron dos formas terminadas con
igual composición de excipientes,
pero diferentes cantidades de D002.
Estas fueron tabletas con dosis de 50
y 100 mg de principio activo, cuyo
control de calidad requirió el desa-
rrollo y validación de una metodolo-
gía analítica con la precisión y exac-
titud que requiere la Industria Far-
macéutica actual, lo cual fue el obje-
tivo del presente trabajo. Para el de-
sarrollo del método se utilizó la cro-
matografía gaseosa (CG) con colum-
na de relleno, teniendo en cuenta ex-
periencias previas en la determina-
ción de mezclas de alcoholes de alto
peso molecular tanto en la cera de
abejas como en la cera de caña de
azúcar.7-9

MATERIALES Y METODOS
Equipo

Se utilizó un cromatógrafo de ga-
ses GC14A acoplado a computadora
C-R4A (Shimadzu, Japón) Condicio-
nes cromatográficas: columna de vi-
drio silanizada (3,1 m X 3 mm d.i.),
empacada con la fase OV-101 al 3 %



Revista CENIC Ciencias Químicas, Vol. 35, No. 3, 2004.

128

sobre Chromosorb W AW-DMCS (80
a 100 mallas). Programación: de 250
a 320 °C a 15 °C/min y 20 min  isotér-
mico a 320 °C . Los flujos de gas por-
tador argón, hidrógeno y aire, fueron
de 30, 30 y 300 mL/min respectiva-
mente. El detector y el inyector se ca-
lentaron a 320 °C y el volumen de in-
yección fue 2 µL .

Reactivos y disoluciones

Todos los reactivos empleados
fueron de grado analítico.

Patrones de referencia: 1-eicosa-
nol, 1-tetracosanol, 1-hexacosanol, 1-
triacontanol (FLUKA, Suisa) y 1-oc-
tacosanol (Sigma, USA).

N-metil -N - ( trimetilsi l i l ) tri -
fluoroacetamida (MSTFA, FLUKA,
Suisa).

Cloroformo (Merck, Alemania).
Tabletas de D002 con dosis de 50

y 100 mg (lotes 040695 y 100497 res-
pectivamente, MedSol, Cuba).

Muestra de referencia de D002
principio activo (lote AA0702).

Disolución de patrón interno
(DPI): 1-eicosanol (0,4 mg/mL) en clo-
roformo.

Disolución de referencia de alco-
holes (DRA): 1-tetracosanol, 1-hexa-
cosanol, 1-triacontanol y 1-octacosa-
nol, todos a 0,12 mg/mL en clorofor-
mo.

Disolución matriz de referencia
de alcoholes (DMRA): Se tomaron
250 µL de la DRA y se llevaron a se-
quedad a 60 ºC en corriente de aire.
Se adicionaron 150 µL de DPI y 50 µL
de MSTFA. Se calentó a 60 ºC duran-
te 15 min previo al análisis por CG
(n = 3).

Preparación de la muestra de ensa-
yo

Se tomaron 20 tabletas al azar, se
les determinó la masa promedio y se
trituraron hasta obtener un polvo
fino y homogéneo. En un tubo de
ensayos de 15 mL se pesó, con exac-
titud de 0,1 mg, una cantidad equi-
valente a 50 mg de principio activo,
o sea, el peso promedio de la tableta
con dosis de 50 mg o la mitad del peso
promedio de la tableta con dosis de
100 mg . Se añadieron 10 mL de DPI,
se calentó a ebullición con agitación
ocasional durante 30 min . Se filtró
en caliente a otro tubo de ensayos,
se transfirió una alícuota de 150 µL a
un vial de 1,8 mL, se le adicionaron
50 µL de MSTFA y se calentó duran-
te 30 min a 60 °C para su análisis por
CG.

Identificación y cuantificación

La identificación de los compo-
nentes del D002 en la tableta se rea-

lizó por comparación de sus reten-
ciones relativas con las obtenidas en
iguales condiciones para una mues-
tra de D002 de referencia, previa-
mente analizada por CG acoplada a
Espectrometría de Masas. La cuan-
tificación se realizó por el método
del Patrón Interno,7 previo cálculo
de los factores másicos de respues-
ta relativa y teniendo en cuenta las
consideraciones descritas anterior-
mente.9 La masa de D002 se calculó
por la suma de las masas halladas
para cada uno de los alcoholes de
número par de átomos de carbono
entre el C24 y el C34, dicha masa total
se corrigió para tener en cuenta la
masa de muestra analizada (aproxi-
madamente la masa de las tabletas
con dosis de 50 mg y la mitad de la
masa de las tabletas con dosis de
100 mg), así como la masa promedio
de las tabletas, según método de cál-
culo descrito anteriormente.10

Validación de la metodología

La especificidad del método se
estudió al comparar los cromatogra-
mas correspondientes a las tabletas,
el patrón interno, las tabletas pla-
cebo y una muestra de referencia de
D002 materia prima.

El estudio de la linealidad y exac-
titud del método se realizó a partir
de placebos contaminados con 25,
40, 50, 60 y 75 mg de principio acti-
vo (n = 5). La ecuación de regresión
y el coeficiente de correlación se
obtuvieron por el método de los mí-
nimos cuadrados. Para ello, se ana-
lizaron las masas obtenidas (y) en
función de las masas añadidas (x),
además, se realizaron pruebas de
linealidad y proporcionalidad. Como
criterios de linealidad se considera-
ron el coeficiente de correlación (r)
> 0,99, el coeficiente de variación de
los factores de respuesta (CVf) < 5 %
y el intercepto con ��y�� no significa-
tivo para un 95 % de confiabilidad.
La exactitud se determinó median-
te el cálculo de los recobrados en
cada punto del estudio de linealidad,
a los que se les aplicó además, la
prueba estadística t de Student para
p = 0,05.11

El estudio de repetibilidad se rea-
lizó con tabletas de ambas dosis por
un analista en el mismo día y equi-
po (n = 10), mientras para el estudio
de precisión intermedia se emplea-
ron muestras de tabletas con dosis
de 40, 50 y 60 mg, correspondientes
a 80, 100 y 120 % de la concentración
nominal. Este segundo estudio de
precisión se realizó durante cuatro
días, en todos los cuales, se analiza-
ron seis réplicas independientes. El

criterio de aceptación empleado fue
que el CV de las determinaciones
fuese < 2 %, y que no hubiera dife-
rencias significativas entre las dis-
persiones ni las medias obtenidas en
los diferentes días, según las prue-
bas F de Fisher y t de Student para
p = 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Especificidad

En el estudio de especificidad
(Fig. 1) se pudo observar que las con-
diciones cromatográficas empleadas
permiten la determinación de los
seis alcoholes que conforman el
D002 con buena resolución. Las se-
ñales correspondientes al patrón in-
terno y a los excipientes utilizados
en la fabricación de las tabletas no
interfieren en la determinación del
principio activo, por lo que se puede
afirmar que el método es específico
para el análisis del D002 en estas for-
mas terminadas.

Linealidad y exactitud

La ecuación de regresión obteni-
da en el estudio de linealidad fue

y = (0,995 ± 0,005) x + (0,222
± 0,238)

con límites de confianza calculados
para p = 0,05. El coeficiente de co-
rrelación (r= 0,999) fue superior al
límite de aceptación, lo que indica
una correlación positiva con una
probabilidad superior al 99,9 %. Los
parámetros correspondientes a las
pruebas de linealidad (CVf = 0,875;
Sb(rel.) = 0,137) y proporcionalidad (in-
clusión del cero entre los límites de
confianza del intercepto), prueban
que el método es lineal y no presen-
ta sesgo en el intervalo de masas es-
tudiado. Los recobrados obtenidos
en el estudio de linealidad (Tabla 1)
fueron sometidos a la prueba esta-
dística t de Student, y en todos los
casos texp. < ttab. (2,776) para un 95 %
de confiabilidad, lo que demuestra
que dichos recobrados no se diferen-
cian estadísticamente del 100 % y el
método es exacto en todo el interva-
lo.

Precisión

En el estudio de repetibilidad
se determinaron dosis de 49,87 y
99,73 mg de D002 para los dos lotes
analizados, con CV de 1,04 y 0,96 %,
respectivamente. Tanto en éste
como en el estudio de precisión in-
termedia (Tabla 2), se obtuvieron CV
inferiores al límite de aceptación (2 %).
La comparación de las dispersiones
y las medias obtenidas en el estudio
de precisión intermedia arrojó que
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no existían diferencias significativas
entre los resultados de los diferen-
tes días, tanto las Fexp. como las texp.
(Tabla 3) fueron inferiores a las ta-
buladas para p = 0,05. Por todo lo
anterior, se puede considerar que el
método es preciso.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resulta-
dos expuestos se puede concluir que

el método validado puede ser em-
pleado en el control de calidad de las
tabletas con dosis de 50 y 100 mg de
D002.
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Tabla 3. Comparación de las dispersiones y medias del estudio de precisión
intermedia.
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