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El D002 consiste en una mezcla de alcoholes supe-
riores que es obtenida de la cera de abejas (A. mellifera)
y presenta efectos antiinflamatorios,1 antiulcerosos2 y
antioxidantes.3 Aunque existe un método para la de-
terminación de D002,4  validado según las exigencias
de la industria farmacéutica actual, en él se emplea la
Cromatografía de Gases (CG) con columna de relleno.
Esta columna sin embargo, aunque aún es válida, se
encuentra prácticamente en desuso actualmente, ha-
biendo sido sustituida paulatinamente por la columna
capilar, con indiscutibles ventajas, fundamentalmente
en cuanto a resolución y sensibilidad5 y empleada re-
cientemente con muy buenos resultados en la deter-
minación de alcoholes grasos en el policosanol.6 Todo
lo anterior motivó la validación del método de deter-
minación de D002 ingrediente activo por columna ca-
pilar, la que demostró su aplicabilidad en el análisis de
esta sustancia.

Se empleó el cromatógrafo 6890N con detector de
ionización por llama (Agilent, EUA), con una columna
HP-5 (30 m x 0,25 mm d.i. y 0,25 mm de película, 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, inyección de 0,5 µL, y flujo
de gas portador (H2) 1 mL/min . Se empleó además, la
columna HP-5MS de iguales dimensiones y en iguales
condiciones, pero con He como gas portador, con un
espectrómetro de masas 5975N (Agilent, EUA) y con el
inyector a 320 ºC, la interfase a 280 ºC, la fuente a 250 ºC
y el cuadrupolo a 150 ºC; la energía de ionización fue de
70 eV y se adquirió en el intervalo de 40 a 800 m/z. Se
trabajó con D002 ingrediente activo (lotes 010010204 y
030011006, Centro Nacional de Investigaciones Cientí-
ficas, Cuba). El cloroformo, el N-metil,N-trimetilsilil-
trifluoroacetamida (MSTFA), así como los demás
reactivos empleados fueron de calidad analítica (Sigma,
EUA) y se prepararon en cloroformo las disoluciones si-
guientes: disolución de patrón interno (DPI): alcohol C20
a 0,4 mg/mL, disolución de referencia de alcoholes 1
(DRA1): C24, C26, C28 y C30 a 0,12; 0,13; 0,13 y 0,20 mg/mL,
respectivamente, disolución de referencia de alcoholes
2 (DRA2): alcoholes C24, C26, C28 y C30 a 0,66; 0,66; 0,66 y
1,02 mg/mL, respectivamente. Disolución matriz de re-
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ferencia (DMR): se secaron 0,5 mL de DRA1 en un vial,
se añadieron 0,150 mL de DPI y 0,05 mL de MSTFA, se
cerró y se calentó a 65 °C durante 15 min . Disolución
patrón de trabajo (DPT): D002 a 3,48 mg/mL .

Para preparar la muestra de ensayo se pesaron (20
±  0,1) mg de D002. Se añadieron 3 mL de DPI. Se ca-
lentó a 65 oC, con agitación ocasional a intervalos hasta
disolución. Se trasvasaron 0,5 mL a un vial y se aña-
dieron 0,05 mL de MSTFA. Se cerró y se calentó a 65 oC
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 Cromatografía Gaseosa - Espectrometría de
Masas (CG-EM). La cuantificación se realizó por el mé-
todo del patrón interno, previo cálculo de los factores
másicos de respuesta relativa con el empleo de la DMR,
según el método anteriormente descrito.7

Como criterios de aplicabilidad del sistema se encon-
tró que la resolución cromatográfica (R) permitía una
separación adecuada de las señales de interés (RC28-C30 = 9),
y que la repetibilidad de la inyección (CV < 0,5 %) ga-
rantizaba una buena precisión del sistema inyector-de-
tector, por lo que se pasó a validar la metodología ana-
lítica, proceso realizado según las guías vigentes en la
industria farmacéutica.8-10

Se demostró que el método era lineal entre el 35 y el
140 % de la concentración nominal, para lo cual se seca-
ron y analizaron alícuotas (2, 3, 5, 7 y 8 mL) de la DPT
(n = 3). La ecuación de regresión, obtenida por las rela-
ciones de áreas en función 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-
rrelación (0,999), así como los CV de los factores de res-
puesta (3,39 %) y de la pendiente (1,43 %) cumplieron con
los límites de aceptación (0,99; 5 y 2 %, respectivamente)
y el cero quedó incluido en los límites de confianza del
intercepto, por lo que no hubo sesgo. La exactitud fue
probada entre aproximadamente el 50 y el 150 % de la
concentración nominal, para lo cual se añadieron 3 mL
de la DPT a cuatro grupos de muestras (siendo uno de
ellos un blanco) y seguidamente, a tres grupos se les
añadieron 1, 3 y 4 mL de la DRA2.  Luego de secar las
muestras a 65 ºC fueron analizadas. El contenido deter-
minado en el blanco se restó a los obtenidos en los de-
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más grupos y se obtuvieron los recobrados individuales
(101,05; 99,62; y 99,38 %). Las texp. en cada concentración
(1,106; 0,452; y 0,977) fueron menores, con un 95 % de
confianza, que la ttab. 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 día y equipo) como en el de preci-
sión intermedia (n = 3, 2 analistas, durante tres días, en
el mismo equipo, al 75, 100 y 125 % de la concentración
nominal. Para los alcoholes individuales, los CV varia-
ron en función de las concentraciones, cumpliendo los
criterios de precisión de Horwitz.11 Por la prueba ANOVA
se demostró que no hubo diferencias significativas (p >
0,05) entre las series de resultados, por lo que los facto-
res concentración, analista y día no influyeron en la dis-
persión de los resultados.

En el ensayo de robustez, realizado según el diseño
de Youdin (n = 6),10 se determinó 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 inyección
(+ 0,1 mL), no afectaban significativamente la retención
relativa del C30, la RC28-C30, la cuantificación, ni la Desvia-
ción Estándar, por lo que el método es robusto ante las
variaciones experimentales realizadas. El método tam-
bién fue específico, sin interferencias entre la señal del
patrón 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:
hidrólisis ácida y básica (0,1 mol/L de NaOH o HCl, 108 °C,
24 h), oxidación (H2O2 al 30 %, 7 d), fotólisis (254 nm, 7 d),
y termólisis (108 °C, 7 d); por lo que, de haberse formado
algún producto de degradación, este no interfiere en la
determinación del D002. En todos los casos, la pureza
de las señales fue comprobada por CG-EM.

El método analítico propuesto puede considerarse
validado, siendo posible su empleo en el control de cali-
dad y los estudios de estabilidad de este ingrediente ac-

tivo. Se comprobó que es exacto, lineal y preciso en los
intervalos requeridos alrededor de la concentración no-
minal, así como robusto ante los cambios operacionales
estudiados, y específico aun para las muestras someti-
das a condiciones de degradación.
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Fig. 1. Cromatogramas de gases parciales del ingrediente activo D002 (A) y del estándar interno (B), derivatizados con MSTFA.
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