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RESUMEN. El D003 es un nuevo ingrediente activo, formado por una mezcla de
ácidos grasos saturados lineales entre 24 a 36 átomos de carbono, el cual es aislado
y purificado a partir de la cera de caña de azúcar (Saccharum officinarum L.) y ha
mostrado efecto hipolipemiante, antiagregante plaquetario, anti-oxidante y anti-
osteoporótico. A partir de este ingrediente activo se han elaborado suspensiones
acuosas para los estudios preclínicos y tabletas con dosis de 5 y 10 mg, todo lo cual
ha requerido el desarrollo y validación de metodologías analíticas por cromatogra-
fía de gases para su determinación en las diferentes formas en que se le utiliza.
Estas metodologías se basan en el empleo de una columna semicapilar DB-5 y del
ácido 1-nonadecanoico como patrón interno. Los ácidos grasos son analizados como
ésteres metílicos, para cuya formación se usa una disolución de ácido clorhídrico al
5 % en metanol. Los resultados de las validaciones demostraron que estas meto-
dologías son específicas, al no haber interferencias de otros componentes en las
señales de los ácidos grasos, ni siquiera al someter previamente los productos a
condiciones extremas de degradación. Estas metodologías también resultaron li-
neales (coeficientes de correlación > 0,99) y exactas (recobrados totales entre 99,6 y
100,3 %) entre el 50 y el 150 % de las masas nominales. La repetibilidad, precisión
intermedia y reproducibilidad en las determinaciones presentaron coeficientes de
variación < 2,1 %. Los estudios de robustez realizados demostraron que de siete
cambios operacionales evaluados, solo el aumento del volumen de inyección afectó
la cuantificación y la resolución. Los métodos fueron encontrados adecuados para
su empleo en el control de la calidad y los estudios de estabilidad del ingrediente
activo, así como de las tabletas y suspensiones.

ABSTRACT. D003 is a new active ingredient made-up of a mixture of saturated
linear fatty acids ranging from 24 and 36 carbon atoms. This product has been
isolated and purified from sugar cane (Saccharum officinarum L.) wax and has
shown antiosteoporotic, antioxidant, antiplatelet, and cholesterol-lowering effects.
Aqueous suspensions for preclinical studies and 5 and 10 mg dose tablets using
this active ingredient have been elaborated. In that sense, the development and
validation of gas chromatographic analytical methodologies for their determina-
tion has been required. These methodologies are based on the employment of a
DB-5 wide-bore column and 1-nonadecanoic acid as internal standard. The acids
were analyzed as methyl ester derivatives, prepared using 5 % aqueous HCl-metha-
nol. Validated methods were specific, because no interference was detected, even
when samples were subject to stress conditions. Good linearity (correlation coeffi-
cient > 0.99) and accuracy (total average recovery between 99.6 and 100.3 %) were
proved over a range 50-150 % of the nominal concentration. Repeatability, interme-
diate precision and reproducibility at the nominal dose (100 %) were < 2.1 %. Ro-
bustness studies showed that quantification and resolution were only affected by
the injection volume increase and no other of the 7 evaluated operational changes
affected the results. The methods proved to be suitable for quality controls and
stability studies of the active ingredient, tablets and suspensions.

INTRODUCCION

El D003 constituye una mezcla de
ácidos grasos saturados (AGS) des-
de 24 hasta 36 átomos de carbono,
aislada y purificada a partir de la cera
de la caña de azúcar (Saccharum
officinarum L.).1 Los lotes industria-
les de D003 han mostrado una com-
posición reproducible, con los ácidos
de número par de átomos de carbo-
no como mayoritarios, siendo el áci-
do 1-octacosanoico el que se encuen-
tra en mayor proporción.

Estudios con esta mezcla han
demostrado una variada acción far-
macológica, destacándose efectos
como hipolipemiante, antiagregante
plaquetario, anti-oxidante y anti-
osteoporótico.2-7 Ensayos experimen-
tales han mostrado además, ausencia
de toxicidad aguda, subcrónica y cró-
nica,8,9 así como ausencia de geno-
toxicidad o efectos sobre la fertilidad
y la reproducción.10,11

Previo al D003 nunca se había
empleado una mezcla de AGS para
prevenir o contrarrestar enfermeda-
des aterotrombóticas, ni de otro tipo,
siendo por el contrario su presencia
en la dieta un tema de controversia,
por su influencia sobre las concen-
traciones de colesterol sanguíneo.12-14

Es por ello que el producto D003, al
reportársele una importante activi-
dad beneficiosa, incluso como
hipocolesterolemizante, constituye
una novedad farmacéutica.

A partir del ingrediente activo
D003 se han desarrollado,  como for-
mas terminadas, tabletas con dosis
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de 5 y 10 mg, las cuales se han em-
pleado en los  diferentes estudios clí-
nicos realizados. 15,16  Actualmente, las
tabletas de 5 mg de D003 son comer-
cializadas como suplemento nutri-
cional con el nombre de Prevenox.
Para la evaluación farmacológica y
toxicológica de este producto tam-
bién se han preparado suspensiones
farmacéuticas con el empleo de una
disolución de goma acacia en agua
destilada.

Como parte de la caracterización
química del D003 fue necesario de-
sarrollar, con el empleo de la croma-
tografía de gases (CG), un método
analítico que determinara de mane-
ra confiable el contenido de AGS en
el ingrediente activo, de forma que
permitiera el control de la calidad y
los estudios de estabilidad del pro-
ducto.17 Este método fue sometido a
un proceso de validación en el que
se tuvieron en consideración los
parámetros recomendados por los or-
ganismos farmacéuticos internacio-
nales.18 La elaboración de diferentes
formas terminadas a partir del D003,
como las suspensiones acuosas y las
tabletas,  requirió también el desa-
rrollo y validación de otras metodo-
logías con similares propósitos.19-21

El objetivo del presente estudio
consistió en resumir las característi-
cas generales de las metodologías
analíticas aplicadas al D003: condi-
ciones cromatográficas, modo de de-
rivatización pre-cromatográfica de
los AGS, análisis cualitativos y cuan-
titativos, entre otras. Serán mostrados
también los principales resultados de
validación de las metodologías analí-
ticas para la determinación de los
AGS presentes en el ingrediente ac-
tivo, tabletas (5 y 10 mg) y suspen-
siones (10; 25; 50; 100, 150 y 250 mg
/mL).

MATERIALES Y METODOS
Equipos

Cromatógrafo de gases modelo
GC-14A (Shimadzu, Japón) acoplado
a computadora modelo C-R4A de la
misma firma, con programa para pro-
cesamiento de datos. La detección se
realiza mediante un detector de
ionización por llama y se emplea una
columna con fase enlazada DB-5 (30 m,
0,53 mm d.i. y 1,5 µm de espesor de
película; J&W, USA). Programación:
de 220 ºC hasta 320 ºC a 5 ºC/min y
10 min isotérmico a la temperatura
final. El flujo del gas portador (H2) es
aproximadamente de 9 mL/min; para
la formación de la llama se emplea
un flujo de H2 y aire de 40  y 400 mL
/min, respectivamente. La tempera-
tura del inyector y del detector es de

320 ºC . El volumen de inyección es
de 1 µL .

Disoluciones

Disolución de patrón interno
(DPI), con el ácido 1-nonadecanoico
(C19:0) a 1 mg/mL en cloroformo. Di-
solución metilante (DM) compues-
ta de ácido clorhídrico al 5 % en
metanol (v/v). A partir de AGS pa-
trones con 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 y
31 átomos de carbono (99 %, SIGMA,
USA) se prepara una disolución de
referencia de ácidos (DRA) en clo-
roformo cuyas concentraciones son
similares a las encontradas en el
D003 ingrediente activo. En dicha
disolución los AGS se encuentran
aproximadamente a: 0,06; 0,05; 0,14;
0,12; 1,5; 0,08; 0,8 y 0,05 mg/mL, res-
pectivamente. Disolución matriz del
producto (DMP) en cloroformo, en
la que la concentración del produc-
to puede estar entre 1 y 2 mg/mL .
Disolución matriz  de referencia
(DMR) en la que se añaden alícuotas
de la DRA y de DPI a un vial, se lle-
va a sequedad con flujo de aire y
calentamiento a 80 ºC, se añade DM
y se calienta a 80 ºC durante 90 min .
Posteriormente, se lleva a sequedad
con corriente de aire a 80 ºC y final-
mente, se disuelve el contenido del
vial en tolueno y se calienta a 80 ºC
durante 3 min .

Preparación de las muestras

Ingrediente activo. Se pesan 10 mg
del producto en un vial y se adicio-
na 1 mL de DPI, se lleva a sequedad
bajo corriente de aire y calentamien-
to a 80 ºC, se añade 1 mL de la DM y
se calienta a 80 ºC durante 90 min,
se lleva a sequedad con flujo de aire
a 80 ºC . Luego se disuelve el conte-
nido del vial en 1 mL de tolueno y
se  calienta a 80 ºC durante 3 min .

 Tabletas. Se toman aleatoria-
mente 20 tabletas, se pesan y se de-
termina el peso promedio, se tritu-
ran hasta obtener un polvo fino y
homogéneo. En un tubo de ensayos
se pesa la cantidad correspondiente
al peso promedio de una tableta.
Luego, se añaden en el tubo de en-
sayos 0,5 mL de DPI y 3 mL de clo-
roformo para las tabletas  con dosis
de 5 mg  (1 mL de DPI y 4 mL de clo-
roformo  en las tabletas con 10 mg).
Se calienta a 80 °C durante 15 min
con agitación ocasional. Se filtra en
caliente hacia otro tubo de ensayos.
Se toma 1 mL del filtrado y se
trasvasa a un vial. Se lleva a seque-
dad a 80 °C con corriente de aire, se
añaden  0,5 mL de DM, se sella el vial
y se calienta a 80 °C durante 90 min .
Cuando alcanza la temperatura am-

biente, se destapa y se lleva a seque-
dad a 80 °C con corriente de aire. Se
añaden 150 µL de tolueno para las ta-
bletas con dosis de 5 mg (200 µL para
las de 10 mg de dosis), se sella el vial
y se calienta a 80 °C durante 5 min .

Suspensiones. A partir de las sus-
pensiones originales en las que el
D003 se encuentra a las concentra-
ciones siguientes: 10, 25, 50, 100, 150
y 250 mg/mL, se toma el volumen
necesario para preparar una suspen-
sión de 10 mg/mL . A partir de cada
una de estas nuevas suspensiones,
y de forma independiente, se trans-
fiere 1 mL a un tubo de ensayos, se
añade 1 mL de DPI y  3 mL de cloro-
formo. Se calienta a 80 ºC durante
30 min con agitación ocasional.  La
mezcla se transfiere a un embudo
separador. Luego de separar las fa-
ses, se trasvasa la clorofórmica a un
tubo de ensayos. Se evapora a 80 ºC
con corriente de aire. Se añade 1 mL
de DM y se calienta a 80 ºC durante
90 min . Se lleva a sequedad a 80 °C
con corriente de aire. Finalmente, se
añade 1 mL de tolueno.

Análisis cualitativo

Como criterio de identificación
se determina la retención relativa
(ri,p) de cada uno de los AGS que for-
man el D003, para lo cual se toma
como referencia al patrón interno
C19:0. La retención relativa determi-
nada se compara con la obtenida del
análisis de una muestra preparada a
partir de un lote de referencia del
producto, previamente estudiada
por CG acoplada a un detector selec-
tivo de masas.

Análisis cuantitativo

El porcentaje de cada ácido gra-
so (Pi) presente en el ingrediente
activo se obtiene por el método cuan-
titativo del patrón interno, median-
te la ecuación siguiente:

donde:
Ai  área bajo el pico cromatográfico

del componente a analizar.
mpi  masa de patrón interno (mg).
Api  área bajo el pico cromatográfico

del patrón interno.
fi

m  factor másico de respuesta rela-
tiva.

mm  masa de la muestra (mg).

El contenido de cada compuesto
(Ci) en la tableta (mg), se obtiene por
el mismo método y mediante la ecua-
ción siguiente:

100 %m
i i pi

i
pi m

A f m
P
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⋅
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donde:
mt  masa promedio de las tabletas

(mg).
En el análisis de cada una de las

suspensiones sometidas al proceso
extractivo, se calcula Ci a través de
la misma ecuación 2, pero sin tener
en consideración las variables mt  y
mm. Luego el contenido total de AGS
de cada una de estas suspensiones
es multiplicado por un factor de di-
lución (diferente para cada caso) y
de esta manera se determina la con-
centración de las suspensiones ori-
ginales.

 Los factores másicos de respues-
ta relativa se calculan a partir del
análisis cromatográfico de la DMR,
según:

donde:
mi  masa del componente a analizar.

Al no disponerse de patrones co-
merciales de los AGS desde 32 hasta
36 átomos de carbono se emplea,
para los ácidos C32:0, C34:0  y C36:0  el fac-
tor calculado para el ácido C30:0 y para
los ácidos C33:0 y C35:0 el del ácido C31:0.

Validación

Especificidad. Para estudiar este
parámetro el ingrediente activo y las
formas terminadas se sometieron a
diferentes condiciones extremas (hi-
drólisis ácida y básica, oxidación,
fotólisis y termólisis), para determi-
nar la especificidad del método ante
la presencia de posibles productos de
degradación.22 Todos los ensayos se
realizaron por triplicado. La especi-
ficidad se evaluó por comparación de
los cromatogramas correspondien-
tes a las muestras sometidas a con-
diciones extremas con los de la
muestra original. También, se com-
pararon independientemente las
muestras y el patrón interno.

Linealidad. En este ensayo se
abarcaron cinco concentraciones del
ingrediente activo, que representa-
ron aproximadamente un 30, 60, 90,
120 y 150 % de su valor nominal (n
= 3). Para ello, se tomaron diferen-
tes volúmenes en orden creciente de
la DMP, los que se trasvasaron a via-
les, a cada uno de los cuales se le
adicionó una alícuota de la DPI. Pos-
teriormente, se llevó a sequedad a
80 ºC en corriente de aire, se adicio-
nó un volumen de DM y se calentó a
80 ºC durante 90 min . Se llevó nue-
vamente a sequedad en las mismas
condiciones anteriores y finalmen-

te, se disolvió la muestra en tolueno
calentando a 80 ºC durante 3 min .
Para las tabletas se emplearon cinco
concentraciones (n = 3), las cuales
representaron aproximadamente el
50, 75, 100, 125 y 150 % de la dosis de
D003 que presentan las tabletas. Se
trituró la cantidad requerida de ta-
bletas placebo y del polvo obtenido,
se tomaron cantidades equivalentes
al peso promedio de las tabletas con
D003 y se añadieron a los tubos de
ensayo. Las muestras de cada con-
centración se prepararon añadiéndo-
se volúmenes crecientes de la DMP.
Después, se llevaron a sequedad en
corriente de aire a 80 °C y a conti-
nuación, se desarrolló la metodolo-
gía analítica. Para las suspensiones
el estudio abarcó seis concentracio-
nes del producto, las cuales repre-
sentaron las concentraciones de las
suspensiones empleadas en las in-
vestigaciones. Se procedió tal como
se describe en el acápite de prepara-
ción de muestras.

Los cálculos de las ecuaciones de
regresión para el total de AGS se rea-
lizaron por el método de ajuste de los
mínimos cuadrados, también se de-
terminaron los coeficientes de corre-
lación (r), de variación de las pen-
dientes (CVb) y de variación de los
factores de respuesta (CVf).

23 En to-
dos los casos, se tuvieron en cuenta
las cantidades de cada AGS y del to-
tal, determinadas por el método (y),
en función de las correspondientes
cantidades de componente activo (x)
contenidas en las muestras analiza-
das.

Exactitud. En la evaluación de
este parámetro para el ingrediente
activo los análisis se realizaron por
el método de adición de patrón en
un intervalo del 80 al 120 % respecto
a la concentración nominal. Se pre-
pararon cuatro grupos de muestras
(n = 3), a las cuales se les adiciona-
ron volúmenes constantes de DMP
y de DPI. Al primero, segundo y ter-
cer grupo se le adicionaron también
volúmenes crecientes de la DRA, las
muestras del cuarto grupo fueron
consideradas blancos. Los volúme-
nes añadidos de las disoluciones se
evaporaron con flujo de aire y calen-
tamiento a 80 °C . Posteriormente, se
procedió según el modo de prepara-
ción de muestras. Las cantidades
totales de AGS patrones añadidas en
cada caso fueron determinadas me-
diante el cálculo de la diferencia en-
tre las masas promedio cuantificadas
en los tres primeros grupos y el con-
tenido promedio de las muestras
blanco, con lo cual se determinó el
recobrado. El estudio para tabletas

y suspensiones se realizó con los
datos obtenidos en los estudios de
linealidad. Las evaluaciones se rea-
lizaron  mediante  pruebas t de Stu-
dent (p = 0,05), para determinar si
existían diferencias significativas
entre los recobrados obtenidos y el
100 %, según la ecuación siguiente:

donde:
R  recobrado promedio obtenido.
n  número de réplicas.

Repetibilidad. Este parámetro se
midió a través del CV (%) en la de-
terminación del contenido total de
AGS, tanto en el ingrediente activo,
como en las tabletas y suspensiones
(n = 8). Los análisis se realizaron por
el mismo analista, día y equipo y los
CV calculados fueron comparados
con los permitidos por Horwitz se-
gún el porcentaje del analito en las
muestras.23-24

Reproducibilidad. Este paráme-
tro se evaluó en las metodologías
aplicadas al ingrediente activo y a las
tabletas de 5 mg . De esta manera los
análisis se desarrollaron por dos
analistas en diferentes laboratorios.
Cada uno preparó de forma indepen-
diente tres muestras según el caso,
las cuales se analizaron en tres días.
Se llevaron a cabo pruebas F de
Fisher y t de Student para demostrar
si existían diferencias significativas
entre los resultados de los analistas.
Fueron calculados los límites de con-
fianza (LC) para el total de AGS, para
lo cual se tuvieron en consideración
los resultados de los dos analistas.
Para el cálculo del LC se utilizó la
ecuación siguiente:

donde:
t  valor de la distribución t de

Student para n-1 grados de liber-
tad y p = 0,05.

Precisión intermedia. Este pa-
rámetro se evaluó en la metodolo-
gía aplicada a las tabletas con do-
sis de 10 mg y para las suspensio-
nes con 10, 50 y 250 mg(D003)/mL .
Los análisis se llevaron a cabo por
dos analistas en el mismo equipo.
Cada uno preparó de forma inde-
pendiente tres muestras y las ana-
lizaron en tres días diferentes. Se
hicieron las mismas pruebas esta-
dísticas del estudio de reproduci-
bilidad, incluida la  determinación
de los LC.

m
i i pi t

i
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Robustez. Este estudio fue apli-
cado para las dos formulaciones de
tabletas. Se variaron siete paráme-
tros experimentales con vistas a
determinar si estas variaciones
afectaban significativamente los
resultados obtenidos en el tiempo
de retención relativo para el ácido
mayoritario (C28:0), la resolución
entre los ácidos C28:0 y C30:0, el con-
tenido total de ácidos (mg) y la des-
viación estándar de esta última de-
terminación (Tabla 1). Para ambos
casos, el modelo que se siguió fue el
de Youdin.25

RESULTADOS Y DISCUSION

Las metodologías analíticas apli-
cadas al D003, aunque presentan
procedimientos particulares que las
diferencian unas de otras, sobre todo
en lo referente a la preparación de
las muestras, tienen  características
comunes, como el hecho de que to-
das emplean la CG con una colum-
na semicapilar de fase enlazada
apolar, y los AGS que forman este
producto, previo al ensayo cromato-
gráfico, son derivatizados a ésteres
metílicos mediante catálisis ácida
con una disolución de HCl en MeOH
al 5 % (v/v). Por otra parte, al estar el
principio activo en las formas termi-
nadas, bien junto a una gran cantidad
de excipientes (tabletas) o suspendi-
dos en un medio acuoso (suspensio-
nes), se practica antes del proceso de
derivatización, una extracción
clorofórmica y así, se logra concentrar
los AGS en la fase orgánica, a partir
de la cual se toman las alícuotas ne-
cesarias para continuar la prepara-
ción de las muestras. Otro aspecto
en común es que los análisis cuanti-
tativos se basan en la utilización del
ácido C19:0  como patrón interno.

Especificidad. En ninguna de las
metodologías evaluadas se encontra-
ron interferencias en la detección de
los componentes del D003 ni del pa-
trón interno. Así, en los perfiles cro-
matográficos obtenidos en el estudio
de especificidad de la metodología
aplicada a las tabletas con 5 mg de

D003, se pudo observar que las se-
ñales de los excipientes de las table-
tas llegan a resolverse sin interferir
con las señales de los compuestos de
interés (Fig. 1). Lo mismo ocurrió en
las muestras sometidas a condicio-
nes extremas de degradación. Los re-
sultados permiten asegurar que es-
tos métodos pueden ser utilizados en
los estudios de estabilidad.

Linealidad. A partir de los resul-
tados de este ensayo (Tabla 2), se cal-
cularon las ecuaciones de regresión
para el total de AGS en las metodo-

logías aplicadas al D003. Los coefi-
cientes de regresión ( r ) fueron siem-
pre mayores de 0,99; los CVb y los CVf
fueron menores que los límites de
aceptación 2 y 5 %, respectivamen-
te. Los intervalos de confianza de los
interceptos incluyeron el cero, por lo
que no hubo sesgo en ninguno de los
casos. Estos resultados demostraron
la capacidad de estas metodologías
para obtener respuestas linealmente
proporcionales a la concentración de
los AGS que componen el D003 en
las muestras.

Tabla 1. Parámetros y condiciones evaluados en los estudios de robustez

Tabla 2. Resultados de los ensayos de linealidad de las metodologías para la determinación de los AGS
que componen el D003.

Fig. 1. Perfiles cromatográficos de: a) tabletas con dosis de 5 mg . Los picos del 1 al 13
corresponden a los AGS del C24:0 al C36:0 presentes en el D003; b) patrón interno (PI,
C19:0) y c) excipientes; todas las muestras fueron sometidas previamente a un proceso
de metilación.

sortemáraP senoicidnoC

leviN

)-(roirefnI )+(roirepuS

)Cº(rotceyniledarutarepmeT)A( 513 023

)Cº(rotcetedledarutarepmeT)B( 513 023

)nim/Lm(rodatropsagedojulF)C( 2,9 2,11

)nim/Cº(arutarepmetedetneidarG)D( 5 6

)Cº(onrohledlaiciniarutarepmeT)E( 022 032

)Lµ(nóicceyniednemuloV)F( 1 2

)Cº(onrohledlanifarutarepmeT)G( 513 023

odotéM nóisergerednóicaucE VC b VC f

)%(

ovitcaetneidergnI x)510,0±767,0(=y − )841,0±890,0( 6999,0 88,0 51,2

gm5satelbaT x)630,0±700,1(=y − )381,0±440,0( 4999,0 17,1 05,1

gm01satelbaT )222,0±230,0(+x)120,0±100,1(=y 4999,0 79,0 35,1

senoisnepsuS )660,1±241,0(+x)800,0±000,1(=y 8999,0 93,0 57,1

r
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Tabla 3. Resultados de los ensayos de exactitud de las metodologías para la
determinación de los AGS que componen el D003.

Tabla 4. Resultados obtenidos en los ensayos de precisión de las metodologías
para la determinación de los AGS que componen el D003.

Tabla 5. Resultados del ensayo de robustez de la metodología aplicada a las
tabletas con 5 mg .

grediente activo y en las formas ter-
minadas correspondientes a tabletas
con dosis de 5 y 10 mg y suspensio-
nes acuosas, las cuales cumplen con
los parámetros de validación reco-
mendados por los organismos far-
macéuticos internacionales, por lo
que pueden ser empleadas en el con-
trol de la calidad y los estudios de
estabilidad respectivos.
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