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RESUMEN. Mediante la Cromatografia Gaseosa acoplada a la
Espectrometria de Masas se logrd identificar al estearato de octa-
cosanilo y al palmitato de octacosanilo como los principales pro-
ductos de degradacion por termdéliss de las tableas revestidas que
contienen 5 mg de policosanol. Para la determinacion cuantitativa
de estos compuestos se desarrollé y validé un método por cromato-
grafia gaseosa, usando columna de relleno y estearato de do-
cosanilo como patron interno. El recobrado del método fue del
99,2 % . Se encontrd buena linealidad en el intervalo de relaciones
de masa (analito/patron interno) de 0,33 a 2,61 . La precision ob-
tenida estuvo acorde con los criterios de validacion establecidos y
el limite de determinacién fue de 0,013 mg/mL . El método es
aplicable en mediciones de rutina como soporte de los estudios de
estabilidad de dichas tabletas.

ABSTRACT. Identification of octacosanyl stearate and octa-
cosanyl palmitate as main thermolysis degradation products in
film-coated tablets containing 5 mg of policosanol was made by us-
ing capillary Gas Chromatography-Mass Spectrometry analysis. In
order to quantify these products, a gas chromatographic method,
using packed column and docosanyl stearate as internal standard,
was developed and validated. The method was shown to give a
99.2 % recovery. Good linearity was proven within the mass ratio
range 0.33 to 2.61 (analyte/internal standard). Precision obtained
agreed with the established validation criteria and the limit of
quantification of the assay was 0.013 mg/mL. The method is suit-
able for routine measurements in support of stability studies of
these tablets.

INTRODUCCION

El policosanol es una mezcla de alcoholes alifaticos de
alto peso molecular, cuyo componente mayoritario es el 1-oc-
tacosanol.! Esta mezcla, aislada y purificada a partir de la
cera de cafa de azlcar (Saccharum officinarum L.), induce
efectos hipocolesterolemizantes en voluntarios sanos? yp a-
cientes con hipercolesterolemia del tipo .34

En los estudios de estabilidad de estante (estudio defini-
tivo para acreditar el tiempo de vencimiento de un medi-
camento) de las tabletas revestidas que contienen 5 mg de
policosanol, no se han detectado productos de degradacion
aun a los cinco afnos de almacenaje. Sin embargo, un estudio
de estas tabletas bajo condiciones de termdlisis durante un
tiempo prolongado, seguido del analisis correspondiente por
cromatografia gaseosa (CG), demostré que ocurria una dis-
minucion del contenido del principio activo, conjuntamente
con la aparicion de dos picos cromatograficos. El proposito de
este trabajo consistio en identificar estos compuestos por CG
acoplada a Espectrometria de Masas (EM), asi como desa-
rrollar y validar un método por CG con columna de relleno,
para su determinacion, que pudiera ser utilizado en los estu-
dios de estabilidad de estas tabletas.

MATERIALES Y METODOS

Equipos

Cromatografo de gases acoplado a espectrometro de
masas modelo MD- 800 (FISON INSTRUMENTS, Inglaterra)
con una columna capilar SPB-5 (25 mX0,32 mm d.i.). El horno
se programé de 100 a 200 °Ca 40 °C/min y de 200 a 320 °C
a8 °C/min, con 80 min isotérmico a la temperatura final. El
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flujo del gas portador (helio) fue de 1 mL/min . La temperatura
del inyector fue de 300 °C, la de la fuente de 250 °Cyl adel a
interfasede 200 °C . El tiempo de barridofue de 0,9 s; la ener-
gia de ionizacion de 70e V y el volumen de inyeccionde 1 ul.

Cromatografo de gases modelo GC-14 (SHIMADZU,
Japon) con un procesador de datos de la misma firma,
modelo C-R4A, equipado con detector de ionizacion por llama
y una columna de vidrio (3,1 mX3 mm d.i.) empacadacon OV-
101 al 3 % sobre Chromosorb HP 80-100 mesh (SUPELCO,
USA). El inyectory el detectorse calentarona 320 °C.L a tem-
peraturade la columnase mantuvoisotérmica a 320 °C durante
60 min . El flujo de gas portador (argén) fue de 50mL /min y el
volumen de inyeccion de 3 pL.

Reactivos

N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) y n-hexa-
no, ambos de grado analitico (FLUKA, Suiza).

Estearatos de octacosanilo y de docosanilo (> 98 %, CG),
utilizados como patrones de referencia e interno respecti-
vamente y sintetizados ® en el Centro Nacional de Investiga-
ciones Cientificas, Cuba. Sus disoluciones de referencia se
prepararon en n-hexano (0,5 mg/mL).

Degradacion de las tabletas

Muestras de tres lotes de tabletas revestidas, con un
contenido de 5 mg de policosanol, fueron sometidas durante
nueve meses a una temperatura de 55 °C en una estufa bajo
condiciones controladas.

Preparacion de la muestra

Se seleccionaron veinte tabletas al azar. Se les deter-
mino el peso promedio y se trituraron hasta obtener un polvo
homogéneo del cual se tomd la masa equivalente a una ta-



bleta y se trasvasd cuantitativamente a un tubo de ensayos
con tapa de roscay sello inerte. Se le afadieron2 mL de la di-
solucion del patrén intero y se calenté a 60 ° C durante 10min ,
con agitacion ocasional. Se filtré en caliente y 0,5 mL del fil-
trado se pasaron a otro tubo de ensayos, donde se afadieron
0,05 mL de MSTFA. Finalmente, se calenté a 60 ° C durante
15 min .

Método de céalculo

La abundancia de cada producto de degradacion se ob-
tuvo por el método del patron interno, previo calculo del factor
masico de respuesta relativa (f'™) para el patronde referencia®
Como f™ del palmitato de octacosanilo, se consideré el calcu-
lado para el estearato de octacosanilo.

La masa total (Mt), calculada por la sumatoria de las
masas encontradas de palmitato y estearato de octacosanilo,
se corrigio para determinar el contenido de ésteres en las
tabletas (C), segun la ecuacion siguiente:

s B e

C =
pm

(mg)

donde:
pp peso promedio de las tabletas (mg)
pm peso de la muestra analizada (mg).

Validacion del método

Para estudiar la linealidad se prepararon muestras a par-
tir de placebo y de cinco alicuotas diferentes de la disolucion
de referencia, con tres réplicas en cada caso. Luego de llevar-
las a sequedad se les aplico la metodologia analitica. Se
abarcd un intervalo de relaciones de masa de 0,326 a 2,608
(analito/patrén interno). La ecuacion de regresion se calculd
por los minimos cuadrados de las relaciones de area en fun-
cion de las relaciones de masa. Como criterios de linealidad

se consideraron el coeficiente de correlacion (r) > 0,99, el
coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta
(y/x)<5% | a desviacionestandar(DE) relativade la pendiente
<2%ye |interceptocon el eje Y no significativoparap=0, 05.”

La precision se determino por una prueba de reproduci-
bilidad,”® realizada en dos dias por diferentes técnicos, equi-
pos y reactivos, con ocho réplicas en cada caso. Para evaluar
estos resultados, se realizaron las pruebas de doble cola de
Fisher (f) y Student (f), parap=0, 05.

La exactitud se estudio por la adicion de 1,25 mg de
estearato de octacosanilo (punto central de la linealidad) a
seis muestras de placebo.a Los resultados obtenidos se com-
pararon con el valor real por una prueba t de doble cola, para
p = 0,05.

El limite de la determinacion cuantitativa se obtuvo por el
método de extrapolacion a concentracion cero.” Muestras de
placebo fueron contaminadas con tres cantidades diferentes
de estearato de octacosanilo, con tres réplicas en cada caso,
y luego de llevarlas a sequedad se les aplico la meto-
dologia analitica. La ecuacion de regresion se calculd por
los minimos cuadrados de las relaciones de areas (anali-
to/patron interno) en funcién de la concentracion del ana-
lito (0,156; 0,313 y 0,626 mg/mL).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de los productos de degradacion

Las muestras sometidas a termolisis presentaron picos
cromatograficos (PD1 y PD2) a tiempos de retencion ele-
vados (Fig. 1), que no aparecian en los cromatogramas de las
muestras originales no degradadas, los cuales no corres-
pondian a ninguno de los alcoholes del policosanol ni a los
excipientes. La identificacion de estos compuestos fue reali-
zada sobrela base de sus espectrosde masas (Figuras2y3 ).
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Fig. 1. Cromatograma gaseoso capilar de la tableta de policosanol degradada térmicamente.

Fue identificado el compuesto PD1 como palmitato de
octacosanilo (Fig. 2), por el fragmento base a m/z 257, que
correspondi¢ al acido palmitico protonado y el ion molecular
M™ a 648. De igual forma, el fragmentobase a m/z 285 (Fig. 3),
correspondiente al acido estearico protonado y el ibn molecu-
lar M* a 676, permitieron la identificacion del compuesto PD2
como el estearato de octacosanilo.

El estearato de magnesio, empleado como lubricante en
cantidades de 1,80m g por tableta, esta compuesto por una
mezcla de estearato y palmitato de magnesio, segun sus
especificaciones de calidad. Los productos de degradacion
encontrados hacen evidente la reaccion de dichos excipientes
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con los componentes del policosanol para dar lugar a los
ésteres correspondientes, principalmente, a los del 1-octa-
cosanol, por ser este el alcohol mayoritario en aquel.

Validacion del método analitico

El analisis de mezclas de esteres alifaticos de cadena
larga por CG ha sido ampliamente descrito. ¥12 o embargo,
el analisis cuantitativo se limita Unicamente a la composicion
porcentual de los ésteres dentro de la mezcla. En este trabajo
se realizo la determinacioncuantitativade los ésteres anterior-
mente descritos, por el método del patron interno, previo cal-
culo del factor masico de respuesta relativa.
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Fig. 2. Espectro de masas correspondiente al pico PD1.
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Fig. 3. Espectro de masas correspondiente al pico PD2.

La linea de regresion obtenida del ensayo de linealidad
correspondio a la ecuacion:

y=0797x-0025

cuyo coeficientede correlacion(r = 0,997 6), indico la existencia
de una correlacion positiva con una probabilidad superior al
99.9% .

La prueba de linealidad demostré que tanto el CV de los
factores de respuesta (4,74 %) como la DE relativa de la
pendiente (1,88 %), eran menores que los limites estableci-
dos, por lo que se pudo considerar que el método era lineal
en todo el intervalo de relaciones de masas estudiado.

Por la prueba de proporcionalidad se determino que el
método no presentaba sesgo, al no ser significativo el inter-
cepto, por encontrarse incluido el cero dentro de sus limites
de confianza (— 0,025 £ 0,052).

Para determinar la precision del método se calcularon
las variaciones intra e interdia correspondientes a dos series
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de analisis cuantitativo para cada éster en una muestra real
de tabletas degradadas (Tabla I).

Por las pruebas fy f se comprobo la no existencia de di-
ferencias significativas entre los resultados correspondientes
al analisis cuantitativo de los productos de degradacion en
ambas series de analisis. Los CV obtenidos intra e interdia re-
sultaron menores de 4 %, limite permitido segun Horwitz”
para el porcentaje en que se presentaba el analito analizado,
lo que indicd que el método presentaba buena repetibilidad y
reproducibilidad.

El contenido medio de éster encontrado en el estudio de
la exactitud (1,24 mg) representd el 99,2 % de recobrado.
Este alto porcentaje de recuperacion se explica por la utili-
zacion de un patron interno, que se adiciona al principio de la
extraccion. Al realizar la prueba t se encontré que este valor
no se diferenciaba significativamente del real.

El limite de cuantificacion encontrado fue de 0,013 mg/mL .
Esto indico que el metodo era capaz de determinar el princi-
pal producto de degradacién ain en cantidades de 0,026 mg
por tableta.



TABLA |
Precision del método analitico para el andlisis del estearato y el palmitato de octacosanilo
en las tabletas revestidas de policosanol (5 mg)*

Parametro Dia 1 Dia 2 Interdia
A B Total A B Total A B Total

X (mg) 0,510, 721 ,240, 540 721 ,260 ,520, 721 .25

DE 0,011 ,01 0,020, 01 0,010, 02 0,020, 01 0,02

CV(%) 1,95 1,65 1,68 1,71 1,69 1,90 3,55 1,86 2,02
n =8.
A Palmitato de octacosanilo.
B Estearato de octacosanilo.

CONCLUSIONES 2. Herandez F., llinait J., Mas R., Castafic G., Fernandez L., Gon-

Mediante la CG-EM fueron identificados el estearato de
octacosanilo y el palmitato de octacosanilo como los princi-
pales productos de degradacion en las tabletas revestidas
gue contienen 5 mg de policosanol. Se validdé un método
analitico para la determinacion de ambos productos por Cro-
matografia Gaseosa con columna de relleno, en términos de
linealidad, precision, exactitud y limite de cuantificacion, el
cual es aplicable en mediciones de rutina, como apoyo a los
estudios de estabilidad de dichas tabletas.
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