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Desarrollo y validación de un  método analítico
para la deterninación de  disolventes residuales
por Espacio de Cabeza Estático � Cromatografía
Gaseosa Capilar en policosanol

Bárbara Luna Saucedo, Luis Gonzalez Bueno, Esperanza Rodríguez, Tamara Bello, Bárbara
Acosta, Javier Mosquera Sierra, Lisbet Benavides y Odila Quintana.

Departamento de Aseguramiento de la Calidad, Dirección de Producción, Centro Nacional de Investigaciones Científicas,
Avenida 25 y 158, Playa, Apartado Portal 6414, Ciudad de La Habana, Cuba.

RESUMEN. En el proceso de obtención de policosanol son utilizados los disolventes
n-hexano y acetona que son eliminados posteriormente en las etapas de secado co-
rrespondientes. El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar un método analí-
tico que permitiera la determinación de posibles residuos de disolventes en lotes de
policosanol, utilizando la técnica de Espacio de Cabeza Estático - Cromatografía
Gaseosa Capilar (ECE-CGC). Se optimizaron los parámetros de operación del
cromatógrafo de gases, así como los del análisis por Espacio de Cabeza: temperatura
de equilibrio entre las fases: 30 ºC, temperatura de la línea de transferencia: 150 ºC,
temperatura de la válvula de conmutación: 120 ºC, tiempo de equilibrio entre las
fases: 10 min, tiempo de inyección: 2 s y flujo de gas de arrastre (argón): 5 mL/min.
Los criterios fundamentales de validación estudiados fueron: linealidad, proporcio-
nalidad, precisión en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad, exactitud, sen-
sibilidad y limite de detección. Los criterios de aceptación en todos los casos fueron
tomados de la Sección Catalana de Normas de Buena Fabricación y Control de
Calidad (Validación de Métodos Analíticos). En el estudio de linealidad, para el
hexano de 39,5 a 118,5 ppm y para la acetona de 47,52 a 42,56 ppm, se encontraron
coeficientes de variación de los factores de respuesta inferiores al 5 % y valores acep-
tables para la varianza del error experimental total y la desviación estándar de la
pendiente, lo que denota una buena linealidad. En cuanto a la proporcionalidad, se
comprobó que el sistema no presenta sesgo. Los coeficientes de variación fueron
menores del 2 %, lo que indicó una precisión adecuada del método analítico en con-
diciones de repetibilidad, e igual resultado se obtuvo para el caso de la reproducibi-
lidad. Los residuos de acetona y hexano en las muestras analizadas estuvieron por
debajo del límite de detección en ambos casos (3,37 ppm para el hexano y 25,79 ppm
para la acetona).

ABSTRACT. In the process of policosanol obtainment the solvents n-hexane and
acetone are used and they are eliminated later on in the corresponding drying stages.
The objective of this work was to develop and to validate an analytical method that
allowed the determination of residuals of solvents in policosanol lots using the tech-
nique of HeadSpace Static - Gas Chromatography Capillary. The parameters of op-
eration of the gas chromatograph it as well as those of the analysis for headspace,
were optimized: balance temperature among the phases: 30 ºC; temperature of the
transfer line: 150 ºC; temperature of the commutation valve: 120 ºC; time of balance
among the phases: 10 min; time of injection: 2 s and flow of haulage gas (argon): 5
mL/min . The validation criteria were the following: linearity, proportionality, accu-
racy, sensibility and precision in repeatability and reproducibility conditions and
the limits of detection. In all cases acceptance criteria were the same as the Catalan
Section of Standards of Good Manufacture and Control of Quality (Validation of
Analytical Methods). In the linearity study the coefficients of variation of the re-

sponse factors were lower than 5 % and
acceptable values for the variance of the
total experimental error and the devia-
tion of standard of the slope, which de-
notes a good linearity. In the proportion-
ality it was proven that the system doesn�t
present any bias. The coefficients of
variation were smaller than 2 % what in-
dicated an appropriate precision of the
analytic method and equal result was
obtained for the case of the reproducibil-
ity. The residuals of acetone and hex-
ane in the analyzed samples are below
the limits of detection in both cases
(3,37 ppm for the hexane and 25,79 ppm
for the acetone).

INTRODUCCION
La aplicabilidad de un método

analítico dado tiene que asegurar-
se sobre la base de un buen diseño
y un cuidadoso estudio de valida-
ción del método.1,2 La validación no
implica que el método esté libre de
errores, solo confirma que es con-
veniente para un propósito determi-
nado y debe quedar totalmente re-
gistrado en el Manual de Calidad, de
forma tal que cualquier analista
pueda utilizarlo sin dificultad. Los
métodos y procedimientos utiliza-
dos tienen que ser validados a tra-
vés del examen y el aporte de evi-
dencias objetivas que demuestren
que satisfacen los requisitos parti-
culares para los cuales están desti-
nados.2-4 En algunos casos, es nece-
sario utilizar métodos que no han
sido convenientemente normaliza-
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dos por lo que deben ser validados
apropiadamente antes de ser utili-
zados.5,6 La validación del método
establece que sus características son
adecuadas para el uso pensado, y
asegura la calidad y fiabilidad del
método (Alvarez M. Acreditación de
laboratorios analíticos (Apuntes
para un curso de postgrado), Ciudad
de La Habana, 1997).

La validación se realiza a través
de un conjunto de experimentos,
usando las condiciones específicas
del método, el mismo tipo de matriz
y empleando muestras dopadas.
Esto trae consigo la evaluación de
varios parámetros como exactitud,
precisión en condiciones de repeti-
bilidad y reproducibilidad, lineali-
dad, sensibilidad, límites de detec-
ción y cuantificación, recobrado y
especificidad (selectividad).1 Las
definiciones y los procedimientos
para el cálculo de estos parámetros
están adecuadamente descritos en
muchas publicaciones relacionadas
con el análisis biomédico y farma-
céutico.7-11 Para productos industria-
les tales como medicamentos, las
regulaciones exigen la identifica-
ción de impurezas a niveles de 0,1 %
para la mayoría de los compuestos,
por ello, debe tenerse en cuenta qué
técnica permite esto en cuanto a lí-
mites de detección y selectividad.12

En la industria farmacéutica, la va-
lidación de un método analítico es
indispensable para el registro del
producto, muchos de los principios,
procedimientos y requisitos de la va-
lidación son comunes.13-16

Los disolventes residuales en
productos farmacéuticos son pro-
ductos químicos orgánicos volátiles
que se utilizan o producen durante
la fabricación de principios activos.
Puesto que los disolventes residua-
les no producen ningún beneficio
terapéutico, deben ser eliminados
en lo posible para satisfacer las exi-
gencias del producto, las Buenas
Prácticas de Fabricación u otro re-
quisito relacionado con la calidad.
Los productos farmacéuticos no de-
ben tener concentraciones de disol-
ventes residuales superiores a las
recomendadas en las regulaciones
de seguridad.17

En el proceso de obtención de
policosanol y del extracto purifica-
do de cera de caña son utilizados los
disolventes hexano y acetona que
son eliminados posteriormente en
las etapas de secado correspondien-
tes. La acetona es un disolvente cla-
se 3, clasificado como de pocos efec-
tos tóxicos para la salud humana.
Para este tipo de disolvente son

aceptables concentraciones meno-
res de 5 000 ppm ó 0,5 % según la
Farmacopea Europea 2000. El
hexano es clasificado como disol-
vente clase 2, de toxicidad modera-
da, su uso debe ser limitado y en
caso de ser usado, la concentración
límite permisible es de 290 ppm.17

Teniendo en cuenta las condiciones
de secado del policosanol y que una
de sus especificaciones de calidad
es que la pérdida por desecación
debe ser < 1 %, se puede predecir
que las concentraciones de los di-
solventes residuales en él nunca
van a ser cercanas a las concentra-
ciones referidas de hexano y ace-
tona.

La determinación de residuos
de disolventes (acetona y hexano),
presentes en el proceso de produc-
ción de policosanol y extracto puri-
ficado de cera de caña, se realiza por
la técnica de Espacio de Cabeza Es-
tático-Cromatografía de Gases Ca-
pilar (ECE-CGC), esta técnica con-
siste en la extracción con gas de
uno ó más componentes de una
matriz líquida o sólida y su poste-
rior análisis cromatográfico en la
fase gaseosa.18,19 Las principales
ventajas de la extracción con gas
respecto a la extracción con disol-
ventes son las siguientes: se elimina
la presencia del pico del disolvente
en el cromatograma de la muestra
analizada, el cual, en muchos oca-
siones, es una causa de interferen-
cia en el análisis de sustancias vo-
látiles; al ser el gas un medio
extractivo más puro en compara-
ción con los disolventes líquidos
más comunes, el analito aislado re-
sulta menos contaminado con otros
componentes presentes en la mues-
tra; el extracto obtenido con gas no
necesita ser concentrado de mane-
ra convencional, como es común en
otras variantes extractivas que em-
plean disolventes.20-22 Por esta ra-
zón, no existen pérdidas cuantita-
tivas en el estudio de sustancias vo-
látiles; el extracto gaseoso será
siempre más afín a la cromatogra-
fía en fase gaseosa, que cualquier
extracto de características líquidas
y por último, el gas es un agente
extractivo mucho más selectivo que
cualquier disolvente, en el aisla-
miento de sustancias volátiles de
matrices complejas.18,19

Según las normas de buena fa-
bricación y control de calidad de
productos farmacéuticos, la valida-
ción debe aplicarse no solo a los pro-
cesos de fabricación, sino también,
a los métodos de análisis y con-
trol.17,23,24 El objetivo de este trabajo

fue desarrollar y validar un método
analítico para la determinación de
posibles residuos de disolventes en
lotes de producción de policosanol
utilizando la técnica de Espacio de
Cabeza Estático-Cromatografía Ga-
seosa Capilar (ECE-CGC).

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos empleados fue-
ron de calidad analítica, con 99,9 %
de pureza, Merck.

Las determinaciones se realiza-
ron en un cromatógrafo de gases
con detector de ionización por lla-
ma, modelo GC-14 (SHIMADZU,
Japón) en condiciones óptimas (Ta-
bla 1) con una columna Wide Bore
de gel de sílice fundida con fase in-
movilizada DB-20 (Lc = 30 m, d.i. =
0,53 mm, df = 3 mm). El flujo de gas
portador (argón) fue de 5 mL/min,
las temperaturas de la columna
(isotérmica), del inyector y del de-
tector fueron 40, 160 y 200ºC respec-
tivamente.

Calibración

La gráfica de calibración se cons-
truyó a partir del análisis por ECE-
CGC de forma separada para el
hexano y la acetona, con muestras
de concentración conocida (tres ré-
plicas por punto). La respuesta cro-
matográfica (áreas del pico), se
correlacionaron frente a la concen-
tración de hexano o acetona corres-
pondiente.

Las disoluciones patrones se
prepararon adicionando con pipe-
tas graduadas diferentes volúmenes
de hexano o acetona a volumétricos
de 50 mL que contenían aproxima-
damente 25 mL de disulfuro de car-
bono, se enrasaron con este y se
agitaron para homogeneizar (Tabla
2).

Posteriormente, una muestra de
policosanol fue llevada a peso cons-
tante en estufa de vacío a 50 ºC para
garanizar que estuviera libre de
hexano y acetona. Las réplicas se
pesaron en balanza analítica (Mettler
modelo AE-240) en cinco viales de
20 mL y se sellaron herméticamente.
A través del sello y con una jerin-
guilla microlítica de 10 µL, se intro-
dujo en cada uno de ellos, una alí-
cuota de 4 µL de cada una de las
disoluciones de concentración co-
nocida anteriormente preparadas.
La adición de la alícuota de hexano
o acetona a la muestra se realizó in-
troduciendo la punta de la jeringui-
lla en el seno de la muestra sólida
y agitando posteriormente los via-
les para homogeneizar el conteni-
do.
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Análisis de la muestra
Se pesó 1g de muestra de poli-

cosanol en balanza analítica de ma-
nera directa en un vial de 20 mL. Se
selló herméticamente y se dejó
desorber por 10 min . Posteriormen-
te a través del automuestreador K-
MAS 5 (KoniK, España) configura-
do para Espacio de Cabeza Estático
se tomó una alícuota de 0,2 µL, de la
fase vapor de policosanol y se ana-
lizó por ECE-CGC en idénticas con-
diciones que las muestras de cali-
bración.

Análisis cualitativo

La presencia de hexano o ace-
tona se comprobó mediante la com-
paración de los tiempos de reten-
ción a los que se detectan estos
disolventes en una muestra de po-
licosanol sin dopar y en una mues-
tra dopada, bajo condiciones idén-
ticas de separación (Fig. 1).

En el cromatograma, el primer
pico de izquierda a derecha corres-
pondió a la acetona que tiene un
tiempo de retención de 0,807 y el
segundo, al hexano con un tiempo
de retención de 1,133. No se detec-
tó señal visible de estos disolventes
en el cromatograma de la muestra
sin dopar.

Precisión2,5,6

Previo a los cálculos correspon-
dientes de los criterios fundamen-
tales de la validación, se realizó la
eliminación de los valores de área
bajo la curva que aportaban diferen-
cias significativas, mediante la

dócima de Dixon. Con los que no se
rechazaron, se procedió a calcular
los coeficientes de variación de la
repetibilidad, reproducibilidad, en-
tre otros.

Repetibilidad del método

La repetibilidad se evaluó por el
análisis de seis réplicas indepen-
dientes por el método que se vali-
da, en las que se determinó el área
bajo la curva de la respuesta cuan-
do se analizó una muestra dopada
con 79 ppm de hexano y 95,04 ppm
de acetona, por el mismo técnico en
el mismo día y con el mismo equi-
po. El resultado se expresó como el
coeficiente de variación en por cien-
to, que fue menor que el 2 % en
ambos casos, 0,61% para la acetona
y 0,15% para el hexano.

Precisión intermedia
La precisión intermedia se deter-

minó por un mismo técnico en 5 d
consecutivos. Se realizó la evaluación
estadística de los resultados para un
95 % de confiabilidad. La reproduci-
bilidad como el coeficiente de varia-
ción se expresó en por ciento.

Exactitud

Para determinar la exactitud del
método, se prepararon 10 réplicas
que fueron llevadas a peso constan-
te en estufa al vacío a 50 ºC, para ga-
rantizar que no hubiera presencia de
disolventes, en la proporción del
punto central de la curva de calibra-
ción en cada caso, 79 ppm para el
hexano y 95,04 ppm para la acetona.
Se expresó como el porcentaje que
representa el área bajo la curva de
hexano y acetona cuantificado, con
respecto al valor obtenido de la
interpolación de la recta de lineali-
dad en el punto central

RESULTADOS Y DISCUSION
Linealidad2,5,6

En la determinación de la line-
alidad para la acetona y el hexano,
los coeficientes de correlación (r)
fueron superiores al límite de acep-
tación 0,99, lo que indica una corre-
lación lineal positiva entre las
variables x y y con una probabilidad
superior al 99,9 % en ambos casos
(Tablas 3 y 4).

Prueba de linealidad

 Como criterio para una buena
linealidad del sistema se consideró
el coeficiente de variación de los fac-
tores de respuesta (CVf) menor del
5 % , que se cumplió tanto en el caso
de la acetona como del hexano, por
lo que se puede considerar que el
sistema es lineal en todo el interva-
lo de concentraciones estudiadas

Tabla 1. Parámetros óptimos de operación para el análisis por Espacio de Cabeza.

Tabla 2. Disoluciones patrones de hexano y acetona.

Fig. 1. Superposición de los perfiles de una muestra de policosanol sin dopar (a) y una
muestra dopada con 79 ppm de hexano (b) y 95,04 ppm de acetona (c) por separado.
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para cada caso, además de la signi-
ficación de la varianza de la pen-
diente.

Significación de la varianza de la
pendiente

Se analizó la significación esta-
dística de la varianza de su pen-
diente Sb

2, a partir de la cual, se
determinaron las desviaciones
estándar Sb y relativa Sbrel (%), así

como los límites de confianza de la
pendiente. A menor varianza de la
pendiente mejor linealidad2 (Tabla 5).

Prueba de proporcionalidad

El valor de a, intercepción con el
eje de las ordenadas u ordenada en
el origen indica el error sistemáti-
co del método. Se calculó la varianza
del intercepto Sa

2 a partir de la cual
se determinó la desviación estándar

Sa, la desviación estándar relativa Sa
rel (%) y los límites de confianza del
intercepto (Tabla 6).

El valor cero quedó incluido en
los límites de confianza del inter-
cepto, por lo que se puede conside-
rar que el método analítico no
presenta sesgo y se cumple la con-
dición de proporcionalidad.5,6

Repetibilidad

La repetibilidad se expresa como
el coeficiente de variación en por
ciento, y fue menor que el 2 % en
ambos casos, 0,61 % para la acetona
y 0,15 % para el hexano.

Precisión intermedia

En ambos casos, la precisión inter-
media fue menor que el 2 %, 0,29 %
para el hexano y de 0,99 % para la
acetona.

Exactitud

La exactitud fue expresada
como el porciento que representa el
área bajo la curva de hexano y
acetona cuantificados, con respec-
to al valor obtenido de la interpo-
lación de la recta de linealidad en el
punto central. Como las t experi-
mentales (0,025 6 para la acetona y
0,087 4 para el hexano), calculadas
a partir de la desviación estándar,
número de determinaciones, valor
medio de las determinaciones y el
valor tomado como real, son meno-
res que la t tabulada(2,228) para p =
0,05 y n � 1 grados de libertad, sig-
nifica que los valores encontrados
experimentalmente y los tabulados
no son estadíticamente diferentes
y el método tiene la exactitud re-
querida tanto para la determina-
ción de acetona como para la de
hexano.

Límite de detección2,5,6

El límite de detección fue expre-
sado como 3|a| · b−1, en las mismas
unidades que las abscisas en la rec-
ta de calibración.

Para la acetona, el límite de de-
tección fue de 25,78 ppm y para el
hexano de 3,37 ppm. Según la Far-
macopea 2000, la acetona es clasifi-
cada como un disolvente clase 3, de

Tabla 3. Resultados correspondientes a la determinación de la
linealidad para la acetona

nóicartnecnoC oidemorpaerA atseupseredrotcaF

25,74 33658 40,2081

63,36 220511 83,5181

40,59 762961 10,1871

88,011 995591 60,4671

65,241 417532 44,3561

90799,0=r

x0,5951+90731=y

rf 68,3671= 613,46=SD VC f %56,3=

Tabla4. Resultados correspondientes a la determinación de la
linealidad para el hexano.

nóicartnecnoC oidemorpaerA atseupseredrotcaF

5,93 86165 79,1241

7,25 41586 70,0031

0,97 481901 70,2831

3,29 422421 78,5431

3,811 843461 42,9831

92899,0=r

=y − x8,8831+1651

rf 448,7631= 6545,64=SD VC f %4,3=

ortemáraP onaxeH anotecA

SetneidnepaledaznairaV b
2 47,7033 33,7494

SradnátsenóicaivseD b 15,75 43,07

SavitalerradnátsenóicaivseD b )%( 41,4 04,4

etneidnepaledaznaifnocedsetimíL 98,281±8831 76,322±5951

Tabla 5. Significación de la varianza de la pendiente.

Tabla 6. Resultados del estudio de proporcionalidad.

ortemáraP onaxeH anotecA

SotpecretniledaznairaV a
2 74,61429812 30,78181474

SradnátsenóicaivseD a 39,8764 90,6886

SavitalerradnátsenóicaivseD a )%( 67,992 32,05

otpecretniledaznaifnocedsetimíL 97841±9,0651 57,79812±90731
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pocos efectos tóxicos para la salud
humana y para este tipo de disol-
vente son aceptables concentracio-
nes menores de 5 000 ppm. El
hexano es clasificado como disol-
vente clase 2, de toxicidad modera-
da, su uso debe ser limitado y en
caso de ser usado, la concentración
límite permisible es de 290 ppm.
Las muestras analizadas tuvieron
concentraciones de estos disolven-
tes por debajo de los límites de de-
tección de cada uno de ellos, los
cuales, a su vez, se encuentran muy
por debajo de los límites de acep-
tación planteados para ambos ca-
sos.

 CONCLUSIONES

Se desarrolló y validó un méto-
do analítico para la determinación
de residuos de disolventes (acetona
y hexano) en lotes de policosanol
utilizando la técnica de Espacio de
Cabeza Estático-Cromatografía Ga-
seosa Capilar (ECE-CGC), así mis-
mo quedó demostrada la capacidad
del método para obtener resultados
linealmente proporcionales a la
concentración de analito en la
muestra, dentro de los intervalos
de concentraciones utilizados.
Presenta a su vez, una repetibili-
dad, reproducibilidad y exactitud
satistactorias. Los límites de de-
tección calculados, satisfacen las

especificaciones de calidad del
producto.

BIBLIOGRAFIA

  1. Mehta C.A. Quality management in
drug analysis. Analyst, 122, 84R, 1997.

  2. Castro M., Gascón S., Pujol M., Sans
J. M. y Vicente L., Validación de
métodos analíticos, A.E.F.I., Sec.
Catalana, Comisión de Normas de
Buena Fabricación y Control de
Calidad, España, 1989.

  3. Byrialsen K., Kristiasen J., Chris-
tensen J. M. Trends in quality assur-
ance of metal determination in clini-
cal chemistry. Analyst, 123, 7-12,
1998.

  4. IUPAC. Appl. Spectrosc., 31, 348,
1977.

  5. Guerra J., Finkelson , M. J. Validation
of analytical methods by FDA labora-
tories. Pharmaceutical Technology,
March, 74-84, 1986.

  6. Inman E. L. et al. General method
validation Guidelines for Pharma-
ceutical Samples. Journal of Chro-
matographic Science, 25, 252-6,
1987.

  7. Clarke G.S., J. Pharm. Biomed. Anal.,
12, 643, 1994.

  8. Carr G.P., and Wahlich, J.C., J.
Pharm. Biomed. Anal.,  8,  613,
1990.

  9. Edwardson P. A. D., Bhaskar, G., and
Fairbrother, J. E., J. Pharm. Biomed.
Anal., 8, 929,1990.

10. Green J.M., Anal. Chem., 68, 305A,
1996.

11. Wilson T.D., J. Pharm. Biomed. Anal,
8, 389,1990.

12. Mehta A.C., J. Clin. Pharm. Ther., 14,
465,1989.

13. Berridge J. C., J. Pharm. Biomed.
Anal., 14, 7, 1995.

14. International Conference on Har-
monisation (ICH): Note for Guid-
ance on Impurities in New Drug
Substances, Commission of the Eu-
ropean Communities, (Brussels),
1995.

15. Garcés J., Mariné A. Evaluación y
control de calidad de los métodos de
análisis químico. V. Comparación de
métodos analíticos. Ciencia e In-
dustria Farmacéutica, 7, 373-9,
1988.

16. Loo M.L,Taylor M., Kantrowitz J.
Statistica evaluation of Quality
Control Tests. Pharmaceutical
Technology, 108-19, September,
1988.

17. Real Farmacopea Española, 1999.
18. Molnar I., LC�GC Int., 9, 800, 1996.
19. Molnar I., LC�GC Int., 10, 32, 1997.
20. Jenke D.R., J. Liq. Chromatogr.

Relat. Technol., 19, 719, 1996.
21. Jenke D.R., J. Liq. Chromatogr.

Relat. Technol., 19, 737, 1996.
22. Jenke D.R., J. Liq. Chromatogr.

Relat. Technol., 19, 1873, 1996.
23. Lecompte D. Validation d´ une

méthode de dosage par chroma-
tographie liquide S.T.P Pharma, 2,
843-9, 1986.

24. Garfield F.M. Laboratory quality as-
surance - A rationale for credibility.
Trends in Analytical Chemistry 4,
162-6, 1985.


