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No. Solicitud Internacional
Fecha de Presentacion Internacional

Como resultado del Examen de Fondo realizado, con fundamento en el Articuio 45
de la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcidn: Folios 13 a 18 31/Diciembre/2009

Reivindicaciones: Folios 19 a 20 31/Diciembre/2009

Oposiciones: Folios 26 a 33 Federacién Nacionai de
Biocombustibles de Colombia
21/Junio/2010

Respuesta del solicitante:  Folios 40 a 101 02/Noviembre/2010

Pricridad.: No presenta

2. Objeto de la invencion

Titulo de la solicitud: “Método de Determinacion de Fame's en Biodiesel por
Cromatografia de Gas”.

E! problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de proporcionar

metodos de ensayo Utiles para la determinacion del contenido de metil ésteres de
acidos grasos por cromatografia de gas con cadenas de Cga C,q.1 €n una muestra.
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Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona un método
que se caracteriza por cuantificar el contenido de metil ésteres de acidos grasos en
porcentaje masico utilizando un cromatografo de gas con detector FID.

E! objeto de la presente Solicitud se relaciona con la Clasificacién Internacional de
Patentes (CIP). C 7 B 1/0.

3. Reivindicaciones relativas a un uso o a un segundo uso (Art 14y 21 D 486)

El objeto de las reivindicacidn 1 hace referencia a un uso "cuantificar el contenido de
metil ésteres de &cidos grasos en porcentaje mésico, utilizando un cromatdgrafo de
gas con detector FID"; no son caracteristicas técnicas que defina a la invencién, lo
cual no es permitido de acuerdo al art. 14. Por lo tanto, las menmonadas
reivindicaciones no son patentables.

4. De la Solicitud de Patente
Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)

Durante la evaluacion de claridad y concision de las reivindicaciones, esta Oficina
encontrd que: :

» La reivindicacion 1 se refiere a un método, sin embargo no dice a que hace
referencia y no muestra la secuencia de etapas técnicas por medio de las
cuales se transforme una materia en un producto o se obtenga un resultado.
Es asi como los “pasos” se limitan a suministrar una serie de elementos
(equipos) pero no se reivindican las etapas técnicas con sus condiciones
técnicas (temperaturas, concentraciones, presiones, etc). Por lo anterior se
debe escribir la reivindicacion 1 de manera tal que sea clara la invencién,
diferenciandose el predmbulo de la parte caracterizante (caracteristicas que |a
invencion afiade al estado de la técnica) de acuerdo al objeto de la invencion
del método que se encuentra conformado por “una serie o sucesion de
operaciones que inciden sobre una materia (solida, liquida o gaseosa)
encaminada a la obtencién de una cosa o un resultado.

» Las reivindicaciones 1, 9 y 10, no son claras porque presentan resultados a
obtener “determmac:on del contenido de metil ésteres con cadenas
carbonadas desde C8 a C24:1, en Biodiese! B100", “relacién Split 80:1",
rango de determinacion de contenido de FAME's en porcentaje masico de 90
a 100%", lo cual no es permitido, puesto que las citadas reivindicaciones
incluirian no sélo la solucién propuesta por el solicitante, sino todas las
alternativas presentes o futuras que lleguen a ese resuitado.

¢ Las reivindicaciocnes 2 a 4, no tienen suficiente antecedente en las
reclamaciones precedentes, porque {os términos “solucién de estandar
interno” y “muestra de biodiesel’ no estan contenidos en la reivindicacion 1, se
sugiere incluirlos 0 modificarlos de acuerdo con el objeto que se busca
proteger. |
* Se le sugiere al solicitante escribir las reivindicaciones de tal forma que
especifique de que método se trata el objeto a proteger dejando en claro lo
que es conocido en el estado de la tecnlca y las caracteristicas que hacen
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que su invencidn sea nueva e inventiva precedidas de la frase “caracterizado
por”, de tal forma que quede clarc el aporte de su invencion al estado de la
tecnica.

El capitulo reivindicatoric se debe modificar ya que no son claras las etapas técnicas
del método, dado que las reivindicaciones son |las caracteristicas técnicas esenciales
de unainvencioén, para las cuales se reclama la proteccion legal mediante la solicitud
de patente. En el caso de una patente concedida, las reivindicaciones aprobadas
determinan el alcance de la proteccién legal otorgada. Por lo tanto, la definicion de
las reivindicaciones debe realizarse teniendo en cuenta las siguientes indicaciones:

a) Las reivindicaciones deben definir el objeto cuya proteccion se solicita; ser claras
y concisas y sustentarse enteramente en la descripcién.

b) La esencia orazdn de serde una reivindicacién consiste en definir la invencién,
indicando sus caracteristicas técnicas, dandole el alcance de la proteccién. Las
reivindicaciones deberan delimitar claramente la invencién respecto al estado de
la técnica o tecnologia anterior, de modo que se observe en forma concisa lo
nuevo que se esta aportando a la tecnologia y todo aquello que lo hace diferente
de o ya existente.

¢) Enlaredaccion de las reivindicaciones, se aconseja iniciar con la reivindicacion
menos limitativa, es decir mas amplia, que contenga el menor numero de
caracteristicas técnicas posibles pero si suficientes para cumplir con el requisito
de novedad, e incluir, una a una, dichas caracteristicas limitativas en las
reivindicaciones posteriores, que en cualquier caso seran dependientes de la
primera. El gradode importancia de las caracteristicas técnicas de la invencion
a los efectos de redaccién de las reivindicaciones deber&d determinarse en
funcidn del estado técnica mas préxima a la invencién. De esta forma podra
determinarse que caracteristicas deberdn incluirse necesariamente en la
reivindicacién principal y cuales podran formar parte de las reivindicaciones
dependientes.

d) Cada reivindicacion consta de un preambulo y una parte caracterizadora. El
preambulo normalmente coincide con el titulo de la invencién y sirve de
introduccion informativa sobre el objeto que va a ser protegido. Contiene la
informacion técnica conocida en el estado de la técnica del objeto que se
pretende proteger. La parte caracterizadora, que suele seguir al preambulo
precedida por la frase “caracterizado por “, recoge las caracteristicas técnicas
que van a ser protegidas y que constltuyen Ia novedad frente al objeto conocido
del estado de la tecnica.

e) Las reivindicaciones pueden ser independiente o dependientes. Las
reivindicaciones independientes deben contener todas las caracteristicas
gsenciales que definen la invencion, mientras que las reivindicaciones
dependientes son definiciones particulares de la invencidn. En su redaccion, las
reivindicaciones dependientes hacen referencia en el preambulo de la
reivindicacion principal de la cual dependen y definen en su parte
caracterizadora, las caracteristicas técnicas particutares que se desean proteger.

f) En la redaccion y estructura de las reivindicaciones se debe:
- Evitar inconsistencias entre la descripcién y las reivindicaciones.
- Evitar en fa medida de lo posible caracteres funcionales, es decir, la definicion
de un producto por la funcionalidad de! mismo.
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- Evitar incluir en las reivindicaciones referencia a los dibujos o figuras de la

descripcion técnica.

- Exponerlas “caracteristicas técnicas de la invencion “. Esto significa que no

Por

deben contener declaraciones refiriéndose, por ejemplo, a las ventajas
comerciales, resultados a obtener, usos iu otras consideraciones no técnicas.

En caso que una solicitud incluya dibiiujos, las caracteristicas técnicas
mencionadas en las reivindicaciones podran ir seguidas de signos de referencia,
relativos a las partes correspondientes de ésas caracteristicas en los dibujos, si
facilitan la comprensién de las reivindicaciones. Los signos de referencia se
colocaran entre paréntesis.

Una forma de presentar una reivindicacion s hacerlo en dos partes: preambulo
(puede ser el titulo de la solicitud) y paﬁte caracterizante. En este caso la
estructura es la siguiente:
El preambulo indicara primero cual es la materia de la invencién (aparato,
proceso, composicion, etc.) y seguidamente las caracteristicas técnicas
necesarias o elementos necesarios para definir la invencién pero que
combinadas forman parte del estado de la técnica. Esto Ultimo solo se aplica a
las reivindicaciones independientes.

!
La parte caracterizante define las caracteristicas que en combinacion con el
preambulo se desean proteger, es decir las caracteristicas que la invencién
afiade al estado de la técnica.

Ver eijemplos de redaccién de las reivindicaciones para una solicitud de patente'.

lo anterior, el capitulo reivindicatorio de la $olicitud en estudio no cumple con el

requisito de claridad de acuerdo con el articulo 30 de la Decisién 486. E£n

con
don

secuencia, el solicitante debera presentar un nuevo capitulo reivindicatorio,
de se hayan modificado las objeciones.

Descripcion (Art 28 D 486)

La
info

Por

descripcién presenta varias deficiencias, ya que no incluye la siguiente
rmacion:

Una descripcion de la invencion en términos que permitan la compresién del
problema técnico y de la solucidn aportada por la invencién.

Una descripcién de la mejor manera conocida por el solicitante para ejecutar o
llevar a la practica la invencién, utilizando ejemplos y referencias a los dibujos,
de ser pertinentes. I

La invencion no muestra resultados concretos demostrables del efecto técnico
inesperado de la invencion, ademas no es claro como se obtiene el rango de
aplicacién propuesto por la invenciéon, como mejora al método planteado
segun EN 14103 considerando la preparacion de la muestra y la formula de
calculo del porcentaje masico contenido de metiléster propuesta.

lo anterior, la descripcion no cumple con ef requisito de claridad y/o divulgacién

completa lo que haria dificil su comprensién y ejecucion de acuerdo al art. 28 de de
la Decision 486. La descripcidn tiene serios problemas de claridad y suficiencia pero

1 htt

pihanww sic.qov.colarchivo descarga.phpridcateqoria=1854
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se le indica al solicitante que respecto a la informacion requerida, no se admitira
modificaciones que amplien el objeto inicial de la invencién, sin perjuicio de lo
anterior se aceptaran: (i) documentos relevantes del estado de |a técnica no citados
siempre y cuando no incluya aclaraciones, o cometarios del solicitante, respecto a la
invencion; (i} adaptacion de la descripcién a las reivindicaciones, (iii) otras de
naturaleza similar.

5. Analisis de la Oposicién
Argumentaciones de Federacion Nacional de Biocombustibles de Colombia

Dice el oponente que esta solicitud pretende obtener patente para el método de
determinacion de metil ésteres de acidos grasos en % masico utilizando un
cromatografo de gas con detector de ionizacién en llama FID, el cual ya es conocido
en el estado de la técnica en la norma 1SO 5508:1990 (Grasas y aceites animales y
vegetales - Analisis por cromatografia de gases de metil ésteres de acidos grasos);
EN 14103 (Fatty acid Methyl Esters in B100 Biodiesel by Gas Chromatography) y en
Colombia la NTC 5013 (Grasas y Aceites vegetales y animales. Analisis de los
esteres metilicos de acidos grasos por cromatografia).

Respuestas del Solicitante

Argumenta el solicitante que las referencias citadas no se pueden considerar como
iguales a la invencion, asi el solicitante menciona que la norma ISO 5508:1990
proporciona una guia general para la aplicacion de la cromatografia de gas para
determinar cuantitativa y cualitativamente la composicién de una mezcla de metil
ésteres de acidos grasos, por tanto, se enmarca en el area de las grasas
alimenticias, mientras que en el caso de la invencién el campo es el de los métodos
de analisis en el drea de los biocombustibles, ademas se puede constar muchas
diferenciasen en todas las secciones de la norma, como, el rango de tamarioc de
cadena de metil ésteres a determinar el cual no esta especificado, la forma general,
en |a repetibilidad el valor de la desviacidn estandar no debe ser mayor de 1%.

Respecto a la norma EN 14103, e! solicitante refiere que es una norma europea
donde se establece una metodologia de determinacién de metil ésteres por
cromatografia de gas en un rango de Ci4 a Co4, mientras que el método de la
invencion refiere un rango de aplicacién de Cg a Cy4, incluyendo cadenas de Cs, Cio
y C12 que no eran cuantificables en dicha norma europea y ademas se ha empleado
como antecedente a la invencion y cita la referencia 1SO 5508:1009.

En relacién a la referencia NTC 5013, el solicitante menciona que es una guia
general de aplicacion de la cromatografia de gas para determinar esteres de acidos
grasos bajo las indicaciones de la ISO 5508:1990 a la cual incluyen en las
referencias bibliogréficas.

Respecto a las casas fabricantes de equipos de cromatografia afirma que estas
suelen elaborar notas de aplicacion donde se ajustan las condiciones operacionales
del equipo que estan ofreciendo, para que cumpla con una norma referida y en el
anexo 5 se presenta una nota de aplicacion de la casa “Agilent Technologies” de la
norma europea EN 14103, un equipo de esta marca fue el empieado en el desarrollo
de la invencion “Método de determinacién de Fames en Biodiesel por Cromatografia
de Gas”
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La invencién propone un “Méfodo de Determinacion de Fames en Biodiesel por
cromatografia de Gas”, el cual se diferencia en el area de aplicacion, el rango de
tamafio de cadena carbonada, la preparacion e inyeccion de muestras y estandar
iterno y formula, de una forma que se traduce en un método con una desviacion
estandar satisfactoria.

Respuesta del Examinador Técnico

]
Los documentos presentados en la Oposicion si desvirtian la Novedad del objeto de
esta solicitud; por lo cual si se consideraran dentro del Examen de Patentabilidad, ya
que la reivindicacion independiente 1 esta escrita de manera muy general, o cual
hace dificil establecer claramente el objeto que se busca proteger, viéndose por
tanto, afectada por dichos documentos.

Cabe mencionar, respecto al capitulo reivinci_icatorio propuesto que un metodo
conocido en el estado de la técnica no puede ser objeto de nueva patente, por el
simple hecho de atribuirsele una aplicacién distinta (métodos de analisis en el area
de biocombustibles) al originalmente comprendido el estado de la técnica inicial
(metodos de analisis en el 4rea de alimentos), de acuerdo con el Art 21, por tanto no
es un argumento valide que el método propuesto por la invencion no se pueda
considerar como igual al conocido en el estado de técnica, segun refiere el
solicitante.

6. Determinacion del Estado de la Técnica
El Estado de la Técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la

Solicitud de Patente Nacional: diciembre 31 de'2009 y se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

ltem | Documento Titulo . Fecha de Pubilicacién

Determining the Ester and Linoleic Acid Methyl

D1 | Adiculo 1 Ester Content to Comply with EN14103 7/Diciembre/2006
Validacion de un Método por Cromatografia '
, 2 de Gases para la Determlnacuﬁn de los Acidos
D2 Articulo 2 Grasos que Comprenden el D-004 ingrediente 2008
active
D3 Artfculo 3 EN 14103 (Fatty Acid Methyt Esters in B100 2008

Biodiesel by Gas Chromatography)

NTC 5013 (Grasas y Aceites vegetales y
D4 Articulo 4 animales. Analisis de los esteres metilicos de 18¢diciernbre/2001
acidos grasos por cromatografia)

I
1 Determining the Ester and Linoleic Acid Methyl Ester Content to Comply with
EN14103. Agilent Technologies Ind. Cgun-Xiao Wang and James McCurry. USA.
Diciembre 7 de 2006, divulga (FI. 80 a 83, resumen) un metodo por cromatografia de
gases con un split/splitless de entrada y detector de ionizacion en llama FiD para
determinar el contenido de éster y éster metilico del &cido linoleico contenido en
acidos grasos de ésteres metilicos (FAME) para uso en biocomburantes puros o
como componentes de mezcla y combustibles diesel. El método es adecuado para
que determinar el contenido de ésteres metilicos FAME de entre C14y Cos. Esta

2 http:/irevista.cnic.edu.cu/revista/files/CQ-2008-1-017-022, Ddf
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aplicacion utiliza el sistema Agilent 6850 y la columna HP-INNOWax; la calibracién
se realiza con estandares internos de heptadecanoato metilo. Despues de analizar
varios tipos de biodiesel, se obtuvo una excelente precision, superando las
especificaciones del método EN14103.

2 Validacion de un Método por Cromatografia de Gases para la Determinacion de los
Acidos Grasos que Comprenden el D-004 ingrediente activo. Eduardo A. Rodriguez-
Leyes, David Marrero Delange, Victor L. Gonzalez Canavaciclo, Roxana Sierra Pérez
y Yuliammy Adames Fajardo. Revista de Ciencias Quimicas. Vol. 4. No. 1. 2008;
divulga (Fl. 111-116, resumen) un método por cromatografia de gases para la
determinacion de los acidos grasos en el D-004. Los acidos grasos fueron analizados
como ésteres metilicos, obtenidos por reaccién con cloruro de acetileno al 19% en
metanol.

D3 EN 14103 (Fatty Acid Methyl Esters in B100 Biodiesel by Gas Chromatography).
Tomothy Ruppel, Timon Huybrighs. PerkinElmer, Inc. USA. 2008; divulga (Fls. 75-78,
objeto) un procedimiento para el andlisis del contenido de ésteres metilicos por
cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama.

D4 NTC 5013 (Grasas y Aceites vegetales y animales. Analisis de los esteres
metilicos de acidos grasos por cromatografia). Instituto Colombiano de Normas
Teécnicas y Certificacion ICONTEC. Bogota. 2001, divulga (Fls. 63-69, objeto) pautas
generales para la aplicacion de la cromatografia de gases, usando columnas
empacadas o capilares, para determinar la composicion cuantitativa y cualitativa de
una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos, bajo la norma, ISO 5508:1990
(Grasas y aceites animales y vegetales - Analisis por cromatografia de gases de
metil ésteres de 4cidos grasos). Organizacion Internacional para la Estandarizacién.
1930.

7. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)

El siguiente examen de patentabilidad se realizd teniendo en cuenta las objeciones
seiialadas en los numerales 3 y 4 de la presente comunicacion.

Novedad (Art 16 D486)
La reivindicacién 1 consiste en un método que se caracteriza por, cuantificar el
contenido de metil ésteres de acidos grasos en porcentaje masico, utilizando un

cromatodgrafo de gas con detector FID.

Comparacién de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del Estado de la Técnica:

Caracteristicas D1 D2 D3 D4
esanciales
Método para | Método por | Procedimieto de | Procedimento de
determinar el | cromatografia de | analisis por | analisis De los
contenido de éstery | gases para la | cromatografia de | ésteres metilicos
Método que se ésFer met[ligo r_iel determinacién de | gases de rpetil de los &cidos
caracteriza por acido linoleico | los acidos grasos | ésteres de acidos | grasos pro
' | contenido en acidos | en el D-004 (Fl. | grasos en B100 | cromatografia de
grasos de ésteres | 111, resumen). ! Biodiesel (FI. 75, | gases (Fl. 85,
metilicos (FAME) ( titulo). titulo).
{resumen),
Cuantificar el | Determinar el | Los acidos grasos ' Determinar el | Determinar la
contenido de | contenido de éstery | fueron analizados :_contenido de éstery | composicion
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- metil ésteres de | éster metllico del [ como  ésteres [ &ster metilico del | cuantitativa vy |
acidos grasos en  acido inoleico ' metilicos usando * &cido linokeico ! cualitativita de una
[ porcentaje - contenido en 4cidos un  equipo de contenido en dcidos mezcia de ésteres
masico, grasos de ésteres | cromatografia de grasos de ésteres metilicos de -
utilizando un | metilicos (FAME) | gases GC 14A metilicos (FAME) 4cidos grasos (Fl.
cromatografo de | por  cromatografia | (Shimadzu, Japan) por cromatografia - 65, Parr. 1). El ‘
gas con detector de gases con unlcon detector de de gases con : procedimiento
FID, splitisplitless de  ionizacién pOr . detector de i hace referencia al
entrada y detector llama(Fl. 112, C4l. ionizacién en llama equipo usualmente
de ionizacion en 1, lineas 62-64).  FID (FI. 76, Col. 1).  utilizado para
lama FID cromatografla de
. {resumen). gases que debe
estar  equipado ‘
con un detector de
ionizacién de liama |
(FID} (FI. 66!
i . ' lineas 8-15).

De acuerdo con el cuadro anterior donde se comparan las caracteristicas técnicas de
la reivindicacion 1 con las anterioridades D1, D2, D3y D4 se concluye que el método
ya era conocido en el estado de la técnica como se evidencia en las anterioridades
encontradas. Por lo anterior la reivindicacion 1,no es nueva.

Respecto a fas reivindicaciones dependientes, del documento D1 se determina:
reivindicacion 2, estdndar de calibracién solucion de heptanodecanato de metilo y n-
heptano (FI. 81, Col. 1); reivindicacion 8, temperatura del detector de ionizacidon en
llama FID de 300 °C (FI. 81, Col. 1), reivindicacion 7, las condiciones de temperatura
del horno cromatografico durante el analisis es 210°C por 9 minutos y 20°C/min
hasta 230°C por 10 minutos (FI. 81, Col. 1) y reivindicacién 9, la refacion Split 80:1
(FI1. 81, Col. 1). !

Del documento D2 se determina: reivindicacionies 4 y 5, el contenido de metil ésteres
se determina por la siguiente ecuacién (FI. 112 y 113):

Donde, ‘

(Po)

4 x i x gy x 100

Ay x ny,

P

Ai. area bajo el pico cromatografico del componente a analizar.
Mpi: Masa del patrén interno (mg)

Ap. area bajo el pico cromatografico del patrén interno.,

f": factor masico de respuesta relativa.

Mm: Masa de {a muestra.

]
Reivindicacion 6, determinacién del contenide de metil ésteres con cadenas
carbonadas entre 8 y 18 dtomos de carbono (Fl. 111, resumen).

Del documento D4 se determina, reivindicacion 6, es posible determinar acidos
grasos con menos de 12 carbonos, o con temperatura mas alta cuando se
determinen acidos grasos con mas de 20 atomos de carbono (FI. 68, lineas 25-27).

Por tanto, las reivindicaciones dependlentES 2 a 10, no mencionan alguna
caracteristica que haga nuevo el método de la reivindicacién 1, por lo cual se
considera que no son nuevas.
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8. Conclusion

Los requisitos de Patentabilidad de la presente Solicitud estan afectados asi:

Item Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
D1 Articulo 1 1-10 Novedad
D2 Articulo 2 1,4y5 Novedad
D3 Artlculo 3 1 Novedad
D4 Articulo 4 1y6 Novedad

En cumplimiento del articulo 45 de fa Decisitén 486 de ta Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir de la fecha de notificacion de la presente comunicacion. En caso
de no dar respuesta al presente requerimiento, o si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesién, se denegara la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término
faltante para sesenta (60) dias y presentarla por escrito.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal €), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

El tpros requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha
F5G0gprea por i

Elaborado por: Yenny Marcela Campos Borda %’n‘f‘"@
Revisado por: Rosa Patricia Téllez {4
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Revista CENIC Ciencias Quirnicas. Vol. 40. No. 1, 2009,

Validacién de un método por Cromatografia
de GGases para la determinacion de los dcidos grasos
que componen el D-004 ingrediente activo

Eduardo A. Rodriguez-Leyes, David Marrero Delange,* Victor L. Gonzalez Canavaciolo,
Roxana Sierra Pérez y Yuliammny Adames Fajardo.

Centro de Productos Naturales, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas. Calle 198 entre Avenidas 19 y 21. Reparto
Atabey, Playa, Apartado Postal 6414.Ciudad de La Habana, Cuba.

Recibido: 20 de junio de 2008. Aceptado; 7 de octubre de 2008.

Palabras clave: D-004. &cidos grasos, cromatografia gaseosa, validacidn, Ropstonen regia.
Key words: D-004, fatty acids. gas chromatography. validation. Roystonca regia.

RESUMEN. E! D-004 es un nueve ingrediente activo obtenido a partir de los frutos de la palma real cubana (Roystonea
regta), el cual ha demostrade su efectividad en modelos experimentales de hiperplasia prostatica. Esta sustancia esté
compuesta principalimente por una mezcla de dcidos grasos (AG) saturados e insaturades libres. entre 8 y 18 dtomos de
carbono. Se desarrollé y validd un método por cromatografia gaseosa para la determinacién de los AG en el D-004. Los AG
fueren analizados como ésteres metilicos. obtenidos por reaceion con eloturo de acetilo al 10 % en metanol y separados en
una ¢columna capilar widebore BPX-5 utilizando acido tridecanoico como patrdn interno. En el estudio de especificidad se
demostré que no hubo interferencias en la determinacién de esta mezela. una vez que las muestras fueron sometidas a
condiciones de estrés. La determinacién del contenido de AG totales fue lineal (r = 0.998: CVs de los factores de respuesta
¥ la pendiente menores que 5y 2 %. respectivamenite) y sin sesgo en tode el intervalo estudiade. desde 50 a 150 % de la
masa nominal. Se obtuvieron reccbrados elevados en el estudio de exactitud (100,4 a 100,8 %). realizado en un intervalo de
80 a 120 % de la concentracién nominal. Se obtuvieron buenos resultados en los estudios de repetibilidad y precision
intermedia {CV < 2 %), lo que probd que el método es preciso. Conforme a estos resultados, el procedimiento validado es
apropiado para el contrel de calidad y los estudios de estabilidad de este ingrediente activo.

ABSTRACT. D-004 is a new active ingrecient obtained from the Cuban royal palm (Roystonea regic) fruits. This sub-
stance is mainly composed by a mixture of saturated and unsaturated free fatty acids, from 8 to 18 carbon atoms, and has
shown to be effective in experimental model of prostate hyperplasia. A capillary gas chromatographic methad for the
determination of the fatty acids in D-004 was developed and validated. The acids were analyzed as methyl ester deriva-
tives, which were obtained by reaction: with 10 % acetyl chloride in methanel and separated in a BFX-5 wide-bore column
using tridecanoic acid as internal standard. The specificity study showed no interferences regarding the determination of
this mixture. once the samples were submitted to stress conditions. Determination of the total fatty acid content was
linear (r > 0.899; CVs of the response factors and of the slopes lower than § and 2 %, respectively} and without bias in the
studied concentration range, from 50 to 150 % of the nominal mass. In the accuracy study. over the range 8010 120 % of the
nominal fatty acid concentration, high recoveries (100.4 to 100.8 %) were reached. Good results were obtained in the repeat-
ability and intermediate precision studies (CV < 2 %), proving that the method is precise. These results support that this
method is properly validated. being appropriate for the quality contrel and stability studies of this active ingredient.

INTRODUCCION gunas sustancias de origen vegetal como el extracto lipidico

La hiperplasia prostdtica benigna (HPB} s una de
las patologias mds frecuentes en los hombres con maés
de 50 afios y su frecuencia se incrementa con la edad. Hoy
dia los medicamentos de primera eleccidn para el tratamien-
to de la HPB son los inhibidores de la 5-alfa reductasa
prostitica y los blogueadores de los receptores alfa -
adrenérgicos de origen sintélico.! Por otra parte, existen al-

*Correspondencia:
David Marrero Delange

de saw palmetto {Serenoa repens), que también son amplia-
mente empleados en el tratamiento de esta patotogia.” Te-
niendo en cuenta estos antecedentes, queda justificada la
blisqueda de medicamentos eficaces. seguros y bien tolera-
clos a partir de fuentes existentes en el pals para la terapia y
prevencién de la HPB, los cuales podrian incrementar la
expectativa y 1a calidad de vida de 12 poblacidn cubana.

correc electrdnico: david.marrerc@cnic.edu.cu o david_delange@yahoo.com
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E1 D004 es un nuevo ingrediente activo que consiste
en un extracto lipidico de los frutos de la palma real
cubana (Roystonea regia), ¢l cual ha demostrado efecti-
vidad en modelos experimentales de HPB.?* Esta sus-
tancia estd compuesta por una mezcla de dcidos grasos
(AG) libres entre 8 ¥ 18 atomos de carhono. siendo los
dcidos oleico, ldurico. palmitico ¥y miristico tos compo-
nentes mayoritarios.

El desarrollo de un nuevo ingrediente activo lleva
implicito, entre otros requerimientos quimico farmacéu-
ticos, contar con métodos analiticos suficientemente
exactos y precisos para su control de la calidad v sus
estudios de estabilidad. Actualmente, los AG son anali-
zados principalmente por Cromatografia de Gases (CG)
en forma de ésteres metilicos y separados por columnas
capilares.*” Teniendo en cuenta que en este tipo de ex-
tracto lipidico la actividad farmacolégica se le atribuye
fundamentalmente a los AG saturados (C,,,, C, ) ** en
el presente trabajo se decidid desarrollar ¥ validar una
metodologia para la determinacidn de los AG gue com-
ponen el D-004 ingrediente activo por CG empleandouna
columna apolar. la cual permite Ja determinacion indi-
vidual de los AG saturados ¥ la conjunta de los AG
insaturados con igual numero de atomos de carbono. El
procedimiento propuesto fue validado siguiendo erite-
rios bien establecidos*" para asegurar su aplicacién en
el control de la calidad y estudios de estabilidad de di-
cha sustancia.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos y disoluciones

D-004 ingrediente activo (lote 020205) obtenido en el
Departamento Quimica del Centre de Productos Natu-
rales, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas
{Ciudad de La Habana). Patrones de los 4cidos decanoico
{cdprico, C, ), dodecancico (liurico, C .} tetradecanoico
{miristico, C,, ), hexadecanoico (palmitico. C ;0 9-octa-
decenoico (oleico, C ), oetadecanoico (estedrico, C, ),
tridecanoico (C, ) ¥ ésteres metilicos de los 4cidos
octanoico (caprilico, C, ), 9-hexadecenoico (palmitoléico,
C,.) ¥ 9-octadecenoico {oleico, C,, ).

Disolucién metilante (DME) de clorurn de acetilo 10 %
en metano] .

Disolucidn de hidréxido de sodio en agua (NaOH-H,0)
2 mol/L . :

Disolucién acuosa de peréxido de hidrégeno (H,0,)
30 %.

Disolucién matriz de referencia (DMR). Se pesaron
con exactitud de 0.1 mg, alrededor de 10 mg de cadauno
de los &eidos siguientes: C . C 00 €, 100 Cron¥ Cppoenun
tubo de ensayos y se aplicé la metodologia analitica.

Disolucién de Referencia de Acidos (DRA). Se pesa-
ron 15.37; 452,61; 188,10; 247,12; 53,38 y 828,00 mg de los
doidos C 1 €l € Claor Crao ¥ Cog, ¥ € disolvieron en
100 mL de n-hexano.

Disolucién de patrén interno (DPI). Se pesé con
exactitud de 0,1 mg, alrededor de | g de C,, ..y se disol-
vid en 100 mL de metanol.

En el estudio se emplearon patrones de SIGMA (5t.
Louis. MO, USA). reactivos y disolventes (MERCEK,
Darmstadt, Alemania) y agua destilada.

Equipos

Cromatdgrafo de gases GC 14A (Shimadzu. Japon)
con detector de ionizacidn por Hama (DILL), acoplado a
sistema de eémputo (Konixbert, Barcelona, Egpafia), con

columna capilar wide-bove con fase enlazada BPX-5 (30 m
x 0,53 mmd.. y 1,5 um de espesor de pelicula, SGE, Aus-

tralia). Programacién: de 120 (2 min) a 320 °C, a 10 °C
/min . Flujo del gas portador (H,): 8 mL/min . Tempera-
tura del detector y el inyector: 320 °C y volumen de in-
yveccidn: 1 uL. en modo splitless,

La especificidad del método se comprobé por CG-
Espectrometria de Masas (CG-EM). Se utilizé un
cromalogralo de gases 6B80N con detector selectivo de
masas 3975 B Inert acoplado a un sistema de coémputoy con
columna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 mm d.i., 0,25 ym
de espesor de pelicula. Agilent Technologies. CA, USA).
Programacién: de 70 °C (1 min) a 180 a 20 °C/min. de 180
a 230°C a 2 *C/min. y de 230 a 320 °C a 20 *C/min . Tem-
peratura del inyector: 300 °C, y volumen de inyeccién:
0,5 uL en modo splitless, Flujo del gas portador (He): 1 mL
/min . Temperaturas de la fuente, la interfase v el
cuadrupolo fueron 250, 300 y 150 °C, respectivamente.
La energia de ionizacidn fue 70 eV . El espectro de ma-
sas fue adquirido continuamente de 40 a 800 m/z en
modo scan.

Preparacion de la muestra

En un tubo de ensayos se pesaron, con exactitud de
0.1 mg, alrededor de 100 mg de D-004. Se agregéd 1 mL
de la DPI, 3 mL de DME, 5 mL de n-hexano v se cerrd
herméticamente. Se colocd en un termostata seco a 85 °C
durante 30 min con agitacién vigorosa ocasional. Se sacé
del termostato y se dejd enfriar a temperatura ambien-
te. Se adicionaron 3 mL de la disolucién de NaQH. Se
agitd en la zaranda durante 15 min . Se dejé reposar
durante 2 min para separar las fases y se extrajo una
alicuota de 1 mL de la fase organica (superior) hacia
un vial, se reconstituyé con 1 mL de hexano, se cerré
y se agité manualmente durante 30 s . Finalmente se
tomo 1 pL por la {écnica de solvent-flush para el an4li-
sis por CG.*

Método de analisis cualitativo

Como criterio de identificacién por CG-DILL se
determiné la retencién relativa de cada uno de los
dcidos siguientes: Cpp. Clhp Croni Cloor Ciast Crne Cran
¥ C,, Dara lo cual se tomo como referencia al patrén
interno C,,. La retencién relativa determinada fue
comparada con la obtenida del analisis de sus patrones
comerciales como ésteres metilicos. La identificacién
fue corroborada por CG-EM a través de la comparacién
de los espectros de cada AG con los de los patrones
comerciales y los que aparecen en la biblioteca
Wiley. Los fragmentos caracteristicos (principal-
mente, m/z 74, 87, 143) e iones moleculares (M-} de
los ésteres metilicos de los AG fueron examinados
e interpretados.

Método de andlisis cuantitativo

La determinacién cuantitativa se realizé por el mé-
todo del patrén interno, previo cdlculo de los f™ a partir
de la DMR y utilizando como referencia al patrén inter-
no C,,. Los 4eidos linoleico (C ) ¥ linalénico (C,,,) se
cuantificaron como dcido oleico (C ). para el dcido C,,
ge utilizé el £ caleulado para el dcido C | v para el dci-
do palmitoleico (C,) ) se utiliz6 el f" calculado para el
4eido C ;.

Ei contenido de cada compuesto (C) en el D-004 se
determiné por el método del patrén interno.'* mediante
la ecuacion siguiente:

A M w2100

Apy % Ny,

ol (%)

W2
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donde:
A, 4rea bajo el pico cromatogréifice del componente a
analizar.
m,, masade patrén interno (mg).
Aw area hajo el pico cromatogréfico del patrén interno.
f™ factor mdsico de respuesta relativa.
m_ tmasa de la muestra.
El contenido total de D-004 se determind por la
sumatoria delos porcentajes individuales hallados. Log fm
se caleularon a partir del analisis cromatogréaficode la DMR.

Validacion

Aplicabilidad del sistema. Se reaiizaron seis répli-
cas de inyeccién de una mueslra de D-004 siguiendo la
preparacién descrita anteriormente. A partir de los
cromatogramas obtenidos se determiné: la resclucién
cromatografica entre los acidos C -C . (n = 3). 1a cual
debfa ser mayor o igual a 1; 1a retencion relativa de cada
acido (n = 3). la que debia coineidir con la caiculada con
cada patrén y la repetibilidad de la inyeccidn, para Ja
cual el CV % de la cuantificacién total {n = 6) debia ser
menor que 0.8 %.

Especificidad. La especificidad del método fue de-
terminada al comparar los cromatogramas del D-004, el
estandar interno y las muestras de D-004 sometidas a
condiciones propicias a la ocurrencia de degradacion.
Estas condiciones fueron: termdlisis (103 °C, 7 d). oxida-
cidn{l gde D-004 en 1.5 mLde H,0,2130% a 25°C, 7 ),
¥ fotolisis (254 nm a 25 °C, 7 d): v se Hevaron a cabo en
ampolletas de vidrio neutro, a las cuales se les insufld
nitrégenc y se sellaron (n = 3). La pureza cromatografica
de las senales fue comprobada por CG-EM.

Linealidad. El estudio consté de cinco puntos, con
tres réplicas cada uno. Estos puntos representaron el 50,
80, 100, 120 y 150 % de la masa de D-004 que se emplea
en el analisis de las muestras, por lo gue se pesaron alrede-
dor de 50, 80,100, 120 y 150 mg de D-004 v posteriormente,
se procedid con la preparacidn descrita anteriormente. A
partir de las masas analizadas y las d4reas obtenidas, se cal-
culé la ecuacion de regresién: y = h x + a. por el método
de los minimos cuadrados. Para ello, se graficaron lag
relaciones de dreas obtenidas (y = A/A ) en funcidn de
las relaciones de masas afadidas (v = mr/mplj. donde Ay
m, son el drea y la masa del totalde AG y ALym, sonel
4rea y 1a masa del patrén interno. Se realizaron pruebas
estadisticas (p = 0,05) para comprobar la linealidad y pro-
porcionalidad, para lo cual se debian cumplir los crite-
rios siguientes: coeficiente de correlacidn (r) 2 0.990. co-
eficientes de variacién delos factores de respuesta (CV))
y de la pendiente (CV ) < 5 % y 5 2 %, respectivamente.
Ademas, los limites de confianza del intercepto (a) de-
bian incluir el cero 81

Exactitud. La exactitud se evalud por un estudio de
recobrado en un intervalo de 80 a 120 % de Ja concentra-
cién nominal de AG. Se aplicé el método de Adicion de
Patrén, para lo cual se utilizé la DRA, la cual simula la
proporcién en que se presentan estos AG en el D-004.
De esta disolucién, se tomaron 1, 2 ¥y 3 mL y se anadie-
ron a tubos de ensayos (n = 3). Luego se llevaron a se-
quedad a 40 °C con un flujo suave de N, y se adicionaron
60 mg aproximadamente de D-004, Se analizaron en para-
lele las muestras de D-004 sin y eon adicién de la mezcla
patrén de AG. La diferencia de resultado de “muestra +
patrén” menos "muestra” se comparé con la cantidad
afiadida. Con el objetivo de comprobar si la concentra-
cién afectaba los resultados se realizé una prueba de
Cochran para p = 0,05, Los recobrades fueron calcula-
dos [(cantidad encontrada/cantidad afadida) x 100 %]y

se les realizé una prueba t de Student (p = 0,05) para
comprobar si existian diferencias significativas con el
100 %, segn la ecuacidn siguiente !

m_JMJ;

Ccr

!

donde:
R recobrado promedio obtenido,
n numero de réplicas.

Precisién. Este pardmetro se determiné mediante
ensayos de repetibilidad (un mismo analista realizé
10 replicas de analisis de la misma muestra. en el mis-
mo dia ¥ en el mismo equipo) v de precisiéon intermedia
{dos analistas analizaron tres muestras independientes
con cuatro réplicas en tres dias diferentes, en el mismo
equipo). Se calcularon los CV (9% de la determinacidn
de cada dcido y del contenido total, ¥ se hallé ademas, el
limite de confianza (LC = media = t x DE/n'?) de la de-
terminacién del contenidn total de acidos parap = 0,05.
Para determinar si huboe diferencias significativas, se rea-
lizé una prueba ANOVA de dos vias {p = 0.05). Ademds, se
consider6 como criterio que los CV deberian ser €2 %-#1

RESULTADOS Y DISCUSION

Fl procedimiento analitico permitié una determina-
cién répida. confiable y reproducible de los AG que com-
ponen ef D-004 ingrediente activo. Debido a que los "
de los AG individuales estuvieron alrededor de la uni-
dad. por lo que se asumid que el £ = 1 para el calculo
cuantitativo de cada AG, lo cual coincide con lo deserito
para el andlisis de AG por CG con DILLY y demuestra
que en el proceso de inyeccién no ocurren efectos
discriminatorios.

Al estudiar la aplicabilidad del sistema, se comprobé
que la resolucién cromatogréfica entre los dcidos C ¥
C pqen las tres determinaciones fue mayor que el limite de
aceptacién (1.0): lo cual garantizé una separacién ade-
cuada de las senales de interés (Fig. 1, tabla 1). La deter-
minacidén del contenido total de AG en las seis réplicas
de inyeccién presenié un CV de 0,5 %, inferior al limite
de aceptacion (0.8 %). También. las retenciones relati-
vas caleuladas {n = 3) coincidieron con las obtenidas para
los patrones de referencia, todo lo cual permitié comprobar
que el sistema analitico cumplia con los criterios de
aplicabilidad para ser utilizado en la validacion del método.

Especificidad. En los cromatogramas obtenidos, se
observd una adecuada resolucidén entre las sefiales co-
rrespondientes a los AG que componen el D-004 ingre-
diente activo. No se detectd interferencia con el patrén
interno C ., (Fig. 1). lo cual permitié su empleo coma
sustancia de referencia. Al analizar los cromatogramas
de las muestras sometidas a condiciones de estrés no se
obzervé la aparicién de ninguna serial que interfiriera
con los analitos de interés (Fig. 2). A su vez. se compro-
b por CG-EM la pureza cromatografica de las senales
correspondientes a las muestras analizadas, con lo que
se descarté el solapamiento de posibies productos de
degradacidn u otras interferencias con los AG que com-
ponen el D-004. El método, por tanto, demostré ser es-
pecifico para el andlisis del D-004. incluso al ser este so-
melido a ¢condiciones extremas, peor lo que puede ser
utilizado en estudios de estabilidad.

Linealidad. La ecuacién de regresién caleulada a
partir de relaciones de masas analizadas y las relaciones
de 4reas obtenidas (Tabla 2) para el total de AG fue:

y={0914 £0012)x - (0,080 £ 0,121).
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Fig. 1. Superposicidn de los perfiles cromaiogréficos de D-004 (superiori y deido tridecanoicn (C13:0) utilizado como estandar
internc. Todos analizados como ésteres metilicos.

Tabla 1. Resolucidn cromatogréfica €, -C , {n = 3)
y cuantificacién (t1 = 6).

Contenido de AG
Réplica Riuiae0 ()
1 1.47 90.6
2 1.50 90.8
3 1.54 812
4 — 90.8
5 — 91.6
p — 91.7
CV () 0.5
=
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Fig. 2. Superposicion de perfiles cromatogrificos de D-004 (superior! y D-004 sometide a condiciones de degradacién
{termadlisis).
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Tabla 2. Resultados del ensayo de linealidad
del métode.

m/m, AlA,
47 42
5.0 4.5
49 44
8.2 7.3
8.0 7.3
8.2 7.4

10.1 9.2

10.0 9.1

10.1 9.2

12.2 11.0

12.2 11.0

12.1 11.0

14.7 134

14,8 135

14.7 13.4

Tabla 3. Resultados del estudio de exactitud del método{n = 3)

Masa
Anadida Encontrada Recobrado
(mg) medio

1 2 3 (%} b
17.0 17.4 18.6 178 100.4 0.23
35.7 36.4 36.1 35.5 100.8 1.19
33.6 529 333 53.6 100.6 0,48
Total 1008 0.83

Tabla 4. Resultados del ensayo de repetibilidad (n = 10).

AG Media = DE cv
(%)
Cos 0.7+ 0.05 71
Crm 0.7 = 0,00 0.0
Co 228 = 0.18 0.8
Cro 8,6 = 0.05 0.5
Cron 0.4 = 0.00 0,0
Ci 124 = 0,08 0,7
Co 41.8 = 0.23 0.6
Che 26 =005 1.9
Total 91.0 = D42 0.4

" Ineluye los &cidos C .y C,,, reportados como cido C

con intervalos de confianza calculados para un 85 % de
confiabilidad. E] coeficiente de correlacién {r = 0.999)
fue superior al limite de aceptacidn (0.980), el CV de los
factores de respuesta (CV, = 0.8 %) y el CV de la pen-
diente (CV, = 0.6 %) fueron menores que los limites de
aceptacién (5 y 2 %, respectivamente), y el intervalo de
confianza del intercepto incluyé el cero, indicando la
ausencia de sesgo. Dichos parédmetros cumplieron con
los criterios exigidos.®!! por lo que se pudo considerar
gue el método es lineal en el intervalo de masas estudiado.

Exactitud. En este ensayo los recohrados promedics
obtenidos estuviercn entre 100,4 ¥ 100,8 % (Tabla 3). Al
aplicar la prueba estadistica t se encontré gue no habia
diferencias significativas entre los recobrados y el 100 %,
al serlas t__ inferiores a las t tabuladas para un 95 % de
confiabilidad (4,30 para los puntos individuales y 2,31
para el promedio). También se detecté que las varianzas
de las determinaciones en las diferentes concentracio-
nes utilizadas eran equivalentes, al serla G__ (0,59)
< G, (0.87), lo cual indica que el factor concentracién
no influyé en la variabilidad de los resultados. En tal
sentido, se encontré que existia una adecuada correla-
cién entre las masas tedricas y las encontradas en la prac-
tica (mg). al serr = 0.999 y p < 0,000 1. La ecuacién de
regresién fue:

y=11.016 x0.041) » - (0.241 = 1,575),

lo cual demuestra que la pendiente incluye al 1 ¥ al que-
dar incluido el cero en el intervalo de confianza del in-
tercepto no existe sesgo.*'! Estos resultados confirman
que el método es exacto en todo el intervalo de concen-
traciones estudiade.

Precisién. En el ensayo de repetibilidad los CV va-
riaron de la forma esperada, de acuerdo con los conte-
nidos individuales de los AG del D-004 (Tabla 4). Asi.la
dispersitn més alta se obtuvo para el componente que
se encuentra en menor proporeién: el C, ) sin embargo
esto no afectd la dispersién de la determinacién para el
total. cuyo CV = 0.4 % asegura la repetibilidad de los
resultados al ser aplicado el método, pues es inferior al
limite de aceptacién comunmente exigido para este tipo
de analisis (2 %)% Al estudiar la precisién intermedia
(Tabla 5), la determinacién realizada por los dos
analistas en los tres dias de estudio {n = 24) presentd
un CV = 0,8 9%, resultade inferior al limite de acepta-
cidn (2 %):2 1o que indica que los factores analista y dia
no influyeron en la precisién de los anélisis. También
se constatdé. mediante la prueba de ANOVA, ausencia
de diferencias significativas entre ambas series de re-
sultados en cuanto a la determinacidn del contenido

Tabla 5. Resultados del ensayo de precisién intermedia.

Contenide de AG

(%)
Analista
1 2

Dia
Réplicas 1 2 3 1 2 3
1 80,5 90.7 90.4 90.4 90.5 0.0
2 91,1 81.5 90,4 1.3 90,1 20,2
3 016 90,8 20,6 1.6 80.0 883
4 00,6 90,8 89.9 1.1 91.1 0.8
Media (%) = DE 80,7 = 0,48 90,5 = 0.66
CV (G 0.5 0.7
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de AG totales (p = 0,43), 1o cual confirma la adecuada
precisién del método. Los LC calculados en este ensa-
yo fueron: (80,6 = 0.3) %.

CONCLUSIONES

El método analitico propuesto para la determinacién

del contenido de Jos AG en el D-004 ingrediente activo,
cumplié con los requerimientos para considerarse vali-
dado. demostrando ser especifico, lineal, exacto y preci-
50. De esta manera el método puede ser utilizado en el
proceso de control de calidad y estudios de estabilidad
de este ingrediente activo,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1

(=]

4.

.Bhargava S., Canda A.E. and Chapple C.R. A rational

approach to benign prostatic hyperplasia evaluation: recent
advances, Curr. Opin, Urel., 14.1-8, 2004,

.Bent 5., Kane C., Shinohara K., Neuhaus J., Hudes E.S.,

Godelberg H. and Avins A.L. Saw palmetto for benign
prostatic hypetplasia. N. Engl. J. Med., 354, 557-566, 2006,

.Laguna A., et al. Extracto obtenido a partir de frutos de

Roystomea regia utilizado contra la hiperplasia prostatica v
la prostatitis, La Habana, Cuba, Patente No. 5239/2007.

Carhajal D.. Arruzazahala M.L.. Mas R.. et al. Effects of D-
004, a Lipid Extract from Cuban Royal Palm Fruit, on
Inhibiting Prostatic Hyperplasia [nduced with Testosterone

10.

11.

12.

ot Dihydrotestosteronc in a Rat Model: A Randomized, Con-
trolled Study, Curr. Ther. Res.. 65. 305-5314, 2004,

. Carbajal D.. Molina V.. Mas R. and Arruzazabala M.L.

Therapeutic effect of D-004, a Lipid Extract from Rostoynea
regia fruits. on prostate hyperplasia induced rats. Drugs
Exp. Clin. Res., 31, 193-197, 2005.

. Marrero D. Obtencién y determinacién de 4cidos grasos de

muy elevada masa molecular. Revista CENIC Ciencta Qui-
micas, 37, 23-33, 2008.

. Christie W.W. The preparation of derivatives of fatty acids.

In Gas Chromatography and Lipids-A Practical Guide.
Christic W.W. (cd.) Scatland, The Oily Press, §4-84, 1989,

. Castro M.. Gasedn 8., Pujol M., Sans J. and Vicente L.

Validation of analytical methods; Spanish Association of the
Industry Pharmacists, Catalan Section, Edited under HP
license. 31, 1989.

. Green C, A step-by-step approach to establishing a method

validation program. J. Validation Technology, 6. 622-33,
2000,

ICH Harmonised Tripartite Guideline. Validation of
Analytical Procedures: Methodology Q2B. 1935,
Regulacién No. 41-2007 *“Validacién de métodos analfticos™,
Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medica-
mentos, Cuba, 2007.

Novak J. Quantitative Analysis by Gas Chromatography.
Second Edition, Cazes J. (ed.) New York, Marce! Dekker,
78-135, 1088.

L8



