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RESUMEN

Objetivo: Se validé un método cromatogréfico para la determinacién del contenido de vitamina A

en el pool de aceite microencapsulado de higado de tiburén.

Material y Meétodo: Los pardametros evaluados se correspondieron con lo establecido
internacionalmente para técnicas cuantitativas como: especificidad, linealidad, exactitud, precisién,
robustez y limites de deteccion y cuantificacion. El método se basé en la separacién de la vitamina
A, a través de una columna cromatogréfica Lichrosorb RP - 18, a una longitud de onda de 325 nm,
empleando una fase mévil compuesta por metanol: agua, en proporcién 90:10, y la cuantificacién de

la misma frente a una muestra de referencia empleando el método del estandar externo.

Resultados: Se demostré que el procedimiento desarrollado, fue lo suficientemente lineal, con un
limite de deteccion de 2 ng/mL y 6 pg/mL como limite de cuantificacién, especifico, preciso, exacto
y robusto para la determinacion del contenido de vitamina A en el pool de aceite microencapsulado.
Conclusiones: La determinacién del contenido de vitamina A en el pool de aceite de higado de
tiburén microencapsulado, a través de un método por cromatografia liquida de alta resolucién, resulté

especifico, lineal, preciso, exacto y robusto, aplicable al control de calidad y estudio de estabilidad.

PALABRAS CLAVE: Aceite de higado de pescado, Cromatografia liquida, Estudio de validacion,

microencapsulacion, Vitamina A.

ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to validate, in accordance with international standards,
a chromatographic method to determine the vitamin A in the pool of shark liver oil

microencapsulated.

Materials and Methods: The valued parameters belonged together with what settles down
internationally for technical quantitative, among those that we can mention: specificity, lineality,
accuracy, precision, robustness and detection and quantification limits. The method based on the
separation from the vitamin A to inclination a chromatographic column Lichrosorb RP - 18 to a
wavelength of 325 nm, using a mobile phase composed by methanol: water, of proportion 90:10,
and the quantification of the same ones in front of referee samples using the method of the external

standard.

Results: It was demonstrated that the developed procedure, was the sufficiently lineal thing, with a
detection limit of 2 pg/mL and 6 ng/mL like quantification limit, specific, precise, exact and robust
for the determination of the vitamin A content in the pool of microencapsulated oil, for what can be
an employee in the quality control and stability study.

Conclusions: The determination of the vitamin A content in the microencapsulated pool of shark
liver oil, through a method for high resolution liquid chromatography, was specific, lineal, precise,

exact and robust, for quality control and stability study.

KEY WORDS: Chromatography, High pressure liquid, Microencapsulation, Validation studies,
Vitamin A.
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INTRODUCCION

El aceite de higado de tiburén constituye una importante
fuente natural de vitaminas, principalmente vitamina A,
ademads de otras vitaminas del complejo B. Este aceite posee
multiples beneficios, entre los que se destacan: fortalece el
sistema inmune, ayuda contra la fiebre, sinusitis y alergia;
alivia el dolor de la artritis; ayuda a mantener saludable la
piel y beneficia a pacientes consoriasis y otras enfermedades
dermatoldgicas; trabaja contra los efectos indeseables de las
radiaciones; tiene grandes propiedades anticancerigenas y
antioxidantes; reduce el colesterol; protege al organismo
contra sustancias téxicas; ayuda a lograr una recuperacion
completa en pacientes asmadticos; fortalece contra los
resfriados y la gripe; proporciona energia a pacientes que
padecen del sindrome de fatiga crénica; por lo que se ha
empleado en la produccién de suplementos alimenticios’.

Estudios previos han demostrado la presencia de las
vitaminas A, D y E, en el pool de aceite de tiburones
costeros de Cuba, resultando la vitamina A el componente
mayoritario luego de realizar el andlisis de la misma por
técnicas cromatogréficas validadas para estos fines*®. Para
la obtencién del pool de aceite se han empleado diferentes
especies de tiburones, aledafias a las costas cubanas,
especificamente del litoral norte occidental, ya que resulta
muy dificil la captura de tiburones de una misma especie.

Con el objetivo de lograr una mayor estabilidad de las
vitaminas presentes en el aceite de higado de tiburén, se
realiz6 la microencapsulacion del aceite, empleando goma
ardbiga y maltodextrina como agentes encapsulantes, a
través del método de secado por atomizacion.

La validacién es el proceso establecido para la obtencién de
pruebas convenientemente documentadas y demostrativas
de que un proceso de fabricacién o método de analisis es lo
suficientemente fiable para producir el resultado previsto
dentro de intervalos definidos**.

Al validar un procedimiento se logra un alto grado de
confianza y seguridad del proceso productivo o del
método analitico, asi como también en la calidad de los
resultados, ademds permite un conocimiento profundo de
sus caracteristicas de funcionamiento, disminuyendo el
numero de fallas y repeticiones con el consiguiente ahorro
de los costos asociados.

El presente estudio tiene como objetivo validar una técnica
cromatografica desarrollada para determinar el contenido
de vitamina A, en el control de la calidad y estudio
de estabilidad del pool de aceite de higado de tiburén

microencapsulado.
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MATERIALES Y METODOS
Productos quimicos y reactivos

Pool de aceite de higado de tiburén suministrado por
el Centro de Investigaciones Pesqueras (CIP, Cuba) y
pool de aceite de higado de tiburén microencapsulado
obtenido a través de un proceso de secado por aspersion
en el Grupo de Materias Primas del CIDEM (Cuba). La
sustancia de referencia quimica de acetato de vitamina A
fue suministrada por el Grupo de Sustancias de referencias
del CIDEM, Cuba. El resto de los reactivos y soluciones
fueron de calidad analitica (Merck, Alemania).

Técnica cromatografica empleada

Las muestras del pool de aceite de higado de tiburén
microencapsulado, y el patréon de referencia del acetato de
vitamina A, fueron procesadas segtn la metodologia que
se describe a continuacién®?:

La preparaciéon de la sustancia de referencia se realizé
pesando con exactitud 15,1 mg de patrén de vitamina A
acetato, los que se trasvasaron a un frasco volumétrico de
25 mL, disolviéndose en 10 ml de solucién de hidréxido
de potasio metanélico (KOH met) 0,5 N. La disolucién
resultante se coloc6 en bafio de marfa a 60°C por espacio
de 15 minutos, transcurrido este tiempo, se colocé en un
bafio ultrasénico y se enrasé con solucion de hidréxido de
potasio metandlico.

Se pesdé una cantidad de aceite microencapsulado
equivalente a 1 g de aceite de higado de tiburén, se le
adicionaron 35 mL de etanol absoluto, 10 mL de KOH
al 50% y 25 mg de hidroquinona (Merck, Alemania), los
que se calentaron a reflujo 30 minutos. Posteriormente
se adicionaron 40 mL de agua destilada y 50 mL de una
mezcla de éter dietilico - n hexano (1:1), extrayendo durante
5 minutos permaneciendo en reposo hasta la separacién de
fases. A la fase acuosa se le realizaron cinco extracciones,
tomandose dnicamente la fase organica, lavando cuatro
veces con 50 mL de agua acidulada. Posteriormente se
adicionaron 2 g de Na,SO, anhidro (Merck, Alemania),
concentrando a sequedad en un rotoevaporador Buchi 461
RE 101 (Suiza). Se redisolvi6 en 25 mL de solucién de KOH
Met 0,5 N, inyectdndose 20 uL.

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron:
columna: Lichrosorb RP-18 (5 um) 250 - 4 mm (Merck,
Alemania), fase moévil: metanol - agua (90:10) v/v y
velocidad de flujo de 1,0 mL/min. La longitud de onda
empleada fue 325 nm. El procedimiento fue realizado
en un cromatoégrafo liquido de alta resoluciéon (Merck);
integrador Shimadzu modelo CRD 8AV; detector UV
(longitud de onda variable) KANUER; bomba KANUER

Ars Pharm. 2014; 55(2): 18-24.
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K-1001; INTERFACE BOX KANUER.
Validacion del método

La validacion fue realizada segtn la categoria I (USP-
35) y la Regulacién 41-2007 (CECMED), evaluandose los

parametros siguientes*®:
Linealidad

La linealidad se realiz6 a través del modelo de tres
determinaciones para cinco concentraciones diferentes de
la sustancia de referencia quimica: 60, 80, 100, 120 y 140
%. Se determiné la ecuacion de la recta, el coeficiente de
correlacién, la prueba de significacién estadistica de la
pendiente Sb rel (%), el coeficiente de variaciéon de los
factores de respuesta y el ensayo de proporcionalidad.

Exactitud

El estudio de exactitud se realiz6 empleando el modelo
de tres réplicas para tres concentraciones diferentes: 80,
100 y 120 %, determinando el porciento de recuperacion,
la desviacion estdndar y el coeficiente de variacién (CV).
Ademas se aplic6 la prueba de Gochran con vistas a
comprobar si la variacién de la concentracién producia
diferencias significativas en los resultados, y la prueba de t
de Student para determinar diferencias significativas entre

la recuperacion media y el 100%.
Robustez

La robustez del método desarrollado se evalué realizando
variaciones en algunas condiciones del proceso: proporcién
de la fase movil, columna cromatografica, proveedores
de los reactivos, asi como flujo determinando si existian
diferencias significativas al ser comparadas con las

condiciones del método propuesto.
Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccién (LOD) y cuantificacién (LOQ)
fueron calculados utilizando la expresiéon: k x S.D/b,
donde k = 3 para el LOD y 10 para el LOQ, siendo S.D:
la desviacién estandar del intercepto (o blanco) y b la

pendiente de la curva de calibracién.

Para ello se realizaron determinaciones a tres
concentraciones inferiores a la curva de linealidad,
realizando la estimacién de la respuesta del blanco y el
intercepto de la curva equivalente a la desviacion estandar

del blanco.

Precision
- Repetibilidad

Para la repetibilidad se evaluaron seis muestras con la
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concentracion equivalente al 100 %. Se calculé el CV
y se compard con el criterio establecido (< 1,5 %). Las
determinaciones las realiz6 el mismo analista en las mismas
condiciones de trabajo.

- Precisién intermedia

Participaron dos analistas, en dos dias diferentes, en el
mismo laboratorio. Se analizaron seis réplicas en cada caso
de muestras equivalentes al 100 %. La prueba de Fisher se
utilizé para determinar si existian diferencias significativas
entre los resultados de los analistas que emplearon el mismo
método y entre los dias en que se realizaron los anélisis.

La prueba t de Student se utiliz6 para comprobar si los
valores medios obtenidos entre los analistas, que emplearon
igual método, y los dos dias en que se realizaron los analisis,
eran homogéneos, para un nivel de confianza del 95 %.

Especificidad

Para el estudio de especificidad se analizaron: la sustancia
de referencia de vitamina A, el placebo, muestras de aceite
microencapsulado y muestras sometidas a condiciones
drésticas tales como: hidrélisis acida HCl 1 N, hidrolisis
basica NaOH 1 N, luz solar y temperatura de 40°C, por
un periodo de tres dias. No deben obtenerse sefiales del
placebo y de los posibles productos de degradacién en
la zona de elusién del principio activo a cuantificar. Las
areas bajo las curvas del patrén y del principio activo a
cuantificar, en el producto terminado deben ser similares.

RESULTADOS

Los resultados experimentales del estudio de linealidad
se muestran en la Tabla 1, mientras que los porcientos de
recobro obtenidos en el estudio de exactitud aparecen en
la Tabla 2.

El valor del LOD fue 2 pg/mL y el del LOQ de 6 pg/mL.
Estos valores fueron comprobados experimentalmente
obteniendo buenos resultados.

En la Tabla 3 se muestran los resultados del estudio de
robustez, y los de la repetibilidad y precisién intermedia
en la Tabla 4.

Se demostré que el método fue selectivo para la vitamina A,
bajo las diferentes condiciones en que se realiz6 el estudio
de especificidad del método (Figura 1).

DISCUSION

A través del procesamiento estadistico realizado se
demostré el cumplimiento de los parametros para la
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linealidad del método. Los valores de los coeficientes de
regresion y de determinacion resultaron superiores a los
exigidos 0,99 y 0,98 respectivamente, demostrandose con
los valores obtenidos, cercanos a la unidad, la existencia
de correlacién con una probabilidad elevada, asi como el
grado de relacion entre las variables de concentracion y
respuesta detectada por el equipo empleado. El coeficiente
devariacion del factor de respuesta y la desviacion estandar
relativa de la pendiente fueron inferiores a lo establecido
para estos indicadores: 5y 2 %, respectivamente. Ambos
son considerados estimadores puntuales que permiten
caracterizar la variabilidad. El coeficiente de variacion de
los factores de respuesta, permite demostrar que existe
variabilidad en la relacién respuesta y concentraciéon para
cadanivel evaluado. Elintervalo de confianza del intercepto
incluye al cero, por lo que se excluye la significacion del
error del intercepto. Los resultados obtenidos demuestran
la linealidad del método propuesto**.

Los porcientos de recobro obtenidos en el estudio de
exactitud estuvieron dentro de los limites establecidos
para los métodos cromatograficos (98-102 %), asi como los
valores del coeficiente de variacién para cada uno de los
niveles de concentracién estudiados (< 2 %). Al aplicar la
prueba de Cochran se obtuvo que la G calculada fue menor
que la G tabulada para un 95 % de confianza, por lo tanto,
las varianzas de las concentraciones estudiadas fueron
equivalentes indicando que la concentracién no influy6 en
la variabilidad de estos resultados.

Los resultados del estudio de robustez demostraron que no
existe efecto significativo sobre los valores promedios del
contenido de vitamina A ante los cambios estudiados, al no
existir diferencias significativas entre los valores promedios
del contenido de vitamina A obtenidos, con respecto al
método propuesto, siendo los valores de t-Student para
cada una de las variables inferiores al valor de t tabulado
(2,20), para un 95 % de confianza. Sin embargo, si se
observaron variaciones en los tiempos de retenciéon de la
vitamina A al emplear diferentes columnas, variaciones
de fase movil y diferentes velocidades de flujo. Estas
variaciones fueron similares para la sustancia de referencia
quimica y la muestra analizada, obteniéndose tiempos de
retencién similares para ambas, sin observar alteraciones
en los registros de las sefiales obtenidas. Cuando se
emple6é metanol, proveniente de diferentes proveedores,
no se detectaron variaciones en los tiempos de retencion.
Todos estos resultados demuestran que el método analitico
desarrollado puede considerarse robusto.

En el estudio de la repetibilidad realizado a una misma
muestra, por el mismo analista, el mismo dia, se alcanz6
un coeficiente de variaciéon inferior al limite establecido
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Tabla 1. Linealidad del método
Parametros Resultados Limites
Ecuacion de larecta | Y =1,25X + 124,51 Y= bx+a
Coeficiente de r =099 r 20,990
regresion lineal
Coeficiente de r = 0,998 1 20,980
determinacion
Significacion estadistica de la varianza de la pendiente (b)
Desviacion estandar
relativa de la Sbrel(%)=1,56 |Sbrel(%)<2,0 %
pendiente
Coeficiente de variacion de los factores de respuesta
Coeficiente de
variacion del factor CV,=271% C.,£50%
de respuesta
Tabla 2. Exactitud del método
Niveles Recu}();gacmn Resultados Limites
100,02 R media = 99,97 %
80% 99,82
CV80 % =0,19 % o
188'32 CV100 % =0,03 % SelU= TR S
4 CV1200 % = 0,08 %
100% 99,95 - b
99,97 teale. =158 | L= tab.
99,87 t tab. = 2,30
120% 9989 G calc. = 0,613
% calc. =0,
100,05 Guab.=0797 | COB=C
Tabla 4. Precision del método
Contenido de Vitamina A (ug/g)
Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
254,32 252,89 253,57 252,87
255,46 253,54 252,89 253,64
253,89 253,89 252,96 253,87
254,13 254,02 253,87 254,03
253,74 253,68 253,97 254,11
254,23 253,65 253,46 253,76
Coeficientes de variacion Coeficientes de variacion
0,14 % 0,06 % 0,08 % | 0,08 %
Analistas Dias Valores tabulados
F=1,82 F=276 F tabulado (5/5; 0,05)= 5,05
t= 0,47 t=1,14 t tabulado (11; 0,05) = 2,20

1,5 %. Los valores obtenidos de las pruebas de Fisher y t
de Student, en la evaluacién de la precision intermedia,
fueron también satisfactorios demostrando que no existen
diferencias significativas entre las dispersiones, ni las
medias alcanzadas por los analistas, en diferentes dias.
Ademas, se obtuvo un CV total acorde con el criterio de
aceptacion: CV_ < 3,0 %, de manera que errores aleatorios
no repercutieron significativamente en el método
desarrollado. El conjunto de estos resultados permite

asegurar la precisién del método en estudio*®.

Ars Pharm. 2014; 55(2): 18-24.
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Tabla 3: Influencia de las variaciones en algunas condiciones del método desarrollado.

Variable Condicion Vitamina A (ug/g) t calc
i i 98:2 254,32 255,46 253,89 254,13 253,74 254,23
eta(‘s;’v';"g“a 95:5 253,94 253,83 254,23 254,11 253,37 254,23 1,71
90:10* 254,39 254,84 253,99 253,61 253,86 254,06 0,79
Lichrosorb 254,32 255,46 253,89 254,13 253,74 254,23
250 - 4 mm
ol Lichrospher
(RP-18) 125 4Pr,nm 253,65 253,16 253,07 253,67 254,82 254,61 1,69
(5 um) —
Lichrosorb 254,89 252,96 253,87 254,23 254,11 253,67 1,33
125 -4 mm
Proveedor de | Merck, Alemania* 254,32 255,46 253,89 254,13 253,74 254,23
metanol Panreac, Espafia 254,12 253,54 253,78 254,06 253,34 253,76 2,19
Flujo (mlL/min) 1,5 254,32 255,46 253,89 254,13 253,74 254,23
u i
) 1,0* 253,87 253,84 254,25 254,03 253,99 253,21 2,02
t tab (11; 0,05) = 2,20
*condiciones del método desarrollado
Figura 1. Resultados del a
estudio de especificidad del 2000 A 2000 £ B
método. 1900 150
A- Cromatograma del % 100 'ﬁ 1000
placebo.
sm 500
B- Cromatograma de la 0
sustancia de referencia 2 3 : -
quimica de Vitamina A. 0 1 2 3 5 0 1 P 3 4 5 i
C- Cromatograma de la
muestra de pool de aceite tiempo tiempo
de higado de tiburén
microencapsulado.
D- Cromatograma de la % ® 2000 4 D
muestra sometida a hidrélisis 2000 bl 150 §
2 . 190 3 1
acida. 5 i 1 | o
E- Cromatograma de la A,
q q -G 500 4
muestra sometida a hidrélisis J\l
basica. S
F- Cromatograma de la h %R 4 & Z 0 1 2 3 % ® & T 2
muestra sometida a la luz el tiermpo
solar.
G- Cromatograma de
la muestra sometida a » E
temperatura. 2000 o E b b
150 150 -
= =
”ﬁ 1000 ‘§ 1000 g
0 sm =
5 ; A
; ? 3 5 7 § 1 2 3 L} 5 & 8
tempo
tiempo
2 E G
150
% 1000
S0
2
1 3 W S 6 3
tismpo
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Como se observa en el cromatograma correspondiente a
la muestra placebo (A), no hay ninguna sefial en la zona
de interés, al ser comparado con la obtenida para la
sustancia de referencia quimica (B) y la muestra del aceite
microencapsulado (C), indicando que los excipientes no
interfieren en la determinacién de la vitamina.

En cuanto a las muestras sometidas a condiciones drésticas
de hidrélisis bésica, 4cida, luz solar y temperatura (D,
E, F, G) respectivamente, evidencian degradacién por la
disminucién de la altura de los picos del principio activo,
con la aparicién de picos secundarios en las muestras
sometidas a hidrodlisis acida y luz. Estos resultados se
corresponden con lo reportado enla literatura como medios

drésticos que favorecen la degradacion de la vitamina A"

Se comprobod la especificidad del método al no existir
interferencias de picos adicionales en la determinacién del
principio activo, no se evidenciaron interferencias de los
excipientes, ni de los productos de degradacion*®.

El cumplimiento de las exigencias internacionales para la
validacién de técnicas analiticas garantiza que el método
cromatografico desarrollado, sea especifico, lineal, con un
limite de deteccién de 2 pg/mLy 6 pg/mL como limite de
cuantificacién, especifico, preciso, robusto y exacto para la
determinacién del contenido de vitamina A en el pool de
aceite de higado de tiburén microencapsulado.

CONCLUSION

La determinacién del contenido de vitamina A en el pool
de aceite de higado de tiburén microencapsulado, a través
de un método por cromatografia liquida de alta resolucion,
resulté especifico, lineal, preciso, exacto y robusto, por lo
que puede ser aplicable al control de la calidad y estudio
de estabilidad.
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