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RESUMEN. En este trabajo se desarrolla y valida un método analitico, por Cromatografia Liquida de Al-
ta Resolucion (CLAR), para determinar vitamina E, aplicable al control de la calidad del “pool” de aceite
de higado de tiburén. El método se basa en la separacién de la vitamina a través una columna cromatogra-
fica Lichrosorb RP - 18 (5 pm, 25 cm x 4 mm), empleando una fase movil compuesta por metanol: agua
(98:2). La cuantificacion de las vitamina E se realizé frente a muestras de referencia empleando el método
del estandar externo, a una longitud de onda de 284 nm. El método analitico desarrollado resulté lineal,
preciso, especifico y exacto en el rango de concentraciones estudiadas.

SUMMARY . “Determination by HPLC of the E Vitamin in the Pool of Shark Liver Oil”. In this work an analytic
method to determine vitamin E by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was developed and vali-
dated, applicable to the quality control of the Shark Liver Oil Pool. The method is based on the separation of the
vitamin by means of a chromatographic column Lichrosorb RP - 18 (5 ym, 25 cm x 4 mm), using a mobile phase
composed by methanol-water (98:2). Quantification was achieved by using the method of the external standard
against reference samples, using a wavelength of 284 nm.The developed analytic method was lineal, precise,
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specific and exact in the range of the studied concentrations.

INTRODUCCION

El aceite de higado de tiburén constituye
una importante fuente natural de vitaminas,
principalmente Vitamina A, ademas de otras vi-
taminas del complejo B. Este aceite posee multi-
ples beneficios, entre los que se destacan los si-
guientes: 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 con soriasis y otras en-
fermedades dermatoldgicas, actia frente a los
efectos indeseables de las radiaciones, tiene
propiedades anticancerigenos, reduce el coleste-
rol, aumenta la energia suministrando oxigeno a
las células, presenta propiedades antioxidantes,
protege al organismo contra sustancias toxicas,
ayuda a lograr una recuperacién completa en

pacientes asmadticos, fortalece contra los resfria-
dos y la gripe; proporciona energia a pacientes
que padecen del sindrome de fatiga crénica; y
se ha empleado en la produccién de suplemen-
tos alimenticios 1.

El desarrollo de técnicas o métodos analiti-
cos novedosos o la adecuacion de algunos ya
reportados es un problema cotidiano. Siempre
que esto suceda se exige como parte integral
del estudio la validacién del método en cues-
tion.

En el presente trabajo se emplea el “pool” de
aceite de higados de tiburones aledafios a nues-
tras costas, ya que resulta muy dificil la captura
de tiburones de una misma especie. Nos traza-
mos como objetivo desarrollar y validar un mé-
todo de anilisis, para la cuantificacion de la vi-
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tamina E, por Cromatografia Liquida de Alta Re-
solucion (CLAR).

MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se empled una mues-
tra de pool de aceite de higado de tiburén, ob-
tenida a escala de banco en el Centro de Inves-
tigaciones Pesqueras (CIP, Cuba). Las muestras
del pool de aceite de higado de tiburén, y el
patron de referencia de la vitaminas E (Departa-
mento de patrones, CIDEM, Cuba), fueron pro-
cesadas segln la metodologia propuesta a conti-
nuacion con las modificaciones pertinentes.

Soluciones de la sustancia de referencia
quimica y de las muestras para el andlisis

La preparacion de la sustancia de referencia
se realiz6 pesando con exactitud 10 mg de pa-
tron de vitamina E, disolviéndose en KOH meta-
nolico (KOH Met) 0.5 N y enrasando con la mis-
ma solucidén, hasta obtener una concentracién
de 0,9 pg/mL.

A 1.000 g de aceite, 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 durante 30 min. Poste-
riormente se adicionaron 40 mL de agua destila-
da y 50 mL de una mezcla de éter dietilico — n
hexano (1:1), se extrajo durante 5 min y se dejo
en reposo hasta la separacion de fases. A la fase
acuosa se le realizaron cinco extracciones, to-
mandose Unicamente la fase orginica; a conti-
nuacion se realizaron cuatro lavados con 50 mL
de agua acidulada, se adicionaron 2 g Na2SO4
anhidro (Merck, Alemania), concentrando a se-
quedad en Rotoevaporador Buchi 461 RE 101
(Suiza). Finalmente se redisolvié en 25 mL de
solucion de KOH Met 0.5 N, inyectindose 200

pL.

Desarrollo del método por CLAR para
determinar las vitaminas en el “pool” de
aceite de bigado de tiburon

Se desarroll6 un método analitico emplean-
do diferentes proporciones de fase mévil, velo-
cidades de flujo, volimenes de inyeccion y lon-
gitudes de onda, lograndose los mejores resulta-
dos con el método que se refleja a continuacion
2, Se utilizé un cromatégrafo liquido de alta re-
solucién (Merck) con Integrador Shimadzu mo-
delo CRD 8AV vy detector UV (longitud de onda
variable) Kanuer, Bomba Kanuer K-1001, Inter-
face Box Kanuer, Columna: Lichrosorb RP-18 (5
pm) 25 cm — 4 mm (Merck, Alemania). La fase
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movil fue Metanol - Agua (98:2) v\v y la veloci-
dad de flujo fue de 1,5 mL\min. La longitud de
onda empleada para determinar la vitamina E
fue 284 nm.

Validacion del método por CLAR para la
cuantificacion de las vitaminas
Especificidad

Con el objetivo de evaluar la especificidad
del método se analiz6 una muestra del “pool”
de aceite, y muestra de la solucion de referencia
de la vitamina E Criterio: No se deben obtener
senales de otras vitaminas presentes en el aceite
en la zona de elucién de la vitamina de interés
35, Simultineamente se realiz6 un scanning a
los picos correspondientes a las vitaminas A y
D, en un rango de 200 a 500 nm.

Linealidad

Para el estudio de linealidad de la respuesta
del detector se prepararon curvas de calibracion
con soluciones patrones de cada vitamina, (0,54,
0,72, 0,90, 1,08 y 1,26 ng/mL), que representan
el 60, 80, 100, 120 y 140 %, para cada caso, rea-
lizandose tres réplicas para cada punto de anali-
sis. La ecuacion de la recta debe ser y = mx + b,
el coeficiente de correlacion (r 2 0.99) y el coe-
ficiente de variacion de los factores de respuesta
(C.Vf £ 5 %); en la prueba de significacion del
intercepto, mediante la t Student, la t calculada
(t cal) debe ser menor que la t tabulada (t tab)
para un 95% de confianza 35.

Precision

Se evalud la precision del método mediante
el estudio de repetibilidad y precisiéon interme-
dia. La repetibilidad se estudi6é sobre la base de
ocho determinaciones que representan el 100 %,
mientras que para el estudio de precision inter-
media se efectuaron valoraciones, por dos ana-
listas, en tres dias diferentes, a tres niveles de
concentracion que representan el 80, 100, 120 %
de la concentracion tedrica de la solucion em-
pleada en el analisis 3. En el estudio de repeti-
bilidad el coeficiente de variabilidad (CV) debe
ser £ 2.0 %). Para el estudio de precision inter-
media, en la prueba de Fischer la F calculada
debe ser menor que F tabulada y en la prueba
de Student la t calculada debe ser menor que t
tabulada.

Exactitud
En el estudio de la exactitud y linealidad del
método se empled el método de adicion del pa-



tron, preparando muestras del “pool” de aceite
con diferentes niveles de vitamina, que repre-
sentan el 80, 100 y 120 %, realizindose tres ré-
plicas para cada nivel estudiado. Teniendo en
cuenta la concentracion de vitamina presente en
el “pool” de aceite (11.2 png de Vitamina E por
cada 0.5 g del “pool” de aceite), se anadieron
7,0, 11,3 y 15,8 ng, correspondientes al 80, 100
y 120 % a 0.5 g del pool de aceite. La ecuacion
de la recta debe ser igual: y = mx + b; el coefi-
ciente de correlacion (r) 2 0,999, el coeficiente
de variacion de los factores de respuesta (C.Vyp)
< 5 %, recobrado 98,0 - 102 %; en la prueba de
significacion del intercepto, mediante la prueba
t Student, la t calculada (t cal) debe ser menor
que la t tabulada (t tab); en la prueba de Coch-
ran la G calculada debe ser menor que G tabu-
lada 3.

Todos los andlisis estadisticos fueron proce-
sados mediante el uso del Programa STAT-
GRAPHICS Plus version 5.1, Abril 2002.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se emple6 como fase movil, una mezcla de
Metanol: Agua (98: 2), para la validacién del
método analitico aplicable para la determina-
cion de la vitamina E en el “pool” de aceite de
higado de tiburén, por ser la proporcion donde
se logra la mejor separacion de las vitaminas, asi
como la mejor apariencia visual del pico y el
mejor porciento de pureza del pico, demostran-

1014

312

tiempo

Latin American Journal of Pharmacy - 27 (5) - 2008

dose el no solapamiento de la Vitamina A y D
con respecto a la Vitamina E.

Validacion del método analitico para la
cuantificacion de vitamina E por CLAR
Especificidad

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos
en el estudio de especificidad del método a 284
nm, longitud de maxima absorbancia de la Vita-
mina E. Como se observa en el cromatograma
correspondiente a la solucion de referencia de
la vitamina E, el tiempo de retencion de la mis-
ma coincide con el tiempo de retencion reporta-
do para el Pool de aceite. En cuanto a la solu-
cion de referencia de vitamina D y A, presenta
un tiempo de retenciéon diferente a la vitamina
E, lo cual indica que la vitamina presente en el
Pool de aceite no interfiere en la determinacion
de la vitamina E.

Los resultados del scanning realizados mos-
traron que no habia aparicion de pico corres-
pondiente a otras sustancias, ya que no seobser-
varon sefales ocultas en ninguno de los espec-
tros realizados.

Linealidad

La ecuacion de la recta de la curva de cali-
bracion, se expresa segin y = 1881,276535 X +
28742,8349, con r = 0,999. Al aplicar la prueba
de significacion del intercepto se obtuvo una t
calc.= 1,875 para una t tab. = 2,015, obteniéndo-
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Figura 1. Resultados del estudio de especificidad del método para la Vitamina E. I: cromatograma de la sustan-
cia de referencia quimica de la vitamina E. II: cromatograma de la sustancia de referencia quimica de la vitami-
na D. OI: cromatograma de la sustancia de referencia quimica de la vitamina a. IV cromatograma del “pool” de

aceite de higado de tiburén.
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Analista 1 (pg/g aceite) Analista 2 (pg/g aceite)
Niveles
Primer dia Segundo dia Tercer dia Primer dia  Segundo dia Tercer dia
18,5 18,5 18,5 18,5 17,8 17,8
80% 18,4 18,2 18,2 18,2 18,2 18,3
18,1 18,3 18,9 18,0 17,8 18,0
221 221 228 222 221 227
100% 224 22,6 21,9 227 21,7 22,6
22,6 225 227 22,6 222 225
26,4 26,3 259 26,2 257 25,7
120% 26,3 26,7 26,7 26,0 25,9 26,0
26,9 26,9 26,4 25,7 26,4 26,5
Tabla 1. Resultados del estudio de la precision intermedia del método analitico.
Prueba de significacion de Prueba de significacion de Fisher por dia
Fisher por analistas F b 5/5; 0.05) = 5,05)
(F 1ab (8/8; 0.05) = 3,44)
Niveles Dias 1/2 Dias 2/3 Dias 1/3 Fexp s Ftab
80 1,07 80 1,23 1,87 1,54
100 1,15 100 2,79 2,42 2,16
120 1,18 120 2,03 2,74 1,99
Prucba de significacion de Prueba de si(gtniﬁcacién d_e 2Stzuzd)ent por dias
Student por analistas tab (105 0,05) — <
(t b (16; 0.05) =2,12)
Niveles Dias 1/2 Dias 2/3 Dias 1/3 texp sttab
80 1.91 80 1,21 0,89 1,04
100 0,36 100 0,99 0,75 1,39
120 1,29 120 1,68 1,33 1,21

Tabla 2. Resultados estadisticos de la precisién intermedia del método analitico.

se valores de t calculada menores que la t tabu-
lada. Al aplicar la prueba de linealidad mediante
los coeficientes de variacion de los factores de
respuesta CVf se obtuvo como resultado un coe-
ficiente de variacion CV = 1,82 %, demostrando-
se la adecuada linealidad de los métodos, de
acuerdo con los limites establecidos.

Precision

En los estudios de la repetibilidad, realizan-
dose a una misma muestra, por el mismo analis-
ta, el mismo dia, a través de seis réplicas, se al-
canz6 un coeficientes de variaciéon adecuado
(1,35 %), lo que demuestra la buena precision
de los métodos segtn los limites para los méto-
dos cromatograficos: CV < 2,0%.

Los valores que se obtienen en los estudios
de precision intermedia (Tablas 1 y 2), de las

774

pruebas de Fischer y t - Student, demuestran
que no existen diferencias significativas entre las
precisiones alcanzadas por los analistas en dife-
rentes dias, asi como entre los dias estudiados,
para una probabilidad de 0.05%, ya que los va-
lores de F calculados son menores que la F ta-
bulada. Al realizar las pruebas de t- Student los
valores calculados resultaron menores que el ta-
bulado, para una probabilidad de 0.05, lo que
demuestran que no existen diferencias significa-
tivas entre las medias alcanzadas, con un nivel
de significacion de un 5%.

Exactitud

En la curva de recuperacion se reportan los
mg tedricos contra los mg practicos, correspon-
diéndose a la ecuaciéon y = 0,98567 X + 0,33327,
obteniéndose un coeficiente de correlacion de



0,99915. Al aplicar la prueba de significacion pa-
ra conocer la influencia de la concentracion (G
de Cochran), se obtuvo una G cal. = 0,450 para
una G tab. = 0,797, obteniéndose valores de G
calculada menores que la G tabulada. Al realizar
la prueba de significacion entre el % recuperado
y el 100 % de recuperacion, se obtuvo un coefi-
ciente de variacion total de 1,85 % y una t cal =
1,450 menor que t tab = 2,306, obteniéndose va-
lores de t calculada menores que la t tabulada.
El valor de porciento de recobro (99,44 %) se
encuentra dentro de los limites establecidos pa-
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