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RESUMEN
La Acerola, debido a su potencial innegable como una de las mejores fuentes natural de vitamina C
ha adquirido gran importancia en la industria farmacéutica. El objetivo del presente trabajo fue validar
un método analitico por Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) para la determinacion del
contenido de &cido ascorbico (vitamina C) en extracto acuoso de Acerola (Malpighia glabra L),
aplicable al control de la calidad y estudio de estabilidad. La validacién del método analitico se realiz6
mediante la evaluacion de los parametros de especificidad, linealidad, exactitud y precision. El estudio
de estabilidad se llevd a cabo, durante 6 meses, a tres lotes de extracto acuoso de Acerola obtenidos
a nivel de laboratorio, envasados en frascos de plastico y vidrio, almacenados a temperatura
ambiente 30 £ 2 °C y 70 + 5 % de humedad relativa. Los resultados obtenidos en la validacion del
método fueron adecuados. Los resultados del estudio realizado, permitieron demostrar la estabilidad
del extracto acuoso de Acerola. EI método validado resulté especifico, lineal, exacto y preciso en el
rango de concentraciones estudiadas. Los resultados obtenidos evidenciaron la estabilidad del mismo

durante el tiempo evaluado, en los dos envases empleados, sin diferencias significativas.

Palabras clave: Acerola, Extracto acuoso, Acido ascérbico, Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion, Validacion, Estudio de estabilidad.
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VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD BY HPLC APPLICABLE TO THE STABILITY STUDY
OF THE AQUEOUS EXTRACT OF ACEROLA
ABSTRACT
Acerola, because of its undeniable potential as one of the best natural sources of vitamin C, has
acquired great importance in the pharmaceutical industry. The objective of the present work was to
validate an analytical method by high performance liquid chromatography (HPLC) to determine the
ascorbic acid (vitamin C) content in aqueous extract of Acerola (Malpighia glabra L), applicable to
guality control and stability study. The validation of the analytical method was performed by evaluating
the parameters of specificity, linearity, accuracy and precision. The stability study was carried out for
six months on three lots of aqueous extract of Acerola obtained at laboratory level, packed in plastic
and glass bottles, stored at room temperature 30 £ 2 ° C and 70 £ 5% moisture relative. The results
obtained in the validation of the method were adequate. The results of the study, allowed
demonstrating the stability of the aqueous extract of Acerola. The validated method was specific,
linear, accurate and precise in the range of concentrations studied. The results obtained evidenced
the stability of the same during the time evaluated, in the two containers used, without significant

differences.

Keywords: Acerola, Aqueous extract, Ascorbic acid, High Resolution Liquid Chromatography,

Validation, Stability study.

INTRODUCCION

La Acerola (Malpighia glabra L) es una especie arbustiva que se desarrolla en zonas de climas
tropical y subtropical (1). Su caracteristica principal es la de presentar un alto contenido de vitamina C
(acido ascérbico) (2). Es el fruto de Acerola uno de los de mayor contenido en vitamina C del mundo,
los frutos inmaduros tienen mayor cantidad de esta vitamina que los maduros (3). También es rica en
vitamina Be, vitamina B;, vitamina A, flavonoides y minerales esenciales (hierro, calcio, fosforo,
potasio, magnesio) (4).

La vitamina C se considera uno de los mas potentes antioxidantes naturales (1), es un micronutriente
esencial necesario para el normal funcionamiento metabdlico del organismo humano (5). Es una
vitamina fundamental en la dieta humana, por lo que su determinacion por técnicas sensibles y
rapidas, es importante para evaluar su estabilidad en diferentes alimentos (6).

Actualmente la busqueda de fuentes naturales de acido ascorbico reviste gran interés por las
caracteristicas antioxidantes de la vitamina y las muchas funciones que se le atribuyen como

beneficiosas para el hombre (6). La vitamina C se emplea en la prevencion del escorbuto, en la
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proteccion del organismo de los radicales libres, en la formacién del colageno, en la sintesis de
hormonas esteroideas y en el metabolismo de la tirosina y del acido folico. Ademas esta vitamina
facilita la absorcion del cation hierro (1) (7).

Teniendo en cuenta que el fruto de Acerola es una fuente rica de obtencion de vitamina C, el Centro
de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM), obtiene un extracto acuoso de Acerola, el
cual esta siendo investigado por el propio centro, con vista a su empleo como materia prima para el
desarrollo de productos farmacéuticos.

En la literatura se reportan diferentes métodos para evaluar el contenido de vitamina C, por
Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR), debido a que es un método altamente sensible y
especifico.

Todo método analitico antes de emplearse en el control de la calidad y/o el estudio de estabilidad
debe validarse previamente, porque es el proceso mediante el cual se obtienen las pruebas
documentales que aseguran la confiabilidad del método (8).

Los estudios de estabilidad constituyen un eslabon importante en el desarrollo de ingredientes
farmacéuticos activos, extractos y productos terminados, ya que permiten establecer el periodo de
validez en su envase original y en las condiciones de almacenamiento especificadas (9).

Los objetivos del presente trabajo fueron validar un método analitico para la determinacién del
contenido de vitamina C en el extracto acuoso de Acerola y estudiar la estabilidad por vida de estante

del extracto acuoso de Acerola.

MATERIALES Y METODOS

Se empleé como muestra el extracto acuoso de Acerola (Malpighia glabra L) compuesto por frutos de
acerola, metabisulfito de sodio y benzoato de sodio; elaborado en el departamento de tecnologia
farmacéutica, perteneciente al CIDEM, Cuba. Para ello se utiliz6 como material de partida el fruto de
Acerola cosechado en la Estacién experimental de plantas medicinales Dr. Juan Tomas Roig,
perteneciente al CIDEM, Cuba. Se us6 como sustancia de referencia quimica el acido ascérbico
(vitamina C), elaborado en el departamento de patrones, del CIDEM, Cuba, con una pureza de 99,8
%.

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica, procedentes de la Riedel —de Haen

(Espaiia)

Validacion del método analitico
Para la determinacion del Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) en el producto terminado se empled

la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, se utilizé un cromatégrafo (KNAUER) con detector
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UV/VIS (KNAUER) ajustado a 254 nm, un dosificador (Loop) de 20 pL. La separacion se realizé
isocraticamente sobre una columna Lichrosorb RP- 18 empacado con tamafio de particula de 5 pm
(250 - 4 mm). La fase movil consistié en una mezcla desgasificada preparada de la siguiente manera:
1,1 g de hexanosulfonato de sodio, 24 mL de &cido acético y 5 mL de trietilamina en 1000 mL de
agua destilada.; con una velocidad de flujo de 1,0 mL/min.

Para la preparacion de las muestras de extracto acuoso de acerola, se tomaron 2 mL de extracto
acuoso y se trasvasaron a un matraz aforado de 100 mL, se adicionaron 20 mL de agua destilada, se
disolvi6 se completd volumen con agua destilada. Mientras que para la sustancia de referencia
guimica, se prepar6 una curva de calibracion, a diferentes concentraciones que representaban 6,75;
10,8; 13,5; 16,2; 20,2 pg/mL en agua destilada.

Para la evaluacion de los parametros especificidad y exactitud se utilizaron placebos del producto en
estudio. Para ello fue necesaria la preparacién de un lote placebo a escala de laboratorio segun la
composicion y método de elaboracion propuesto.

La validacion del método se realiz6 evaluando, los siguientes parametros (8):

Especificidad

En la especificidad del método se analiz6 la sustancia de referencia quimica de acido ascorbico, el
placebo, la muestra de producto terminado y las muestras sometida a condiciones drasticas: hidrolisis
acida (HCI 3 N), hidrélisis basica (NaOH 3 N), temperatura (40 ° C), luz solar por 3 dias, oxidacion (5
mL de peréxido de hidrogeno)

Criterios: No se debe obtener sefiales del placebo, ni de los productos de degradacion en la zona de
elusién del ingrediente activo (8, 10-12)

Linealidad

Se prepararon soluciones de concentraciones conocidas de las sustancia de referencia quimica acido
ascorbico, que representan del 50 al 150 % de la concentracidén teérica del principio activo en el
extracto acuoso. Se realizaron tres réplicas para cada nivel de concentracion.

Criterios: ecuaciéon de la recta: y= bx + a; coeficiente de correlacion r > 0,999; coeficiente de
determinacion r’> 0,980; desviacién estandar relativa de la pendiente: Sb (rel) = 2,0 %; coeficiente de
variacion de los factores de respuesta: CVf < 5,0 % (8, 10-12)

Exactitud

En el estudio de la exactitud se empled el método de recuperacion, preparando muestras con
diferentes niveles de la concentracion teorica del principio activo en el extracto: bajo, medio y alto

correspondiente con el 80, 100 y 120 %, respectivamente.



Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu ISSN: 2411-927X / RNPS: 2396 / Vol.3/N°.1 - 2017

Septiembre - Marzo Recibido: 13 de nov. 2016 - Aceptado: 3 de feb.2017

Criterios: recuperacion media entre un 98,0 — 102,0 %, la G calculada debe ser menor que G tabulada

para un nivel de confianza de 95 % (8, 10-12)

Precision

Se evaluo la precision del método a través de los estudios de repetibilidad y precision intermedia. La
repetibilidad se estudio sobre la base de 9 determinaciones. Se determinaron los valores medios, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

El estudio de precision intermedia se realizé por dos analistas, a un mismo nivel de concentracion, y
se realiz6 el analisis de diez réplicas de muestras homogéneas en el mismo laboratorio.

Criterios: Repetibilidad (C.V =< 2,0). Precision intermedia (t calculada debe ser menor t tabulada; F

calculada debe ser menor F tabulada), para un nivel de confianza de 95 %. (8, 10-12)

Estudio de estabilidad

Las muestras se colocaron a temperatura ambiente 30 + 2 °C y 70 £ 5% de humedad relativa (HR);
se tomaron los valores de partida del tiempo cero como inicio del estudio, 3 y 6 meses. Se evaluaron
en cada tiempo, los siguientes parametros: caracteristicas organolépticas, ph, valoracion y conteo
microbiano. Los analisis para cada paradmetro evaluado se realizaron por triplicado en cada tiempo, se
calculo la media y la desviacion estandar (DS).

Con el objetivo de determinar si existian diferencias significativas entre los resultados obtenidos
transcurridos los 6 meses, se realizd la comparacion estadistica a través de la prueba de t- Student a
las muestras de extracto acuoso de Acerola, envasadas en frascos plasticos y de vidrio de 120mL
ambar, almacenadas a temperatura ambiente. Para ellos se empleé el lote 003, y se realizaron seis
réplicas de cada uno (9)

Criterio de aceptacion: t calculada < t tabulada.

RESULTADOS

Validacion del método analitico

La figura 1 muestra los resultados obtenidos en el estudio de especificidad del método.
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Figura 1. Estudio de especificidad del método. A- Cromatograma del placebo. B- Cromatograma de la
sustancia de referencia gquimica de &cido ascérbico. C-Cromatograma de la muestra de extracto
acuoso de Acerola. D- Cromatograma de la muestra sometida a hidrélisis basica. E- Cromatograma
de la muestra sometida a hidrélisis &cida. F- Cromatograma de la muestra sometida a luz. G-
Cromatograma de la muestra sometida a temperatura. H-Cromatograma de la muestra sometida a
oxidacion.

En la tabla 1, se muestran los resultados del estudio de linealidad.

Tabla 1. Resultados estadisticos del estudio de linealidad

Parametros Resultados Criterio de

Aceptacién

Ecuacion de la recta y = 46,098 X + 6,035 y=bx+a
Coeficiente de regresion lineal r=0,9995 r> 0,999
Coeficiente de determinacion r’= 0,9990 r’> 0,980

Significacion estadistica de la varianza de la pendiente (b)
Desviacion estandar relativa de la pendiente | Sbrel=1,75 % ‘ Sbrel<2,0%
Coeficiente de variacion de los factores de respuesta
Coeficiente de variacion del factor de respuesta | CVf =3,46 % | CVf<5,0%

6
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Los resultados obtenidos en el andlisis de la exactitud del método, se reportan en la tabla 2.
Tabla 2. Exactitud del método

Niveles Recu?(yeor)auon Resultados Criterio de aceptacion
99,50 Rm = 99,73 %
80% 99,53 Cv=038% | Rm=99,75% 98,0 — 102,0 %
100,18 CV =0,26 % CV=<20%
99,90 Rm = 99,87 % ¢ cal = 1.540
100% 99,68 CV=0,17% cal=1,
’ 100.02 ttab = 2,306 t exp. <t tab.
99,43 Rm = 99,66 %
d ! G cal=0,425
120% 99,91 CV=024% | Gtap=0,797 G exp. < G tab.
99,63

En el estudio de la repetibilidad realizado a una misma muestra, por el mismo analista, el mismo dia,
a través de diez réplicas, se alcanz6 un coeficiente de variacién adecuado (0,84 %), lo que demuestra

la buena precisién del método segun el limite para los métodos cromatograficos: CV < 2,0%.

Los resultados del estudio de la precision intermedia aparecen en la tabla 3.
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Tabla 3. Precision intermedia

Analista 1 (mg/mL) Analista 2 (mg/mL)
Niveles
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
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
22,1 22,1 22,8 22,2 22,1 22,7
100% 22,4 22,6 21,9 22,7 21,7 22,6
22,6 22,5 22,7 22,6 22,2 22,5
26,4 26,3 25,9 26,2 25,7 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
Analisis Estadistico
Prueba de Fischer por Prueba de Fischer por dias
analistas F tab (555: 005 = 5,05 Criterio de Aceptacion
F tab (8/8; 0,05) = 3,44 1/2 2/3 1/3
80 1,07 80 1,23 1,87 1,54
100 1,15 100 2,79 2.42 2.16 Fexp=F tab
120 1,18 120 2,03 2,74 1,99
Prueba de Student por Prueba de Student por dias
analistas t tab (10:0,05) = 2,22 Criterio de Aceptacion
t tab (16; 005 = 2,12 1/2 2/3 1/3
80 1,91 80 1,21 0,89 1,04
100 0,36 100 0,99 0,75 1,39 texp < ttab
120 1,29 120 1,68 1,33 1,21
Coeficientes de variacion (%) Criterio de Aceptacion
Niveles | Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
80 0,93 0,68 1,55 1,13 1,05 1,14
100 0,92 0,96 1,79 0,96 0,98 0,36 CV<20%
120 0,99 0,94 1,25 0,79 1,13 1,27
Niveles Analista 1 Analista 2 Niveles
80 1,23 1,30 1,56
100 1,30 1,43 1,37
120 1,17 1,09 1,47
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Estudio de estabilidad

En las tablas 4 y 5, aparecen los resultados del estudio de estabilidad realizado al extracto acuoso de

Acerola, envasado en frascos de plastico y vidrio respectivamente, almacenados a temperatura
ambiente 30 £ 2 °C y 70 = 5% de humedad relativa (HR).

Tabla 4. Estabilidad vida de estante del extracto acuoso de Acerola en frasco plastico

i Lotes iteri
Parametros Tiempo Criterio _o!e
(meses) 001 002 003 aceptacion
0 Responde Responde Responde Solucién con color y
Caracteristica s
Organoléptica 3 Responde Responde Responde olor caracteristico
6 Responde Responde Responde
0 3,93 +0,03 3,92 £ 0,05 3,89 £ 0,03
pH 3 3,84 £ 0,04 3,85+ 0,02 3,81+£0,04 2,5-55.
6 3,72 +0,02 3,70 £0,03 3,65 +0,02
0 21,2+0,41 20,8 +£0,41 20,3+0,26
Valoracién No menos de
(mg/mL) 3 20,9 £ 0,36 20,6 £ 0,38 20,1 £ 0,39 2,5mg/mL
6 20,6 £ 0,26 20,5 £ 0,27 20,0 £ 0,44
CB: < 10* UFC/g
0 Cumple Cumple Cumple _ 3
Conteo microbiano C?uss;r?ciggglg
6 Cumple Cumple Cumple Dat6genos

Leyenda: X media + DS
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Tabla 5. Estabilidad vida de estante del extracto acuoso de Acerola en frasco de vidrio

] Tiempo Lotes Criterio de
Parametros (meses) 001 002 003 aceptacion
o 0 Responde Responde Responde Solucién con color y
Caracteristica I o
Organoléptica 3 Responde Responde Responde olor caracteristico
6 Responde Responde Responde
0 3,93+0,01 3,92 £ 0,04 3,89 £ 0,03
pH 3 3,89 £ 0,03 3,90 £ 0,02 3,86 + 0,04 2,5-5,5.
6 3,84 £ 0,04 3,85 +0,03 3,81 +£0,02
0 21,2 +0,44 20,8 £ 0,37 20,3+0,43
Valoracion No menos de
ma/mL 3 21,1 £0,32 20,5 10,43 20,2 £0,35 2 5mg/mL
g g
6 20,8 £0,28 20,3+0,36 19,9+ 0,43
CB: < 10* UFC/g
. . 0 Cumple Cumple Cumple CH: < 10° UFC/g
Conteo microbiano A o d
6 Cumple Cumple Cumple usencia de
patdgenos

Leyenda: X media + DS

En la tabla 6, se muestran los resultados de la comparacion estadistica realizada a los 6 meses, a las

muestras de extracto acuoso de Acerola envasadas en frascos plasticos y de vidrio.

Tabla 6. Comparacion entre envases

Muestras F. Plastico F. Vidrio
1 20,01 19,61
2 19,97 19,77
3 19,86 20,26
4 20,54 20,12
5 20,16 19,67
6 19,67 19,77
X media 20,04 19,87
DSR 0,27 0,24
CcVv 1,35 1,20
t calculada = 0,04
t tabulada (11;0,05) = 2,20
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DISCUSION
Validacion del método analitico
Especificidad.
Como se puede apreciar, en la figura 1, en el cromatograma correspondiente a la muestra placebo
(A), no se observa ninguna sefial en la zona de interés, al ser comparado con la obtenida para la
sustancia de referencia quimica (B) y la muestra del extracto acuoso de Acerola (C), lo cual indica
gue los excipientes no interfieren en la determinacion de la vitamina C.
En cuanto a las muestras sometidas a condiciones drasticas de hidrélisis basica, &cida, luz,
temperatura y oxidacion (D, E, F, G, H) respectivamente, se observa una disminucion de la altura del
pico del principio activo principalmente en las muestras sometidas a hidrélisis basica, acida y
temperatura, con la aparicion de picos secundarios en las muestras sometidas a oxidaciéon. Sin
embargo, en las muestras expuestas a la luz, no se evidencié disminucién en la altura del pico del
principio activo. Estos resultados se corresponden con lo reportado en la literatura acerca de los
factores que favorecen la degradacion de la vitamina C, ya que las condiciones en las cuales se
obtuvieron los productos de degradacion coinciden con las planteadas por Torregrosa y Rodriguez
sobre la sensibilidad de la vitamina C frente a la oxidacion, la temperatura y la luz, y su inestabilidad
en medio 4cido y basico (5, 13).
Por lo que, se comprobé la especificidad del método al no existir interferencias de los excipientes, ni
de los productos de degradacién en la determinacion del principio activo (8, 10-12)
Linealidad
Los valores obtenidos de los coeficientes de regresion y de determinacion resultaron cercanos a la
unidad, mayores a los regulados: 0,999 y 0,980, respectivamente, demostrando la existencia de
correlacion con una probabilidad elevada, asi como el grado de relacibn entre las variables
concentracion y respuesta detectada por el equipo empleado. La desviacion estandar relativa de la
pendiente (Sb rel) y el coeficiente de variacion del factor de respuesta (CVy) fue inferior al criterio
establecido como maximo para estos indicadores: 2,0 y 5,0 %, respectivamente, ambos son
considerados estimadores puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. El valor obtenido del
CV;, demostr6 que existe variabilidad en la relaciébn respuesta y concentracién para cada nivel
evaluado. Los resultados obtenidos demuestran la linealidad del método propuesto (8, 10-12)
Exactitud
Los porcentajes de recobro (Rm) obtenidos en el estudio, estuvieron dentro de los limites
establecidos para los métodos cromatogréficos (98,0 — 102,0 %), asi como los valores del coeficiente

de variacién para cada uno de los niveles de concentracion estudiados (< 2,0 %).
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En la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los resultados de la exactitud 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 concentracion no influyd en la variabilidad de estos resultados.

Al realizar la prueba de significacion entre la recuperacion media y el 100,0 % de recuperacion, se
obtuvo que el valor de t experimental fue menor que el valor de t tabulado, lo cual permite plantear
gue no existieron diferencias estadisticamente significativas entre el recobrado medio y el 100,0%,
confirmando que el método es exacto, con una certeza del 95 % (8, 10-12)

Precision

En el estudio de la repetibilidad se alcanzé un coeficiente de variacion adecuado lo que demuestra la
buena precision del método segun el limite para los métodos cromatograficos CV < 2,0%.

Los valores que se obtienen de las pruebas de Fischer y t - Student, para el estudio de la precision
intermedia demuestran que no existen diferencias significativas entre las determinaciones alcanzadas
por los analistas en diferentes dias para una probabilidad de 0,05%, ya que el valor de F calculada es
menor que la F tabulada. Al realizar la prueba de t- Student el valor calculado resulta ser menor que
el tabulado para una probabilidad de 0,05, lo cual demuestra que no existen diferencias significativas
entre las medias obtenidas, con un nivel de significacion de un 5,0 % (8, 10-12)

Estudio de estabilidad

Los resultados obtenidos demostraron la estabilidad del producto, ya que después de transcurridos 6
meses se mantuvieron dentro de los limites previamente establecidos. La disminucién del contenido
de vitamina C en el tiempo fue inferior al 5,0 %, demostrandose la estabilidad del extracto acuoso de
Acerola. Ademas, no se observaron cambios significativos, en los aspectos organolépticos, pH, ni en
el conteo microbiano en ninguno de los frascos donde se encontraba la muestra en estudio. Por tanto
el estudio de estabilidad vida de estante demostré6 que el extracto acuoso de Acerola no sufre
cambios significativos, durante los 6 meses de duracién del estudio, almacenadas las muestras a
temperatura ambiente, al evaluar los parametros establecidos en las especificaciones de calidad. (9)
No se observaron diferencias significativas entre las medias obtenidas para cada envase empleado,
cumpliéndose con el criterio de aceptacién establecido. Por tanto, se pueden emplear indistintamente
ambos envases, ya que no existen diferencias entre ellos.

El método cromatogréfico validado, resultd lineal, preciso, exacto y especifico, siendo posible su
empleo en el control de la calidad y estudio de estabilidad del extracto acuoso de Acerola.

Los resultados del estudio de estabilidad, realizado a temperatura ambiente (30 + 2 °C) y 70 + 5% de

humedad relativa (HR), demostraron que el extracto acuoso de Acerola es estable fisica, quimica y
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microbiolégicamente y que no existen diferencias significativas entre los envases empleados en el

estudio.
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