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RESUMEN

Un método potenciométrico para la determinacion del grado de desacetilacion de muestras de quitosanas derivadas de
quitina de langosta se validé segiin las exigencias internacionales actuales. Para garantizar que ocurriera la reaccion
completa entre el analito y la disoluciéon de HCI se aplicé calentamiento de las muestras a temperatura inferior a
60°C. Auxiliarmente a los cambios de pH, para la deteccion del primer punto de inflexion, se utilizé el anaranjado
de metilo como indicador visual cuyo intervalo de transicion esta en un rango estrecho de pH acido, entre 2 a 4. No
se registraron interferencias desde el punto de vista analitico en la zona de interés de la curva potenciométrica en
ausencia del analito, por lo que el método fue selectivo. Se demostréo que el método fue lineal en el rango de 10.0
a 15.0 mg/mL, ademas fue preciso y exacto para la determinacion del porcentaje de grupos aminos libres.

PALABRAS CLAVES: Grado de desacetilaciéon. Método potenciométrico. Quitosana. Validacién de métodos analiticos.

ABSTRACT

The purpose of this study was to validate, in accordance with international standards, a potentiometric method to
determine the degree of deacetylation of chitosan samples derived from lobster chitin. To ensure a complete reaction
between the analyte and the HCI solution, the samples were heated to temperatures of up to 60°C. The change in pH
and the methyl orange method, as a visual indicator were used to detect the first inflection point. The transition inter-
val fell within the narrow pH acid range of 2 to 4. From an analytical point of view, no interference was observed on
the potentiometric curve in the absence of the analyte, thus showing that the method was sufficiently selective. For the
determination of the percentage of free amino groups, the method proved to be linear within the 10.0 to 15.0 mg/mL
range, as well as precise and exact.
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INTRODUCCION

La Quitosana, principal derivado desacetilado
de la Quitina, se obtiene a partir de los carapachos
de crustaceos, fundamentalmente camarones, can-
grejos y langostas'. A diferencia de los polimeros
sintéticos, la Quitina y Quitosana, no presentan
limitaciones en cuanto a biocompatibilidad,
biodegradibilidad y toxicidad, son naturalmente
abundantes y renovables?. Al igual que la Quitina,
la Quitosana no se presenta como una molécula
unica. Muestra variabilidad en el tamafio de las
cadenas y en el grado de desacetilacion (GD),
lo que influye en sus aplicaciones™*.

A pesar de la diversidad de métodos reportados
para la determinacion del grado de N-acetilacion
de la Quitosana, la potenciometria®® continua sien-
do uno de los métodos méas simple, rdpido y de
bajo costo, requiriendo equipamiento y reactivos
facilmente disponibles en cualquier laboratorio.
El método consiste en exponer la Quitosana a un
exceso de disolucion de acido clorhidrico, ocu-
rriendo la protonacién del grupo amino libre de la
Quitosana, valorando después esta disolucion con
hidréxido de sodio. El NaOH reacciona primero
con el acido libre en la disolucién y después
desplaza de la molécula de Quitosana el anion
cloruro unido al grupo amino libre. La Quitosana
precipita al quedar libre en un medio neutro, por
lo que puede registrarse la diferencia de pH entre
estos dos puntos y se obtiene una curva de pH
frente a volumen de NaOH anadido, con dos
puntos de inflexién. El primer y segundo punto
de inflexién son equivalentes a la titracién del
exceso de 4cido clorhidrico y al de la titracion
de la quitosana protonada, respectivamente®. La
diferencia de volumen entre estos dos puntos
se corresponde con el 4dcido consumido para la
protonacién de los grupos aminos y permite la
determinacién del GD de la Quitosana.

La potenciometria es un método util, siempre
que el material a estudiar sea completamente
soluble, ya que permite determinar el contenido
de grupos aminos libres y por consecuencia el
GD. Tiene la ventaja de que cuantifica los grupos
aminos protonados directamente, por lo que no
existe el problema de la no accesibilidad de los
grupos aminos durante la etapa de protonacidn,
como resultado de la formacion de la sal, siempre
que se emplee un acido apropiado®'’. Durante la
ejecucion de un método potenciométrico varios
errores pueden conducir a falsos resultados. La
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INTRODUCTION

Chitosan, the main deacetylated derivative of
chitin, is obtained from the shells of crustaceans,
mainly shrimps, crabs and lobsters'. Both chitin
and chitosan are viable polymer products, given
that they do not present the same biocompatibility,
biodegradability and toxicity limitations associated
with the synthetic polymers. They are a naturally
occurring, abundant and renewable resource’. As
in the case of chitin, chitosan is not a uniform
molecule. There are variations in the sizes of its
chains and in the degree of deacetylation (DD),
which influence its possible applications®*.

Among the methods used to determine the de-
gree of N-acetylation of chitosan, potenciometry>*
continues to be one of the most simple, quick and
cost effective methods, requiring equipment and
reagents commonly available in any laboratory.
The method consists of exposing chitosan to an
excess of hydrochloric acid, causing the free
amino group of chitosan to be protonised. This
solution is subsequently evaluated through the
addition of sodium hydroxide. The NaOH reacts
first with the free acid in the solution and then
displaces the chloride anion, bound to the free
amino group, from the chitosan molecule. The
chitosan precipitates after being liberated into the
neutral medium, allowing the difference in pH
between these two points to be recorded. A pH
curve against the volume of added NaOH can
then be obtained, showing two inflection points.
The first inflection point represents titration of
excess hydrochloric acid and the second, titration
of protonised chitosan®. The difference in volume
between these two points represents the acid
consumed in the protonation of the amino groups
and allows the degree of chitosan deacetylation
to be determined.

Providing the material under study is comple-
tely soluble, potentiometry is a useful method,
because it allows the content of the free amino
group to be determined and therefore the DD. It
presents the advantage of allowing the protonised
amino groups to be quantified directly. Providing
that an appropriate acid is used, the problem of
inaccessibility to the amino groups during the
protonation stage is overcome, as a result of the
formation of salt”'°. However, errors leading to
false results may occur when using potentiome-
tric methods. Chitosan usually precipitates at pH
> 6.011, thus reducing its concentration in the
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Quitosana precipita normalmente a pH > 6.0"
reduciendo su concentracién en la solucidn;
ademds de producirse posibles acumulaciones
sobre los electrodos disminuyendo la precision
del método, por lo que se requiere restringir la
titracion hasta valores de pH < 6.0. Los errores
en las mediciones de pH y su reproducibilidad
constituyen una de las principales limitantes de
este método, provocando inexactitudes en la
determinacién de los puntos de inflexion de las
curvas resultantes.

Teniendo en cuenta la diversidad de fuentes
de obtenciéon de Quitosana, materia prima, y
el hecho de no existir métodos de referencia
descritos en farmacopeas se hace necesario dis-
poner de métodos validados confiables para la
determinacién del GD de la Quitosana.

La validacién de un método analitico es el
proceso establecido por los estudios de labo-
ratorio para garantizar el cumplimiento de una
serie de requisitos indispensables para la futura
aplicacion analitica del método. Es necesaria
porque proporciona un alto grado de confianza y
seguridad del proceso productivo, o del método
analitico, asi como también en la calidad de los
resultados. Estos requisitos son expresados en
términos de pardmetros analiticos'*'*.

El objetivo del presente estudio es desarrollar
un método potenciométrico preciso, selectivo,
exacto y lineal para la determinacién del grado de
desacetilacion de la Quitosana materia prima.

MATERIALES Y METODOS
Productos quimicos y reactivos

Quitina obtenida a partir de carapachos de
langosta y muestras de Quitosana obtenidas por
desacetilacion termoalcalina (Q5040 y Q4540)
suministradas por la Empresa Laboratorio “Ma-
rio Mufioz” (Cuba). Muestras comerciales de
Quitosana de alta (HMW, 79% GD) y media
masa molecular (MMW, 81,4% GD) (Aldrich,
USA) derivadas de carapachos de camarén, como
materiales de referencia para las muestras de
Quitosanas cubanas. El resto de los reactivos y
soluciones fueron de calidad analitica.

solution. This in addition to possible accumula-
tions on the electrodes reduces the precision of
the method. It is therefore necessary to restrict
titration to pH values of up to pH < 6.0. Errors
in the measurement of pH and the low degree of
reproducibility of the method are limiting factors
that lead to inexactness in the determination of
the inflection points in the resulting curves.

However, although chitosan as a raw material
is obtainable from a great variety of sources, no
methods for use as reference have been descri-
bed in pharmacopoeias. Consequently, reliable
validated methods are required to determine the
DD of chitosan.

The validation of an analytical method is
required in laboratory studies to guarantee the
fulfilment of a number of essential requirements
for the future analytical application of the method.
It serves to provide greater degrees of reliability
and confidence in productive processes or in
analytical methods and therefore the veracity
of the results obtained. These requirements are
expressed in terms of analytical parameters'*'.

The objective of this study was to develop a
precise, selective, exact and linear potentiometric
method to determine the degree of deacetylation
of chitosan as a raw material.

MATERIALS AND METHODS
Chemical products and reagents

Chitin obtained from lobster shells and sam-
ples of chitosan obtained from thermo alkaline
deacetylation (Q5040 and Q4540) were supplied
by the Mario Muifioz laboratory, Cuba. High
molecular weight chitosan (HMW, 79% DD)
and medium molecular weight chitosan (MMW,
81.4% GD) (Aldrich, USA) from shrimp shells,
were used as reference material for Cuban chi-
tosan samples. All reagents and solutions were
of analytical quality.

Quantification of free amino groups

The determination of the percentage of free
amino groups was carried out using a potentio-
metric technique!®, with the analysis of Q5040,
Q4540 and commercial samples carried out in
triplicate.
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Ensayo del porcentaje de grupos aminos libres

La determinaciéon del porcentaje de grupos
aminos libres se realiz6 a través de una técnica
potenciométrica'®, analizando por triplicado las
muestras Q5040, Q4540 y las comerciales, res-
pectivamente.

Determinacién del tiempo de disolucién en
HCl

Para establecer el tiempo 6ptimo de disolucién
de la Quitosana en HCI se procesaron muestras
de Q4540 y Q5040 a 12,5mg/mL, respectiva-
mente, a 30 = 2°C y se registr6 el pH de la
solucién a intervalos de 1h (Phmetro Metrohm,
620-phmeter, Suiza), durante seis horas. Se
dejaron en reposo durante 10 horas mds, y se
realizé la determinacién, cada una hora, hasta
obtener tres valores de pH consecutivos iguales.
Simultdneamente las muestras de Quitosana se
calentaron (55 = 2°C), con agitacién moderada
antes de realizar la medicién potenciométrica a
temperatura ambiente. Se midié el pH a los 30,
60 y 90 min de exposicion.

Deteccién del punto de inflexién menor

Para determinar conjuntamente con el cambio
de pH del medio, el primer salto de potencial de la
curva potenciométrica se realizé la incorporacién
de un indicador visual. La seleccién del indicador
se realizé por el andlisis de los intervalos de
transicion respecto al punto de equivalencia de la
reaccion entre la Quitosana y el exceso de HCI,
seleccionando el anaranjado de metilo, el cual se
afade al valorar a temperatura ambiente.

Técnica potenciométrica aplicada

Se pesaron 0,3g de muestra y se disolvieron
en 25mL de una disolucién de HCl 0.1M. Para
ajustar la fuerza iénica del medio a 0,1 se adicion6
la cantidad necesaria de KCI a la solucién. Tras
1h de agitacion en zaranda con bafio termostatado
(Gallenkamp, Inglaterra) ajustado a 55 + 2°C, se
realizé la valoracién potenciométrica con diso-
lucién de NaOH 0.1M a 30 + 2°C, en presencia
de anaranjado de metilo, empleando un pHmetro
Metrohm, Suiza. Para lograr mediciones precisas
se calibr6 el equipo con soluciones tampones con
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Determination of dissolution time in HCI

The optimum dissolution time for chitosan,
was determined by dissolving samples of Q4540
and Q5040 in 12.5mg/mL of HCI at 30 + 2°C
and recording the pH of the solution at inter-
vals of 1h (Phmetro Metrohm, 620-phmeter,
Switzerland), for six hours. The samples were
left to stand for another 10 hours, during which
determinations were carried out every hour, until
three consecutively equal pH values were obtai-
ned. The chitosan samples were simultaneously
heated (55 + 2°C), with moderate stiring before
potentiometric evaluation at room temperature.
pH was then measured at 30, 60 and 90 min
after exposure.

Detection of the lower inflection point

To determine this parameter in conjunction
with the change in pH of the medium, the first
potential jump of the potentiometric curve was
carried out with the incorporation of a visual
indicator. The selection of the indicator was
carried out by analysing the transition intervals
in comparison with the equivalence points of
the reaction between chitosan and the excess of
HCI. The most appropriate indicator was orange
methyl, which was added for evaluation purposes
at room temperature.

Applied potentiometric technique

0.3g of sample were added and dissolved
in 25mL of 0.lm HCI solution. To adjust the
ionic strength of the medium at 0.1, the neces-
sary quantity of KCI was added to the solution.
After stiring for 1h through a sieve with a
thermostatic bath (Gallenkamp, England) at 55
+ 2°C, a potentiometric evaluation was carried
out with a 0.1m NaOH solution at 30 + 2°C, in
the presence of methyl orange, using a Metrohm
pH meter, Switzerland. To obtain precise mea-
surements, the equipment was calibrated with
buffer solutions at the following pH: 7.01; 4.01
and 10.1. The evaluation solution, previously
standardised with potassium biftalate as prima-
ry standard, was added in quantities of 0.5mL,
with the potentiometric determinations recorded
after each addition. Evaluation was carried out
by measuring the change in pH after each 2 mL
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los siguientes pH: 7,01; 4,01 y 10,1. Se adicion6
el valorante, el cual fue estandarizado previamente
con biftalato de potasio como patrén primario,
a razén de 0,5mL registrando los valores de
potencia en cada adicion. La valoracién se llevo
a cabo midiendo el cambio de pH cada 2 mL
de base afiadida, la adicion se realizé de forma
lenta y con agitacién continda para homogenizar
la solucién y evitar errores debidos a la posible
precipitacion del biopolimero. Se realizaron tres
réplicas y se calculd el % de grupos aminos libres
empleando la siguiente expresion'’:

16,1 x (Pto inflexiéon mayor —
Pto inflexién menor) x
Molaridad solucion NaOH

Masa de quitosana

Validacion del método potenciométrico

La técnica potenciométrica se validé segtin los
pardmetros exigidos por la USP 28, 2005'.

— Linealidad del sistema

Se analizaron cinco concentraciones de Qui-
tosana por triplicado, en un rango de 80 - 120%
de la cantidad tedrica declarada, equivalentes a
10,0; 11,2; 12,5; 13,7 y 15,0 mg/mL, respecti-
vamente. Se construy6 una curva de calibracién
de concentracién experimental expresada como
1/NH2 vs concentracion tedrica (%). Los resul-
tados se procesaron estadisticamente a través del
paquete STATISTICA for Windows versién 6,01
(opcidn regresion lineal miltiple) y se determind:
r (coeficiente de correlacion lineal), r? (coeficiente
de determinacidén), a (intercepto) y b (pendiente),
para un 95% de confianza.

— Exactitud

Se construyé una curva de recuperacion de %
recuperado (Y) vs % afiadido (X) de los puntos
equivalentes al 90, 100 y 110 % analizando por
triplicado cada nivel de concentracién. Los re-
sultados fueron procesados estadisticamente de
igual forma que la curva de calibracién de la
linealidad del sistema calculdndose el porcentaje
de recuperacion (R) y el coeficiente de variacién
(CV) total. Se realiz6 la prueba G de Cochran,
para determinar si el factor de concentracion tiene
alguna influencia en los resultados. Por tdltimo se
aplic6 la prueba t de Student para demostrar que

addition of base solution. Additions were made
slowly with continuous stirring to homogenise
the solution and to avoid any errors that could
arise from biopolymer precipitation. Three repli-
cates were peformed and the percentage of free
amino groups was carried out according to the
following expression':

16.1 x (higher inflection point
— lower inflection point) x
molarity of NaOH solution

chitosan mass

Validation of the potentiometric method

The potentiometric technique was validated
according to the parameters established by the
USP 28, 2005™.

— Linearity of the system

Five chitosan concentrations per triplicate were
analysed within a range of 80 — 120% of the
theoretical declared quantity, equivalent to 10.0,
11.2,12.5,13.7 and 15.0 mg/mL, respectively. A
calibration curve of experimental concentration
expressed as I/NH2 vs theorectical concentration
(%) was plotted. The results were statistically pro-
cessed using the statistical package for Windows,
version 6.01 (multiple linear regression option)
and the following parameters were determined: r
(coefficient of linear correlation), r* (coefficient
of determination), a (intercept) and b (slope), for
a reliability of 95%.

— Exactness

A recovery curve (Y) was plotted of the re-
covered percentage vs the percentage added (X)
of the points equivalent to 90, 100, and 110%
analysed per triplicate at each level of concen-
tration. The results were processed statistically
in the same way as those for the calibration
curve of system linearity, calculating the per-
centage of recovery (R) and the coefficient of
total variation (CV). The Cochran’s G test was
used to determimine whether the concentration
factor had any influence on the results. Finally,
the student t test was used to demonstrate that
there were no significant differences between the
average recovery values obtained and the 100%
reference sample.
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no existian diferencias significativas entre el valor
medio de recuperacién obtenido y el 100%.

— Precision

¢ Repetibilidad

Para la repetibilidad se evaluaron por triplicado
muestras con la concentracidon equivalente al 90,
100 y 110%, comprendidos dentro del rango de
la linealidad del método. Se calculé el CV para
los tres niveles de concentracién y se compar6
con el criterio establecido. Las determinaciones
las realizé el mismo analista en las mismas
condiciones de trabajo.

e Precision intermedia

Participaron dos analistas, en dos dias diferen-
tes, en el mismo laboratorio. Se analizaron por
triplicado, en cada caso, muestras equivalentes
al 100%. Se calculé el CV total. Se realiz6 la
Prueba F de Snedecor 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 andlisis,
y la Prueba de t de Student para comprobar si
los valores obtenidos entre los analistas, que
emplearon igual método, y los dos dias en que
realizaron los andlisis eran homogéneos, para el
nivel de significacién a= 0,05.

— Selectividad

Se analiz6 una muestra compuesta por una
disoluciéon de HCl 0.1M e indicador y otra de
Quitina y disolucién de HCl, ya que es el material
de partida para la obtencion de la Quitosana. En
cada caso se registr6 la curva potenciométrica
correspondiente y se comparé con la curva
obtenida al valorar una muestra de Quitosana
equivalente al 100% (12,5 mg/mL).

— Rango
Se establecio el intervalo en que se cumplen los
criterios de linealidad, exactitud y precision.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la ejecucion experimental del método
potenciométrico’® se observé una demora en la
reaccion completa del analito, ya que para la
disolucién de la muestra transcurrieron mas de
6h. Al analizar los valores de pH se observaron
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— Precision

*  Repeatability

For repeatability analysis, samples were eva-
luated in triplicate, with a concentration equiva-
lent to 90, 100 and 110%, within the linearity
range of the method. The CV for the three con-
centration levels was calculated and compared
with established criteria. Determinations were
performed by the same analyst, under the same
working conditions.

* Intermediate precision

At the same laboratory, two researchers carried
out analyses over two days. Triplicate analyses
were performed in each case for samples that were
equivalent to 100%. Total CV was calculated.
For identical analytical methods, the Snedecor’s
F test was used to check for significant differen-
ces for the results obtained by each analyst and
the results for each day of analyses by the same
analyst. The student t test was used to check for
homogeneity for the values obtained between
each analyst and between each day of analyses,
for the significance level a= 0.05.

— Selectivity

Analyses were performed on a sample com-
posed of a 0.1M HCI solution and indicator, and
another composed of chitin and HCI solution,
given that this is material from which chitosan
is obtained. For each case, the potentiometric
curve was recorded and compared with the curve
obtained from the 100% chitosan sample (12.5
mg/mL).

— Range

The interval at which the criteria of linearity,
exactness and precision was determined.

RESULTS AND DISCUSSION.

During performance of the potentiometric
method'’, completion of the analyte reaction was
delayed, given that dissolution of the sample took
more than 6 hours. The differences observed in ph
values (Table 1) revealed that the total dissolution
of chitosan in the acid had not occurred in any
of the samples analysed. The time required for
the dissolution of chitosan in HCI at 30 + 2°C
was determined after obtaining constant constant
pH values and occurred spontaneously after
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diferencias en los mismos (Tabla 1), indicando
que la disolucién de la Quitosana en el dcido no
se habia completado en ninguna de las muestras
analizadas. Para ello se estableci6 el tiempo de
exposicion de la Quitosana en la disolucidn de
HCI a 30 + 2°C, a partir de los valores constan-
tes de pH, para conocer cuando habia ocurrido
totalmente la reaccion. Se obtuvo como resultado,
que de forma espontdnea, este proceso tardaba
aproximadamente 20 horas. Por ser un tiempo
excesivamente prolongado, se aplic calenta-
miento a 55 + 2°C, de forma que no ocurriera
la hidrdlisis de los enlaces glicosidicos'® de la
molécula de Quitosana. Los resultados mostraron
un tiempo 6ptimo de 1h de exposicién, siendo
los valores de pH constantes (pH = 1,6 = 0,0),
atn a los 90 min.

approximately 20 hours. To reduce this excessive
dissolution time, the solution was heated to 55
+ 2°C, to prevent the hydrolisis of the glicoside
bonds of the chitosan melecule'®. This heating
proceedure reduced dissolution to an optimal time
of 1 hour, with constant pH values (pH = 1.6 +
0.0) still remaining at 90 minutes.

TABLA 1. Determinacién del pH a las muestras de Quitosana disueltas (6 h).
TABLE 1. The determination of pH in samples of disolved chitosan (6 h).

Valores de pH inicial
Resultados Initial pH values
Results
Q5040 Q4540
1.1 14
Réplicas
Replicates LO 13
0.9 1.2
Media + DS
Average + DS 10+£0.1 13+0.1
CV (%)
CV (%) 10.0 7.7

Se realizdé una busqueda de los indicadores
visuales, cuyo intervalo de transicién se ajus-
tara al valor del pH del punto de equivalencia
de manera, que conjuntamente con el cambio
de pH del medio, el cambio de coloracién que
se produce por la presencia del indicador per-
mitiera confirmar el primer salto de potencial.
El indicador visual seleccionado debia tener
su zona de viraje en un rango estrecho de pH
dcido, principalmente de 2 a 4, por lo que el
mds adecuado fue el anaranjado de metilo. Este
indicador presenta coloracién amarilla en medio
bésico y coloracion roja en medio acido'.

Validacion del método potenciométrico
Los resultados experimentales de la lineali-

dad del sistema se muestran en la Figura 1 y
los resultados del procesamiento estadistico se

A search was made for visual indicators, whose
transition interval would coincide with the pH
value of the equivalence point, so that together
with the change in pH of the medium, the change
in colouring occurring, due to the presence of the
indicator, would allow confirmation of the first
potential jump to be obtained. An appropriate
visual indicator would be one whose transition
point from one colour to another, occurs within
a narrow acid pH range, mainly from 2 to 4.
In this respect, methyl orange was found to be
the most appropriate. This indicator presented
a yellow colouring in basic medium and red in
acid medium'.

Validation of the potentiometric method

The experimental results for system linearity
are shown in Figure 1 and the results from sta-
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resumen en la Tabla 2. Segtin el cumplimiento de
los pardmetros estadisticos establecidos (Tabla 2)
se avala la linealidad del sistema. El conjunto de
estos resultados permitié afirmar que el método
fue lineal en el rango estudiado, ya que se obtuvo
una elevada proporcionalidad entre la respuesta
obtenida y la concentracién del analito, tal como
se muestra en la Figura 1 y se demuestra por el
cumplimiento de todos los criterios estadisticos
que derivan del andlisis de la regresion.
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tistical processing are summarised in Table 2.
Evidence of system linearity can be confirmed
by fulfilment of the established statistical para-
meters (Table 2). Within the range studied, the
results obtained confirmed the linearity of the
method, given that there was a high degree of
correlation between the response obtained and
the concentration of analyte (Figure 1), and that
the statistical criteria from regression analysis
had been fulfilled.

FIGURA 1. Curva de calibracién obtenida para la linealidad del sistema.
FIGURE 1. Calibration curve obtained for the linearity of the system.

Linealidad del sistema

1/NH, (%) = 0,0016+0,0012*x

0,15

0,14

0,13

0,12

HN/L (%)

0,11

0,10

0,0975———gg———g5———df 95
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TABLA 2. Resumen del procesamiento estadistico de los resultados de la validacidn.
TABLE 2. Summary of the statistical processing of the validation results.
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Linealidad del método
Linearity of the method

t <t (a=005,n=13)

exp

t,=186<t,=2.16

Pardmetro Resultados Criterio de aceptaciéon
Parameter Results Acceptance criteria
Y =0.0012X + 0.0016 Y= bx+a
r = 0.9996 r 20.99
r? =0.9993 r? =0.98

intercepto no significativo
Non-significative intercept
Lo < Ly (2.10)

b = 0.0012 b=l
t = 143.4689 t alta ¢ high
p = 0.0000 p < 0.005
CV, =0.3778 CV, < 5%
Y = 1.0008X - 0.1963 Y = bx+a
r = 0.9999 r=0.99
> = 0.9999 r’ = 098
t, <ty (= 0.05, n=7) intercepto no significativo
Non-significative intercept
ty, = 14173 <t , =236 top < Ly (2.36)
b = 1.0008 =
t = 730.2931 t alta ¢ high
Exactitud p = 0.0000 p < 0.005
Exactness R . = 10034% R ., =97-103%
CV . =064% CV ., =30%
G, = 83065 x 10° Test de Cochran
G, = 0.8709 Cochran test

G < Gmb ((XZOOS, K=3, n=3)

exp

t, = 1309 <t =1271

ex

Test t Student
Student t test
t.<t, (12.71)

exp

Precisién intermedia
Intermediate precision

CV . = 04340%
ibili 90%
2552;‘;‘};; CV 1 = 0.0012% vV <15%
= 11876%
CV = 20471 % V.. <30%

total

F,, =0.1334, t =06423

Fischer (F) y Student (t)
Fisher (F) and Student (t)
entre analistas

between analysts
F,=505,t, =223

ex

F,, =04505, t_ =00753

Fischer (F) y Student (t)
Fisher (F) and Student (t)
entre dias

for results between days
F,=505,t, =223

Para evaluar la exactitud se determind el
porcentaje de recuperacién (R) de los puntos
equivalentes a tres niveles de concentracién y se
construy6 la curva de recuperacién (Figura 2). Al
realizar el procesamiento estadistico (Tabla 2) se
comprob6 el cumplimiento de todos los criterios
exigidos segiin la regresion lineal aplicada. El
coeficiente de recobrado medio no excedid el

To evaluate exactness, the recovery percentage
(R) of the equivalent points at three concentration
levels were determined, from which a recovery
curve was plotted (Figure 2). Statistical processing
(Table 2) confirmed fulfilment of all established
criteria in accordance with the linear regression
applied. The coefficient of average recovery did
not exceed the limit of 97-103%. Furthermore,
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limite de 97-103%. Ademads el CV total quedo
comprendido en el rango de aceptacién acotado
por un limite superior o igual al 3%.

HIDALGO C, SUAREZ Y, FERNANDEZ M

total CV fell within the accepted range limits for
a limit equal to or higher than 3%.

FIGURA 2. Curva de recuperacién obtenida en la exactitud del método.
FIGURE 2. The recovery curve obtained from the results for exactness of the method.

Curva de recuperacion

Conc experimental = -0,1963+1,008*x

Conc experimental

Adicionalmente se evalud la influencia de la
concentracion de analito en la varianza de los
resultados (S) a través de la prueba de G de
Cochran. Como la G.,<G.s, las varianzas de los
tres niveles de concentracion evaluados, fueron
equivalentes. Es decir, no influy6 el factor concen-
tracién en la exactitud del método. Por su parte,
la prueba de t Student corroboré la exactitud, ya
que la t obtenida fue inferior a la tabulada, por
lo que no existieron diferencias estadisticamente
significativas entre el recobrado medio y el 100%.
Por esta razén se puede afirmar que la técnica
fue exacta y no se afectd por errores sisteméaticos
de forma significativa.

Para la repetibilidad se estim6 el CV para
tres niveles de concentracién: bajo, medio y
alto. Se reportaron CV bajos, inferiores al 1,5%
establecido como limite (Tabla 2).

La precision intermedia también fue evaluada
dando resultados satisfactorios (Tabla 3). Se obtuvo
un CV acorde con el criterio de aceptacidon que
plantea un CV =< 3,0%, de modo que los errores
aleatorios no repercutieron en gran medida sobre
el método desarrollado. Este andlisis se comple-
menté con las pruebas de Fischer y t Student
(Tabla 2). En ambos andlisis la %,,<%,; por lo
que no existieron diferencias significativas entre
las precisiones de los analistas, independiente-
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Conc tedrica

In addition, the influence of the concentration
of analyte on the variance of the results (S) was
evaluated using the Cochran’s G test. AS Geo<Gus,
variance in the three concentrations studied were
equivalent. The concentration factor had no
influence therefore on the exactness of the me-
thod. The Student t test corroborated exactness,
with a lower t value than the tabulated t value,
showing no statistically significant differences
between average recovery and the 100% sample.
Consequently, the technique can be confirmed
as being exact and not affected significantly by
system errors.

To assess repeatability, CV was estimated at
three concentration levels: low, medium and high.
The low CV values found, lower than 1.5% were
established as a lower limit (Table 2).

The results for intermediate precision were
also satisfactory (Table 3). A CV was obtained
which fulfilled the acceptance criteria for a CV
of <3.0%. Random errors therefore did not affect
the method to any great degree. This analysis was
complemented with a Fisher’s F and Student t tests
(Table 2). In both analyses %,,<%,;, showing no
significant differences in the results obtained by
the analysts, regardless of the day the test was
performed. Values for t, Were lower than t_,
in every case, showing no significant differen-
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mente del dia en que se efectio el ensayo. Los
valores de las t., resultaron menores que las
t... en cada caso, por lo que no existieron di-
ferencias significativas entre los valores medios
obtenidos por los analistas. El conjunto de estos
resultados permite asegurar que los resultados
fueron homogéneos, ratificando la precision del
método en estudio.

ces among the average values obtained by the
analysts. The consistency found in all of these
results confirm the precision of the method.

TABLA 3. Resultados de la precision intermedia.
TABLE 3. Results for intermediate precision.

Concentracién experimental 1/ NH2 (%)
Analistas Experimental concentration 1/NH2 (%)
Analyst Dia 1 Dia 2
Day 1 Day 2
0.126 0.128
Analista 1
Analyst 1 0.127 0.128
0.125 0.128
0.127 0.120
Analista 2
Analyst 2 0.130 0.126
0.124 0.127

Se demostré que el método fue selectivo para
la Quitosana, al registrar las curvas potenciomé-
tricas en ausencia del analito (Figura 3). Como
se observa, no aparecen interferencias desde el
punto de vista analitico en la zona de interés,
ya que no se obtuvo el salto de potencial co-
rrespondiente a la reaccion de Quitosana con el
exceso de HCI, el cual ocurre a pH entre 2 y 4,
como se aprecia en las curvas potenciométricas
de las muestras comerciales de referencia HMW
y MMW, respectivamente (Figura 4).

The fact that potentiometric curves were ob-
tained in the absence of the analyte shows that
the method was selective for chitosan (Figure 3).
In this figure, no interference, from an analyti-
cal point of view can be observed in the area
of interest, given that no potential jump for a
chitosan reaction with excess HCI was obtained.
This would normally occur at a pH between 2
and 4, as can be seen in the potentiometric curves
from commercial reference samples HMW and
MMW respectively (Figure 4).

FIGURA 3. Curvas potenciométricas para la selectividad del método.
FIGURE 3. Potentiometric curves for the selectivity of the method.
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FIGURA 4. Curvas potenciométricas para las muestras comerciales de Quitosana HMW y MMW.
FIGURE 4. Potentiometric curves for HMW and MMW commercial chitosan samples.

Patron HMW

T T T
5 10 15 20

volumen de NaOH

HMW

El cumplimiento de las exigencias interna-
cionales para la validacién de técnicas analiticas
garantiza que el procedimiento desarrollado, fue
lineal, preciso y exacto para la estimacion de este
importante pardmetro en la caracterizacion fisico-
quimica de la Quitosana en el rango analizado,
de 10,0 a 15,0 mg/mL.

Aplicacion del método en las muestras de ensayo
y referencia

Con la técnica potenciométrica validada para
la determinacién del porcentaje de grupos aminos
libres, se realizé la determinacién del grado de
desacetilacion a las muestras de Quitosana nacio-
nales y de referencia (Tabla 4). Tales resultados
son congruentes con los obtenidos previamente
por espectroscopia infrarroja y de *C-RMN!7-18,
No obstante, la comparacién de los resultados se
hace dificil, mds adn, cuando se trabajan diferen-
tes fuentes de Quitina para producir Quitosana,
y diversos también son los procedimientos para
su caracterizacion.

Ars Pharm 2008; 49 (3): 245-257.
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This method complied with international stan-
dards for the validation of analytical techniques,
and therefore guarantees that this procedure is
linear, precise and exact for the estimation of
this important parameter in the physico-chemical
characterisation of chitosan, within the range of
10.0 to 15.0 mg/mL.

The application of the method in experimental
and reference samples

After validation of the potentiometric techni-
que for the determination of the percentage of
free amino groups, the degree of deacetylation
for both national and reference chitosan samples
was determined (Table 4). The results obtained
were consistent with previously obtained results
from infrared spectroscopy and from *C-NMR!7!8,
However, the comparison of results is difficult
and even more so, when different sources of
chitin are used to produce chitosan. Similarly,
there is no one universal procedure used for its
characterisation.
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TABLA 4. Resultados del grado de desacetilacion (%) por potenciometria.
TABLE 4. Results from potentiometry for degree of deacetylation (%)

Muestras Método colorimétrico* Potenciometria (bs)
Samples Colorimetric method* Potentiometry (DB)

Q4540 - 90.63 + 0.06

Q5040 - 80.06 + 1.20

MMW 81.40 7946 = 1.72

HMW 79.00 81.26 £ 1.76
CONCLUSION CONCLUSION

El método propuesto resulté védlido para The proposed method for the determination of

determinar el GD en diferentes muestras de DD in different chitosan samples was success-
Quitosana. fully validated.
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