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RESUMEN

Objetivo: Estudiar la estabilidad de la quitosana derivada de langosta, materia prima, para lo cual
se desarroll6 y validé un método potenciométrico para la determinacién del grado de desacetilacién
del biopolimero.

Materiales y Métodos: Se evaluaron los pardmetros de linealidad, sensibilidad, robustez, exactitud,
precision y especificidad de un método potenciométrico. Se realizaron los estudios de estabilidad
a tres lotes de quitosana elaborados a escala piloto, bajo condiciones aceleradas, por seis meses, y
de vida de estante durante dos afios. Se determinaron las caracteristicas organolépticas, grado de
desacetilacion, pérdida por desecacién y el conteo microbiolégico al inicio y final del estudio.

Resultados y Discusion: Se demostré que el procedimiento desarrollado fue lineal en el rango de
1,25 a 3,75 mg/mL, con un limite de deteccion de 1 pg/mL y 3 pg/mL como limite de cuantificacién,
especifico, preciso, exacto y robusto, por lo que puede ser empleado en el control de calidad y estudio
de estabilidad del polimero. La quitosana, materia prima, mantuvo los parametros que determinan
su calidad, tanto en su etapa inicial como transcurridos seis meses en condiciones aceleradas (40 + 2
°C,HR =755 %)y a los veinticuatro meses a temperatura ambiente (30 £ 2 °C, HR =70 £ 5 %).

Conclusién: Se demostré que la quitosana, almacenada a temperatura ambiente y en lugares secos,
en bolsas dobles de polietileno y sacos de papel multicapas, conserva durante veinticuatro meses sus

caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas.

PALABRAS CLAVES: Grado de desacetilacion, Potenciometria, Quitosana, Validaciéon de métodos

analiticos, Estabilidad.

ABSTRACT

Aim: To study the stability of chitosan derived from lobster, raw material for which was developed
and validated a potentiometric method for determining the degree of deacetylation of biopolymer.

Materials and Methods: We evaluated the parameters of linearity, sensitivity, robustness, accuracy,
precision and specificity of a potentiometric method. Were performed stability studies with three
pilot scale batches of chitosan under accelerated conditions, for six months, and shelf life during
two years. Organoleptic characteristics, degree of deacetylation, loss of drying and microbiological
analysis, at the beginning and end of the study, were determined. Results and Discussion: It was
shown that the developed method was linear in the range of 1.25 to 3.75 mg / mL, with a detection
limit of 1 mg / mL and 3 mg / mL as the limit of quantification, specific, accurate, precise and robust,
so that it can be used in quality control and stability of polymer. Chitosan raw material, kept the
parameters that determine its quality, in its initial stage as well as after six months under accelerated
conditions (40 £ 2 °C, RH =75 + 5%) and twenty-four months at room temperature (30 + 2 °C, RH =
70 +5%).

Conclusion: It was shown that chitosan, stored at room temperature in a dry place, in double
polyethylene bags and multilayer paper bags conserved for twenty four months their physical,
chemical and microbiological properties.

KEY WORDS: Degree of deacetylation, Potentiometric method, Chitosan, Validation of Analytical
methods, Stability.
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INTRODUCCION

La quitosana es un polisacarido que estd presente de
manera natural en las paredes celulares de algunos hongos
en pequefias concentraciones. Su principal forma de
obtencion es a partir de la quitina, mediante la hidrélisis,
en medio alcalino muy concentrado, usualmente hidréxido
de sodio o de potasio, a altas temperaturas, ocurriendo
la desacetilacién. La quitosana constituye el derivado
mas importante de la quitina y presenta propiedades

significativamente diferentes a ella'”.

Al igual que la quitina, la quitosana no se presenta como
una molécula tnica, sus moléculas pueden variar en los
valores de masa molecular y grado de desacetilacion (GD)
promedio o grupos aminos libres, lo cual determina la
calidad de estos polimeros. Estas son las dos propiedades
fisico-quimicas mas significativas de la quitosana pues

influyen notablemente en sus aplicaciones*”.

El GD de la quitosana influye no solamente sobre el resto
de sus propiedades fisico-quimicas, sino también en su
biodegradabilidad, hinchamiento en agua, actividad
inmunolégica, bioactividad y biocompatibilidad. Por lo
que es importante tenerlo en cuenta al seleccionarla para

cada aplicacion®.

La presencia de grupos aminos a lo largo de la cadena de
la quitosana permite la disoluciéon de esta macromolécula
en disoluciones de &cidos diluidos, por medio de la
protonacion de esos grupos. Al adquirir carga positiva
la amina, la quitosana aumenta su capacidad hidrofilica
y se solubiliza en soluciones acidas diluidas formando
sales. Asi por ejemplo, es soluble en acidos clorhidrico,
iodhidrico,

glutamico y lactico”.

bromhidrico, nitrico, perclérico, acético,

Para determinar el grado de desacetilacién de la quitosana,
se han desarrollado diversas técnicas’, sin embargo muchos
de los métodos reportados no son accesibles para analisis
de rutina debido al costo de equipos y/o facilidades que
se requieren para algunos de ellos. La potenciometria
constituye uno de los métodos més simple, rdpido y de bajo
costo, requiriendo equipamiento y reactivos facilmente

disponibles en cualquier laboratorio®.

Los procedimientos para la determinacion del GD de la
quitosana mediante el método potenciométrico han sido
descritos por Broussignac, 1968'%; Muzzarelli, 1977"; Xuan
y cols., 2003'%; Parada y cols., 2004"® y Hernandez y cols.,
2009". Muestras nacionales de quitosana también han sido

analizadas por métodos potenciométricos™ >*°.

Teniendo en cuenta la diversidad de fuentes de obtencién
de quitosana, materia prima, y el hecho de no existir
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métodos de referencia descritos en farmacopeas hace
necesario disponer de métodos validados confiables para
la determinacién del GD de la quitosana.

La validacion es el proceso establecido para la obtencién de
pruebas convenientemente documentadas y demostrativas
de que un proceso de fabricacién o método de andlisis 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
namero de fallas y repeticiones con el consiguiente ahorro
de los costos asociados®.

La estabilidad de los productos farmacéuticos depende de
factores ambientales, tales como temperatura, humedad y
luz; y de factores relacionados con el producto entre los que
sobresalen las propiedades fisico-quimicas del principio
activo y de los excipientes, la forma farmacéutica y su
composicion, los procesos de fabricacién y la naturaleza y
propiedades del envase utilizado. El estudio de estabilidad
consiste en una serie de ensayos que permiten obtener
informacién para establecer el periodo de validez de un
producto en su envase original y en las condiciones de
almacenamiento especificadas®.

En el presente estudio se evalu6 la estabilidad quimica,
fisica y microbioldgica de la materia prima de quitosana,
derivada de quitina de langosta, empleandose una técnica
potenciométrica desarrollada y validada para determinar
el GD de este biopolimero.

MATERIALES Y METODOS

Productos quimicos y reactivos

Quitina obtenida a partir de carapachos de langosta y
muestras de quitosana de tres lotes pilotos (L-10001,
L-11001, L-11002)
termoalcalina heterogénea®, suministradas por la Planta de

obtenidos  por  desacetilacién
Produccién de Productos Naturales y Sintéticos del Centro
de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM),
Cuba. El resto de los reactivos y soluciones fueron de
calidad analitica (Merck, Alemania).

Técnica potenciométrica aplicada

Se pesaron 0,1 g de muestra y se disolvieron en 20
mL de una disolucién de acido clorhidrico 0,3 mol/L
(Merck, Alemania), se afiadi6 20 mL de agua destilada.
Se titul6 con soluciéon de hidréxido de sodio 0,3 mol/L
(Merck, Alemania) previamente valorada con biftalato

Ars Pharm. 2013; 54(4): 16-23.
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de potasio como patrén primario. La valoracion se llevé
a cabo inmediatamente en un titrimetro (Mettler Toledo,
Suiza) midiendo el cambio de potencial cada 2 mL de
base anadida. La adicion se realizé de forma lenta y con
agitacion continua para homogenizar la solucién y evitar
errores debidos a la posible precipitaciéon del biopolimero.
La curva obtenida presenté dos puntos de inflexién, la
diferencia entre ellos se corresponde a la cantidad de acido
requerido para protonar los grupos amino de la quitosana.
La concentraciéon de éstos se determiné utilizando la

siguiente expresion:

%NH,=

16,1(y-x)

y: Punto de inflexiéon mayor (mL); x: Punto de inflexién
menor (mL); /- Molaridad de la solucién de NaOH (mol/L);
m: masa de la muestra (g)

Validacién del método potenciométrico
El método potenciométrico descrito se validé segun los
parametros exigidos por la USP 33, 2010%.

Linealidad

Se analizaron cinco concentraciones de quitosana por
triplicado, en un rango de 50 - 150 % de la cantidad
teérica declarada, equivalentes a 1,25; 2,00; 2,50; 3,00 y
3,75 mg/mL, respectivamente. Se construyé una curva
de calibracion de concentraciéon experimental expresada
como [y - x] (diferencia entre los puntos de inflexién) vs
concentracion teérica (%). Los resultados se procesaron
estadisticamente a través de MINITAB Release 14 Statistical
Software, determinando r (coeficiente de correlaciéon
lineal), r* (coeficiente de determinacién), CV, (coeficiente
de variacién de los factores de respuesta), a (intercepto) y b
(pendiente), para un 95 % de confianza.

Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccién (LOD) y cuantificacién (LOQ)
fueron calculados utilizando la expresion: k x S.D/b, donde
k =3 para el LOD y 10 para el LOQ%, S.D es la desviacion
estandar del intercepto (o blanco) y b la pendiente de la
curva de calibracion.

Exactitud

El estudio de exactitud se realiz6 comparando los
resultados que se obtuvieron en los andlisis de muestras
de quitosana por el presente método, y los obtenidos por el
método desarrollado y validado por Hidalgo y cols., en el
2008°. Se realiz6 la comparacion estadistica de los mismos
empleando la prueba de Fisher y el test t de Student. Se
determinaron ademas los coeficientes de variacion (CV) de
ambos métodos.

Ars Pharm. 2013; 54(4): 16-23.

Robustez

La robustez del método desarrollado fue evaluada
realizando variaciones en algunas condiciones del proceso:
concentracién del valorante y la disolucion valorada,
tiempo de valoracion, asi como la influencia de diferentes
proveedores de los reactivos.

Precision

Repetibilidad

Para la repetibilidad se evaluaron seis muestras con la
concentracion equivalente al 100 %. Se calculé el CV y
se compar6 con el criterio establecido (< 2,0 %)*. Las
determinaciones las realiz6 el mismo analista en las mismas

condiciones de trabajo.

Precision intermedia

Participaron dos analistas, en dos dias diferentes, en el
mismo laboratorio. Se analizaron seis réplicas, en cada caso,
de muestras equivalentes al 100 % de s6lido. Se calcul6 el
CV total. La prueba de Fisher se utiliz6 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 analisis.

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 anélisis

eran homogéneos, para un nivel de confianza del 95 %.

Especificidad

Se analizaron dos muestras mediante la técnica
potenciométrica descrita, con el objetivo de evaluar las
posibles interferencias de los componentes de la matriz.
Una muestra estaba compuesta por HCI y agua destilada
(blanco), y la otra contenia quitina, material de partida
para la obtencién de quitosana. Se registré en cada caso
la curva potenciométrica correspondiente y se compar6
con la curva obtenida al valorar una muestra de quitosana

equivalente al 100 % (2,50 mg/mL).

Simultaneamente, se realizé6 la determinacién del
contenido de N-acetilglucosamina por espectrofotometria,
con el objetivo de determinar el producto de degradacién
en las muestras. Para ello se disolvi6 la quitosana en un
medio 4cido y se completé a volumen con una mezcla
de agua:metanol (50:50), aplicando bafio ultrasénico
(Ultrasonic SAKURA mod. US-5E, Japén), hasta lograr
disoluciéntotal. LaN-acetilglucosamina (Scharlau, Espafia),
sustancia de referencia, se preparo a las concentraciones de
1, 5,15 y 35 pg/mL para construir la curva de calibracion.
Se midi6 la absorbancia desde 200 hasta 205 nm en un
espectrofotéometro (Rayleigh mod. UV-1601, China), como

la primera derivada de la curva.
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Tabla 1. Resumen del procesamiento estadistico de los resultados de la validacion.

Parametro Resultados Criterio de aceptacion
Y = 0,012 X - 0,004 Y=bX+a
. . r=0,999 r>0,999
LLiinerificac 1= 0,999 ©>0,98
Sb,, =1,66 % Sb,<2%
CV,=1,14 % CV,<5%
FW =1,08 Prueba de Fisher
. F. .. n=505 _<F,
Exactitud Li: & 0,020% Pfﬁeba{ ; Student
tb 10,005 = 2,22 by St
Repetibilidad CV=138% CV<20%
Analistas Dias
vav =1,22 Few =121 - KF
E =505 E . ..=505 |t <t/
Precisién intermedia tii(fo(f?,z f:f; (is()%si é’f/wm;”ls 3,0 %
tmb (10,005 2,22 tab (10;0,05) 2,22
CV,.=139%

Tabla 2. Resumen del procesamiento estadistico de los resultados de la validacién.

Variable Condiciones GD (%) £D.S (n=5) t - Student
Concentracion de valorante NaOH 0,1 mol/L 71,98 + 0,01 texp =1,21
Concentracion de disolucion

HC1 0,1 mol/L 71,87 £ 0,02 t =098

valorada e

. . 15 min. después de preparada la

Tiempo de valoracién 71,82 £ 0,01 t =109

muestra &3
Proveedor de reactivo Uni-Chem, China 71,89 + 0,02 texp =1,24
Meétodo desarrollado 71,77 £ 0,01 t, = 2,23

Estudio de estabilidad

Se emplearon tres lotes de quitosana obtenidos a nivel
piloto L-10001, L-11001, L-11002 envasados en bolsas dobles
de polietileno y sacos de papel multicapas. Los estudios de
estabilidad se realizaron bajo condiciones aceleradas por 6
meses (40 £ 2 °C y humedad relativa 75 £ 5 %) y de vida de
estante durante veinticuatro meses (30 * 2 °C y humedad
relativa 70 £ 5 %), segtin lo establecido en la Regulacién
23 del CECMED, 2000%. Para evaluar la estabilidad fisico-
quimica se determinaron las caracteristicas organolépticas
através de los érganos de los sentidos: la forma, color y olor
de las particulas, ademas el GD y pérdida por desecacion
como parametros de calidad del biopolimero*. También,
se efectud el conteo microbiolégico al inicio y final del
estudio, para la evaluacion de la pureza microbiolégica de
la quitosana obtenida, segtin lo descrito en la USP 33, 2010
para medicamentos no estériles®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacién del método potenciométrico
Los resultados del estudio de linealidad (Tabla 1), probaron
que el método cumplia con los parametros establecidos. El

20

coeficiente de correlacién de la recta de regresion fue mayor
que 0,999, los factores respuestas fueron semejantes entre
si y el coeficiente de variacién de éstos menor que el 5 %.
Al aplicarse la prueba de proporcionalidad, la desviacién
estdndar de la pendiente resulté inferior al limite (S, < 2,0
%). El conjunto de estos resultados permitio afirmar que el
método fue lineal en el rango estudiado, con una elevada
proporcionalidad entre la respuesta y la concentracion del
analito.

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificaciéon (LOQ)
fueron 1 pg/mL y 3 pg/mL, respectivamente. Estos se
comprobaron experimentalmente obteniendo buenos

resultados.

La exactitud fue demostrada por comparacion de los
resultados del GD obtenidos con el método propuesto
(GD =70,27 %; CV =1,38), y aplicando el método validado
y reportado por Hidalgo y cols., 2008° (GD = 70,41 %;
CV = 1,43). Los valores de F y t experimentales fueron,
respectivamente, menores que los tabulados (Tabla 1),
por lo que el método es exacto, con una certeza del 95 %.
Ademas, los coeficientes de variaciéon en ambos casos estan
por debajo del limite establecido (CV< 2,0 %)%

Ars Pharm. 2013; 54(4): 16-23.



Estabilidad de la quitosana derivada de quitina de langosta Panulirus argus, materia prima

Los resultados de la Tabla 2 demuestran que no existieron
efectos considerables sobre la respuesta estudiada (GD)
ante los cambios introducidos, al no existir diferencias
significativas entre los valores promedios del GD
registrados al realizar las variaciones en las condiciones de
trabajo, con respecto al método desarrollado. Los valores
de t-Student obtenidos para cada una de las variables
resultaron inferiores al valor de t tabulado (2,23), para un 95
% de confianza. Por lo 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 alcanzé
un coeficiente de variacion de 1,38 %, inferior al limite
establecido (Tabla 1)*. Los valores obtenidos de las pruebas
de Fisher y t de Student en la evaluacion de la precision
(Tabla 1),
demostrando que no existen diferencias significativas entre

intermedia fueron también satisfactorios

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 precision del método en estudio.

Se comprob6 que el método es especifico para la quitosana,
al registrar las curvas potenciométricas en ausencia
de analito (Figura 1). Como se muestra, no se observo
sefial evidente (dos puntos de inflexién) por el método
desarrollado ni para el blanco (Figura 1 B) ni para la quitina
(Figura1 C).

Los resultados obtenidos en la determinacién del producto
de degradacion, evidenciaron valores de absorbancia
inferiores al 1 %, demostrandose la no existencia del mismo
en las muestras analizadas.

El cumplimiento de las exigencias internacionales para
la validacién de técnicas analiticas garantiza que el
procedimiento desarrollado, sea lineal en el rango de 1,25
a 3,75 mg/mL con un limite de deteccion de 1 pg/mL y 3
pg/mL como limite de cuantificacion, especifico, preciso,
robusto y exacto para la determinacién de grupos aminos
libres en la quitosana.

Losresultados del GD obtenidos con el método desarrollado
fueron satisfactorios. El mismo resulta ventajoso ya
que no requiere de un indicador visual, y las curvas
potenciométricas reflejan adecuadamente los dos puntos
de inflexién (Figura 1 A), cuya diferencia se corresponde
con el volumen consumido de agente valorante por los
grupos aminos libres de la quitosana. Ademads, se requiere

menos tratamiento previo de la muestra a analizar, respecto

Ars Pharm. 2013; 54(4): 16-23.

Figura 1. Curvas potenciométricas para la especificidad del
meétodo. A: Quitosana, B: Blanco, C: Quitina.
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al reportado por Hidalgo y cols, 2008°, en el cual se necesita
1 hora de agitacion previa con calentamiento.

Estudio de estabilidad

Los resultados de las determinaciones realizadas durante
el estudio de estabilidad de cada lote se resumen en las

Tablas 3, 4 y 5, respectivamente.

Como se observa el producto mantuvo los parametros
que determinan su calidad, tanto en su etapa inicial como
transcurridos seis meses en condiciones aceleradas (40 + 2

21
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Tabla 3. Resultados del estudio de estabilidad Lote L-10001.

E Inici Acelerado Vida de estante
nsaye HHES 3 meses 6 meses 3 meses 6meses 9meses 12 meses 18 meses 24 meses
Caractel:lst{cas R R R R R R R R R
organolépticas
Cicods 77,71 76,92 76,32 7763 | 7722 | 7661 | 7690 | 7584 | 7502
desacetilacion (%)
Pérdlde po;‘ 9,10 6,22 7,64 8,12 9,30 9,12 9,21 9,40 9,51
desecacién (%)
Conteo microbiano CB*: 40 _ : : : CB*: 42
(UFC/g) CH< 10 ) ) ) CH< 10

positivo género Bacillus sp; CH: Conteo de hongos.

R: Responde: Particulas irregulares en forma de escamas, color beige claro a oscuro y olor caracteristico'®; CB: Conteo de bacterias, *Bacilo Gram-

Tabla 4. Resultados del estudio de estabilidad Lote L-10001.

E Inici Acelerado Vida de estante
nsaye HHES 3 meses 6 meses 3meses 6meses 9meses 12meses 18 meses 24 meses
Caracte{istfcas R R R R R R R R R
organolépticas
Cizcoels 79,83 78,79 78,28 79,63 7919 | 79,10 79,4 77,0 76,61
desacetilacion (%)
Perdld.a’ po: 8,82 7,22 710 8,92 9,04 9,23 9,43 9,51 9,50
desecacién (%)
Conteo microbiano CB*: 23 CB*: 22
(UFC/g) CH< 10 ) ) ) ) ) ) ) CH< 10

positivo género Bacillus sp; CH: Conteo de hongos.

R: Responde: Particulas irregulares en forma de escamas, color beige claro a oscuro y olor caracteristico'®; CB: Conteo de bacterias, *Bacilo Gram-

Tabla 5. Resultados del estudio de estabilidad Lote L-11002.

Inicio Acelerado Vida de estante
. 3 meses 6 meses 3 meses 6meses 9meses 12 meses 18 meses 24 meses
Caracte{ist%cas R R R R R R R R R
organolépticas
Cizdode 88,21 87,61 86,98 8784 | 8769 | 87,59 87,52 | 8593 85,28
desacetilacion (%)
Pérdida por 9,22 8,21 7,76 922 | 940 | 933 | 951 | 961 | 970
desecacion (%)
Conteo microbiano CB*: 23 } : : } ) ) } CB*: 24
(UEC/g) CH<10 CH<10

positivo género Bacillus sp; CH: Conteo de hongos.

R: Responde: Particulas irregulares en forma de escamas, color beige claro a oscuro y olor caracteristico'®; CB: Conteo de bacterias, *Bacilo Gram-

°Cy humedad relativa 75 + 5 %) y a los veinticuatro meses
a temperatura ambiente (30 + 2 °C y humedad relativa
70 £ 5 %). Ademads, no se observaron cambios en los
aspectos organolépticos: particulas irregulares en forma de
escamas, color beige claro a oscuro y olor caracteristico’®.
Los valores obtenidos para la pérdida por desecacién
fueron inferiores al 10 %, limite establecido para el empleo
de la quitosana en la industria farmacéutica®. El grado
de desacetilaciéon durante el tiempo de almacenamiento
estudiado, no mostré para ninguno de los lotes una
disminucién superior al 5 % respecto al valor inicial, por
lo que se demuestra la reproducibilidad entre los lotes, asi
como el mantenimiento de la calidad del biopolimero. Los
resultados del conteo microbiolégico indicaron la calidad

22

microbiolégica del producto segtun lo descrito en la USP
33, 2010 para medicamentos no estériles®.

Se demostré que la quitosana obtenida mediante el proceso
tecnolégico disefiado?, almacenada en bolsas dobles de
polietileno y sacos de papel multicapas, a 30 £ 2 °C y en
lugares secos, conserva durante veinticuatro meses sus

caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas.

CONCLUSION

Se demostr6 que la quitosana, derivada de quitina de
langosta, conserva su calidad durante veinticuatro meses
almacenada a temperatura ambiente y en el envase
propuesto. Ademads, se comprob6é que la calidad entre

Ars Pharm. 2013; 54(4): 16-23.
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los lotes es reproducible, por lo que se demuestra la

factibilidad del proceso de produccién del biopolimero. El

método propuesto result vélido para determinar el GD en

muestras de quitosana, materia prima.
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