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RESUMEN

Objetivo: Calcular experimentalmente los limites de especificacion de calidad para el pool de aceite
de higado de tiburones costeros de Cuba, a través del método de la K tabulada.

Materiales y métodos: Se realiz6 el analisis, a diez lotes consecutivos, de los parametros peso
especifico, indice de refraccion, acidez, saponificacion, perdxido, materia insaponificable y
contenido de vitamina A y 4cido palmitico. Se evalu¢ la distribucion y la aleatoriedad de los datos y
posteriormente se calcularon los limites de especificacién de calidad por el método de la K tabulada,

para un 95% de confianza.

Resultados: Los valores obtenidos en la evaluacion de los pardmetros fisico - quimicos demostraron
la calidad del aceite, cumpliendo la distribucion normal y aleatoriedad de los datos, con valores de

probabilidad superiores a 0,05.

Conclusiones: Empleando el método de la K tabulada se establecieron limites de especificacion
unilaterales para el indice de acidez, contenido de vitamina A y dcido palmitico, mientras que para
el peso especifico, indices de refraccion, saponificacion, peréxido y materia insaponificable fueron
bilaterales. Los lotes del pool de aceite higado de tiburén poseen adecuada calidad, considerando los
resultados de los pardmetros evaluados. Se demostré que existe un alto grado de conformidad en las

propiedades entre los lotes evaluados.

PALABRAS CLAVE: Acido palmitico, Especificaciones de calidad, Método de K tabulada, Pool de
Aceite de higado de tiburén, Vitamina A.

ABSTRACT

Aims: The objective was to experimentally determine the quality specification limits for the pool of
shark-liver oil from Cuban coastal sharks, by using the tabulated K method.

Materials and methods: Using ten consecutive lots, an analysis was carried out of parameters such
as specific weight, refractive indexes, acidity, saponification, peroxide, unsaponifiable matter, and
vitamin A and palmitic acid content. The distribution and randomness of the data was assessed.
Then, the quality specification limits were calculated, for a 95% degree of confidence.

Results: The values obtained in the assessment of physical and chemical parameters demonstrated
the quality of the oil, by adhering to the normal distribution and randomness of data, with probability

values above 0,05.

Conclusions: Using the tabulated K method were established unilateral quality specification limits to
index of acidity and vitamin A and palmitic acid content, while to specific weight, refractive indexes,
saponification, peroxide and unsaponifiable matter were bilateral. The assessed lots of pool shark-
liver oil have adequate quality, considering the results of the evaluated parameters. The properties
of the assessed lots showed a high degree of compliance.

KEY WORDS: Method of K tabulated, Palmitic acid, Quality specifications, Shark liver oil pool,
Vitamin A
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Evaluacién y establecimiento de las especificaciones de calidad del pool de aceite de higado de tiburén

INTRODUCCION

El control de calidad es una parte de la gestién de la calidad
orientada al cumplimiento de los requisitos de la calidad.
El concepto central de tal actividad es la especificacién, que
se define como el conjunto de requisitos con los cuales los
productos o materiales empleados deben estar conformes
sirviendo como base para la evaluacién de su calidad®.

Las especificaciones de farmacopea son las mas conocidas
y aceptadas en los medicamentos. Segun la propiedad
que se evalta, existen las especificaciones por atributo o
por variable. En estas tltimas se asigna un valor numérico
al realizar una determinacion experimental aplicando un
ensayo. Las especificaciones por variable se clasifican en
unilaterales o bilaterales.

Una especificacion debe ser consistente con el objetivo
primario del producto y debe garantizar la consistencia
de la fabricacion sin entorpecerla por ser innecesariamente
estricta®.

El método mds empleado para el célculo experimental de
las especificaciones de calidad por variable es el propuesto
por Bowker. Para ello se requieren como minimo 10 lotes
industriales consecutivos lo cual impide que se aplique en
las etapas de desarrollo de nuevos productos®*. Teniendo
en cuenta las limitaciones y desventajas del método de
Bowker, se aplica también el método de la K tabulada®.
El método de Montgomery, se trata en esencia del mismo
método, simplificando el engorroso trabajo matematico
que implica el método de Bowker.

Para los aceites de pescado existen los requerimientos
relacionados con las especies que dan origen al producto
como peso especifico, indices de yodo, refraccién,
saponificacién, porcentaje de materia insaponificable y
densidad. También existenlosasociados conlasafectaciones
que el proceso de obtencién pueda causar sobre el aceite
como los indices de acidez y peroxido®. Ademads, se incluye

la cuantificacion de vitaminas y dcidos grasos.

En la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 35, 2012)°
aparecen las monografias del aceite de higado de bacalao
y de aceites de pescado con omega -3. Estas incluyen los
limites de especificaciéon de calidad (LEC) vigentes para la

liberacion de los lotes.

El aceite de higado de tiburén se considera un estimulante

del sistema inmune en humanos con trastornos
autoinmunes, alergias, cancer y VIH, es empleado para
combatir infecciones virales y como antiséptico”. El
higado de los tiburones es rico en aceite’, siendo los
4cidos poliinsaturados beneficiosos en la prevenciéon

de enfermedades cardiacas'®'?>. También son fuente de
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vitaminas liposolubles como A, D y E®. Estudios previos
han demostrado la presencia de las vitaminas A, D y E en
el pool de aceite de tiburones costeros de Cuba, resultando
la vitamina A su componente mayoritario*'®, asi como

diferentes 4cidos grasos .

El hecho de que el aceite de higado de tiburén se considere
una materia prima de origen natural que no se incluye
en farmacopea alguna, y que podria incorporarse en
formulaciones farmacéuticas, justifica la necesidad de

calcular y establecer sus indices de calidad.

El presente estudio tiene como objetivo calcular
experimentalmente los limites de especificacion de calidad
para el pool de aceite de higado de tiburones costeros de

Cuba, a través del método de la K tabulada.

MATERIALES Y METODOS
Productos quimicos y reactivos

El pool de aceite fue obtenido por el Centro de
Investigaciones Pesqueras (CIP, Cuba). La sustancia de
referencia quimica de vitamina A acetato fue suministrada
por el Grupo de Sustancias de referencias del CIDEM,
Cubea.

Determinacion de los pardmetros fisico - quimicos

La determinacién de los parametros fisico —~quimicos se
realizé6 como se describe en la USP 35, métodos generales
para grasas y aceites fijos®. Todos los resultados se

expresaron sobre la base de tres réplicas.

Caracteristicas organolépticas

A partir de la inspeccién visual a todas las muestras de

aceite se les evalu6 el color y olor.

Peso especifico

El peso especifico de la muestra fue determinando a través

del método del picnémetro.

Indice de refraccion

Para el anélisis de las muestras en el refractémetro (Carl
Zeiss Jena, Alemania) se deposit6 una gota sobre la
superficie del prisma de medicién, evitando la formacion
de burbujas.

Indices de acidez, saponificacion y perdxido

Fueron determinados segtin lo establecido en la USP 35,
métodos generales para grasas y aceites fijos®. Los ensayos
se realizaron por triplicado.

Materia insaponificable

Es la determinacién de aquellas sustancias que no son
saponificables por medio de hidréxidos alcalinos, pero que
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son solubles en disolventes de grasas ordinarios, y de los
productos de saponificacion que son solubles en dichos
disolventes.

Determinacion del contenido de vitamina A por cromatografia
liquida de alta resolucion

Las condiciones cromatogréficas empleadas fueron':
columna Lichrosorb RP-18 (5 pm) 250 - 4 mm (Merck,
Alemania), fase movil metanol - agua (90:10) v/v,
velocidad de flujo de 1,0 mL/min y longitud de onda de
325 nm. El procedimiento fue realizado en un cromatégrafo
liquido de alta resoluciéon (Merck, Alemania); integrador
Shimadzu modelo CRD 8AV; detector UV KANUER vy
bomba KANUER K-1001.

La preparaciéon de la sustancia de referencia se realizé
pesando con exactitud 15,1 mg de patrén de vitamina A
acetato, disolviéndose en 10 mL de solucion de hidroxido
de potasio metanélico (KOH met) 0,5 N en un frasco
volumétrico de 25 mL. La disolucién resultante se enrasé
con solucién de KOH met.

Se pes6 un 1 g del pool aceite de higado de tiburén, se le
adicionaron 35 mL de etanol absoluto, 10 mL de KOH al 50
% y 25 mg de hidroquinona, los que se calentaron a reflujo
30 minutos. Posteriormente se adicionaron 40 mL de agua
destilada y 50 mL de una mezcla de éter dietilico - n hexano
(1:1). A la fase acuosa se le realizaron cinco extracciones,
tomandose tnicamente la fase organica, lavando cuatro
veces con 50 mL de agua acidulada. Se adicionaron 2
g de Na,SSO, anhidro, concentrando a sequedad en un
rotoevaporador Buchi 461 RE 101 (Suiza). Se redisolvié en
25 mL de solucion de KOH Met 0,5 N, inyectandose 20 pL.

Determinacion del contenido de dcido palmitico por cromatografia
gaseosa

Se emple6 un cromatégrafo de gases (CHROMPACK
CP 9002, Holanda), una columna CHROMPACK (silica
25 M x 0.32 MMID) CP - WAX 57 CB DF: 1.2, integrador
(SHIMADZU C - R8A, Japén) y generador de gas 9150
(Packard, Holanda). Las condiciones cromatograficas
fueron”: temperatura del inyector y detector: 210°C,

temperatura del horno: 185 'C y volumen de inyeccién 1uL.

Para la preparacién de la mezcla metilante se mezclaron
150 mL de metanol con 70 mL de tolueno. Se adicioné
lentamente y con agitacién suave 7,5 mL de acido sulfarico
concentrado.

Para la preparacion de la muestra de ensayo se pesaron
exactamente 50 mg. En un balén de 50 mL se adicionaron
10 mL de mezcla metilante y se calent6 a reflujo durante
2 h a 80 °C. Se dej6 enfriar y se trasvasé a un embudo

separador con ayuda de dos porciones de 2 mL de mezcla
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metilante. Se lavé con 10 mL de solucién saturada de NaCl
transvasando hacia el embudo separador. Se adicionaron
15 mL de éter dietilico agitando 1 min. Se separ¢ la fase
acuosa y la organica se vertié en un erlenmeyer de 100 mL.
Se extrajo nuevamente la fase acuosa con dos porciones
de 15 mL de éter dietilico. Los extractos etéreos unificados
se lavaron con porciones de 10 mL de solucién saturada
de NaCl hasta que el pH del residuo acuoso fuera de 7.
Al extracto etéreo lavado se se le adicioné 1 g de sulfato
de sodio anhidro, se agit6 brevemente y se trasvasé
cuantitativamente a un frasco de corazén. Se hicieron
lavados con porciones de 2 mL de éter, se incorporaron
al extracto etéreo y se evapord en un rotoevaporador. El
residuo se reconstituy6 en 2 mL de n-hexano y se inyect6
en el cromatégrafo de gases.

Cilculo de los limites de especificacion de calidad del pool de
aceite de higado de tiburdn

Para el célculo de los LEC se utilizaron los resultados de
los parametros fisico-quimicos, para 10 lotes. Los lotes
cumplieron el requisito de ser producidos de forma
consecutiva durante Octubre de 2006 a Octubre de 2009.

Se aplic6 la Prueba de Anderson - Darling con ayuda
del programa MINITAB Release 14 Statistical Software,
para comprobar la normalidad y aleatoriedad de los
datos. Verificado que los datos cumplieron la prueba de
distribucion normal, se realiz6 el calculo de los limites
para el peso especifico, indices de refraccion, acidez,
saponificacién, peroxido, materiainsaponificable, contenido

de vitamina A y 4cido palmitico, segtn la expresion®:
LEC=X%KS

Donde: X es el promedio de las determinaciones, K es el
valor tabulado teniendo en cuenta el tamato del lote y el
nivel de confianza, S es la desviacién tipica estimada y LEC
es el limite de especificacién de calidad. Se utiliz6 un valor
de K =2.537 y un nivel de confianza del 95 %.

RESULTADOS

El anélisis organoléptico de los lotes de pool de aceite
demostré que las muestras presentaron un color amarillo
intenso con ligero olor a pescado, caracteristica que se
corresponde con la de otros aceites de pescado'.

Losresultados del andlisis delos parametros fisico-quimicos
se muestran en la Tabla 1y en la Tabla 2 los contenidos de
vitamina A y acido palmitico de cada lote analizado.

En la Tabla 3 se presenta el resumen estadistico del ajuste
a la distribucién normal y aleatoriedad de los resultados,
mientras que los LEC calculados a través del método de
Bowker se resumen en la Tabla 4.

Ars Pharm. 2014; 55(1): 23-29.



Evaluacién y establecimiento de las especificaciones de calidad del pool de aceite de higado de tiburén

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos del pool de aceite de higado de tiburdn.

2 : Indice . s -
Lote fndice. In(dnlfge I%g?;}i,ez de saponificacion Irzfnlgg giég;(g(/lgo insalggrtei?g?able Peso especifico
de refraccién muestra) (mg KOH/g muestra) (%) (g/mL)
muestra)
1 1,4601+0,0001 0,23+0,01 166,31+0,06 4,86+0,07 2,48+0,04 1,0910+0,0001
2 1,46560,0000 0,20+0,05 186,07+0,08 4,89+0,05 2,49+0,02 0,9138+0,0002
B 1,4645+0,0002 0,82+0,04 186,99+0,07 5,80+0,02 2,90+0,07 1,0542+0,0005
4 1,4640+0,0001 0,21+0,08 180,07+0,03 3,14+0,04 2,60£0,05 1,0237+0,0003
B) 1,4610+0,0004 1,03+0,02 166,31+0,06 4,80£0,06 2,72+0,03 0,9984+0,0002
6 1,4673+0,0000 1,14+0,05 169,27+0,07 4,40£0,08 3,95+0,08 0,9513+0,0008
7 1,4597+0,0001 0,65+0,03 150,67+0,06 3,97+0,09 3,21+0,05 0,9641+0,0004
8 1,4699+0,0002 0,85+0,06 140,59+0,09 5,57+0,07 2,26+0,04 1,0287+0,0002
9 1,4681+0,0001 0,45+0,07 190,56+0,05 5,67+0,03 2,89+0,07 0,9765+0,0005
10 1,4627+0,0001 0,52+0,08 187,38+0,08 4,5940,04 3,58+0,06 1,0387+0,0003
Tabla 2. Contenido de vitamina A y acido palmitico en el Tabla 4. Limites de especificacién de calidad para el pool de
pool de aceite de higado de tiburén. aceite de higado de tiburén.
Vitamina A Acido palmitico Propiedad LEC
Lote . a
(ug/g aceite) (%) Peso especifico (g/mL) 0,8688 -1,1392
1 245,5840,25 31,52+0,20 Indice de refraccién 1,4557 - 1,4729
2 202,78+0,30 29,77+0,11 indice de acidez j
No més de 1,48
3 305,26+0,09 39,560,21 (mg KOH/ g muestra)
4 399,78+0,12 21,54+0,04 Indice de saponificacién
g ’ g b 129,47 - 215,37
5 354,62+0,40 32,79+0,09 {mdg K?iH/ 8 mug’“ra)
Indice de peroxido
+ + -
oo | iy || e | 200-o
— S Materia insaponificable (%) 1,56 - 4,25
8 135,68+0,09 20,15+0,40 d
Vitamina A (ug/g) No menos de 31,49
9 364,48+0,25 20,89+0,10 L ng/ g equivalente a 104 Ul/g
10 287,65+0,30 27,56£0,09 Acido palmitico (%) No menos de 10,99

Tabla 3. Analisis de la normalidad y aleatoriedad.

p s P Prueba de normalidad Prueba de aleatoriedad p-valor
Parametros fisicos-quimicos : : T
p -valor agrupaciones mezclas tendencias | oscilaciones
Peso especifico 0,963 0,749 0,251 0,391 0,608
Indice de refraccion 0,886 0,748 0,251 0,391 0,608
Indice de acidez 0,529 0,251 0,749 0,916 0,083
Indice de saponificacion 0,205 0,090 0,910 0,391 0,609
Indice de per6xido 0,546 0,089 0,910 0,391 0,608
Materia insaponificable 0,347 0,500 0,500 0,134 0,866
Vitamina A 0,814 0,089 0,910 0,709 0,290
Acido palmitico 0,514 0,500 0,500 0,916 0,083

DISCUSION

Los valores de peso especifico, indices de acidez, peréxido
y saponificacién no muestran diferencias con respecto a
los reportados por Adeniyi y Bawa®, para otras especies
de pescado. Estos autores establecieron que la densidad
especifica debia ser superior a 0,907; el indice de refracciéon
superior a 1,42; la acidez inferior a 5; peréxido inferior a
10 y el de saponificacion entre 165 y 195. Al comparar los
resultados obtenidos para el indice de acidez y de materia
insaponificable, con las especificaciones establecidas por
la UPS 35%, se puede observar que fueron inferiores a 3 y

Ars Pharm. 2014; 55(1):23-29.

superiores a 1,5 %, respectivamente, sin embargo para el

peroxido no todos los lotes resultaron superiores a 5.

En cuanto al contenido de vitamina A, considerando
que 1 mg de vitamina A equivale a 3333 Ul de vitamina
AS, los resultados obtenidos estan entre 450 y 1350 UL
Estos valores se corresponden con los reportados para
otras muestras de igual aceite'®. Por lo tanto, existe
conformidad con lo establecido oficialmente® para aceites

de pescado. No obstante, la comparacién de los resultados
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se hace dificil, mas atn, cuando se trabajan diferentes
fuentes de obtencién del aceite, entiéndase tipo de especie
y localizacién geogréfica, y diversos también son los

procedimientos para su evaluacion.

Los acidos grasos presentes en el higado de los tiburones
pueden variar en dependencia de la localizacién geografica
del tiburén, y posiblemente también de la dieta y periodo
del afio®?.

Los porcentajes de acido palmitico, sobre el total de dcidos
grasos, estuvieron entre un 20 y 40 %, siendo este acido
graso el predominante!”".

Diversidad de

dependencia del contenido de vitaminas y acidos grasos

trabajos®*172% han demostrado la

de los aceites de pescado con las especies empleadas
en su obtencién, ademas de los métodos y condiciones
experimentales en su determinacién, por lo que las
comparaciones resultan dificiles.

Se demostré que existe un alto grado de conformidad en
las propiedades entre los lotes analizados. Los resultados
obtenidos en los indices de acidez, saponificacion,
materia insaponificable e indice de peréxido demuestran
que el pool de aceite de higado de tiburones costeros de
Cuba posee adecuada calidad, sin evidencias de posibles
procesos degradativos, como influencia del proceso de
extraccion del aceite.

Teniendo en cuenta que el aceite de higado de tiburén es
una materia prima de origen natural, que no aparece en
farmacopea alguna, y que hasta el momento no se han
calculado los LEC a partir de resultados experimentales
obtenidos a través de procesos productivos, estos fueron
determinados experimentalmente a través del método
de la K tabulada, con lotes consecutivos obtenidos bajo
condiciones similares.

Losvaloresobtenidosdeprobabilidad (p>0,05) demostraron
la distribucién normal de los resultados y su aleatoriedad.
Para el indice de acidez, contenido de vitamina A y 4cido
palmitico se establecieron especificaciones unilaterales,
en el primer caso basandose en un limite superior y en
los otros como limites inferiores. Para los contenidos de
vitamina A y &cido palmitico se aprecia que los limites
calculados fueron superados ampliamente, mayores que
31,4 ug/gdevitamina A y 10,99 % de dcido palmitico, lo que
evidentemente significara un producto con potencialidades
farmacéuticas y cosméticas, considerando su composiciéon

en vitaminas y acidos grasos saturados.

Para el caso del peso especifico, indice de refraccion,
saponificacién, peréxido y materia insaponificable se
establecieron limites bilaterales. Para el peso especifico y el
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indice de refraccion se obtuvieron los limites mas estrechos,
lo cual es l6gico considerando los métodos empleados en

sus determinaciones, siendo indicativos de su pureza.

Se establecieron por vez primera, a partir de datos
experimentales, LEC para el pool de aceite de higado de
tiburones costeros de Cuba, aspecto no reportado con
anterioridad. Los limites aqui establecidos contribuiran
a asegurar, con un alto grado de confianza, que
cualquier unidad del producto cumplird con los criterios

correspondientes.

Es importante considerar que al establecerse estos limites,
se necesitara evaluar su comportamiento con nuevos lotes,
y hacer un seguimiento, lo cual sera favorable para analizar

la estabilidad de esta materia prima natural.

CONCLUSION

A través del método de la K tabulada se calcularon
experimentalmente los limites de especificacion de
calidad para el peso especifico, indices de refraccion,
acidez, saponificacién, peroxido, materia insaponificable,
contenido de vitamina Ay dcido palmitico del pool de aceite
de higado de tiburones costeros de Cuba. Los resultados
obtenidos demuestran que el pool de aceite de higado
de tiburones costeros de Cuba posee adecuada calidad,
teniendo como componentes mayoritarios la vitamina A y
el acido palmitico. Se demostré que existe un alto grado de
conformidad en las propiedades entre los lotes evaluados.
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