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Validacion de un método de deteccion
mediante cromatografia liquida

(HPLC-DAD) para la determinacion

de aloina en productos alimenticios

elaborados a partir de sabila (4loe vera)

Validation of a liquid chromatography detection method (HPLC-DAD) for the
determination of aloin in Aloe vera food products
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(HPLC-DAD) para a determinagdo de aloina em produtos alimenticios
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Resumen

La aloina es una antraquinona presente en una amplia variedad de productos alimenticios que se elaboran
a base de sabila, la cual puede provocar efectos laxantes y su ingestién prolongada incrementa el riesgo
de céncer gastrointestinal. En este estudio, se validaron pardmetros de una metodologia de extraccién y
analisis de la aloina, por medio de cromatografia liquida con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). Se
determind la concentracién de la aloina en 14 productos comerciales, consumidos en Costa Rica. Los valores
de calidad evaluados fueron la linealidad (R = de 0,9995 a 0,99995), la reproducibilidad (porcentaje de
recuperacion = de 96,7 % a 99,9 %), la precision intradia (coeficiente de variacién = de 0,24 % a 1,47 %),
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la precision interdia (coeficiente de variacién = de 1,65 % a 2,68 %), el limite de deteccion (de 0,063 mg/L
20,228 mg/L), el limite de cuantificacién (de 0,126 mg/La 0,452 mg/L)y la selectividad (< 0,063 mg/L). La
mayoria de los productos alimenticios evaluados mostré una concentracién por debajo del valor maximo
permitido (10 mg/L); se encontraron valores entre los 0,2 = 0,1 mg/Ly 4,8 = 0,1 mg/L de aloina, con una
desviacion estandar promedio de 0,41 mg/L. Las muestras liquidas presentaron valores més altos que el
resto de las matrices. 2 de las muestras (RU/BT1/39Ay RU/BT1/45B) fueron reportadas con concentraciones
mayores al valor maximo permitido (14,2 + 0,1 mg/Ly 19,0 = 0,1 mg/L) de aloina. El consumo de estos
productos podria llegar a tener un efecto perjudicial, a largo plazo, en la salud, ya que sobrepasan el limite
mencionado anteriormente.

Palabras clave: Aloe vera; aloina; HPLC; antraquinonas; validacién.
Abstract

Aloin is an anthraquinone found in a wide variety of food products made from aloe, which can cause laxative
effects and prolonged ingestion increases the risk of gastrointestinal cancer. In this study, parameters for
aloin analysis and extraction methodology were validated using High Performance Liquid Chromatography
with Diode-Array Detection (HPLC-DAD). Aloin concentration was determined in 14 commercial products
consumed in Costa Rica. The quality values evaluated were linearity (R = from 0.9995 to 0.999995),
reproducibility (recovery percentage = from 96.7% to 99.9%), intra-day precision (coefficient of variation
= from 0.24% to 1.47%), inter-day precision (coefficient of variation = from 1.65% to 2.68%), limit of
detection (from 0.063 mg/L to 0.228 mg/L), limit of quantification (from 0.126 mg/L to 0.452 mg/L) and
selectivity (< 0.063 mg/L). The majority of the evaluated food products showed a concentration below the
maximum value allowed (10 mg/L), with values between 0.2 = 0.1 mg/L and 4.8 = 0.1 mg/L of aloin,
with an average standard deviation of 0.41 mg/L. Liquid samples presented higher values than the rest of
the matrices. Two of the samples (RU/BT1/39A and RU/BT1/45B) were reported with concentrations higher
than the maximum aloin value allowed (14.2 = 0.1 mg/Land 19.0 + 0.1 mg/L). The consumption of these
products could have a long-term harmful effect on health, since they exceed the limit mentioned above.

Keywords: Aloe vera; aloin; HPLC; anthraquinones; validation.
Resumo

A aloina é uma antraquinona presente em uma ampla variedade de produtos alimentares elaborados a
base de babosa, podendo causar efeitos laxantes e sua ingestdo prolongada aumenta o risco de cancro
gastrointestinal. Neste estudo, os parametros de uma metodologia de extracdo e analise de aloina foram
validados por meio de cromatografia liquida com detector de arranjos de diodos (HPLC-DAD). A concentracéo
de aloina foi determinada em 14 produtos comerciais, consumidos na Costa Rica. Os valores de qualidade
avaliados foram a linearidade (R = de 0,9995-0 a 0,99995), a reprodutibilidade (percentagem de
recuperacao = 96,7% a 99,9%), a precisao intra-dia (coeficiente de variacdo = 0,24% a 1,47%), a precisao
inter-dia (coeficiente de variacdo = 1,65% a 2,68%), o limite de deteccdo (0,063 mg/L a 0,228 mg/L), o
limite de quantificacdo (de 0,126 mg/L a 0,452 mgl/L) e a seletividade (< 0,063 mg / L). A maioria dos
produtos alimentares avaliados apresentou concentracao abaixo do valor méximo permitido (10 mg/L);
foram encontrados valores entre 0,2 = 0,1 mg/Le 4,8 = 0,1 mg/L de aloina, com um desvio padrdo médio
de 0,41 mg/L. As amostras liquidas apresentaram valores mais altos que o restante das matrizes. 2 das
amostras (RU / BT1/39A e RU / BT1 / 45B) foram relatados com concentracbes mais elevadas do que o

Ricardo Ulate-Molina, Henry Borbon-Alpizar, José Pablo Sibaja-Brenes, lleana Vega-Guzman y Maricruz Arguedas-Gonzalez. 14
Articulo protegido por licencia Creative Commons: BY-NC-ND / Protected by Creative Commons: BY-NC-ND.
Uniciencia es una revista de acceso abierto/ Uniciencia is an Open Access Journal.

ID"BUN@LIDUIDIUNE)STAII :00TUOTIIID 03LI0)) * BIDUIDIUN/ID DB BUN'SLISIADI MMM (Y] * 6107 IqUIdDI-01n( '97-¢T ‘dd ‘7 "N ‘€€ TOA VIDNTIDINN


http://dx.doi.org/10.15359/ru.33-1.1 
http://www.revistas.una.ac.cr/uniciencia
mailto:revistauniciencia%40una.cr?subject=Uniciencia

ISSN Electrénico: 2215-3470
DOIL: http://dx.doi.org/10.15359/ru.33-2.2

valor méximo permitido de aloina (14,2 = 0,1 mg/Le 19,0 £ 0,1 mg/ L). O consumo desses produtos
poderia ter um efeito prejudicial sobre a satide em longo prazo, uma vez excedido o limite mencionado

anteriormente.

Palavras-chave: Aloe vera; aloina; HPLC; antraquinonas; validacao

os productos naturales son cono-

cidos por jugar un papel muy im-

portante en la medicina tradicional
de los diferentes lugares, ya que el cono-
cimiento acerca del uso medicinal que las
plantas presentan se ha ido transmitiendo a
través del tiempo. Una de estas plantas es
la sabila (4loe vera), la cual es reconoci-
da en el nivel mundial por tener una gran
cantidad de cualidades medicinales, entre
las que se pueden destacar su actividad an-
tioxidante y antiinflamatoria, ademés de
que protege el sistema digestivo y mejo-
ra la cicatrizacion de las heridas (Joseph y
Raj, 2010; Shariff, 2010).

La sabila ha sido utilizada reciente-
mente para la elaboracion de productos ali-
menticios, debido a su accion regenerativa
y antioxidante. El estudio fitoquimico de
la sdbila ha demostrado que la mayoria de
sus propiedades medicinales se debe, prin-
cipalmente, a dos tipos de compuestos: las
antraquinonas y los polisacaridos (Femenia,
Sanchez, Simal y Roselld, 1999; Hamman,
2008; Ni, Turner, Yates y Tizard, 2004;
ITIS, 2017). No obstante, la presencia de
una antraquinona, la aloina, un metabolito
con acciones no deseadas en los productos
de consumo publico, hace necesaria la eva-
luacion del producto de una manera mas
especifica. La aloina es un glicosido an-
traquinonico que al entrar en contacto con
las paredes del intestino grueso produce un
efecto laxante severo en el organismo (Ce-
lestino et al., 2013; van Gorkom, de Vries,

Karrenbeld y Kleibeuker, 1999); ademas, se
han descubierto efectos hepaticos (Yang et
al., 2010) y carcindgenos de tal compuesto
en diferentes estudios, como los realizados
por Schorkhuber, Richter, Dutter, Sontag y
Marian (1998), Buenz (2008) y el Progra-
ma Nacional de Toxicologia de los Estados
Unidos (NTP, 2001).

Segun el Codex Alimentarius, elabo-
rado por la Organizacion para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO, por sus siglas en
inglés) de la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU) y la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), la concentracién maxi-
ma permitida de aloina en cualquier tipo de
alimento (so6lido o liquido) es de 0,10 mg/kg
(FAO, 1991). La certificacion actual otorga-
da por el International Aloe Science Counsil
(IASC) es que la concentraciéon permitida
en los productos de consumo oral no debe
exceder 10 mg/L de aloina, dato determi-
nado después de obtener informacion de
diversos estudios realizados por la FDA y
el Centro Nacional de Investigacion Toxico-
logica de los Estados Unidos, acerca de su
toxicidad en ratones (IASC, 2010). Por esta
razon, empresas dedicadas a la produccion
de los suplementos alimenticios basados en
el Aloe vera se han dado a la tarea de buscar
diferentes metodologias para realizar una
cuantificacion adecuada de la aloina en los
productos que elaboran.

Se han desarrollado multiples meto-
dologias, utilizando técnicas como cromato-
grafia de gases, cromatografia de capa fina,
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espectrofotometria y cromatografia liquida.
Se pueden mencionar los estudios de Bus-
tamante Botero y Carrascal (2010); Geno-
vese et al. (2010); El Sohly, Gul y Murphy
(2004); El Sohly, Gul, Avula y Khan (2007);
Ramirez Duron, Ceniceros Almaguer, Cava-
zos Rocha, Silva Flores y De Torres (2008),
y, mas recientemente, Mandrioli, Mercolini,
Ferranti, Fanali y Raggi (2011), Chiang et
al. (2012) y Brown et al. (2014), los cuales
han desarrollado y validado métodos para la
cuantificacion de la aloina en los productos
alimenticios.

Costa Rica posee entre 60 y 80 hecta-
reas de Aloe vera sembradas para su utiliza-
cion en el nivel industrial, mayoritariamente
en suplementos nutricionales. La compaiia
Natural Aloe, ubicada en Liberia, produce
alrededor de 1500 kg por afio de extracto
de sabila, que son vendidos en los Estados
Unidos, principalmente, aunque también
se envia a paises asidticos como Corea y
China (Natural Aloe, 2017). Actualmente,
en el pais no hay un laboratorio, publico o
privado, que tenga implementado un mé-
todo validado para el andlisis de la aloina,
por lo que es necesario enviar muestras al
exterior para que puedan ser analizadas y se
consiga la certificacion internacional. Tam-
poco se han reportado estudios acerca de
los productos alimenticios elaborados con
sabila (4loe vera) que se venden en Costa
Rica, por lo que se desconoce el contenido
de aloina en estos.

Debido a lo anterior, en el presente
estudio se lleva a cabo la validacion de un
procedimiento de analisis cromatografico
(HPLC-DAD) para evaluar la presencia y
concentracion de aloina en el Aloe vera de
productos alimenticios so6lidos y liquidos a
base de sabila.
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Metodologia

Condiciones cromatograficas

El método de andlisis seleccionado
para la validacion se baso en el descrito por
Metcalfe (2002), con modificaciones imple-
mentadas en ¢€l. Se utilizd un cromatografo
liquido Perkin-Elmer Series 200, con una
fase movil de acetonitrilo y una disolucion de
metabisulfito de sodio al 0,1 % m/v 25:75. Se
ensayaron dos columnas: una SupelcoHyper-
sil C-8 (250 mm x 4,6 mm, 5 um de espesor);
otra PhenomenexSpherex C-8 (150 mm x 4,6
mm, 10 um de espesor). La temperatura de
las columnas fue de 35 °C, un flujo de 1,0
mL/min y un detector de arreglo de diodos
(DAD). Los ensayos se realizaron a una lon-
gitud de onda de 355 nm.

Los estandares para el método se pre-
pararon a partir de una disolucion madre de
100 mg/L, utilizando un estandar de aloina
97 %, marca Sigma Aldrich, el cual fue di-
suelto con una disolucion de metabisulfito
de sodio 0,1 % m/v. Se prepararon disolu-
ciones patron con concentraciones entre los
0,1 mg/L'y 15 mg/L de aloina.

Validacion del método de analisis

. Selectividad

El andlisis de la selectividad se baso
en el de blancos, que se le denomina a la
mezcla inyectada, la cual contiene todos los
reactivos utilizados en el método, pero no el
analito de interés. Se realiz6 el analisis de
interferencias en seis blancos de la muestra,
un triplicado por cada una de las curvas ge-
neradas, asegurando asi la selectividad que
permite obtener datos menores al limite me-
nor de cuantificacion (Vega, 2009).
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. Linealidad

La linealidad fue determinada por
medio de la preparacion de curvas de ca-
libracion de patrones cuyas concentracio-
nes estuvieron delimitadas por el limite de
cuantificacion seleccionado, en donde el
coeficiente de correlacion (R) promedio se
utilizdé como criterio de linealidad (Vega,
2009). Por un periodo de 15 dias, se realiz6
una curva por dia, inyectandose cada patrén
por triplicado. La verificacién estadistica
fue realizada por medio del parametro esta-
distico F (Miller y Miller, 2002; Mora-

ANOVA

les, 2001; Vega, 2009).

. Cedasticidad

Para determinar si el comportamien-
to del equipo utilizado es homocedastico o
heterocedastico en los niveles de concentra-
cion requeridos, fue utilizada la prueba de
Cochran como parametro de medicion.

. Limites de deteccion y limite de

cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantifica-
cion se calcularon con el método estadisti-
co descrito por Meier-Ziind, que establece
diferentes relaciones estadisticas, obtenidas
a partir de cuatro curvas de calibracion de
patrones de diferentes concentraciones, los
cuales fueron inyectados cinco veces para
cada curva (Meier y Ziind, 2005).

. Precision y repetitividad

La precision del método fue realizada
calculando el coeficiente de variacion entre
los valores obtenidos de los patrones utili-
zados en el analisis. Se evalu6 la repetiti-
vidad intradia, inyectando cada uno de los
patrones tres veces el mismo dia, esto se
llevo a cabo para todas las curvas realizadas
durante el experimento. Para evaluar la re-
petitividad interdia, se inyect6 los patrones
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durante tres dias consecutivos por triplicado
(Ramirez Durén et al., 2008).

Todos los ensayos fueron realizados
utilizando las dos diferentes columnas men-
cionadas anteriormente (SupelcoHypersil
C-8 y PhenomenexSpherex C-8), con el fin
de comparar los resultados de su utilizacion
y observar diferencias tanto de la aplicabili-
dad como de la robustez del método.

Extraccion de muestras solidas

Se evaluaron dos procedimientos de
extraccion de aloina, con el objetivo de de-
terminar el mas efectivo para las matrices
que se trabajaron. Los métodos selecciona-
dos para esta etapa se basaron en los utili-
zados por El Sohly et al. (2007) y Ramirez
Durd6n et al. (2008).

El procedimiento A de extraccion ba-
sado en El Sohly et al. (2007) consistid en
medir en una balanza analitica una masa en-
tre los 0,25 g y los 0,50 g de muestra solida
y disolverla en 1 mL de agua desionizada.
A cada muestra se le adicion6 1 mL de me-
tanol, 2 mL de una disolucion saturada de
cloruro de sodio y 4 mL de una disolucion
de acetato de etilo y metanol (9 + 1). Esta
mezcla fue agitada en un vortex durante 30
segundos, luego se dejo en reposo, la fase
organica se trasvasd a un tubo de ensayo
limpio y la fase acuosa fue extraida dos ve-
ces mas con 2 mL de la mezcla menciona-
da. Después de combinar las extracciones,
se llevo el producto a sequedad en un ro-
tavapor Biichi y el residuo fue disuelto en
un bafio ultrasénico Branson, utilizando 0,3
mL de metanol y filtrado con un algodén,
para luego ser inyectado en el HPLC.

Por otro lado, el método de extrac-
cion B basado en el de Ramirez Dur6n et al.
(2008) consistio en medir la masa de apro-
ximadamente 1,00 g de la muestra en una
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balanza analitica, a la cual se le realizaron
dos extracciones con una disolucion de eta-
nol 90 % v/v a temperatura ambiente por 5
minutos, con agitacion constante; posterior-
mente, se filtro la muestra en papel What-
man # 1 y se concentrd en un evaporador
Biichi, manteniendo la temperatura del bafio
a 35 °C. El s6lido obtenido se redisolvio con
10 mL de la disolucion de etanol al 90 % v/v
y se diluy6 en una proporcion 1:50 con una
disolucion de metabisulfito de sodio al 0,1
% m/v, para luego inyectarlo en el HPLC.

Se utilizé un estandar interno, agre-
gando 10 pg de aloina a las muestras que
no presentaran sefiales de este metabolito.
Tal adicion se realizé de dos maneras: a la
primera se le agreg6 el estandar antes de ini-
ciar la extraccion de la muestra; a la segun-
da el patron le fue adicionado posterior a la
extraccion. Se utilizaron dos muestras dife-
rentes (una sélida y una liquida) por tripli-
cado y el procedimiento se llevd a cabo en
tres dias diferentes, calculando el porcentaje
de recuperacion (% R) en ambos casos.
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Concentracion de aloina en produc-
tos comerciales

Posterior a la validacion del método
analitico seleccionado, se realizdé el ana-
lisis de la aloina en los diferentes tipos de
productos, ya sean productos finales para
consumo o materias primas de proceso,
elaboradas a base de sabila. Se realizd un
muestreo aleatorio, seleccionando 14 pro-
ductos de consumo humano de distintas
casas comerciales, tanto nacionales como
internacionales. Se muestrearon envases de
500 mL para las muestras liquidas y para las
muestras solidas se colectaron envases con
un minimo de 5 gramos. Todas las muestras
fueron almacenadas en el laboratorio entre
10 °C y 15 °C, para mantenerlas en estado
optimo. En la tabla 1, se describe la codi-
ficacion utilizada, tipo de muestra (solida,
liquida o gel) y su pais de origen.

Tabla 1
Muestras seleccionadas para la evaluacion de la concentracion de aloina
Pais de origen

Caodigo de la muestra Tipo de muestra

RU/BT1/39A Liquido Costa Rica
RU/BT1/45A Liquido Costa Rica
RU/BT1/45B Liquido Corea del Sur
RU/BT1/46A Liquido Corea del Sur
RU/BT1/64A Liquido Costa Rica
RU/BT1/65A Liquido Costa Rica
RU/BT1/66A Liquido Corea del Sur
RU/BT1/67A Gel Costa Rica
RU/BT1/67B Liquido Costa Rica
RU/BT1/68A Soélido Costa Rica
RU/BT1/68B Soélido Costa Rica
RU/BT1/68C Soélido USA
RU/BT1/117A Liquido USA
RU/BT1/117B Liquido USA
Nota: Fuente propia de la investigacion.
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Las muestras liquidas fueron analiza-
das directamente en el HPLC, mientras que
las muestras solidas fueron inicialmente
extraidas con el método optimizado y pos-
teriormente analizadas mediante el proce-
dimiento validado para determinar la con-
centracion de aloina. El andlisis se realizd
por triplicado para cada muestra. El limite
maximo permitido de aloina por el IASC es
10 mg/L, tanto para liquidos como para so-
lidos o geles, por lo que se compard la con-
centracion obtenida en las muestras con este
valor de referencia.

Resultados y discusion

Evaluacion de los parametros de
validacion

Los resultados de los parametros
evaluados durante la validacidon del mé-
todo de analisis de aloina se resumen en
la tabla 2.
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La selectividad del método se determi-
no con la inyeccion de los blancos en dife-
rentes dias. En total, se inyectaron 40 blancos
por triplicado durante el transcurso del expe-
rimento, los cuales no dieron sefial alguna con
el tiempo de retencion del analito. No se en-
contraron datos reportados en las referencias
consultadas para este pardmetro. También, se
realiz6 la comparacion con muestras que no
tuvieran aloina en una concentracion mayor al
limite de deteccion determinado. Con el pro-
posito de observar esto, se agregd un estandar
interno de 1,00 = 0,01 mg/L de aloina, para
determinar que no se presentan interferencias
en el momento de realizar el analisis.

En la figura 1, se observa dos croma-
togramas de la muestra RU/BT/45A, entre
los cuales hay uno de la muestra sin estandar
interno (A) y otro con la adicion del estan-
dar interno (B). La selectividad del método
hace que el analito sea posible de identifi-
car, ya que se separa completamente de los
demas compuestos presentes en la matriz.

Tabla 2
Criterios analiticos utilizados para la validacion del método de analisis para aloina en
productos alimenticios. *Columna SupelcoHypersil

Criterio analitico Parametro medido

Valor experimental Valores de referencia

Linealidad Coeficiente de
correlacion
(R)

Reproducibilidad Porcentaje de
recuperacion
(%)

Precision intradia Coeficiente de variacion
(CV)

Precision interdia Coeficiente de variacion
(CV)

Limite de deteccion Concentracion
(mg/L)

Limite de cuantificacion Concentracion
(mg/L)

Selectividad (blanco de Concentracion

muestreo) (mg/L)

De 0,9995 2 0,99995 0,9995', 0,9962, 0,9997°,
0,999,

De 96,7 a 99,99 87,62 95,5-96,5%, 96,8, 97,

9-101,7%, 106,26-108,86".

De 0,24 a 1,47 0,1-3,8%,0,13-5,88', 0,61-
8,644, 4,42, 6,8-8,2°.
De 1,65 2 2,68 3,02-4,46', 1,77, -2,5-6,4°.

De 0,063 a 0,228 0,003°, 0,025', 0,094, 0,062,

0,5

De0,12620452  0,01° 0,05, 0,132, 0,234,
1,32

<0,063 N.R/
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'El Sohly et al. (2007), 2Ramirez Durén et al. (2008), *Chiang et al. (2012), “Brown et al. (2014), *Mandrioli et al. (2011), "no reportado.
Nota: Fuente propia de la investigacion.
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(B)

Aloina

Figura 1. Cromatogramas de la muestra RU/BT1/454, (A) sin estandar interno, (B) con un
estandar interno de aloina de 1,00 + 0,01 mg/L.

Nota: Fuente propia de la investigacion.
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Concentracion (+ 0,01 ppm)

Figura 2. Curva de calibracion promedio obtenida para el analisis de aloina, elaborada a
partir de una disolucion madre de aloina de 98 + I mg/L.

Nota: Fuente propia de la investigacion.

Como se observa en la figura 2, en la
curva de calibracion se obtuvo un coeficien-
te de correlacion mayor que 0,9995, lo cual
es indicativo de que el método cumple con
las condiciones de linealidad aceptadas en
las diferentes fuentes de referencia consul-
tadas, ya que para todas las otras metodolo-
gias ensayadas no se presenta un coeficiente
menor a 0,9995.

El limite de deteccion para este mé-
todo es comparable con los rangos que se
obtienen en las literaturas consultadas, por
lo que la metodologia es valida para el ana-
lisis cualitativo de muestras, tanto liquidas
como solidas. De la misma manera, el limi-
te de cuantificacion para el método utiliza-
do en este analisis esta dentro de los para-
metros obtenidos en la literatura reportada
por El Sohly et al. (2007), lo cual indica
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que la metodologia aplicada es valida para
realizar el andlisis cuantitativo de aloina en
diferentes matrices.

Se utilizo el porcentaje del coeficiente
de variacion para determinar la repetitivi-
dad o la precision intradia del método (Pe-
ters y Maurer, 2002). Al utilizar los patro-
nes de 5,00 + 0,05 mg/L como muestra de
medicion, se observo en los resultados que
ninguno de los datos excede el 2 % de varia-
cion, lo cual sugiere que tal procentaje tie-
ne una excelente precision, en comparacion
con lo reportado por El Sohly et al. (2007),
Ramirez Duroén et al. (2008), Mandrioli et
al. (2011), Chiang et al. (2012) y Brown et
al. (2014), ya que en varios de los datos re-
portados se tienen coeficientes de variacion
mayores, con valores de hasta 5 %y 8 %, en
algunos de los casos (tabla 2). Ademas, se
determind la precision interdia de la meto-
dologia implementada en el ensayo, donde
los valores del coeficiente de variacion para
el método se encuentran entre los més bajos.

Los patrones elaborados durante los
diferentes ensayos presentaron resultados
con una precision interdia bastante buena,
con coeficientes de variacion entre el 1,65
%y el 2,68 %, a pesar de no haber sido ela-
borados el mismo dia de la inyeccion. Lo
anterior indica un buen resultado en este pa-
rametro para las disoluciones que se estan
utilizando como patrones, por lo cual, con
base solo en este aspecto, seria posible utili-
zar una disolucion patron durante al menos
tres dias, partiendo del tiempo en que se de-
sarrollo esta parte del ensayo.

La repetitividad del método se deter-
mind con el porcentaje de recuperacion. En
este caso en particular, se establecio que los
porcentajes de recuperacion exceden en to-
dos los casos el 96,5 %, indicando un alto
nivel de exactitud con los patrones. Los re-
sultados son comparables con los reportados
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en la tabla 2 por El Sohly et al. (2007), Ra-
mirez Durdn et al. (2008), Mandrioli et al.
(2011), Chiang et al. (2012) y Brown et al.
(2014), en los que se aprecian rangos entre
un 86 % y un 108 %, aceptados entre las
evaluaciones en el nivel internacional.

El altimo pardmetro analitico evaluado
en la calidad del método fue la cedasticidad
del sistema. Con el afan de realizar esta medi-
cion, se llevo a cabo la prueba de Cochra y se
obtuvo un resultado para el equipo analitico
de 0,3987, el cual, segin los datos consulta-
dos, esta por debajo del valor critico aceptado
en un nivel de confianza del 95 %, que corres-
ponde a 0,4214, con miras a una cantidad de
datos igual a 10. Esto indica que el método en
si es homocedastico y que no hay diferencias
significativas entre las varianzas de las con-
centraciones de los patrones utilizados para
evaluar la concentracion de aloina.

También, se realizd la adaptacion del
sistema, utilizando una columna con caracte-
risticas diferentes, con el fin de demostrar la ro-
bustez de aquel. En la tabla 3, se muestran los
parametros analiticos obtenidos para el método
adaptado con la columna PhenomenexSpherex.

Al comparar los resultados de las ta-
blas 2 y 3, se observa, en todos los casos, una
concordancia con los valores obtenidos en
las diferentes fuentes de literatura consulta-
das (EI Sohly et al. (2007); Ramirez Dur6n
et al. (2008); Mandrioli et al. (2011); Chiang
etal. (2012); Brown et al. (2014)). Es posible
encontrar algunas variaciones en parametros
como el aumento de los limites de deteccion
y cuantificacion, los porcentajes de recupe-
racion y los coeficientes de variacion en las
repeticiones intradia e interdia; sin embargo,
realizando una prueba de valor P para estos
datos, se determind que no existen diferen-
cias estadisticamente significativas para nin-
guna de las pruebas evaluadas.
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Tabla 3
Criterios analiticos utilizados para la validacion del método de andlisis para aloina en
productos alimenticios. *Columna PhenomenexSpherex

Criterio analitico

Parametro medido

Valor reportado

Linealidad Coeficiente de correlacion De 0,9995 a 0,9998
(R)

Reproducibilidad Porcentaje de recuperacion De 90,16 a 95,71
(%)

Precision intradia Coeficiente de variacion (CV) De 0,57 a 8,32

Precision interdia Coeficiente de variacion (CV) De4,2a12,6

Limite de deteccion Concentracion De 0,144 a 0,682
(mg/L)

Limite de cuantificacion Concentracion De 0,287 a 1,32
(mg/L)

Blanco de muestreo Concentracion <0,144
(mg/L)

Nota: Fuente propia de la investigacion.

Proceso de extraccion para mues-
tras solidas

Se utilizaron dos muestras solidas
para realizar las diferentes extracciones por
triplicado: RU/BT1/68A y RU/BT1/68B,
utilizando el método validado para la cuan-
tificacion de la aloina y, en los casos reque-
ridos, la adicién de 500 puL de la disolucion
madre de 100 £ 1 mg/L de aloina, lo cual
daria una concentracion final de 5,00 + 0,05
mg/L como estandar interno.

Los datos de concentracion obtenidos
para los extractos elaborados son los que se

presentan en la tabla 4. Es posible observar
que, en el método B, si se obtienen seia-
les de aloina para la muestra RU/BT1/68B,
aunque estas fueron bajas, por debajo del
limite de cuantificacion. Mientras, para la
muestra RU/BT1/68A, se obtuvo un valor
promedio de 0,8 = 0,1 mg/L de aloina. En
ambos casos, los datos se encuentran entre
los parametros reportados para este tipo de
muestras, segun informacion de Brown et
al. (2014), que obtuvo resultados entre 0,00
mg/Ly 6,68 mg/L.

Tabla 4
Concentracion de aloina para las muestras RU/BT1/684 y RU/BT1/68B, tratadas con
diferentes metodologias de extraccion

Codigo de muestra

Concentracion de aloina (mg/L),

Concentracion de aloina (mg/L),
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método A método B
RU/BT1/68A, repeticion 1 N/D! 0,8+0,1
RU/BT1/68A, repeticion 2 N/D! 0,7+0,1
RU/BT1/68A, repeticion 3 N/D! 1,0+0,1
RU/BT1/68B, repeticion 1 N/D! N/C?
RU/BT1/68B, repeticion 2 N/D! N/C?
RU/BT1/68B, repeticion 3 N/D! N/C?
"No detectable, *no cuantificable.
Nota: Fuente propia de la investigacion.
Ricardo Ulate-Molina, Henry Borbon-Alpizar, José Pablo Sibaja-Brenes, lleana Vega-Guzman y Maricruz Arguedas-Gonzalez. 22

Articulo protegido por licencia Creative Commons: BY-NC-ND / Protected by Creative Commons: BY-NC-ND.
Uniciencia es una revista de acceso abierto/ Uniciencia is an Open Access Journal.


http://dx.doi.org/10.15359/ru.33-1.1 
http://www.revistas.una.ac.cr/uniciencia
mailto:revistauniciencia%40una.cr?subject=Uniciencia

Tampoco se detectaron sefiales cuan-
do se realizd la extraccion por el método
A, indicando que esta metodologia no es la
mas idonea por utilizar con las muestras que
se tienen, ya que la eficiencia de la extrac-
cion es baja. Lo anterior se confirma con los
resultados de la tabla 5, para las muestras
inyectadas con un estandar interno, con el
fin de medir el porcentaje de recuperacion
de aloina. Se observa que la extraccion de
aloina en este tipo de matrices es mas efi-
ciente con el método B.
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Concentracion de aloina en produc-
tos elaborados a base de sabila (4loe vera)

Los productos fueron procesados y
analizados segun el protocolo implemen-
tado de extraccion y analisis. Los resulta-
dos para las muestras se observan en la ta-
bla 6. Dos productos (RU/BT1/39A y RU/
BT1/45B) presentaron valores mayores a
los 10 mg/L, limite méximo de concentra-
cion de aloina permitido por el International
Aloe Science Counsil (IASC, 2010). Una
de las muestras no presentd concentracion
cuantificable (RU/BT1/68A) y otra reporta
una no detectable (RU/BT1/68C).

Tabla 5
Concentracion de aloina con la adicion de un estandar interno de (5,00 + 0,05) mg/L de
aloina y su respectivo porcentaje de recuperacion

Cédigo de muestra

Concentracion de aloina (mg/L), Concentracion de aloina (mg/L),

método A método B
RU/BT1/68A, repeticion 1 N.D.! 4,8+0,1 (82,8 %)
RU/BT1/68A, repeticion 2 N.D.! 4,9 +0,1 (86,0 %)
RU/BT1/68A, repeticion 3 N.D.! 5,2+0,1 (86,7 %)

RU/BT1/68B, repeticion 1
RU/BT1/68B, repeticion 2
RU/BT1/68B, repeticion 3

0,4+0,1(8,0 %)
0,4+0,1(8,0 %)
0,4+0,1(8,0 %)

4,9 +0,1 (98,0 %)
5,00,1 (100,0 %)
4,9 +0,1 (98,0 %)

"No detectable.
Nota: Fuente propia de la investigacion.

Tabla 6

Determinacion de la concentracion de aloina (mg/L) por HPLC en productos alimenticios

Codigo (mg/L) DesvEst Codigo (mg/L) DesvEst

(mg/L) (mg/L)

RU/BT1/39A 14,21 1,305 RU/BT1/67A 1,8 0,733
RU/BT1/45A 0,2 0,049 RU/BT1/67B 4,8 0,103
RU/BT1/45B 19,0! 0,820 RU/BT1/68A N.C2 -
RU/BT1/46A 3,1 0,359 RU/BT1/68B 0,4 0,046
RU/BT1/64A 0,7 0,191 RU/BT1/68C N.D. -
RU/BT1/65A 0,8 1,015 RU/BT1/117A 0,7 0,028
RU/BT1/66A 4,0 0,240 RU/BT1/117B 0,7 0,022

'Valores por encima del minimo aceptado por el IASC (< 10 mg/L). ?No cuantificable. * No detectable.

Nota: Fuente propia de la investigacion.
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En algunos casos, fue posible encon-
trar productos en los cuales el lavado del
gel y el tratamiento con carbon activado
era lo bastante eficaz para eliminar el latex
que contiene la mayor proporcion de aloina
(Quesada Espinoza, 2006). En el nivel in-
ternacional, las productoras de las bebidas
deben cumplir con los diversos estandares
para exportar, pero, en cuanto a aloina se
refiere, Costa Rica no realiza un analisis de
concentracion para productos de consumo
humano, ya que no hay un laboratorio de
control de calidad que certifique los conteni-
dos del metabolito. Debido a lo anterior, no
es posible, por el momento, determinar que
los productos comercializados se encuentren
dentro de los estandares internacionales para
la seguridad del consumidor. La presente in-
vestigacion podria ser una herramienta meto-
dolégica para implementar de los controles
fitosanitarios respecto al contenido de aloina
en alimentos de consumo humano.

Conclusiones

Se implemento satisfactoriamente un
método de extraccion y analisis de la aloina
en productos alimenticios por HPLC, tanto
para so6lidos como para liquidos elaborados
a partir de sabila. La evaluacion de la cali-
dad analitica del método demostr6é valores
aceptables, tomando como referencia los
reportados por otros autores. El cambio de
columnas en el andlisis no varia la estabi-
lidad del método, lo que aumenta el nivel
de confianza que se puede tener en los re-
sultados obtenidos, ya que se comprobd la
estabilidad de los datos.

Resulta importante la implementa-
ci6n de métodos de control, tanto en el nivel
gubernamental como en el privado, la cual
permita evaluar la calidad de los productos,
de una manera mas especifica, para lograr
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tener un control de aquellos que se ofrecen
en el mercado costarricense.
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