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RESUMEN

Objetivo: validar el método de cuantificacion de flavonoides en las tabletas de
Passiflora incarnata L., utilizando como patron quercetina.

Métodos: se evalué la especificidad, linealidad, exactitud, precisién y robustez
segun las recomendaciones de la USP 30 y el Centro para el Control Estatal de la
Calidad de los Medicamentos (CECMED).

Resultados: en las condiciones practicadas en este trabajo el método es selectivo;
resulto lineal en un rango de 60 a 140 % de concentracion de flavonoides. Mostré
exactitud y precision con coeficiente de variaciéon global de 0,67 %. No varid
significativamente cuando se modificaron las condiciones de andlisis.
Conclusiones: el método analitico, en las condiciones practicadas, es fiable y
permite obtener resultados apropiados para el uso que se pretende.

Palabras clave: validacion, flavonoides, Passiflora incarnata L.

ABSTRACT

Introduction: to validate the flavonoid quantification method on Passiflora
incarnata L. tablets by using quercetine as standard.
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Methods: selectivity, linearity, accuracy, precision and robustness were evaluated,
using USP 30 and the regulations of the Center for the State Control of Drug Quality
(CECMED).

Results: under the conditions of this study, the method is selective, linear in a
range of 60 to 140 % of flavonoid concentration. It showed accuracy and precision
with global relative standard deviation of 0.67 %. The results did not significantly
vary when the analytical conditions changed.

Conclusions: under the established conditions, this method is reliable and allows
obtaining appropriate results for the intended use.

Key words: validation, flavonoids, Passiflora incarnata L.

INTRODUCCION

La Passiflora incarnata L. comunmente conocida por pasiflora, pasionaria o flor de
la pasion, es una planta nativa de América Continental desde donde fue introducida
en Cuba. Las partes empleadas tradicionalmente son las hojas y las flores.! Es
utilizada por la poblacién caribefia para el tratamiento de la ansiedad, la excitacion
nerviosa, el insomnio, los trastornos menopausicos y las taquicardias.?

Entre los metabolitos secundarios encontrados en las hojas de esta planta estan
flavonoides, alcaloides indélicos, heterésidos cianogenéticos como la ginocardina y
se ha informado la presencia de aceite esencial.?

La hoja de esta especie es una droga oficial en la Farmacopea Britanica,® y la
Farmacopea ltaliana.* En estas aparecen monografias para el control de calidad de
la droga cruda, donde se indica la determinacion de flavonoides. La accion sedante
de esta planta se atribuye a un sinergismo entre los alcaloides, el maltol y los
flavonoides. La actividad miorrelajante y antiespasmaodica gastrointestinal, se
atribuye al maltol y los flavonoides, respectivamente.?

En el mundo, se comercializan varias formas farmacéuticas a partir de extractos de
la especie Pasiflora incarnata L. En Cuba se informa el uso etnobotanico en forma
de decoccidn,?! el extracto fluido y el jarabe al 10 %.5

En el Laboratorio Farmacéutico Oriente (LFO) se ha desarrollado una formulacion de
tabletas, con propiedades sedantes, que utiliza como principio activo las hojas
secas Yy pulverizadas de Passiflora incarnata L. Por esto, se hace necesario el
establecimiento de un método analitico, para el control de la calidad de esta
preparacion por lo que el objetivo de este trabajo es validar un método
espectrofotométrico para el control de la calidad de las tabletas de Passiflora
incarnata L.
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METODOS
MATERIAL VEGETAL

Se utiliz6 la droga seca y molida, procedente de la Finca de Producciéon de Plantas
Medicinales "La Sierrita"”, del productor Gallego Otero, provincia Cienfuegos, Cuba.

TABLETAS DE PASIFLORA

Las tabletas se obtuvieron por el método de granulacién humeda.®” Se utilizé6 como
principio activo el polvo seco de las hojas de la planta y como excipientes
tecnoldgicos didxido de silicio coloidal (Aerosil V-200, Degussa, Bélgica), celulosa
microcristalina (Microcel, Blanver, Brasil), lactosa monohidratada (DMV, Holanda),
polivinilpirrolidona (Kollidon 25, BASF, Alemania) y estearato de magnesio (N/M,
China).

ENSAYO DE FLAVONOIDES
Toma de muestra

Para la evaluacion de los flavonoides en las tabletas, se determiné el peso promedio
de 20 tabletas de pasiflora. Se trituraron hasta polvo fino en un mortero y se peso
una masa equivalente a 0,200 g del principio activo (droga seca). Para la droga
seca en polvo, se pes6 directamente 0,200 g.

Tratamiento de la muestra

Se introdujo en un balén de 100 mL, la cantidad pesada de muestra. Se agregaron
40 mL de etanol al 60 % v/v. Se coloc6 el condensador y se reflujé en bafio
termostatado (MYL, Rusia) a 60 °C durante 30 min agitando frecuentemente. Se
dejé enfriar y se filtré la mezcla a través de algodon hidréfilo, recogiendo el filtrado
en un frasco volumétrico de 100 mL. Se devolvié el algodén hidréfilo con el residuo,
al balén utilizado inicialmente. Se agregaron 40 mL mas de la solucion de etanol 60 %
v/v y se reflujé en las mismas condiciones durante 10 min. Se dejo6 enfriar y se
filtr6 la mezcla a través de papel, sobre el frasco volumétrico que recogio el filtrado
la primera vez. Se enrasoé el volumétrico con la solucion de etanol 60 % v/v.3

Preparacion de la muestra

Se toman 5,0 mL de esta ultima solucién y se llevaron a un baléon de 50 mL. Se
evapora a sequedad bajo presion reducida, utilizando un rotoevaporador (Kika
Werke, Alemania). Se redisolvié el residuo con 10 mL de una solucion de metanol y
acido acético glacial en proporcion 1:10 (ambos Riedel de Haién, Alemania) y se
transfirieronn a un volumétrico de 25 mL. Se agregaron 10 mL de una solucién de
acido borico (25,0 g) y acido oxalico (20,0 g) disueltos en un litro de &cido férmico
anhidro (Riedel-de Haién, Alemania). Se enrasé hasta 25,0 mL con acido acético
anhidro.® Se dej6 reposar 45 min y se ley6 la absorbancia a 439 nm.
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Preparacion de la solucion de referencia de quercetina 8 pg/mL

Se pesaron 0,05 g de quercetina (Merck, USA) y se disuelven en 100 mL de una
solucion de etanol al 60 %v/v. Se tomaron 20 mL y se trasvasaron a un frasco
volumétrico de 50 mL y se completo6 el volumen con la solucion hidroalcohdlica 60 %o.
De esta ultima se tomaron 10 mL y se transfirieron a un balén de 50 mL. Se
evaporo a sequedad bajo presion reducida utilizando un rotoevaporador (Kika
Werke, Alemania). Se redisuelvio el residuo con 10 mL de la solucién de metanol y
acido acético glacial y se trasvasaron a un volumétrico de 25 mL. Seguidamente se
agregaron 10 mL de la solucion de acido boérico y oxalico en acido formico anhidro y
se enraso utilizando acido acético anhidro. Se dej6 reposar por 45 min antes de leer
la absorbancia.

Preparacion del blanco

En un kitasato, se introdujeron 10,0 mL de una solucion de quercetina (Merck,
Alemania) en etanol 96 %; de concentracion 8 pg/mL. Se evapor6 a sequedad bajo
presion reducida. Se redisolvid el residuo con 10 mL de una solucion de metanol y
acido acético glacial. Se agregaron 10 mL de acido férmico anhidro y se enrasé
hasta 25 mL con &cido acético anhidro. Se dejé reposar 45 min antes de leer la
absorbancia.

Se calculd el contenido de flavonoides en microgramos utilizando la féormula
siguiente:

Am Ps 280
C=—
Ap opm

donde: Am, absorbancia de la muestra; Ap, absorbancia del patrén; pm y ps,
pesada de la muestra y del patrén en gramos; 80, factor matematico.

VALIDACION DEL METODO
Evaluacion de la especificidad

Se analizé un placebo, mezclando todos los excipientes en las mismas proporciones en
que estan presentes en la tableta. Se evalud la solucién patrén de quercetina 8 ug/mL
y la droga seca. Se analizaron ademas dos muestras preparadas adicionando al
placebo la droga seca (0,200 g) y otra adicionandole 1 mL de la solucién patrén
quercetina 8 pg/mL. Los analisis se realizaron por quintuplicado. Se determiné la
media, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion del factor respuesta en
todas las muestras preparadas y en el placebo. Se realiz6 un analisis de varianza y
una prueba HSD de Tukey, para evaluar diferencias entre las medias.

Los criterios de aceptacion fueron que la absorbancia del placebo en la regiéon de
trabajo no fuera significativa. No debe haber diferencias estadisticas significativas
entre las medias de la absorbancia del placebo enriquecido con la droga seca y la
muestra de droga seca, ni entre las medias del placebo enriquecido con quercetina
y la muestra que contiene quercetina solamente.?°
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Evaluacion de la linealidad

Se realiz6 con el empleo de cinco niveles de muestra. Se tomé como el 100 %, la
cantidad de 0,200 g, que es la que se emplea para el andlisis rutinario. Se pesaron
cantidades de muestras equivalentes a 60, 80, 100, 120 y 140 %. Se midi6 la
absorbancia por quintuplicado en cada nivel. Se realizé un analisis de regresion
simple, por el método de los minimos cuadrados, entre las variables cantidad
afladida vs. cantidad recuperada. Se calcul6 el porcentaje de recuperacion, asi
como el coeficiente de variacion del factor respuesta en cada nivel. Se realiz6 un
contraste de varianzas para evaluar homocedasticidad en todos los niveles de
adicion.®10

Los criterios de aceptacion para linealidad fueron: desviacion estandar relativa en
cada nivel <5 %; analisis de varianza no significativo; coeficiente de correlacion
(R)> 0,99; coeficiente de determinacién (R?)> 0,98; intercepto significativamente
igual a cero; pendiente significativamente igual a 1; recuperacion en cada nivel
entre 97-103 %.8°

Evaluacion de la exactitud

Como se trata de una matriz muy compleja, en la que por un lado, estan los
excipientes tecnolégicos presentes en la formulacion y por el otro, la droga seca,
dentro de la cual se encuentran los flavonoides, en este trabajo se verifico la
exactitud de dos modos diferentes.

Método de adicion de estandar. Se pesaron para analizar, 6 muestras de polvo de
tabletas equivalentes a 0,200 g de la droga seca. Se afadi6 a cada una de ellas
cantidades crecientes de la solucion de quercetina (O, 2, 4, 6, 8, 10 ug). Se aplico
el método analitico y se determind la cantidad de flavonoides en cada una por
quintuplicado.

Los criterios de aceptacion fueron: R> 0,999; R?> 0,98; intercepto estadisticamente
igual al valor de recuperacién de la muestra sin adicién de patrén; pendiente> 0,95
y estadisticamente igual a 1.8°

Método de placebo enriquecido con muestra. Se prepard un placebo, mezclando
todos los excipientes en las proporciones en que estos estan presentes en la
formulacién. Se le afiadié a este, cantidades crecientes de la droga seca: 80, 100 y
120 % (160, 200 y 240 mg, respectivamente). Se determiné la media, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion en cada nivel de adicion. Se realiz6
un contraste de varianzas (prueba de Cochran). Se tomaron como criterios de
exactitud que el coeficiente de variacion en cada nivel fuera menor del 3 % y que la
prueba de Cochran fuera no significativa.®:°

Evaluacion de la precision

Repetibilidad. Se tomaron de las muestras preparadas para el test de linealidad, los
niveles de concentraciéon 60, 100 y 140 %. Se realizdé un contraste de varianza (test
de Levene) para evaluar posibles diferencias entre las desviaciones estandar en los
tres de niveles. Se tomaron como criterios que el coeficiente de variacion global de
los tres niveles fuera menor de 1,5 % y que el contraste de varianza fuera no
significativo.8:°
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Reproducibilidad. Se evalué utilizando dos analistas, el mismo dia, en el mismo
equipo, pero a dos temperaturas diferentes, 25 + 2 °Cy 33 + 2 ©C. Se realiz6 un
andlisis factorial para evaluar las posibles diferencias en todas las variantes
posibles. Se tomdé como criterio de aceptacion que no existiera diferencia
significativa entre las medias, ni en las desviaciones estandar en las combinaciones
posibles de los factores (p> 0,05).8:°

Evaluacion de la robustez

Se evaluod el efecto del tiempo de preparacion del reactivo desarrollador de color,
sobre la respuesta del método.

La literatura plantea que este no debe utilizarse después de 15 dias.® En este
trabajo se evalud la solucion recién preparada y 10 dias después de preparada, en
dos laboratorios diferentes. En ambos se trabajé a temperatura ambiente (32 ©C) el
dia 1 y 33 ©C el dia 10. Se realiz6 un analisis factorial para evaluar las posibles
diferencias en todas las variantes posibles. Se tomé como criterio de aceptacion
gue no existiera diferencia estadistica significativa entre las medias (p> 0,05).8°

Los resultados obtenidos fueron procesados con el software StatGraphics Plus
(v.5.1, StatkEase Co., MA, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION
SELECTIVIDAD DEL METODO

La figura 1 presenta el espectro de absorciéon del placebo, una vez que se aplicé a
este el procedimiento analitico para el desarrollo de color. La absorbancia obtenida
a la longitud de onda de trabajo (439 nm) fue igual a cero. El analisis de varianza
(tabla) mostré diferencias significativas entre las medias de la absorbancia de las
muestras evaluadas. La prueba de rangos multiples, empleando la distancia
francamente significativa (HSD, siglas en inglés) de Tukey (Fig. 2) muestra que la
absorbancia del placebo mas quercetina no fue diferente estadisticamente, de la
absorbancia de la quercetina. De igual modo, la absorbancia del placebo mas la
droga seca, no fue diferente estadisticamente, de la absorbancia de la droga seca.
Estos resultados indican que ni los excipientes tecnoldgicos, ni el material vegetal
donde estan contenidos los flavonoides, afectan la respuesta del método.8-1°

LINEALIDAD DEL METODO

En todos los niveles de concentraciéon utilizados, los valores de coeficiente de
variacion fueron menores de 1,5 %, valores por debajo del que plantea la literatura
(5 %).810 El andlisis de varianza mostré homocedasticidad en todos los niveles. El
nivel de concentracion no afect6 la respuesta del método, en el intervalo estudiado.
Se obtuvo una magnifica recuperaciéon entre el 98,72 y el 101,44 %. Los
estadisticos R y R? de la regresion fueron satisfactorios (tabla, Fig. 3). De igual
modo la pendiente fue estadisticamente igual a 1 y el intercepto estadisticamente
igual a 0. Estos datos confirman que el método es lineal en el intervalo de
concentraciones evaluado.8-10
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Fig. 1. Espectro de absorcidn del placebo,

Tabla. Resultados de la evaluacion de los parametros de validacion

Pardmetro Prueba realizada Valor Criterio™8
Selectividad | Absorbancia del placebo 0,0000 =0
Recuperacion (%) 100 £ 1,09 100 £ 3
Cw 1,30 = 5%
Regresién Cr=-0,092 + 1,0138%Ca Y= mx +b
Linealidad R 0,9993 = 0,99
R2 0,9980 ~ 0,98
Intercepto {prueba t) t= -0,5465; p= 0,6227 p= 0,05
Pendiente (prueba t) t=0,6174; p= 0,5807 p> 0,05
Adicion de estandar
Prueba de Cochran C= 0,4698; p= 0,6826 p=0,05
Regresidn Cr= 7,26 + 1,009%Ca Y= mx +b
R 0,9999 ~ 0,99
R2 0,9998 ~ 0,98
Significacion del intercepto t= 0,9092; p= 0,4147 = 7,24 ug
Exactitud Pendiente 1,009 = 0,95
Significacion de la pendiente | t= 1,8963; p= 0,1308 =1
CWglobsl 0,67 % < 3%
Recuperacion (%) 97-103 % 97-103 %
Placebo enriquecido
CV gobal 0,67 % < 3 %
Prueba de Cochran C= 0,4698; p= 0,6826 p> 0,05
Repetibilidad
Ccv 0,67 % p=1,5 %
Precision Andlisis de varianza F= 0,3670; p=0,7003 p= 0,05
Reproducibilidad
Andlisis de varianza F=1,3246; p = 0,7653 p= 0,05
FRobustez Anidlisis de varianza F= 0,70; p= 0,5114 p= 0,05
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Fig. 2. Grafico de medias obtenido en la evaluacian
de la selectividad. Prueba de |la distancia francamente
significativa {HSD) de Tukey.
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Fig. 3. Grafico de regresidn ajustado para linealidad del
metodo,

EXACTITUD DEL METODO

Los valores de recuperacion encontrados, por el método de adicion de estandar;
estuvieron entre 100,83 y 103,00. Se obtuvieron magnificos valores de R y R?
(tabla). El intercepto fue significativamente igual a la cantidad recuperada de la
muestra sin adicién de patron (7,24 pg) (Fig. 4), elemento imprescindible para
verificar la exactitud por este método.®1° Se obtuvo una pendiente
estadisticamente igual a 1. Todos los criterios evaluados cumplen los criterios de
aceptaciéon informados en la literatura para este parametro.8-1°
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Fig. 4. Recta de regresion ajustada para la
evaluacion de la exactitud.

Al evaluar la exactitud por el método de placebo enriquecido con muestra, se
observoé que el coeficiente de variacion; en todos los niveles; estaba por debajo del
3 %. La prueba de Cochran evidencié que no existen diferencias estadisticas
significativas entre las desviaciones estandar en los niveles evaluados.

Estos resultados, conjuntamente con los de la evaluaciéon por el método de adicion
de estandar, demuestran que el método permite determinar con exactitud el
contenido de flavonoides en las muestras de ensayo, en el intervalo y en las
condiciones de trabajo estudiadas.®-1°

PRECISION DEL METODO

Al evaluar la precision como repetibilidad, se obtuvo en los tres niveles de
concentracion un coeficiente de variacion < 1,30 %. El coeficiente de variacion
global fue de 0,67 %. Este valor concuerda con los expresados como criterios de
aceptacion (1,50 %).8-10 El analisis de varianza mostré un valor de la prueba de
Levene igual a 0,3670 con p valor igual a 0,7003, lo que indica que no existen
diferencias estadisticas significativas entre los valores de desviacion estandar en los
tres niveles de concentracion evaluados.

Al evaluar la reproducibilidad no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre las medias recuperadas por ambos analistas, en el mismo valor
de temperatura (t= -0,5878; p= 0,5697), ni por el mismo analista en valores de
temperaturas diferentes (t= -0,4164; p= 0,6859).

Los resultados obtenidos en los ensayos de repetibilidad y de reproducibilidad
permiten afirmar que la respuesta del método no se afecta por los cambios
introducidos. El método cumple con los requisitos establecidos en la literatura
especializada, y por tanto, es preciso.810
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ROBUSTEZ DEL METODO

La robustez de un método analitico es la resistencia al cambio en los resultados
obtenidos por un método, cuando se realizan desviaciones menores a partir de las
condiciones experimentales descritas en el procedimiento.®° El analisis factorial
realizado, mostré que no existen diferencias estadisticas significativas entre las
medias recuperadas en todas las combinaciones posibles de los factores con p valor
de la prueba F> 0,05.

Se concluye que el método espectrofotométrico para la determinaciéon de
flavonoides, utilizando quercetina como sustancia de referencia, es fiable en las
condiciones experimentales evaluadas y permite determinar con precision y
exactitud el contenido de polifenoles presentes en las tabletas de Passiflora
incarnata L.
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