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RESUMEN

Introduccion: la busqueda de técnicas analiticas para el control de la calidad de
los medicamentos constituye un aspecto de gran interés en el campo farmacéutico,
mas si van dirigidas al estudio del o los marcadores quimicos de las plantas
medicinales, sus extractos y fitomedicamentos.

Objetivo: validar un método de cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)
para la determinacién cuantitativa del aminoacido L-prolina como sustancia
marcador en la tintura de Murraya paniculata L. Jack.

Métodos: en el método por CLAR, la separacion se realizd en una columna C-18
(UP50DB-150/046), se utilizd como fase mévil una mezcla de solucién buffer
fosfato, pH ajustado a 2,4 y acetonitrilo (70:30 v/v), con una velocidad de flujo de
0,6 mL/min, modo isocratico, con deteccion ultravioleta a 440 nm. El volumen de
inyeccidn de la muestra fue de 20 pL. El método fue validado seguln la categoria I,
siguiendo las exigencias internacionales.

Resultados: la curva de calibracién fue lineal en el rango de concentraciones
ensayadas (30 a 375 pug/mL), se observd una buena precisidon con coeficientes de
variacion menores del 2 %. Los valores de recobrado estuvieron dentro de los
limites establecidos para los métodos cromatograficos (98-102 %). Se demostré la
especificidad del método, al no presentarse interferencias de picos adicionales en la
zona de elusién del compuesto de interés (L-prolina).
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Conclusiones: el método analitico por CLAR, validado para la cuantificacion del
aminoacido L-prolina en la tintura de M. paniculata, demostré ser lineal, preciso,
exacto y especifico bajo las condiciones de estudio.

Palabras clave: Murraya paniculata L., L-prolina, marcador quimico, cromatografia
liguida de alta resolucién (CLAR), control de la calidad.

ABSTRACT

Introduction: the search for analytical methods that may monitor the quality of
drugs is an issue of great interest in the pharmaceutical field, even more if they are
directed to studying chemical markers of medicinal plants, their extracts and
phytomedicines.

Objective: to validate a high-resolution liquid chromatography (HPLC) method for
the quantitative determination of the L-proline amino acid as a marker substance in
Murraya paniculata L. Jack tincture.

Methods: in the HPLC, the separation was performed on a C-18 (UP50DB-
150/046) column, with a mixture of phosphate buffer solution, pH adjusted to

2.4 and acetonitrile (70:30 v/v) used as mobile phase, the flow rate was 0.6
mL/min, isocratic mode with UV detection set at 440 nm. The injection volume of
the sample was 20 pL. The method was validated according to category I, following
international requirements.

Results: the calibration curve was linear over the concentration range tested
(30-375 mg/mL), good precision was observed with a variation coefficient less than
2 %. Recovery values were within the limits for chromatographic methods

(98-102 %). The method was specific since there was no-interference by additional
peaks in the elution zone of the compound in question (L-proline).

Conclusions: the HPLC analytical method, validated for the quantification of
L-proline amino acid in M. paniculata tincture, proved to be linear, precise, accurate
and specific under the study conditions.

Key words: Murraya paniculata L., L-proline, chemical marker, high performance
liquid chromatography (HPLC), quality control.

INTRODUCCION

La busqueda de técnicas analiticas para el control de la calidad de los
medicamentos constituye un aspecto de gran interés en el campo farmacéutico,
mas si van dirigidas al estudio del o los marcadores quimicos de las plantas
medicinales, sus extractos y fitomedicamentos, con vistas a establecer criterios
cualitativos y cuantitativos de calidad para garantizar su seguridad y eficacia. En
este sentido, deben seguirse diferentes vertientes en dependencia del conocimiento
disponible en cuanto a los principios activos; si son conocidos y aceptados, deberan
ser cuantificados empleando un método analitico apropiado. Si los componentes
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activos son desconocidos o estan en discusion, el extracto total se reconoce como el
"principio activo", y en ese caso deberan analizarse compuestos marcadores en el
control de la calidad.!?

Teniendo en cuenta, que el resurgir del uso de los productos naturales en los paises
del tercer mundo, es también, debido a una necesidad primaria en los sistemas de
salud y en la estructura econdmica, es que se considera de suma importancia el
estudio de la tintura de Murraya paniculata L. Jack, muy utilizada en el tratamiento
de los sintomas y signos de inflamacion y dolor asociados a enfermedades
osteomioarticulares.

La tintura esta incluida en el Formulario Nacional de Fitofarmacos y Apifarmacos del
Ministerio de Salud Publica de Cuba,? con una norma provisional que contempla
algunos parametros fisico-quimicos, pero adolece de estudios que permitan su
control quimico.

Estudios fitoquimicos realizados a la tintura por nuestro grupo de investigacién
demostraron que uno de los constituyentes quimicos que pudieran estar
relacionados con las propiedades farmacoldgicas informadas? es la L-prolina, un
aminoacido no esencial que presenta efecto antiinflamatorio y es importante para
restaurar la fluidez en las junturas, tendones y huesos. Sus beneficios como
suplemento dietético estan dirigidos principalmente a la estructura y mantenimiento
del cuerpo, y es fundamental en el tratamiento de la osteoartritis.*>

Con el proposito de contar con un método rutinario que permita el control quimico
de calidad de la tintura de M. paniculata, el trabajo persiguié como objetivo validar
un método de cromatografia liquida de alta resolucidn para la determinacion
cuantitativa del aminoacido L-prolina como sustancia marcador del fitopreparado.

METODOS

Se utilizaron muestras de tintura de M. paniculata y como estandar de referencia
L-prolina (99 % de pureza, procedente de la Merck).

En el desarrollo del método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion se
empled un cromatografo liquido Smartline (Knauer, Alemania) compuesto por una
interfase Manager 5000, una bomba cuaternaria S-1000, horno para columnas
(Knauer), autoinyector Marathon 3800 (Knauer), detector UV-2500 todo integrado
al programa ClarityChrom v 2.4 para la adquisicidn, procesamiento y reporte de
datos (Knauer, Alemania). Las condiciones cromatograficas mas adecuadas de
trabajo fueron las siguientes:

- Fase mavil: solucion buffer fosfato pH= 2,4: acetonitrilo (70:30 v/v)

- Detector UV: 440 nm

- Flujo: 0,6 mL/min, modo isocratico

- Volumen de inyeccion: 20 L

- Columna: C-18 (UP50DB-150/046), No de serie 1105333, lote A-5-7130,
fabricante (Interchim, Francia).

- Temperatura de la columna: 25 °C
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El método fue validado segun la categoria I, siguiendo las exigencias
internacionales.®® Se determinaron los parametros siguientes:

Linealidad: en la comprobacién de la linealidad se procedié a realizar una curva de
calibracién de area vs. concentracion del estandar (L-prolina) en el orden de 30,
50, 200, 300 y 375 pg/mL. Se efectud un analisis de regresion lineal para
determinar los coeficientes de correlacion r (= 0,99) y coeficiente de determinacion
rZ (= 0,98), una prueba de linealidad para definir el coeficiente de variacion de los
factores de respuesta (CVf) el cual debe ser < 5 %, la significacion estadistica de la
varianza de la pendiente donde la desviacion estandar relativa (Sbrel) debe ser

< 2 % vy la prueba de proporcionalidad para el intercepto donde t experimentai< ttabulada,
demostrandose que este no debe ser significativamente diferente de cero.

Precision: la precisidn se evalué en términos de repetibilidad y precision
intermedia.

- Repetibilidad: se realizé a través del analisis de los valores de areas obtenidos
tras la inyeccion en el equipo de multiples alicuotas de la tintura. Se efectuaron
10 inyecciones, cada una de 20 pL. El criterio de aceptacion es un coeficiente de
variacion (CV) < 2 %.

- Precision intermedia: se efectud con la misma tintura, pero inyectada seis veces,
por cada analista, dias diferentes (dos analistas, dos dias). Como criterio se exige
que el coeficiente de variaciéon (CV) sea < 2 %.

Se realizé una prueba de significacién de Fischer donde Fexperimental < Ftabulada para
demostrar que las precisiones son similares y una prueba de significacion de

t Student mediante la cual se determina que no existen diferencias significativas
entre las medias alcanzadas por los analistas al ser texperimental < ttabuiada.

Exactitud: se realizé el estudio por el método de adicidon de patrén. Para ello, se
prepararon tres muestras por adicién de cantidades exactas de analito patrén (L-
prolina) a las concentraciones de 30, 200 y 375 pg/mL del contenido tedrico y cada
muestra se analizo por triplicado. Se determind estadisticamente la relacion entre
las concentraciones calculadas y afadidas, a través de una curva de recuperacién, y
para verificar que no existian diferencias significativas entre el porcentaje de
recobrado promedio y el 100 % de recobrado, se realizd la prueba t de Student. Se
aplicé ademas el ensayo de Cochran (G) con vistas a comprobar si la variacion de la
concentracion producia diferencias significativas en los resultados.

El porcentaje de recobro se calculd por la expresion siguiente:

Concentracion calculada « 100

2% de Pecobro= - —
Concentracion afiadida

El método es exacto si se obtienen porcentajes de recobrado entre un 98 y 102 %,
si el coeficiente de variacion total es < 2 % vy si los resultados del analisis de
regresion lineal cumplen con los criterios de aceptacion para la linealidad
(coeficiente de correlacion (r) = 0,99, coeficiente de determinacion (r?) = 0,98; en
la significacidn estadistica de la varianza de la pendiente la desviacidon estandar
relativa (Sbrel) debe ser < 2 % y en la prueba t de proporcionalidad para el
intercepto t experimental debe ser menor que ttabuiada.
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Especificidad: para demostrar este parametro se sometieron las muestras
(sustancia de referencia y tintura de M. paniculata) a hidrélisis acida con acido
clorhidrico al 1 N (reflujo una hora) e hidrélisis alcalina con hidréxido de sodio al

1 N (reflujo 1 h). Posteriormente todas fueron inyectadas en el equipo y se
desarrollé el método, se obtuvieron los cromatogramas correspondientes para
analizar si existia solapamiento o no entre el compuesto de interés (L-prolina) y sus
productos de degradacion.

Las muestras sometidas a hidrélisis también fueron analizadas por cromatografia en
capa delgada con vistas a detectar posibles degradaciones por las vias evaluadas.

El método se considera especifico si:

- No aparecen nuevas sefiales en el cromatograma y (o) de aparecer, no deben
interferir con el tiempo de retencién correspondiente al analito de interés.

- El método debe ser capaz de detectar Unicamente el analito o en su defecto,
separarlo de sus impurezas y (o) productos de degradacion, si aparecen durante la
degradacion artificial.

Los parametros de validacion se procesaron matematicamente utilizando el paquete
estadistico Statgraphic Plus 5.0.

RESULTADOS

En el estudio de linealidad se obtuvo una curva de calibracion con la ecuacion de la
recta Y= 1,1711X + 0,013, un coeficiente de correlacién lineal (r) de 0,9992
(= 0,99) y un coeficiente de determinacion (r?) de 0,9984 (= 0,98).

En la prueba de proporcionalidad para el intercepto, el valor de texperimental fue de
0,0047, menor que la ttabulada (3,18) y una probabilidad (p) de 0,9963, mayor de
0,05, lo que demuestra que el intercepto no es significativamente diferente de cero
para un 95 % de confianza. Los resultados de la significacién estadistica de la
varianza de la pendiente mostraron una desviacion estandar relativa (Sbrel) de
1,02 %, la texperimentai= 1,14 menor que el valor tabulado (3,18), cumpliéndose la
hipotesis nula de b= 1 para un nivel de confianza del 95 %. La prueba de linealidad
mostrd un coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CVf) de 0,43 %,
inferior al normado (< 5 %), lo que evidencia que los factores de respuesta fueron
semejantes entre si. La tabla 1 muestra los resultados del estudio de linealidad.

En la tabla 2 y 3 se recogen los resultados del estudio de repetibilidad y precision
intermedia respectivamente. Como queda demostrado se observa una buena
precisidon con CV menores al 2 %. Se define que la precision en condiciones
intermedias su CV debe ser igual o mayor que la repetibilidad, aspecto que se
cumple en el estudio y que fue confirmado por la prueba de Fischer.
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Concentracion

de L-prolina
(pg/rmL)
30

50

200

300

375

Muestra

Tintura de
M. paniculata

: . Criterios
Areas Parametros ;
. } establecidos por la
{mav.s) analizados .
literatura
35,18 r= (,9992 r= 0,99
ri= 0,9984 riz 0,98
58,34 cvf= 0,43 % cVf< 5 %
Pendiente (b)
235,37 Shre= 1,02 %% Shre1= 2 %%
fep= 1,14 Lewp< Gab
tiabulada= 3,8 b= 1
349,48 Intercepto (a)
tewp= 0,0047 tep < Gab
440,08 b= 3.8 = 0
Tabla 2. Estudio de repetibilidad
. Areas Pardmetros Criterios
Réplicas \ . establecidos por
{mAVv.s) analizados I3 literatura
1 220,84
2 226,12
2 224, 04
4 219,25
[ 220,93
- CW= 1,48 %% CWV= 2 %
& 222,27
7 221,73
g 219,34
Q 215,05
10 226,98

Tabla 1. Estudio de linealidad

Los resultados del ensayo de exactitud se muestran en la tabla 4. Como se puede

apreciar, el porcentaje de recuperacion de analito (L-prolina) estuvo dentro del

intervalo exigido (98-102 %), no existieron diferencias significativas entre el
recobrado promedio (100,21 %) y el 100 %, al ser t experimentai< ttabulada

(0,34< 4,30). El coeficiente de variacion resultd ser (1,81 %) menor del 2 %.

Al evaluarse estadisticamente el grafico del porcentaje de L-prolina calculado contra
el afladido, se cumplié con los criterios de aceptacion para la linealidad. La curva de
regresion lineal obtenida tuvo una ecuacién de la recta Y= 1,0099X - 0,09 con un
coeficiente de correlacion (r) de 0,999 y un coeficiente de determinacion de 0,998.
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Tabla 3. Estudio de precision intermedia

] . Parametros
Muestra Analistas Areas (mAV.s)
calculados
Analista 1 Dial | Dia2
(réplicas)
1 220,84 | 218,32 | Media= 221,82
2 226,12 219,56 Cv= 1,14 %
3 224,04 221,87
4 219,25 221,23
] 220,93 226,41
. G 222,27 221,04 )
Tintura de F‘ - . Media= 221,36
M. paniculata Analista 2 Dia 1 Dia 2 Cv= 1,87 %
(réplicas)
1 225,82 221,99
2 219,04 216,10 | CVigal= 1,52 %
3 221,56 223,00
. Fep= 0,37
4 217,14 226,91 Frb= 4,54
5 226,30 217,12
. _ tewp= 0,47
5] 216,09 225,53 bab= 2,23

Criterios establecidos
por la literatura

CW= 2 %
Fe‘q)"-: Ftab

Mo existen diferencias
significativas entre la
precision alcanzada por
las analistas

texp< b

Mo existen diferencias
significativas entre las
medias alcanzadas por
las analistas

Media: valor medio alcanzado por los analistas, CV: coeficiente de variacicn,
t: valor de distribucidon de Student, F: valor de Fischer.

Tabla 4. Resultados del estudio de exactitud

Concentracidn Concentracidn

. : Porcentaje o
de L-prolina de L-prolina de recobro Resultados Criterios
afiadida calculada (%) establecidos
(pg/mL) (pg/mL) Y
20,83 102,76
30 29,24 97,45 Roromedo=100,21% | o o0 0o o
29,71 Q9,03
- - CW = 1,81 %%
198, 13 99,06 eral = SB5 R CVE 2 %
200 202,96 101,48 EEKD—: 405?][;. e g
199,03 99,51 b= 4,
280,00 102,93 Gewp= 0,85 - -
375 373,84 99,69 Grap= 0,87 e Grab
375,16 100, 04
Riremesio: Frecobrado promedio; CV: coeficiente de variacidn;

t: valor de distribucion de Student; G: valor de Cochran.

El intercepto de la recta no fue significativamente diferente de cero al ser texperimental
(-0,39) menor que la ttabulada (3,18). Por su parte, la significacién estadistica de la
varianza de la pendiente mostrd una desviacion estandar relativa de 0,92 %, menor

del 2 %.

Como resultado del estudio de especificidad, los productos de degradacion
generados durante el proceso de hidrélisis acida y alcalina no interfieren con la
determinacion de L-prolina, al no encontrarse solapamiento entre los picos, bajo las
condiciones ensayadas. En las figuras 1 y 2 se representan los cromatogramas del
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analisis por CLAR y cromatografia en capa delgada respectivamente, de la sustancia
de referencia y las muestras de tintura de M. paniculata, posterior a los procesos

degradativos.
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15,50 9

114,42 9

i Producto de degradacian (PD1)

15,62 10 PD3

io
min

10
min

20 .
min

& sustancia de referencia (L-prolina) sometida a hidrdlisis acida; B: sustancia de referencia
sometida a hidrdlisis basica; C: tintura de M, panicwiata sometida a hidrdlisis acida;
D tintura de M, panicuiata sometida a hidrdlisis basica; P prolina; PD1, PD2, PD3: productos

de degradacidn,

Fig. 1. Cromatogramas del andlisis por CLAR en el estudio de especificidad,
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i T I _' I'L‘Ff -.}_.‘,'f!h

aclf
I: L-prolina; II: L-proling sometida a hidrdlisis acida; I L-prolina sometida a hidrolisis
basica; IV: tintura de M, panicwiafs sometida a hidralisis acida; Vo tintura de M, panicuizts
sometida a hidradlisis basica, 1 Rf=0,18; 17 Bf= 0,05; 2: Rf= 0,29,
Soporte: gel de silice sobre soporte de vidrio; fase mavil: n-butanol; acido acetico:agua
(¢:1:1); revelador: solucidn de ninhidrinafcalaor.

Fig. 2. Cromatografia en capa delgada del estudio de especificidad.

DISCUSION

Los resultados (tabla 1) manifestaron la linealidad del método propuesto. La curva
de calibracién obtenida se comporté de forma lineal en el rango de concentraciones
evaluadas, cumpliendo con la ley de Lambert-Beer; se obtuvieron coeficientes de
correlacion lineal (r) y de determinacion (r?) superiores a los exigidos, existiendo
una correlaciéon con un grado de probabilidad elevada, asi como, un grado de
relacion entre las variables concentracion y respuesta detectada por el equipo
empleado, al ser r cercano a la unidad.®®

La prueba de linealidad evidencié un coeficiente de variacion de los factores de
respuesta inferior al normado (< 5 %), lo que evidencia que los factores de
respuesta fueron semejantes entre si. Se demostré que el intercepto no difiere
significativamente de cero para un 95 % de confianza. Los resultados de la
significacion estadistica de la varianza de la pendiente mostraron una desviacién
estandar relativa (Sb rel) menor del 2 % que es el valor establecido por la literatura
y la pendiente fue cercana a la unidad.”
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Los resultados del estudio de repetibilidad (tabla 2) mostraron que el ensayo
cumple con el requisito establecido de ser el coeficiente de variacion (CV) menor
del 2 %. El ensayo de precision intermedia (tabla 3) evidencié que no existian
diferencias significativas entre las precisiones alcanzadas por los dos analistas en
dias diferentes, al efectuarse la prueba de significacién de Fischer, siendo Fexperimental
(0,37) < Ftabuiada (4,54). Una vez demostrada que las precisiones eran similares, se
aplicé una prueba t de Student mediante la cual se determind que no existian
diferencias significativas entre las medias alcanzadas por los analistas al ser
texperimental (0,47)< ttabulada (2,23).

Los valores de porcentaje de recobrado estuvieron dentro de los limites
establecidos para los métodos cromatograficos (98-102 %), y los valores del
coeficiente de variacién para cada concentracién estudiada y el total, resultaron ser
menores del 2 %. Al aplicar la prueba de Cochran (G) se obtuvo que Gealcuiada fue
menor que Gtabulada (probabilidad de 0,05; k= 3; n= 3); por lo tanto, las varianzas
de las tres concentraciones empleadas son equivalentes, lo que indica que la
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.”?

De acuerdo con los resultados que se exponen en la figura 1, relacionados con la
especificidad del método, las muestras sometidas a hidroélisis acida generaron un
producto(s) de degradacion (PD1) con un valor de tiempo de retencién mayor que
el compuesto de interés (P), o sea, un pico de pequefia intensidad con un tiempo
de retencidn de 2,76 min (Fig. 1) (A) para el patrén degradado y 2,73 min para la
tintura sometida a las mismas condiciones (Fig. 1) (C), el cual pudiera estar
relacionado con la mancha 2 de Rf= 0,29 que se evidencia en la figura 2.

Como resultado de la hidrolisis alcalina también se generaron productos de
degradacion que se reflejaron en el cromatograma con un pico de mayor intensidad
(PD2) que el producto obtenido de la hidrdlisis acida (PD1), y menor tiempo de
retencion que la sustancia de interés, es decir, 1,85 min (Fig. 1) (B) y 1,88 min
(Fig. 1) (D) para el patron y la tintura respectivamente, el cual pudiera estar en
correspondencia con la mancha 1’ de color amarillo de Rf= 0,08 que aparece en la
cromatoplaca de la figura 2. Bajo estas mismas condiciones, en la tintura aparece
otra nueva sefial a un tiempo de 14,42 min (PD3), que no interfiere con la del
marcador quimico.

En ambos estudios de degradacion artificial, se encontré una disminucion en los
valores de areas del marcador quimico (L-prolina) respecto a las muestras sin
degradar, por tanto, el método también es capaz de detectar los posibles cambios
por degradacién del compuesto de interés bajo las condiciones de estudio.

Con los resultados obtenidos se demuestra la especificidad del método,”° al no
presentarse interferencias de picos adicionales en la zona de elusién del producto
de interés (L-prolina), ya que los productos de degradacién presentan tiempos de
retencidn diferentes al marcador quimico.

En conclusién, el método analitico por CLAR, validado para la cuantificacion del
aminoacido L-prolina en la tintura de M. paniculata, demostré ser lineal, preciso,
exacto y especifico bajo las condiciones de estudio, ya que cumple con los criterios
de aceptacion establecidos en la literatura para estos parametros, lo cual
demuestra su utilidad en el control de dicho marcador quimico en la preparacion.
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