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Resumen

En el presente trabajo se expone una técnica analitica cuantitativa que permite determinar la concentracién de quinonas
presentes en ladroga cruday en el extracto fluido de la Senna alata (L.) Roxb., conocida popul armente como
Guacamaya francesa. Se modificaron algunos aspectos del procedimiento analitico como fueron el tiempo de reflujo,
tiempo de desarrollo de color y laforma en que se trabajo con las fases etéreas. Se estudiaron 3 métodos de
cuantificacion, todos mostraron buena linealidad, exactitud y precision pero se seleccion6 agquel que redujo en mayor
porcentgje |as interferencias debidas a los productos de degradacion y fue e método de espectrofotometria diferencial,
gue ademas, mostré mayor especificidad y un menor porcentaje de error. Se empled una solucién de referencia de
CoCl,. Las modificaciones introducidas en el procedimiento analitico permitieron disponer de unatécnicarapiday

sencilla, ideal para ser realizada en un centro de produccion farmacéutica.
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Actualmente en el mundo y muy especialmente en Cuba se encuentra en auge la Medicina Tradicional Herbolaria.
Senna alata (L.) Roxb. o Cassia alata L. perteneciente alafamilia Caesalpinaceay conocida como Guacamaya francesa
tiene un amplio uso popular como antiherpético, diurético, anticatarral y contra afecciones cuténeas.1-4 Investigadores
cubanos han comprobado algunas de las propiedades terapéuticas y antimicrobiana de esta planta (Sardifia CR y otros.
Uso de la Guacamaya francesa en €l tratamiento de micosis superficiales dermatol égicas. La Habana, Facultad de
Ciencias Médicas “ Julio Trigo Lopez”, Departamento de Ciencias Clinicas; 1995) (Guerra Orddfiez M. Guacamaya
francesa. Evaluacion de la actividad antimicrobianain vitro. Informe de Investigacion, CIDEM, Mayo 1995) (Ortega E
y otros. Estudio de la actividad antimicrobianain vitro de extracto de Senna alata frente a cepas de interés en
dermatologia, Coldn, Matanzas, 1994). Su demostrada propiedad antimicética se debe a las antraguinonas presentes en
la composicion quimica de esta planta originaria de América Tropical, de ahi laimportancia de desarrollar unatécnica
analitica, rapiday sencilla, para cuantificar este principio activo con laintencion de contribuir a desarrollo de nuevos
farmacos.

Métodos

Se desarroll6 una técnica analitica basada en la reaccion de Borntrager que es e fundamento tedrico de los
procedimientos descritos en la literatura para cuantificar antraquinonas totales,1-4°-7entre ellos, e método colorimétrico
de Anterhoff y Ball 7 empleado en este trabajo. Otra referencia que recoge estos procedimientos es la siguiente: Wall
ME, JAm Pharm Assoc Sci. Ed. 43,1. 1954; citado por Dominguez Xarge en M étodos de Investigacion Fotoquimica.
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Meéxico: Editorial Limusa; 1973.p. 281.

La parte de la planta que se empled para obtener la droga cruda fueron las hojas recolectadas de una planta florecidaen
época de primavera, cultivada en los terrenos de unaresidencia sita en calle 80 en el municipio Marianao, La Habana.
Estas hojas fueron identificadas por €l Dr. Victor Fuentes Fiallo del Instituto de Investigaciones Fundamentales en
AgriculturaTropical (INIFAT) y depositadas en su herbario con € nimero 488.

L as hojas fueron extendidas en bandegjas perforadas para ser secadas ala sombra a temperatura ambiente y volteadas
diariamente durante 7 dias. Pasado ese tiempo, fueron pulverizadas hasta polvo fino (0,250 mm) en un molino de
cuchillay martillo marca Dietzmotoren KG de procedencia alemana.

Procedimiento técnico

Se pesaron, en balanza analitica, 5g de droga cruday se procedi6 alahidrélisisy extraccion de las antraguinonas
mediante la adicion de 100 mL de agua Y reflujo de la mezcla obtenida en bafio de agua hirviendo durante 15 min.
Transcurrido este tiempo se logré una solucion de la que se extrajeron 2 porciones de 20 mL, aunade estas sele
adicionaron 20 mL de &cido clorhidrico 0,1 mol/L y 1,2g de tricloruro férrico (solucion I), a laotraporcion solo sele
ahadieron los 20 ml de acido clorhidrico 0,1 mol/L (solucion 11).

Las soluciones | y Il fueron reflujadas durante 1 h, posteriormente se le realizaron 3 extracciones sucesivas con éter. Las
fases etéreas fueron lavadas 2 veces con agua (10 mL) y evaporadas, 10s residuos fueron redisueltos con 100 mL de una

solucién de hidréxido de potasio 1 mol/L, obteniéndose asi las soluciones 1! y 111

De estas soluciones fueron pipeteados 20 mL respectivamente, a cada porcion se le afiadieron 5 gotas de solucion de
permanganato de potasio a 5 %, calentando sobre bafio de agua luego de cada adicién. Este proceder se repitio hasta no
observarse decoloracion del agente oxidante.

Unavez concluido este proceso degradativo, las fracciones de las soluciones I! y 11! fueron extraidas con 3 porciones de
25 mL de éter en cada caso, |las fases etéreas respectivas fueron lavadas 2 veces con 10 mL de agua en cada ocasion y
finalmente se evaporaron. El residuo se redisolvié en 20 mL de la solucion de hidroxido de potasio 1 mol/L para

obtener, respectivamente, las soluciones !y 111,

Lassoluciones !, 1!, 1y 11! se sometieron a 30 min de calor en bario para propiciar € desarrollo del color rosado o
rojo caracteristico de las oxiantraquinonas en medio alcalino. L os volimenes respectivos fueron corregidos unavez
enfriadas las mismas.

Para precisar €l porcentaje a que se podian reducir las interferencias debidas a los productos de degradacion que
interfieren en las determinaciones del principio activo, se emplearon 3 métodos de cuantificacion que se aplicaron por
separado alas soluciones I!, I, 111, y 1! en |as que estaban contenidos los productos de oxidacién y |las antraguinonas,
respectivamente. Finalmente, |os porcentajes fueron hallados determinando las relaciones entre |os val ores obtenidos

para |as soluciones que contenian las antraguinonas y |os respectivos productos de degradacion, es decir, serelaciond I!
conllly I con I,

L os métodos empleados fueron:

e Espectrofotometria directa
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Donde la concentracion de antraguinonas se obtuvo por comparacion con una solucion de referencia de CoCl, através
de lasiguiente férmula:

Cm= Am*Cr/Ar con Absorbancia proporcional alaconcentracion (A a C).
Cm es la concentracion de antraquinonas.
Am es la absorbancia de la muestra.
Cr eslaconcentracion de la solucién de referencia
Ar eslaabsorbancia de la solucién de referencia.

e Espectrofotometria diferencial

Con este método se eliminala absorcion irrelevante cuando la misma se mantiene constante en un rango de longitudes
de onda. Se emplea unaformulasimilar ala espectrofotometria directa, pero sustituyendo A por A A:

Cm=A AmM*Cr/A ArconA Aa C

e Espectrofotometria de la segunda diferencial de la absorbancia con relacion alalongitud de onda.

Permite la eliminacién de la absorcion irrelevante cuando estaeslineal en un rango de longitudes de onda (pendiente
igual o diferente de cero). Se determinala absorbancia a 3 longitudes de onda equidistantes entre si, lalongitud de onda
intermedia debe coincidir con el maximo de absorcion del compuesto a determinar.

Si setiene que €l polinomio AA1-2AA2+AA3 es proporcional ala concentracion del farmaco se puede calcular esta
Ultima de formasimilar ala descrita en los 2 métodos anteriores, pero sustituyendo A y A A por € vaor del polinomio.

A dichas variantes de cuantificacion empleadas se les realizé una validacién preliminar en cuanto alinealidad, precision
y exactitud, para seleccionar la més apropiada pararealizar el control de lacalidad y los estudios de estabilidad del
extracto fluido.

Finalmente se evaluaron las influencias de modificaciones de |a técnica sobre | os resultados obtenidos con el extracto
fluido, paraello se mgoraron condiciones tales como: el tiempo de reflujo, e tiempo para desarrollar €l color y €l
procedimiento a seguir durante el trabajo con lafase etérea (tablaly 2).

Se prepararon 3 replicas de 3 muestras a diferentes concentraciones en relacion con el porcentaje nominal promedio en
el extracto, es decir, al 50, 100 y 150 % respectivamente, la del 100 % se tomé como referencia debido ala carenciade
un patron especifico para antraguinonas, 1o que posibilitd realizar un estimado del porcentgje de recobro (R) (figura 1).

Tabla1l. Absorbancias de las muestras obtenidas a distintos tiempos de reflujo

A (nm) | Muestras |
| R-1h I R-2h I R-3h I R-4h |

400 I 0,69 I 0,64 I 0,73 I 0,82 |
500 | 0,375 I 0,33 I 0,425 I 0,42 |
525 I 0,325 I 0,28 I 0,36 I 0,36 |
|

600 | 0,095 | 0,065 | 0,07 | 0,10
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Tabla 2. Absorbancias de las muestras obtenidas a los distintos tiempos del desarrollo del color

A (nm) | Muestras |

| 30" de calor | 60" de calor I 90" de calor || 120" decalor |
400 I 0,40 I 0,38 Il 0,38 I 0,38 |
420 I 0,335 I 0,325 Il 0,32 I 0,33 |
440 I 0,285 I 0,275 Il 0,275 I 0,28 |
460 || 0,26 I 0,255 || 0,255 I 0,265 |
480 I 0,275 | 0,27 I 0,27 || 0,28 |
500 I 0,285 | 0,285 I 0,28 || 0,29 |
520 | 0,265 I 0,26 || 0,26 I 0,27 |
525 || 0,255 || 0,225 I 0,25 I 0,255 |
540 I 0,21 I 0,205 Il 0,205 I 0,205 |
560 || 0,14 | 0,14 I 0,13 I 0,13 |
580 I 0,08 I 0,085 I 0,075 I 0,0075 |
600 I 0,055 || 0,055 I 0,045 || 0,045 |

Fig .1. Absorbancias de las muestras obtenidas en la evaporacion y extraccion del éter.
Resultados

Se obtuvieron los espectros de absorcién exhibidos por las muestras ! y 11! en €l rango entre los 400 y 600 nm (figura
2) y los espectros de las soluciones donde se encontraban contenidos |os productos de oxidacién (figura 3).

Fig. 2. Absorbancias de las muestras 'y |1' y del patrén de CoCl >
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Fig.3. Absorbancias de las muestras " y 11".
Al aplicarse las variantes mateméti cas de cuantificacion descritas en los métodos se obtuvieron |os siguientes resultados:

Espectrofotometria directa

Hidrdlisis en presencia de tricloruro férrico: 21,55 %.

Hidrélisis en ausencia de tricloruro férrico: 33,3 %.

Espectrometria diferencial

Hidrdlisis en presencia de tricloruro férrico: 12,2 %.

Hidrdlisis en ausencia de tricloruro férrico: 21,4%.
Espectrometria de la segunda diferencial

. Hidrdlisis en presenciade tricloruro férrico: 2,44 %.
. Hidrdlisis en ausencia de tricloruro férrico: 100 %.

L os valores de absorcion obtenidos de las muestras de extracto fluido cuando se realizo la técnica con las condiciones
mejoradas, se muestran en el espectro delafigura3y lastablas 1y 2.

Discusion

L os espectros de absorcién exhibidos por las muestras ! y 11! en el rango entre los 400 y 600nm (figura 1) permitieron
inferir que el mayor contenido antraguinonico fue obtenido en el ensayo donde la hidrdlisis se habia realizado en
presencia de tricloruro férrico (solucion 1), ya que la presencia de este facilita la ruptura del enlace del carbono
glicosidico y por tanto, la obtencién de quinonas libres y quinonas unidas en forma de glicésidos. Esto se comprobé ya
que lasolucion 1! fue la que presenté mayores valores de absorbanciay un comportamiento similar a de la solucion de
referencia, principa mente en el rango de los 520 y 600 nm.

El andlisis de los espectros de las soluciones donde se encontraban contenidos los productos de oxidacién, soluciones !
y 11!l (figura 3) permitié predecir que estos productos eran capaces de causar interferencias en las determinaciones de
antraguinonas.
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Con €l objetivo de cuantificar a que porcentaje se podian reducir tales interferencias se aplicaron las variantes
mateméti cas descritas en el acpite de métodos. Se pudo apreciar que en los casos en que la hidrdlisis se realiz6 en
ausenciade tricloruro férrico los porcentajes de interferencias fueron mayores. El método mateméatico escogido como
idoneo fue la espectrofotometria diferencial, yaque fue, para ambos procesos hidroliticos la variante que redujo en
mayor grado las interferencias y ademés porgue a hacer las pruebas estadistica de estas variantes ( pruebat de 2 colasy
un nivel de significacion (a) de 0,05), fue el método que present6 un valor de recobro cercano a 100 %, lo que es
indicio de una buena exactitud.

Durante la seleccidn de los requisitos (condiciones mejoradas) bajo |os cuales se debia aplicar latécnica analitica al
extracto fluido se alcanzaron los siguientes resultados, que se discuten a continuacion:

. Tiempo dereflujo: la observacion de las absorbancias para cada muestra obtenida (tabla 1) permitié comprobar
que con sélo 1h de reflujo se obtenian altos val ores de absorbancias que s6lo mostraron un incremento muy
ligero al aumentar el tiempo de tratamiento. Esto favorece la rapidez de la técnica, existe unamenor degradacion
de los productos de interés, por calentamiento y por tanto la formacion de productos de degradacion que
interfieran en latécnica.

Evaporacion o extraccion del éter: €l andlisisde lafigura 1 permiti6 seleccionar parala aplicacion de latécnica
la evaporacion del éter, porque la sefid registrada para este caso se correspondid con mayores valores de
absorbancia. Los valores mas bajos correspondieron a proceso de la extraccion pues durante su realizacion existe
la posibilidad de que ocurra la pérdida de antraquinonas.

. Tiempo del desarrollo de color: las absorbancias registradas a las muestras resultantes del desarrollo de color a
distintos tiempos (tabla 2), demostraron que paralograr €l color caracteristico de |las oxiantraquionas en medio
alcalino era suficiente aplicar calor por solo 30 min, puesto que a partir de ese periodo los valores de
absorbancias se mantenian constantes.

Finalmente se puede concluir que se desarroll6 una técnica analitica que permitio cuantificar las antraguinonas presentes
en la Senna alata, técnica ala que se le introdujeron modificaciones que la convierten en un procedimiento répido y
sencillo; ideal pararealizar este andlisis en un centro de produccion farmacéutica.

Summary
Analytical technique to quantify the anthraquinones present in Senna alata (L.) Roxb. (Guacamaya francesa)

An analytical quantitative technique that allows to determine the concentration of quinones present in the crude drug and
in the fluid extract of Senna alata (L.) Roxb., popularly known as *“ Guacamaya francesa’, is exposed. Some aspects of
the analytical procedure, such as the reflux time, the color development time and the way in which the ethereal phases
were worked with, were modified. 3 methods of quantification were studied. All of them showed a good linedlity,
exactness and precision, but the differential spectrophotometry method was selected since it reduced in a higher
percentage the interferences due to the degradation products, and it also had the highest specificity and the lowest
percentage of error. A reference solution of CoCl, was used. The modifications introduced in the analytical procedure

allowed to have afast and simple technique to be applied in a pharmaceutical production center.
Key words. Senna alata (L.) Roxb., crude drug, fluid extract, reflux, ethereal phases.
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