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RESUMEN

Introduccidn: extractos acuosos de Rhizophora mangle L. (mangle rojo)
presentan alto contenido de taninos que le confieren propiedades de antiséptico y
cicatrizante.

Objetivo: demostrar la validez de un método de cuantificacién de taninos totales
para el control de calidad de formulaciones semisélidas de mangle rojo.

Métodos: se estudiaron los indicadores de linealidad, precisién, exactitud,
selectividad, y robustez, sugeridos por la USP y la Regulaciéon 41 del CECMED para
métodos cuantitativos de contenido o pureza de principios activos mayoritarios.
Resultados: se demostroé la linealidad en el rango de 0,40-1 mg/mL del patréon
empleado, se obtuvo la ecuacion de la recta, con coeficientes de determinacion y
correlacion (r? y r) de 0,9912 y 0,9956; el intercepto y la pendiente, no difirieron 0
y 1, respectivamente. Los estudios de recobrado mostraron porcentajes de recobro
superiores a 98 % en los diferentes niveles de concentracion ensayados indicativos
de una adecuada exactitud. El método resulté ser preciso tanto en condiciones
6ptimas de repetibilidad como en condiciones intermedias. Los resultados de la
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selectividad mostraron que la respuesta del método no presento interferencias con
otros componentes de la formulacién, asi como la ausencia de respuesta en los
placebos. La robustez quedé comprobada al no obtenerse diferencias significativas
entre los resultados obtenidos de corridas del ensayo normal y corridas con
cambios (temperatura y tiempo de la centrifugacion, variaciones pequefias del pH
del buffer) que resultaron no significativos.

Conclusiones: el método de cuantificacién de taninos totales resulta confiable para
la evaluacién de estos compuestos en la formulacion semisélida estudiada.

Palabras clave: Rhizophora mangle L., validaciéon, formulaciones semisdlidas,
taninos totales.

ABSTRACT

Introduction: Rhizophora mangle L. (red mangrove) aqueous extracts have high
tannin content that gives them antiseptic and healing features.

Objective: to demonstrate the validity of total tannin quantitative determination
method for the quality control of semi-solid red mangrove formulations.

Methods: The linearity, precision, accuracy, selectivity and robustness indicators
were studied in pursuant to the USP guidelines and the Regulation 41 of CECMED
for the quantitative determination methods of the content or purity of majority
active principles.

Results: the linearity in the 0.40-1 mg/mL range of the used pattern was proved,
the equation of the straight line with determination and correlation (r* y r)
coefficients equal to 0.9912 and 0.9956 respectively were obtained, and the
intercept and the slope did not differ from 0 and 1, respectively. The recovery
studies showed recovery rates over 98 % at the various levels of concentration
tested, which indicated adequate accuracy. The method was precise both in optimal
repeatability conditions and intermediate conditions. The selectivity results revealed
that the method response did not interfere with other components of the
formulation, and that there was no response in the placebos. Robustness was
confirmed since no significant differences between the results from the normal test
runs and from the test runs including changes (temperature and centrifugation
time, slight variations in the buffer pH) were observed, being all these results not
significant.

Conclusions: the total tannin quantitative determination method was reliable for
the evaluation of these compounds in the studied semi-solid formulation.

Key words: Rhizophora mangle L., validation, semi-solid formulations, total
tannins.

INTRODUCCION

El desarrollo de medicamentos de fuentes naturales constituye una prioridad en el
mundo, debido a la eficacia demostrada por los principios activos obtenidos de
estas fuentes, asi como otras ventajas relacionadas con la disminucion de las
reacciones adversas y toxicidades asociadas, ademas de la disponibilidad de las
materias primas vegetales si se sustentan en un programa de explotacion
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sostenible. Los organismos de salud (OMS) internacionales estimulan, cada vez
mas, la investigacion y busqueda de farmacos a partir de fuentes naturales,
basados en la experiencia tradicional del uso de estas fuentes para aliviar y curar
enfermedades y exigen el inventario sistematico de los ensayos preclinicos y
clinicos que se realizan con productos derivados de plantas.? Dentro de la diversa y
abundante flora tropical, a partir de la cual se han obtenido nuevos candidatos a
productos naturales de actividad probada en estudios in vivo e in vitro,® desde hace
algunos afos se investiga en la evaluacion farmacolégica y el desarrollo de
formulaciones a partir de Rhizophora mangle L., para uso animal y humano, con
resultados preclinicos y clinicos que han demostrado su actividad y eficacia como
cicatrizante, antiséptico y antioxidante,*”’ debido mayoritariamente a la presencia
de taninos. Por ser estos compuestos fenélicos (taninos), los principios activos de
estas preparaciones, ha sido necesario contar con un método de analisis
cuantitativo confiable para ser empleado, tanto en la investigacion como en los
controles de proceso de los productos intermedios y en el control de calidad de los
productos finales. Por esta razén, se estandarizé un método basado en la
precipitacion con proteinas de los compuestos fenélicos sugerido por Hagerman y
Butler,® y posteriormente validado para su uso en la evaluacién de formulaciones
liquidas.® Hoy dia se desarrollan otras formulaciones semisélidas para mejorar la
biodisponibilidad por via tépica. El presente trabajo enfoca los estudios de
validacion de este método analitico en nuevas formulaciones semisélidas obtenidas
a partir de extracto acuoso de mangle rojo, con vistas a demostrar su validez para
emitir resultados confiables.

METODOS

Se utilizaron albdmina sérica bovina (BSA), laurilsufato de sodio, trietanolamina,
cloruro férrico, acido tanico, cloruro de sodio, acetato de amonio y &acido clorhidrico,
todos de la Merck. Los equipos de medicion empleados fueron: balanza analitica
(Mettler H35 AR), balanza digital (Sartorius Portable), espectrofotometro (Ultrospec
Plus pharmacia LKB), espectrofotometro (Lasso Biotech LTDA), peachimetro
(Autocal 83). El resto de los equipos estan declarados aptos para el uso: centrifuga
refrigerada (Jouan KR 4-22), agitador de tubos (VF-2). La cristaleria de medicion
exacta utilizada fue declarada apta para el uso y las pipetas automaéticas estuvieron
debidamente calibradas.

Se emplearon soluciones de albumina sérica bovina (1 mg/mL) en buffer de acetato
de amonio 0,2 M a pH 5,0 que contenia cloruro de sodio 0,7 M; solucién de
laurilsulfato de sodio 1 % p/v, solucién de laurisulfato de sodio (SDS) 1 % vy
trietanolamina 7 %o, soluciéon de cloruro férrico (FeCLz 0,01 M en HCI 0,1 N).

Se utiliz6 como estandar acido tanico. La curva de calibracion se prepard de una
solucién madre de 1 mg/mL, a partir de la cual se hicieron diferentes niveles de
concentraciones: 0,4; 0,6; y 0,8 mg/mL.

Preparacion de las muestras

Consistio en solubilizar la muestra problema, se pes6 1 g del semisdlido que se
transfirié totalmente a un volumeétrico con agua destilada. En general se utilizaron
diluciones de 1:25 o0 1:50 en dependencia de la concentracion esperada de taninos.

La marcha analitica resumida consisti6 en la toma, en cada tubo de ensayo, de una
alicuota de 1 mL de cada punto de la curva y de la muestra problema y la adicion
de 2 mL de la solucién estandar de proteinas (BSA). Se mezclaron las soluciones y

84

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2011:16(1)82-93

se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente se
centrifugaron durante 15 min a 2 500 rpm. Se lavo la superficie del residuo y las
paredes del tubo sin destruir el pellet con el buffer acetato; se decant6 este lavado
y se disolvio el pellet en 1,5 mL de la solucion laurilsulfato de sodio 1 %, agitando
fuertemente. Después se tomod una alicuota de 1 mL de cada solucién (patrones y
muestras) y se afiadieron 3 mL de la solucién de laurilsulfato de sodio,
trietanolamina y 1 mL de cloruro férrico. Se agité de nuevo alrededor de 15 sy se
ley6 la densidad 6ptica a 510 nm después de transcurrido de 15 a 30 min.

Metodologia de la validacion

Este método pertenece a la categoria | (Manual de la FDA y USP 30) de métodos
cuantitativos para evaluar componentes mayoritario, por lo que fue necesario la
demostracioén de los indicadores: linealidad, precision, exactitud, robustez, y
especificidad/selectividad.'®**

La linealidad se evalu6é mediante curvas de calibracion, para lo cual se empleé como
patron el 4cido tanico. Se prepararon 5 niveles de concentracién en un rango de 30
a 120 % del valor esperado. Se partié de una solucibn madre de 1 mg/mL, a partir
de la cual se prepararon los restantes puntos de la curva, se realizaron 5
repeticiones por cada nivel de concentraciéon teniendo en cuenta la marcha analitica
descrita. Se hizo un analisis de regresion lineal, mediante el sistema Excel, y se
determind la recta de mejor ajuste, los coeficientes de correlacion (r) y de
determinacion (r?), asi como la pendiente y el intercepto; se tomé como criterios de
una adecuada linealidad cuando r > 0,99; r* > 0,98; y que la pendiente y el
intercepto no difiriera de 1 y 0, respectivamente.

La exactitud se evalu6 mediante estudio de recobrado. Se prepararon diferentes
niveles de concentraciones a partir de una muestra base, mediante la adicion de
concentraciones conocidas de patron. Estas muestras se analizaron en paralelo por
quintuplicado y se cuantificaron mediante curva de calibracién preparada con
soluciones de patrones. Se calculd la recuperacién como medida de exactitud y su
significacion por pruebas estadisticas apropiadas.

Se prepar6 un nivel base y 6 niveles de concentracion que estuvieron dentro del
rango de la curva de calibraciéon. Para cada porcidon de ensayo se pes6 1 g del
semisdlido en balanza analitica y se adicion6é a un beaker pequefio. La masa se
trasvas6 completamente a un volumétrico de 50 mL poco a poco arrastrando todo
el contenido pesado. A continuacion se adicionaron las concentraciones conocidas
de solucién patrén de acido tanico (1 mg/mL) para lograr concentraciones afiadidas
en el rango de 0,04 - 0,4 mg/mL. Se enrazd con agua desionizada hasta 50 mL. Se
realizd una curva de recuperacion con los niveles antes mencionados, con 5
repeticiones por cada nivel. Se determinaron las concentraciones observadas segun
la marcha analitica descrita antes; y las concentraciones esperadas y los
porcentajes de recuperacion se calcularon aplicando las ecuaciones (1) y (I1).

. Masa de la muestra real + Masa de patron afiadida
Concentracidon esperada = (1)

Yolumen de la muestra + Volumen afadido

“alor ohservado
% recuperado = x100 (IT)

Yalor esperado

85
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2011:16(1)82-93

Se realiz6 analisis estadistico, mediante el sistema Excel y se comprobd la relacion
entre las concentraciones observadas y esperadas, y se determiné el coeficiente de
correlacion (r, que debe mostrar valores superiores a 0,99 como indicativo de una

adecuada exactitud.

Los estudios de precision se realizaron tanto en condiciones 6ptimas (repetibilidad),
y en condiciones intermedias. Se demostrd la repetibilidad evaluando la variabilidad
de los resultados en tres niveles de concentraciones (alto, medio y bajo) de taninos
totales (mg/mL), para lo cual se pesaron 1,5; 1; y 0,5 g de un mismo lote de
producto, los cuales se trasvasaron integramente a volumétricos de 50 mL. Se
hicieron 5 repeticiones por cada nivel de concentraciéon siguiendo la marcha descrita
bajo condiciones 6ptimas (analista, dia, equipo, y lote de reactivos idénticos). Se
calculd la desviacion estandar de repetibilidad (S,) y el intervalo critico (CR),
mediante las ecuaciones (I11) y (1V).*?

Sr= ;‘%',‘.T‘,(v.-wf}' (111
t*in-1)70

Donde:

t: nimero de niveles.

n: repeticiones por cada nivel.

Yj<: resultado de la prueba para cada réplica.
Y: valor medio de los resultados de n réplicas.

Se determind el coeficiente de variacion, el cual no debe ser superior a 3 %
(métodos espectrofotométricos).

CR (n)= f(n) * Sr (1V)
Donde:

f(n): factor tabulado de intervalo critico para una n determinada (para n=3, f [n]=
3,3)
n: nimero de replicas en cada determinacion.

Para el ensayo de precisién en condiciones intermedias se trabajé con los mismos
niveles de concentracién que en el ensayo de repetibilidad.

En este punto se evalué la variabilidad de los resultados bajo la influencia de
diversas variables, teniendo en cuenta diferentes situaciones como: operador (O),
tiempo (T), lote de reactivo color (R) y equipo (E), asi como algunas interacciones
entre estas variables, lo cual permitié calcular la desviacion estandar de precision
en condiciones intermedias (S;), para cada una de estas situaciones.

Situaciones evaluadas segun necesidades practicas:

- 2 analistas, un mismo dia S; (O).
- 1 analista, 2 d diferentes, con lotes de reactivos diferentes S; (T, R).

Se realizaron 5 repeticiones por cada nivel de concentracion en cada situacion
evaluada, siguiendo el mismo procedimiento de andlisis anterior.
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Se calculd la desviacion estandar de la precision en condiciones intermedias (S)),
para cada una de las condiciones propuestas segun (l11), y se determiné el
intervalo critico (CR), mediante (1V).

Para evaluar la selectividad se emplearon muestras del mismo lote y placebo. Se
evalubé la capacidad del método para detectar los productos de interés (taninos) de
forma diferenciada de otros compuestos que pudieran estar presentes en la matriz
(excipientes), para lo cual se evaluaron comparativamente 3 muestras contra
placebo. Se realizaron 5 réplicas por cada muestra ensayada. Después se
compararon los resultados mediante una prueba no paramétrica para n pequefa
(Wilcoxon), que permite de esta forma comprobar si existen diferencias
significativas entre las muestras.

Para la demostracion de la robustez se evaluaron variaciones razonables efectuadas
con el propdsito de identificar factores que pudieran originar variaciones menores o
significativas en el método de ensayo. Las variaciones se realizaron dentro de la
misma corrida con vistas a efectuar la estimacion del efecto global de cada factor.

Se evalu6 de forma simultanea la influencia de:

- La temperatura durante la centrifugacion (temperaturas de 27 y 35 °C).
- Tiempo de centrifugacién: 10 y 20 min.

- pH del buffer acetato: 5; y 5,5.

- Con lavado y sin lavado.

Se compararon estadisticamente los resultados de las corridas de ensayos
realizadas segun el procedimiento con los obtenidos tras realizar los cambios
simultaneos, para evaluar y clasificar los cambios en significativos y no
significativos.

RESULTADOS

Al procesar estadisticamente los resultados del estudio de linealidad se comprob¢ el
comportamiento lineal del sistema; se observé que existe una correlacién entre la
densidad 6ptica y la concentracion en el rango estudiado, se obtuvo la ecuacién de
la recta Y= 1,365 X-0,0045, donde los coeficientes de determinacion y correlacion
(r? y r) fueron de 0,9912 y 0,9956, respectivamente; el intercepto no difirié
significativamente de O ni la pendiente de 1.

Los resultados del estudio de exactitud (tabla 1), demuestran que el procedimiento
en estudio es exacto, puesto que los porcentajes de recobrado obtenidos se
encuentran en el rango establecido para este tipo de método (= 80 %). Al analizar
la relacion existente entre las concentraciones esperadas y observadas, se obtuvo
una linea recta cuyo coeficiente de correlacion resultdé superior a 0,99; lo cual
corrobora la exactitud del método.
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Tabla 1. Resultados del estudio de exactitud del método

Concentracion de taninos

Mivel de concentracion {mg/mL) % de recobro
Observadas | Esperadas
1 0,51 0,52 og,08
2 o857 0,56 101,78
3 0,60 0,60 100,00
4 0,66 0,64 102,12
5 0,69 0,68 101,47
B 0,28 0,88 100,00

El estudio de precision realizado bajo condiciones de repetibilidad (tabla 2),
permitié conocer la S, y el CR bajo condiciones 6ptimas (analista, equipo, reactivo,
dia idéntico). Se obtuvieron resultados similares para las 4 repeticiones de este
estudio. De esa forma se pudo conocer la maxima diferencia permisible entre
réplicas, primer factor a tener en cuenta por el analista para conocer sobre la
validez del ensayo.

Tabla 2. Resultados de la precision del metodo de cuantificacion de taninos totales

Precision S rrail CR {mg/ mL) Y
_— 0,6307 2,02814
Repetibilidad 3,22
0,7521 2,4820
o . ] ] ] 1,3074 4,3145
Condiciones intermedias {cambio de analista S, 5,57
11,2469 4, 4447

Condiciones intermedias {cambio de dia de analisis y lote

de reactivo color S, g) 1,4079

4 6460 7,00

Sireiyt desviacion estandar en condiciones de repetibilidad (r) o en condiciones intermedias (i),
CR (&) rangos criticos expresados en unidades de absorbancia, CV: oeficiente de variacion (%),

El procesamiento estadistico de los resultados del ensayo de precisién en
condiciones intermedias (tabla 2), muestra que no existen diferencias significativas
(p< 0,05), al aplicar la prueba t, entre las diferentes condiciones intermedias
analizadas; sin embargo, se observé aumento de la variabilidad con respecto a las
condiciones de repetibilidad, evidenciado ademas por los valores de rangos criticos
que casi se duplicaron.
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Tabla 2. Resultados de la precision del método de cuantificacion de taninos totales

Precisian S rrail CR {mg/ mL} cy
I 0,6207 2,0314
Repetibilidad 3,22
0,7521 2,4820
. . . ) ) 1,3074 4,3145
Condiciones intermedias (cambio de analista 5,0 E,57
1,3459 4, 4447
Condiciones intermedias (cambio de dia de analisis v lote
de reactivo colar St g} 1,407 4, 6460 7,00

Sir o desviacidn estandar en condiciones de repetibilidad (r) o en condiciones intermedias (i},
CR (&) rangos criticos expresados en unidades de absorbancia, Cv: coeficiente de variacion (%),

La selectividad del método queddé demostrada al no observarse respuesta del
placebo (tabla 3), lo cual evidencia que el resto de los componentes de la
formulacién no provocan interferencias.

Tabla 3. Resultados del ensayo de selectividad del metodo de cuantificacion de taninos
taotales

Tipo de muestra | Concentracion de taninos totales DE
21,0329077
19,56642 58

Mormal 20,0111173 20,3424125 | 0,75386358
19,844358
21,2562535
2,24569205
1,E7865481

Placebo 1,80100056 1, 76764869 | 0,2582344038
1,E7865481

1,63424125

#1

Los resultados del estudio de la robustez mostraron que el método no es
influenciable por ninguna de las fuentes ensayadas (temperatura y duracion de la
centrifugacion, asi como variaciones pequefas del pH del buffer), lo cual informa
que estos no son cambios significativos porque no afectaron estadisticamente los
resultados (tabla 4), lo que permitié demostrar la robustez del método.

89
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2011:16(1)82-93

Tabla 4. Resultados del ensayo de robustez del metodo de cuantificacion de taninos
taotales

Concentracion de

Corrida del ensayo taninos totales = DE
22,4858116
20,8286039
Morm al 19,40076 16 20,92239501 | 1,22710348
20,147 5596
21,7480136
20,8399545
Cambios {Ty t de la 21,9750284
centrifugacion, pH del buffer, sin 21,7420136 21,6799092 | 0,52451009
lavado) 22,2587068
21,5777526

DISCUSION

Los resultados del estudio de linealidad demostraron la capacidad de este método
de asegurar que los resultados analiticos obtenidos son proporcionales a la
concentracién del analito dentro del intervalo de 0,4-1,00 mg/mL del patrén
empleado®**. Esto coincide con autores que validaron otro método
espectrofotométrico de cuantificacion de taninos totales y reportan similares
coeficientes de determinacion y correlacion.®® Estos resultados demuestran que el
método es lineal en el rango de concentraciones de la curva patrén, se muestra de
esta forma que el ensayo cumple de modo apropiado con la Ley de Lambert-Beer,
lo cual indica que se pueda usar la absorbancia como magnitud adecuada para
determinar a partir de ella la concentracidon de principio activo presente en las
muestras.®

Por otra parte, los resultados de la exactitud mostraron altos niveles de recobro,*’
ademas de coincidir con resultados anteriores de este método en otras
formulaciones farmacéuticas.® Algunos autores plantean la aceptacion de valores de
recobrado no menores que 50, 80 y 90 %, como limites de aceptaciéon numéricos
en dependencia de la complejidad del método.'®'° Otros autores refieren altos
recobrados para métodos espectrofotométricos simples.?° Los valores de recobrado
obtenidos son similares a los alcanzados por otros autores que reportan valores de
porcentajes de recobro superiores a 97 % en un método de cuantificacién de estos
compuestos.*®

El estudio de precision mostré un aumento de la variabilidad de los resultados
cuando se trabaja en condiciones no 6ptimas; se duplican practicamente los valores
en condiciones intermedias, lo cual coincide con lo explicado en la 1SO 5725 (3),
referente al aumento de la variabilidad de los resultados cuando se realiza el
método en condiciones intermedias de precision.*? Por otra parte, el anélisis de los
coeficientes de variacion mostro la influencia del cambio de analista en la
variabilidad de los resultados, asi como la influencia del dia de analisis y el lote de
reactivo color. Estos resultados avalan la importancia de tener en cuenta, en este
tipo de ensayo, factores técnicos como el adiestramiento del personal, entre otros
factores criticos.
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Otros resultados fueron la demostracion, en el estudio de selectividad, de la no
interferencia de estos nuevos componentes de las formulaciones, que asegura el
hecho de estar determinando exclusivamente la sustancia de interés;**%? asi como
la robustez puesto que los resultados demostraron que las respuestas obtenidas
mediante la ejecucidon del ensayo, no son afectados por pequefias variaciones en las

condiciones de trabajo.?*

Se puede concluir que el método de cuantificacion de taninos totales resulta
adecuado para la evaluacion de estos compuestos en la formulacién semisoélida
utilizada, porque resulté preciso, exacto, selectivo, robusto y lineal.
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