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RESUMEN

Introduccién: Faramea occidentalis (L.) A. Rich. (Nabaco) se utiliza de forma
tradicional como antiséptica, astringente, antidiarreica, antianémico y galactégeno.
Por ello, se emplea en infusion y en bafios para tratar la diarrea de los nifios y los
casos de anemia con diarrea.

Hasta el momento en las fuentes consultadas no se han encontrado reportes sobre el
control a los requisitos de la calidad de formulaciones farmacéuticas obtenidas a partir
de esta planta.

Objetivo: determinar algunos de los requisitos de calidad de la tintura al 20 %
obtenida de las hojas de F. occidentalis.

Métodos: la planta fue colectada en la localidad de Cienaguilla, municipio
Campechuela, provincia Granma, Cuba. El método de extraccidon aplicado fue la
asistida por ultrasonido, utilizdndose como menstruo una solucion hidroetandlica. La
determinacion de los requisitos de calidad de la tintura se realizé analizandose cinco
parametros: requisitos organolépticos, pH, indice de refraccién, sélidos totales y
densidad relativa. Ademas, se emplearon métodos de analisis cromatografico y
espectroscépico para determinar la persistencia de los compuestos presentes en la
tintura en un periodo de seis meses.
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Resultados: los resultados obtenidos en el control de la calidad de la tintura al 20 %
se encontraron dentro de los rangos de calidad establecidos por las normas utilizadas;
y no presentaron diferencias significativas con los requisitos determinados en otras
especies de la misma familia.

Conclusiones: el control de los requisitos de calidad mostré que la tintura al 20 %
de las hojas de F. occidentalis, no manifestd cambios significativos en un periodo de
seis meses que puedan comprometer su estabilidad como formulacion farmacéutica.
Esto indica que presenta un determinado grado de estabilidad, lo que constituye una
garantia de la calidad y seguridad del producto.

Palabras clave: Faramea occidentalis (L.) A. Rich. (Rubiaceae); tintura; requisitos
organolépticos; pH; indice de refraccion; solidos totales; densidad relativa.

ABSTRACT

Introduction: Faramea occidentalis (L.) A. Rich. (Rubiaceae) is traditionally used as
antiseptic, astringent, antidiarrheal, antianemic and galactogenous. For that reason, it
is used on infusion and baths to treat the diarrhea of the children and cases of anemia
with diarrhea. Heretofore in the consulted sources reports about the control of quality
requirements for pharmaceutical formulations obtained starting from this plant have
not been found.

Objective: To determine some quality requirements of the tincture at 20 % obtained
from the leaves of F. occidentalis.

Methods: The plant was collected in the Cienaguilla locality, Campechuela
municipality, Granma province, Cuba. The applied extraction method was the
extraction assisted by ultrasound, using as menses a hydroethanolic solution. The
determination of quality requirements of the tincture was carried out analyzing five
parameters: organoleptic requirements, pH, refraction index, total solids and relative
density. In addition, chromatographic and spectroscopic methods were used to
determine the persistence of the present compounds in the tincture in a period of six
months.

Results: The results obtained in the quality control of the tincture at 20 % were
found on quality ranges established by the used regulations; and they don't show
significant differences according to the requirements determined in other species of
the same family.

Conclusions: The control of quality requirements showed that the tincture at 20 % of
leaves of F. occidentalis did not manifest significant changes in a period of six months
that can compromise his stability like pharmaceutical formulation. This indicates that
it presents a certain grade of stability, what constitutes a guarantee of the quality and
security of the product.

Key words: Faramea occidentalis (L.) A. Rich. (Rubiaceae); tincture; control of
requirements quality; organoleptics requirements; pH; refraction index; total solids
and relative density.
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INTRODUCCION

Las propiedades de las plantas medicinales se han utilizado desde tiempos
prehistoricos y se han convertido en una de las formas mas extensivas de hacer
medicina. Es abundante la cantidad de plantas que son utilizadas en la medicina, por
ello es necesario conocer que 6rganos de la planta presenta los principios activos y
cudl es la forma éptima de preparacion.?

La flora silvestre cubana ha sido poco estudiada, tanto desde el punto de vista
quimico como bioldgico, lo que ha limitado la explotacién y el aprovechamiento
racional de este recurso natural distribuido en todo el archipiélago, en zonas donde
las especies endémicas alcanzan un porcentaje elevado.?3

Un ejemplo de ello lo constituye el género Faramea el cual se encuentra representado
por mas de 200 especies distribuidas desde México hasta el sur del Brasil.#

F aramea occidentalis (L.) A. Rich se conoce en Latinoamérica con varios nombres, los
mas empleados son: nabaco, nabasco, palomonte, café cimarrén, cafetillo, galan de
noche, jujano (Cuba); cafeillo, palo de toro (Puerto Rico); hueso (México); huesito
(Panama); cafecillo (El salvador). Se utiliza de forma tradicional como antiséptica,
astringente, antidiarreica, antianémico y galactdégeno; se emplea en infusion y en
bafios para tratar la diarrea de los nifios y los casos de anemias con diarrea. Las hojas
constituyen el 6rgano mas empleado con estos fines.>8

Aunque es un arbusto indigena comun en los bosques himedos de toda la Isla, el
conocimiento que presenta la poblacidn sobre su empleo, para tratar diversas
afecciones, se limita a algunas regiones de la geografia cubana y se caracteriza por
un elevado nivel de empirismo.®

Por tratarse de un arbusto perenne de elevada biodisponibilidad es posible obtener
formulaciones farmacéuticas con el empleo de sus hojas, la mas comun de ellas es la
tintura, aunque también pueden obtenerse otros extractos. La tintura es una solucién
hidroetandlica preparada con drogas vegetales, sin requisito de preservativos
adicionales. La concentracion es, de 10 % en las drogas potentes o activas, y de 20 a
50 % en las drogas de menor actividad.®

Las formulaciones farmacéuticas de origen vegetal deben ser sometidas a controles
de calidad que garanticen su inocuidad, eficacia y eficiencia. 1° Por lo que la
determinacion de algunos parametros como las caracteristicas organolépticas, pH,
indice de refraccion, solidos totales y densidad relativa se encuentra dentro de los
métodos de ensayos mas empleados para la determinacion de parametros de calidad
de los extractos fluidos y tinturas.!

Hasta el momento en las fuentes consultadas no se han encontrado reportes sobre el
control de la calidad de formulaciones farmacéuticas obtenidas a partir de F.
occidentalis.

METODOS
Material vegetal

El material vegetal fue colectado en la localidad de Cienaguilla, municipio
Campechuela, provincia Granma, Cuba a las 7:30 a.m. del 18 de mayo de 2013 a una
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temperatura de 23,3 °C y una humedad relativa del 92 %. Organos y fotografias de la
planta en su medio natural se trasladaron al Jardin Botanico Cupaynicu, ubicado en
Los Mameyes, Municipio Guisa, Provincia Granma, Cuba.

El asesor e investigador de dicha institucion, DrC. Luis Catasus Guerra, identifico la
planta como Faramea occidentalis (L.) A. Rich. (Rubiaceae) y las muestras fueron
depositadas y registradas con el nimero 2340 en el Herbario Catasus'? del municipio
Bayamo, Provincia Granma, Cuba.

Las hojas se clasificaron y se desecharon las que no reunian las condiciones éptimas,
segun la NRSP 309 del MINSAP.!3 El material vegetal seleccionado fue desinfectado
mediante el lavado con agua potable y la inmersién durante 10 min en una disolucién
de hipoclorito de sodio al 2 %.%15

Las hojas se secaron en bandejas de cartén a la sombra a temperatura ambiente,
removiéndose tres veces al dia durante una semana; completandose su secado en
una estufa (MLW modelo WSU 400, Alemania) con circulacion de aire, a 40 °C
durante tres h. Luego se procedi6 a pulverizar las hojas en un tamiz circular (TGL 0-
4188 WEB, Alemania) hasta obtener un tamano de particula de un diametro menor
que 2,5 mm.

Obtencién de la tintura al 20 26

La tintura al 20 % se obtuvo a partir de los polvos (tamafio de particula inferior a

2 mm de diametro) de hojas, se utiliz6 como menstruo una solucién hidroetandlica al
70 % (v/v). Se emplearon 100 g de la droga cruda para obtener 500 mL de tintura al
20 %. El método de extraccion aplicado fue la extraccion asistida por ultrasonido
(Ultrasonic Cleaner SB-3200 DTD, China) a una temperatura de 40 °C, frecuencia de
40 KHz durante 2 h.

El extracto obtenido se filtré a presion reducida y se almacend en frascos de color
ambar dejandose en reposo durante 3 dias a una temperatura que oscild entre

4 y 8 °C. Transcurrido el tiempo de reposo se observo la formacion de un precipitado,
por lo que se efectud una segunda filtracién.

Determinacion de los requisitos de calidad de la tintura al 20 %o

El control de los requisitos de calidad de la tintura al 20 % se realizd segun la NRSP
312 en la cual se detallan los métodos de ensayos para la determinacion de los
requisitos de los extractos fluidos y tinturas.!! Se determinaron cinco parametros para
la tintura al 20 % de las hojas de F. occidentalis. Los ensayos se realizaron por
triplicado y se determiné el valor promedio para cada uno. Los ensayos se repitieron a
los seis meses en una muestra de tintura que se conservd como testigo a una
temperatura que oscilé entre 4 y 8 °C.

La cromatografia de capa fina y la espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis) fueron
otros métodos empleados para determinar la persistencia de las familias de
compuestos constituyentes de la tintura en un periodo de seis meses.

Determinacion de los requisitos organolépticos

e Determinacion del olor: se tomd una tira de papel secante de 1 cm de ancho
por 10 cm de largo y se introdujo uno de sus extremos en la muestra de
ensayos. Se olid y se determind si correspondia con las caracteristicas del
producto.
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e Determinacion del color: se tomd un tubo para ensayos bien limpio y seco, se
llené hasta las 34 con la muestra de ensayos y se observé el color, la
transparencia, la presencia de particulas y la separacidon en capas.

Determinacion del pH

Se determino segln el procedimiento descrito en la NC 90-13-1316 con el empleo del
pH-metro (Hanna 211, Portugal). Se efectuaron tres mediciones a 25 °C y humedad
de 35 %. Se calculd el promedio de las lecturas efectuadas y el valor obtenido se
inform6 como pH de la tintura.

Determinacion del indice de refraccion

El indice de refraccion se determind siguiéndose lo descrito en la NRSP 312!ty la NC
90-13-11,' se utilizé un refractdmetro (Abbe YA -2S, China) a 25 °C. Se realizaron
tres lecturas y se calculé el promedio. El valor se aproximé hasta la diezmilésima,
informandose como el indice de refraccidn (np2?).

Determinacion de solidos totales

La determinacion de los sélidos totales se desarrollé segin la NRSP 312, el ensayo
se realizo tres veces y los valores obtenidos se promediaron; el resultado obtenido se
aproximd hasta la milésima y se informd como la cantidad de sdlidos totales en

100 mL de tintura al 20 %.

Determinacién de la densidad relativa

La densidad relativa de la tintura al 20 %, se determind por picnometria, segun lo
descrito en la NRSP 312, empleandose un picndmetro de fabricacién Alemana de 5
mL y una balanza analitica (Sartorius BS 124 S, China). El ensayo se realiz6 tres
veces, el promedio de los resultados se aproximd hasta la milésima, informandose
como el valor de la densidad relativa de la tintura al 20 %.

Andlisis cromatografico

Para separar los compuestos presentes en la tintura de las hojas de la planta
mediante la cromatografia de capa fina se utilizaron placas de silica gel en soporte de
aluminio, (Thin layer chromatography (TLC)) Silica gel 60 F254 Merck, Alemania).
Las placas de 20 x 20 cm con espesor de capa 0,2 mm se fragmentaron en placas de
7 cm de largo por 3 cm de ancho. La observacion de la separacién de los compuestos
se realizd bajo la luz visible y ultravioleta (A=365 nm), en este ultimo caso con el
empleo de una lampara portatil, (YL WD- 9403E, China).

La fase moévil empleada fue una mezcla de los siguientes solventes (v/v):
(3:1) tolueno: acetato de etilo
Analisis espectroscopico

Los espectros en la region UV-vis se obtuvieron con el espectrometro de dos haces
(RAYLEIGH UV-2100, China) y cubetas de cuarzo con 1 cm de recorrido éptico sin
tapa. Se realizé un barrido en el espectro UV-vis entre 190 y 900 nm. Los espectros
fueron procesados con el software UV 2100 Aplication (Rayleigh, China) y fueron
interpretados teniéndose en cuenta los reportes encontrados en otras publicaciones.
El equipo se calibré con el empleo del etanol al 70 % como blanco.
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RESULTADOS

Mediante el control de los requisitos organolépticos se constatd que la tintura
presentd un color verde intenso y el olor fue el resultado de la mezcla del olor
caracteristico de las hojas de la planta y el etanol empleado en la obtencién de la
tintura. Seis meses después la tintura presentd un color verde claro y no se percibio
un cambio significativo en el olor con respecto a la primera determinacion (tabla 1).

Tabla 1. Resultados del control de los requisitos organolépticos de la tintura

Los resultados obtenidos en los ensayos para la determinacién de los requisitos de

al 20 % de las hojas de F. occidentalis

Requisit Mediciones

equisitos - -

organolépticos 72 h despue?'de 6 meses despulcrjs de
su elaboracién su elaboracian

Color Verde intenso Verde claro

Olor Caracteristico Caracteristico

calidad de la tintura al 20 % (tabla 2) muestran que se encontraron dentro de los
limites establecidos por las farmacopeas tomadas como referencias!®2%y que los
valores obtenidos en los ensayos realizados 72 h después de elaborada la tintura, no
presentaron diferencias significativas con respecto a los obtenidos en las
determinaciones realizadas a la tintura pasados seis meses.

Tabla 2. Comparacion entre los controles de los requisitos de calidad de la tintura

Requisitos
de calidad

pH

nps

al 20 % de las hojas de F. occidentalis

Mediciones Indicadores estadisticos
72 h después de su & meses después
elaboracidén de su elaboracidn
¥ Ds ¥ os t-valor SE P

5,378 0,0115 5,382 0,0115 -1,06 0,006 1,0000
1,6320% 0,0000 1,63232 0,0000 - - -

S:(g/100mL) 0,5312 0,0241 0,531 | 0,0246 0,03 0,014 | 0,9806

pee

0,83778 0,0012 0,83778 0,0012 -0,07 0,001 0,9782

Leyenda:

pH: indice de acidez de la tintura; no?®: Indice de refraccién a 25 °C; Se: Sélidos totales;
pr2?: Densidad relativa a 25 °C; X : Valor promedio; £DS: Desviacion estdndar de la media;

t-valor: Valor estadistico de t para a = 0,05; SE: Error estdndar;
F: Probabilidad para a=0,05.

La comparacién entre los resultados del estudio cromatografico realizado a la tintura
72 h después de su elaboracién, con los obtenidos seis meses después muestran que

no existieron diferencias significativas en los valores Rf y en los colores registrados

para las manchas detectadas en las revelaciones (Fig. 1).

Al observar los dos espectros UV-vis (Fig. 2) no se manifestaron grandes diferencias
entre los 474 y 900 nm, sin embargo, el espectro de la tintura a 72 h de su
elaboracién, no mostré picos entre los 190 y 474 nm, mientras que el espectro UV-vis
obtenido de la tintura seis meses después mostrd la presencia de 10 picos entre los

190y 474 nm.
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Fig. 1. Cromatogramas de |la tintura de las hojas de F occidentalis obtenidos para el sistema de
solventes tolueno-acetato de etilo (3:1). &) Luz visible, B), Luz LW (A= 365 nm).
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Fig. 2. Espectros en la regidn UW-vis de la tintura de las hojas de Faramea cocodentalls, E1,
Espectro UN-vis de |la tintura 72 h después de su elaboracidn, E2. Espectro L-vis de la
tintura seis meses después de su elaboracidn,
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DISCUSION

El promedio de los valores de las determinaciones del pH, 72 h después de la
elaboracidn de la tintura de las hojas de F. occidentalis, (tabla 2) indica que se trata
de una solucion acida, lo que unido al medio etandlico podria permitir una mayor
estabilidad y conservacion de esta formulacion farmacéutica.?! El pH de la tintura se
encuentra entre 4,5 y 5,9, nivel normal que presenta la piel (ligeramente acido) lo
que evita el crecimiento de bacterias, pues éstas no sobreviven en medios acidos,?? 23
por lo que el empleo de esta formulacion farmacéutica no alteraria el pH normal de
este érgano.

Estudios realizados a los extractos de Cinchona succirubra (Pav.),?* representante de
la familia Rubiaceae, muestran que su tintura presenta un pH 5,08. Esto indica que se
trata de un pH acido, lo que se corresponde con lo observado en F. occidentalis.

El indice de refraccion npo?® de la tintura de F. occidentalis 72 h después de su
elaboracidn, se mantuvo constante alcanzandose un valor promedio superior a
1,3330, valor determinado para el agua destilada;?° para la tintura deC. succirubra se
reporta un indice de refraccion np?> de 1,3700, también superior al del agua
destilada.?*

El valor promedio de sdlidos totales por cada 5 mL de tintura de F. occidentalis indica
que los compuestos presentes en la tintura se encuentran en bajas concentraciones.

La tintura al 20 % de las hojas de F. occidentalis resulté ser menos densa que el agua
destilada (po = 1 kg/L), 26 lo cual coincide con lo reportado para la tintura de C.
succirubra que presenta una densidad relativa de 0,9116.24

Los resultados del analisis cromatografico realizado a la tintura en ambos periodos
coincide con los resultados obtenidos, con el empleo de un sistema de solventes
similar, en otros representantes de la familia Rubiaceae, observandose la presencia
de manchas que bajo la luz ultravioleta (A = 365 nm) florecen mostrandose los
mismos colores,?’-2° lo que sugiere similitud en las familias de compuestos presentes
en la tinturas de las hojas de F. occidentalis y otros representantes de la familia.

Al comparar los espectros UV-Vis de la tintura en ambos periodos no se manifestaron
diferencias considerables, sin embargo, el espectro de la tintura a 72 h de su
elaboracién sugiere la presencia de compuestos coloreados, en este caso la clorofila,
que mantuvo ocultos otros compuestos constituyentes. El espectro UV-Vis, obtenido
de la tintura seis meses después de su elaboracion, indica la presencia de
caracteristicas estructurales que aparecen en la mayoria de los productos naturales,
por ejemplo, dobles enlaces conjugados, aromaticidad (n-n*) y la presencia de
heteroatomos con pares de electrones libres (n-n*).

Esto coincide con los resultados del control de los requisitos organolépticos, donde se
observo el cambio de coloracion que experimentd la tintura al transcurrir un periodo
de seis meses.

Los resultados del control de los requisitos de calidad realizado a la tintura 72 h
después de su elaboracién, no presentaron diferencias significativas con los obtenidos
en Cuba por Chalala y colaboradores en el afio 2003 para Coffea arabica (Linn.),3°
excepto en la determinacién de los sélidos totales (tabla 3). Esto demuestra que los
requisitos de calidad evaluados en la tintura al 20 % de las hojas de F. occidentalis se
encuentran en el rango de otros representantes de la familia Rubiaceae.
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Tabla 3. Comparacién entre los resultados del control de los requisitos
de calidad de Ia tintura 72 horas después de su elaboracién
con los resultados del control de los requisitos de calidad de |a tintura obtenida
a partir de Coffea arabica (Linn.)

Mediciones Indicadores estadisticos

Requisitos 72 h despué?'de su Tintur_a de :Coffea
de calidad elaboracién arabica (Linn.)

¥ D3 ¥ D5 t-valor SE P
pH 3,378 0,0115 6,448 0,0058 -142,21 0,237 0,4000
np?3 1,63202 0,0000 1,36302 0,0010 465,92 0,060 1,0000
Sr(g/100mL) 0,531% 0,0241 1,013k 0,0569 -38,76 0,309 0,3048
Pt 0,8377# 0,0012 0,8913% 0,0006 -70,54 0,012 0,3839

Leyenda:

pH: Indice de acidez de la tintura; np?5: Indice de refraccién a 25 °C; S:: Sélidos totales;
pA~5: Densidad relativa a 25 °C; X : Valor promedio; £DS: Desviacién estandar de la media;
t-valor: Walor estadistico de t para a=0,05; SE: Error estandar; P: Probabilidad para a=0,05.

Al observar los resultados de los controles a los requisitos de calidad, de las
cromatografias de capa fina y de los espectros UV-vis realizados a la tintura al 20 %
de las hojas de F. occidentalis, puede inferirse que en un periodo de seis meses no se
han producido grandes cambios en las familias de compuestos que la constituyen, por
lo que la composicion quimica y la calidad de la tintura podria no haber
experimentado cambios relevantes que puedan comprometer su estabilidad como
formulacion farmacéutica, constituyéndose una garantia de la calidad y seguridad del
producto obtenido.
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