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RESUMEN

El presente articulo describe la validacion de un
método de cuali-cuantificacion de alcaoides
quinolinicos por espectrofotometria UV con maximos
de absorcion de 330-335nm de longitud de onda. Para
su cuantificacion el extracto de alcaloides es disuelto
en &cido clorhidrico 1N, a 0,05 %p/v y se preparan
12 diluciones 1:2. El método cumple con los
reguerimientos de exactitud y precisién con limites de
deteccion y cuantificacion entre 0,567-7,81 pg/mL y
1,72-7,81 pg/mL para los acaoides quinolinicos
respectivamente. Se obtuvieron respuestas lineales
entre 0,244-7,81 pg/mL con un coeficiente de
determinacion de 0,997. Se verificd la robustez del
procedimiento aplicando tres variables, temperatura,
luz UV y pH.

Palabras Clave: Plantas medicinales, alcaloides,
validacion, espectrofotometria.

ABSTRACT

In order to have an exact and specific method, a study
of validation of quinolinics akaloids by UV
spectrophotometry with peak of absorption at 330-
335nm of wavelength was carried out. For the
quantification of alkaloids these are dissolved in
hydrochloric acid 1N to 0,05 %p/v of which 12
dilutions 1:2 had to get prepared. . The method is
exact and precise with limits of detection and
quantification between 0,567-7,81 and 1,72-7,81
pg/mL respectively for the total akaloids. The linear
relation is between 0,244-7,81 pg/mL with a
coefficient of determination of 0,997, aso, its
robustness was verified applying three variables:
temperature, UV light and pH.

Key Words: Medicina plants, alkaloids, validation,
spectrophotometry

INTRODUCCION

En e Instituto de Investigaciones Farmaco
Bioguimicas (IIFB) se estan desarrollando
investigaciones sobre nuevos farmacos para el
tratamiento de la leishmaniasis, a partir de extractos
vegetales que contienen alcal oides quinolinicos.
Durante el desarrollo de un extracto estandarizado,
consistente en una mezcla de sustancias relacionadas,
es imprescindible la aplicacion de un método
analitico que permita cuantificar el o los componentes
mayoritarios, en el extracto total®*. En el estudio de
los dcaloides, se ha determinado, por métodos
espectroscépicos que més del 90% de alcaloides
presentes en la Galipea longiflora representa una
mezcla de cinco alcaloides quinalinicos, entre los que
la 2-fenilquinolina representa cerca del 50% de los
mismos. Las estructuras que contiene el esqueleto de
la quinolina, presentan un excelente cromoforo para
su cuantificacion por métodos de absorcién
espectrofotométrica, en la regién comprendida entre
las longitudes de onda de 200 a 400nm?®.

Para la obtencion de resultados exactos y precisos con
ato grado de seguridad es indispensable redlizar la
validacion del método analitico, que se utilizard en la
cuantificacion del extracto de alcaloides quinolinicos,
con € fin de asegurar la confiabilidad y establecer
una evidencia documentada del procedimiento.

En e presente trabgjo se consideran parametros de
validacion como: a) la exactitud que expresa el grado
de proximidad de los resultados obtenidos por el
método, con relacién a los verdaderos valores™®’; b)
la precision, que indica el grado de concordancia
entre los resultados de una prueba individual cuando


mailto:vaniaceciliaqf@yahoo.es

48 ORGANO OFICIAL DEL COLEGIO DE BIOQUIMICA Y FARMACIA DE BOLIVIA

e método es aplicado repetitivamente a multiples
lecturas de una muestra homogénea®, en dos términos:
1) repetibilidad, es decir, la precision de los valores,
obtenida bajo las mismas condiciones de operacion en
un intervalo corto de tiempo (mismo dia), por un
mismo analista, en la misma muestra homogéneay en
e mismo equipo y 2) precisién intermedia que a
diferencia de la anterior, expresa la variacién dentro
del laboratorio, en diferentes dias, diferentes analistas
0 en diferentes equipos. c) El limite de deteccién, que
permite encontrar la concentracién mas baja en una
muestra que puede ser detectada por una Unica
medicién con un nivel de confianza determinado; d)
el limite de cuantificacion que permite medir la
cantidad mas pequefia en una muestra que puede ser
cuantitativamente  determinada con  aceptable
exactitud y precision; d) la especificidad, relacionada
con la presencia de interferencias o0 errores
sistematicos, €) la linealidad, parametro que permite
expresar la capacidad del método analitico para dar
resultados directamente  proporciondes a la
concentracion del analito en la muestra y tiene como
pardmetros ar que es el coeficiente de correlacion y r?
el coeficiente de determinacién considerandose el
método lineal, cuando r es mayor a 0,999’ y r* mayor
o igual a0,997; f) la sensibilidad del método, que se
expresa en unidades de respuesta sobre unidades de
concentracion del extracto, a mayor pendiente mayor
sensibilidad’; y g) la robustez, que permite expresar
la capacidad del método analitico para permanecer
inalterado por ligeras pero deliberadas variaciones
gue son introducidas en los parametros del método.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion dd  extracto de alcaloides
quinolinicos. Parala determinacién de |os parametros
de validacion del método analitico se prepararon 12
diluciones 1:2 a partir de una solucion madre de 0,5%
p/v de acaoides quinolinicos suministrado por el
area de fitoquimica del Instituto de Investigaciones
Férmaco Bioguimicas, en HCl 1N, por cuadruplicado,
mezclados por 1 minuto en vortex.

M edidas de Exactitud. Parala determinacién de este
pardmetro se eligieron las diluciones 6,7 y 8
consideradas representativas de los espectros de la
bateria de diluciones, de las cuaes se redizé un
barrido espectral de 200 a 400 nm de longitud de
onda, segin las absorbancias obtenidas pudimos
determinar errores sistematicos. La Internationa
Conference on Harmonization (ICH)*3, recomienda
gue la exactitud debe ser evaluada usando un minimo
total de nueve determinaciones sobre a menos, tres

niveles de concentracién y se aplica la siguiente
ecuacion:

ER(%) = 100 x (C promedio — C nominal)
C nomina

dénde ER es €l Error relativo y C es concentracion

M edidas de Precisiéon. Para la determinacion de este
parametro se tomaron en cuenta tres diluciones 6,7 y
8 apartir de una solucién madre al 0,5 % p/v en HCI
1 N a condiciones normales de trabgjo en dos dias
diferentes para repetibilidad y en tiempos diferentes
en un mismo dia para precision intermedia de los que
se caculd e coeficiente de variacidon, desviacion
estandar. La precision del método analitico es
expresado como la desviacion estandar o desviacion
esténdar relativa (coeficiente de variacion) de una
serie de medidas.

D.S.=V (x="x)4N-2

donde D.S. es la desviacion estandar, N es €l nimero
de datos, x los valores obtenidosy “x la media de los
valores.

Cv=D.S
"X

Medidas de Linealidad. Para la linedlidad se
eligieron las diluciones 6,7,8,9,10,11, por encontrarse
dentro de los limites establecidos para métodos
espectrofotométricos para el cumplimiento de la ley
de Lamber y Beer y por la ausencia de distorsion en
el espectro, delas mimas se realizd un barrido de 200
a 400 nm, y se estudio la relacion de absorbancia y
concentracion con la que se obtuvo la curva de
calibracion y se aplico regresion lineal y se determing
los parametros siguiendo la formula general de la
recta.
y=a+ bx

Donde y es la absorbancia, a es € intercepto b esla
pendiente y x la concentracion.

b= N>xy-5>x>y
NI x> (3x)°
donde N es el nimero de datos observados.

El intercepto se calcula de acuerdo a la siguiente
formula

a=3y-byx
N



Para comprobar la linealidad se realiza el cdculo de
coeficiente de corrdlacion mdltiple 'y de
determinacion:

r= NYxy - Sxdy .
VINIX*- (3%)7] INZY* (3Y)7]

y €l coeficiente de determinacion es:
r’=(r)?

Para confirmar la linealidad del método analitico se
rediza e célculo del coeficiente recorrelacion,
coeficiente de determinacion de la regresion lineal y
un valor de F calculado de la regresion lineal muy
superior a valor critico segin e tamafio de la
muestra.

Medidas de Ilimites de deteccion y de
cuantificacion. Estos pardmetros se determinaron en
las diluciones 6,7,8,9,10,11. Se aplicod la ecuacién
obtenida en la regresion lineal a estos seis niveles de
concentracion, para obtener la concentracion
experimental con la que se calcul6 los dos limites.

Limite de Deteccién (LD):

LD=3XD.S.
b
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3=factor
D.S.= desviacion estandar
b= pendiente

Limite de cuantificacion (LC):

LC=10XD.S.
b

10= factor
D.S.= desviacion estandar
b= pendiente

Medidas de Robustez. A seis niveles de
concentracion ~ (diluciones  6,7,8,9,10,11), se
introdujeron tres variables, temperatura, pH, luz UV y
se analizaron las gréficas de barrido de 200 a 400 nm
delongitud de onda, aplicando andlisis de varianza.

RESULTADOS

Se tomd en cuenta mediciones de las absorbancias de
luz de ultravioleta entre 330-335nm de los alcaloides
quinolinicos a las diferentes concentraciones
especificadas en cada prueba.

Exactitud. Se consideraron los datos a 3 niveles de
concentracion por cuadruplicado (diluciones 6,7,8) de
los cuales se realizd e célculo de la desviacion
estéandar y € error relativo.

Tabla 1. Exactitud del método de espectrofotometria UV para la deter minacion del extracto de alcaloides quinolinicos

Concentracion pg/mL
1,95 7,81
3,81+0,40
Promedio+D.S. 1,95+0,21 7,13+0,66
E.R.(%) -0,15 -2,46 -8,70
Recuperacion(%) 99,80 97,50 91,30

D.S,, desviacion estandar, E.R., error relativo.

Se pudo observar desviaciones estandar inferiores a 1
a tres niveles de concentraciones, errores relativos
superiores a mayores concentraciones e inferiores a
+2 a 1,953ug/mL considerado 6ptimo® para métodos
analiticos, ademéas de porcentajes de recuperacion
cercanos a 100% (Tabla1).

Precision. Fue establecida la precision intermedia al
comparar los resultados de 4 mediciones obtenidas en
diferentes tiempos (diferente dia) a tres niveles de
concentracion de alcaloides quinolinicos, ademés se
obtuvieron coeficientes de variacion inferiores a 5%
(Tabla 2).
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Tabla 2. Precision intermedia del método espectr ofotométrico para la cuantificacion del extracto de alcaloides quinolinicos

Concentracién (ug/mL)

1,95 3,91 7,81
Dia 1° promedio 2,07 413 7,68
Dia 2° promedio 1,99 4,01 7,44
Observaciones 4 4 4
Desviacion estandar 0,10 0,16 0,24
Coeficiente de variacion (%) 4,75* 3,83* 3,11*

(*)Los valores de los coeficientes de variacion obtenidos son inferiores a 5%.
Y la repetibilidad fue establecida a comparar los de acaloides quinolinicos, y sus coeficientes de
resultados de 4 mediciones obtenidas en diferentes variacion son inferiores a 5% (Tabla 3).
tiempos (mismo dia) a tres niveles de concentracion

Tabla 3. Repetibilidad del método analitico parala determinacion del extracto de alcaloides quinolinicos

Concentracion (ug/mL)

1,95 3,91 7,81
Tiempo 1° 2,09 4,10 7,63
Tiempo 2° 2,03 391 7,58
Observaciones 4 4 4
Desviacion estandar 0,09 0,14 0,17
Coeficiente de variacion (%) 4,43* 3,62* 2,20*

(*)Los valores de los coeficientes de variacion obtenidos son inferiores a 5%
Linealidad. Para € célculo de linedidad se calculo: el intercepto, la pendiente y € coeficiente de
realizaron mediciones de absorbancia de seis correlacién (Tabla4).
diluciones, por cuadruplicado con las cuales se

Tabla 4. Linealidad del método espectrofotométrico para la deter minacién del extracto de alcaloides quinolinicos

Estadisticas de laregresion

Coeficiente de correlacion mdltiple 0,999
Coeficiente de determinacion r? 0,997
r’ajustado 0,996
Error tipico 0,030
Observaciones 24

Coeficientes
Intercepcion 0,046

Variable X 1 174,02
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Figura 1. Relacion lineal entrela absorbanciay la concentracion del extracto de alcaloides quinolinicos

Limite de deteccion y de cuantificacion (LD y L C). linealidad para el célculo de las concentraciones
Se tomaron en cuenta seis diluciones ( 6,7,8,9,10 y (Tablab).
11) y se aplico la ecuacion de la recta calculada en la

Tabla 5. Limites de deteccion y de cuantificacion a diferentes concentraciones de extracto de alcal oides quinolinicos.
y =174,02x + 0,0459

r? = 0,997
pg/mL Yi Yi Yi-Yi (Y-1)?
0,244 0,0619 0,0884 -0,0265 0,000704
0,488 0,116 0,131 -0,0150 0,000223
0,977 0,219 0,216 0,00301 9,0522E-06
1,953 0,409 0,386 0,0233 0,000545
3,906 0,765 0,726 0,0390 0,001522
7,812 1,381 1,405 -0,0240 0,000575
3= 0,00358
SB = 0,0299
LD= 0,516
LC= 1,72
Robustez. Serealizo el andlisis estadistico de los concentraciones de acido y a diferentes
promedios de las |ecturas obtenidas a diferentes concentraciones de soluto (Tablas 6,7 y 8).

Tabla 6. Influencia del pH (concentracion de HCI) en la deter minacién de alcaloides quinolinicos a diferentes
concentraciones de extracto de G. longiflora.

Concentracion de extracto de G. F Probabilidad Valor critico paraF
longiflora (ug/mL)
0,24 *1,58 0,33 6,59
0,49 5,12 0,03 4,07
0,98 6,80 0,01 4,07
1,95 4,58 0,04 4,07
391 4,83 0,03 4,07
7,81 9,31 0,01 4,07

Todos los niveles de concentracion de acaloides quinolinicos presentan diferencias
significativas (p<0,05; ANOVA), excepto (*).
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Tabla7. Influenciadelaluz UV en la determinacion de alcaloides quinolinicos a diferentes concentr aciones de extracto de

G. longiflora.

Concentracién de extracto de F Probabilidad Valor critico paraF
G. longiflora (ug/mL)
0,24 *21,27 6,51E-08 2,57
0,49 0,49 0,81 2,57
0,98 0,06 1,00 2,57
1,95 1,18 0,36 2,57
3,91 2,14 0,09 2,57
7,81 0,91 0,51 2,57

En todos los casos los niveles de concentracion estudiados no existe diferencia significativa
excepto 0,24 ug/mL (*) de alcaloides quinolinicos (p< 0,05; ANOVA).

Tabla 8. Influencia de latemperatura en la deter minacion de alcaloides quinolinicos a difer entes concentraciones de

extracto de G. longiflora.

Concentracion de extracto de F Probabilidad Vaor critico paraF
G. longiflora (ug/mL)
0,24 0,96 0,44 3,49
0,49 0,24 0,86 3,49
0,98 0,23 0,87 3,49
1,95 0,10 0,96 3,49
3,91 1,01 0,42 3,49
7,81 1,74 0,21 3,49
DISCUSION proporcionalidad lineal"®entre las concentraciones de

El estudio de exactitud excluye la existencia de
errores sistematicos, a obtener datos préximos al
valor verdadero con porcentgjes de recuperacion
cercanos o iguales a 100%°.

En términos de precision intermedia el método es
preciso a tres niveles de concentracion diferentes
necesarias para la determinacion de estos pardmetros®
con las medidas realizadas en dos dias consecutivos
ademas de presentar coeficientes de variacién
inferiores al 5% y una desviacion estdndar inferior a2
considerada  aceptable para los  métodos
espectrofotométricos. En términos de repetibilidad
los resultados demuestran la existencia de precision
por no presentar diferencias significativas en
muestras analizadas durante un mismo dia por un
mismo analista en & mismo laboratorio con los
mismos equipos y reactivos’.

La linealidad del método evaluado en €l intervalo de
concentracion tedrica comprendido entre 0,244-
7,81ug/mL con un coeficiente de correlacion de 0.999
y un coeficiente de determinacién de 0,997 (cercanos
a la unidad) que indica la existencia de una
ebullicion no dtera las lecturas de absorbancia de
acaloides quinolinicos, pero si la variacion de pH
observando desplazamiento batocrémico a menor pH.

extracto de acaloides quinolinicos respecto a la
absorbancia, con un grado de probabilidad del 95%
como e que fue encontrado en otros métodos
empleados para la determinacion de moléculas
quinolinicas’. Ademés de obtener la ordenada al
origen que pasa por cero con un o de 0.05,
obteniéndose una diferencia altamente significativa
delaregresion lineal en €l andlisis de varianza.

En cuanto a los limites de deteccion y cuantificacion
los valores demuestran una deteccion del equipo a
partir de 0,57ug/mL y una cuantificacién a partir de
1,7ug/mL con una exactitud y precision aceptable lo
cual demuestra la factibilidad del método™.

En el estudio de robustez los andlisis de varianza que
se redlizaron para cada variacion presentaron una
diferencia significativa cuando se cambia el pH del
solvente a concentraciones de 3,125 a1,953ug/mL y
en cuanto a variaciones de temperatura e irradiacion
con luz UV no presentaron diferencias significativas
entre 0, 977 y 3,125ug/mL lo cual demuestra la
fiabilidad del método espectrofotométrico en las
condiciones descritas’. Donde la exposicién a la
radiacion ultravioleta y a temperaturas hasta la
Por lo cual el método descrito para la determinacién
de extracto de alcaloides quinolinicos mediante
espectrofotometria  UV-VIS aplicado de forma



efectiva a la cuantificacion de otros alcaloides™, es
efectivo para la cuali-cuantificacién de acaloides
quinolinicos de la Galipea longiflora debido a que
posee precision y exactitud adecuadas, relacion lineal
con un coeficiente de correlacion cercano a la unidad
entre 0,244-7,81ug/mL, es selectivo para detectar
concentraciones mayores a 0,57ug/mL y cuantificar
con precision y exactitud concentraciones de extracto
de alcaloides quinolinicos superioresa 1,7ug/mL.
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