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RESUMEN

Introduccién: el aumento en el uso de plantas medicinales ha sido evidenciado
en las tltimas décadas en todo el mundo, principalmente como extractos vegetales
con fines terapéuticos. Para garantizar la calidad y la eficacia de estos extractos se
han establecido guias y normativas que reducen la variabilidad de los procesos de
obtencidn y aseguran su estandarizacién. Objetivo: compilar datos actuales sobre
los principales pardmetros y metodologias para la estandarizacion de extractos
vegetales y sus definiciones. Metodologia: guias de la Organizacién Mundial de la
Salud, Farmacopeas y las bases de datos PubMed, Google Académico, Science Direct
y EBSCOHost fueron empleadas para colectar informacién acerca de la estandari-
zacién de extractos. Los documentos fueron seleccionados de acuerdo con su fecha
de publicacién (1981-2020), utilizando palabras-clave en inglés como “standardiza-
tion of plant extracts”, “standardization of methodologies” y “guidelines for obtaining
standardized products”. Resultados: las farmacopeas y las gufas de la Organizacién
Mundial de la Salud son la literatura principal que establecen las metodologfas para
la estandarizacién, asi como los limites de pardmetros relacionados con el control
de calidad de extractos vegetales. Los principales pardmetros establecidos fueron:
evaluacién macro y microscopica del material vegetal, materia extrafia, contenido
de cenizas, contenido de agua, analisis cromatogréficos, andlisis bioldgicos y evalua-
cién quimica cualitativa y cuantitativa. Conclusiones: los principales documentos

guias para la estandarizacion de extractos vegetales son generalmente aceptados en la
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mayorfa de las agencias regulatorias en diferentes paises y determinan lineamientos
relacionados con las caracteristicas fisicoquimicas, bioldgicas y quimicas analiticas

del material vegetal y de los extractos.

Palabras clave: Estandarizacién, extractos, plantas medicinales, fitoterapéuticos,

control de calidad.

SUMMARY

State of the art in the standardization of herbal extracts

Introduction: The increase in the use of medicinal plants has been evidenced in
recent decades throughout the world, mainly as plant extracts with therapeutic
purposes. To guarantee the quality and efficacy of these extracts, guidelines, and regu-
lations have been established with the purpose to reduce the variability of obtaining
processes and ensure their standardization. Aim: To compile current data on the
main parameters and methodologies for the standardization of plant extracts and
their definition. Methodology: World Health Organization guidelines, Pharmaco-
pocias and PubMed, Google Scholar, Science Direct, and EBSCOHost databases
were used to collect information about extract standardization. The documents were
selected according to their publication date (1981-2020), using keywords in English
such as “standardization of plant extracts’, “standardization of methodologies” and
“guidelines for obtaining standardized products” Results: Pharmacopocias and
guidelines of the World Health Organization are the main literature that supported
the methodologies for standardization, as well as the limits of parameters related to
the quality control of plant extracts. The main parameters established were macro
and microscopic evaluation of plant material, foreign matter, ash content, water
content, chromatographic analysis, biological analysis, and qualitative and quanti-
tative chemical evaluation. Conclusions: The main guide documents for the stan-
dardization of plant extracts are generally accepted by most regulatory agencies in
different countries and determine guidelines related to the physicochemical, biolog-

ical, and analytical chemical characteristics of plant material and extracts.

Keywords: Standardization, extracts, medicinal plants, phytotherapeutic, quality

control.
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REsuMmoO

Estado da arte na padronizag¢io de extratos vegetais

Introdugio: o aumento do uso de plantas medicinais tem sido evidenciado nas
tltimas décadas em todo o mundo, principalmente na forma de extratos vegetais
para fins terapéuticos. Para garantir a qualidade e eficicia desses extratos foram esta-
belecidos diretrizes e regulamentagoes que reduzem a variabilidade dos processos de
obtencio e garantem sua padronizagio. Objetivo: compilar dados atuais sobre os
principais pardmetros ¢ metodologias de padronizacio de extratos vegetais ¢ suas
defini¢oes. Metodologia: diretrizes da Organizacio Mundial da Saide, Farmaco-
peias e bancos de dados PubMed, Google Scholar, Science Direct ¢ EBSCOHost
foram usados para coletar informagdes sobre padronizagio de extratos. Os docu-
mentos foram selecionados de acordo com a data de publicagio (1981-2020), utili-
zando palavras-chave em inglés como “padronizacio de extratos vegetais’, “padro-
niza¢io de metodologias” e “diretrizes para obtencio de produtos padronizados’.
Resultados: farmacopeias e diretrizes da Organizacio Mundial da Satide sdo as prin-
cipais literaturas que estabelecem as metodologias para padronizagio, bem como os
limites de pardmetros relacionados ao controle de qualidade de extratos vegetais. Os
principais pardmetros estabelecidos foram avaliacio macro e microscdpica do mate-
rial vegetal, matéria estranha, teor de cinzas, teor de dgua, andlise cromatografica,
andlise bioldgica e avaliagio quimica qualitativa e quantitativa. Conclusdes: os prin-
cipais documentos orientadores para a padronizagio de extratos vegetais sdo geral-
mente aceitos na maioria das agéncias reguladoras em diferentes paises e determinam
diretrizes relacionadas s caracteristicas fisico-quimicas, biolégicas e quimicas anali-

ticas de materiais vegetais € extratos.

Palavras-chave: Padronizagao, extratos, plantas medicinais, fitoterdpicos, controle

de qualidade.

INTRODUCCION

El uso de medicinas herbales histéricamente ha constituido una practica importante,
incluso en la medicina actual en donde mas del 80% de la poblacién utiliza y/o
depende de plantas medicinales. Pero este amplio uso ha generado en algunos casos
errores de medicacidn, adulteracién o abuso en el consumo de los productos medi-
cinales a base de plantas, produciendo efectos nulos o negativos para la salud de los
consumidores. De ahi el hecho que sea necesario el establecimiento de pardmetros de
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control de calidad para la recoleccién, manejo, procesamiento y produccién, garanti-
zando la buena calidad y consecuentemente la eficiencia y la seguridad de medicamen-
tos y productos a base de plantas [1-4].

De esta forma la Organizacién Mundial de la Salud (OMS-WHO por sus siglas en
inglés) en 1978 en la declaracién de Alma Anta, mediante la resolucién WHO 31.33
teniendo en cuenta la importancia de las plantas medicinales en la salud, recomendé
la creacién de un inventario de plantas empleadas con fines terapéuticos en diferentes
paises, el desarrollo de métodos que aseguren la calidad y la eficacia de tratamientos
con plantas medicinales, estdndares internacionales que especifiquen la identidad, la
pureza, los métodos seguros de utilizacién y las buenas practicas de manufactura. Estos
puntos fueron reafirmados en 1987 en la 40* Asamblea General de la OMS mediante
la resolucién 40.33 la cual incentiva a seguir programas de identificacién, cultivo y con-
servacion de plantas medicinales, con el fin de asegurar la calidad mediante estandares
y buenas pricticas de manufactura de los productos medicinales obtenidos a partir de
estas plantas [5-10].

En muchos paises los productos herbales medicinales o fitoterapéutico son liberados
al mercado sin una evaluacién cientifica debida y teniendo en cuenta que la mayoria
de estos productos pueden ser adquiridos sin prescripcion, principalmente en paises
de América Latina, se vuelve importante la produccién de fitoterapéuticos de calidad
con una composicion constante y bien definida, lo cual se logra mediante la estandari-
zacién [2, 10-15]. El proceso de estandarizacién de extractos es especifico y por lo tanto
diferente para cada especie, por lo cual el objetivo de esta revisién fue presentar defini-
ciones, lineamientos y metodologias generales para la obtencién de extractos estandari-
zados, de modo que pueda servir como fuente de informacién base para estos procesos.

METODOLOGIA

Esta revision se llevd a cabo mediante la busqueda en la literatura cientifica en lo refe-
rente a extractos estandarizados, métodos de estandarizacidn, sus aplicaciones y su jus-
tificacién. Compilando informacién desde los aspectos basicos y fundamentales, hasta
estudios de estandarizacién actuales y especificos. Para esta revisién se utilizaron las
bases de datos: Science Direct, Academic Search Complete (EBSCOHost), PubMed y
el motor de busqueda de Google Académico, asi como capitulos y libros especializados,
normas nacionales e internacionales y directrices establecidas por la OMS vy las farma-
copeas: Brasilena, Estadounidense y Europea.

Los documentos fueron escogidos de acuerdo con sus fechas de publicacién (entre los
afios 1981 y 2020), usando palabras clave en inglés tales como: “standardization of
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plant extracts”, “natural products’, “standardization of methodologies” and “guidelines
for obtaining standardized products”. El conjunto de informacién finalmente incluyé
95 referencias, entre articulos cientificos publicados, guias, normas, libros y monogra-
fias de farmacopeas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Consideraciones legales

Segtin el pais y sus normativas se emplean términos como fitoterapéuticos o fitomedi-
camentos, términos que pueden cambiar en algunos aspectos en cuanto a sus defini-
ciones [16, 17]. Los fitoterapéuticos son un tipo de preparacién herbaria derivada de
partes de una o varias plantas, en donde los principios activos no se encuentran de forma
aislada. Son obtenidos por diferentes formas de procesamiento del material vegetal y
estos pueden ser material triturado, aceites esenciales o extractos, entre otros [16, 18].
Los extractos que son obtenidos sin la aplicacién de sustancias inertes, se denominan
extractos naturales y estdn definidos como preparaciones herbarias [19, 20], de consis-
tencia liquida, sélida o semisélida (extractos blandos obtenidos por evaporacién parcial
del solvente) o tinturas (preparaciones liquidas obtenidas por extraccién con alcohol)
[17]. Cabe mencionar que los extractos vegetales no solo son aplicables a la medicina y
la farmacéutica, es conocida también su funcién en la nutracéutica, por ¢jemplo, para
la cual sus normativas suelen ser distintas y no serdn abordadas en esta revisién [21-24].

LaIV Conferencia Internacional de Organismos de Reglamentacién Farmacéutica rea-
lizada en Tokio en 1986 avanzé en la legislacion de productos medicinales derivados
de plantas, principalmente en temas relacionados con la explotacién comercial. En la
conferencia numero V llevada a cabo en Paris en 1989, se amplié la reglamentacion y se
recomendé que la OMS examinara la preparacién de dichas plantas y generara normas
que ayudaran en el proceso de reglamentar la preparacion en un contexto global, para
esto la OMS establecié una serie de lineamientos para la evaluacién de medicamentos
de origen vegetal. Y que junto a la Organizacién de Naciones Unidas para el Desarro-
llo (ONUDI) han hecho importantes esfuerzos para que el empleo de estos medica-
mentos de origen vegetal sea una solucidn real alternativa a los farmacos sintéticos de
elevado costo [5].

En Colombia, pais de los autores, los fitoterapéuticos estin reglamentados por el
decreto 2266 del 2004 [25], modificado por los decretos 3553 de 2004 [26], 4927
de 2009 [27] y el decreto 1156 del 2018 [28], emitidos por el Ministerio de Salud
y Proteccién Social que definen los productos fitoterapéuticos como: “Es e/ producto
medicinal empacado y etiquetado, cuyas sustancias activas provienen de material de la
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planta medicinal o asociaciones de estas, presentado en estado bruto o en forma farmacéu-
tica que se utiliza con fines terapéuticos. También puede provenir de extractos, tinturas o
aceites. No podrd contener en su formulacion principios activos aislados y quimicamente
definidos. Los productos obtenidos de material de la planta medicinal que haya sido proce-
sado y obtenido en forma pura no sevd clasificado como producto fitoterapéutico” [25, 28].
También se establece en estos decretos que la vigilancia y el registro sanitario de los
productos fitoterapéuticos en nuestro pais corresponde al Instituto Nacional de Vigi-
lancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) [25-28]. Mientras que en el caso de
Brasil es la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [29, 30], en México
la Comisién Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) [31]y
para los Estados Unidos la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por
sus siglas en inglés) [32, 33].

Estandarizacion de extractos vegetales

La estandarizacién de extractos vegetales se refiere al establecimiento de una serie de
pardmetros y valores en un proceso dado, que permitan garantizar la calidad, la efica-
cia, la estabilidad y la reproducibilidad. No existe una definicién universal de lo que es
“estandarizacion de extracto” pero en general se refiere al establecimiento de la canti-
dad definida de un compuesto o grupo de compuestos con una actividad terapéutica
determinada (principio activo o mezclas de este) dentro de un extracto y a la metodo-
logia empleada para llegar a ¢l [21, 34, 35]. Los extractos estandarizados contienen una
cantidad constante de componentes especificos (principios activos) o mezclas con ellos,
sujetos a controles de calidad durante todas sus fases de preparacion, por lo tanto, la estan-
darizacién no se refiere inicamente a procesos uniformes de fabricacién [1, 2,21, 36-38].

La estandarizacién junto con el control de calidad tiene en cuenta los procesos que
contribuyen a la identidad y calidad de un medicamento de origen vegetal, estos pro-
cesos incluyen: obtencién del material vegetal, identificacién, evaluacién cuantitativa,
evaluacién cualitativa, caracterizacién fitoquimica, estabilidad y almacenamiento, de
igual forma la obtencién y suministro de la informacién del producto final al consumi-

dor [1, 38, 39].

El proceso de estandarizacion de extractos vegetales también se puede entender como
la caracterizacidn técnica obtenida mediante experimentacion y observaciones que
conducen a un conjunto de caracteristicas especificas para un medicamento de origen
vegetal. En otras palabras, la estandarizacion también es “una herramienta en el proceso
de control de calidad” [1], cuyos lineamientos se encuentran en los documentos guia de

la OMS y las farmacopeas [15, 40, 41].
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Por otra parte, la Agencia Europea de Medicina (EMA) define la estandarizacién de
sustancias (extractos) vegetales como: “Las sustancias herbales estandarizadas se ajustan
dentro de una tolevancia aceptable a un contenido dado de constituyentes con actividad
terapéutica conocida; La estandarizacion se logra agregando excipientes para el ajuste a la
sustancia a base de hierbas o mezclando lotes de la sustancia a base de hierbas. Para tales
sustancias a base de hierbas, debe indicarse el nombre y el contenido de los constituyentes
con actividad terapéutica conocida. Se debe dar la cantidad equivalente de la sustancia
herbal genuina (como un rango, si corresponde)” [42]. De esta definicién se entiende que
el producto final debe contener componentes activos de identidad y cantidad conocida
o en un rango de cantidad [42].

¢Qué se estandariza?

Los parametros requeridos y algunos de sus limites para productos fitoterapéuticos,
entre los que se clasifican los extractos estandarizados, son enunciados por la OMS y
las farmacopeas que establecen usos terapéuticos estandarizados de plantas medicinales
y publican monografias de especies medicinales con informacién sobre la descripcion
botanica [7, 9, 43-48]. Los pardmetros estan descritos en la Tabla 1:

Tabla 1. Requerimientos establecidos para productos fitoterapéuticos.

Material Limites permitidos Referencia

Para el material vegetal

Pardmetros cualitativos intrinsecos

Caracterizacion botdnica i [14, 16]
del tipo de planta.

Examen macroy Pardmetros cualitativos intrinsecos 7, 46]

microscopico del tipo de planta/extracto. ’

Materia extraiia < 2%. [7,46,49]

Intrinseco de cada planta, por lo
1 < 5% para cenizas totales

| ) genera p y

Valores de ceniza < 2% para cenizas insolubles en [7,17,49]

4cido.

Intrinseco de cada planta,

Contenido de humedad generalmente < 10%. [7, 46, 49]
Valores extractivos Intrinsecos para cada tipo de planta. (7,46, 49]
(Continiia)
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Material Limites permitidos Referencia
Para extracciones por decoccidn:
"TAMC: 107 “CFU/g
“TYMC: 10° CFU/g
Carga microbiana Parz} e.xtracaones por solventes (46, 49]
orgdnicos:
TAMC: 10* CFU/go CFU/mL
TYMC: 10> CFU/go CFU/mL
Acefato 0,2 mg/Kg
Clorpirifés 5 mg/Kg
Residuos de pesticidas Dicofol 9,05 mg/Kg ’ [7, 46, 49]
Este pardmetro se amplia en la tabla
3
Contenido de metales Cadmio: < 10 ppm
sados Plomo: < 5,0 ppm (7, 49]
pe Mercurio: < 0,1 ppm ’
Para el extracto
Variables del proceso
exEractlvo (solv?ntes y 14, 16]
método extractivo)
Andlisis cromatografico (14, 17]
Evaluacién quimica
cuahta,tlv'a (tamizaje (7, 16]
fitoquimico)
Evaluacién quimica
cuantitativa [14, 16]
Estudios toxicolégicos [14, 15,17]

*Recuento total de microorganismos aerobios (TAMC). ** Unidad formadora de colonias (UFC) por gramo
de material vegetal. *** Recuento total de hongos y levaduras (TYMC)

¢Coémo se estandariza? Caracterizacion del material vegetal

Los criterios para caracterizacion y evaluacién de plantas medicinales pueden variar

entre las diferentes farmacopeas que existen, pero hay lineamientos que son comunes

a la mayoria de las disposiciones legales de cada pais. Teniendo en cuenta las farmaco-

peas Brasilena, Europea y Estadounidense junto con los requerimientos de la OMS, los

ensayos contemplados para el analisis de drogas vegetales antes de ser empleadas para

la elaboracién de un fitoterapéutico se describen globalmente a continuacion [2, 6, 7,

46,50-52].
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Recoleccion del material vegetal

El momento de recoleccién de las plantas medicinales depende de la especie, las con-
diciones climdticas y el ciclo de la planta. Para su recoleccién se puede realizar un
seguimiento previo, con el fin de conocer la edad de la planta y la mejor época para
su recoleccién. Este seguimiento se puede realizar con extracciones continuas por un
periodo de tiempo determinado analizando los extractos mediante alguna técnica cro-
matografia [13, 50].

Limpieza

Al limpiar las partes vegetales colectadas se retiran todas las impurezas como tierra,
insectos partes de otras plantas y partes dafiadas necrosadas o con marcas de herbivoria.
Parte del procedimiento se realiza manualmente. Se puede realizar un lavado con agua
para limpiar el material adherido, de igual forma se puede realizar una desinfeccién con
hipoclorito de sodio de concentracién menor al 1% durante 5 minutos, con el fin de
limitar una posible infeccién bacteriana, pero se corre el riesgo de oxidar los compo-
nentes activos [50, 53].

Secado del material vegetal

El secado del material facilita su almacenamiento durante periodos de tiempo rela-
tivamente largos, conservando las propiedades quimicas de los compuestos, a su vez
detiene los procesos bioquimicos de la planta e impide la contaminacién por hongos
[13, 54]. El secado se puede llevar a cabo a temperatura ambiente usualmente en som-
bra o en hornos con circulacion de aire entre 30 °C y 60 °C [13, 53].

Evaluacion microscopica y macroscopica

El primer paso para establecer la identidad y pureza es la descripcién macro y micros-
copica. La evaluaciéon microscdpica es indispensable en la identificacién de plantas y
de fragmentos de material vegetal producto de estas, asi mismo es necesaria para la
identificacién de materia extrafia y adulterantes. En ella se emplea la evaluacion visual
primaria con ayuda de reactivos que faciliten la visualizacién y de un microscopio
o un estereoscopio para la identificacién taxondémica correcta y asegurar que se estd
empleando la parte de interés de la planta. Esta identificacién se hace con ayuda de
una muestra autentica de referencia de la planta [1, 6, 46, 50, 52, 55, 56]. Se analizan
caracteristicas de las paredes celulares, contenido celular (almidén), presencia de tri-
comas, indice de estomas (relacién estomas/4rea de la hoja) y materia extrana, entre
otros [15]. En la evaluacion macrosc6pica se describen las caracteristicas externas de los
oérganos vegetales, la OMS recomienda proceder evaluando, tamano, color, superficie,
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olor (intensidad del olor: suave, fuerte. Tipo de aroma: aromdtico, mohoso, rancio) y
describiendo las caracteristicas morfoldgicas de tamafio, borde y textura [6, 46, 55].

Molienda del material vegetal y distribucién del tamano de particula

La molienda o trituracién de material se realiza con el fin de aumentar la superficie del
material vegetal que va a estar en contacto con el solvente de extraccién, y de esta forma
aumentar la penetracién y el poder extractivo. Por otro lado, la formacién de polvo muy
fino puede dificultar los procesos de extraccion. Durante este proceso materiales extra-
fios 0 no deseados pueden ser identificados y retirados manualmente [2, 49].

Independientemente del proceso de trituracion, se generan particulas de diferentes
tamanos, estas particulas o fragmentos deben ser seleccionadas usando tamices con luz
de malla de diferente didmetro, y el material a tamizar debe llevar una cantidad (peso)

definida. La OMS y la farmacopea Brasilena clasifican los diferentes tipos de polvo
(Tabla 2) [13, 46, 49, 51].

Tabla 2. Clasificacién de los tipos de polvo de acuerdo con el material vegetal que pasa en su totali-

dad por determinado tamiz [46, 49, 51].

Clasificacién Tamiz
Polvo grueso tamiz de 1,70 mm
Polvo moderadamente grueso tamiz de 0,71 mm
Polvo semifino tamiz de 0,33 mm
Polvo fino tamiz de 0,18 mm
Polvo finisimo tamiz de 0,12 mm

Determinacion de cenizas

El contenido de ceniza refleja el contenido de materia inorgdnica. Para su determina-
cién el material vegetal se incinera y las cenizas residuales son pesadas determinando la
cantidad de ceniza total, ceniza insoluble en 4cido y ceniza soluble en agua. La deter-
minacién de cenizas totales se realiza para medir la cantidad de ceniza correspondiente
al material vegetal y al material restante que corresponde a materia extrana, las cenizas
totales no deben superar el 12% respecto al material vegetal, valores mas altos se pue-
den deber a contaminacién con suelo [6, 7, 46, 57].

Determinacion de humedad y pérdida por secado

Generalmente el contenido de agua de las drogas vegetales varia entre 8% y 14%, este
contenido se debe mantener bajo para evitar hidrolisis de los compuestos y posibles
contaminaciones microbiolégicas. El contenido de agua puede ser determinado por el
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método gravimétrico (secar hasta peso constante), azeotrépico (destilacién de la mues-
tra junto con tolueno) y el método de Karl Fischer (reaccién cuantitativa entre agua,

yodo y didxido de azufre en piridina) [46, 50, 51].

Determinacion de sustancias extraibles

Este procedimiento se realiza en el caso que no se puedan determinar los componen-
tes activos de la droga. Se puede realizar entonces una determinacién de las sustancias

extraidas con agua y/o etanol [13, 46, 51, 58].

Determinacion de material extraiio

Los extractos vegetales regularmente provienen de una sola parte de la planta, es decir
de un drgano especifico, por lo tanto, debe asegurarse que no haya fragmentos de otras
partes de la planta o de otras plantas, también se debe detectar la presencia de insectos
o de material inorgdnico [7, 46, 51, 59]. De existir contaminacion se recomienda elimi-
nar de forma mecdnica directamente sobre el material vegetal, en caso de que este esté
fraccionado en partes grandes[51, 60].

Contaminantes microbioldgicos

La contaminacién con microorganismos estd asociada con factores ambientales de difi-
cil control. La carga de microorganismos en el material vegetal se ve favorecida también
por malas précticas de cosecha, limpieza, secado y almacenamiento. También existen
métodos de descontaminacién que estdn restringidos, como el tratamiento de radiaciéon
ionizante, por lo tanto, debe cuidarse tanto el método de limpieza como de la presencia
de microorganismos y posibles toxinas producidas por estos [7, 46, 61]. Los microorga-
nismos que estin presentes en el material vegetal pueden proliferar en los procesos de
secado y almacenamiento [1]. Los limites para la contaminacién microbiana estdn dados
por farmacopeas, pero no son de implementacion obligatoria [1, 17].

Determinacion de metales pesados

La contaminacién ambiental y las trazas de pesticidas son responsables en gran medida
de la presencia de metales pesados en el material vegetal. Su contaminacién es impor-
tante en la salud debido a que su acumulacién en el organismo resulta téxica [6-8, 46].
Existen varios tipos de determinacidn de estos metales cuyo contenido se debe compa-
rar con un valor o rango estdndar (ver Tabla 1). Un método comun para su identifica-
ci6n es la espectrofotometria de absorcién atémica [62)].

Residuos de pesticidas

Dado que la mayoria de los productos naturales provienen de plantas cultivadas, existe
una alta probabilidad de que estén contaminados con residuos de pesticidas acumula-
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dos por las précticas agricolas como la aplicacién de abonos quimicos y de fungicidas.
Para su deteccidn se pueden hacer pruebas generales que reconozcan grupos de pesti-
cidas o pesticidas individuales [6, 8, 46]. Se recomienda realizar pruebas generales para
detectar cloro orgénico total, fosforo orgdnico total, arsénico y plomo total. El analisis
debe realizarse lo méds pronto luego de la recoleccién del material vegetal antes de que
tengan lugar cambios quimicos. Los valores maximos permitidos de pesticidas depen-
den del grupo quimico al que pertenezcan, (organoclorados, organofosforados, etc.), y

sus limites son reportados por la OMS y la farmacopea Europea (Tabla 3) [6, 33, 46, 63].

Tabla 3. Limites mdximos permitidos de algunos pesticidas [38, 49].

Pesticida Limite méximo de residuo (mg/Kg)
Acefato 0,2
Azinfos.Metil 0,5
Clorpirifds 5
Clorpirifés-Metil 1
Diazinén 5
Dicofol 0,05

Extraccion

Es importante mencionar que incluso obteniendo material vegetal consistente y
siguiendo las normas de estandarizacién en el tratamiento del material vegetal, el
extracto resultante podra no ser igual en caso de que no se haga el control del proceso
extractivo. La extraccion se realiza poniendo en contacto el material particulado con
el solvente extractor. La eleccion del solvente va a depender del tipo de material y del
tipo de compuestos a extraer [64-68]. En cuanto a la cantidad de material vegetal y la
proporcién de solvente, esta se podrd determinar realizando pruebas preliminares de
extraccion verificadas por cromatografia.

Control de calidad de los extractos vegetales
Evaluacién quimica

Uno de los aspectos mds importantes en la estandarizacién de un extracto es la evalua-
cién quimica. Uno de los pasos méds comunes e iniciales en esta etapa es el tamizaje o
screening fitoquimico, que se refiere a las diferentes pruebas cualitativas de identifica-
cién de los principales grupos de metabolitos secundarios como: terpenos, alcaloides,
cumarinas, lactonas, taninos, fenoles, flavonoides, glucésidos cardiotdnicos, saponinas,
esteroides, quinonas, lignanos, cromanos y catequinas, principalmente [13, 69].
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Otras pruebas mds robustas para identificacién y que ademds pueden proporcionar un
andlisis cuantitativo son las técnicas Cromatografia en Capada Delgada (TLC), Cro-
matografia en Capada Delgada de alta Resolucién (HPTLC), Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia (HPLC), acoplada a diferentes detectores como Ultravioleta (UV),
Detector de Arreglo de Diodos (DAD) y Espectrometria de Masas (MS), Cromatogra-
fia de Gases (GC), también con distintos detectores como ionizacién de llama (FID) o
MS. Otras técnicas menos comunes en etapas del control de calidad, pero también bas-
tante eficientes son la Electroforesis Capilar (CE) y la Resonancia Magnética Nuclear
(NMR). Los resultados de estas técnicas generan huellas quimicas cromatogréficas
sobre la cuales se pueden comparar cualitativa y cuantitativamente con otras muestras
[1,15,70,71]. Por ser las técnicas mas comunes en estos procesos, se dard especial énfa-
sis en dos de ellas: TLC y HPLC, descritas a continuacidn.

Cromatografia en Capa Delgada (TLC) para el anilisis de productos fitoterapéuticos

La cromatografia en capa delgada es una técnica importante en el monitoreo necesario
de componentes quimicos para el proceso de estandarizacién y control de calidad de los
extractos vegetales, ya que es una técnica poco costosa comparada a las demds técnicas
cromatogréficas. Respecto al control de calidad el primer paso es identificar los com-
puestos que estdn presentes y son caracteristicos de la planta y cudles de estos poseen
actividad farmacoldgica. Se deben escoger los solventes més apropiados como sistema
de elucion para el desarrollo cromatografico, junto con los reveladores a emplear para la
visualizacién de los compuestos presentes en el extracto. La etapa siguiente es el moni-
toreo de compuestos especificos, los cuales servirdin como marcadores ayudando a iden-
tificar el extracto y por consiguiente la planta [70-75].

Los marcadores quimicos son componentes conocidos quimicamente con o sin acti-
vidad terapéutica, estos pueden ser marcadores analiticos o marcadores activos. “Los
marcadores analiticos son los constituyentes o grupos de constituyentes que sirven iinica-
mente para fines analiticos, mientras que los marcadores activos son los constituyentes o
grupos de constituyentes que contribuyen a la actividad terapéutica” [76]. Estos marcado-
res cobran importancia en la identificacion de compuestos adulterantes, la diferencia-
ci6n de medicinas vegetales provenientes de diferentes fuentes y en la verificacion de la

estabilidad de los fitoterapéuticos [76].

Independiente del nivel de conocimiento de la composicién quimica del extracto, se
acepta como un andlisis valido en el control de calidad la obtencién de un perfil croma-
togréfico. A este perfil se le conoce como huella digital o fingerprint de la planta. Esto
es funcional siempre y cuando el proceso de obtencién de la planta posea condiciones
definidas (estandarizadas). De esta forma un segundo extracto obtenido en las mismas
condiciones de colecta, procesamiento y extraccion deberd ser comparable al realizar la
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misma prueba cromatografica. Los resultados de la TLC se comparan por los factores
de retencién (Rf), tamafios y coloraciones de los compuestos. Una variacién de esta
técnica de TLC es la HPTLC, automatizada y de mayor resolucién y precision, permi-
tiendo ademads la cuantificacién mediante densitémetros [13, 77].

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) para el analisis de productos

fitoterapéuticos

Esta técnica es la mds ampliamente utilizada en el control de calidad de extractos vege-
tales. Asi como se describi6 anteriormente, esta técnica también permite la obtencién
del perfil cromatogréfico de los extractos, en este caso, visualizados por medio de picos

cromatogréficos [78,79].

Los detectores empleados en esta técnica dependen de las estructuras que se desea ana-
lizar. Los detectores UV son los mas utilizados, permitiendo el andlisis de los com-
puestos que poseen grupos cromoforos. La variacién de este, llamada DAD o PDA
(deteccién por arreglo de fotodiodos) permite obtener el espectro de absorcién de un
determinado compuesto y por consiguiente la comparacién de espectros con un banco
de datos o literatura, donde se puede estimar la naturaleza quimica de los componentes
de un extracto. Adicionalmente, otros detectores comtiinmente empelados son: Detec-
tor Evaporativo de Dispersion de Luz (ELSD) el cual es empleado para la deteccién de
moléculas sin grupos croméforos que resultan indetectables en UV, se fundamenta en
la nebulizacién de sustancias formando un spray homogéneo de gotas que pasan por
un detector de aerosol cargado, y el detector MS el cual separa moléculas orgénicas
ionizadas de acuerdo a su masa y carga, posteriormente estos iones son detectados por
un analizador de campo magnético; analizador cuadrupolar o un analizador de trampa

de iones [13, 58, 70, 80-82].
Validacion

La validacién es el proceso de probar que un método analitico es aceptable para su
propdsito previsto [1]. También permite establecer criterios de adaptacién para prue-
bas determinadas. La Farmacopea de los Estados Unidos [17], la Conferencia Interna-
cional de Armonizacién (ICH) [83] y la Administracién de Drogas y Alimentos de
los Estados Unidos (FDA) [84] suministran una serie de lineamientos para realizar las
validaciones. La validacion debe incluir estudios de linealidad, especificidad, precision,
exactitud, limites de deteccién y cuantificacion [ 1, 46, 84-88].

Pardmetros de validacion

Precision: grado de proximidad entre una variedad de mediciones individuales obte-
nidas a partir de una misma muestra con una metodologia determinada. La precisiéon
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puede ser considerada en, Repetibilidad: precision en las mismas condiciones de ope-
racion en un tiempo dado. Es evaluada realizando varias veces la misma medicién y
viendo el grado de variacién entre las mediciones. Precisién intermedia: precision que
tiene en cuenta las variaciones. Reproducibilidad: precisién entre laboratorios, grado
de proximidad de un resultado a partir de muestras diferentes con una metodologia
determinada [1, 83, 84, 87, 88]. Seguridad: uso probado y posibles efectos adversos de
los principios activos, principalmente en lo relacionado con la toxicidad [8]. Exacti-
tud: grado de proximidad entre el resultado de una medicion experimental y un valor
teérico (estdndar) en una misma muestra con una metodologia determinada. Limite de
deteccidn: Es la cantidad minima a la que un analito en una muestra puede ser detec-
tado, pero no necesariamente cuantificado. Limite de cuantificacién: Cantidad minima
de un analito en ser cuantificada con exactitud. Linealidad: Capacidad de un proce-
dimiento analitico de obtener un resultado proporcional a la concentracién de una
muestra o de un analito dentro de una muestra [83, 84, 87, 88]. Identidad y pureza: se
refiere a la posible contaminacién de la droga o del extracto. Para controlar la identidad
y la pureza de un extracto principalmente se realizan pruebas cromatogréficas con el
fin de identificar la presencia de posibles adulterantes [7, 59, 89]. Los valores de los
pardmetros de validacidn se resumen en la Tabla 4.

Estabilidad

La estabilidad se refiere a la capacidad de un producto farmacéutico de conservar sus
caracteristicas bioldgicas y farmacéuticas junto con sus propiedades fisicas y quimicas
dentro de los limites especificados (en la estandarizacién) en un tiempo dado. La esta-
bilidad se estima con base en la cantidad y tiempo exposicién a condiciones controladas
de luz, temperatura y humedad del ambiente, y de las caracteristicas propias del com-
puesto a almacenar, es decir su solubilidad, volatilidad, degradabilidad y reactividad
quimica (2, 52, 90-93].

Los objetivos de evaluar la estabilidad de un producto (extracto vegetal) o principio
activo son mantener la pureza, la potencia, la concentracion y la efectividad, en un
tiempo dado, lo cual es evaluado mediante pruebas de estabilidad que hacen parte del
control de calidad de un producto fitoterapéutico [2, 52, 93, 94].

Los estudios de estabilidad para extractos vegetales emplean guias similares a las uti-
lizadas para fairmacos y medicamentos. Y se pueden valorar via 3 ensayos principales:
ensayo por estrés, estabilidad acelerada y estabilidad intermediaria. Su analisis se realiza

principalmente mediante HPLC o TLC [93, 95, 96].
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Tabla 4. Procedimientos generales y valores de los pardmetros de validacion.

Parimetro de

L, Procedimientos Analiticos Generales Referencia
Validacién
e Sedeterminan 3 concentraciones con tres réplicas, en
un rango especifico.
. e Sedeterminan el % de recuperacién. Considerando la
Exactitud P (83, 84]

media y la desviacién estindar relativa (DSR), como
estimados de precision.
e % de exactitud entre 80y 120 %

Repetibilidad:

o Mediciones realizadas por un tnico analista y bajo las
mismas condiciones.

o Serealizan minimo 9 o 10 mediciones diferentes,
teniendo en cuenta la exactitud.

Precisién e DSR recomendadas, < 11% (83, 84]

Precisién Intermedia:

e Mediciones realizadas en dias y analistas diferentes

e Serealizan minimo 9 o 10 mediciones diferentes,
teniendo en cuenta la exactitud.

e DSR recomendadas, < 11%

e Secexpresa como el producto de la pendiente de la
curva de calibracién y 3.3, dividido entre la desviacion
estandar del blanco o del intercepto en el ¢je y, de la

L. curva de calibracién.
El limite de

. e Puede ser expresado como 2 o 3 veces la senial del (84, 88]
Deteccion

ruido.

e También puede ser determinado visualmente
analizando bajas concentraciones conocidas
de un analito.

e  Esel producto de la pendiente de la curva de
calibracién y 10, dividido entre la desviacion estdndar
del blanco o del intercepto en el ¢je y, de la curva de
calibracién.

El limite de

Cuantificacién | ® Puede ser expresado en una proporcién sefal ruido de (84, 88]

10:1 respecto a un analito determinado.

e También puede ser determinado visualmente
analizando bajas concentraciones conocidas
de un analito.
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Parametro de
Validacién

Procedimientos Analiticos Generales

Referencia

Linealidad

Se establece con rango de minimo 5 concentraciones,
obtenidas de una solucidn stock.

Se evaltia mediante regresion lineal, entre la relacién
concentracién-sefal.

Se debe tener en cuenta el intercepto en el eje y, el
coeficiente de correlacién y la pendiente.

El coeficiente de correlacién debe ser mayor o igual a

0.999.

(84, 88]

Especificidad/

selectividad

Se determina por identificacién del analito de interés
y por discriminacién de impurezas.

Los andlisis de selectividad pueden incluir ensayos
de estabilidad que permitan comparar muestras que
contengan impurezas y/o productos de degradacién.

(84, 88]

Robustez

Se realizan pruebas de idoneidad del sistema o
procedimiento a evaluar, comprobando la validez del
procedimiento analitico.

Comunmente se evalda:

¢ Incidencia del pH

e Temperatura

e Tiempo de extraccion

e Estabilidad de las soluciones analiticas

(83, 88]

CONCLUSION

Los medicamentos a base de especies vegetales principalmente en forma de extractos,

son una fuente importante para la industria farmacéutica, pero atn existen vacios en

el establecimiento de su calidad, por lo que se hace imperante la necesidad de estanda-

rizar estos productos derivados de vegetales. Los principales Documentos Guia para

la estandarizacion y el control de calidad, han sido generados por la OMS y por las

farmacopeas. Se ha creado una gran variedad de métodos y de herramientas analiticas

para evaluar diferentes pardmetros de calidad que garanticen la calidad y la eficiencia de

un fitoterapéutico, junto con metodologias para eliminar la variabilidad de los produc-

tos vegetales, todo esto con el fin de obtener extractos estandarizados como productos

finales, con alto grado de calidad, eficiencia y reproducibilidad.
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