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RESUMEN: La estabilidad en anaquel, de larga duracion o shelf life de una formulacion es un factor
fundamental para obtener un producto de calidad, méas aln en los productos naturales pues son a menudo
propensos al deterioro, especialmente durante € almacenamiento. Se evalud la estabilidad a 5+3°C durante €
segundo afio, de tres lotes pilotos de un semisolido en forma de g, obtenido a partir del extracto acuoso de la
corteza de Rhizophora mangle L. Los lotes fueron producidos a escala piloto y envasados en tubos de aluminio
de 25 g con lagueado interior. Se evaluaron los indicadores fisico-quimicos y microbioldgicos a los 24 meses
de almacenamiento y se compararon con los obtenidos a tiempo inicial y a los 12 meses. Como resultado
todos los lotes mostraron estables sus propiedades organolépticas, pH de 6 a 7, area de extensibilidad de 30-
50 cn?, limite microbiano <10? UFC/g, actividad antimicrobiana entre 8-10 mg/g y comportamiento reol 6gico
de un fluido no newtoniano dd tipo Hersche Bulkley, sin diferencias significativas con los tiempos anteriores.
La concentracion de taninos totales present6 variacion en € tiempo, no obstante este indicador estuvo dentro
del limite de aceptacién para la formulacion de 13-30 mg/g. Estos resultados permiten proponer un periodo de
validez ddl producto de 2 afios bajo las condiciones de almacenamiento ensayadas.
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Sability on shelf (second year) of a gel from the Rhizophora manglelL.

ABSTRACT: A long-term shelf stability or shef life of a formulation is a critical factor in obtaining a quality
product; moreover in natural products since they are often prone to deterioration, especially during storage.
The stability of three pilot batches of a semisolid gel was evaluated at 5 + 3 °C during the second year. They
were obtained from R. mangle L bark agqueous extract. Lots were produced at pilot scale and packaged in
internally lacquered aluminum tubes of 25 g. Physical-chemical and microbiological indicators were evaluated
after 24 months of storage and compared with those obtained at theinitial time and after 12 months. All batches
showed stable organoleptic properties, pH 6 to 7, extensibility area of 30-50 cm?, microbial limit <10? CFU/g,
antimicrobial activity between 8-10 mg/g and rheological behavior of a non-newtonian fluid type Hersche Bulkley,
without significant differences with the earlier times. The concentration of total tannins showed variation over
time; however, this indicator was within the acceptance limit for a 13-30 mg/g formulation. These results
allowed propaosing a shelf life of the product of two years under the storage conditions tested.
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INTRODUCCION como la calidad del producto varia con el tiempo bajo la

influencia de una diversidad de factores ambientales,

Los estudios de estabilidad en anaquel constituyen tales como la temperatura, la humedad y la luz, y de

un requisito indispensable en las buenas practicasde  factores relacionados con el producto, entre los que
produccion (BPP), estos suministran las evidenciasde  sobresalen las propiedades fisico-quimicas del princi-
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pio activo y de los excipientes, la forma farmacéuticay
su composicion, los procesos de fabricacion y la natu-
ralezay propiedades del envase utilizado (1).

En los ultimos afios se demostraron varias propie-
dades farmacoldgicas del extracto acuoso de la corte-
za de Rhizophora mangle L. (mangle rojo), debidas
fundamentalmente a su composicion polifendlica. Es-
tas incluyen: eficacia en la curacion de las heridas (2),
propiedades antimicrobianas (3), antiinflamatorias (4),
antioxidantes (5) antiulcerogénicas (6), entre otras.
Ademas, se desarrollaron ensayos con formulaciones
de mangle rojo que confirmaron su seguridad e
inocuidad, al no presentarse alteraciones en las es-
tructuras de la piel en el area tratada, ni en los 6rganos
internos, relacionadas con procesos irritativos (7)

Entre las formulaciones farmacéuticas desarrolla-
das se encuentra un semisélido en forma de gel, para
su uso en heridas en la piel, el que fue evaluado con
resultados satisfactorios en estudios de estabilidad
acelerada (8) y en anaquel durante 12 meses (9).

Teniendo en consideracion los resultados de los
estudios antes mencionados es posible extender el
periodo de validez del producto, cumpliendo los reque-
rimientos descritos por la autoridad reguladora
(CECMED), por lo que se propone como objetivo del
presente trabajo la evaluacion de la estabilidad en ana-
quel de un gel tépico de mangle rojo, durante el segun-
do afio de producido.

MATERIAL Y METODOS

El extracto acuoso de la corteza seca y molinada
de Rhizophora mangle L. (10), proveniente de arboles
adultos, recolectada al sur de la provincia de Mayabeque
y certificada por especialistas del Jardin Botanico Na-
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cional, fue utilizada para producir tres lotes pilotos de
un semisolido en forma de gel (11) Los lotes manufac-
turados consecutivamente (identificacién 011107,
021107, 031107) y evaluados durante 12 meses con
resultados satisfactorios (9),fueron utilizados para es-
tudiar su comportamiento en el tiempo hasta alcanzar
los 24 meses de estabilidad.

Durante todo el tiempo el producto estuvo almace-
nado en tubos colapsibles de aluminio con lagueado
interior, de 25 g de capacidad, abertura con sello me-
talico y tapa de polietileno con perforador, a tempera-
tura de 5+3°C.

indices de Calidad estudiados

Enla Tabla 1 se muestran las especificaciones de
calidad estudiadas con sus limites de aceptaciony a
continuacion se describen los métodos empleados.

- Propiedades organolépticas: Se evaluaron
sensorialmente los geles, teniendo en cuenta los as-
pectos de apariencia: facilidad de aplicacion, textu-
ra (homogénea o no homogénea), consistencia (flui-
da, semiviscosa o viscosa), colory olor.

- pH: Se determiné con un pHmetro inoLab pH 730.

- Taninos totales (TT): Se realizé mediante una precipi-
tacién cuantitativa de los taninos presentesen 1 g
de la formulacién, con albumina sérica y su poste-
rior determinacion colorimétrica con cloruro férrico
(12).

- Area de extensibilidad: Se midié utilizando placas de
vidrio de 20 x 20 cm, se coloco la placa inferior sobre
una hoja de papel milimetrado a la que se le trazaron
diagonales sobre un sistema de ejes cartesianos y
se situd una muestra de 2 g de gel sobre el punto de
interseccién. Se peso y colocé la placa superior, trans-

TABLA 1. indices de calidad estudiados y |imites de aceptacion./ Quality indexes studied and acceptance limits

indice de calidad

L imite de aceptacién

Propiedades organol épticas

Preparado untuoso, homogéneo, viscoso, libre de grumos, brillante,
de color pardo rojizo oscuro y olor caracteristico

Limite microbiano

pH 6,0-7,0
Taninos totales 13-30 mg/g
Extensibilidad 30-50 cm?

No més de 10° UFC/g

No deben estar presentes. Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Candida sp, Salmonella sp y otras enterobacterias

Actividad Antimicrobiana:
Concentracién minimainhibitoria (CMI)

8-20 mg/g

Caracteristicas reol 6gicas

Fluido no newtoniano del tipo
Herschel Bulkley (Potencial modificado)
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currido 1 minuto se tomaron los valores de los 8 ra-
dios formados desde el punto de aplicacion hasta el
borde del semisdlido extendido. Se calcul6 el area
de extensibilidad A_ segun la expresion: A_=n(rp)?;
donde: rp es el radio promedio de las 8 mediciones
en centimetros (13) .

- Limite microbiano: Se determiné por el método de
placainvertida el conteo de microorganismos viables
aerobios, asi como la identificacion de las especies
de microorganismos aislados (14).

- Actividad Antimicrobiana: Se determiné la minima
concentracion del producto que es capaz de inhibir
el crecimiento de la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 29740 en un periodo de 24 horas (15).

- Caracteristicas reoldgicas: Se realiz6 en un roto
viscosimetro HAAKE de cilindros concéntricos, que
lleva acoplado el sistema M5/SV2 y utiliza un pro-
grama computarizado ROT.23 version 2.3 HAAKE.
Se trabaj6 en un ambiente termostatado a 25°C. El
gradiente de velocidad empleado fue de 0 a 100 s?,
con una duracién de 2 minutos y la velocidad de ci-
zalla fue de 0-200 Pa. Se realizaron mediciones tras
el aumento y la disminucion de la velocidad de defor-
macion con el objetivo de obtener las curvas ascen-
dentes y descendentes de los graficos de fluidez.
Se grafic la tension de cizalla T (Pa) contra la velo-
cidad de cizallay (s).

Para cada técnica se evaluaron tres réplicas por
lote, se determind la media y la desviacion estandar.
Los resultados de la evaluacion de los lotes se compa-
raron con los obtenidos al inicio cuando fueron elabo-
rados y a los 12 meses.
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Taninos Totales

Procesamiento estadistico de los resultados

Para el procesamiento estadistico de los resulta-
dos se realizd una prueba no paramétrica (Kruskal-
Wallis) para determinar la existencia o no de diferen-
cias significativas entre los tiempos de evaluacion, para
un nivel de confianza de 95 %.

RESULTADOSY DISCUSION

Al evaluar las propiedades organolépticas de los
tres lotes a los 24 meses de producidos, estos se
mostraron como un preparado untuoso, homogéneo,
viscoso, libre de grumos, brillante, de color pardo roji-
Zo oscuro 'y olor caracteristico a la droga vegetal, coin-
cidiendo con lo descrito en su evaluacién inicial y a los
12 meses de producidos (9).

La Figura 1 muestra los resultados de la evaluacion
del pH, TT y extensibilidad, comparados con los valo-
res de partida e intermedio (12 meses).

Es importante tener presente que en las prepara-
ciones de aplicacion en la piel, el pH debe estar com-
prendido entre 3,0-8,0, de modo que no se produzca
irritacién y dafio a la piel (16), en esta formulacion el
intervalo de aceptacion establecido es entre 6,0-7,0.
Al evaluar el producto, los valores de pH de los tres
lotes desde el inicio y hasta los 24 meses se mantu-
vieron con un valor promedio de 6,5+0,1 (Figura 1), no
se observaron diferencias significativas (p=0,17) entre
los tres tiempos estudiados lo que es un indicador de
estabilidad fisica.

El extracto acuoso de la corteza de R. mangle pre-
senta un alto contenido de polifenoles, representados

24 | Tiempo (meses)

Extensibilidad

(cm?)

FIGURA 1. Comportamientodeloslotesdegd, recién d aborados, 12 y 24 mesesa 5+3°C./ Behavior of batchesof gel, freshly

prepared, 12 and 24 months at 5+3°C.
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en su mayoria por taninos condensados (80 %) y
taninos hidrolizables (20 %); destacandose la presen-
cia de epicatequina, catequina, &cido clorogénico, aci-
do galico, acido elagico, asi como galotaninos y
elagitaninos (17). Estos compuestos mayoritarios de-
finen la actividad bioldgica del extracto vegetal (18),
donde no se puede enmarcar a uno solo como el res-
ponsable de las acciones farmacoldgicas (19).

En este estudio los taninos totales mostraron un
comportamiento promedio de 22+5 mg/g en el periodo
de evaluacion. Como se observa en la Figura 1, se
hallaron diferencias significativas (p=0,049) entre el tiem-
po inicial y las determinaciones a los tiempos de 12y
24 meses, no ocurriendo asi al comparar el tiempo de
12 meses con el muestreo a los 24 meses (p=0,13), a
pesar de gque se observé una disminucion en el conte-
nidode TT en este Ultimo.

El incremento en la concentracion de taninos tota-
les pudo estar relacionado con una polimerizacion es-
pontanea de los polifenoles en el tiempo, similar a lo
gue le ocurre a la planta Rhizophora mangle L. durante
su envejecimiento, donde desaparecen las estructuras
de bajo peso molecular favoreciendo la polimerizacion
(20). Este aspecto provoca un aumento en los valores
de TT cuantificados por la técnica colorimétrica emplea-
da debido al principio del método (12). Por otra parte, la
tendencia a la disminucion de la concentracionde TT a
los 24 meses puede relacionarse con procesos de oxi-
dacion de los grupos fendlicos.

Otro aspecto que pudo estar influyendo en la varia-
cion de los resultados es la variabilidad intrinseca de
latécnica, donde los coeficientes de variacién mostra-
ron lainfluencia del cambio de analista, el dia de ana-
lisisy el lote de reactivo color (12). Sin embargo, todos
los lotes mantuvieron este indicador entre los limites
de aceptacion establecidos de 13-30 mg/g (21) (Figura
1), no mostrandose afectacion en los resultados de
eficacia del producto, aspecto corroborado en los en-
sayos de concentracion minima inhibitoria (Tabla 2).

La extensibilidad se define como el incremento de
superficie que experimenta una cierta cantidad de
semisolido cuando se le somete a la accion de un
peso, este ensayo es muy valioso para estimar la con-
sistencia en semisélidos, a pesar de ser una prueba
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de baja exactitud y reproducibilidad. En la determina-
cion del area de extensibilidad no se mostraron dife-
rencias significativas (p=0,08) entre los tiempos de eva-
luacion, algunos autores (22) recomiendan valores de area
de extensibilidad de 30-40 cm?pues a mayor
extensibilidad, menor consistencia y por tanto, mayor
facilidad de aplicacién del producto, en este caso, los
valores del &rea de los tres lotes estuvieron dentro del
limite de aceptacion establecido de 30-50 cm? (Figura 1).

En la Tabla 2 se muestran los resultados del limite
microbiano y la actividad antimicrobiana de los lotes a
los tres tiempos de evaluacion.

Como se observa, el cumplimiento del limite
microbiano establecido y la ausencia de microorganismos
patégenos demuestran que los lotes no se encuentran
contaminados, lo que indica que el proceso de elabora-
cién del producto cumplié con las BPP.

El efecto antimicrobiano del extracto acuoso de la
corteza de R. mangle fue demostrado in vitro contra
varios microorganismos patogenos (23), estando la CMI
para Staphylococcus aureus en 8 mg/mL. En este es-
tudio la CMI fue de 10 mg/g al cabo de 24 meses, lo
gue garantiza su actividad bioldgica pues el producto
esta formulado a una concentracion de sélidos solu-
bles totales tres veces mayor.

La Figura 2 muestra el comportamiento reoldgico
gue siguen los lotes recién elaborados y en su evalua-
cion al cabo de 12 y 24 meses. En todos los tiempos
la formulacioén coincidié con un cuerpo con flujo no
newtoniano de tipo plastico no ideal, debido a que no
existe una relacion constante entre la viscosidad y el
gradiente de velocidad, ademas la relacion entre el
esfuerzo cortante y el gradiente de velocidad demostré
que al aplicar un esfuerzo inicial minimo el sistema
comienza a fluir.

Al realizar el analisis de las curvas fluidimétricas
ascendentes estas se ajustaron al modelo Herschel
Bulkley (R?=0,99), este modelo se representa como

—_— n .
T=T_+ay", donde:
T, esfuerzo de cizallainicial o tension de fluencia
a: coeficiente de consistencia

n: indice de flujo

TABLAZ2. Resultados del estudio de estabilidad en anaquel a 5+3 °C hasta 24 meses./ Results of the shelf stability study

at 5+3°C up to 24 months.
Par ametro Tiempo inicial 12 meses 24 meses
L imite microbiano <10% UFC/g <10% UFC/g <10% UEC/g
Concentracién minimainhibitoria 8-10 mg/g 8-10 mg/g 8-10 mg/g
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FIGURA 2. Reogramas de los lotes producidos a tiempo
inicia (TO), transcurridos 12 (T12) y 24 meses(T24) a5°C./
Rheograms of each batch produced at initial time (TO)
and after 12 (T12) and 24 months (T24) at 5°C.

Con este estudio se pudo demostrar la estabilidad
mecanico-estructural de los lotes, indicativo de su es-
tabilidad fisica durante 24 meses.

Al integrar los resultados de las evaluaciones fisi-
co-quimicas y microbioldgicas, unido a la evaluacion
preclinica (21) podemos plantear que los lotes fueron
estables durante 24 meses, esto indica que el produc-
to obtenido ser& capaz de penetrar la piel y cumplir las
funciones para las que fue disefiado (antiséptico y
estimulador de la curacion de heridas), y se garantiza
asi su estabilidad terapéutica y su correcta formula-
cion desde el punto de vista galénico, por lo que se
propone un periodo de validez del producto de 2 afios
almacenado en refrigeracion de 2-8°C.
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