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Resumen

Resumen.

En el presente trabajo se realizdé una caracterizacion de la distribucion del tamafio de
particula del so6lido pulverulento del Parthenium hysterophorus, Linn., (escoba amarga)
mediante analisis granulométrico, que mostré una mejoria en su distribucién gaussiana
normal, con relacion a trabajos precedentes. Ademas, se desarrolld un seguimiento
cromatografico en capa delgada a muestras sometidas a condiciones estrés lo cual
permitié identificar cualitativamente posibles productos de degradacion en el material
vegetal analizado. Por otra parte, se demostr6 que el método analitico mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) (12) para la cuantificacion de partenina en
el solido pulverulento del Parthenium hysterophorus, Linn, es especifica bajo las
condiciones de trabajo establecidas y puede emplearse en los estudios de estabilidad.

Se demostrdé que la humedad es un factor que influye negativamente en la estabilidad
quimica de la partenina, presente en el solido pulverulento, al someter muestras a la
condicion de estrés 25°C /80 % HR.

La estabilidad quimica del so6lido pulverulento, en base a partenina, conservado en
frascos de vidrio &mbar cubiertos con papel de aluminio y tapén de goma, evaluada seglin
las normativas IHC (2003) es insuficiente con vistas a su comercializacion como materia

prima para la elaboracion de formas de dosificacion.
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Introduccion

Introduccion

Desde tiempos inmemorables, las plantas medicinales constituyeron el principal arsenal
terapéutico del hombre. El Parthenium hysterophorus, Linn conocida comunmente como
escoba amarga, es reconocida en la medicina tradicional por su aplicacion como
antipirética, en el tratamiento de afecciones de la piel y como antiparasitaria. Se destacan
variados reportes sobre su empleo como amebicida efectivo de potencia comparable al
Metronidazol.

En el Departamento de Farmacia de la UCLV se desarrollan investigaciones analiticas y
tecnologicas con el polvo de la planta, encaminadas a la obtenciéon de una forma
farmacéutica de utilidad antiparasitaria cientificamente fundamentada, acorde a las
exigencias de normativas establecidas por el Centro Estatal de Control de Calidad de los
Medicamentos (CECMED) y en Farmacopeas internacionales, que garanticen de esta
forma los requisitos de calidad, seguridad y eficacia exigidos al efecto.

La investigacion desarrollada da continuidad a los estudios tecnolodgicos y analiticos
realizados en trabajos precedentes al evaluar la estabilidad quimico- fisica del sélido

pulverulento (Herndndez, M, 2006).

Objetivos:
Por ello, en el presente trabajo se proponen los siguientes objetivos:

% Demostrar la especificidad de la técnica analitica HPLC para la cuantificacion de
partenina en el solido pulverulento Parthenium hysterophorus, Linn (escoba
amarga) para su aplicacion en estudios de estabilidad.

# Conocer la influencia de la humedad en la estabilidad de los solidos
pulverulentos obtenidos a partir de Parthenium hysterophorus, L (humedad y

temperatura)
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Introduccion

# Determinar la estabilidad quimica del sélido pulverulento de Parthenium
hysterophorus, Linn, en base a partenina, en condiciones de almacenamiento

aceleradas y de vida estante.
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Revision Bibliogrifica

Capitulo I. Revision Bibliografica.

1.1 Generalidades de la planta:
1.1.1 Nombres:

Cientifico: Parthenium hysterophorus, Linn.

Vulgares: artemisilla, confitillo (Cuba); ajenjo cimarrén, artemisa, santa maria, hierba
amarga (Puerto Rico); feverfew, mugwort (Estados Unidos y Antillas Inglesas), botonera
(Venezuela) q) @) 3).

1.1.2 Familia botanica: Asteraceae ().

I 1.3 Descripcion: Hierba pubescente, cominmente muy ramificada, de hasta 80 cm de
altura. Hojas aovadas u oblongas, 1 6 2 pinatifidas, de hasta 10 cm. de largo y 5 cm. de
ancho. Capitulos florales dispuestos en panojas de hasta 10 cm. de didmetro ligulas
suborbiculares, blancas, de hasta 1 mm de largo. Aquenio de 2 x 1,2 mm, negro y con 2
aristas delgadas () 3) 5).

I.1.4 Distribucién: Es una de la hierba mas comun y abundante de toda la isla,
particularmente en los terrenos colorados, donde forma extensos macizos en los caminos
y en terrenos yermos y cultivados, crece esta especie ademas en las antillas mayores y en
algunas de las menores, las Bermudas, el sur de los Estados Unidos y en la América
tropical continental () 2) 5).

I.1.5 Fenologia: Hierba anual que puede encontrarse durante todo el afio, pero con mayor
frecuencia en otofio € invierno ().

1.1.6 Partes empleadas: las raices, las flores y toda la planta. q) ).

1.1.7 Composicion quimica de la planta.

Saponinas, aminoacidos y polisacaridos (6 lactonas sesquiterpénicas como la partenina
hysterina, coronofilina, caryofilina. lactonas monoterpénicas como limoneno y pineno,
esteroides como campesterol, estigmasterol, beta-sitosterol, derivados de flavonoide:

quercetina, quercetagetina, kaempherol, saponinas, aminoécidos, taninos y quinonas (7 (8

3
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©. Ademas contiene otros elementos como alcaloides, carbohidratos, alcanos, lipidos,
aceites esenciales y compuestos inorganicos como son: Ca, Fe, Mn, Cu, Zn, K, Na, Mg,
Cd y Pb o) an. Segun un estudio preliminar de un extracto acuoso del Parthenium
hysterophorus, Linn el principio activo mas abundante es la partenina, una lactona
sesquiterpénica a la que se le atribuye efecto antitumoral y util en tratamiento de
neuralgias. ().

1.1.8. Uso de la planta en la medicina tradicional.

Se usa como remedio casero contra la fiebre y en bafios para los granos (1) 4).Los vecinos
de la peninsula de zapata y de la ciénaga se inmunizan contra el paludismo con el
cocimiento de la raiz de la escoba amarga, para enfermedad del pecho. Segin Gomez de
la maza, presenta buenos resultados contra las neuralgias craneales (1) 4). Se considera
ademas como hipostenizante gastrico, un toénico y estimulante estomacal. Agrega Gomes
de la maza en su Flora Habanera que esta planta es amarga, febrifugo, y su zumo ftil
topicamente contra la ulcera tuberculosas y sifiliticas que constituyen el pian su principio
activo es la partenina que se ha usado como febrifugo pero parece mas eficaz en las
neuralgias craneales (1) ). Ha sido empleado en cocimientos para el corazén, pero en
estudios para la evaluacion farmacologica de diferentes plantas, incluyendo la escoba
amarga, se demostr6 aplicando a cobayos un extracto a una concentracion de 20 g en 100
mL de agua, la ausencia de efectos sobre este organo. (12). Otras propiedades atribuidas
son las siguientes: febrifuga (incluyendo fiebre tifoidea), corroborante, vermifuga,
hipoglicemiante, antiartritica, hipotensora, antiemética, antiespasmodica y se utiliza en
los casos de afecciones de la piel, disfonias y sinusitis. ). En México se utilizan las flores
y hojas en una extraccion con agua caliente administrada por via oral, en mujeres adultas
como emenagoga. (1).En la India se utiliza la planta entera seca realizando una extraccién
con agua caliente como disentérica, tonica febrifuga, contra neuralgias y para estimular la
funcién menstrual. 9).En Haiti se hace una extracciéon con agua de las hojas secas y se

aplican externamente en adultos para afecciones cutaneas (9).
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En Puerto Rico las hojas y los tallos en extraccion con agua caliente, se administra por
via oral en adultos para combatir la fiebre (9).

1.2. Lactonas sesquiterpénicas: Generalidades, actividades biologicas de interés.

Las lactonas sesquiterpénicas se encuentran generalmente en las flores y partes aéreas de
la planta, son sustancias amargas y casi todas presentan propiedades citotdxicas (9. Son
una clase importante de sustancias que causan dermatitis alérgica en contacto con el ser
humano. La presencia de un grupo metileno exociclico respecto a la lactona, parece ser el
principal requisito para la actividad inmunoquimica (13). A las sesquiterpenlactonas se han
asociado actividades bioldgicas tales como: accion citotoxica, antiinflamatoria,
antitumoral, antibacterial, antidermatitis en humanos, venenosa, insecticida, antimicotico,
inhibidores del crecimiento de las plantas (14). La actividad de las sesquiterpenlactonas ha
sido relacionada con el anillo lactonico provisto del grupo exometileno. Por otro lado, la
presencia de un grupo carbonilo o, B-insaturado ha sido asociada con la accion
citoprotectora de algunas sesquiterpénlactonas (4. Se ha estudiado la actividad
antitumoral de sesquiterpenlactonas, relacionadas a la helenalina, la actividad
antimicrobiana también ha sido evaluada 9. Un hecho interesante es que la artemisinina,
una sesquiterpenlactona aislada de varias plantas del género Artemisia compuestas, es 50
veces mas activa contra el parasito de la malaria Plasmodium falciparum, que la
cloroquina, y parece ser que su accion se relaciona con la presencia de una funcionalidad
perdxido.

1.3. Propiedades quimicas v fisicas de la partenina, ingrediente activo principal.

Formula global: C;sH;304,

Peso Molecular: 262.305.

Composicion: C 68.69%; H6.92%; O 24.40%.
Punto de Fusion: 163-166°C.

Rotacion Optica: [0] "+ 7.02 (c, 2.71 en CHCI;).
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Solubilidad: Sol. MeOH, CHCl3; poco sol. HO.
UV: [neutral] Amax 215 (€ 13100); 340 (¢ 20) (MeOH).
Otros datos: Farmacologia: Isomero activo.
Importancia/Uso biologico:

Bloqueador adrenérgico. Agente antineopldsico, depresor SNC. Posee actividad

antimaldrica y antiauxina.
Fuente Biolégica: Principio amargo de Parthenium hysterophorus e Iva nevadensis.

Reacciones adversas y Toxicidad: Su contacto puede causar dermatitis. LDs (rat, ipr)

42 mg/kg as) (16).
HO

Estructura quimica: (17

o\\f

O

Es soluble en cloroformo, etanol, metanol, acetona, y acido acético e insoluble en hexano,

heptano, benceno, tolueno, xileno y amoniaco (s).

1.4 Técnicas analiticas empleadas en la determinacion de sesquiterpenoides.

Una técnica de analisis a ser empleada, en un estudio de estabilidad, debe basarse en las
caracteristicas estructurales, y propiedades quimicas o bioldgicas de cada principio activo
de un producto farmacéutico, que permite distinguir cada principio activo de sus
productos de degradacion, de tal forma que puede ser medido en forma selectiva y
precisa (19).

1.4.1. Separacion y analisis cromatografico de sesquiterpenlactonas mediante
cromatografia en capa fina.

Las sesquiterpenlactonas pueden separarse y analizarse bien sea por cromatografia en
columna o cromatografia en capa fina, utilizando silica gel y eluentes como: cloroformo:

6
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metanol (19:1), cloroformo: metanol (19:1), cloroformo: eter etilico (4:1), cloroformo:
eter etilico (5:1), benceno: acetona (4:1), benceno: acetato de etilo (5:5), etc. (14). Como
agentes visualizadores (reveladores) para los andlisis por Cromatografia en capa fina
pueden utilizarse: 4cido sulfurico concentrado y calentamiento, vapores de yodo, Luz
Ultravioleta 254 nm, o permanganato de potasio al 1%. También se han reportado otros
reveladores para las sesquiterpenlactonas (14).

Segiin Dominguez, X. Alejandro la partenina puede ser aislada a partir de un extracto
etanolico realizando una extraccion previa con éter de petrdleo, la fraccion etandlica se
evapora y el residuo es extraido con cloroformo, esta solucion en cromatografia de capa
fina (CCF) muestra cinco manchas R¢=0.85 (verde); Ry= 0.78 (verde brillante); R¢=0.55
(carmelita); Ry = 0.45 (azul); Ry = 0.18 (amarillo), usando como solvente cloroformo-
acetona (9:1) y &cido sulfirico como agente cromogénico (12).

1.4.2 Aplicacion de la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para el analisis
de lactonas sesquiterpénicas.

Actualmente, se pueden separar y analizar mezclas de sesquiterpenlactonas en poco
tiempo, por cromatografia liquida de alta eficiencia.

La Fig. 1 muestra el cromatograma HPLC del extracto crudo de sesquiterpenlactonas del
Parthenium schottii, compositae (4). La capacidad de la cromatografia liquida de alta
eficacia usando columnas ODS -Ultraesfera y un gradiente de acetonitrilo agua, para
separar lactonas sesquiterpénicas ha sido estudiada, el tiempo de retencion, y los factores
de capacidad de 33 compuestos de seudoguayanolidos y xantanolidos presentes en el
Parthenium schttii contienen una mezcla de lactonas sesquiterpénicas, han sido
analizados y separados usando el sistema de cromatografia liquida de alta eficacia. Las
condiciones cromatograficas, fueron las siguientes: Columna Ultraesfera — ODS (150 -
4.6mm) o una columna preparativa ultraesfera — ODS (250 - 10mm) equipado con una
precolumna (45 - 4.6mm), se utilizé un detector UV de 215 nm. (22).La elucion fue
desarrollada, usando acetonitrilo y agua el siguiente gradiente, 10-25 % (gradiente

lineal); 24-27 min., 25-40 % (gradiente lineal); y 40 % mantenido después de 27 min.
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La razon de flujo fue de ImL / min., para las columnas preparativas (20). Los estdndares
fueron disueltos en metanol y aplicados en la columna 100 g de muestra del material
seco, fueron extraidos en 500 mL de cloroformo, usando una maquina sacudidora por 5
min. El filtrado fue evaporado, y disuelto en 100 mL de metanol. La partenina bajo estas

condiciones presenta un tiempo de retencioén de 18.8 y un factor de capacidad de 8.53 (o).

O

A X=0OH,H; Y=CH>OAc; Z=0H
B: X=0; Y=CH,0OAc; Z=0OH

C: X=0; Y=CH3; Z=0OH

[D: X=0: Y=CH20Ac; 7=B

B ¢ E

10 20 an 40 Imin)

Fig.1. Cromatograma HPLC del extracto crudo de sesquiterpenlactonas del Parthenium

schottii, compositae (columna ODS, eluente acetonitrilo-agua, deteccion 215 nm).

1.4.3. Especificidad de técnicas de analisis cuantitativo.

Se entiende como especificidad, la capacidad de un método de determinar
inequivocamente un analito o parametro en presencia de los otros componentes de la
muestra (matriz) sin interferencias de impurezas, productos de degradacion, compuestos
relacionados o excipientes que pueden estar presentes 1). La especificidad de un método
analitico se determina comparando los resultados del analisis de muestras que contienen
impurezas, productos de degradacion, sustancias relacionadas o excipientes con el

8
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resultado del andlisis de muestras que no contienen dichas sustancias (22) 23). Segun la
bibliografia revisada varios estudios realizados, plantean que con el objetivo de evaluar la
especificidad, del método analitico se analizé una muestra de referencia, y una muestra
sometida a condiciones drasticas tales como: hidrolisis 4acida (HCL), hidrélisis basica
(NaOH), oxidacién (H,0,), bajo la luz solar, y ultravioleta. (24) (25) 26) 27). Segun la guia de
validacion, la especificidad puede verificarse de diferentes maneras, dependiendo del tipo
de anélisis a realizar. Es importante tomar en cuenta, que en aquellos casos en que la
matriz de la muestra es variable, tanto en términos de su composicion (productos
biolégicos o de origen natural), asi como en la fuente de las materias primas que las
componen (diferentes proveedores, diferentes origenes), se recomienda que la
especificidad se establezca para las diferentes composiciones o fuentes en forma
independiente:

1) Analisis Tipo I: Potencia, disolucion y uniformidad de contenido. Se puede demostrar
de diferentes maneras:

a) Comparacion del comportamiento de la matriz o impurezas con respecto al
comportamiento del estandar:

Se prepara una solucion estandar del analito, a la concentracion esperada en el
procedimiento de ensayo, y una solucién de matriz a la misma concentracion relativa. Se
lleva a cabo una comparacion de las mediciones de ambas soluciones. La matriz no debe
presentar ningun tipo de sefial que interfiera con la sefial que se encuentra para el
estandar.

b) Comparacion del comportamiento de muestra con respecto al comportamiento
del estandar.

Se prepara una solucion estdndar del analito a la concentracion esperada, en el
procedimiento de ensayo y una soluciéon de muestra a la misma concentracion. Se lleva a
cabo una comparacion de las mediciones de ambas soluciones: La muestra no debe

presentar ningun tipo de sefial que interfiere con la sefal del estandar.
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.¢) Comparacion del comportamiento de muestra enriquecida con matriz con
respecto al comportamiento de estandar enriquecido con matriz.

Se prepara una solucién estdndar del analito a la concentracion esperada en el
procedimiento de ensayo, y una soluciéon de muestra a la misma concentracion. Ambas
soluciones son enriquecidas con una cantidad equivalente de matriz. Se lleva a cabo una
comparacion de las mediciones de ambas soluciones enriquecidas. El criterio de
aceptacion es que el comportamiento de las muestras enriquecidas y del patrén
enriquecido, debe ser los mas cercano posible, en aquel punto en que se lleva a cabo la
medicion del analito. Lo cual es indicativo de que la matriz, no aporta ningun tipo de
sefial que interfiera con la medicion.

d) Procedimientos adicionales para verificar la especificidad.

e Ensayo de la pureza de pico, cuando se cuenta con un detector de arreglo de diodos o
con espectrometria de masas.

e Reandlisis del pico, cuando el analito de interés es recogido y reanalizado bajo
diferentes condiciones cromatograficas o con métodos sensitivos a la estructura del
analito.

e Comparacion de resultados obtenidos, cuando la muestra puede ser analizada por dos o
mas métodos de separacion o de deteccion.

2) Analisis Tipo II: Pruebas cuantitativas para la determinacion, del contenido de
impurezas o de valores limites para el control de impurezas.

a) Adicion estandar de impurezas a la muestra.

Este método se utiliza, si se encuentran disponibles en el mercado los patrones
correspondientes a las impurezas. Se agrega a la muestra, diferentes concentraciones de
impurezas, a la concentracion normal de trabajo. Se debe demostrar que el contenido de
impurezas determinado en el ensayo tiene una exactitud y precision apropiadas para el
método al limite de cuantificacion.

b) Comparacion de métodos. En los casos en que los patrones de impurezas no estan

disponibles, la especificidad puede ser demostrada por comparacion de los resultados del
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ensayo con el método propuesto, con resultados obtenidos por un segundo método bien
caracterizado u oficial. La comparacion debe incluir muestras almacenadas bajo
condiciones extremas relevantes (luz, calor, humedad, hidrdlisis acida o basica,
oxidacion). Estas condiciones deben ser escogidas de acuerdo a la estructura quimica del
analito, que determinara la susceptibilidad del mismo a la descomposicion. En el caso de
la determinacidn cuantitativa de impurezas, se deben comparar los resultados obtenidos
por ambos métodos en el caso de pruebas de impurezas cromatograficas, se deben
comparar los perfiles de impurezas.

3) Analisis tipo IV: Pruebas de identificacion:

Deben prepararse:

1. Muestras que contengan el analito a identificar.

2. Muestras que no contengan el analito (matriz).

3. Muestras sin analito pero contaminadas con una sustancia de estructura similar.

4. Solucion de patron de la sustancia a identificar, preparado a una concentracion
equivalente a las anteriores.

Las tres primeras soluciones se comparan con la cuarta solucion.

LS. Estabilidad.

La estabilidad es objeto actualmente de una particular atencion, cuando se desarrolla una
forma de dosificacion, es necesario llevar a cabo una evaluacion en profundidad de sus
caracteristicas de estabilidad, para asegurar de que no plantea problemas al respecto o en
caso de que asi sea, poder acudir a recursos tecnoldgicos capaces de dotarla de un periodo
de validez suficientemente 1til terapéuticamente (28). La estabilidad es el grado en que un
producto retiene las mismas propiedades, y caracteristicas, que poseia al momento de su
fabricacion, dentro de condiciones estdndares especificados, y a lo largo de su periodo de
almacenamiento y uso (29). La estabilidad de un producto farmacéutico, puede definirse
como la capacidad de una formulacion particular, en un sistema de envase-cierre

especifico para mantenerse dentro de sus especificaciones.

Estabilidad quimica preliminar del sélido pulverulento de
Parthenium Hysterophorus, Linn,
en base a partenina.



Revision Bibliogrifica

La estabilidad de una droga también, puede definirse como el tiempo desde la fecha de
fabricacion y envasado de la formula, hasta que su actividad “quimica o bioldgica” no es
menor que un nivel predeterminado de potencia rotulada, y sus caracteristicas “fisicas”
no han cambiado en forma apreciable o).

I.5.1 Tipos de inestabilidad.

+ Inestabilidad fisica: Que afecta a las caracteristicas fisicas de los medicamentos.

+ Inestabilidad quimica: Donde a través de una reaccion quimica, del tipo que sea se
degrada la parte activa, de una sustancia medicamentosa (oxidacion, reduccion,
hidrolisis, racemizacion, decarboxilacion) y aparecen los productos de
descomposicion. La finalidad de su estudio es conocer el tiempo, mediante el cual
puede utilizarse el medicamento sin detrimento significativo, de su actividad
terapéutica, las reacciones de hidrdlisis y oxidacion las que afectan a un mayor
numero de principio activos, entre las sustancias susceptibles de hidrolizarse: esteres,
amidas, fenoles, lactonas, la oxidacion afecta a moléculas con grupos fenoles,
olefinas, endioses (1) (32). Los productos formados como consecuencia de la
degradacion de farmacos aunque en general carecen de actividades farmacologicas
pueden ser potencialmente toxicos o dar lugar a alteracion en las caracteristicas
organolépticas (31).

+ Inestabilidad biologica: Que implica una alteracion del medicamento debido al
desarrollo microbiano, y constituye, en ocasiones, el producto de partida de algunas
de las modalidades de inestabilidad que anteceden @1).

+ Inestabilidad biofarmaceutica: Hace referencia a las modificaciones, en la
biodisponibilidad del principio activo, provocando perdida en la eficacia, efectos

toXicos (28).

1.5.2 Estabilidad de farmacos en estado sélido: La descomposicion de los farmacos en
estado solido ha sido estudiada ampliamente en los ltimos afios. Su interés se centra

fundamentalmente en dos aspectos:
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» Las alteraciones de caracter quimicos, que puede sufrir el principio activo
integrado en la forma farmacéutica (2s).

» Los cambios de naturaleza fisica, es decir la modificacion de los
parametros galenicos, (estabilidad fisica) que pueden originar cambios, en
la biodisponibilidad del principio activo (estabilidad biofarmaceutica) (28).

1.5.3 Factores que influyen en la estabilidad.
Los factores mas importantes que pueden influir en el grado, y velocidad de deterioro de
los productos farmacéuticos son:
+ Factores ambientales tales como temperatura, humedad, luz, oxigeno y otros como
vibracion o congelamiento 31) 33).
+ Factores relativos al producto, que pueden incluir:

» Propiedades fisicas y quimicas del principio activo, y de los excipientes,
como la presencia de ciertas impurezas, la forma cristalina o polimoérfica
particular, el tamafo de particulas y la posible presencia de agua u otros
solventes.

» La forma farmacéutica y su composicion.

» El proceso de manufactura, incluyendo las condiciones ambientales, los
procedimientos tecnoldgicos y otros como personal, equipos, etc.

» La naturaleza del envase con el cual, el producto farmacéutico tiene
contacto directo.

En este sentido, todos estos factores deben considerarse cuando se determina la vida util
de un producto (33).

1.5.3.1 Influencia de la humedad.

La humedad es una de las causas mas frecuentes de alteracidon de medicamentos,
especialmente de formas solidas. Es considerada como factor que favorece el desarrollo
microbiano en muchas formas farmacéuticas, e ingredientes activos, pero este no es mas
que uno de los multiples efectos de la humedad sobre los medicamentos tanto en sus

caracteristicas fisicas como quimicas. Constituye uno de los problemas mas importantes,
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para la conservacion de formas farmacéuticas, solidas, sobre todo cuando se combina con
una temperatura elevada como ocurre en determinados paises tropicales (34).
La humedad contenida en un medicamento puede tener dos origenes:

» Residual: Procede de las materias primas utilizadas o se ha incorporado en
el proceso de fabricacion. Su influencia sobre la estabilidad del
medicamento, se ha de evaluar en las etapas de preformulacion y de
formulacion.

» Procedente del medio ambiente: La capta el medicamento durante su
almacenamiento, al estar constituido por sustancias higroscopicas, o
sencillamente, se encuentra en la atmdsfera que rodea al medicamento
dentro del envase primario. Su influencia sobre la estabilidad del
medicamento es de importancia primordial a la hora de determinar las
caracteristicas del material de envasado primario, de establecer las
condiciones de reposicion y periodo de validez del mismo (35).

1.5.3.2 Influencia de la luz.

La luz, es un factor influyente en la degradacion de un medicamento al promover
reacciones quimicas. La mayoria son reacciones de hidrolisis, y de oxidacion. Esto como
consecuencia de la naturaleza de los grupos funcionales, en la estructura de un
medicamento y también como resultado de la accion del agua y el oxigeno (29).

La oxidacién de los medicamentos, ocurre de manera secuencial (iniciacion, propagacion
y terminacién).Las moléculas son susceptibles de oxidacioén espontanea o auto oxidacion,
también son capaces de readaptarse a la absorcion de la radiacion de la luz del sol, la luz
artificial, particularmente visible y la luz ultravioleta, fendomeno denominado fotolisis (29).
La reaccion fotoquimica, es una fuente de degradacidon muy importante, no solo en el
tiempo de almacenaje, sino también en el proceso de elaboracion (10). En un gran niimero
de sistemas, que son fotolizados, como productos de reacciones subsecuentes, aparecen
radicales libres. Si las moléculas que absorben la radiacion toman parte por si mismas en

la reaccion principal, se dice que es una reaccion fotoquimica. Cuando las moléculas que
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absorben no actuan por si mismas directamente en la reaccion, pero pasan esa energia a
otras moléculas para que lo hagan, se dice que la sustancia que absorbe es fotosensible (9).
Dentro de las reacciones mds comunes en fotoquimica, tenemos la apertura de anillos
pequeiios, la perdida de halégeno en compuestos polihalogenados, reordenamientos e
isomerizaciones.(9) La influencia de luz afecta, principalmente la estabilidad fisica y
quimica del preparado, pues puede provocar cambio de color, variacioén de la viscosidad,
reacciones térmicas y catdlisis de otras reacciones (autooxidacioén, polimerizacion,
etcétera); de ahi la importancia de la proteccion frente a las radiaciones electromagnéticas
e incorporacion de agentes fotoprotectores para lograr la estabilizacidon, de sustancias
activas frente a reacciones fotoliticas 34). La fotolisis puede ser prevenida mediante un
determinado acondicionamiento del producto en vidrio de color ambar, blister de
aluminio 31).

1.5.3.3 Influencia de la temperatura.

La temperatura actia como un potente catalizador de reacciones quimicas, la frecuencia
de reacciones es proporcional al nimero de colisiones por unidad de tiempo. El nimero
de colisiones incrementa a medida que aumenta la temperatura (29).Es una de las causas
mas frecuentes de alteracion de medicamentos, pues favorece muchas reacciones de
descomposicion de las sustancias activas e induce importantes alteraciones fisicas de los
medicamentos (34). A temperaturas elevadas se modifican las caracteristicas fisicas, de las
formas farmacéuticas, al producirse fenomenos de fusion, evaporacion o pérdida de agua.
La mayoria de las reacciones, se aceleran a temperaturas elevadas. Se rompen cuando se
enfrian hasta el punto de congelacion de la fase acuosa, en disoluciones pueden aparecer
cristales como consecuencia de la precipitacion de alguno de los componentes (34).

1.5.4 Estudios de estabilidad.

Pruebas que se efectlian para obtener informacion, sobre las condiciones en las que se
deben procesar, y almacenar las materias primas o los productos semielaborados, o
terminados, segin sea el caso. Las pruebas de estabilidad también se emplean, para

determinar la vida util del medicamento, en su envase original y en condiciones de
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almacenamiento especificadas @36). El objetivo de los estudios de estabilidad, es proveer
evidencia documentada de como las caracteristicas fisicas, quimicas, fisicoquimicas,
microbiologicas y bioldgicas del medicamento, varian con el tiempo bajo la influencia de
factores ambientales tales como: temperatura, humedad y luz, y establecer las
condiciones de almacenamiento adecuadas y el periodo de caducidad 37).

1.5.4.1 Estudios de estabilidad en condiciones naturales de almacenamiento.

Pruebas que se efectian para obtener informacion sobre las condiciones en las que se
deben procesar y almacenar las materias primas o los productos semielaborados o
terminados, segiin sea el caso. Las pruebas de estabilidad también, se emplean para
determinar la vida 1til del medicamento en su envase original, y en condiciones de
almacenamiento especificadas. Son los estudios disefiados para determinar, a largo plazo,
las caracteristicas fisicas, quimicas y en los casos en que se requiera, microbiologicas y
de actividad biologica de la formulacion, envasada en empaque primario definitivo, bajo
condiciones que sean como minimo 30°C £ 2°C y 65% + 5% de humedad relativags). El
proposito de tales estudios es la fijacion, comprobacion y/o extension del periodo de
validez de un producto. Las condiciones de humedad relativa, sin embargo, pueden
adaptarse a requerimientos especiales de simulacion o de prueba del efecto de la
permeabilidad del empaque primario, siendo necesario justificar esta modificacion. Lo
mismo debe aplicarse a condiciones de simulacion a largo plazo a temperaturas
constantes superiores a 30°C, en cuyo caso, el periodo de vida util obtenido no permite
extrapolaciones a las condiciones definidas como naturales, pero es valido determinar un
periodo de validez a una temperatura constante superior y aplicar el mismo periodo de
vida util a la temperatura de 30°C @3s).

1.5.4.2 Estudios acelerados de estabilidad.

Estudios disefiados con el fin de aumentar la tasa de degradacion quimica o fisica de un
medicamento, empleando condiciones extremas de almacenamiento (3e).

Los estudios acelerados aportan informacion sobre:

» El periodo de validez.
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» La estabilidad del producto, lo que resulta de importancia para su desarrollo (tal
como la evaluacion preliminar de cambios en la produccion, la formulacion y el
escalado).

» Validacion de los métodos analiticos para el programa de estabilidad.

» Perfil de degradacion de la sustancia y/o el producto (39).

.El disenio de estos estudios puede incluir temperaturas elevadas, altas humedades y
exposicion a la luz intensa. Estos estudios tienen como objeto determinar los parametros
cinéticos, de los procesos de degradacion y/o predecir el periodo de validez, del
medicamento, en condiciones reales o naturales de almacenamiento. Los resultados de
estudios acelerados, de estabilidad casi nunca permiten predecir, la evolucién de los
cambios fisicos, en el producto bajo condiciones naturales de almacenamiento, y estos
resultados de estudio acelerados de estabilidad, deben ser complementados por los
estudios efectuados en condiciones de almacenamiento normales o en condiciones
definidas de almacenamiento (36).

1.5.4.3 Estudios de estanteria.

Estudios disenados, para verificar la estabilidad del medicamento a partir de lotes de
produccion almacenados, bajo condiciones normales o naturales (36).

1.5.4.4 Ensayos de estrés.

Estudios que se realizan para dilucidar las caracteristicas de estabilidad intrinsecas del
principio activo o del producto, que normalmente se llevan a cabo bajo condiciones mas
severas que las utilizadas para estudios acelerados. Estos estudios permiten establecer las
caracteristicas de estabilidad inherentes de la molécula, asi como las rutas de
degradacion. (19) 39). Se sabe que algunas rutas de degradacion, pueden ser complejas y es
probable que los productos de degradacion, observados bajo condiciones forzadas no se
formen en estudios acelerados o de estanteria, sin embargo, esta informacion es util en el
desarrollo y validacién de métodos analiticos adecuados.

Estos estudios, pueden ser realizados en una sola serie simple del principio activo y

normalmente incluyen:
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Efecto de la temperatura en incrementos de 10° C (por ejemplo: 50° C, 60° C, etc).
Efecto de la humedad cuando es apropiado (por ejemplo: 75 % HR. o mas).
Oxidacion.

Fotdlisis.

Susceptibilidad a la hidrélisis a través de un amplio rango de valores de Ph en
solucion o suspension (19) (39).
+ Los estudios de estrés aportan informacion sobre:

» Comportamiento del producto, ante periodos cortos fuera de las condiciones, de
almacenamientos establecidos, lo que ayuda en la prediccion de sus afectaciones
ante fallos durante el embarque, por ejemplo.

» Parametros de ensayo especificos, indicadores de la estabilidad.

» Patrones de degradacion (39).

1.5.4.5 Condiciones de los estudios de estabilidad:

e Farmacos nuevos: (35) (36) (37) (40) (41).

Tipo de Estudio Condiciones de Periodo Frecuencia de

Almacenamiento Minimo Analisis

Estabilidad acelerada

40°C £2°C/ 75% = 5% HR 6 meses 0, 3 y 6 meses

Estabilidad a condicién
intermedia 30°C £ 2°C/ 65% + 5% HR 6 meses 0, 3 y 6 meses
25°C £2°C/ 60% = 5% HR

Estabilidad a largo plazo 12 meses 0, 3,6,9y12
30°C +£2°C/ 65% £ 5% HR

meses
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e Farmaco conocido: (35) (36) 37) (40) 41)

Tipo de Estudio Condiciones de Periodo minimo Frecuencia de

Almacenamiento Analisis
Estabilidad acelerada | 40°C + 2°C/75% + 5% HR 3meses 0,1y 3 meses
Estabilidad a 0, 3y 6 meses
condicion 30°C £ 2°C/65% = 5% HR 6 meses
intermedia**
Estabilidada largo 25°C £2°C/ 60% +5% HR | 6 meses (opcion1) | 0,3y 6 meses
plazo*

30°C +£2°C/65% £ 5% HR | 13 meses (opcion 2) 0,3,6,9y 12 meses

El producto, se debe evaluar bajo condiciones de almacenamiento, que permitan
determinar su estabilidad térmica y, cuando es aplicable, su sensibilidad a la humedad. Si
los estudios de estabilidad a largo plazo, se llevan a cabo a 25°C + 2°C/60% =+ 5% HR, y
ocurren cambios significativos durante los 6 meses, del estudio de estabilidad acelerada,
se deben llevar a cabo pruebas adicionales a la condicién intermedia, y evaluar los
resultados de acuerdo, a los criterios de cambio significativo. El estudio a la condicion
intermedia debe incluir todas las pruebas, a menos que se justifique lo contrario. Se deben
presentar al menos datos de 0, 3 y 6 meses del estudio bajo esta condicion al momento de
solicitar el registro del medicamento, y continuar el estudio hasta 12 meses. La
estabilidad a largo plazo para un fdrmaco con un periodo de reandlisis, propuesto de al
menos 12 meses, debe continuar con una frecuencia de analisis de cada 3 meses el primer
afno, cada 6 meses el segundo ano y después anualmente. Cuando ocurran cambios
significativos entre los 3 y 6 meses del estudio de estabilidad acelerada, el periodo de
reanalisis propuesto debe estar basado en los datos de estabilidad a largo plazo.

L.5.5 Parametros a evaluar: los parametros a evaluar en el caso de polvos y liofilizados
son: concentracion de farmaco, caracteristicas organolépticas, humedad, y cuando

proceda prueba de eficacia de conservadores y/o valoracion de los mismos, esterilidad,
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éstas se deben llevar a cabo en analisis inicial y final. Si el producto es para reconstituir,
se debe preparar de acuerdo a las instrucciones indicadas en la etiqueta y los parametros a
examinar durante el periodo de conservacion recomendado son: concentracion del
farmaco, caracteristicas organolépticas y pH. 37) o).

1.6 Periodo de Validez: Es el intervalo de tiempo en que se espera que un medicamento,
después de su produccion, permanezca dentro de las especificaciones aprobadas. Este
periodo es utilizado para establecer la fecha de expiracion individual de cada lote @3e).

1.7 Periodo de Validez Comprobado: Es el lapso de tiempo, determinado mediante
estudios de estabilidad en condiciones normales o naturales de almacenamiento o
definidas por el fabricante, realizados con el producto envasado en su material de
empaque-envase primario para comercializacion (36).

L.8. Periodo de validez tentativo: Es un periodo de validez establecido, con caracter
provisional no mayor a dos afios, estimado por proyeccion de datos provenientes de
estudios acelerados de estabilidad, efectuado con el producto envasado en el material de
empaque primario utilizado para su comercializacion. Este periodo de validez esté sujeto
a comprobacion, mediante estudios de estabilidad en condiciones normales, o naturales

de almacenamiento. (36)
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Capitulo Il. Materiales y Métodos.

II .1. Recoleccion, secado v molinado del material vegetal.

Materiales, utensilios y medios de medicion.

\ Material vegetal (Parthenium hysterophorus, Linn)
\ Estufa MLW WLU — 100 (40 + 1 °C)
\ Molino de cuchillas regulable tipo Restsch Gmbh 5657 tipo SR.2.

\ Tamiz de acero inoxidable de abertura de malla 0,315 mm

El material vegetal se recolectd de un entorno natural localizado, en las &reas
correspondientes al Reparto Universitario de Santa Clara, de suelo predominante pardo
con carbonatos, entre los meses de Octubre y Diciembre de 2006. Se empled para la
realizacion de este estudio, el sélido pulverulento obtenido a partir de las partes aéreas de
la planta (hojas y tallos). El secado de la planta se efectio en una estufa a una
temperatura de 40 + 1 °C en bandejas esmaltadas, durante un periodo de 72 horas, hasta
peso constante. La planta seca se triturd en un molino de cuchillas regulable y se tamizo
hasta obtener un so6lido pulverulento con un tamafio de particula < 0,315 mm. EI s6lido
obtenido durante este procedimiento se emple6 en todos los estudios que se describen en

el presente trabajo.

11.2. Analisis granulométrico.

Materiales, utensilios vy medios de medicion.
\ Tamices de 0,25;0,18; 0,125; 0,10; 0,063; 0,045 mm.
\ Balanza Técnica, Owalabor, error 0,01 g, LSP 160 g.

\ Sélido pulverulento con tamaiio de particula < 0,315 mm.

\ Vibrador de tamices, Marca CISA RP.20.
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El andlisis granulométrico se realiz6 por el método de tamizacion. Se tararon los tamices
escogidos y se colocaron en orden decreciente de abertura de malla. En el tamiz superior
se colocaron 100 g del so6lido pulverulento. Se ajusté al vibrador de tamices a una
frecuencia de vibracion de 7 rev/min., durante 15 minutos. Seguidamente, se pesaron
nuevamente los tamices y se calculo la fracciéon retenida en cada uno. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

11.3. Especificidad de la técnica analitica mediante Cromatografia Liquida de alta

eficacia (HPLC).

Materiales, utensilios vy medios de medicion.

v HPLC Knauer, utilizando un lazo de inyeccion de 10pL.

\ Acetonitrilo para HPLC, Scharlau. Espaiia.

\ Metanol, Scharlau. Espafia.

\ Agua desionizada y destilada.

\ Filtro miliporo de 0,45 um, RC. Agilent Technologies.

\ Microjeringuilla de 10 L Hamilton. Estados Unidos.

\ Cristaleria de laboratorio.

\ Balanza analitica digital BOECO, error 0.1 mg, LSP 210 g. Alemania.
\ Baiio ultrasonico, BRANSON 1510. México.

\ Rotoevaporador, BUCHI, R-200. Aleméan.

\ Lampara de luz ultravioleta. CAMAG

\ Micropipeta, LABMATE. Poland.

\ Sélido pulverulento de Parthenium hysterophorus, Linn. (Tp< 0,315 mm).
\ Patrén de analisis (partenina aislada segtin Thomas, J ,2007).
VH0,al 3 %.

V' NaOH IN.

VHCL IN.
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\ Papel de filtro Filtrak INGDR.

\ Cloroformo, panreac. Espafia.

\ Acetona, Analar BDH. Reino Unido.

\ Vainillina, Merck. Alemania.

\ Acido Acético glacial 98 %, panreac. Espafia.

\ Acido Sulfurico 95-98 %, Analar BDH. Reino Unido.

\ Cromatofolios Al de Silica gel 60, Fluka. Alemania.

\ Camara para cromatografia (25 x 10cm).

I1.3.1. Preparacion de las muestras de ensayo.

A) Preparacion de la solucion patron (0,15 mg/mL).

Se pesd con exactitud 1,000 mg del patron partenina aislada segiin experiencias de
investigacion anterior 47), se enrasd con metanol en un matraz aforado de 2 mL, se
pipeted una alicuota de 600 puL y se enrasé con fase movil acetonitrilo-agua (40:60) en un
matraz aforado de 2 mL.

B) Preparacion de la muestra.

Se pes6 0.1g de material vegetal y se coloco en un erlenmeyer con 8 mL de metanol. La
muestra se introdujo en un bafio ultrasonico, durante 10 minutos. Se filtr6 y se lavo con 3
mL de metanol, se repitid la extraccion. Se reunieron los filtrados, y se concentrd a vacio
y se redisolvié en 4mL de metanol. Se pipeted6 ImL y se enras6é a 10 mL con fase movil
acetonitrilo-agua (40:60) en un matraz aforado.

C) Condiciones de estrés.

A Agente oxidante: Se pesé 0.1g de material vegetal, y se coloco en un erlenmeyer con
8 mL de metanol. La muestra se introdujo en un bafo ultrasénico durante 10 minutos. Se
filtro y se lavé con 3 mL de metanol, se repitio la extraccion. Se reunieron los filtrados y
se la adicionaron 10 mL de peréxido de hidrogeno (H»O,) al 3 %, se reflujé durante 1
hora, se tap6 y se protegio de la luz por 2 dias, se concentrd a vacio y luego se redisolvid
en 4 mL de metanol, y se ajustd el pH en un intervalo entre 7 y 8 y se tomd ImL y se

enraso a 10 mL con fase mévil (Acetonitrilo-Agua) (40:60) en un matraz aforado.
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A Medio acido: Se peso 0.1g de material vegetal, y se coloco en erlenmeyer con 8 mL
de metanol. La muestra se introdujo en un bafio ultrasonico durante 10 minutos. Se filtrd
y se lavé con 3 mL de metanol, se repitid la extraccion. Se retnieron los filtrados y se
adicioné 10 mL de HCL 1N, se refluj6 durante 1 hora, y se concentrd a vacio y luego se
redisolvio en 4mL de metanol y se ajust6 el pH a un intervalo entre 7 y 8 y se pipeted
ImL y se enras6 a 10 mL con fase moévil (Acetonitrilo-Agua) (40:60) en un matraz
aforado.

A Medio basico: Se peso 0.1g de material vegetal y se colocd en un erlenmeyer con 8
mL de metanol. La muestra se introdujo en un bafio ultraséonico durante 10 minutos. Se
filtr6 y se lavo con 3 mL de metanol, se repitio la extraccion. Se retnieron los filtrados y
se adiciond 10 mL de NaOH 1IN, se refluj6 durante 1 hora, y se concentraron a vacio y
luego se redisolvio en 4 mL de metanol y se ajusto el pH a un intervalo entre 7y 8, a
continuacion se pipeted ImL y se enrasé a 10 mL con fase movil (Acetonitrilo-Agua)
(40:60) en un matraz aforado.

A Luz natural: Se coloco en una placa petri de forma extendida 0,1 g del polvo y se
mantuvo bajo el efecto de la luz solar durante un periodo de tiempo de 8 horas, a
continuacion se procedio segun la metodologia de preparacion de muestra descrita en el
acapite 11.3.1 (B).

A Luz artificial: Se extendié en una placa petri 0,1 g del polvo y se mantuvo bajo el
efecto de la luz ultravioleta durante 2 horas, a continuaciéon se procedié segin la
metodologia de preparacion de muestra descrita en el acapite 11.3.1 (B).

I1.3.2. Perfiles de HPLC.

Se realizd la inyecciéon de las muestras descritas en el epigrafe 11.3.1, filtrando
previamente por filtro miliporo de 0,45 um y se inyecto en el equipo 10 pL de cada una,
bajo las siguientes condiciones cromatograficas:

Fase estacionaria: LiChrospher RP- 18 (5 um) (4.6 * 250 nm).

Fase movil: acetonitrilo — agua (40: 60).

Flujo: 1 mL/min.
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» Detector: de longitud de onda variable.
» Longitud de onda de deteccion: 210 nm.
» Volumen de inyeccién: 10 pL
I1.3.3. Expresion de los resultados.
La expresion de calculo empleada para la cuantificacion en el (HPLC) es la siguiente:
Ap _Am
Cp Cm
Ap: Area bajo la curva del patron.
Am. Area bajo la curva de la muestra.
Cm: Concentracion de la muestra. (mg/mL)
Cp: Concentracion del patron. (mg/mL)
La determinaciéon de la concentracion de la partenina, ingrediente activo, se realizd en
base seca, al considerar un % de humedad residual correspondiente a un valor de 10 % y
se determino a través de la expresion:

_Am.Cp 40

%
P Ap.Pms

100

Donde:

Ap: Area bajo la curva del patron

Am. Area bajo la curva de la muestra
Cp: Concentracion del patrén (mg/mL)
Pms: peso de la muestra seca

40: Factor de correccion.

Se realiz6 ademas, el calculo del por ciento sin degradar de partenina con relacion a su
concentracion en la muestra inicial a tiempo cero.El procesamiento estadistico de los
resultados se desarrolld mediante el SPSS para Windows13/2004. Se realizé un analisis
de varianza Anova al comparar la concentracion de partenina en las variantes evaluadas
con su contenido en la muestra inicial (tiempo cero).
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11.4. Cromatografia en capa delgada cualitativa (CCD).

Materiales, utensilios y medios de medicion.

\ Cromatofolios Al Silica gel GF 60 dimensiones (8.1 x 4.5 cm.).

\ Metanol, Scharlau. Espafia.

\ Agua desionizada y destilada.

\ Filtro miliporo de 0,45 um, RC. Agilent Technologies.

\ Microjeringuilla de 10 L Hamilton. Estados Unidos

\ Lampara de luz ultravioleta. CAMAG

\ Vainillina 1 % en etanol

\ Patrén de analisis (partenina aislada segtin Thomas, J ,2007).

\ Muestras sometidas a diferentes condiciones degradativas. (Epigrafe 11.3.1).

\ Matraces aforados de 2 mL.

Se realiz6 un seguimiento cualitativo mediante la cromatografia en capa delgada a las
muestras sometidas, a los diferentes condiciones degradativas (estrés), en comparacion
con el comportamiento cromatografico de la solucion de referencia. La preparacion de
muestra para cada condicion degradativa coincide con lo reportado en el acépite 11.3.1
(C).Se aplicaron 20 pL de cada variante analizada, y del patrén de referencia en
cromatofolios al de silica gel 60 de dimensiones (8.1 x 4.5 cm.). Se desarrolld el
cromatograma a temperatura ambiente, en una camara cromatografica saturada con la
fase movil cloroformo: acetona (6:2).Posteriormente, las placas se revelaron con luz
ultravioleta a una A= 254 nm y luego con una solucion de vainillina en etanol con la
siguiente composicion: 0,5g de vainillina, 9 mL de etanol, 0,5 mL de H,SO4) y 3 gotas
de 4cido acético glacial, con calentamiento posterior a una temperatura de 70 °C en una
estufa de calentamiento. Se calculd la razén de flujo (Rf) de las manchas obtenidas en los
cromatogramas de las muestras analizadas sometidas a los diferentes condiciones

degradativas en comparacién con la solucion de referencia.
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11.5. Caracterizacion cualitativa de los posibles productos de degradacion mediante

espectrofotometria ultravioleta.

Materiales, equipos y reactivos.

' Sélido pulverulento con tamafio de particula < 0,315 mm.

\ Muestras de anélisis sometidas a las condiciones de estrés. (Acapite 11.3.1 C).

\ Metanol, Scharlau. Espana.

\ Agua destilada.

\ Cristaleria de laboratorio.

\ Papel de filtro Filtrak INGDR.

\ Espectrofotometro Ultravioleta Genesys 10.

A) Muestra inicial.

Se obtuvo el espectro UV de la solucion obtenida al disolver 0,5 g del s6lido pulverulento
en metanol utilizando un Espectrofotometro Ultravioleta Genesys 10, en el intervalo de
200 a 300 nm. Se empled como soluciéon compensadora el metanol.

B) Medio acido.

La muestra de ensayo concentrada a sequedad, se redisolvido en 2 mL de metanol, se
enraso en matraz aforado de 2 mL. Se registré la lectura de absorbancia en el intervalo de
200 a 300 nm, empleando como blanco el metanol.
C) Medio basico.
La muestra de ensayo concentrada a sequedad, se redisolvié en 2 mL de metanol, se
enraso en matraz aforado de 2 mL. Se registré la lectura de absorbancia en el intervalo de
200 a 300 nm, empleando como blanco el metanol.

A Solubilidad.

Se analizo la solubilidad del precipitado obtenido en HCl al 1 % y en agua.

D) Degradacion oxidativa.
La muestra de ensayo concentrada a sequedad, se redisolvido en 2 mL de metanol, se

enras6 en matraz aforado hasta un volumen constante. Se registro la lectura de
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absorbancia en el intervalo entre 200-300 nm, empleando como soluciéon compensadora

el metanol.

11.6. Estudio de estabilidad.

Materiales, utensilios e instrumentos de medicion.

\ Soélidos pulverulentos de Parthenium hysterophorus, Linn. (Tp < 0,315 mm).
\ Balanza Analitica Boeco. Germany.
\ Frascos de cristal ambar, protegidos de la luz.
\ Frascos de cristal ambar, protegidos de la luz, con tapén de goma.
\ Acido Sulfiirico 98 %. Panreac Quimica SA.
\ Desecadoras.
\ Estufa MLW WLU — 100 (40 + 1 °C).
11.6.1 Procedimiento experimental.
Se peso tres réplicas correspondientes a 0,1 g del sélido pulverulento se colocaron en
frascos ambar y protegidos de la luz, y se mantuvieron durante tres meses en las
siguientes condiciones:
+ Estudio de estabilidad acelerada: 40°C + 2°C/75% + 5% HR
» Condicion del envase: frasco ambar con tapoén de goma protegido de la
luz. (ICH, 2003)
+ Ensayo de estrés de humedad: 25°C + 2°C/80% + 5% HR (ICH, 2003)
» Condicion del envase: frasco destapado protegido de la luz.
+ Estabilidad a largo plazo: 30°C + 2°C/65% =+ 5% HR (ICH, 2003)
» Condicion del envase: frasco ambar con tapén de goma protegido de la
luz.
A Preparacion de las muestras de ensayo: Coincide con lo reportado en el acapite

11.3.1 (B).
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A Anadlisis de las caracteristicas organolépticas: Se observo el comportamiento
organoléptico, teniendo en cuenta el olor, color, sabor y aspecto de los soélidos
pulverulentos a tiempo inicial y a los tres meses.

A Analisis Quimico: Se aplico la técnica de determinacion cuantitativa de partenina en
los solidos pulverulentos de Parthenium hysterophorus, Linn., mediante HPLC
desarrollada para determinar el contenido de su principal ingrediente activo, la partenina,
a tiempo inicial y a los tres meses. (45). Se realiz6 el calculo del por ciento sin degradar de
partenina con relacion a su concentracion en la muestra inicial a tiempo cero.

A Perfiles de HPLC: Coincide con lo reportado en el acapite 11.3.2.

A Expresion de los resultados: Coincide con lo reportado en el acépite 11.3.3.

A El procesamiento estadistico de los resultados se desarrollé mediante el SPSS para
Windows 13 / 2004. Se realizO un analisis de varianza Anova al comparar la
concentracion de partenina en las variantes evaluadas con su contenido en la muestra

inicial. (tiempo cero)
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Capitulo I11. Analisis vy Discusiéon de los Resultados.

ITI.1. Analisis granulométrico.

Analisis de la distribucion del tamafio del tamafio de particula.

Se desarrolld un andlisis de distribucion de tamafio de particula ampliando el intervalo de
abertura de malla de los tamices en relacion a los empleados en investigaciones previas
). Se obtuvo una distribucidon correspondiente a una campana gaussiana normal. (Fig.2).
Dichos resultados coinciden con los obtenidos por (Hernandez, 2006) ), y se logra al
ampliar el nimero de tamices un comportamiento mas cercano a una campana de
distribucion normal ideal. Segun los resultados obtenidos en el analisis de la distribucion
del tamafio de particula se evidencia la presencia de un alto por ciento de polvo fino
comprendido en el intervalo de 0,1-0,18 mm, segin clasificacion de la USP @2).
Atendiendo a lo planteado se debe esperar afectaciones en las propiedades reologicas del
polvo, mas aun si se trata de solidos pulverulentos de origen natural que tienden a ser

higroscopicos.

Distribucién del tamafio de particula.

35
30
25
20 +
15
10 +

% Retenido

0.045 0.063 0.1 0.125 0.18 0.25

Tamafo de particulas (mm)

Fig. 2. Distribucion del tamafio de particula del sélido pulverulento.
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111.2. Especificidad de la técnica analitica mediante Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (HPLC).

Se evaluo la especificidad de la técnica analitica mediante HPLC con vistas a su
aplicacion en estudios de estabilidad del solido pulverulento y para esto se valord la
posible interferencia de productos de degradacion con relacion en la respuesta
cromatografica del ingrediente activo principal. Se analizo el perfil cromatografico de
cada condicion analizada, al ser sometidas las muestras de ensayo a degradaciones en
diferentes condiciones extremas que propiciaron la degradacion del ingrediente activo.
En el desarrollo cromatografico se evalud la sustancia de referencia y una muestra
sometida a las condiciones drasticas: medio acido (HCL 1N), medio basico (NaOH 1 N),
oxidacion (H,O; al 3 %), luz natural y ultravioleta, teniendo en cuenta lo establecido en
las normas de la conferencia internacional de armonizacion (ICH, 1996) al evaluar la
especificidad de técnicas de analisis frente a posibles productos de degradacion. El
cromatograma obtenido mediante HPLC de la sustancia de referencia y de la muestra
inicial a tiempo cero, evidencian un pico cromatografico bien definido y resuelto a un

tiempo de retencion de 5,2 correspondiente al ingrediente activo de interés (Fig.3)

(Fig.4)
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Fig. 3. Cromatograma obtenido mediante HPLC para la solucion de referencia.
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Fig. 4. Cromatograma obtenido mediante HPLC para la muestra inicial a tiempo cero.

+ Medio basico: Se obtiene un pico en el cromatograma obtenido mediante HPLC a un

tiempo de retencion (tr) de 7,2 min, lo cual podria darnos un criterio de la presencia de un

producto de degradacién de mayor apolaridad con relacion al ingrediente principal, la

partenina. Los resultados de la concentracion de ingrediente activo (%) muestra una

reduccion significativa con relacion al contenido de partenina en la muestra inicial a

tiempo cero, evidenciando la marcada degradacion en dicha condicion (Tablas 1 y 2)

(Fig.5).

Tabla 1. Concentracion de partenina (%) en la muestra de analisis a tiempo cero.

Muestras a tiempo cero Concentracion (%)
Réplica 1 0,9527
Réplicas Réplica 2 0.9986
Réplica 3 0,9997
Promedio 0,98366

Estabilidad quimica preliminar del sélido pulverulento de
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Tabla 2. Concentracion de partenina (%) y % de partenina sin degradar en el sélido

pulverulento sometido a condiciones de estrés.

Condiciones de estrés Medio Medio Medio Luz Luz
basico oxidante | acido artificial | natural
(UV)

Réplica 1 | 0,01508 0,0352 0,1478 0,4559 0,9357
Concentracion | Réplica2 | 0,01432 0,0542 0,1457 0,4653 0,9543
de partenina Réplica 3 | 0,02931 0,0345 0,1632 0,4321 0,9876

(%)
Promedio de concentracion | 0,01957 0,0413 0,1522 04511 0,9592
(%)

% de partenina sin degradar | 2,0 4,0 15,0 46,0 97,0

oo
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B

T
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1
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Fig. 5 .Cromatograma obtenido mediante HPLC para la muestra de analisis en medio

basico.

#+ Medio 4cido: Se obtiene un pico en el cromatograma de HPLC a un tiempo de

retencion (tr) de 6,3 min, bien definido, sin colas, ni solapamientos. Los resultados de la
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concentracion de ingrediente activo (%) muestran una reduccion significativa conrelacion

al contenido de partenina en la muestra inicial a tiempo cero (Tablas 1 y 2) (Fig.6)
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Fig. 6. Cromatograma obtenido mediante HPLC para la muestra de andlisis en medio
acido.

+ Agente Oxidante: Se obtiene un pico en el cromatograma de HPLC a un tiempo de
retencion (tr) de 7,3 min., con ausencia de picos solapados. Los resultados de la
concentracion de ingrediente activo (%) muestran una reduccidn significativa con

relacion al contenido de partenina en la muestra sin degradar (Tablas 1 y 2) (Fig.7).

+ Luz natural: Se obtiene un pico en el cromatograma de HPLC a un tiempo de
retencion (tr) de 7,05 min., con ausencia de picos solapados. Los resultados de la
concentracion de ingrediente activo (%) muestran la no existencia de diferencias

significativas con relacion al contenido de partenina en la muestra sin degradar (Tablas 1

y 2) (Fig.8).
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Fig. 7. cromatograma obtenido mediante HPLC para la muestra de analisis en medio
oxidante.
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Fig. 8. Cromatograma obtenido mediante HPLC para la muestra de analisis bajo el
efecto de la luz natural.

£ Luz artificial: Se obtiene un pico en el cromatograma de HPLC a un tiempo de
retencion (tr) de 7,71 min, con ausencia de picos solapados, lo cual evidencia la
formacion de un posible producto de degradacion de estructura quimica similar y de una
mayor apolaridad.
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Teniendo en cuenta las condiciones cromatograficas establecidas, los resultados de la
concentracion de ingrediente activo (%) muestran una reduccidn significativa con

relacion al contenido de partenina en la muestra sin degradar (Tablas 1 y 2) (Fig.9).
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Fig. 9. Cromatograma obtenido mediante HPLC para la muestra de andlisis bajo el efecto de la

0. 00
L. 222

4. 450

e 5,150
6. 700
7,117

T T I
1 is ]

Time [min)

luz artificial.

El analisis comparativo de los cromatogramas obtenidos para la sustancia de referencia,
muestra inicial a tiempo cero y las muestras sometidas a las condiciones de degradacion
drésticas (Fig. 3-9), demuestra la especificidad del método analitico mediante HPLC, al
no evidenciarse interferencias, ni solapamientos con relacion al pico que eluy6d a un
tiempo de retencion de 5,2 min. correspondiente al ingrediente activo principal.

El procesamiento estadistico de los resultados mediante el paquete estadistico SPSS para
Windows 13/2004 evidencio la existencia de diferencias significativas en cada variante
degradativa con relacion a la concentracion de partenina en la muestra inicial a tiempo
cero (Anexo I).Atendiendo a los resultados obtenidos, la mayor incidencia en la
concentracion de partenina es la condicién degradativa en medio bdsico, que alcanza
practicamente el 100 % de degradacion, seguida de la degradacion oxidativa,

posteriormente la del medio 4cido y finalmente se muestra que la menor afectacion se
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obtiene bajo el efecto de la luz artificial y natural. Esto resultado podria ser

correlacionado con la prediccion tedrica de los posibles productos de degradacion, que
mostramos a continuacion.

Medio oxidante:

+ En el medio oxidante podria ocurrir una reaccion de oxidacion de alquenos que

conduce a la formacién de un epoxido que finalmente pudiera formar un diol.
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Medio acido:
+ En el medio 4cido podria ocurrir una reaccion de protonacion de un grupo

carbonilo de cetona a-f insaturado con posible formacion posterior de un enol.
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Medio basico:
+ En el medio basico podria ocurrir una reaccion de hidrélisis formando la sal

del acido carboxilico mas un alcohol.

Luz artificial:
+ La luz artificial ocasiona reacciones degradativas similares a las descritas con
anterioridad, con mayor incidencia, al estimular la formacion de radicales muy

reactivos y aumentar la posibilidad de formar productos colaterales.
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111.3. Cromatografia en capa delgada cualitativa (CCD).

Se desarrolld la CCD como técnica de andlisis complementaria, dando seguimiento desde
el punto de vista cualitativo a las posibles interferencias potenciales en los métodos
analiticos desarrollados.La determinacion de las razones de flujo (Rf) de cada una de las
muestras analizadas, sometidas a las diferentes condiciones degradativas en comparacion

con la solucion de referencia evidencio los siguientes resultados:

+ Medio basico: Aparicion de una mancha fluorescente a la luz ultravioleta a un valor
de Rf de 0,67. Se detectd la presencia a la luz ultravioleta de una segunda mancha

fluorescente con un valor de Rf de 0,98, que no se detecta al revelado con vainillina.

+ Medio acido: Aparicion de una mancha fluorescente a la luz ultravioleta y de color
carmelita al revelado con vainillina con un valor de Rf de 0,125. Se evidencio la
presencia de una segunda mancha fluorescente a la luz ultravioleta y de color verde al

revelado con vainillina con un valor de Rf de 0,93.

+ Agente oxidante: Aparicion de una mancha fluorescente a la luz ultravioleta y de
color carmelita al revelado con vainillina con un valor de Rf de 0,26. Se evidenci6 la
presencia de una segunda mancha fluorescente a la luz ultravioleta, que no se detecta al

revelado con vainillina, con un valor de Rf de 0,98.

Atendiendo a los resultados anteriores se demuestra la presencia de posibles productos de
degradacion en cada uno de los medios analizados. Se detectan dos nuevas sustancias en
cada condicién, en comparacion con la sustancia de referencia, que fludrese a la luz
ultravioleta y presenta coloracion azul violdcea al asperjado con vainillina y que se

caracteriza por un valor de Rf de 0,5.
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111.4. Comportamiento en el UV de los posibles productos de degradacion.

+ Muestra inicial: El espectro UV del solido pulverulento en metanol en el intervalo
de 200 a 300 nm muestra la presencia de un maximo de absorcion a 215 nm,

. ., * L, . .
correspondiente a una transicion (n-mt ) caracteristica de las enonas (Fig.10).
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Fig.10. Espectro UV del solido pulverulento del Parthenium hysterophorus, Linn en metanol.
+ Medio acido. Caracterizaciéon espectrofotométrica cualitativa.

El espectro UV de la muestra objeto de andlisis sometida a la degradacion en medio &cido

evidencia la presencia un maximo de absorcién a una longitud de onda de 206 nm

(Fig.11)
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Fig. 11. Espectro UV de la muestra de analisis sometida a degradacion en medio acido.
41

Estabilidad quimica preliminar del sélido pulverulento de
Parthenium Hysterophorus, Linn,
en base a partenina.



Andlisis y discusion de los resultados

+ Medio basico. Caracterizaciéon espectrofotométrica cualitativa.
El espectro UV de la muestra sometida a la degradacion en medio alcalino evidencia la
presencia un maximo de absorcion a una longitud de onda de 212 nm, correspondiente a

una transicion de origen (n-n*) (Fig.12).
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Fig. 12. Espectro UV de la muestra de analisis sometida a degradacion en medio alcalino.

A Solubilidad del producto cristalizado.

El producto que cristaliza en forma de finas agujas blanquecinas, es soluble en &cido
clorhidrico 1 % y en agua, lo cual nos sugiere que se obtuvo bajo esta condicion una sal,
teniendo en cuanta las consideraciones teoricas sobre un posible mecanismo de

degradacion en medio bésico.

+ Degradacion oxidativa. Caracterizacion espectrofotométrica cualitativa.

El espectro UV de la muestra sometida a la degradacion oxidativa con peroxido de
hidrogeno al 3 %, evidencia la presencia de un maximo de absorcion a 221 nm,
. c., * . L, .
correspondiente a una transicion (n-m ), lo cual corrobora el pico caracteristico de las

enonas entre 215- 250 nm (Fig.13).
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Fig. 13. Espectro UV de la muestra de andlisis sometida a degradacion en medio oxidativo.

Los espectros UV obtenidos como resultado de la evaluacion de las muestras sometidas a
cada medio de degradacion (4cido, basico, oxidativo), mostraron maximos de absorcion,
caracteristicos de la banda de transicion (n-n*) de las enonas, lo cual infiere la presencia
de posibles productos de degradacion de estructura quimica similar a la partenina y
confirma, ademas, que éste método analitico no es recomendable en la realizacion de

estudios de estabilidad del s6lido pulverulento.
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111.5. Estudio de estabilidad.

111.5.1. Condicion estrés.

Atendiendo a la incidencia de factores tales como la temperatura, humedad y luz en la
estabilidad quimica del solido pulverulento, evaluada en los estudios de estabilidad en
fase solida inicial (9 se evalud el polvo sometido a estrés de humedad. El solido
pulverulento almacenado en frascos protegidos de la luz, sin tapa y expuestos a una
temperatura de 25 °C y 80 % HR (Fig.14), muestra una disminuciéon marcada en la altura
del pico correspondiente a la partenina, lo que evidencia la existencia de diferencias
significativas con relacion a la concentracion de este ingrediente activo en el material
vegetal. El andlisis de dicha condicién de almacenamiento nos permitié analizar la
incidencia de la humedad como factor independiente al controlar otros factores tales
como la temperatura y la luz. Lo anteriormente planteado nos permite concluir que la
humedad es un factor que afecta la estabilidad del componente principal, caracterizada

por una degradacion que no supera el 30 % (Tablas 3 y 4).
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Fig.14. Cromatograma HPLC obtenido para la muestra de analisis bajo la influencia de la

humedad.
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Tabla.3. Concentracion de partenina (%) en las muestras de analisis bajo las
condiciones experimentales establecidas.

Condiciones establecidas Concentracion (%) Promedio
3 meses
40°C £2°C/75% + 5% HR | Réplicas 0,3776
(frascos protegidos de la 0,3543 0,3591
luz tapados) 0,3456
30°C+ 2°C/65% + 5% HR 0,5832
(frascos protegidos de la Réplicas 0,5764 0,5842
luz tapados) 0,5932
25°C £ 2°C/80% + 5% HR 0,7412
(frascos protegidos de la Réplicas 0,7201 0,7282
luz destapado) 0,7234

Tabla. 4. Valores del % de partenina sin degradar en relacién a su concentracion

inicial.

Condiciones establecidas % sin degradar (partenina)

40°C £ 2°C/75 % + 5 % HR 36,0

(frascos ambar protegidos de la luz tapados)

30°C +2°C/65 % + 5% HR 59,0

(frascos ambar protegidos de la luz tapados)

25°C+2°C/80 % + 5 % HR 74,0

(frascos ambar protegidos de la luz destapados)
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I11. 5.2. Estabilidad acelerada v de vida estante.

Considerando los resultados de trabajos previos desarrollados con el solido pulverulento
del Phartenium histerophorus, Linn )y con el objetivo de tener criterios acerca de la
estabilidad quimica de la partenina en el mismo se desarrolld un estudio de estabilidad
acelerada y de vida de estante segun se describe en las ICH (2003) 3s5) a muestras
conservadas en envases que controlan la incidencia de factores que aceleran su
degradacion (Frasco de vidrio de color &mbar con tapon de goma protegidos de la luz con
papel de aluminio).

+ Analisis de las caracteristicas organolépticas.

» Durante el tiempo de estudio transcurrido en cada una de las condiciones de
almacenamiento, no se observd ningun cambio significativo en el color, olor y el
aspecto de los so6lidos pulverulentos.

+ Analisis quimico.

» Al cabo de tres meses de mantener al solido pulverulento en condiciones de
envejecimiento natural y aceleradas la concentracion de partenina muestra una
disminucién significativa en ambas condiciones, que alcanza valores de
degradacion de alrededor del 40 % para la condicion de 30 °C y 60 % de HR (vida
de estante) y que es superior al 60 % en la condicion acelerada (Tablas 3y 4y
Fig. 15 y 16). Existen diferencias significativas entre las variantes analizadas en
comparacion con la concentracion de partenina en la muestra inicial, ademas se
evidenciaron diferencias significativas al comparar las condiciones analizadas
entre si (Anexo I).

Estos resultados ponen de manifiesto la insuficiente estabilidad quimica de la partenina
en el solido pulverulento de Parthenium hysterophorus, Linn, en las condiciones de
almacenamiento empleadas en este estudio, y la necesidad de evaluar alternativas que
incluyan la vias para disminuir el porcentaje de humedad del solido pulverulento y
condiciones de almacenamiento que favorezcan la estabilizacion. Por otra parte, los

resultados que se muestran en las tablas 3 y 4 muestran que la temperatura de
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almacenamiento es uno de los factores que mas acelera la degradaciéon quimica de la

partenina.
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Fig. 15. Cromatograma HPLC obtenido para la muestra de analisis bajo condiciones

acelerada.

zon

mil

Lun o

T T 1
10 1s &n

Tiram fraind

Fig. 16. Cromatograma HPLC obtenido para la muestra de analisis bajo condiciones

de vida estante.
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Conclusiones.

+ La técnica analitica mediante HPLC es especifica para la determinacion de partenina
en el solido pulverulento de Parthenium hysterophorus, Linn, bajo las condiciones de

andlisis establecidas y puede emplearse en estudios de estabilidad del mismo.

4+ La humedad constituye un factor que incide negativamente en la estabilidad quimica

del ingrediente activo principal.

+ La estabilidad quimica, en base a partenina, del solido pulverulento de Parthenium
hysterophorus, Linn, conservado en frascos de vidrio ambar cubiertos con papel de
aluminio y tapén de goma es insuficiente con vistas a su comercializaciéon como

materia prima para la elaboracion de formas de dosificacion.
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Recomendaciones

+ Evaluar la influencia de la temperatura, como factor independiente, en la estabilidad
quimica del sélido pulverulento de Parthenium hysterophorus, Linn (escoba amarga)

en base a partenina.
4 Optimizar las condiciones de almacenamiento y el contenido de humedad residual

del solido pulverulento de Parthenium hysterophorus, Linn, con el objetivo de

obtener una fecha de vencimiento razonable.
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Anexo

Anexo |

Tratamientos estadisticos

% Comparacion entre las muestras almacenadas en condicion 40°C + 2°C/75% + 5%
HR en frascos protegidos de la luz tapados y la muestra inicial a tiempo cero en

cuanto a la concentracion (%) del principal ingrediente activo (partenina)

One-Sample Statistics

Std. Error
N Mean Std. Deviation Mean
Estabilidad del Producto 3 .359167 .0165458 .0095527

One-Sample Test

Test Value = 0.9836

95% Confidence
Interval of the

Mean Difference
t df Sig. (2-tailed) | Difference Lower Upper
Estabilidad del Producto -65.367 2 .000 | -.6244333 | -.665535 | -.583331

+ Comparacion entre las muestras almacenadas en condicion 30°C+ 2°C/65% + 5%
HR en frascos protegidos de la luz tapados y la muestra inicial a tiempo cero en

cuanto a la concentracion (%) del principal ingrediente activo (partenina)

One-Sample Statistics

Std. Error
N Mean Std. Deviation Mean
Estabilidad del Producto 3 .584267 .0084506 .0048790
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One-Sample Test

Test Value = 0.9836

95% Confidence
Interval of the

Mean Difference
t df Sig. (2-tailed) | Difference Lower Upper
Estabilidad del Producto -81.848 2 .000 | -.3993333 | -.420326 | -.378341

+ Comparacion entre las muestras almacenadas en condicion 25°C + 2°C/80% =+ 5%
HR en frascos protegidos de la luz destapados y la muestra inicial a tiempo cero

en cuanto a la concentracion (%) del principal ingrediente activo (partenina)

One-Sample Statistics

Std. Error
N Mean Std. Deviation Mean
Estabilidad del Producto 3 . 728233 .0113500 .0065529
One-Sample Test
Test Value = 0.9836
95% Confidence
Interval of the
Mean Difference
t df Sig. (2-tailed) | Difference Lower Upper
Estabilidad del Producto -38.970 2 .001 -.2553667 -.283562 -.227172

+ Comparacion entre las muestras almacenadas en las diferentes condiciones entre

si mismas en cuanto a la concentracion (%) del principal ingrediente activo

(partenina)
ANOVA

Estabilidad del Producto

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .208 2 .104 656.983 .000
Within Groups .001 6 .000
Total .209 8
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Estabilidad del Producto

Subset for alpha = .05

Condiciones de Trabajo N 1 2 3
Duncan &2 A 3 .359167

B 3 .584267

C 3 728233

Sig. 1.000 1.000 1.000
Scheffea A 3 359167

B 3 .584267

C 3 728233

Sig. 1.000 1.000 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

£ Comparacion entre la muestra sometida a condicién degradativa en medio basica
y la muestra inicial a tiempo cero en cuanto a la concentracion (%) del principal

ingrediente activo (partenina)

One-Sample Statistics

Std. Error
N Mean Std. Deviation Mean
Estabilidad Medio
Degenerativos 3 .019570 .0084436 | .0048749
One-Sample Test
Test Value = 0.9836
95% Confidence
Interval of the
Mean Difference
t df Sig. (2-tailed) | Difference Lower Upper

Estabilidad Medio
Degenerativos -197.752 2 .000 -.9640300 -.985005 -.943055
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Anexo

+ Comparacion entre la muestra sometida a condicion degradativa en medio
oxidante y la muestra inicial a tiempo cero en cuanto a la concentracion (%) del

principal ingrediente activo (partenina)

One-Sample Statistics

Std. Error
N Mean Std. Deviation Mean
Estabilidad Medio
Degenerativos 3 .041307 .0111718 | .0064500
One-Sample Test
Test Value = 0.9836
95% Confidence
Interval of the
Mean Difference
t df Sig. (2-tailed) | Difference Lower Upper

Estabilidad Medio
Degenerativos -146.092 2 .000 -.9422933 -.970046 -.914541

# Comparacion entre la muestra sometida a condicion degradativa en medio acida y
la muestra inicial a tiempo cero en cuanto a la concentracion (%) del principal

ingrediente activo (partenina)

One-Sample Statistics

Std. Error
N Mean Std. Deviation Mean
Estabilidad Medio
Degenerativos 3 152233 .0095553 | .0055167
One-Sample Test
Test Value = 0.9836
95% Confidence
Interval of the
Mean Difference
t df Sig. (2-tailed) | Difference Lower Upper

Estabilidad Medio
Degenerativos -150.699 2 .000 -.8313667 -.855103 -.807630
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Anexo

+ Comparacion entre la muestra sometida bajo el efecto de la luz artificial
degradativa y la muestra inicial a tiempo cero en cuanto a la concentracion (%)

del principal ingrediente activo (partenina)

One-Sample Statistics

Std. Error
N Mean Std. Deviation Mean
Estabilidad Medio
Degenerativos 3 451100 .0171126 | .0098799
One-Sample Test
Test Value = 0.9836
95% Confidence
Interval of the
Mean Difference
t df Sig. (2-tailed) | Difference Lower Upper

Estabilidad Medio
Degenerativos -53.897 2 .000 -.5325000 -.575010 -.489990

+ Comparacion entre la muestra sometida bajo el efecto de la luz natural
degradativa y la muestra inicial a tiempo cero en cuanto a la concentracion (%)

del principal ingrediente activo (partenina)

One-Sample Statistics

Std. Error
N Mean Std. Deviation Mean
Estabilidad Medio
Degenerativos 3 .959200 .0262947 .0151812
One-Sample Test
Test Value = 0.9836
95% Confidence
Interval of the
Mean Difference
t df Sig. (2-tailed) Difference Lower Upper
Estabilidad Medio
Degenerativos -1.607 2 .249 -.0244000 -.089720 .040920
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Anexo

+ Comparacion entre las muestras sometidas a las diferentes condiciones
degradativas entre si misma cuanto la concentracion (%) del principal ingrediente

activo (partenina)

ANOVA
Estabilidad Medio Degenerativos
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1.865 4 466 1833.420 .000
Within Groups .003 10 .000
Total 1.868 14
Estabilidad Medio Degenerativos
Subset for alpha = .05
Medios degradativos N 1 2 3 4
Duncan 2 A 3 .019570
B 3 .041307
C 3 .152233
D 3 .451100
E 3 .959200
Sig. .126 1.000 1.000 1.000
Scheffe 2 A 3 .019570
B 3 .041307
C 3 152233
D 3 .451100
E 3 .959200
Sig. .611 1.000 1.000 1.000
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
Report
Estabilidad Medio Degenerativos
Medios degradativos Mean N Std. Deviation
A .019570 3 .0084436
B .041307 3 .0111718
C 152233 3 .0095553
D 451100 3 .0171126
E .959200 3 .0262947
Total .324682 15 .3652521
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