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J:NTRODUCCJ:ON 

Los productos herbolarios se han utilizado como tales desde tiempos Inmemoriales. 

Actualmente se están realizado numerosos esfuerzos por Identificar los principios activos de fas 

plantas, caracterizarlos e Incorporarlos como parte de las formulaciones farmacéuticas. 

El uso confiable y seguro de los medicamentos herbolarios, se puede llevar a cabo sólo 

si se realizan estudios farmacológicos, toxicológicos y blofarmacéutlcos de los mismos, además 

del control de calidad del fitofármaco y la forma farmacéutica como tal. 

El extracto de castaño de Indias es uno de los componentes de Jos medicamentos 

herbolarios utilizados en México. Las formulaciones que contienen este extracto se encaminan 

al tratamiento de la Insuficiencia venosa crónica, mejor conocida como varices. Aunque existen 

reportes de sus propiedades farmacológicas v farmacoclnétfcas, no los hay de la disolución 

intrínseca. Para llevar a cabo este tipo de estudios se requiere del desarrollo de un método 

analitJco que permita determinar la cantidad del componente activo en un medio acuoso, en 

primera Instancia. 

La escina es una mezcla de sustancias, por lo que se requiere una técnica de análisis 

que, además de separar. permita la cuantificación de los principales componentes de la 

misma; la Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (CLAR). acoplada con la 

espectrofotometria ultravioleta-visible (UV). se presenta como una opción adecuada, ya que 

permite la separación de componentes en una mezcla compleja, además de que no requiere la 

derivación a compuestos volátiles, como en el caso de la cromatografía de gases. 

La funclonalldad del método analítico debe garantizarse; para ello, se requiere la 

validación del mismo. En este caso, se seguirán los parámetros estipulados por la Farmacopea 

de los Estados Unidos Mexicanos, así como los indicados en la norma oficial mexicana NOM-

177-SSAl-1998 para métodos empicados en la construcción de perfiles de disolución, ya que 

se pretende sea utilizado en la disolución Intrínseca del fltofármaco esclna. Los parámetros 

complementarios de la validación se tomarán de las guías de la Food and Drug Admlnlstratlon 

de los Estados Unidos para métodos cromatográficos y bloanalíttcos. 

TESIS CON 
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J:. ANTECEDENTES. 

A. Calidad de medicamentos herbolarios 

Antes de abordar el problema de la calidad de los fármacos de origen natural, es 

conveniente aclarar algunas definiciones. Oc acuerdo con la Ley General de Salud, los 

medicamentos se clasifican, con respecto a su naturaleza como: 

Alopáticos: toda sustancia o mezcla de sustancias de origen natural o sintético 

que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilltatorio, que se presente en 

forma farmacéutica y se identifique como tal por su actividad farmacológica, 

características flslcas, químicas y biológicas, y se encuentre registrado en la 

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos para medicamentos alopáticos. 

b. Homeopáticos: toda sustancia o mezcla de sustancias de origen natural o 

sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabllitatorlo y que sea 

elaborado de acuerdo con los procedimientos de fabricación descritos en la 

Farmacopea Homeopática de los Estados Unidos Mexicanos, en las de otros 

paises u otras fuentes de Información científica nacional e internacional. 

c. Herbolarios: los productos elaborados con material vegetal o algUn derivado de 

éste, cuyo Ingrediente principal es la parte aérea o subterránea de una planta o 

extractos y tinturas. así como Jugos, resinas. aceites grasos y esenciales. 

presentados en forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y seguridad ha 

sido confirmada científicamente en la literatura nacional o internacional. 1 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), menciona que. por materiales vegetales, se 

entienden jugos, resinas, aceites grasos. aceites esenciales y cualesquiera otras sustancias de 

esta naturaleza. Los medicamentos herbolarios pueden contener excipientes, además de los 

principios activos. No se consideran medicamentos herbolarios los que contienen material 

vegetal combinado con sustancias activas químicamente definidas, Incluidos constituyentes de 

plantas aislados y químicamente deflnldos.2 

Por otra parte, en la farmacopea de los Estados Unidos se define a Jos extractos como 

preparaciones concentradas de fármacos animales o vegetales, obtenidos por remoción de los 

constituyentes activos, por evaporación de todo o casi todo el disolvente .. y por ajuste de la 

masa residual o polvos a los estándares preescrltos.3 



3 

La calidad de un fármaco está definida como el estatus del mismo, el cual está 

determinado por la identidad, pureza. contenido y otras propiedades físicas, químicas y 

biológicas. Esta definición puede aplicarse también a fitofarrnacéuticos." 

Virtualmente todas las culturas han utilizado una variedad de plantas o materiales 

derivados de las mismas para la prevención y el tratamiento de enfermedades. La evidencia de 

los efectos terapéuticos benéficos de estas plantas medicinales se observa en su uso continuo. 

Ad1c1onalmente, el desarrollo de la química moderna permite la separación de substancias que 

han servido como f.irmacos o como materias primas para la síntesis de éstos. Vitrios de los 

principios activos modernos han sido sintetizados como resultado del conocimiento obtenido de 

estudios de los mecanismos de acción de substancias químicas, primeramente separadas de 

las plantas medicinales. Por tanto, Jos productos herbolarios han jugado un rol importante en 

el desarrollo de la medicina moderna y continúan siendo ampliamente usados en su rorma 

original. 

La fitoterapia debe ser entendida para ser integrada como una farmacotcrapia 

razonable. Actualmente se están probando los efectos benéficos de los fitoterapéutlcos con 

estudios cJinlcos y farmacológicos. s 

Desde 1980, en Alemania, se h<Jn llevado a cabo más de 300 estudios clinicos con 

r1tofiirmacos estandarizados, incluyendo Crataegus sp., Silyburn sp., Ginkgo sp., Hypericutn 

sp., Sabal sp., Urtica sp., Kava·Kava, Alirn sativum, Valeriana sp., Aesculus sp., Echinacea sp. 

y Viscutn sp. Estos estudios aseguran la eficacia de los fitorármacos en el tratamiento y 

prevención de enfermedades moderadas a severas; además., varios estudios comparativos 

muestran una completa equivalencia terapéutica con los quimiotcrapéuticos y la ventaja de no 

provocar erectos adversos. El mecanisn10 de acción de los medicamentos herbolarios y sus 

preparaciones. los cuales difieren en varios aspectos de los fármacos sintéticos o mono 

sustancias, puede ser caracterizado como una acción polivalente e interpretado como aditivo 

o, en algunos casos, potenciado. 

No obstante que la mayoría de las plantas medicinales sean seguras, algunas son 

tóxicas y deben ser evitadas. Se han realizado pocos esfuerzos por estudiar los efectos 

adversos potenciales que pueden ser asociados con el uso extendido y las dosis altas de 

plantas medicinales. 6 

La eficacia y seguridad de los fitofármacos están basadas en una calidad reproducible. 

Por lo tanto, si se quiere usar el fitofármaco de forma racional. debe ser estandarizado y su 

calidad farmacéutica aprobada. Los estudios farmacológicos. toxicológicos y clínicos de las 

plantas medicinales necesitan estar bien documentados para poder obtener resultados 
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consistentes. Este concepto debe ser seguido no sólo en Investigación. sino en la producción y 

la aplicación terapéutica de los fltofarmacéuticos. 

La OMS ha reconocido este problema y ha publicado gufas para asegurar la confiabilldad 

y repetlbllldad de las investigaciones en medicina herbolarla.<4 > 

1. Dificultades en el proceso de control de calidad~ 

Comparados con los fármacos sintéticos. los criterios de aprobación· de los fármacos 

derivados de plantas medicinales son más complejos. La calidad se ve, ·,nnU~~ciada por 

aspectos que no afectan a los fármacos sintéticos. 

Los fitofarmácos son siempre mezclas de varios constituyentes· y es· más dlficll 

caracterizar una mezcla que una sustancia pura. De acuerdo con lo anterior los compuestos 

separados y los productos naturales puros no son considerados como fitofarmacéutlcos. Los 

principios activos no son siempre conocidos. Aún más, éstos pueden ser mezclas de 

compuestos de diferentes clases. 

Por otra parte, Ja calidad de las colecciones de las diferentes localidades, o aún de 

plantas individuales, puede ser variable. El cultivo es una de las estrategias para mantener 

pequeña esta variación. Algunas veces, no obstante, las qulmiovarledades pueden existir y 

originar productos de diferente calidad. 

La cosecha, el secado y las condiciones de almacenamiento pueden influenciar la calidad 

del material crudo. Por lo tilnto, estos procesos requieren de estandarización. Más aún, el 

proceso del material crudo hasta el producto final puede afectar a los constituyentes; por 

consiguiente, la calidad de la preparación. La diferente polaridad de los disolventes y el modo 

de extracción origina extractos con concentraciones Inconsistentes de substancias~ La 

inestabilidad de algunos constituyentes también Influye. 

Como consecuencia, un proceso de manufactura estandarizado es el requisito básico del 

establecimiento de calidad reproducible y confiable de las preparaciones herbarCs.,,.> 

2. Criterios de calidad 

Para un manejo serio de la calidad, es necesario definir criterios y especificaciones para 

cada fltofármaco en la forma de una monografia. 

Las especificaciones comienzan con una definición clentffica clara del material crudo. 

También. detalles del origen de las plantas (pais o reglón, lugar del cultivo). tiempo de 

cosecha y recolección. ademá:i de especificar el tiempo de secado. Para una Identificación 

positiva del material, las técnicas cromatográflcas. tales como la cromatografía de capa fina, la 
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Cl"'omatograffa de líquidos de alta resoluclón o la cromatografía de gases,. son los métodos de 

elección. A través de ellas se puede establecer un cromatograma de huellas digitales basado 

en un principio activo o marcador y usarse con fines comparativos. 

Dependiendo del tipo de preparación, se deben especificar las caracterlstfcas 

organolépticas, humedad, cenizas y constantes físicas. En extractos secos, scmlsólidos y en fas 

propias plantas, se mon1torcan los residuos de disolventes. Dado que los fitofarmacéutlcos son 

de origen natural, la contaminación microbiológica es un factor Importante. 

En adición, los materiales extraños,. como los metales pesados, residuos de pesticidas y 

aflatoxinas deben ser considerados. 

Para comprobar Ja calidad de las preparaciones herbolarias, se requiere aplicar- métodos 

analíticos apropiados en la determinación cuantitativa de los constituyentes de actividad 

terapéutica conocida o de los marcadores. Si no existe un método químico disponlble, es 

aceptable un ensayo biológico de los compuestos activos. 4 

En el caso del diseño de formas de dosificación oral, la prueba de disoluclón forma parte 

de las herramientas de control de calidad. 

Al diseñar una forma farmacéutica, es necesario considerar una amplia variedad de 

factores con relación a la forma de dosificación y a la prueba de disolución. Estos incluyen Ja 

relación entre la dosis y la solubilidad del fitofármaco; la influencia de factores físicos tales 

como la formación de sales, hidratos y polimoños; Ja velocidad de disolución intrínseca en el 

intervalo de pH de 1 a 7, que cubre predominantemente al tracto gastrointestinal, donde 

normalmente se absorbe una significativa proporción de fármacos. 

Existe cierto número de señales de alerta que indican problemas potenciales de 

absorción y biodisponibilidad, que requieren del control de algunas propiedades fislcoquimlcas 

del fármaco como tal. Las señales de alerta son: cuando la cantidad de la dosis predicha para 

humanos dividida entre la solubilidad en agua del fcirmaco (valor de solubilidad mínima en el 

intervalo de pH de 1 a 7) excede los 100 n1I, o cuando la velocidad de disolución intrinseca es 

menor que 0.1 mg•minuto/cm 2 o el porcentaje de dosis oral que es absorbido no excede el 

60º/o en ninguna de las especies animales en estudios prcclínicos. 7 

Dependiendo de los conocimientos disponibles acerca del principio o principios activos de 

la planta, se deben seguir diferentes conceptos para establecer un criterio cuantitativo de 

calidad. De acuerdo con lo anterior, las fitoprcparacioncs pueden ser divididas en dos 

categorías: 

TESIS CON 
, FALLA r~E OnTGEN 
'-----·------------------
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; Extractos o preparaciones en las cuales el principio activo es químicamente 

conocido y aceptado. 

- Extractos o pl"'eparaclones en los que el principio activo no está definido. 

Cada grupo debe ser manejado de diferente forma para caracterizar la preparación de 

una manera clara. 

De acuerdo con guias europeas, los extractos o preparaciones en que los constituyentes 

terapéuticos son conocidos pueden estandarizarse. En este caso, el contenido de principio o 

principios activos puede ajustarse a un cierto nivel por adición de material Inerte o por el 

mezclado con un lote altamente concentrado. Como consecuencia, la concentración del 

principio activo es constante y las cantidades del extracto nativo y el adicionado son varlabJes. 

Las pruebas de estabilidad basadas en Jos compuestos activos son obligatorias. Las pruebas de 

disolución In vltro son razonables (perfil y cinética) y las pruebas de blodlsponlbllldad son 

posibles. 

Si se deben considerar varios constituyentes, Ja estandarización parece ser más 

complicada, debido a la variación de las concentraciones de los componentes en diferentes 

lotes. En este caso, la dilución o concentración puede llevarse a cabo sólo por mezclado con 

lotes de mayor o menor concentración. 

Cuando Jos componentes activos no son conocidos, el extracto completo debe tratarse 

como el principio activo. En este caso, se deben utilizar compuestos marcados como control de 

calidad. Estos extractos o preparaciones no pueden ser estandarizados sobre la base de este 

compuesto, ya que las sustancias marcadas no están necesariamente relacionadas con la 

actividad terapéutica. El análisis de las huellas digitales es la opción niás adecuada." 

En el presente, no obstante. existen grandes diferencias en el ámbito internacional con 

referencia al estatus rcgulatorio de los productos herbolarios. En los Estados Unidos, por 

ejemplo, los productos herbolarios son introducidos como complementos dietéticos con pocos 

datos acerca de su calidad. En contraste, una aprobación prcmercadco que implica el 

cumplimiento de datos de calidad, seguridad y acción terapéutica, es obligatoria para la 

autorización de estos productos en varios paises europeos. Alemania, Francia, Suiza, 

Dinamarca y Suecia han establecido regulaciones nacionales específicas concernientes a la 

evaluación de productos herbolarios. Otros paises (los paises bajos, el Reino unido y Portugal), 

Jos consideran legalmente como productos farmacéuticos ordinarios. 

En el mercado de suplementos dietéticos, como en Jos Estados Unidos, los productos 

herbolarios se encuentran fácilmente disponibles al público en general. El mayor problema que 
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origina la falta de un control premercadeo es que estos productos pueden contener plantas 

potencialmente inseguras o contaminantes tóxicos no declarados, además de no contener las 

cantidades indicadas de constituyentes. 

Desde el punto de vista terapéutico. son de Interés tres tipos de constituyentes, si se 

conocen: principio activo, marcadores activos y marcadores negativos. 

El o los pnnc1pios activos son aquellas sustancias químicamente definidas y aceptadas, 

que contribuyen substancialmente a la actividad terapéutica. En este caso, se puede asumir 

que la eficacia de un producto herbolario está basada en el principio activo, y el ajuste con 

respecto a este constituyente está justificado. Ejemplos de estos productos herbolarios son las 

preparaciones del castaño de indias o del kava-kava (Tabla 1). Sólo una cantidad limitada de 

plantas se encuentra en este grupo. 

Follaj.: de sena 

Tabla l. Catenorizaclón de nroductos medicin•leos herbolarios. 
Productos herbolarios con principios activos clfnkamenlr conocidos 

Scnósidos 
Semilla de castm'lo de indias 
FnJ1;1 del cardo 

Escinns 
Silibinirm 
Kava lac1onas 
Aloim1 

Ri7orna del Kava 
.-\lo..: 

Produc1os herbol;1rios con mnrcndores activos fnrrnncoló¡:icnmrntr 
f'ulla.t..: del espino con llores Procianidinas oligoméricns 
r11llar..: d..:I Gin~I!º Gluct\sidus llavonoidcs. laclonas tcrpénicas 
Hui hu 1..ld ilio Aliinas, nlicinas 
S1 J,ihn's \\.'onh J lipcrforinn. hipcricina 
Gm..;..-ng asiático Ginsi:noidcs 
S,n, r:ilmc110 fru1t Ácidos grasos)" és1crcs 

f{;Ul: .!..- \'¡1l..:rióll1i"I 

Pl.tnta Equinacca 
G111:.cng siberiano 
F1,lbj1..• del hálsamo 
f{;liJ' de la ortil!a 

Protl1n·1os hC'rlmlnrios con marcadores :11mUlicos 
Ácidos vnlcrénicos 
Ácidos caféícos 
Glucósido lignano 
Acidos rusmarlnicos 
Esconolclirm 

Desde décadas pasadas, el uso de preparaciones farmacopélcas clásicas como las 

tinturas o extractos líquidos, ha disminuido en productos preparados industrialmente. Las 

tinturas representan el 7°/o del mercado de los productos herbolarios en Estados Unidos, 

comparado con el 68°/o de las formulaciones sólidas. 

Solamente cuando los ingredientes sean liberados de la forma de dosincación sólida, la 

disolución en los fluidos biológicos y la subsiguiente absorción será posible. La desintegración 

in vítro (para preparaciones con marcadores analíticos) o la prueba de disolución (para 

preparaciones con marcadores activos o principios activos) son, por fo tanto, requeridas para 

demostrar la funcionalidad de la formulación. Recientemente, la Farmacopea de los Estados 
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Unidos Invitó a todos los Interesados en dar a conocer resultados acerca de la disolución de 

varias formas sólidas de dosificación herbolarlas. 8 

Como se aprecia en la tabla 1. el extracto del castaño de Indias posee un principio activo 

reconocido que es la escina. Los preparados de este fitofármaco han sido utilizados 

satisfactoriamente en el tratamiento de la insuficiencia venosa crónica. 

B. Castaño de Indias (Aesculus hippocastanum) 

Insuficiencia venosa crónica es un término aplicado a un síndrome, resultante de la 

obstrucción o incompetencia persistente de las venas profundas en las extremidades Inferiores. 

Los síntomas abarcan desde el edema. cianosis o dermatosclerosls, hasta cambios atróficos en 

piel y ulceración. La sensación de pesadez,. cansancio, tensión o ardor y dolor, son los 

síntomas de mayor importancia patológica. La Insuficiencia venosa crónica está dividida en tres 

estados dependiendo del grado de severidad. 

La terapia en rorma de cirugía vascular es posible sólo en un pequeño porcentaje de Jos 

pacientes. Las opciones en el tratamiento de control consisten en el uso de soportes de 

compresión elásticos y en la farmacoterapla sintomática. 

Varios de los estudios formacológicos y clínicos de medicamentos her·bolarios usados en 

el tratamiento de los desórdenes venosos, se han efectuado con extractos de castaño de Indias 

y sus constituyentes, lc'.Js cscmas. Estos agentes actúan menos sobre las venas y vé:nulas que a 

nivel capilar,. donde ejercen efectos anticdematosos y anticxudativos. 9 

La escina se extrae de un árbol denominado castaño de indias,. cuyo nombre científico es 

Aescu/us hippociJstanum',. que se muestra en la figura 1,.· originario de Grecia,. Irán, norte de Ja 

India y los Balcancs, aunque se cultiva en el oeste de Europa, sobre todo en Gran Bretaña y 

Escandinavla y en amplias zonas de Norteamérica. En el siglo XVI, en la Europa occidental se 

importaban semillas desde Turquía y, creyendo que el país de origen era la India, recibió el 

sobrenombre "'de Indias'". En el sur de Estados Unidos y norte de México se encuentran cinco 

especies emparentadas, de las cuales la más conocida es Aesculus pavla, con la cual se han 

obtenido muchos híbridos para su uso en jardinería. io 

• Hippocastanum es una palabra griega que podrfa traducirse por .. castai'1a de los caballos"'. Hace 

referencia a ra costumbre existente en Asia Menor, desde tiempos Inmemoriales. de dar a los caballos las 

semillas de esta planta para curarles la tos. 
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Es un árbol caducifollo de unos 25 m y hasta 35 m de altura. porte ovoide y proyección 

de copa de 12 a 14 m de diámetro, tronco único con corteza marrón-rojiza. con estrlas 

longitudinales y ligeramente csp1ralizadas y con gran número de ramas que terminan en 

péndulas. Las hojas son alternas, palrnato-cornpucstas de color verde obscuro. La floración se 

lleva a cabo en un largo panículo piramidal de color blanco, en abril. Su fructificación es de tipo 

cápsula, a finales de verano-otoño. Las semillas pierden rilp1darncntc la gcrminabllidad. 11 En la 

figura 2 se muestra una foto de las castaiias abiertas. 

F1>:11ra ;: Seu11/las c1hh·rtas ele!/ castai}o th.• induu; 

En las industrias farmacéutica y cosmética existe interés por la producción del castaño 

de indias debido a su alto contenido en saponinas, utilizadils en la elaboración de emulsiones 

para acompañar el aceite de hígado de bacalao. o como suavizante de la piel, para preparar 
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cremas y jabones. El aceite que se extrae de las semillas puede utilizarse con fines 

alimentlclos. Como remedio casero, la decocción se prepara a partir de SO gramos de corteza o 

semillas en un litro de agua, de la cual se tomará una o dos tazas al día como antlhemorroldal 

o contra los sabañones y las varices. También puede prepararse una tintura con 250 gramos 

de semillas frescas trituradas en un litro de alcohol, deJándolas en maceración durante dos 

semanas por los menos. Se toma una cucharada sopera una vez al dia. 10 Se ha reportado la 

utilización del A. hippocastanum contra ros parasítos de otras plantas. 12 

Los med1camcntos que contienen extracto de castaño de Indias son usualmente 

derivados de las semillas de este árbol; se han presentado en diferentes formas farmacéuticas, 

tales como cápsulas de gelatina blanda. ungüentos, formulaciones liquidas, ampolletas o viales 

para inyección, e incluso supositonos. 13 

En la tabla JI se muestran los componentes químicos de la corteza, follaje y semillas del 

castaño de lndias.14 

T•bln 11. ComnosJcJ6n nufmka del c•slnfto de indias. 
COltTE7 .•. A 

Glucósido" cumarinicos 
;.. Acsculina 

Fra:o..ina 
1:scupolin:1 

.-\glicunas 
Ac!>culc11na 
rra'\.Clino1 
E:-copolclina 

Glucósidos llavonoides 
;.. Qucrcctrina 

,.\glicona 
;.. Qucrcctina 

~fe.lela hc1crogénca de ~raninas (Escina) 
;.. Proloacscigcnina y barringtogenol 

C. un residuo ácido J.g.fucorónh:u 
substiluido en la posición::?º o .a· 
con glucosa. xilosa o galaelosa 

Alallloina; cslcruks; lcucoeianidina; 
lcucodcllinidina: ca1ccol1aninos: alcanos 
(serie homóloga de C 1!> a Cw} 

FOL.LAJI-: 
Glucósidos cumarlnicos 

;.. Acsculina 
;.. Fro.xina 
;.. Escopolina 

Glucó!>idos lla\·onólicos 
('¡ucrcctin) 

;.. 3·rharnnosido 
(quecclrina) 

;.. J·rhamnosidoglueo!>idn 
(ru1ina) 

;.. J·glucósido 
(isoqueci1rinn) 

;.. J nrabinósido 
( 1.2) glucósidos de 
kaempfcrol 
corrcspom..lienlcs 

Tuninos: lrn.zus e.Je cscina 13 • .tf. 
cis.trans-poliprcnoles: 
mninOOcidos: ;icidos i;.m~o!>; 
lcucoantoeianos 

Esteroles JSJ 
;.. si1os1crol 
;... cslig111a1crul 
;.. eamncstcrol 

SEl\11L.L.A 
E.scinns (snponinns) 

Componcnlcs fcnólicos 
;.. ( ,.) catcquina 11-1 
;.... EpicaH!l¡uinas D·2. U·5 

Tanino~ 

Procianic.Jinas O 1. 02. 
A2 

Flavnnoidcs 
;... Qucrcclina 
;.. Kacmpfcrol 

La Farmacopea Alemana de 1996, describe el extracto obtenido a partir de las semillas 

secas del castaño de Indias. Las preparaciones elaboradas de otras partes, como la corteza, 

han sido utilizadas como remedio, sin embargo no ha sido comprobada su eficacia. 

..... 
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Para secarse, las semillas se extienden formando una capa delgada en un área con 

buena ventilación. Después, se separan de su cubierta y se secan a una temperatura de 60 °C, 

con lo que se obtiene un polvo con 3º/o de saponlnas. Para obtener el extl"'acto se utilizan 

mezclas de agua en etanol, después se ajusta con dextrina hasta un contenido de 16-20º/o de 

glucósidos triterpénicos, calculados como esclna. 9 

1. Propiedades químicas de la escina 

Las saponmas son glucósidos presentes comúnmente en las plantas superiol"es, 

muestran una gran variedad de actividades biológicas y son ampliamente usadas en alimentos, 

med1c1nas y cosméticos. Se encuentran clasificadas en dos grupos, de acuerdo con su agllcona 

(sapogenina): el grupo tl""iterpeno y el grupo esteroldc. Los azúcares más comunes 

encontrados en ras saponlnas son hexosas (glucosa, galactosa), 6-deoxlhexosas (ramnosa), 

pentosas (arablnosa, xllosa), ácidos urónlcos (ácido glucorónlco) o amlnoazúcares 

(glucosamina). Los azúcares pueden estar unidos a la sapogenlna en uno o dos sitos de 

glucosilación. 

Las saponlnas pueden detectarse en un estrecho Intervalo de longitud de onda (200-210 

nm) usando un detector UV, por lo que un detector de espcctrometrfa de masas es preferible y 

confiable. 

La cscina, considerada el componente activo del castaño de Indias, es una mezcla 

compleja de saponlnas triterpenoides gJucoslladas que puede dividirse en dos grupos, p-esclna 

(tiende a cristalizar) y u-esclna. En la figura 3 se presenta la estructura del constituyente 

principal de Ja cscina. 15 

Figura .J. Estructura del componente principal de la csclnu. 

Al menos un 3º/o de la mezcla contiene derivados de la protoaescigenina y 

barringtogenol c. Ambas sapogeninas están ligadas a 1 mol de ácido glucorónlco y a 2 moles 

1 ..... 
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de glucosa, se encuentr-an esterificadas con ácido angélico, tigllco, a-butírico o lsobutillco y 

acétlco. 16 La estructura de estaS sapogenlnas se muestra en la figura 4. 17 

RI 
l'rn1~..:ci1u.~ninit 11 
ll;1nrnlu~.:nulC 11 

Rl 
11 

" 
RJ R.a 
11 011 
lt 11 

Figura ./, E..<rtr11c111ra de la prutocscigcnina y burringtogcnul 

La p-esclna es una mezcla compleja compuesta por más de treinta saponlnas 

trlterpénlcas pentaciclicas. que poseen un esqueleto 12-oleaneno, con funciones oxigenadas en 

las posiciones C-3, C-16, C-21, C-22, C-24 y C-28. Una cadena de trlsacáridos (Rl) compuesta 

de una unidad 1-2 y 1-4 de ácido glucorónlco (Glu} ligada a dos residuos glucosidicos o a 

glucosa (Glc) y >diosa, o a glucosa y galactosa (Gal), está localizada en la posición 3. El C-21-

0H esta esterlflcado con ácido angélico, tigllco, lsobutirlco o a-metll-J}-hidroxibutírico, mientras 

que el C-22-0H está cstcrificado con ácido acético. 18 En la figura S se muestra la estructura 

química de algunas saponinas componentes de la ~l-esclna. 19 

protoaesogen1na 
bamngtogenol e 

OR, 
Escma•la: 
E'l.cnta·fb 

Escinn·lla 
Esc111.1-llh 

Escilloa·llla 
l>c:i;oac1h::i;cma•f. 

Oc-sm:1lcscina-IJ · 
Dcsacilcsc111oa·lll· 
l'rotoacscigcninu: 
llarringtogcnul C: 

"' T1glo1I 
Angclml 
T1glo1I 

Angchul 
T1gloil 

11 
11 
11 
11 
11 

,\e 011 D·Glu 
Ac 011 D•Glu 
Ac Olt D·X1I 

011 0-Xil 
Ac 11 O-Gal 
11 011 O·Glu 
11 011 O-X1I 
11 lf O-Gal 
11 OH 
11 11 

1>-Glu· P·D·¡;hu:opmmos1I 
D-X1I. P·D-"lopirnnosil 
D-Ooal. P-D·¡;oaloactopm&nos1I 

Figura S. Estrt1c111ra de algunas saponinas de la P..escina 
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Se han reportado diversos estudios de algunos de los componentes de la p-esclna, en Ja 

tabla IJI se presentan parte de ellos.20 

Escina la 

Escina lla 
Escinu Jlb 
Escina lllh 
Escinoi IV 
Escina V 
lsocscina V 
Escina VI 

Tabla 111. Cnrnclerfstkns de nlPumH c-sdnas. 
Crhlnlc-s p. r. CºC) Fórmula molcculnr 

l"r;111sp;1n:nlc!oo. 22-1.9-226. 7 C 55He6024·(H20)1.s 
ortliru111hil:us 
l'inus, inculurus 
Fino,, incoloros 
Finos. ini:olorus 
Finos. incoloros 
Finns, incoloro:-. 
Finu'i, incoloro-. 
Finos. inculorus 

206.5-208.S 
197.3-199.0 
194.1-196.5 ºC 
226.9-228.1 
215.H-217.1 
J 98.8-200. 7 

c .... 11 ... 02) 1
" 

Igual n la anc~rior 21 

c,~11.<>ou 
C,:zlluO:z .. 
Cull,"02 .. 
Igual a la mncrior 
c .... 11 •• 0~ .. : 2 

2. Farmacología de la escina 

Los extractos comerciales del castaño de Indias han sido evaluados en el tratamiento de 

varios estados patológicos, prJmcramente por Investigadores europeos. El extracto de la 

planta, que contiene 50 mg de glucósidos triterpénicos, disminuye la permeabilidad capilar de 

las venas y parece tener un efecto "tónico"' en el sistema circulatorio. Se ha observado que Jos 

constituyentes de la planta, en particular la esclna, Inhiben el Incremento (Inducido) de la 

permeabilidad vascular en ratones y ratas. Un extracto comercial de castaño de Indias, con 

70º/o de escina, ha probado tener una serie de propiedades farmacológicas In vltro e In vivo, 

incluyendo la capacidad de contraer una vena del perro v potenciar la respuesta contráctil de 

la noreplnefrina. 

La aesculina producida en la corteza mejora la resistencia vascular y auxilia a tonificar 

las paredes de las venas. Esto es deseable para el caso de algunas enfermedades como ras 

hemorroides, varices, úlceras en las piernas o congelaclón.:u 

La esclna reduce la actividad de la enzima llsosomal, en un 30º/o, establlfzando el 

contenido de colesterol en las membranas de los llsosomas y limitando la liberación del mismo. 

Además, restringe la formación de edema disminuyendo la filtración transcapllar de agua y 

proteínas. En años recientes, se ha encontrado aplicación en el área cosmética, principalmente 

para la prevención y tratamiento de la paniculopatla edemato-Obroesclerótlca, también 

conocida como celulitis. 24 

Se ha encontrado que la escina provee efectos protectores sobre la actividad de la 

respiración mitocondrlal, lo que puede explicar su acción protectora sobre los contenidos de 

ATP celular en condiciones lsquémlcas y algunos de sus efectos terapéuticos benéficos en 

enfermedades vasculares crónicas. 25 

En un estudio realizado para observar el efecto de Jas esdnas la, lb, IIb y las 

desacilesclnas I y JI, sobre la lnílamación aguda en animales, se encontró que las esclnas la, 

--------------------- ---------------
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lb, IJa y Ilb (50-200 mg/kg) Inhiben el incremento de la permeabilidad vascular inducida tanto 

por el ácido acético en ratones, como por Ja hlstamina en ratas. Las esclnas la, lb, na y Ilb 

(50-200 mg/kg) también inhiben el efecto de la serotonina, no asl la esctna la. Las esclnas la, 

lb, IJa y Ilb (200 mg/kg) inhiben el edema de la pata posterior inducido por Ja carragenina en 

ratas. La Escina la (200 mg/kg) y las csc1nas lb, Ila, y llb (S0-200 mg/kg) inhiben la comezón 

inducida por el compuesto 48/80 en ratones, pero la escina la es más débil. Las desacllesclnas 

I y JI (200 mg/kg) no mostraron efecto. Con respecto a la relación estructura actividad, los 

grupos acilo son esenciales en las escínas. Las escinas lb, Ila, y Ilb con un grupo 21-angeloil o 

con el 2-o-xilopiranosil, mostraron más potencia que la esclna Ia, que contiene ambos 

grupos. 26 

3. Farmacocinética de la escina 

La escina administrada oralmente es escasamente absorbida o sufre un substancial 

efecto del primer paso. Su blodisponlbilidad relativa comparada con la administración 

Intravenosa es menor al 1°/o. Tiene una vida media de absorción de aproximadamente 1 hora y 

una vida media de eliminación de 20 horas. En sujetos que tomaron 50 mg de esclna en 

cápsulas (Venostasin®), se obtuvieron niveles plasmáticos máximos de aproximadamente 20-

30 ng/mL, después de 2-3 horas. 9 

4. Toxicología de la escina 

El Aescutus (castaño de indias) está clasificado por la FDA como una planta Insegura; 

todos los miembros de este género deben considerarse potencialmente tóxicos. Se han 

atribuido estas propiedades a ciertos componentes, incluidos ros glucósidos y las saponinas. 

Las potenciales toxinas identificadas en este género incluyen nicotina, quercctina, quercetrina, 

rutina, saponinas y ácido shikímico. 

El activo tóxico más significativo es la csculina. El envenenamiento está caracterizado 

por la tetanización de los músculos, debilidad, falta de coordinación, pupilas dilatadas, vómito, 

diarrea, depresión, par.3Jisis y estupor. 23 

El extracto del castaño de indias y la escJna, han sido evaluados para toxicidad aguda en 

varias especies animales (ratón, rata, cerdo, conejo 1 perro). Se ha encontrado que ra dosis 

limite es B veces mayor a la recomendada par-a uso terapéutico en pacientes. Las pruebas de 

toxicidad crónica (34 semanas en ratas y perros) no han mostrado efectos tóxicos por 

acumulación y no existe evidencia de ter-atogénesis o embriotoxtcidad.9 

La escina puede ocasionar Irritación gástrica. Por vla Intravenosa puede tener efectos 

tóxicos en hígado y riñones, también puede provocar r-eacciones anafiláctlcas.24 

1 TESIS CON 1 
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s. Métodos de análisis de la escina 

La separación de Jas saponinas se ha llevado a cabo por técnicas que consumen mucho 

tiempo, como la cromatografia de capa delgada (CCD) y la cromatograffa de columna abierta a 

baja presión. La cromatografía de gases puede ser utilizada, pero requiere derlvatlzaclón y 

altas temperaturas. En contraste, la cromatografía de líquidos de alta resolución generalmente 

tiene alto poder de resolución y velocidad, y puede ser usada para la separación de saponinas 

sin derivar a temperatura ambiente. 27 

Para el análisis de la ll-escind, se han desarrollado métodos de análisis colorimétrlcos, 

por cromatografia de líquidos de alta resolución (CL.AR) y CCD acoplada a densltometrfa. Se 

han realizado estudios comparando CLAR y CCD-densltometría, obteniéndose que con ambos 

las respuestas son satisractorias. 1s 

En el desarrollo de métodos por CLAR para la determinación de p-esclnas en extractos y 

preparaciones de Aescu/us hippocastanum, se han evaluado cuatro columnas: 

;.. Hibar Lichrospher"' lOOCH-18/2, 5 µm, 100 A (125 x 4 mm) (Merck) 

;.. Ultrasphere~ ODS RP-18, 5 µm, 100 A (250 x 4.6 mm) (Altex) 

;... Supercosil• LC-318, 5 µm, 300 A (SO x 4.6 mm) (Supelc:o) 

;... Vydac1
- 218TP54, 5 ~,m, 300 A (250 x 4.6 mm) (Sigma) 

Los resultados sugieren que columnas con un tamaño de poro de 300 A presentan la 

mejor separación para las saponinas. debido a la gran capacidad lntrinseca de presión de la 

columna y las fuertes interacciones entre las moléculas y la fase estaclonarla.28 

A pesar de su amplia utilización, han habido pocos reportes de análisis por CLAR de la fl
escina y, debido a la falta de un estándar, Jos ensayos descritos están basados en la 

determinación de la agflcona después de hidrólisis alcalinas o en las áreas bajo los picos. Por lo 

tanto, ninguno de los métodos reportados ofrece una separación satisfactoria de los 

componentes, que permitan caracterizarla. 

Se ha descrito un mCtodo por CLAR isocrático para la separación de las saponlnas 

principales 3-[2''-(11-D-glucopiranos1do)-4'-(f1-D-glucopiranosldo)-P-D-glucoronopiranosido]-21-

U-t1gloil-22-u:-acetilprotoescigenina (J) y su análogo 21-P-angeloll (JI). En este método, la fase 

móvil fue llevada a pH 3.2 para evitar la adición de Jos picos debida a la presencia de los 

grupos carboxilo de la escina. Se utilizaron diferentes porcentajes de acetonltrilo y velocldades 

de flujo. Utilizando 33.Sº/o de acetonltrilo en agua (pH 3.2) durante 20 minutos a una 

•Fac11ti1J "'S"f'#"""'~ 
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velocidad de flujo de 1.0 ml/mln, fue observada una buena separación de los picos. El pfco 

principal, relacionado a la saponlna l y el pico secundario, relacionado a la saponlna Il, fueron 

cluidos a tiempos de retención de 14.B y 18.1 min, respcctivamentc. 17 

Se ha reportado que, debido a la naturaleza ácida de los grupos glucorónlcos de la ll· 

escma, fue necesaria la adición de un reactivo de interacción iónica, en este caso el ácido 

tnfluoroácet1co (ATF) a la fase móvil. Se utilizó una columna C 18 con un g,.adlente de 20 a 80º/o 

de acetonitnlo en agua con 0.1°/o de ATF, durante 25 minutos, a una velocidad de flujo de 1 

mi/mm. También se reporta que el tiempo de retención de la fl·esclna aumentó de 1.5 a 17 .S 

min en presencia de ATF. 27 

Para la determinación de concentraciones sérlcas de (l-escina, se han desarrollado 

radioinmunocnsayos altamente cspecificos.29 

C. Crornatografía de líquidos de alta resolución (CLAR) 

Históricamente, la cromatografía de líquidos de alta resolución se utilizó Inicialmente 

para el análisis de aminoácidos al principio de los años 60's. En 1975, se describió esta técnica 

en la Farmacopea de los Estados Unidos. Desde entonces, la CLAR ha llegado a ser la técnrc:a 

más popular en el laboratorio farmacéutlco.30 

La CLAR es una técnica de separación que se fundamenta en la lnteraccJón de un soluto 

una fase estacionarla sólida y una fase móvil liquida, La separación se lleva a cabo por 

partición, adsorción o procesos de intercambio iónico, dependiendo del tipo de fase 

estacionaria usada. Esta técnica tiene distintas ventajas sobre la cromatografía de gases para 

el anál1s1s de compuestos orgánicos. Los compuestos a ser analizados son disueltos en un 

liquido orgánico, y la mayor parte de las separaciones se llevan a cabo a temperatura 

ambiente. Dado que la mayoría de los fármacos son compuestos no volátiles o térmicamente 

estables, pueden ser separados sin descomposición o sin la neccsidnd de sintetizar derivados 

volátlles. La mayor parte de los análisis farmacéuticos están basados en cromatografía de 

partición y son completados en un tiempo menor a 30 minutos. 

El tiempo de elución de un compuesto puede ser descrito por el factor de capacidad, k', 

que depende de la naturaleza química del analito, la composición y la velocidad de nujo de la 

fase móvil, además de la composición y el área de la superficie de la fase cstaclonaria. La 

longitud de la columna es determinante de la resolución. Sólo compuestos con diferentes 

factores de capacidad pueden ser separados por CLAR. 3 

1. Tipos de CLAR 

Los métodos cromatográficos comúnmente utilizados pueden ser- divididos como sigue: 
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a .. Cromatografía qufral .. La separación de enantlómeros puede hacerse sobre una fase 

estacionaria quiral, por fomaclón de diastereómeros vía agentes derivativos o aditivos de la 

fase móvil que actúan sobre la fase estacionarla. Cuando se usa como un método de prueba 

de impurezas. la sensibilidad es mejorada si la impureza enatlomérica eluye antes que el 

fármaco enantiómero. 

b. Cromatografía de intercambio lónlc:o. La separación está bas~da en la carga de 

los grupos funcionales, intercambio anlónfco para una muestra con carga negativa o 

intercambio catiónico para una muestra con Iones positivos. El gradiente de eluclón por pH es 

común. 

c. Cromatografía de afinidad. La separación está basada en Ja interacción qufmlca 

especifica de las especies destino. La modalidad más popular usa un amortiguador y una 

cantidad adicionada de carga positiva a fa muestra con separación lnnuenclada por pH, fuerza 

iónica, temperatura, concentración y tipo de disolvente orgánico. La cromatografía de afinidad, 

común para macromoléculas, emplea un ligando (molécula blológlcamente activa unida 

covalentemente a la matriz sólida), la cual interactúa con su antígeno (analito) homólogo como 

un complejo reversible que puede ser eluído por cambios en las condiciones del amortiguador. 

d. Cromatografía de fase normal. Es una técnica cromatográfica que usa solventes 

orgánicos para la fase móvil y una fase estacionaria polar. Aquí, los componentes menos 

polares eluyen más rápido que los componentes más polares. 

c. Cromatografía de fase reversa. La cromatografía de fase reversa, una técnica 

cromatográfica de fase ligada, utiliza agua como el solvente base. La separación está basada 

en Ja fuerza y selectividad del solvente, también puede ser afectada por la temperatura de Ja 

columna y el pH. En general, el componente más polar eluyc más rápido que los componentes 

menos polares. 

f. Cromatografía de exclusión molecular. También conocida como filtración o 

permeaci6n en gel, Ja separación está basada en el tamaño de las moléculas o el volumen 

hidrodinámico de los componentes. Las moléculas que son más grandes que los poros del 

material de empaque de la columna, eluyen primero, las moléculas pequeñas que entran en 

los poros eluyen al final y la velocidad de elución de el resto depende de sus tamaños 

rclativos. 12 

•l'.aOlftoJ ~/'!!.O•'"S =•fr<ltJd.:4. ·LJ:,=;.f:lt ·--, 
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2. Soportes de silica gel 

La silica gel y sus fases unidas son los materiales de empaque de columnas más 

comunes. La slllca gel optimizada para cromatografía debe tener las características listadas en 

la tabla IV. 

Tabla IV. Cnractrrfsticns de In sllica t?rl o >timlzadn. 

Arca !>upcrlicinl cspccflica (ml/g) 
Oiíunctro de poro (nm) 
Volumen cspccilico de poro (ml/g) 
Con11:nido de metales lrnJ':¡1 (ppm) 
pi 1 de l:a superficie 
r¡unm'lu lle: p:1rtkula oun) 
1Jc11!>1d:id apiltCnlc 
Su:1vic.fod do: 1<1 ranicula 

Valores Upkos 
IS0-400 

6-10 u 30 
0.2-1 

<JOOO 
i\cido a h:isicu 

3.5 u IO 
OA-0.6 

Valor ldrnl 
200 
<10 
0.7 

<1000 
Neutral 

0.45 
Sun\·c 

El hierro y otros óxidos metálicos son comúnmente encontrados en relativamente 

grandes cantidades (0.3°/o por peso) en la siflca gel de grado comercial. A estas impurezas 

metálicas se les atribuye la pobre ejecución cromatográfica. Afortunadamente. la mayor parte 

de estas impurezas pueden ser removidas por lavados ácidos. 

Las propiedades ácidas y básicas de la sillca ejercen Influencia en las características de 

las fases ligadas preparadas para ella. 

Las partículas de 3 ~im son las de mayor calidad disponibles comercialmente. Se han 

notado vanos erectos adversos para partículas menores a este tamaño. Para adsorbentes 

usados en procedimientos preparativos, son comunes partículas mayores a los 10 µm. Las 

partículas de 1 s pm presentan problemas de resolución y de capacidad de retención para 

proced1m1entos preparativos. 

La densidad aparente se encuentra relacionada con el volumen especifico de poro y 

puede ser medida con facilidad. La silfca gel con densidad aparente baja no tiene la fuerza 

estructural necesaria para soportar las altas presiones generadas durante el empaque de Ja 

columna. Las partículas carncterizadas como suaves son Importantes para una compresión 

estable al empacar. 

Fase reversa. Muchas de las fases unidas son preparadas por la reacción de un 

organoalcox1silano o un organoclorosilano con el grupo silanol de la slllca gel. Debido a la 

estabilidad limitada del pH de la sillca y los absorbentes ligados a ella, los eluentes con pH 

cercano a 7 no son recomendados. A pH menor a 2, las uniones de slloxano son separadas. La 

degradación de la columna ocurre con altas concentraciones de sales y en la presencia de 

algunos reactivos con pares iónlcos. 

-
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Se han usado numerosas alternativas para minimizar la degradación del soporte. Una de 

las primeras propuestas fue el reaccionar los grupos sllanol libres con silanos más pequeños, 

como el trlmetilclorosilano. Se han reportado mejoras en la establlldad de estos empaques a 

pH 10. Un desarrollo reciente ha sido la capa pollmérJca de pollmetlloctadecllslloxano en slllca 

gel con rayos gama o generadores de radicales libres. La estabilidad de estos empaques en 

varios disolventes y a pH alto, se hil comprobado. 

La tercera propuesta es usar un fase polimérica sin silica. Una de éstas, el oll(estlreno

divinilbenccno), es estable en un intervalo de pH de 1 a 13 y se comporta como una columna 

C-18 con alto contenido de carbono. Estos geles son la base de muchos otros absorbentes, 

sobre todo de Intercambio iónico. La más reciente de las propuestas ha sido la derivación de 

empaque de fase reversa pollméricos con C-18 para dar un adsorbente que es químicamente 

estable en un amplio intervalo de pH y tiene características similares a la C-18. 

3. Aparatos 

El cromatógrafo de líquidos consiste principalmente en un recipiente que contiene la fase 

móvil, una bomba que empuja la fase móvil a través del sistema a alta presión. un fnyec~or 

que Introduce la muestra en la fase móvil. una columna cromatográflca, un detector y un 

aparato para recolectar datos, como una computadora o integrador.3 

u. Sistema de bombeo. Las mlcroparticulas de las columnas comunes desarrollan 

una alta resistencia a la presión durante la operación. Esto requiere de una bomba capaz de 

operar a altas presiones para hacer pasar la fase móvil a traves de Ja columna. Un límite de 

presión superior de 6000 psi es usualmente adecuado para las columnas disponibles 

comercialmente. En la tabla V se presentan las características requeridas para una ejecución 

satisfactoria de la bomba. 

T11bln V. Cnr11cterC~tkns de uso de In hombn. 
Liberación de !lujo consl<tntc (0.1-..JS ml.lmin) 
Prcsil'ln max1n1a alla 
Liberación de flujo poco \·ariahh: 
l\11nimas tlm:1u01cionco; de presión 
Uaio ni\ el Je ruido 
Si~plicidad Je operneilln 
Oulmicmncnlc sncr1c ;a lus sol\·cnlcs usados con1immen1c 

Para el análisis de fármacos, se prefieren los métodos isocrátfcos a los de gradiente. La 

instrumentación de un método isocrátlco es tecnológicamente más simple, dado que no 

requiere una bomba múltiple y la reproduclbilldad de laboratorio en laboratorio es mayor. No 

obstante. la cluclón por gradientes es preferida en el caso de análisis de mezclas 

potencialmente complejas. 
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b. Inyectores. Existen dos diseños de inyectores: los de desplazamiento y tos de 

aguja. Ambos pueden ser Incorporados a un sistema de Inyección manual o automático. Los 

Inyectores de desplazamiento fuerzan la muestra hasta un loop pero presentan baja 

reproducibilidad cuando están parcialmente llenos. En consecuencia, es necesario cambiar 

físicamente el loop para cambiar los volúmenes de Inyección. Los inyectnrcs de tipo aguja 

conducen la muestra a través del Joop. Este mecanismo puede operar con precisión con un 

loop parcialmente lleno y es, por lo tanto, más versátil. Puede ser m'1s difícil mantener 

inyecciones reproducibles con un inyector de aguja que con uno de desplazamiento. Bajo la 

mayoria de las circunstancias, la reproducibilidad no es un problema. 32 

c. Columnas. Para la mayoría de Jos análisis farmacéuticos, la separación de los 

compuestos se lleva a cabo por partición. Los sistemas contienen una fase estacionarla polar y 

una fase móvil no polar, el arreglo opuesto es conocido como cromatografía de fase reversa. 

La cromatografía de partición es usada casi siempre para los hidrocarburos solubles con peso 

molecular menor a 1000. La afinidad de un compuesto por la fase estacionarla y el tiempo de 

retención de la columna, está controlada por Ja polarldad de la fase móvil. La polaridad de la 

fase móvil puede ser modificada por Ja adición de un segundo y algunas veces, tercer o cuarto 

componente. 3 

El acero inoxidable ha llegado a ser el material estándar de las columnas y otros 

componentes del cromatografo, debido que es inerte, su relativo bajo costo y su capacidad de 

soportar aftas presiones. No obstante, bajo ciertas circunstancias, el acero Inoxidable presenta 

interacciones con la muestra y con la fase móvu. 30 

Las columnas usadas para separaciones analíticas usualmente tienen diámetros Internos 

de 2 a 5 mm; las columnas de diámetro mayor son usadas para cromatografía preparativa. Las 

columnas pueden ser calentadas para dar separaciones más eficientes, pero raramente son 

usadas a temperaturas mayores a 60°C, debido a la degradación potencial de la fase 

estacionaria o la volatilización de la fase móvll. 3 

d. oetec:torcs. El sistema de detección empleado para CLAR está basado en un diseño 

instrumental que responde a una propiedad física o química particular del componente de la 

muestra a eluir. 30 

La mayoría de los análisis por CLAR se han diseñado para usar detectores 

espectrofotométrlcos. Tales detectores consisten de una celda, montada al final de la columna. 

Un haz de radiación ultravioleta pasa a través de la celda perpendicular a la dirección de flujo y 

dentro del detector. Después de que el compuesto eluye a través de la columna, pasa hacia la 

celda y absorbe la radiación, resultando en cambios de niveles de energía medibles. 

T1;STS CON 
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4. Estándar de referencia 

Un estándar de rererencla es un compuesto altamente purificado que está bien 

caracterizado. Los métodos cromatográficos se basan en los estándares para proveer datos 

precisos. Por lo tanto. la calidad y pureza de los mismos son importantes. 

Los métodos de prueba cromatográflcos utillzan estándares exter-nos e internos para la 

cuantificación. 

a. Método del estándar externo. Se utlliza cuando el estándar es analizado en un 

cromatograma por separado de la muestra. La cuantificación está basada en una comparación 

del área bajo la curva o de las alturas de los picos de la muestra con respecto al estándar del 

analito de interés. 

Este método es adecuado en los siguientes casos: 

;.. Muestra con una sola concentración y estrecho Intervalo de concentraciones. 

;... Procedimiento simple de preparación de la muestra. 

;.. Tiempo de linea base largo para la detección de potenciales picos extraños. 

;.. Cuando hay repetibilidad en los sistemas de medición e Inyección. 

b. Método del estándar interno. Se utiliza un compuesto de pureza conocida y de 

estructura semejante a la del analito, de esta forma, al adicionarse a la mezcla de la muestra, 

no causa interferencia en el análisis. La cuantificación está basada en la relación de Ja 

respuesta del compuesto de Interés con respecto al estándar Interno en comparación con Ja 

respuesta de una preparación similar del estándar de referencia. 

Se utiliza en los siguientes casos: 

;. Procedimientos de preparación de muestra complejos. 

:;. Baja concentración de la muestra. 

;... Amplio Intervalo de concentraciones esperados en la muestra de análisis. 

;. Cuando no hay repetlbllldad en el sistema de medlcfón.·JS 
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s. Fase móvil 

En todas las formas de cromatograf1a, la calidad y manlpulaclón de la fase móvil es tan 

critica como cualquier parte del sistema cromatográflco. Existe una serle de factores que 

deben tomarse en cuenta a fin de evitar problemas durante la ejecución de la técnica. 

n. Compatibilidad del sistema. Es necesario considerar las necesidades del equipo de 

CLAR cuando se selecciona Ja fase móvll. Se recomienda que la mezcla de disolventes sea 

miscible con la usada previamente en el equipo, de lo contr-arlo, es necesario usar un 

disolvente intermediario que sea miscible en la fase previa y en la nueva. Esto requerirá 

purgar el sistema e introducir el nuevo disolvente, lo cual tomará alrededor de 30 minutos. Si 

las fases son miscibles, se necesitará de un tiempo de enjuague, pero significativamente 

menor, de 5 a 15 minutos. 

h. SolublUdad de la muestra. Cuando los componentes de la muestra son Insolubles 

en la fase móvil puede ocurrir precipitación, bloqueo de la jeringa o de la válvula. Dependiendo 

del tipo de muestra, puede actuar como un grano de arena y rayar el sistema. Estas partlculas 

pueden bloquear la cabeza de la columna, restringir el flujo de la fase móvil e Incrementar la 

presión interna. La muestra debe ser soluble en la fase móvil, en el rango de concentración de 

trabajo. 

c. Calidad del disolvente. La diferencia en el contenido de agua e Impurezas 

orgánicas son los problemas más comunes. El conocer el tipo y cantidad de estabilizadores es 

muy importante. El uso de un disolvente con estabilizador contra uno sin él puede revertir el 

orden de clución de dos sorutos. Todos los disolventes utilizados deben ser grado CLAR, 

incluyendo el agua. 

d. Agua. La necesidad de monltorear la calidad del agua es más notoria en el caso de 

la cromatografía de fase reversa, donde se efectúan análisis sensibles y los contaminantes 

orgánicos provocan variación de la linea base. 

Regularmente el agua para cromatografía se obtiene de destiladores de los laboratorios 

de trabajo. Uno de los problemas con este tipo de agua es la contaminación microbiológica que 

se genera en los contenedores. Las colonlas de bacterias, mohos y levaduras bloquean los 

espacios Intersticiales de las columnas de los sistemas de fase reversa, exclusión molecular e 

intercambio iónico. 

. ~llpltl)oH~r'+'e=<J L~-.. ~ 
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c.. Preparación de la fase móvil. La primera rutina que se debe llevar a cabo con la 

fase móvil es ra filtración de sus constituyentes. Los solventes comerciales para CLAR pueden 

contener partículas. No obstante, éstas no son visibles debido al indice de refracción del 

disolvente. o bien, a su tamaño. Tal contaminación ocasiona varios problemas debido a la 

acumulación en la cabeza de la columna: 

,. Cambios en la velocidad de eluclón. 

cambios en el factor de capacidad. 

;. Dlsmlnución de Ja selectividad . 

.,... Picos fantasma. 

;. Absorción irreversible y disminución de la vida de fa columna. 

Es posible que las partículas se queden en el sistema de bombeo dañándolo y 

provocando fluctuaciones en la velocidad de flujo. Este tipo de contaminación también Invade 

las válvulas afectando el tiempo de vida de ellas. 

La forma más fácil de evitar los problemas anteriores es filtrar el disolvente. Se utilizan 

comúnmente filtros de ésteres de celulosa con tamaño de poro de 0.22 micras para medios 

acuosos, y de polltctrafluoroet1leno con 0.2 micras para medios orgánicos. 

f. Dcsgasific:ación. Es importante en el caso de los disolvente acuosos y no siempre 

esencial con los orgánicos, sin embargo es una buena práctica de laboratorio. SI el 

proccdímicnto no se realiza, se pueden producir burbujas debido a la desgaslficación en la 

salida del sistema. Bajo presión, la solubllidad del oxígeno y el nitrógeno aumenta. Esto causa 

frecuentes problemas en el detector, donde la presión baja dramáticamente hasta 100 psi o a 

condiciones atmosféricas, por lo que el gas se libera y forma burbujas que causan resultados 

erróneos y daños en el detector. 32 

Una cuestión altamente importante es el grado de sofisticación de la metodología 

necesaria en la e1ecución de un procedimiento analítico para constituyentes de productos 

herbolarios. Un método apropiadamente validado que utilice Instrumentos ampliamente 

disponibles es preferible para el control de calidad diarlo de los fitofarmacéuticos. 33 

D. Validación de métodos analíticos 

El término método analítico se refiere a la forma de ejecutar un análisis. Este debe 

describir en detalle los pasos necesarios para desarrollar cada prueba analltlca. Puede incluir, 

pero no se limita, a la muestra, el estándar de referencia y la preparación de reactivos .. el uso 
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del aparato, generación de la curva de calibración, uso de fórmulas para el cálculo. En la tabla 

VI se muestran algunos de los métodos analíticos más utilizados. 14 

Tubla VI. l\1Hodns nnntltlc:o'i cornun~s. 
Pn1cbas de idenlifü:ación 
Pn1chas rara cuantilic:1r c:I cunh:nido 1.h: impurc.-¡1s 
Pruchns llnuh:: de corurul de impurc,..1._ 
l•nu:h;u; cu:m1i1u1i\-·;1s Lfcl grupo acli\o en 1nuc~1n1~ Je 
fárnmcos o produclos u otros con1pn11cn1c!<. !»clccciunadus del 
1111Sl110. 

Prui.:ha c..lc disoluciún 

Se entiende por validación a la evidencia documentada establecida que provee un alto 

grado de aseguramiento que de un proceso específico se obtendrá consistentemente un 

producto con las especificaciones y atributos de calidad prcdctcrmlnados.35 

El objetivo principal de la validación de un método analítico es demostrar que el 

procedimiento es adecuado para su propósito principal. Se deben utilizar, en el estudio de 

validación, materiales de referencia bien caracterizados, con pureza documentada,l6 

1. Parámetros de validación de métodos analíticos 

a. Espcc:ific:ldad. Una investigación de la especificidad se debe llevar a cabo durante la 

validación de una prueba de Identificación, la determinación de impurezas y el ensayo. Los 

procedimientos usados para determinar la especincidad dependerán del objetivo que se 

pretenda alcanzar con el método analítico. 

No siempre es posible demostrar que un procedimiento analítico es especifico· para un 

anal1to en particular (completa discriminación). En este caso, una combinación de dos o más 

procedimientos analíticos es recomendada para alcanzar el nivel necesario de discriminación, 

b. Linealidad. La relación llncal debe ser evaluada a través del Intervalo del método 

analitico. Esta puede ser demostrada directamente con el fármaco (por dilución de una 

solución stock) o por pesadas separadas de mezclas sintéticas de Jos componentes del 

producto, usando el procedimiento propuesto. Este aspecto puede ser estudiado junto con la 

investigación del rango. 

La linealidad debe ser evaluada por inspección visual de la gráfica de las señales como 

función de la concentración o contenido del anallto. Si existe una relación lineal, los resultados 

de la prueba deben ser evaluados por un método estadístico apropiado, por ejemplo, por el 

cálculo de la regresión lineal por mínimos cuadrados. En algunos casos, para obtener la 

regresión lineal entre los ensayos y la concentración de la muestra, los datos deben ser 

sometidos a transformaciones matemáticas. 
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Algunos métodos analitlcos, como los Jnmunoensayos, no demuestr"'an linealidad después 

de alguna transformación. En este caso, la respuesta debe ser descrita por una fÚnclón· 

apropiada de la concentración o cantidad del analito en la muestra. 

se recomienda un mínimo de cinco concentraciones de trabajo para establecer: la 

linealidad. 

c. Intervalo. El intervalo especiílcado se deriva normalmente de los estudios de 

linealidad y depende del objetivo del procedimiento. Se establece para confirmar que el 

método analítico provee un grado aceptable de linealidad, precisión y exactitud, cuando se 

aplica a muestras que contengan cantidades de anallto comprendidas en los extremos del 

método analítico. 

d. Exactitud.. Esta se debe demostrar en todo el rango especificado para el 

procedimiento analítico. En el caso de las pruebas de ensayo de una sustancia, existen 

díferentes formas de llevarse a cabo. 

;.. Por aplicación del método analltlco a un anallto de concentración conocida. 

:;.... Por comparación de los resultados de un método analítico propuesto con los de 

un segundo método bien caracterizado. 

:;.... Por inferencia cuando la precisión, linealidad y especificidad han sido 

establecidas. 

Precisión. La validación de pruebas de ensayo y determinación cuantitativa de 

impurezas incluyen una investigación de la precisión. 

Repctibllidad. Este parámetro puede ser evaluado usando: 

;.. Un mínimo de 9 determinaciones cubriendo el rango especificado para el 

procedimiento analit1co. 

:;.... Un mínimo de 6 determinaciones al 100 º/o de la concentración de prueba. 

Precisión intermedia. La extensión en la cual debe establecerse la precisión intermedia, 

depende de las circunstancias bajo las cuales se Intenta usar el procedimiento. La aplicación 

debe establecer los efectos de los eventos azarosos sobre la precisión del procedimiento 

analítico. Las variaciones típicas a estudiar incluyen Jos días, analistas, equipo, etc. No es 

necesario estudiar estos efectos Individualmente. Es necesario el uso de un diseño 

experimental. 

' 14tÍl'll'5.11.r.!."''~ 1 :_,,.~d·>:~. U:."Of~! •• 
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Reproducibllldad. La reproducibilldad se evalúa por medio de un estudio de prueba. La 

reproducibllldad debe ser considerada en el caso de la estandarización de un método analitlco, 

por ejemplo, para inclusión de procedimientos en farmacopeas. 

f. Límite de detección. Existen varias opciones para determinar el límite de detección, 

dependiendo de si el procedimiento es o no instrumental. Algunas son las siguientes. 

Basado en una evaluación visual. El limite de detección está determinado por el análisis 

de muestras con concentraciones conocidas de analito y por el establecimiento de ros niveles 

mínimos a los cuales el analito puede ser detectado conflablemente. 

Basado en Ja relación de la señal con respecto al ruido. Se puede aplicar solamente a 

procedimientos analíticos que exhiben ruido en la linea base. La determinación de la relación 

de la señal de ruido se ejecuta por comparación de las señales medidas de las muestras con 

concentraciones bajas conocidas de analito con los blancos y estableciendo la concentración 

mínima a la cual el analito puede ser detectado confiablemcnte. Una relación de señal de ruido 

entre 3 o 2: 1 es generalmente considerada aceptable para estimar el límite de detección. 

Basado en la desviación estándar de la respuesta y de la pendiente. 

El límite de detección (LO) puede ser expresado como sJgue: 

LD = 3.3cr 
m 

donde: n = la desviación estándar de la respuesta 

m = la pendiente de la curva de calibración 

La pendiente m puede ser estimada a partir de la curva de calibración del analito. La 

estimación de Ja desviación estándar puede ser llevada a cabo por una variedad de formas, por 

eJcmplo: 

;. Basada en la desviación estándar del blanco. La medida de la magnitud de la 

variación de Ja respuesta se efectüa por el análisis de un nümero apropiado de 

muestras blanco y calculando la desviación estándar de estas respuestas. 

;. Basada en la curva de calibración. Debe estudiarse una curva de calibración 

especifica usando muestras que contengan al anallto en el rango del LO. La 

desviación estándar de la linea de regresión o la desviación estándar del 

intercepto puede ser usada como Ja desviación estándar del LO. 
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g. Límite de cuantificación. Al Jgual que con el limite de detección existen diferentes 

formas para su cálculo. 

Basado en una evaluación visual. El limite de cuantificación es gent:!ralmcnte 

determinado por el análisis de las muestras con concentraciones conocidas de analito y por 

establecimiento del nivel mínimo al cual el analito puede ser cuantificado con precisión y 

exactitud aceptables. 

Basado en la relación de la señal con respecto al ruido. Se puede aplicar sólamente a 

procedimientos analíticos que exhiben ruido en la linea base. La determinación de la relación 

de la señal de ruido se ejecuta por comparación de las señales medidas de las muestras con 

concentrac1oncs bajas conocidas de analito con los blancos y estableciendo la concentración 

mínima a la cual el analito puede ser detectado confiablemente. Una relación de señal de ruido 

tlpica es de 10: 1 

Basado en la desviación estándar de la respuesta y de Ja pendiente. 

El limite de cuantlficación (LQ) puede ser expresado como sigue: 

LQ = 10cr 
m 

donde: a = la desviación estándar de la respuesta 

m = la pendiente de la curva de calibración 

La pendiente m puede ser estimada de la curva de calibración del anallto. La estimación 

de la desviación estándar puede ser llevada a cabo por una variedad de formas, por ejemplo: 

; Basada en la desviación estándar del blanco. La medida de la magnitud de la 

variación de Ja respuesta se efectúa por el análisis de un núrnero apropiado de 

muestras blanco y calculando la desviación estándar de estas respuestas. 

Basada en la curva de calibración. Debe estudiarse una curva de calibración 

especifica usando mucstrns que contengan al analito en el rango del LQ. La 

desviación estándar de la linea de regresión o la desviación estándar del 

intercepto puede ser usada como la desviación estándar del LQ. 

h. Robustez. La evaluación de la robustez debe ser considerada durante la fase de 

desarrollo y depende del tipo de procedimiento bajo estudio. Ésta muestra la confiabilidad de 

un análisis con respecto a variaciones deliberadas de los parámetros del método. 

FALLA DE OHIGEN 
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Si las mediciones son susceptibles de variación en condiciones analiticas. éstas deben 

controladas convenientemente o se deben incluir las precauciones en el procedimiento. 

Una consecuencia de la evaluación de la robustez debe ser que se establecen una serie de 

parámetros para asegurar que la validez del método es mantenida en cualquier modo que se 

Algunos e1emplos de variaciones típicas son: 

Estabilidad de soluciones analíticas. 

Tiempo de extracción. 

En el caso de la cromatografía de Jiqufdos, la variaciones típicas son: 

r Influencia de las variaciones del pH de la fase móvil. 

;. Influencia de las variaciones de la composición de la fase móvU. 

;... Columnas diferentes (lotes o proveedores). 

;... Temperatura. 

;... Velocidad de flujo. 

En el caso de la cromatografia de gases, los ejemplos de variaciones típicas son: 

;.... Columnas diferentes (lotes o proveedores). 

;.... Temperatura. 

Velocidad de fluJo. 

i. Adecuación del sistema (Systcm sultability). Esta prueba es una parte integral de 

muchos procedimientos analíticos. Está basada en el concepto de que el equipo. operaciones 

analíticas y muestras a ser analizadas, constituyen un sistema Integral que puede ser evaluado 

como tal. Los parámetros a ser validados para un procedimiento en particular, dependen del 

ti PO de este. JS 

En el caso de Jos métodos cromatográficos, los parámetros a ser evaluados son los 

sigwentes: 
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Factor de capacidad (k'). Es una medida de dónde se localiza el pico del compuesto de 

interés (tR), con respecto al tiempo de elución de los componentes no retenidos (t0 ). 

k'= (fR - lo) 
lo 

Precisión o repetib11idad de la Inyección (DER). La precisión de la Inyección ésta 

expresada como DER (desviación estándar relativa) indica la ejecución del cromatograma, que 

incluye el bombeo, la columna y las condiciones ambientales, en el tiempo que las muestras 

son analizadas. Debe recalcarse que las variaciones en la preparación de muestra y la 

manufactura no están consideradas. Es deseable una DER sl º/o para n ~ S. 

Retención relativa (u.). La retención relativa es una medida de la localización relativa de 

dos picos. No es un parámetro menos esencial entre más alta sea la resolución (Rs). 

a.=~ 
k' 2 

Resolución (Rs). Es una medida de qué tan bien están separados dos picos. Para una 

cuantificación conf1ablc, son esenciales picos bien separados. Este es un parámetro muy usado 

s1 se considera un potencial de interferencia en un pico. Se debe elegir el pico potencial más 

cercano al del analito. 

Rs = 2 • (IR, - IR,) 
(W,+W,) 

En la fórmula se requiere el tiempo de retención (tA) y el ancho del pico (W) del 

componente que eluye en primer lugar e 1) y del componente que eluye después (2). 

Factor de coleo (T). La exactitud de la cuantificación decrece con el Incremento de Ja 

cola del pico, debido a las dificultades encontradas por el Integrador en la determinación de 

donde y cuCJndo termina el pico y entonces el cálculo del área bajo el mismo. 

T= w. 
2f 

Donde f se refiere a la altura del pico y W al ancho del mismo. 
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Número de platos teóricos (N). Es una medida de la eficiencia de la columna, que es .. 

cuántos picos pueden ser localizados por unidad de tiempo de la corrida de un cromatograma. 

N., es equivalente a una constante para cada pico de un cromatograma con una serie de 

condiciones de operación compuestas. H, o HETP por sus siglas en Inglés, la altura equivalente 

a un plato teórico, mide la eficiencia de la columna por unidad de longitud (L) de Ja columna. 

Los parámetros que pueden afectar N o H incluyen la posición del pico, el tamaño de partícula 

de la columna., la velocidad de flujo de la fase móvil .. la temperatura de la columna, la 

viscosidad de la fase móvil y el peso molecular del analito. 

j. Recobro. Está expresado como Ja cantidad o peso del compuesto analizado como un 

porcentaje de la cantidad teórica presente en el medio. En general, el procedimiento de 

prepar-ación de muestra más simple resultará en una menor- variación del recobr-o. 

k. Estabilidad de la solución de la muestra. La estabilidad de la preparación de la 

solución de la muestr-a después de la prepar-ación de acuer-do al método debe ser evaluada con 

el método. Esto concierne a fármacos que pueden sufrir degradación por hidrólisis~ fotólisis o 

adhesión al material de vidno. 30 

En la tabla VII se presentan los par-ámetros a evaluar dependiendo del tipo de 

procedimiento analítico que se trate. 34 

Tnbf;, '\'JI. Pnr1\111t."tro!I. dt.' ~11lidnción 1nr11 diírrrntrs rnétodo' nnnliticos 
1';1rl1n1ctro Tipn dr ruécotlo 

11,h.•nlilicou:ión Prueba Je impure4".as Ensa)u; disuluc;:ión, 
Cmm1ilicación Llmile con1enido; pu1.:nci.:1 

E'ucliluJ + 
Precisión 

1:. ... pcc11icid;1J 

f{epc1il,il1d;.id 
1•red:!>i611 
1nrenn.:d1a 

l .imiti: de Jelecdún 
Limite lle cu:mtilic;.1c1lm 
l.iucal1J;1d 
H:in •o 



31 

2. Validación de un método analítico para prueba de 

disolución. 

De acuerdo con la Farmacopea de Jos Estados Unidos Mexicanos, la validación del 

método analítico se justifica en virtud de que, al realizar las pruebas de perfil de disolución, se 

deben cuantificar concentraciones menores que el valor de Q, además de que hay que evaluar 

que no haya Interferencias debido a Jos aditivos. Por lo tanto: 

;... La validación del método para perfil de disolución comienza a partir de la 

filtración. 

;... La validación del método analítico debe realizarse con una muestra pulverizada 

homogénea v representativa del producto. Esta misma muestra debe utilizarse 

durante toda la validación del método. 1 

Los parámetros de la validación del sistema son: 

a. Llnc&illdad. Se debe demostrar una linealidad del sistema con al menos cinco 

puntos (excepto el cero) por duplicado, con un coeficiente de regresión mayor o tgUa1 que 

0.99 y un error relativo debido a la regresión no mayor que el 20/a. 

h. Precisión. De los datos de linealidad se debe demostrar que el coeficiente de 

variación del factor de respuesta no debe ser mayor que el 2º/a. 

Los parámetros de Vi1lldac1ón del método son: 

a. Linealidad. El método debe demostrar una linealidad con al menos 5 puntos (que 

incluya puntos extremos excepto el cero) por triplicado. con un coeficiente de regresión mayor 

o igual que 0.99 y un error relativo debido a la regresión no mayor que el 3º/a. 

b. Exactitud. El pror-icdio del porcentaje de la recuperación de los datos de linealidad 

no debe variar con respecto a la cantidad nominal en más de 3º/a en cada punto. 

c. Precisión. 

Rcpet1bll1dad. El coeficiente de variación del porcentaje de recuperación de los datos de 

linealidad no debe se,.. mayor que el 3º/a. 

Reproducibilidad. Evaluar el efecto de Jos eventos aleatorios en Ja precisión del método 

analítico, tales como los días, los analistas o los equipos. El coeficiente de variación global no 

debe ser mayor que el 3º/a. 

~~- .. 
TESIS CO 
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d .. Estabilidad de la muestra. Se refiere a la estabilidad de la solución preparada para 

análisis. Determinar las condiciones de temperatura y tiempo, entre otros, en las que el 

compuesto permanezca estable. 

e. Selectividad. Se debe demostr-ar la selectividad del método para el fármaco ante 

otros componentes de la muestra, cualquier Interferencia no debe producir un error mayor al 

aceptado en precisión y exactitud.37 

FAL1J, DE ORIGEN 
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:u. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Actualmente, las plantiJs medicinales son explotadas, como fuente de fitofármacos para 

las formulaciones farmacéuticas; también se dispensan de manera común en el mercado, sin 

embargo, requieren de garantías de seguridad y eficacia para ser integradas como parte de la 

terapia convencional. 

Dichas garantías están constituidas por estudios farmacocinétlcos, blofarmacéuticos y de 

control de calidad del o de los principios activos de las plantas, así como de la forma 

farmacéutica en que se presente. Esto garantiza que el principio activo se encuentre en la 

cantidad suficiente para que desencadene el efecto terapéutico y reduzca al mínimo el riesgo 

de reacciones adversas o toxicidad. 

Dentro de los fitomedicarncntos que se expenden en México. están aquellos que 

contienen rl-cscina. corno son el Reparil®. Vcnostasin® y Flebocaps®. utilizados en el 

tratamiento de la obstrucción venosa crónica o vanees. Existen reportados varios estudios 

acerca de este fitofárrnaco. no obstante, no los hay de su disolución intrínseca, propiedad 

particular para cada sustancia y que constituiría parte de las pruebas de control necesarias 

para asegurar que el fitofármaco cumpla con espccif1cac1ones que garanticen la calidad del 

medicamento. 

Uno de los requisitos para reallzar la prueba de disolución intrínseca, es contar con un 

método analítico de cuantificación de U-esclna validado, por lo que este proyecto se encuentra 

orientado al desarrollo del método analitlco por cromatografía de líquidos de alta resolución, 

así como a la validación del mismo, el cual será utilizado en el laboratorio de Farmacia 

Industrial de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. 
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XXX. OB.JETXVO 

;.... Desarrollar y validar un método analítico para la cuantificación de p-escina en 

solución acuosa. 

TESIS CON 
f ALLA DE OHlGEN 
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:IV. HJ:PÓTESJ:S 

El manejo correcto de los parámetros cromatográficos per-mitlrá contar con un método 

analítico por cromatografía de líquidos de alta resolución, que cumpla con los parámetros de 

validación para cuantificar la p-escina. 



V. DESARROLLO DE LA INVESTIGACION 

A. Materiales 

1. Reactivos 

;... Agua dcsionlzada 

;... Acetato de sodio trihidratado. lote 3460. J. T. Baker. 

;... Acetonitrllo grado HPLC, J. T. Baker. 

;... Metanol grado HPLC, Burdlck and Jackson. 

;... Ácido acético glacial, lote A 1240, Técnica química. 

:..- J1-esclna, Lote 109H0964, Sigma Aldrich. 

:,... Fosfato monobáslco de potasio, lote 3246-32, J. T. Bakcr. 

;.. Fosfato dibáslco de potasio, lote 3252-20, J. T. Baker. 

2. Material 

,_ Matraz kitazato de 1000 mL 

;... Probetas graduadas de 1000, 500, 200 y 100 mL 

;... Tapón de hule 

;... Manguera de hule 

vasos de precipitados de 100 mL 

Matraces aforados de 10 mL 

Pipetas graduadas de 1 mL 

Bureta de 10 mL 

36 
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3. Equipo 

;... Cromatografo de Hquldos 

Integrador: waters 742, Millipore. 

Inyector: Waters 712, Wisp. 

Detector: SpectrorJow 783, ABI Analytical Kratos Dlvision. 

Bomba: Llquld cromatograph 65SA·l l, Hitachi. 

Gas: Nitrogeno ONU1066. 

Columna 1: Symmetry ® C 18 3.5 µm; 4.6 x 75 mm. Waters. 

Columna 2: Spherlsorb ®SS 0052 Sµm, 4.6 x 250 mm, Waters. 

;... Mlcrobalanza: METTLER Toledo PM400. 

;.. Equipo de filtración: Gelman Laboratoy Pall. Membrana de 0.45 µm, lote 11367. 

' Parrilla de agitación: Barnstead/thermolyne, modelo No. HP46825. 

;... Potenciómetro: Cole·Parmer, pH/mV/ªCmeter. 

;... Barra magnética: una pulgada. 
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B. Diagrama de bloques 

f' 
Revisión bibliográfica 

~ r.======¡ Selección de parámetros del 

sistema 

Adecuación del sistema 

~ 
Validación del método 

~: ·,···''===A"'n=á=1;=5=;s==d=er=e,.su=l=ta"'d=o"'s"'""""-=" , _ y conclus;ones 

.~ ul'====S=e=le=c=c=;o=·=n=d=e=fa=s=e=m=ó=v=;=1 ,,,,.11 

--~~~ ,, velocidad de fluJo y papel JI 

Columna cromatográfica ' : ........ ~. . 11 
··. "'===;==========" 
~ 'ü11===V=o=l=u=m=e=n=d=e=;=n=y=e=c=c=ló=n===¡¡ 

,~ ll''=====P=r=e=c=;s=;=ó=n========" 

.. ~.-~~~ .:u''=====L=ln=e=a=l=ld=a=d====== 

··-=-- Límite de detección y '• .. ,¡ "1=====R=:=:=:=:=~=~=~c=;:=~=,;,o=dn=a=d===91 
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C. Metodología 

La metodología que se siguió durante el desarrollo del proyecto, fue la siguiente: 

l. Selección de longitud de onda, se realizó bajo los siguientes parámetros 

cromatográficos: columna Symmetry® 15 x 4.6 cm, volumen de inyección 10 i1L, 

velocidad de flujo 1 mL/mln, velocidad del papel o.S cm/mln, atenuación 256. La 

fase móvil empleada fue metanol-amortlguador de acetatos 0.01M, 80:20. La 

concentración de Ja solución de Jl·escina fue de 0.1 mg/mL. La longitudes a probar 

fueron: 205, 210 y 254 nm. 

2. Selección de la fase móvil, la composición de las fases estudiadas se presenta a 

continuación. 

Acetonitrllo Amortiguador de acetatos 
C0.01 Ml 

60 40 
70 30 
75 25 

Metanol Amortiguador de acetatos 
{0.01 M) 

60 40 
65 35 
70 30 
80 20 

El diseño experimental tiene como objetivo la obtención de cromatogi-amas con picos 

más separados en el menor tiempo de retención. 

Preparación de amortiguador de acetatos 0.01 M. Se pesaron 0.0266 g de acetato de 

sodio, se disolvieron en 200 mL de agua dcslonlzada. Se adicionan 0.6 mL de ácido acético 

glacial y se llevaron a 1000 mL. Se ajusto el pH a 3.0 con ácido acético. Se filtró a través de 

membrana de 0.45 i1m. 

La preparación del estándar, se llevo a cabo a partir de 1 mg de csclna aforado a 10 mL 

con Ja fase móvil en estudio. 

3. Adecuación del sistema. Este se llevó a cabo utilizando la columna Symmetry®, con 

una velocidad de flujo de 1.8 ml./mln, volumen de Inyección de 3 µL, longitud de 

onda de 254 nm, tiempo de corrida 5 minutos, rango de 0.100. 

l TESIS CON J 
FALLA DE OHIGEN .... 
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4. A partir de esto se eligió el mejor método para la cuantificación, con base en los 

parámetros: 

;.. Preparación del amortiguador de fosfatos 0.01 M. Se pesaron 0.0062 g de 

fosfato de potasio monobásico y 0.0038 g de fosfato dibáslco de potasio, se 

disolvieron en 250 rnL de agua dcsionizada, se llevaron a lOCO mL. Se ajusto el 

pH a 7 .o con hidróxido de sodio al 50º/o. 

;.. Preparación de la fase móvil. Se miden 300 mL de amortiguador de acetatos y 

se aforo a 1000 mL con mctanol HPLC. Se desgaslfico con agitación y vado, 

durante 15 minutos. 

;.. Preparación de la curva estándar. Se pesaron 12.5 µg de cscina estándar. se 

disolvieron en 15 mL de amortiguador de fosfatos. Se adicionaron 0.5 mL de 

fase móvil y se aforo a 25 mL Se tomaron 0.8, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mL, se aforo 

con fase móvil a 10 mL, respectivamente. 

;. Parámetros del sistema cromatográfico: Velocidad del papel 0.25, velocidad de 

flujo 1 mL/min, atenuación 256, umbral de pico 100-200, volumen de Inyección 

10 uL, tiempo de corrida 12 minutos, longitud de onda 210 nm, rango 0.100, 

presión de la bomba 140 kg/cm 2
, fose móvil mctanol-amortiguador de acetatos 

pH 3, 70:30, columna SymmetryQ9, 4.6 x 75 mm, partícula de 3.5 ~tm de 

diámetro. 

~ Linealidad de mt!todo y sistema. Se determinó a partir de seis curvas de 

calibración prepuradas pcs<Jndo 12.5 mg de esclna estándar, que se disolvieron 

en 15 mL de armot1guador de fosfatos pH 7, se adicionó 0.5 mL de fase móvil y 

se <Jforo a 25 ml. Se tom<Jron 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mL, 

aforándose a 10 ml, obteniéndose las siguientes concentraciones: 5, 10, 15, 20, 

25, SO, 75 y 100 }1g/mL de 11-escma, respectivamente. 

~ Precisión de mótodo (repct1b1lldad y rcproduc1bilidad) y sistema. Cada uno de los 

puntos de la curva de calibración se preparó por sextuplicado, de forma 

independiente, con estos resultados se calculó el coeficiente de variación. 

;. Exactitud de método y del sistema. limite de detección y cuantificación. Se 

calcularon a partir de la curva de calibración. 

... 
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VI. RESULTADOS 

A. Selección de la longitud de onda 

En este apartado se presentan los cromatogramas correspondientes a la selección de la 

longitud de onda. 

CH1~NNEL A 

3.00 

PF.(.;11(!! AREA!<'. P.T AP.EA se 

l! Hle 3 248973 01 

TOTnL 100 . 248973 

Cromatogruma J. St:lc-t:c1Un ti.: /011J:Uml J.: .,,,u,,, ::zns ""' 

TESIS CON 
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3.02 

AREAX AREA 8C 

100. 

!0@. 237580 

CromQlograma 2. S,/rcclr»t df!' lon¡:1t11d df!' mrJa. 210 ""'· 

·F.u ~-

TESIS CON 
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n.~·r.L'.l ....... ,, . . . .. f-...1-t i:.:. i'J f\.J J.j' ., 
•.- " 1 # &. a. e• • •·" . .__, 

""""""'·· ~rn't;fr.l··c·o:"l'l1' .. ~J.L;) 11\J 
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B. Selección de Ja rase rnóvi/ 

A continuación se presentan los cromatogramas correspondientes a la selección de la 

fase móvil. Los parámetros del equipo son: velocidad del papel 0.5, atenuación 256, umbral 

del pico 150-200, volumen de Inyección 10 pL, longitud de onda 210 nm, rango 0.500, 

veloc:Jdad de flujo 1 mL/mln. 

CHAN EL A 

rFA!".!t ARCA~ AREA •e 
1"4 ·"" 1 •• ?ln!eZ ., 

S.P:! :?.3:! 44774 .. 
rou.L 'º"· 7!-~:!7b 
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CHANNEL A 

1 .53 

PEA!<t! AREA:~ RT AREA BC 

1 !L437 9.66 5524 01 
z 1 .e12 1 .07 22925 02 
3 1 .831 1 .32 23!67 02 
4 73·.,995 1 .53 936293 02 
5 21 .926 1 .74 277433 03 

TOTAL !90. 1265342 

Cramatos;:r<'ma .$. FaJ.: mónl a~to•t1tr1fu·amur11¡,,,.,,a,/or 7n Jn. cufmm,., ~).,,,,,, ... ,,,.,w .;.6 x ;J ,,,,., 

TESIS CON 
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1 .Z"I"/ 

t::.::11 
.JJ.e<t., 
e.Pf.'7 
1.2?:~ 

APEA 9C 

::1244 IJZ' 
2:!".'6 eJ 

t71\";I! 9Z 
l"J,8b:J !:'::: 
·~z~::e. 1?:1 

1:?:?~.! e1 
u.o:::::., 

13:t~e .. •t. 
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CHAHHEL A 

PEAtU AREA~ RT AREA l!C 

UJe. 2.9:Z es1eee e1 

TOTAL tee. es1ace 

\ TESIS CON \ ~ALLA DE ORIGEN -
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Cf-!AN(.(El. A 

4.24 

9.7f 

FfLE 2. NETHOD 0. RUN 4 fNOEX 4 

PEAKff AF!EA:~ RT A.REA !lC 

e.061 0.46 2202 01 
2 1 ;! 12" 0,76 4~321 02 
3 ·3.666 e.92 f32>'07 02 
4 !0-;?0S l .!S 3~5294 09 
s LfS!l 1 .94 4!980 et 
6 L!44 2.68 41454 ez 
7 1 .691 4.24 6129:! 03 
a 2;799 7.95 101452 02 
9 47".844 9 .71 f73430f 02 

i0 29.622 ti s·> 107377! 09 

TOTAL 10e. 3t:249!-a 
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CHANNl::1. A 

r. ~f?i 
z:jH 

PEAK!! AREAZ RT AREA BC 

0 .68 ~ .!4 5144 02 
2. 1.67! 0.43 !2645 02 
3 2.781 0.66 2!044 02 
4 0 .!64 0.81 !244 03 
5 1 .4.79 t .!7 1 t !88 02 
6 2.807 1 .42 21235 03 
7 0.82? 2.38 6275 02 
8 ! .81 2.56 !3696 02 
9 0.7!6 2.79 5420 02 

10 2 .181 3.es 16498 03 
11 1 ,754 4.27 13270 02 
12 50.408 4 .7~ 381372 02 
13 24.586 S.S6 186098 03 
!4 ?.5?5 9 .! 57313 et 
!S 0.558 11il.66 42Zf 01 

íOTAL 100. 756573 

CT011~1ogr'1mu Sol Fa.50.' m•k1/ 11w1a110/-umar11g11udar .!i'O .... n. t;O/l"""i;z ,S:1·m1110.•1r:rK>, ./.ti,,. 7.'f """ 
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CHANNEL A 

6 .67 

PEAKtf AP.EA!~ 

11 .654 
2 g.l.lf7 
3 1.17 .sza 

rorAL 190. 

RT 

2.9S 
4.46 
6.67 

50 

AP.EA ac 
394628 91 
27677 IH 

2969797 01 

E!31.l6f02 

TESIStóN 
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? 

1.a.t;;i11 
13 .6@2 
! .46! 
s. 14 
3.582 
..;; .397 

4.9S 

f~ 

2 
:2 
2 
3 
J 
4 
6 

RT 

.31 

.;.;~7 
313 

.'34 
32 

.a2 
95 
~:.4 

AF?EA ac: 

838 g1 
4386'~ 02 

! (~651 4 ~~2 
374636 0:2 
261 @67 (!\2 
68485~.) t;\•.:s-

~-· 
43 t t 356 ~2 
1 504;>58 g::~ 

?288'.:-,Bt< 
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Cromutogramn /:!. Fase mrh•i/ mctanol-c1nror1ig11ador 65:JS. colun1na.\)•mmr!try•PJ 4.6 .t" 75 111m 
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En la tabla VIII, se muestra una comparación del tiempo de retención y factor de 

resolución de los picos 1 y 2, usando la columna Symmetry® 4.6 x 75 mm. La fórmula usada 

para el cálculo de la r-esoluclón fue: 

Tnbl:t \.'111. Hrsoludón \' th:111 10 dl• rehmt"ión c0Jun11H• s ... ·mmetr''® 

Composición de In fase móvil 
Cromntogmma 1. Acclonitrilo:acctmo (>0:40 
Cromnlogrnma :.?. Acc1onilrilo:acc1mu 70·]0 
Crom:uogrnm3 J. Acctonitrilo:ncc1a10 75:25 
Cro1m11ogrunm S. fl,.lc1:mol:acctnto 70:30 
Cromntogrnma 6. l\ktanul:m .. ·ctato HO::.?O 
Cronmtcn!nlma 9. l\kt:11rnl:;1cclato 65:35 

Tiempo de n:lcnch'm 
Pico 1 Pico 2 

l 60 :.?.32 
1 .1:? 1.53 
1.50 1.68 
9.71 11.S::? 
4.7H S.36 
JIJ S:.? 22.JK 

Resolución 
0.4 
0.2 
0.1 
2.0 
1.1 
2.0 

En la tabla IX se muestra una comparación del tiempo de retención de los picos 1 y 2, 

usando la columna Spherisorb® 4.6 x 250 mm. 

"J"abh1 IX. Ticrn io dr relcnt'iún. culurun:t S 1heorisurb ~) 

Compo!>icit~n tk a fase nuh 11 
Cromatograma 4. Acc1011ilrilo:acc1acu 70:30 
Cro1na1ogranu1 7. ~lcrnnol:ou:ctalo 70:30 
Cromatol!rnma 8. J\fc1:mol::1cctalo H0.2tJ 

ric:mpn de: retención 

Pico 1 Pico 2 
2 92 
(, 67 
..¡ 95 

TESIS CON 
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C. Adecuación del sistema 

El cromatograma 10 corresponde al estándar de acenarteno, con el que se determinó la 

adecuación del sistema cromatográfico. Velocidad de flujo 1.8 ml/min, volumen de inyección 3 

~1L, longitud de onda 254 nm, tiempo de corrida 5 minutos, rango 0.100. 

CHANNEL A 

f~~0 :F 
~-' 

PEAf<:rr 

l 
2 
3 .. 
5 

TOTAi. 

4.40 

1 .079 
0.302 
2.Z06 
1 .ea 

95.333 

100. 

RT 

9 .13 
0.36 
0.67 
1 • 
4.4 

AREA BC 

4903 01 
1374 01 

10021 01 
4905 01 

433067 0! 

454270 

Cromatogru,,ru f ,J. Acc11t(/ict10 cs1Ut11/or.fus.: mdwl OC'f!/Ollltr1/o-ag11a 6fl. Jfl. col11mnu $)º""""''?.Ji' ../.6 _,. -:' ~ ,.,,., 

1 TESIS CON 1 
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En la tabla X, se muestra el cálculÓ de la determinación del factor de capacidad para el 

pico de acenafteno. La fórmula para el cálculo fue: 

Tnbln X. J.~nclur dr en lnddnd 

Cromatogmma IR (min) 1.,(min) ..:. 
1 -IAO 0.1:? JS.67 

-1.32 
.t.J7 

4.40 
-1.40 

019 

016 

O.IJ 
0.1-1 

Promedio del fnctor de cnpncidad 
Precisión de In in ·ccción 

21.74 
26.J 1 
J:?.8S 
J0.43 

:;!:9.40 
0.7978 

En la tabla XI, se muestra el cálculo de la determinación del factor dt: coleo para el pico 

de acenafteno. La fórmula para el cálculo fue: 

T= w. 
2f 

·rabia XI. 1:11<'tor de cuico 

Crummu¡;mma \\'(cm) f" Ccrn) 

1 0.90 IS.6 
LOO IS.2 
0.90 15.S 
1.00 15.8 
1.00 15.5 

Prom.:Llio 

T 
0.0288 

O.OJ29 
0.0290 

O.OJJ6 
0.0323 

0.0J09 
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En Ja tabla XJJ, se muestra el cálculo del número de platos teóricos del pico de 

acenafteno. La fórmula para el cálculo fue: 

( 
t )' L N=16 ~ =¡::¡ 

Tnbln XII. Pintos 1c-órfc.oo5 

Croma1ogrnma IR '"•·l N 
1 4.4 0.0180 '1560..&9 

2 4.3 0.0:::?.0U 7.&6-t96 

3 4.4 0.0180 943057 

4 4.4 0.0200 774400 

5 4.4 o.o:mo 774400 

Promedio 838880 

D. Precisión de método y sistema 

En la tabla XIII, se presentan los datos de precisión de método y sistema para el pico 1. 

Tnbln XIII. J>¡1tos de lrC'C'hitjn 

Conc~n1rm:il~l1 ~•g/ml. Curv~1 1 Cuna:? Cur";13 , 5JJJ4 6(>755 hlJ-PJ 

IU J-l7-196 137979 IJ!i::?:B 

15 269:?87 271()61 259:?1 s 
w 333029 325043 J]lt75S 

2S 433089 43.J285 .JJJ-157 

"' H60XJ5 82765-1 ~07192 

75 1:!96602 1 :?J67H9 12"'H57J 
100 17'J'JJ07 17<•6-4(•0 177JJ•J(• 

i:ir.i rl 1lco 1 
~ .. 

Cun.;1.a Cun.-;1 5 (_~un•a 6 CV 
h5:?-l5 5CHl]J 50688 11.8 
1-l<•f>t)-l 181537 132108 11.2 
2690-tS :?-0063 239805 4.9 

J.1 IOOS .1·11385 .'32202 1.5 
·0:?755 ·132-llJ:! ·124773 0.7 
S;OIJJ S:?J21H H2<J2 lío 1.7 
l 22JOOJ 12·162(,(J 12-180-16 l.M 
IHOOl-45 171 IHJJ 175:?62.1 1.7 

·r.iruft.iJ' ,f, •C.du<Íi••• su¡ ... "''"'' =..ir.it1••::A. ·t.-•::\:.:r~'' 

I TESIS CON I ~ALLA DE ORIGEN 
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En la gráfica 1, se presenta la dispersión de los datos de precisión de método y sistema 

del plCO l. 
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En la tabla XIV. se presentan los datos de precisión de método y sistema para el pico 2. 

Concencrnción µgtmL 
5 
JO 
15 
20 
25 
50 
75 
100 

Tabln XIV. Dnlos (.fe rirccisión nara el nico::? 

Curva 1 Cur-va2 Curva J 
24276 2421{• l96.i61 
-17814 75284 54661 
14706-1 l 1:!083 120947 
157865 137922 193261 
225581 198636 192582 
424638 371393 JJ 10..io 
670889 649980 627460 
918200 9537.¡2 794172 

CUn'a 4 

195329 

-16-'2"' 
106929 
145119 
142970 
418628 
642872 

867984 

Curva S Curva 6 %CV 
187481 157016 S8.4 

81374 51286 23.0 
103613 208121 27.4 
168006 185983 12.2 
180287 186297 13.1 

414387 449346 9.7 

584736 627126 4.2 
956828 154511 8.8 

TESIS CON 
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En la gráfica 2. se presenta la dispersión de los datos de precisión de sistema y método 

del pico 2. 
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En la tabla XV, se presentan los datos de precisión de método y sistema para la suma de 

las áreas del pico 1 y 2. 

Tnbln XV. Datos lfr nrrcislón narn la sumH dr l:H ñrras 

Conccntrnción J.tg/mL Curva 1 Curvu 2 Cun·a J curva4 Curvn S Curva 6 0/oCV , 77610 91031 257810 260574 237514 207704 -10.2 
10 195310 213263 18989-1 193118 262911 183394 13.0 

15 416351 383144 380162 375977 346676 4.¡7926 8.2 

20 490894 -'62965 SJ0019 476127 509391 518185 4.7 ,, 658670 632921 626039 515125 612779 {111070 4.1 

'º 1285473 11990.J? l lhK232 127S7f•I 1237605 l 27HS62 J.6 

75 1967491 1886769 1876033 IKC.5875 1830996 1875172 2.2 
IUO :?717307 2720202 2565568 :?668129 2(168661 2507 IJ-l 3.U 

TESIS CON ... 
FA.L~A DE O.RIGEN 



61 

En la gráfica 3, se presentan la dispersión de los datos de p,.ecisi6n de sistema y método 

de la suma de áreas de los picos 1 y 2. 
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E. Linealidad de método y sistema 

En la tabla XVI; se presenta el cálculo de los coeficientes de determinación y correlación 

para las áreas del pico l. 

Tnbht XVI. Dntos de liornlidnd 
Cun..:c:ntrncil>n 

i1g/mL Curvn 1 Cunoa2 Cur\.·a J 
20 333029 3250-U 336758 

25 433089 43·1285 ·133457 
50 860835 827654 837192 
75 1296602 1236789 1248573 
JOO 1799107 1766460 1771396 

J>cndicnic 18087.9 17565.J 17578.9 
Ou.knad;t al 

origen -32217 -30480 ·23784 

0.9995 0.9982 0.9985 
,2 0.9989 0.9963 n 'J970 

rnrn l'I nko 1 

Curva4 Curva S Cun:16 
.13 IUOK 341385 332202 
·1327.SS 432·192 ·12·1773 
KS713J 8232 IH 829216 
1223003 124b260 12480-16 

1800145 1711833 1752623 

17780.S 16952.4 17483.5 

-313-10 -·l·IO-l -26735 
0.9967 0.9994 U.'J990 

0.99.l-1 0.9989 0.9979 

., . .,,,, 
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En la grarica 4# se presentan los datos de linealidad del pico 1. 
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En la tabla XVII. se presenta el cálculo de los coeficientes de determinación y correlación 

para tas áreas del pico 2. 

Tabla XVII. Datos de linealidad nnra el nJco 2 
Concentración 

µgtmL Curvnl Cun .. n2 Curva 3 Curva 4 Curvos Curva 6 
20 157865 137922 193261 145119 168006 185983 
25 225581 19863(1 192582 142970 180287 186297 

50 -124638 371393 331040 418628 414387 449346 

75 670889 649980 627460 642872 584736 627126 

'ºº 918:?00 953742 794172 86798..J 956828 754511 

l'cndicntc 93-17.5 9975.1 7927.5 9337.<> 9S61A 1517.2 
Ordcnad'.1 al 

ori¡;cn -25330 0 76322 -382 -60716 -SS46S 34722 
0.9991 0.9945 0.9887 0.9982 0,9880 0.9911 ,, 0.9982 0.9891 0.9776 0.9964 0.9762 0.9823 
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En la gráfica s. se presentan los datos de linealidad del pico 2. 
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En la tabla XVIII, se presenta el cálculo de los coeficientes de correlación y 

determinación de la suma de áreas de los picos 1 y 2. 

Tabla XVIII. Llnrnlldnd de In sum:a dr árr•s 
Concentración µg/mL Curva 1 Curva 2 Cun·aJ Curva 4 Curva S Curva 6 

w 490894 ·162965 530019 476127 509391 s 18185 
2S 658(170 <•32921 626039 575725 612779 611070 
50 1285473 1199047 1168:?32 1275761 1237605 1278562 
15 l9í•7491 1886769 1876033 1865875 1830996 1875172 
100 2717307 2720202 2565568 2668129 2668661 250713-t 

Pc11Jie111c 27-135.-t 27S·Hl..t 25506 4 271 JS l 26514.0 2::-000.7 
On.Jcn:ada al origen -575..J-I -106802 -2..JJ6t, -'12056 -59870 -7987 

o•J<J<J.1 {I IJ'J7J 0.99S2 09987 0.9972 o 9998 ,, 09989 O.'J9.t7 o•J9f•-l o 9•J73 0.1)9-15 u 9996 

,.,.,, . ., "'1~ ~--'CGI\T _,,_ .. 
F!'1LLA DF ORIGEN 

----~ 



2 

~ 
<l 

67 

En la gráfica 6, se presentan los datos de linealidad de la suma de áreas de los picos 1 y 

Llnoalldad do la suma do áreas 
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F. Reproducibilidad 

En la tabla XIX, se presentan los datos correspondientes a la precisión de los analistas 1 

y 2, para los picos 1, 2 y la sumatoria de la respuesta de los mismos. La concentración 

considerada fue de 20 µg/mL. Las· condiciones cromatográficas utilizadas corresponden a las 

reportadas en el método anaUtlco. 

Tabln XIX- Henrodudbllidnd 
Analista 1 Analis1n 2 

Aren balo In curva Aren ba"o In curva 

Pico 1 Pico:? Suma Pico 1 Pico2 Suma 

433089 225581 6;ri8670 415831 216067 63189K 

434285 198636 632921 420937 263731 684668 

433457 192582 626039 -120712 215022 635734 
4327.SS 1-'2970 575125 413326 20-1440 61776(, 

432492 180287 612779 420951 215112 636063 
424773 186297 611070 415395 214188 629583 

';.cv 0.7 13.1 "·' o.7 8.7 3.3 

En la tabla XX, se muestra los datos globales de la reproducibflldad del método analítico. 

Tabla XX. lte Jrodueibilic..lad 

~óCV 

Pico 1 1.9 
Pico 2 14.2 
Suma 4.2 

FL4LLA 
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G. Lí"1ite de detección y cuanti,icación 

En la tabla XXI, se presenta el cálculo para el límite de detección y cuantificación del 

pico l. 

Tabla XXI. Lhnile de delrC'ción \-' runnrificnción del niro J 
Concentración ugfmL Curva 1 Cun:a2 Curva 3 Cuna.a Cur\'a S Cur,,·a6 º/oCV 

5 5333.¡ 667.S.S 6134fJ f-5245 50033 50688 JJ 
JO 147496 137979 135233 14669-t 181537 132108 J2 
15 269287 271061 25921.S 2690-lS 2.SJ()(1) 239805 5 
20 333029 3250-43 3367.SK 331008 341385 332202 
25 433089 43-128.S ·03457 -1327.SS 432492 424773 
50 86083.S 827654 837192 857133 823218 829216 

15 1296602 1236789 1248573 1223003 1246260 1248046 2 
JOO 1799!07 1766460 1771396 180014.S 1711833 1752623 2 

En Ja tabla XXll, se presentan los datos de la determinación del limite de detección y 

cuantificación para el pico 2. 

Concentración µg/ml. 

5 
JO 
15 
:!U ,, 
50 
75 
100 

Tnllln XXII. Llmllr dr delrt"ción v t"Unnlint"nt"ión 1nrn rl nko 2 

Cur"·a 1 Curva 2 Cun.·a3 

2-'276 2-'276 196461 

47814 75284 54661 

147064 112083 120947 

157865 137922 193261 

225581 198636 192582 

424638 371393 
JJ 'º"'º 

670889 ó-19980 627460 

918200 9537-'2 79-1172 

Cun·a4 Cun·a 5 Cun.·a 6 ~DCV 

195329 187481 157016 64 
46424 81374 51286 25 

106929 103613 208121 JO 
145119 16fW06 185983 J J 
1..;2970 180287 186297 J4 
-118628 414387 449346 JI 
6-12872 584736 627126 5 
86798-1 956828 1s.as11 JO 

·F,,_,,.,,.,,,'T'ESTS'"(;iJN" . .,,_,.~, 

FALLA DE O.RIGEN 
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En la tabla XXIII, se presentan los datos de la determinación del lfmlte de detección y 

cuantlficacl6n para la suma de áreas de los picos 1 y 2. 

Tnhla XXIII. Limite d" dctcrci6n ,,. cunntilic11ción narn la Hunn dt" hn oleos 1 ,. 2 

C"onccn1rncilin µi;fmL Cun'il 1 Cur\"a 2 Cur\;i J Cun.¡1-I Cur,¡1.S Cur\.a(• 0 nC\' 

s 77611) 9IOJI 257810 :?61l:'i7.J :?3751·1 21J77(J.I "" 10 195310 213263 IHIJ89..f JlJJ 118 :?<12911 18339·1 l·I 

" .i 16351 JKJJ4.i J80lt>2 375977 J-16(,76 -1-17926 9 

20 49089..f 462965 530019 476127 509391 SIHIHS 
25 658670 632921 626039 :515125 612779 61 I070 

so 1285473 1199047 116823:? 1275761 1237605 1278562 
75 1967491 1886769 1876033 1865875 1830996 1875172 

IOO 2717307 2720202 2565568 2668129 2668661 2507134 

H. Estabilidad de la rnuestra 

En la tabla XXJV, se presentan los datos de la estabilidad de una muestra de 100 µg/mL 

de U·esclna. que fue almacenada junto al cromatógraro durante el estudio. 

Ola 
u 
1 

., 
24 

T1tbln XXI\'. F:stnbilitlntl de la muestra. cromatóe.raío 

Arca hajo la curv~1 Oiforcncia rcl:11iv;1 f%} 

Pico 1 l'ico 2 Pico 1 Pico2 

1'1-'7853 91965~ 

189036.i 1119910-' JU 19.S 

2277820. 1m,s.i.io 20.S 1.2 
201.i.:w.i 72168(> 11.6 JJ.S 
1712909 1981-19 15 o 72.5 
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En la tabla XXV, se presentan los datos de la estabilidad de una muestra de 100 µg/mL 

de ri-escina, que fue expuesta a la luz durante el estudio. 

Ola 
o 

9 
24 

Tnhln XXV. Eunbllhlnd dr la mul'strn. luz 
Arca b:1jo la cun·a Oiforcncia rclaliva ('!ul 

Pico 1 Pico:? Picn 1 Pico 2 
29(•331.S 1686-180 

1927918 1125422 J-1.9 33.3 
2181431 913272 13.J 18.9 
2090093 400Jbl 4.2 .S6.2 
40.532.50 1977830 93.9 394.0 

En la tabla XXV, se presentan los datos de la estabilidad de una muestra de 100 i19/mL 

de (1-escina, que fue almacenada --en refrigeración a 4ºC durante el estudio. 

Tnbln XVI. EMnhllhlnd dr la muc-!otrn. -'ºC 

Arca b;1¡0 la cun•n Diferencia rdativu %J 

Dio Píco 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2 
o 2943619 ISI0-175 

1 17.5037-1 K-16968 40.:S 43 9 

2082-105 !MJ.SU'J '''·º U.-1 

9 22653-1-l IOJJ..J..J!- "·" :?:?.S 
04 428-460 o 81.1 100.0 
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VJ:J:. ANALJ:SJ:S DE RESULTADOS 

Los análisis del punto de fusión, que se reportan en la bibliografía, para algunos 

componentes de la escina, indican que es estable a temperatura ambiente, por ro que es 

factible su análisis bajo estas condiciones. 

Por otro lado, se reporta que, debido a los grupos carboxilos presentes en la estructura 

química de los compuestos de la escina, no se obtiene una separación satisfactoria de los 

componentes, es decir, se presentan como adición de picos en los cromatogramas. También se 

indica que si el pH de la fase móvil es cercano a 3.0 se minimiza este problema. 

Por esta razón, el amortiguador de acetatos empleado en la fase móvil se llevó a 3.0. 

Entre las propiedades de las saponlnas, se encuentra la de absorber en el rango del 

ultravioleta, es por ello que el detector UV es Idóneo para estas sustancias. 

La eleccJón de la longitud de onda se bajo en la respuesta del estándar al ser detectado 

a 205, 210 y 254 nm. 

En el cromatograma 3, no se aprecia ntngün pico, por ello se descarta como posible 

elección. Por otro lado, en el caso de los 205 y 210 nm, no se presenta direrencia en el 

número y forma de los picos; sin embargo, tomando en consideración que ra longitud de onda 

de corte del metanol y acetonltrilo, se encuentra alrededor de los 210 nm, se elige esta Ultima 

para evitar alguna interferencia del disolvente durante el análisis. 

Para elegir la columna cromatográfica se realizaron corridas de la preparación del 

estándar, usando como fase móvil acetonltrilo·amortiguador 70:30. En el cromatograma 5, se 

observa que al utilizar la columna Symmetry ® , se presentan dos picos principales en 1.53 y 

1. 74 minutos, a ros cuales se les nombra pico 1 v pico 2, por orden de efusión. 

Al utilizar la columna Spherisorb®, con fase móvil acctonltrilo·amortJguador 70:30, se 

obtuvo el cromatograma 7, en este se presenta un pico único, asimétrico, con un ligero coleo 

hacia la derecha., ocasionado por la adición del segundo pico mencionado para el 

cromatog rama 2. 

Utilizando fa rase móvil metanol·amortlguador 70:30, se obtuvo la separación de dos 

picos principales con la columna Symmetry ®, como se muestra en el cromatograma 8, y 

adición para el caso de la columna Spherlsorb ®, cromatograma 10. 

TESIS CON 
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En el cromatograma 11, usando una mayor proporción de metanol en la fase (BO), 

también se observa adición de los picos, para la columna Spherisorb® y separación de picos 

para la columna Symmetry®. 

La difer-encla en la separación obtenida con ras columnas, esta directamente relacionada 

con los platos teóricos de cada una ellas. No obstante, que la columna Spherlsorb® posea una 

mayor longitud, el tamaño de partícula menor de la Symmetry® le otorga una mayor cantidad 

de platos teóricos, por lo tanto una mejor separación de los compuestos de la escina. 

En la tabla IX, quedan condensados ros tiempos de retención del pico 1, 

correspondientes a las pruebas con la columna Spherisorb®, al presentarse coelusión de picos 

con las fases probadas, se eligió la columna Symmetry®, para continuar el desar-rollo del 

método analítico. 

Utilizando acetonltrilo-amortlguador como fase móvll, se observa en los cromatogramas 

4, S y 6, la separ-aclón de los dos picos principales, sin embargo la r-esoluclón no llega a ser 

satlsfactor-la, como se muestra en la tabla VIII. No obstante, se logra constatar, que al 

disminuir la polaridad de la fase móvil, aumentando la propor-clón de acetonltrilo disminuye la 

r-esolución y el tiempo de r-etenclón de los componentes. 

Al substituir la fase orgánica por metano! en lugar de acetonitr-ilo, en Ja misma 

propor-ción, los picos cruyen en un tiempo de retención mayor, y la resolución obtenida es 

mayor, cromatogramas 5 y 8, tablas VIII y XIX. Esto ocurr-e porque la polaridad del metanol es 

mayor a la del acetonftrllo. 

En los cromatogr-ama 8, 9 y 12, se utlllzo metanol, en diferentes propor-clones, se 

observa que como en el caso del acetonltrilo, el aumento de Ja polaridad de Ja fase, produce 

tiempos de r-ctcnción mayor-es. Aunque ra resoluclón aumenta cuando disminuye la proporción 

de fase or-gánlca de SO a 70, al disminuir de 70 a 65 se mantiene. y el tiempo de r-etenclón se 

incrementa en más de diez minutos. 

En el cr-omatograma 12, se observa la pr-esenc:ia de un ter-cer- pico, estos apar-ecen más 

coleados que en el cromatograma 9, y para la misma resolución, tabla VIII, aumenta 

conslder-ablemente el tiempo de cor-rida, por lo que las condiciones cr-omatogr-áflcas de elección 

para la validación del método analítico son las de este último. 

Ya que la Identificación de los compuestos que forman los dos picos principales no es el 

objetivo del presente estudio, solo se puede hacer hincapié en que, dentro de las condiciones 

cromatográficas manejadas, se identifican dos grupos de compuestos afines por su polar-idad, 

,,.-----
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a los que se les llama, en orden de eluslón: pico 1 y pico 2. Cabe señalar que pueden ser 

considerados como Indicadores biológicamente activos del fitofármaco esclna. 

Antes de comenzar la validación del método analítico se observó la for"mación de espuma 

al disolver la escina en amortiguador de fosfatos. por lo que se adiciona 0.5 mL de fase móvil 

antes de llevar al aforo el estándar. 

El accnafteno es utilizado como estándar en la determinación de la adecuación del 

sistema debido a su naturaleza hidrofóbica, lo que ocasionara que si los grupos silanoles libres 

incl"ementan, es decir, si existe un desgaste de Ja columna, este se vea reflejado claramente 

en parámetros como el tiempo de retención y el factor de coleo del mismo, principalmente. En 

el cromatograma 13 se observa el pico característico del acenafteno. 

El factor de capacidad es de 29.4, la precisión de la Inyección es de 0.8 ºlo, valor que se 

encuentra dentro de los Hmitcs especificados por la guia de validación de métodos 

cromatográficos del Center for Drug Evaluation and Research (CEDER). El limite par-a el factor 

de coleo es 2, por lo que el valor mostrado en la tabla XI, se encuentr-a dentro de 

especificaciones. En la tabla XII, se presentan los platos teóricos, es decir, la eficiencia de la 

columna, que servirán para determinar, cuando se requiera, si la columna puede seguir siendo 

usada. 

De acuerdo con la guia de métodos bioanaliticos del CEDER, la precisión para cada nivel 

de concentración de la curva no debe exceder de 15°/o. En la tabla XIII, se observa que la 

precisión de método y sistema para el pico 1 es menor al valor antes mencionado. Sin 

embargo, para el pico 2, tabla XIV, el coeficiente de variación para las concentraciones de S, 

10 y 15 µg/mL, no cumplen la especificación. No obstante, al sumar las áreas de los picos 1 y 

2, se observa que el coeficiente de variación disminuye significativamente, quedando fuera la 

concentración de 5 ~19/mL. Sin embargo, se eligen los 5 puntos con el coeficiente de variación 

más bajo, para el análisis de linealidad. 

En el caso de un método analitico para perfil de disolución se requiere de un coeficiente 

de regresión mayor o igu<JI que 0.99, ocurre de esté modo con las respuestas del pico 1 y de la 

suma de los picos 1 y 2, no así para la respuesta del pico 2, cuyo coeficiente de correlación 

llega a ser hasta de 0.976, con lo cual ya no se cumple con la especificación. 

Para el caso de la rcproduc1bilidad, el valor más alto de coeficiente de variación de la 

respuesta para cada analista, que se muestra en la tabla XIX, es de 13.1º/o, Si bien, el 

porciento de cv para los datos globales, tabla XX, se eleva en el caso del pico 2, no llega a ser 

mayor de 15º/o, por lo que se cumple satisfactoriamente con la guia de validación de métodos 

bioanalíticos. 
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En la guia de validación de métodos bloanalitlcos, se considera que el porclento de 

coeficiente de variación de al menos cinco repeticiones de una concentración dada, deberá ser 

no mayor del 20º/o para ser considerada como limite de cuantificación. En la tabla XXI, se 

obscrvil que la respucst.:i del pico 1, para cada concentración, no rebasa este límite. No 

obstante, para el caso del pico 2 se considera como limite de cuantificación la concentración de 

20 pg/mL, como puede observarse en la tabla XXII. 

Considerando Ja suma de áreas, el limite de cuantíricación corresponde a la 

concentración de 10 ••9/ml, tabla XXIII. 

En las tablas XXIV, XXV y XXVI, se muestras los datos de estabilidad de preparaciones 

del estándar sometidos a diferentes condiciones. se puede observar que bajo ninguna 

condición se obtienen áreas bajo la curva consistentes del día de preparación al siguiente, 

como tampoco para los demás. Esto ocurre tanto para Ja respuesta del pico 1, como para Ja 

del pico 2.. por lo que se recomienda el análisis de las muestras el mismo dfa de fa 

preparación. 
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VIII. CONCLUSIONES 

De acuerdo con el análisis, los parámetros cromatográficos del método analítico son: 

velocidad del papel 0.25, volumen de Inyección 10 µL, tiempo de corrida 12 minutos, longitud 

de onda 210 nm, rango 0.100., presión de la bomba 140 kg/cm 2 , Fase móvil metanol

amortlguador de acetatos pH 3:0, 70:30, columna Symmetry®, 4.6 x 75 mm, partícula de 3.5 

µm de diámetro. 

El método analltlco ha quedado validado en el rango de concentración de esclna que va 

de 20 a 100 µg/mL, usando como factor respuesta, el área de los picos 1 y 2, o bien, la 

sumatoria. 

La elección de parámetros cromatográflcos, como son: columna cromatográflca, longitud 

de onda del detector, rase móvil, velocidad de flujo y volumen de Inyección, han permitido 

desarrollar un método por cromatografía de líquidos de alta resolución, destinado a la 

cuantificación de la esclna en solución acuosa, que además cumple con parámetros de 

validación tales como: linealidad de método y sistema, limite de cuantificación y detección, 

precisión de sistema y método, además de rcpctibilidad. 
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