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Un logro momentaneo no satisface
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El interés por el consumo de hierbas medicinales y productos derivados de ellas
ha estimulado de manera considerable la investigacion relacionada con el
establecimiento de los métodos de analisis para determinar la identidad, la pureza,
la calidad y la potencia de las materias primas y los productos derivados de éstas.
El trabajo de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para elaborar las normas
modelo en este campo, ha sido util para fortalecer el reconocimiento de la funcion
de las plantas medicinales en la atencion primaria de la salud (Springfield et al.,
2005; Xu et al., 2006; Jiang et al., 2007; Ding et al., 2008).

De acuerdo con la OMS en los paises en vias de desarrollo, grandes sectores de
la poblaciéon indigena o de bajos recursos dependen todavia de la medicina
tradicional como Unica alternativa para la atencién primaria de la salud. La falta de
instituciones médicas y el incremento en los costos de la medicina alépata son
factores que convierten a la medicina tradicional en una alternativa Unica vy

accesible para el cuidado de la salud.

El mismo organismo internacional plantea que el auge en el consumo de
productos herbolarios, a nivel mundial, se debe a la preocupacién del publico por
los efectos secundarios, cada vez mas frecuentes, de los medicamentos
ortodoxos, a la continua busqueda de opciones terapéuticas alternativas para el
tratamiento de enfermedades cronicas, como la artritis y el eczema, y a los
elevados costos de los tratamientos. De manera general, los productos elaborados
con las plantas medicinales tienen una amplia aceptacion en los distintos sectores

de la sociedad.

El incremento en el interés y el consumo de la medicina herbolaria no so6lo se

refleja en las altas ventas de estos productos también, en las mudltiples
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publicaciones de textos sobre farmacologia, toxicologia, botanica, quimica y

algunos aspectos clinicos de plantas medicinales y productos derivados de ellas.
Existe ademas un marcado interés por los organismos regulatorios de los paises
desarrollados para incluir formulaciones de medicina tradicional en sus programas
de salud. En China, por ejemplo, el sistema de medicina tradicional desempefa
una funcién importante en la atencion primaria de la salud. Los estandares de
calidad relacionados con los productos y el cumplimiento de las Buenas Practicas
de Manufactura durante los procesos de produccién han permitido desarrollar la
confianza del publico en el consumo de productos con licencia suministrados en

las farmacias.

Por otra parte, la seguridad y la eficacia de los productos farmacéuticos dependen
de la calidad de los insumos utilizados para su manufactura. Para productos
ortodoxos los estandares de calidad aceptables son convencionalmente
establecidos en las monografias farmacopéicas. Dichas monografias proporcionan
un resumen con las especificaciones y los detalles de la metodologia a utilizar
para determinar la identidad, las impurezas y el contenido de principio activo
necesario para lograr el efecto deseado. En contraste, para los productos
herbolarios no se han desarrollado aun las especificaciones de calidad para el
analisis de la mayoria de las especies medicinales vegetales. La carencia global
de dichos estdndares ha propiciado la amplia variabilidad en la "calidad" de los

materiales utilizados para elaborar los productos herbolarios.

Con base en estas consideraciones el objetivo primordial de este trabajo reside en
identificar y cuantificar uno de los marcadores quimicos presentes en el propéleo
de la region del altiplano en México que permita estandarizar los extractos y los
preparados obtenidos a partir de este importante recurso natural. Para el
cumplimiento de este objetivo se desarrollard y validard un método analitico, por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia, conducente a cuantificar el contenido

de acacetina en un extracto etanadlico de propoleo (Pietta, 2002).
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2. ANTECEDENTES

2.1 GENERALIDADES DEL PROPOLEO.

La palabra ‘propdleo’ proviene de los vocablos griegos ‘pro’ (delante o en defensa)
y ‘polis’ (ciudad) y significa por lo tanto, que en la colmena cumple funciones de
defensa (Burdock, 1998). El propdleo en su estado natural (Figura 1) es una
sustancia resinosa de color amarillo verdoso o pardo rojizo (segun su origen) y es
generado por las abejas a partir del polen que colectan de diferentes especies
vegetales. Es utilizado con fines desinfectantes para sellar los agujeros; fijar los
panales de miel; pulir las paredes interiores; proteger la entrada contra los intrusos
y para recubrir (embalsamar) los cadaveres de los enemigos que se hayan
introducido en la colmena evitando su descomposicion. Esta propiedad también
fue aprovechada por los egipcios y los sacerdotes para embalsamar a las momias.
Histéricamente, Aristételes describe el uso de los propoleos para tratar las
infecciones de la piel, llagas y supuraciones. Los incas, por su parte, lo utilizaban
para curar cuadros de infecciones febriles y, los franceses en los siglos XIV-XVIII
lo utilizaron para el tratamiento de las infecciones y como sustancia cicatrizante
(Salatino, 2005).

Para que las abejas manufacturen esta sustancia colectan con sus mandibulas el
material secretado o exudado por plantas. Posteriormente, con la ayuda del primer
par de patas y la secrecién de enzimas salivales por las glandulas mandibulares
ablandan el material para triturarlo y transportarlo a las cestillas (Bankova, 2005a).
Para su comercializacién el propdleo es recogido por los apicultores por medio de
trampas o raspado, siendo el entrampado el método que ofrece la mejor calidad y
la menor contaminacion del producto. De manera general, la colecta se lleva a
cabo durante el otofio cuando la propolizacién parece mas activa. Por otro lado, el

control de calidad de este recurso natural sigue las siguientes etapas:
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Si el material es muy ceroso se somete a un lavado con agua fria para remover las

ceras. El propdleo remanente se seca con aire en charolas de acero inoxidable. El
segundo paso involucra la disolucion del propéleo en etanol al 95%; las ceras
restantes y las partes de las abejas son eliminadas. En ultimo lugar, se filtra la

solucion para eliminar cualquier otro material ajeno al propdleo (Burdock, 1998).

Figura 1. Aspecto fisico del propéleo.

Actualmente, el propbleo se comercializa en preparados para tratar la tos, el
reumatismo y los esguinces. También, se utiliza para preparar productos
higiénicos como la pasta dental y el enjuague bucal, ambos productos son de
utilidad para el tratamiento contra la gingivitis y la estomatitis. Finalmente, en
dermatologia, se emplea para elaborar productos farmacéuticos y cosméticos
como cremas faciales, unguentos y lociones debido a sus propiedades para
regenerar tejidos, tratar quemaduras y enfermedades de la piel (Burdock, 1998;
Castaldo, 2002).

Los estudios quimicos realizados con diferentes lotes de propo6leos han permitido
concluir que su composicién quimica varia dependiendo de la flora local y del
clima de la zona de colecta. Asi, el propoleo europeo contiene compuestos
fendlicos previamente reportados en los exudados de los arboles del poplar
(principalmente Populus nigra). Estas especies crecen favorablemente en climas

templados. En contraste, el propdleo recolectado en climas tropicales contiene
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derivados del acido p-cumarico, diterpenoides, lignanos y flavonoides diferentes a

los identificados en el propdleo de tipo poplar. El propéleo brasilefio es el mejor
ejemplo de este tipo de material cuya composicion quimica se encuentra
relacionada con la resina de las hojas del género Baccharis dracunculifolia que
utilizan las abejas para producir el propéleo. Por otra parte, el propoleo rojo de
Cuba contiene como principales metabolitos secundarios a las benzofenonas poli-
isopreniladas provenientes de la resina de las flores de Clusia rosea (Bankova,
2005b; Salatino, 2005).

A pesar de las numerosas investigaciones realizadas sobre propoleos colectados
en diferentes paises con climas templados y tropicales existe un namero limitado
de publicaciones sobre la composicibn quimica y la actividad biol6gica de
propoéleos provenientes de regiones aridas o semiaridas del continente americano.
En este marco de referencia en el afio 2007 Hernandez y colaboradores
estudiaron tres propdleos del estado de Sonora, México. En esta oportunidad, los
investigadores concluyeron que la pinocembrina, la crisina y el 3-acetato de la
pinobanksina representan los metabolitos secundarios mayoritarios de los
propéleos estudiados. Los mismos investigadores describen la identificacion de 11

flavonoides y del éster fenil etilico del acido cafeico (CAPE) (Hernandez, 2007).

De manera general, la literatura quimica sefiala que los propdleos estan
constituido en su mayor parte por balsamos y resinas (50-55%), ceras (30-40%),
aceites esenciales (5-10%), polen (5%) y minerales (5%). En el Cuadro 1 se
ilustran algunos ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados vy
caracterizados a partir de diferentes tipos de propdleos (Pietta, 2002; Walker,
1987).
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Cuadro 1. Ejemplos de metabolitos secundarios encontrados en propdleos.

Clasificacion Estructura quimica Referencia

Compuestos fendlicos

Acido caféico OH
Uzel et al., 2005
HO
| X OH Gardana., et al., 2005
(0]
Acido cindmico (o] Gardana, et al., 2005
N OH
Acido ferulico o] Uzel et al., 2005
0 Silici et al., 2005
Hsc/ wOH
HO
Flavonoides
Naringenina OH

HO o Uzel et al., 2005
Silici et al., 2005
OH O

Acacetina O—_
Marcucci, 1995
HO © Silici et al., 2005
OH ]
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Cuadro 1. Ejemplos de metabolitos secundarios encontrados en propoleos

(continuacién).

Clasificacion

Estructura quimica

Referencia

Kaempferol

Crisina

Galangina

Pinocembrina

Quercetina

HO

HO

o}
OH
OH (0]
O o
OH o
O o
OH

OH

OH

Ligin et al., 2008

Ligin et al., 2008

Uzel et al., 2005

Marcucci, 1996

Silici et al., 2005
Gardana et al., 2005

Uzel et al., 2005
Marcucci, 1996
Silici, et al., 2005
Gardana et al., 2005

Uzel et al., 2005
Silici et al., 2005
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Desde el punto de vista bioldgico los propéleos han sido objeto de varios estudios

2.2 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

farmacoldgicos realizados tanto in vivo como in vitro. En los siguientes parrafos se

describen algunas de sus propiedades biol6gicas mejor estudiadas.

En un estudio realizado por Orsatti y colaboradores, en el afio 2010, se demostro
gue el extracto etanolico del propdleo brasilefio verde activo, en ratones, los pasos
iniciales de la respuesta inmune mediante la expresion de los receptores TLR-2 y
TLR-4 y la produccién de citocinas proinflamatorias (IL-1 e IL-6) por los
macrofagos y las células del bazo. Estos eventos permitieron la activacion de los
linfocitos por las células presentadoras de antigenos y el reconocimiento de
microorganismos. También, incremento la generacion de H,O, favoreciendo de
esta manera la muerte de los microorganismos. Una respuesta similar se observo
al tratar ratones bajo estrés agudo con el propéleo brasilefio verde es decir,
aumento la respuesta inmune humoral y la produccion de IL-4 (Sforcin, 2007 y
2011; Kumazawa, 2004; Mok-Ryeon, 2009).

En otro estudio realizado por Bratter, el autor, administré capsulas con 500 mg de
propéleo brasilefio a seres humanos para analizar sus efectos sobre las citocinas
proinflamatorias. Los resultados observados indicaron que hubo un incremento
significativo en la concentracion de citocinas espontaneas e inducidas por LPS (IL-
1B, IL-6, IL-8 y TNF-a) y en la capacidad de secrecion de leucocitos (Sforcin, 2011;
Kumazawa, 2004; Mok-Ryeon, 2009).

Por otra parte, el CAPE (éster fenil etilico del acido caféico), uno de los principales
constituyentes del propoleo poplar, mostré un efecto inhibitorio sobre los factores
de transcripciéon NF-kB y NFAT. En consecuencia, el CAPE inhibe la transcripcién
del gene que codifica para IL-2, la expresion de IL-2R vy la proliferacion de células
T. Estos hallazgos proporcionaron nuevas evidencias sobre el mecanismo
molecular involucrado en la actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora de este

compuesto natural. Adicionalmente, el CAPE ha demostrado un efecto protector
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contra el estrés hipertérmico de los atletas al incrementar la tolerancia de sus

células mononucleares (Sforcin, 2011; Kumazawa, 2004; Mok-Ryeon, 2009).

La actividad antiinflamatoria del prop6leo ha sido reportada por varios
investigadores utilizando diferentes modelos experimentales. Asi, el tratamiento de
ratones C57BL/6, durante 14 dias, con propoéleo verde de Brasil demostré una
inhibicién de la produccién de IL-1B, IL-6, IL-2, IL-10 e IFN-y por las células del
bazo (Sforcin, 2011).

Por otro lado, la administracion del propoleo brasilefio al 10% y del CAPE a
ratones de la cepa BALB/c con dosis de 5, 10 y 20 mg/kg incrementaron la
produccion de anticuerpos. Sin embargo, a pesar del efecto bioldgico significativo
mostrado por los constituyentes individuales algunos autores sugieren que la
mayor actividad biolégica del propdleo se debe a la mezcla natural de sus
componentes (Sforcin, 2011, 2007).

El propdleo brasilefio verde también ha demostrado una importante actividad
antitumoral contra diferentes lineas tumorales in vitro. El mecanismo principal por
el cual el propdleo afecta a las células tumorales esta relacionado con la inhibicién
del crecimiento celular y la apoptosis. Se sabe, por ejemplo, que el CAPE detiene
el ciclo celular en la fase G2/M (Sforcin, 2011; Hernandez, 2007; Shen, 2010;
Singh, 2005; Szliska, 2009).

Estudios in vivo realizados con el propéleo brasilefio verde al 10% permitieron
evidenciar un incremento en la actividad citotéxica de las células "natural killer”
contra el linfoma murino. Por su parte, el propdleo poplar y algunos de sus
compuestos polifendlicos aislados (acido caféico, CAPE vy quercetina)
disminuyeron el numero de nddulos tumorales de células de pulmén. Es
importante mencionar que la eficacia contra la metastasis del propéleo poplar fue
igual a la presentada por sus constituyentes individuales (Sforcin, 2011;
Hernandez, 2007; Shen, 2010, Singh, 2005).
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La actividad antimicrobiana del propdleo se encuentra documentada contra

diferentes tipos de bacterias, hongos, virus y parasitos. In vitro, el propéleo actua
directamente sobre los microorganismos; in vivo, podria estimular el sistema
inmune activando los mecanismos involucrados en la muerte del microorganismo
(Sforcin, 2011).

De particular interés para algunos investigadores ha sido el estudio de la
asociacion del propdleo con algunos farmacos antimicrobianos disponibles en el
mercado. Asi, Oksuz y colaboradores demostraron la actividad sinérgica entre el
ciprofloxacino y el propoleo en el tratamiento de la queratitis experimental inducida
por Staphylococcus aureus. Por su parte, Orsi describié que el propéleo disminuye
la resistencia de la pared de la bacteria a los antibioticos amoxicilina, ampicilina y
cefalexina y tiene un efecto sinérgico con los antibioticos que actuan sobre el
ribosoma como el cloramfenicol, las tetraciclinas y la heomicina. Sin embrago, el
propéleo no parece interactuar con los antibioticos que actuan sobre el ADN

(ciprofloxacino y norfloxacino) (Sforcin, 2011).

Por ultimo, Libéro y colaboradores publicaron en el afio 2009 una revisién de los
efectos del propoéleo sobre el grupo de Streptococcus mutans. Estos estudios
permitieron proponer a los autores el uso del propéleo o sus componentes como
agentes cariostaticos en el desarrollo de productos higiénicos para combatir la
caries y otras infecciones. Por otra parte, Santos refirio la eficacia clinica de un gel
preparado con propoéleo brasilefio en pacientes diagnosticados con estomatitis
dental (Sforcin, 2011).

A la fecha, no se han reportado efectos secundarios significativos después de la
administracion oral del propdleo a seres humanos. Algunos estudios realizados
con propoleos brasilefios indicaron que las dosis seguras para el ser humano
podrian ser de 1.4 - 70 mg/kg al dia. Sin embargo, algunos casos de alergia y
dermatitis por contacto han sido reportados principalmente por los recolectores y
por los usuarios de cosméticos y preparaciones topicas grado farmacéutico
(Sforcin, 2011).

10
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En el afio 2009, Shinmei y colaboradores reportaron la utilidad del propoleo para el

alivio de los sintomas de la rinitis alérgica de los ratones a través de la inhibicion
de la histamina. En otro estudio, realizado con pacientes que padecian asma
moderada, la administracion diaria de un extracto acuoso al 13% de propodleo,
durante dos meses, redujo la incidencia y la severidad de los ataques nocturnos al
mejorar las funciones de ventilacion. La actividad observada fue asociada con la
disminucibn en los niveles de prostaglandinas, leucotrienos y citocinas

proinflamatorias (TNF-a, IL6 e IL-8) y con el aumento de la IL-10 (Sforcin, 2011).

Por ultimo, en 1996, Matsushige y colaboradores demostraron que el extracto
acuoso del propdleo (200 mg/kg) posee un efecto preventivo sobre la destruccion
de las células B-pancreéaticas al inhibir la generacion del IL-1p y la actividad de la
NO sintasa. Posteriormente, Fuliang en el afio 2005, observé que la
administracion, durante 7 semanas, de un extracto acuoso o etanolico de propéleo
a ratas diabetizadas con estreptozotocina controlaba la glicemia y modulaba la
glucosa y el metabolismo de los lipidos. Mas adelante, McLennan y su grupo de
trabajo describieron que el propéleo favorecio la reepitelizacidon de heridas en
roedores diabéticos. Otros estudios reportaron que los principales fenoles del
propdleo brasilefio (acido caféico, acido p-cuméarico y acido cinamico) poseen
propiedades antiulcéricas (Sforcin, 2011).

11
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 PROPOLEO

El propoleo fue recolectado en el apiario “Don Federico” ubicado a 1 km del Paraje
del Pantedn de San Pablo Oztotepec; Delegacion Milpa Alta, Distrito Federal. Las
muestras fueron colectadas por el personal de la Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia, UNAM, Ciudad Universitaria.
3.2 EXTRACTO DE PROPOLEO

278 g de propdleo se extrajeron mediante un proceso de maceracion a
temperatura ambiente utilizando 1.3 L de etanol durante 8 dias. La solucion
resultante se filtr6 al vacio y se concentrd a presion reducida obteniéndose 92 g de

extracto.
3.2.1 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Para el analisis cromatografico cualitativo en capa fina de los estandares
empleados en este trabajo, se utilizaron placas de aluminio recubiertas de gel de
silice (silica gel 60 G54 Merck). El sistema de eluciéon empleado fue CH,Cl,/MeOH
en una proporcion 95:5. El cromatofolio se visualizé con luz UV (onda corta a 254
nm y onda larga a 365 nm) y se reveld con solucién de sulfato cérico amoniacal

(12 g de sulfato cérico amoniacal en 250 mL de H,SO,).

3.3 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

El andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se realizé en un
cromatografo de liqguidos marca SHIMADZU (Analytical and Measuring
Instruments Division, Kyoto, Japén) equipado con un detector UV-visible dual
SPD-10A; un inyector automéatico SIL-10AD (VP); una bomba LC-10AT (VP); un

horno para columna CTO-10A; un desgasificador DGU14A y un sistema de control

12



W

SCL-10A (VP) SHIMADZU acoplado a un equipo de computo. ElI control del

equipo, el procesamiento y la manipulacién de los datos se realizé utilizando el

software LabSolution/LCsolution. La respuesta utilizada para evaluar los

parametros de validacion fue el area bajo la curva (ABC).

El andlisis para determinar el contenido de acacetina se realizé en una columna
Waters C18 (BEH Technology), con un tamafio de particula de 5 um (150 mm de
longitud y 4.6 mm de diametro interno). La concentraciéon de la muestra oscila
entre 100-1000 pg/mL.

El volumen de inyeccién utilizado fue de 10 pL. La elucion se realizé con un
sistema isocréatico que consistié en una mezcla binaria constituida por MeOH:éacido
trifluoroacético (TFA) al 0.1% en una proporcidon 55:45. La velocidad de flujo
utilizada fue de 0.5 mL/min y la temperatura empleada para el analisis fue de 25
°C. La longitud de onda empleada para la deteccion de los compuestos fue de 320

nm.
3.4 PREPARACION DEL EXTRACTO DE TRABAJO

Para preparar el extracto de trabajo se pesaron 200 mg del extracto de propdleo
en 10 mL de una mezcla de EtOH:acetonitrilo en proporcion 1:1. La solucién

resultante se filtro para su posterior analisis en el cromatégrafo de liquidos.
3.5 PREPARACION DE LOS ESTANDARES

Para identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto de propdleo
se prepararon, por separado, soluciones de 1mg/mL de acacetina, 4.7
dimetilapigenina, 4°.7 dimetilnaringenina y pinocembrina. Las sefales
correspondientes a cada producto se identificaron por coelucién de los estandares

con la matriz de trabajo.
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3.6 EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE DESEMPENO DEL METODO
ANALITICO

3.6.1 ESPECIFICIDAD/ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA
Para evaluar la especificidad del método analitico y la estabilidad del producto
natural se registraron los cromatogramas del estandar antes y después de ser

sometidos a las condiciones experimentales descritas en el Cuadro 2.

Para preparar el estandar se pesaron 10 mg de acacetina y se disolvieron en 10
mL de una mezcla constituida por EtOH/acetonitrilo (1:1); a partir de esta solucion
se realiz6 una dilucién para obtener una concentracion final de 500 pg/mL.

Condicion Acacetina Reactivo Tiempo
500 pg/mL
Basicidad 1mL 2mLNaOH1M Reflujo por 30 min
Acidez 1mL 2mLHCI1M Reflujo por 30 min
Oxidacion 1 mL 2 mL de Hy0; Reflujo por 30 min

Cuadro 2. Condiciones experimentales para evaluar la especificidad del método.

3.6.2 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

La adecuabilidad del método analitico se evalu6 mediante el analisis por
sextuplicado de una solucion de acacetina que contenia 500 pug/mL. El criterio de
aceptacion para este parametro de calidad establece que la desviacién estandar
relativa (DER) debe ser menor del 2% para considerar que el método es adecuado

para la aplicacién que se pretende.

3.6.3 LINEALIDAD

3.6.3.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para evaluar la linealidad del sistema se prepard, por triplicado, una curva de
calibracion utilizando cinco niveles de concentracién. Para ello, 10 mg de
acacetina se disolvieron en 10 mL de EtOH/acetonitrilo (1:1). A partir de esta
solucion se prepararon las diluciones necesarias para que cada mililitro de la

misma contuviera entre 100-1000 pug/mL. Con los resultados obtenidos se calcul6

14
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la ordenada al origen (bo), la pendiente de la recta (m), el coeficiente de

determinacién (r?) y el coeficiente de correlacién (r) mediante un andlisis de
regresion lineal simple. Los parametros estadisticos asi obtenidos se compararon

con los siguientes criterios: r>>0.999; r=0.999; m#0 y b=0.

3.6.3.2 LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad del método se evalué mediante la preparacion, por triplicado, de una
serie de soluciones estdndar que contenian diferentes concentraciones de
acacetina (100-1000 pg/mL) en un volumen constante de la matriz de trabajo (2
mg/mL extracto). Los resultados obtenidos (cantidad adicionada vs cantidad
recuperada) se analizaron mediante un analisis de regresion lineal simple y se
calcularon: el coeficiente de determinacién (r?) y los intervalos de confianza para la
pendiente IC (B1) y la ordenada al origen IC (Bo). Los criterios estadisticos
empleados son: r*>0.99; r=0.99; m#0 y b=0. El intervalo de confianza para la
pendiente debe incluir la unidad y el intervalo de confianza para la ordenada al

origen debe incluir el cero.

3.6.4 EXACTITUD

La exactitud del método analitico se determiné de acuerdo con la metodologia
descrita en el punto 3.6.3.2. Los resultados obtenidos se expresaron en términos
de porcentaje de cantidad recuperada (% de recobro). Para considerar que el
método analitico es exacto el porcentaje de recuperacién deberd encontrarse
entre el 98% y el 102% y la DER debera ser menor del 2%.

3.6.5 PRECISION

3.6.5.1 PRECISION DEL SISTEMA

Preparacion de la solucion estandar: 10 mg de acacetina se disolvieron en 10 mL
de EtOH/acetonitrilo (1:1). A continuacion en un matraz volumétrico de 5 mL se
virtié una alicuota de 2.5 mL de la solucién anterior y se llevé a volumen con la
misma mezcla de disolventes; esta solucion contiene 500 pg/mL de acacetina. Se

prepararon tres muestras independientes y se analizaron cada una de ellas por
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sextuplicado. Los resultados asi obtenidos se expresaron en términos de DER. El

criterio de aceptacion para este pardmetro de calidad establece que la DER
debera ser menor del 2% para considerar que el método es preciso.

3.6.5.2 PRECISION DEL METODO (REPETIBILIDAD)

La repetibilidad del método se evalu6 mediante el andlisis por triplicado de una
misma solucion del extracto del propdleo que representa el 100% de la
concentracion que se cuantifica como se describio en el punto anterior. La
repetibilidad del método también se evalué mediante el andlisis estadistico de los
resultados obtenidos en la exactitud y la linealidad del método.

3.6.5.3 PRECISION DEL METODO
(REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO).

La precision intermedia se evalu6 mediante el analisis por triplicado de una
solucién estdndar que contenia 500 pg/mL de acacetina preparada por dos

diferentes analistas y en dos diferentes dias.

3.6.6 ROBUSTEZ DEL METODO

Para evaluar este parametro de desempefio se prepar6 una solucién estandar de
acacetina a una concentracion 500 pg/mL. Los factores instrumentales y no
instrumentales que se modificaron en las condiciones normales de operacién
fueron: la velocidad de flujo, la proporcion de la fase mavil, la longitud de onda, la
temperatura y el volumen de inyeccién (Cuadro 3). El efecto de cada factor se
evalub mediante el andlisis por duplicado de las muestras. Con los resultados
obtenidos se determiné la media aritmética de la condicion normal de operacion y

de las condiciones modificadas.
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Condicion modificada Valor inicial (+)5 unidades (-)5 unidades
Velocidad de flujo 0.5mL 1mL 1.5 mL
Volumen de inyeccion 10 uL 15 uL 5uL
Longitud de onda 320 nm 325 nm 315 nm
Proporcion de la fase MeOH:TFA 0.1% MeOH:TFA 0.11% MeOH:TFA 0.1%
movil (55:45) (60:40) (50:50)
Temperatura °C 25°C 30°C 20 °C

Cuadro 3. Condiciones modificadas de operacion para evaluar la robustez del
método.

Con los resultados obtenidos se calculd la diferencia absoluta (|d:]) entre la media
aritmética de la condicion normal de operacion (¥;) con respecto a la media
aritmética de cada condicion modificada (¥;). Los resultados asi obtenidos se

compararon con el siguiente criterio:|di| = 2%,
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 VALIDACION DEL METODO.

El incremento en el consumo de propéleo durante los ultimos 30 afios no sélo se
refleja en las ventas de los productos que lo contienen sino también, en las
multiples publicaciones a nivel mundial, sobre sus aspectos quimicos Yy
farmacoldgicos. Los diversos estudios publicados a la fecha han permitido
demostrar su actividad antibacteriana, antifingica, antiviral, antiinflamatoria,
hepatoprotectora, antioxidante y antitumoral, entre otras (Bankova et al., 2005a).
Estandarizar diferentes lotes de propoleos es un proceso dificil ya que su
composicién guimica varia considerablemente dependiendo de la época y del sitio
de recoleccién. Dicha variabilidad también se debe, en gran medida, a las fuentes
naturales que las abejas emplean para elaborar el propéleo (Jiang, 2007; Mitscher,
2000; Pefa, 2008; Popova, 2004).

El marcado interés por los organismos reguladores de los paises desarrollados
para incluir formulaciones de medicina tradicional en sus programas de salud ha
estimulado de manera notable la investigacion relacionada con el establecimiento
de los criterios de calidad necesarios para evaluar los productos derivados de
plantas medicinales. Considerando que el propéleo es un producto derivado de las
plantas, algunos autores, establecen que es completamente valido abordar el
problema de su estandarizacion de la misma manera en que se realiza para las
plantas medicinales. Esto es, si los principios activos son conocidos, la
estandarizacion quimica se realizaria cuantificando su contenido por un método
analitico apropiado. Sin embargo, en la mayoria de los casos los componentes
bioactivos son desconocidos y su estandarizacion se llevaria a cabo cuantificando
el contenido de compuestos marcadores. En los ultimos afios los compuestos
marcadores han representado poderosas herramientas para asegurar la calidad y

la reproducibilidad lote a lote de los productos derivados de plantas. En el caso
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particular del propdleo uno de los principios activos mas importantes es el CAPE

(éster fenil etilico del acido caféico). Por este motivo, algunos autores sugieren
que este compuesto podria seleccionarse como producto marcador en diferentes
tipos de propodleos. Sin embargo, la estandarizacion de este importante producto
se ha realizado correlacionando la actividad biolégica con el contenido total de
flavonas, flavonoles, flavanonas, dihidroflavonoles y fenoles totales. En este
contexto, y para formular recomendaciones especiales para los ministerios de
salud se necesitan desarrollar los criterios de calidad basicos que permitan

correlacionar un tipo particular de propdleo con una actividad biolégica especifica.

Con base en estas consideraciones el objetivo primordial de este trabajo consistié
en desarrollar y validar un procedimiento experimental por CLAE para cuantificar
el contenido de un producto marcador en propdéleos de la region del altiplano en
México. La region del altiplano se distingue por tener mieles ambar y ambar claro
de gran auge en el mercado europeo. Su origen floral es el acahual, la acetilla, la
jarilla, el toronjil morado y la espinocilla, entre otros. Esta regién comprende los
estados de Tlaxcala, Puebla, México, Morelos, Distrito Federal, Guanajuato,
Aguascalientes, la parte oriente de los estados de Jalisco, Michoacan, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas y parte de Hidalgo y Querétaro, asi como la region media de
San Luis Potosi (Figura 2) (Hernandez, 2007).

- Altiplano
- Costa del Pacifico

Norte

- Peninsula de Yucatan

Figura 2. Regiones apicolas de México.
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En estudios fitoquimicos previos realizados por el Dr. José Fausto Rivero con

diferentes propéleos mexicanos pertenecientes a la region del altiplano fue posible
purificar y caracterizar a la acacetina como uno de los principales metabolitos
secundarios presentes en este importante recurso natural. Por otro lado, se han
identificado compuestos como la pinobanksina, la naringenina, la hesperetina, la
rutina, el 3-acetato de pinobanksina, la pinocembrina, la acacetina, la crisina, la
galangina, el CAPE y el xantomicrol en propdleos del estado de Sonora (region del
norte). De lo anterior se deduce que la acacetina podria representar un candidato
idoneo para estandarizar los propéleos provenientes de la zona del altiplano en

México.

Para el desarrollo del método analitico se registrd, en primer lugar, un espectro en
el UV con la finalidad de determinar la maxima longitud de onda de absorcion (320
nm) de la acacetina en acetonitrilo-EtOH (1:1). Para establecer las condiciones de
operacion del método analitico fue necesario probar varias columnas
cromatograficas asi como diversos sistemas de eluciobn. El rango de
concentraciones utilizado en la curva de calibracion se establecioé con base en los
resultados de ensayos preliminares con el extracto de propdleo (Nielsen y
Dragsted, 1998; Volpi y Bergonzini, 2006; Keinanen y Julkunen-Tiitto, 1998). Asi,
los niveles de concentracion para la curva de calibracibn se establecieron
considerando 500 pg/mL como la concentracion al 100%. Las condiciones
generales del método analitico desarrollado para la cuantificacién de la acacetina
en el extracto de propdleo se resumen en el Cuadro 4. Para identificar las sefales
detectadas en el extracto del propdleo se realiz6 la coelucion de diversos
estandares con el extracto de trabajo, con base en los resultados obtenidos se
lograron identificar los siguientes metabolitos en el extracto de trabajo: acacetina
(tr= 9.9), 4’.7 dimetilnaringenina (tg= 20.4), 4’.7 dimetil apigenina (tg= 29.9) y
pinocembrina (tr= 7.3). (Figura 3). Cabe mencionar, que todos estos productos
fueron aislados en forma pura y caracterizados por el Dr. Rivero en diferentes

estudios fitoquimicos con propoleos.
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Figura 3. Cromatograma obtenido con el extracto etandlico del propdleo.

Condiciones de operacion

Longitud de Onda 320 nm
Fase movil MeOH:TFA 1% (55:45)
Columna Water's C18 (BEH Technology)
Flujo 0.5 mL/min
Tiempo de analisis 15 min
Temperatura 25°C

Cuadro 4. Condiciones de operacion desarrolladas para realizar la validacion del
método.

La 5,7-dihidroxi-4'-metoxiflavona (acacetina) es un flavonoide que posee
propiedades antioxidantes, antinflamatorias, antimutagénicas y antipalludicas. La
acacetina también inhibe la actividad de la glutation reductasa, del citocromo P450
y de la topoisomerasa |. La literatura farmacolégica describe que esta flavona no
sélo inhibe la proliferacion de células de cancer de pulmén (A549), de higado
(HepG2) y de prostata (DU145 Y LNCaP) también, inhibe la apoptosis y bloquea el
ciclo celular en la fase G1. Mediante ensayos de ELISA se ha encontrado que la
acacetina detiene el ciclo celular al incrementar, de manera significativa, la
expresion de las proteinas p53 y p21l/WAF1. Otros estudios indicaron que la
flavona disminuye los niveles de las proteinas CDK2, CDK4 y CDK6 en células de
carcinoma de préstata, confirmando con ello, su efecto bloqueante del ciclo celular
en las fases G1 y G2-M. Por otra parte, el incremento en la expresion del receptor
Fas y sus dos ligandos podrian ser los responsables del efecto apoptotico inducido
por la acacetina (Hsu et al., 2004a y 2004b; Singh et al., 2005; Shen et al., 2010).
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De lo anterior se deduce la importancia de cuantificar este metabolito en los

propdleos para garantizar la calidad y la eficacia de los preparados que lo incluyan

en su formulacion.

Considerando que el método analitico pertenece a la categoria Il (cuantificacion de
ingredientes activos) los parametros de calidad que se evaluaron para validar la
metodologia fueron: adecuabilidad, especificidad, linealidad, exactitud, precision y
robustez. A continuacion se discuten los resultados de cada caracteristica de

desempeiio evaluada.
4.1.1 ADECUABILIDAD DEL SISTEMA

La adecuabilidad del sistema consiste en obtener datos durante un proceso de
medicion que permitan tomar decisiones técnicas y administrativas correctas para
un proposito establecido. Dicho parametro se determind mediante la inyeccion
directa de una solucion estandar de acacetina (500 pg/mL) de acuerdo con el

protocolo experimental establecido (Figura 4).

Los resultados obtenidos en este experimento permitieron estimar que la
resolucién del componente mayoritario es mayor a 2.8 y que el coeficiente de
variacion entre las réplicas es menor del 2%. (Cuadro 3 y Cuadro 5).

(0]

mA
10004Detector A Ch1:200nm
JDetector A Ch2:370nm

7504
500

2501

0.0 25 5.0 75 10.0 12,5 15.0 min

Figura 4.Cromatograma correspondiente a una solucion de 500 pg/mL de

acacetina.
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Muestra Area
Acacetina 500 ug/mL-1 38224268
Acacetina 500 ug/mL-2 38099224
Acacetina 500 pg/mL-3 37639128
Acacetina 500 ug/mL-4 38417388
Acacetina 500 ug/mL-5 38448996
Acacetina 500 pg/mL-6 38531165

y 38226694.8
S 328625.398
DER 0.9%

Cuadro 5. Resultados obtenidos durante la adecuabilidad del sistema.

Con base en estos resultados se concluye que el sistema cumple con las
caracteristicas de desempefio para llevar a cabo la validacion del método

analitico.
4.1.2 ESPECIFICIDAD/SELECTIVIDAD DEL METODO

La especificidad/selectividad de un método analitico es su capacidad para obtener
una respuesta debida Unicamente al analito de interés y no a otros componentes
de la muestra que puedan estar presentes (especificidad) o que pudieran
presentarse por efectos ambientales y/o de interacciébn con los mismos
componentes (selectividad) tales como: impurezas, productos de degradacién o

componentes de la misma muestra.

Para evaluar la especificidad/selectividad del método propuesto se determiné la
influencia de condiciones especiales como la hidrélisis (acida y basica) y la
oxidacion sobre el producto natural. Los cromatogramas resultantes al inicio y al
término de los experimentos se resumen en las Figuras 5, 6, 7 y 8. En el Cuadro 6,
se resumen los valores obtenidos para los tiempos de retencion de las sefales

obtenidas y los valores de area bajo la curva.
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Figura 5. Cromatograma correspondiente a una solucion estandar de acacetina

(500 pg/mL) en condiciones normales.
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Figura 6. Cromatograma correspondiente a una solucion estandar de acacetina

(500 pg/mL) después de someterse a un tratamiento con NaOH 1 M.
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Figura 7. Cromatograma correspondiente a una solucion estandar de acacetina

(500 pg/mL) después de someterse a un tratamiento con HCI 1 M.
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Figura 8. Cromatograma correspondiente a una solucion estandar de acacetina

(500 pg/mL) después de someterse a un tratamiento con H,O, al 10%.

Factor a Acacetina Tiempo de Area bajo la
evaluar 500 pg/mL retencion (tr) curva (ABC)
1 10.338 42253473
Estandar 2 10.311 42278415
3 10.358 42334850
1 11.043 2195577
Basicidad 2 11.146 2456448
3 11.228 2305162
1 11.063 1179917
Acidez 2 11.018 1186108
3 11.046 1181370
1 10.995 532036
Oxidacion 2 10.997 533446
3 11.115 531698

Cuadro 6. Resultados obtenidos para evaluar la especificidad del método.

Como se deduce de las Figuras 6, 7 y 8 la acacetina se degrada en condiciones
bésicas, acidas y de oxidacion. Dichas condiciones provocaron un 94.5%, 97.2% y
98.7% de degradacion, respectivamente. Por otro lado, los resultados obtenidos
indican que los tiempos de retencién de los productos de degradacién generados
no interfieren con la sefial del metabolito de interés. Con base en estos resultados
se concluye que la respuesta obtenida por el compuesto en la matriz de trabajo se
debe exclusivamente a la presencia de la acacetina. Por lo tanto, el método

analitico propuesto es especifico y selectivo.
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La linealidad de un procedimiento analitico se define como su capacidad para

4.1.3 LINEALIDAD DEL SISTEMA

obtener resultados que sean proporcionales a la concentracion del analito de
interés dentro de un rango determinado. El rango de trabajo utilizado durante este
procedimiento, comprende del 20 al 200 % de la concentracion encontrada como
100% en ensayos preliminares con el extracto de propéleo. Los resultados de

estos experimentos se resumen en el Cuadro 7 y en la Figura 9.

El manejo de los datos se realizé por medio de una regresion lineal simple. Los
pardmetros estadisticos calculados fueron la pendiente (b,), la ordenada al origen
(bo), el coeficiente de determinacién (r?) y el intervalo de confianza para la
pendiente [IC (B1)]. Los coeficientes de regresion calculados mediante el analisis

estadistico permitieron estimar la siguiente ecuacion de regresion:

Area bajo la curva (ABC) = 47671 + 82629 x (concentracion de la acacetina)
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Concentracion ) Concentracion
Muestra Acacetina (ug/mL) Area real de la
Acacetina
(ug/mL)
Acacetina 500 pg/mL-1 500 43268680 523.0731 Parametro de
Acacetina 500 pg/mL-2 500 43052357 5204551 | adecuabilidad del
sistema
Acacetina 500 pg/mL-3 500 42268467 510.9682 y = 42618381.8
Acacetina 500 pg/mL-4 500 42068793 508.5517 S =517167.845
Acacetina 500 pg/mL-5 500 42433612 512.9668 DER =1.2%
Acacetina 1000 pg/mL-1 1000 83195744 1006.2819
Acacetina 1000 pg/mL-2 1000 83267141 1007.1460
Acacetina 1000 pg/mL-3 1000 83456619 1009.43916
Acacetina 750 pg/mL-1 750 60844822 735.78466
Acacetina 750 pg/mL-2 750 60727294 734.36230
Acacetina 750 ug/mL-3 750 60703824 734.0782
Acacetina 500 pg/mL-1 500 41878059 506.2434
Acacetina 500 pg/mL-2 500 41827613 505.6329
Acacetina 500 pg/mL-3 500 41787726 505.1501
Acacetina 250 pg/mL-1 250 21243826 256.5219
Acacetina 250 pg/mL-2 250 21155913 255.4580
Acacetina 250 pg/mL-3 250 21025833 253.8837
Acacetina 100 pg/mL-1 100 8080586 97.2166
Acacetina 100 pg/mL-2 100 8048457 96.8278
Acacetina 100 pg/mL-3 100 7980061 96.0000

Cuadro 7. Resultados obtenidos para evaluar la linealidad del sistema.

90000000
80000000 -
70000000 - y=382629x+ 47671
60000000 - R?=0,999
50000000 -
40000000
30000000 -
20000000 -
10000000 -
0] . . . . . |

0] 200 400 600 800 1000 1200

Concentracion acacetina [ug/mL]

Unidades de area

Figura 9. Grafica que ilustra la relacion lineal entre las variables.

Los parametros determinados en la curva de regresion ajustada se muestran en el
Cuadro 8. Los intervalos de confianza [IC(B1)] se determinaron utilizando los

valores criticos de la distribucion t student con un 97.5% de confianza (anexo B).

27



©

Estadistico Resultado
bo 47671.2683
b4 82629.2883
r 0.9996
r2 0.9993
IC (B1) (tos7513= 2.160) 81332.02-83926.7
Error tipico 759452.476
Observaciones 15

Cuadro 8. Parametros estadisticos calculados para el modelo.

Para evaluar si el modelo estadistico calculado describe la relacion lineal entre las
variables, se realizé el analisis de varianza del mismo. Los resultados derivados
de este analisis se resumen en el Cuadro 9 (ver el anexo C para el célculo de F de
Fisher).

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico de
libertad cuadrados los cuadrados F
Regresion 1 1.0917E+16 1.0917E+16 18928.4601 5.9456E-22
Residuos 13 7.498E+12 5.7677E+11
Total 14 1.0925E+16

Coeficientes  Error Tipico  Estadistico Probabilidad Inferior ~ Superior Inferior ~ Superior
t 95% 95% 95% 95%

Intercepto 47671.268 368762.75 0.1292735  0.8991199 -748992 844334  -748992 844334

Variable X 1 82629.288 600.587613  137.58074  5.95E-22 81331.7  83926.7 81331 83926.7

Cuadro 9. Andlisis de varianza para el modelo de regresion (n=15, a= 0.05, Fg s,
1_15:4.54).

Como se deduce de los resultados obtenidos del Cuadro 9 el valor estadistico de
F calculado (Fo0s, 1.15=4.54 ) para el modelo propuesto supera su valor critico, por
lo tanto, se concluye que la variacién en la respuesta se encuentra explicada por
el modelo. Por otra parte, las pruebas de hipétesis relativas a los coeficientes de
regresion demostraron que la pendiente de la recta de regresion es diferente de
cero. Finalmente, el coeficiente de determinacion calculado para el modelo indica
que el 99.9% de la variacion total de las variables se encuentra descrito por un

modelo de regresion lineal. Con base en estas evidencias se establecié que el
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método analitico desarrollado es lineal en el intervalo de concentraciones

establecido.
4.1.4 LINEALIDAD DEL METODO Y EXACTITUD

La exactitud es la proximidad en la concordancia entre el resultado de una
medicion y el valor de referencia aceptado. Se expresa como el porcentaje de
recobro y se obtiene del analisis de muestras a las que se ha adicionado
cantidades conocidas de la sustancia a analizar. En el Cuadro 10 y en la Figura 10
se ilustran los resultados obtenidos durante la evaluacion de la exactitud del

método.
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Muestra tr Area Concentracion Real % Recobro
(Mg mL)

Acacetina 1000 pg/mL-1 10.42 76432638 1007.6629 100.16
Acacetina 1000 pg/mL-2 10.28 76614135 1009.0517 100.70
Acacetina 1000 pg/mL-3 10.083 77023301 1012.4218 101.04
Acacetina 750 pg/mL-1 10.613 63462194 806.8735 101.49
Acacetina 750 pg/mL-2 10.512 63348007 805.4217 101.31
Acacetina 750 pg/mL-3 10.613 63317601 805.0351 101.26
Acacetina 500 ug/mL-1 10.359 42253473 520.4966 101.07
Acacetina 500 pg/mL-2 10.311 42278415 520.8038 101.13
Acacetina 500 pg/mL-3 10.359 42334850 521.4990 101.26
Acacetina 250 pg/mL-1 10.064 21925344 267.0426 100.77
Acacetina 250 pg/mL-2 10.082 21983774 267.7542 101.04
Acacetina 250 pg/mL-3 10.157 21971971 267.6105 100.98
Acacetina 100 pg/mL-1 9.884 9210873 107.4005 101.32
Acacetina 100 ug/mL-2 9.975 9187968 107.1334 101.07
Acacetina 100 pg/mL-3 9.84 9191029 107.1691 101.10
% 101.05
D.E. 0.3188
DER 0.3%
t 0.975,n-1 214

IC (u) 100.84-101.25

Cuadro 10. Resultados obtenidos para evaluar la exactitud del método.
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Muestra Cantidad Recuperada Cantidad Adicionada (ug/mL)
(wg/mL)
Acacetina 1000 pg/mL-1 1006 1007.6629
Acacetina 1000 pug/mL-2 1006 1009.0517
Acacetina 1000 pg/mL-3 1006 1012.4219
Acacetina 750 pg/mL-1 795 806.8735
Acacetina 750 pg/mL-2 795 805.4217
Acacetina 750 pg/mL-3 795 805.0351
Acacetina 500 pg/mL-1 530 520.4966
Acacetina 500 pg/mL-2 530 520.8038
Acacetina 500 pg/mL-3 530 521.4990
Acacetina 250 pug/mL-1 265 267.0426
Acacetina 250 pg/mL-2 265 267.7542
Acacetina 250 pug/mL-3 265 267.6105
Acacetina 100 pg/mL-1 106 107.4005
Acacetina 100 pug/mL-2 106 107.1334
Acacetina 100 pg/mL-3 106 107.1691

Cuadro 11. Cantidad recuperada y cantidad adicionada de acacetina (Linealidad
del método).

1200

1000

800
y =1,006x-1,489

600 R?=0,999
400

200

Cantidad adicionada (pug/mL)

0 200 400 600 800 1000 1200

Cantidad recuperada (pg/mL)

Figura 10. Grafica que ilustra la relacion lineal entre las variable del método.
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De manera general, los parametros determinados en la curva de regresion

ajustada se muestran en el Cuadro 12.

Estadistico Resultado
bo -1.48921329
b1 1.0061331
r 0.9998
r2 0.9996
IC (B1) (to.s7s 13= 2.160) 3.1793806-(-1.0061331)
Error tipico 6.5770
Observaciones 15

Cuadro 12. Parametros estadisticos calculados para el modelo.

De acuerdo con los resultados indicados en el Cuadro 10 los porcentajes de
recobro se encuentran dentro de los limites establecidos en las guias Q2A y Q2B
de la Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH, International Conference
on Harmonisation, 1995 y 1996) para métodos cromatograficos (98-102%). De
nueva cuenta, el ajuste de los resultados obtenidos se realizé mediante un analisis
de regresion lineal simple. La pendiente calculada para el modelo es diferente de
cero y el coeficiente de correlacion indica que el 99.9% de los datos se encuentran
explicados por el modelo de regresion lineal estimado. Una vez mas se realizo el
analisis de varianza para evaluar el modelo de regresion. Los resultados derivados
de este andlisis se resumen en el Cuadro 13. EIl ANDEVA para n=15 y o= 0,05%
permite calcular un valor para la distribucion F de 38350.7415. Dicho valor es
mayor que el valor critico de F (6.0511E-24 ) obtenido. Por lo tanto, el modelo

estadistico calculado es adecuado.
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Grados de Suma de Promedio de F Valor critico de
libertad cuadrados los cuadrados F
Regresion 1 1658946.805 1658946.805 38350.7415 6.0511E-24
Residuos 13 562.3439762 43.25722894
Total 14 1659509.149

Coeficientes  Error Tipico  Estadistico Probabilidad Inferior ~ Superior Inferior  Superior
t 95% 95% 95% 95%

Intercepcion -1.4892132  3.25457797 -0.457574 0.65481148 -8.5203 5.54187 -8.520  5.54187

Variable X1  1.00613307 0.00513769 195.83345 6.0511E-24  0.99503 1.01723 0.9950 1.01723

Cuadro 13. Analisis de varianza de la regresion lineal simple para el modelo
(n:15, a= 0,05, Fo_o5, 1_15:4.54).

4.1.5 PRECISION

La precision se define como el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales. Para determinar la precision del método analitico se realizaron
diferentes experimentos conducentes a evaluar la precision del sistema
(repetibilidad), la precision del método y la precision intermedia (reproducibilidad).
De manera general, estos resultados se expresan en términos de desviacion

estandar relativa (DER).
4.1.5.1 PRECISION DEL SISTEMA

La precision del sistema se evalto midiendo la concordancia entre los resultados
analiticos individuales aplicando el procedimiento repetidamente a una muestra
preparada con el estandar. Los resultados de estas determinaciones se resumen

en el Cuadro 14.
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Muestra Area
Acacetina 500 pg/mL-1.1 43052357
Acacetina 500 pg/mL-1.2 41846581
Acacetina 500 pg/mL-1.3 42981272
Acacetina 500 pg/mL-2.1 42720435
Acacetina 500 pg/mL-2.2 42277480
Acacetina 500 pg/mL-2.3 42052928
Acacetina 500 pg/mL-3.1 42425224
Acacetina 500 pg/mL-3.2 41276848
Acacetina 500 pg/mL-3.3 42268467
Acacetina 500 pg/mL-4.1 43280034
Acacetina 500 pg/mL-4.2 43239167
Acacetina 500 pg/mL-4.3 43326105
Acacetina 500 pg/mL-5.1 43891710
Acacetina 500 pg/mL-5.2 42161372
Acacetina 500 pg/mL-5.3 42190193
Acacetina 500 pg/mL-6.1 42566727
Acacetina 500 pg/mL-6.2 42099323
Acacetina 500 ug/mL-6.3 42135468

Promedio (y) 42543982.83
Desviacién estandar (S) 644651.7983
DER 1.5%

Cuadro 14. Datos experimentales para evaluar la precision del sistema.

Considerando que la DER calculada es de 1.5% se concluye que el sistema es
reproducible bajo las condiciones de ensayo.

4.1.5.2 PRECISION DEL METODO

La precision del método se determiné mediante el analisis por sextuplicado de una
solucion que contenia 500 pug/mL de acacetina en la matriz de trabajo. Los

resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 15.
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Muestra Area
Acacetina 500 pg/mL-1.1 35305617
Acacetina 500 pg/mL-1.2 34320916
Acacetina 500 pg/mL-2.1 33896993
Acacetina 500 pg/mL-2.2 34166906
Acacetina 500 pg/mL-3.1 34725564
Acacetina 500 pg/mL-3.2 33273598

Promedio (y) 34281599
Desviacion estandar (S) 696334.0991
DER 2.0%

Cuadro 15. Datos experimentales para evaluar la precision del método.

De nueva cuenta la DER calculada es de 2.0% por lo tanto el sistema es
reproducible bajo las condiciones de ensayo.

4.1.5.3 PRECISION INTERMEDIA

Por ultimo, la reproducibilidad del método se evalué por medio del analisis de una
solucién que contenia 500 pyg/mL de acacetina. Este ensayo se realizé por dos
analistas en dos dias diferentes. Los resultados obtenidos se resumen en el
Cuadro 16.

Analista DER analista
1 2 1 2
Dia 1 26128078 26116200 0.3% 0.5%
26021673 26310981
26150442 26394169

Dia 2 26399043 26397684 DER analista
26204847 26195544 1 2
26228396 26137162 0.4% 0.5%
y 26223684.92
S 125493.1306
DER 0.5%

Cuadro 16. Resultados obtenidos para evaluar la precision intermedia.

De acuerdo con los resultados obtenidos se observo que en todos los casos la
DER fue menor del 1.5% por lo tanto, se concluye que el método analitico

propuesto es repetible y reproducible.
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La robustez de un método analitico es una medida que se realiza en el laboratorio

4.1.6 ROBUSTEZ

para evaluar el comportamiento de un proceso analitico cuando se efectuan
pequefios cambios en las condiciones ambientales y/o de operacion semejantes a
aguellos que pudieran surgir en los diferentes ambientes de prueba. El objetivo de
esta determinacion es identificar las variables controlables que puedan contribuir a

determinar cambios significativos de acuerdo con el criterio de aceptacion.

Las variables que se modificaron para evaluar este parametro fueron velocidad de
flujo, volumen de inyeccién, proporcion de la fase mdvil, temperatura de la

columna y longitud de onda.

El criterio de aceptacion indica que la diferencia debe ser menor o igual al 2%

(Idi| = 2%). Los resultados obtenidos para este parametro se resumen en los

Cuadros 17y 18 y en las Figuras 11 a 21.
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Muestra Area Tiempo de
retencion
Acacetina 500 pg/mL-1 43255705 10.069 Parametro de
Acacetina 500 pigimL-2 43370690 10.441 adecuabilidad del
sistema
Acacetina 500 pg/mL-3 43386343 10.535 y = 43413015.67
Acacetina 500 pg/mL-4 43803720 10.561 S = 200566.4927
Acacetina 500 pg/mL-5 43392956 10.529 DER = 0.5%
Acacetina 500 pg/mL-6 43268680 10.364
Acacetina 500 pg/mL 325 nm-1 45569666 9.45
Acacetina 500 pg/mL 325 nm-2 45571185 9.484
Acacetina 500 ug/mL 315 nm-1 39640038 9.728
Acacetina 500 pg/mL 315 nm-2 39862912 9.582
Acacetina 500 pg/mL 15 uL-1 64485794 9.327
Acacetina 500 ug/mL 15 uL -2 63832601 9.276
Acacetina 500 ug/mL 5 L -1 23111416 9.522
Acacetina 500 yg/mL 5L -2 23137852 9.395
Acacetina 500 pg/mL 1.0 mL-1 43780610 9.859
Acacetina 500 pg/mL 1.0 mL- 2 43792322 9.732
Acacetina 500 pg/mL 1.5 mL -1 43347768 10.301
Acacetina 500 ug/mL 1.5 mL-2 43351705 10.34
Acacetina 500 pg/mL 60:30 21591760 3.286
(MeOH:TFA 1%)-1
Acacetina 500 pg/mL 60:30 21982102 3.138
(MeOH:TFA 1%)-2
Acacetina 500 ug/mL 50:50 23118807 8.155
(MeOH:TFA 1%)-1
Acacetina 500 pg/mL 50:50 23132440 8.402
(MeOH:TFA 1%)-2
Acacetina 500 pg/mL 30°C-1 42731895 8.979
Acacetina 500 pg/mL 30°C -2 41815454 8.892
Acacetina 500 pg/mL 20°C -1 43894087 10.686
Acacetina 500 pg/mL 20°C -2 44411093 10.621

Cuadro 17. Resultados obtenidos para evaluar la robustez del método.

Condicion (Media aritmética) yi Yo [di|=| ¥i- Vol
Normal de operacion 43413015.67
Acacetina 500 pg/mL 325 nm- 45570425.5 - 2157409.83
Acacetina 500 pg/mL 315 nm- 39751475 - 3661540.67
Acacetina 500 pg/mL 15 pL- 64159197.5 - 20746181.83
Acacetina 500 pg/mL 5 pL- 23124634 - 20288381.67
Acacetina 500 pg/mL 1.0 mL/min 43349736.5 - 63279.17
Acacetina 500 pg/mL 1.5 m/min 43786466 - 373450.33
Acacetina 500 pg/mL 60:30 21786931 - 21626084.67
(MeOH:TFA 1%)
Acacetina 500 pg/mL 50:50 23125623.5 - 2028739217
(MeOH:TFA 1%)
Acacetina 500 pg/mL 30°C 42273674.5 - 1139341.17
Acacetina 500 pg/mL 20°C 44152590 - 739574.33

Cuadro 18. Diferencia absoluta entre los valores de condiciones de operacion
modificada y normal.
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Figura 11. Cromatograma de la solucion estandar de acacetina en condiciones
normales de operacion (Cuadro 4).
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Figura 12. Cromatograma de la solucién estandar de acacetina registrado a una
longitud de onda de 315 nm.
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Figura 13. Cromatograma de la solucién estandar de acacetina registrado a una

longitud de onda de 325 nm.
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Figura 14. Cromatograma de la solucion estandar de acacetina utilizando un
volumen de inyeccion de 15 pL.
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Figura 15. Cromatograma de la solucién estandar de acacetina utilizando un
volumen de inyeccion de 5 pL.
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Figura 16. Cromatograma de la solucion estandar de acacetina utilizando una
velocidad de flujo de 1.0 mL/min.
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Figura 17. Cromatograma de la solucién estdndar de acacetina utilizando una
velocidad de flujo de 1.5 mL/min.
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Figura 18. Cromatograma de la solucién estdndar de acacetina utilizando como
fase movil MeOH:TFA 0.1% en proporcién 60:40.
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Figura 19. Cromatograma de la solucion estandar de acacetina utilizando como
fase movil de MeOH:TFA 0.1% en proporcion 50:50.
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Figura 20. Cromatograma de la solucion estandar de acacetina utilizando 30°C de
temperatura en la columna.

mAU
Detector A Ch1:254nm
Detector A Ch2:320nm

1000+
750+
500

250+

¥ |
0 ™ R

10 20 30 40 50 60 70 80 80 100 10 120 130  mn

Figura 21. Cromatograma de la solucion estandar de acacetina utilizando 20°C de
temperatura en la columna.

Como se deduce de los resultados ilustrados en las Figuras anteriores el método
analitico no es robusto, debido a que la diferencia entre las condiciones normales

de operacion y las condiciones modificadas superan el 2% de variacion.

Una vez validado el método analitico se analizo la concentracién de la acacetina
presente en el extracto de propdleo. Para ello, se realizaron 6 inyecciones a una
concentracion aproximada de 500 pg/mL de acacetina; la DER calculada fue de
0.52%. Con base en los resultados obtenidos anterior se concluye que la

concentracion de la acacetina por cada gramo del extracto de propdleo fue de 2.57

mg/g.
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Area de la Parametro de
muestra del adecuabilidad
extracto del sistema

43720806 ¢ = 43413015.67

S =200566.4927
43603048 DER = 0.5%

43265220
43188687
43188687
43519352
43717182

Cuadro 19. Datos para determinar la concentracion de la acacetina en el extracto

de propoleo.

42



W

a)

b)

d)

5. CONCLUSIONES

El método analitico desarrollado para evaluar el contenido de acacetina en
el extracto de propdleo es especifico, lineal, preciso y exacto en el intervalo

de concentraciones establecido.

El andlisis del extracto por CLAE permitio identificar a la acacetina, la 4’,7
dimetilapigenina, la 4’,7 dimetilnaringenina y la pinocembrina como los
constituyentes mayoritarios del propdleo perteneciente a la region del
altiplano en México.

La seleccion de la acacetina como entidad quimica para el desarrollo y la
validacion del método analitico por CLAE seréa de utilidad para estandarizar
los lotes de propdleo. Esta actividad permitira el aseguramiento de la
calidad de los productos elaborados con extractos etandlicos de propéleos
provenientes de la region del altiplano.

La presencia de la acacetina y la 4,7 dimetilapigenina en los propoéleos
mexicanos es una caracteristica que permitira diferenciarlos quimicamente

de los propodleos provenientes de otras partes del mundo.
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a)

b)

6. PERPECTIVAS

Completar la validacién de la metodologia analitica para los siguientes
constituyentes: la 4’.7 dimetilapigenina, la 4’.7 dimetilnaringenina y la
pinocembrina. Aplicar el método analitico para identificar y cuantificar los
flavonoides en diferentes lotes de propdleos y en los preparados

farmacéuticos que los contengan.

Evaluar el contenido de los productos seleccionados como marcadores en
los extractos de propdleos con la finalidad de desarrollar los criterios de
calidad basicos que permitan correlacionar un tipo particular de propdleo

con una actividad biologica especifica.
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9. ANEXOS

ANEXO A

Ecuaciones para determinar los parametros estadisticos

PARAMETRO .
ESTADISTICO ABREVIATURA ECUACION
! m(Ex) — (ZE )’
r=| - 2 V2 ro o 2 '3 w2y
Coeficiente de correlacion r N ((Ex®) = (X2 (nZy®) = (X))
. nZxy) - EDE)’

e re= . e “ 2 A o o 2
Coeficiente de 2 (n(Tx?) — (T Ty — ()
determinacion r

.5
Coeficiente de variacion cv v = = 100
- In(Xy?) - (Zy)?
Desviacion estandar S 5= | - -
| nin—1)
\
| =2
Desviacion estandar de la 1 LX)
i bo Sbo =y || —F (¥ x)?
ordenada al origen nos.2 L x)
N n
|
Desviacis . | 1
esviacion e§tandar dela Sp1 Sp1="Sy/x | _
pendiente R (Xx)
d\i 2 1
Desviacion estandar de la <., s ., = II Yyi—by Nxy—by E}')
vix iy —
regresion . L A\ n—2
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PARAMETRO .
ESTADISTICO ABREVIATURA ECUACION
Diferencia absloluta de las \d, | d,| = |7 — 73]
medias
Intervalo de confianza para P F = S
H H 'er',u)l IC'#)I =_‘!- i: E': E_E“—i.?
la media poblacional Y1
Intervalo de confianza para
la ordenada al origen 1C(5,) IC(By) = byt toeron_2Shg
poblacional
Intervalo de confianza para P Ay a1 ;
: IC(5 ) = by £ tagrsm_n Si
la pendiente poblacional IC5) P = P L fosTan-2 00
_ _ Xx _ E_!-' _ E}';‘
Media aritmética X ¥=—,v=—,V, = —
- 1 ! n
. Ny — by nx
Ordenada al origen by b= -
i XV — HXLY
Pendiente by 2 = ny 1z — (3 x}g
Suma de x X Z r= X
=1
Suma dey Z}‘=zl

Suma al cuadrado de x
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PARAMETRO
ESTADISTICO

ABREVIATURA

ECUACION

Suma al cuadrado de y

Fot
et
ka
I
—
Lo

Suma de x al cuadrado

X

(o]

I
I
i
Ry

Suma de y al cuadrado

=

b

Suma de x pory

'!.‘:l 2

Ly

y.
2.
s,
2.

Suma de x por suma de y

D

i=1

% de Recobro

YR

0GR =

Cantidad recuperada

Cantidad adicionada

» 100
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ANEXO B
TABLA DISTRIBUCION t DE STUDENT

|
-1.812

Ejemplo

Para r =10 grados de

libertad.:

P[t>1812] =0.05
P[t<-1.812] = 0.05

1.812 i
ra 0,25 02 015 0.1 005 | 0025 | 001 | 0,005 | 00005
1 1000 | 1376 | 1963 | 3078 | 6314 | 12706 | 31821 | 63,656 | 636,578
2 0816 | 1061 | 1386 | 1886 | 2920 | 4303 | 6965 | 9925 | 31600
3 0765 | 0,978 | 1,250 | 1638 | 2,353 | 3,182 | 4,541 | 5841 | 12,924
4 0741 | 0,941 | 1,190 | 1,533 | 2,132 | 2,776 | 3,747 | 4,604 | 8610
5 0727 | 0,920 | 1,156 | 1476 | 2,015 | 2571 | 3,365 | 4,032 | 6,869
6 0718 | 0906 | 1134 | 1440 | 1943 | 2447 | 3143 | 3707 | 5959
7 0711 | 0,896 | 1,119 | 1415 | 1,895 | 2365 | 2,998 | 3499 | 5408
8 0706 | 0,889 | 1,108 | 1,397 | 1,860 | 2,306 | 2,896 | 3,355 | 5,041
9 0703 | 0,883 | 1,100 | 1,383 | 1,833 | 2,262 | 2,821 | 3,250 | 4,781
10 0700 | 0879 | 1093 | 1372 | 1812 | 2228 | 2764 | 3169 | 4587
11 0697 | 0876 | 1088 | 1363 | 1796 | 2201 | 2718 | 3106 | 4437
12 0695 | 0,873 | 1083 | 1356 | 1782 | 2179 | 2681 | 3055 | 4318
13 0694 | 0870 | 1,079 | 1350 | 1,771 | 2,160 | 2,650 | 3,012 | 4,221
14 0692 | 0,868 | 1,076 | 1,345 | 1,761 | 2,145 | 2,624 | 2,977 | 4,140
15 0691 | 0,866 | 1,074 | 1,341 | 1,753 | 2,131 | 2,602 | 2,947 | 4,073
16 0690 | 0,865 | 1,071 | 1,337 | 1,746 | 2120 | 2,583 | 2,921 | 4,015
17 0689 | 0,863 | 1,069 | 1,333 | 1,740 | 2,110 | 2,567 | 2,898 | 3,965
18 0688 | 0,862 | 1,067 | 1,330 | 1,734 | 2101 | 2,552 | 2,878 | 3,922
19 0688 | 0,861 | 1,066 | 1,328 | 1729 | 2,093 | 2539 | 2,861 | 3,883
20 0687 | 0,860 | 1064 | 1325 | 1725 | 2086 | 2528 | 2845 | 33850
21 0686 | 0859 | 1063 | 1323 | 1721 | 2080 | 2518 | 2831 | 3819
22 0686 | 0,858 | 1,081 | 1321 | 1,717 | 2,074 | 2508 | 2,819 | 3,792
23 0685 | 0,858 | 1,060 | 1,319 | 1,714 | 2,069 | 2,500 | 2,807 | 3,768
24 0685 | 0,857 | 1,059 | 1,318 | 1,711 | 2,064 | 2492 | 2797 | 3,745
25 0684 | 0856 | 1058 | 1316 | 1708 | 2060 | 2485 | 2787 | 3725
26 0684 | 0856 | 1058 | 1315 | 1706 | 2056 | 2479 | 2779 | 3707
27 0684 | 0,855 | 1,057 | 1,314 | 1,703 | 2,052 | 2473 | 2,771 | 3,689
28 0683 | 0,855 | 1,056 | 1,313 | 1,701 | 2,048 | 2467 | 2,763 | 3,674
29 0683 | 0,854 | 1055 | 1311 | 1699 | 2045 | 2462 | 2756 | 3,660
30 0683 | 0854 | 1055 | 1310 | 1697 | 2042 | 2457 | 2750 | 3646
40 0681 | 0,851 | 1,050 | 1303 | 1,684 | 2,021 | 2423 | 2,704 | 3,551
60 0679 | 0,848 | 1,045 | 1296 | 1,671 | 2,000 | 2,390 | 2,660 | 3,460
120 | 0,677 | 0,845 | 1,041 | 1,289 | 1,658 | 1,980 | 2,358 | 2,617 | 3,373
o 0674 | 0842 | 1036 | 1282 | 1645 | 1960 | 2326 | 2576 | 3290
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Puntos de Porcentaie de la distribucion F

Ejemplo:

Para nl =9, n2 = 12 grados de libertad:

P[F=280]=005

_ 5% de érea

1% de area

2

i3

4

5

F

P[F>4.39]=00]

n;

50 (normal) y 1 T (negritas) puntos para la distribucion de F

n1 grados delibertad (para & mayor cuadrado medio)

2

3

4

5

6

7

8

9

10

"

12

14

16

20

24

30

40

50

75

100

200

500

20

10

161
4052
18.51
98.50
10.13
3412
7.71
21.20
6.61
16.26
5.99
13.75
5.59
12,25
532
11.26
5.12
10.56

10.04

199
4999
19.00
99.00
9.55
30.82

18.00
579
13.27
5.14
10.92
4.74
9.55

8.65
4.26
8.02
4.10
7.56

216
5404
19.16
99.16
9.28
29.46
6.58
16.69
541
12.06
4.76
9.78
4.35
8.45
4.07
7.59
3.86
6.99
371
6.55

225
5624
19.25
99.25
9.12
28.71
6.39
15.98
5.19
11.39
4.53
9.15
4.12
7.85

7.01
3.63
6.42
3.48
5.99

230
5764
19.30
99.30
9.01
28.24
6.26
15.52
5.05
10.97
4.39
8.75
3.97
7.46
369
6.63
3.48
6.06
3.33
5.64

234
5859
19.33
99.33
B.94
27.91
6.16
15.21
4.95
10.67
4.28
8.47
3.87
719
358
6.37
3.37
5.80
3.22
5.39

237
5928
19.35
99.36
8.89
27.67
6.09
14.98
4.88
10.46
4.21
8.26
3.79
6.99
3.50
6.18
3.209
5.61
3.14
5.20

239
5981
19.37
99.38
8.85
27.49
6.04
14.80
4.82
10.29
4.15
8.10
3.73
6.84
3.44
6.03
3.23
5.47
3.07
5.06

241
6022
19.38
99.39
8.81
27.34
6.00
14.66
477
10.16
4.10
7.98
3.68
6.72
339
5.91
3.18
535
3.02
4.94

242
6056
19.40
99.40
B.79
27.23
5.96
14.55
4.74
10.05
4.06
7.87
3.64
6.62
3.35
5.81
3.14
5.26
2.98
4.85

243
6083
19.40
99.41
B.76
2713
594
14.45
4.70
9.96
4.03
7.79
3.60
6.54
331
5.73
3.10
5.18
2.94
4.77

244
6107
19.41
99.42
B.74
27.05
591
14.37
4.68
9.89
4.00
7.72
3.57
6.47
3.28
5.67
3.07
5.1
2.91
4.71

245
6143
19.42
99.43
B.71
26,92
587
14,25
464
9.77
3.96
7.60
3.53
6.36
324
5.56
3.03
5.01
2.86
4.60

246
6170
19.43
99.44
B.69
26.83
5.84
14.15
4.60
9.68
3.92
7.52
3.49
6.28
3.20
5.48
2.99
4,92
2.83
4.52

248
6209
19.45
99.45
B.66
26.69
5.80
14.02
4.56
9.55
3.87
7.40
3.44
6.16
315
5.36
2.94
4.81
277
4.41

249
6234
19.45
99.46
B.64
26.60
577
13.93
4.53
9.47
3.84
7.31
341
6.07
312
5.28
2.90
4,73
2.74
4.33

250
6260
19.46
99.47
8.62
26.50
5.75
13.84
4.50
9.38
3.81
7.23
3.38
5.99
3.08
5.20
2.86
4.65
2.70
4.25

251
6286
19.47
99.48
8.59
26.41
572
13.75
4.46
9.29
3.77
7.14
3.34
5.91
3.04
5.12
2.83
4.57
2.66
417

752
6302
19.48
99.48
8.58
26.35
5.70
13.69
444
9.24
3.75
7.09
3.32
5.86
3.02
5.07
2.80
452
2.64
412

753
6324
19.48
99.48
8.56
26.28
568
13.61
4.42
9.17
373
7.02
3.29
579
2.99
5.00
277
4.45
2.60
4.05

253
6334
19.49
99.49
B8.55
26.24
5.66
13.58
4.41
9.13
3N
6.99
3.27
5.75
297
4,96
2.76
441
2.59
4.01

254
6350
19.49
99.49
8.54
26,18
5.85
13.52
4.39
9.08
3.69
6.93
3.25
5.70
295
491
273
4.36
2.56
3.96

254
6360
19.49
99.50
8.53
26.15
564
13.49
4.37
9.04
3.68
6.90
3.24
5.67
294
4.88
2.72
4,33
2.55
3.93

254
6366
19.50
99.50
B.53
26,13
5.63
13.46
4.37
9.02
3.67
6.88
3.23
5.65
2.93
4.86
2.71
4.31

3.91
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5 % {normal) y 1 A {negritas) puntos para la distribucion de F

Iy n1 grados delibertad (para & mayor cuadrado medio) np
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 50 75 100 200 500 o

11 484 398 359 336 320 309 301 295 290 285 282 279 274 270 265 261 257 253 251 247 246 243 242 240 11
965 7.21 6.22 567 532 507 489 474 463 454 446 440 429 421 410 402 394 386 381 374 371 366 362 3.60

12 475 389 349 326 311 300 291 285 280 275 272 269 264 260 254 251 247 243 240 237 235 232 231 230 12
933 693 595 541 506 482 464 450 439 430 422 416 4.05 397 386 3.78 3.70 3.62 357 350 347 341 338 3.36

13 467 381 341 318 303 292 283 277 271 267 263 260 255 251 246 242 238 234 231 228 226 223 222 221 13
9.07 670 574 521 486 462 444 430 419 410 402 396 386 378 366 359 351 343 338 331 327 322 319 317

14 460 374 334 311 296 285 276 270 265 260 257 253 248 244 239 235 231 227 224 221 219 216 214 213| 14
8.86 6.51 556 504 469 446 428 414 403 3.94 386 380 3.70 3.62 3.51 343 335 327 322 3.5 311 3.06 3.03 3.00

15 454 368 329 306 29 279 271 264 259 254 251 248 242 238 233 229 225 220 218 214 212 210 208 207 15
8.68 636 542 489 456 432 414 400 389 380 373 367 356 349 337 329 321 313 3.08 3.01 298 292 289 2.87

16 449 363 324 301 285 274 266 259 254 249 246 242 237 233 228 224 219 215 212 209 207 204 202 201 18
853 6.23 529 4,77 444 420 4.03 389 378 369 362 355 345 337 326 318 310 3.02 297 290 28 281 278 275

17 445 359 320 296 281 270 261 255 249 245 241 238 233 229 223 219 215 210 208 204 202 199 197 198 17
840 611 519 467 434 410 393 379 368 359 352 346 335 3.27 316 3.08 3.00 292 287 280 276 271 268 265

18 441 355 316 293 277 266 258 251 246 241 237 234 229 225 219 215 211 206 204 200 198 195 193 1062 18
8.29 6.01 509 458 425 401 3.84 371 360 351 343 337 327 319 3.08 3.00 292 284 278 271 268 262 259 257

19 438 352 313 290 274 263 254 248 242 238 234 231 226 221 216 211 207 203 200 19 194 191 189 188 18
818 593 5.01 450 417 394 3.77 363 352 343 336 330 319 312 300 292 284 276 271 264 260 255 251 249

20 435 349 310 287 271 260 251 245 239 235 231 228 222 218 212 208 204 199 187 193 191 188 186 184 20
810 585 494 443 410 387 3.70 356 346 3.37 329 323 313 305 294 286 278 269 264 257 254 248 244 242

21 432 347 307 284 268 257 249 242 237 232 228 225 220 216 210 205 201 19 194 190 18 184 183 181 21
8.02 578 487 437 404 381 3.64 351 340 331 324 317 307 299 288 280 272 264 258 251 248 242 238 236

22 430 344 305 282 266 255 246 240 234 230 226 223 217 213 207 203 198 194 191 187 18 182 180 178 22
795 572 482 431 399 376 359 345 335 3.26 318 312 302 294 283 275 267 258 253 246 242 236 233 2.3

23 428 342 303 280 264 253 244 237 232 227 224 220 215 211 205 201 19 191 188 184 182 179 177 176 23
7.88 566 476 4.26 394 371 354 341 330 3.21 314 3.07 297 289 278 270 2.62 254 248 2.41 237 232 228 226

24 426 340 301 278 262 251 242 236 230 225 222 218 213 209 203 198 194 189 186 182 180 177 175 173 24
7.82 561 472 422 390 367 350 336 326 317 3.09 303 293 285 274 266 2,58 249 244 237 233 227 224 2.2

25 424 339 299 276 2B0 249 240 234 228 224 220 216 211 207 201 196 192 187 184 180 178 175 173 171 25
7.77 557 468 418 385 363 346 332 322 313 306 299 289 281 270 262 254 245 240 233 229 223 219 217

26 423 337 298 274 259 247 239 232 227 222 218 215 209 205 199 195 190 185 182 178 176 173 171 169 26
772 553 464 414 3.82 359 342 329 318 3.09 3.02 296 286 278 266 258 250 242 236 229 225 219 216 213

27 421 335 296 273 257 246 237 231 225 220 217 213 208 204 197 193 188 184 181 176 174 171 169 167 27
768 549 460 411 378 356 3.39 326 315 3.06 299 293 282 275 263 255 247 238 233 226 222 216 212 210

28 420 334 295 271 256 245 236 229 224 219 215 212 208 202 19 191 187 18 179 175 173 169 167 165 28
7.64 545 457 4.07 375 353 336 3.23 312 3.03 29 290 279 272 260 252 244 235 230 223 219 213 209 2.06

29 418 333 293 270 255 243 235 228 222 218 214 210 205 201 194 190 185 181 177 173 171 167 165 164 29
760 542 454 404 373 350 333 320 3.09 3.00 293 287 277 269 257 249 241 233 227 220 216 210 206 2.03

30 417 332 292 289 253 242 233 227 221 216 213 209 204 199 193 189 184 179 176 172 170 166 164 162 30
7.56 539 451 4.02 370 347 330 317 3.07 298 291 284 274 266 255 247 239 230 225 217 213 207 203 2.0

32 | 415 329 290 267 251 240 231 224 219 214 210 207 201 197 191 188 182 177 174 169 167 163 161 1.59 32
750 534 446 397 365 343 326 313 3.02 293 286 280 270 262 250 242 234 225 220 212 208 202 198 1.96




5% (nomnal) y 1 % (negritas) puntos para la distnbucion de F
2 n1 grados delibertad (para el mayor cuadrado medio) -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 50 75 100 200 500 o

34 413 328 288 265 249 238 229 223 217 212 208 205 199 1985 189 184 180 175 1.71 167 1656 161 159 157 34
744 529 442 393 361 339 322 309 298 289 282 276 266 258 246 238 230 221 216 2.08 204 198 194 191
36 411 326 287 263 248 236 228 221 215 211 207 203 198 193 187 182 178 173 169 165 162 159 156 155 36
7.40 525 438 389 357 335 318 3.056 295 286 279 272 262 254 243 235 226 218 212 204 2.00 194 190 1.87
38 410 324 285 262 246 235 226 219 214 209 205 202 196 192 185 18 176 171 168 163 161 157 154 153 38
735 521 434 386 354 332 315 3.02 292 283 275 269 259 251 240 232 223 214 2.09 201 197 190 1.86 1.84
40 408 323 284 261 245 234 225 218 212 208 204 200 195 190 184 179 174 169 166 161 159 155 153 151 40
731 518 431 383 351 329 312 299 289 280 273 266 256 248 237 229 220 211 206 1.98 194 187 183 1.81
42 407 322 283 2589 244 232 224 217 211 206 203 199 194 189 183 1.78 173 168 165 160 157 153 151 149 42
7.28 515 429 380 349 327 310 297 286 278 270 264 254 246 234 226 218 209 203 19 191 185 180 178
44 406 321 282 258 243 231 223 216 210 205 201 198 192 188 181 1.77 172 167 163 159 156 152 149 148 44
7.25 512 426 378 347 324 308 295 284 275 268 262 252 244 232 2,24 215 207 201 193 189 182 178 1.75
46 405 320 281 257 242 230 222 215 209 204 200 197 191 187 180 176 1.71 165 162 157 155 151 148 146 46
7.22 510 424 376 344 322 306 293 282 273 266 260 250 242 230 222 213 204 199 191 18 180 176 1.73
48 404 319 280 257 241 229 221 214 208 203 199 196 190 18 179 175 170 164 161 156 154 149 147 145 48
719 5.08 422 374 343 320 3.04 291 280 271 264 258 248 240 228 2,20 212 202 197 1.89 184 178 173 170
50 403 318 279 25 240 229 220 213 207 203 199 19 189 185 178 174 169 163 160 155 152 148 146 144 50
717 5.06 420 372 341 319 302 289 278 270 263 256 246 238 227 218 210 201 195 187 182 176 1.71 168
55 402 316 277 254 238 227 218 211 206 201 197 193 18 183 176 172 167 161 158 153 150 146 143 141 55
712 5.01 416 368 337 315 2,98 2.8 275 266 259 253 242 234 223 215 206 197 191 1.8 178 171 167 1.64
60 400 315 276 253 237 225 217 210 204 189 195 192 186 182 175 170 165 159 156 151 148 144 141 139 60
7.08 498 413 365 334 312 295 282 272 263 256 250 239 231 220 212 203 194 188 179 175 168 163 1.60
65 399 314 275 251 236 224 215 208 203 198 194 19 185 180 173 169 163 158 154 149 146 142 139 137 65
704 495 410 362 331 3.09 293 280 269 261 253 247 237 229 217 209 200 191 185 177 172 165 160 157
70 398 313 274 250 235 223 214 207 202 197 193 189 184 179 172 167 162 157 153 148 145 140 137 135 70
701 492 407 360 329 307 291 278 267 259 251 245 235 227 215 207 198 189 183 174 170 162 157 154
80 396 311 272 249 233 221 213 206 200 185 191 188 182 177 170 165 160 154 151 145 143 138 135 1.33| 80
6.96 4.88 4.04 2356 326 3.04 287 2.74 264 255 248 242 231 223 212 203 194 185 179 170 165 158 153 1.50
100 | 394 3.09 270 246 231 219 210 203 1987 1983 189 18 179 175 168 163 157 152 148 142 139 134 131 128 100
6.90 4,82 398 351 321 299 282 269 259 250 243 237 227 219 207 1.98 189 180 1.74 165 1.60 152 147 143
125 | 392 3.07 268 244 229 217 208 201 196 191 187 183 177 173 166 160 155 149 145 140 136 131 127 1.25 125
6.84 478 394 347 317 295 279 266 255 247 239 233 223 215 203 194 185 176 169 160 155 147 141 137
150 | 380 3.06 266 243 227 216 207 200 194 189 185 182 176 171 164 159 154 148 144 138 134 129 125 1.22| 150
6.81 475 391 345 314 292 276 263 253 244 237 231 220 212 200 1.92 1.83 173 166 157 152 143 138 133
200 | 389 304 265 242 226 214 206 198 193 188 184 180 174 169 162 157 152 146 141 135 132 126 122 119 200
676 4.71 388 341 311 289 273 260 250 241 234 227 217 209 197 1.89 179 169 163 153 148 139 133 128
400 | 388 302 263 239 224 212 203 196 190 185 18 178 172 167 160 154 149 142 138 132 128 122 117 1.13| 400
6.70 466 383 337 306 285 268 256 245 237 229 223 213 205 192 1.84 175 164 158 148 142 132 125 1.19
1000| 385 3.00 261 238 222 211 202 195 189 184 180 176 170 165 158 1.53 147 141 136 130 126 119 113 1.08| 1000
6.66 4.63 3.80 334 304 282 266 253 243 234 227 220 210 202 190 1.81 172 161 154 144 138 128 119 1.12
o 384 300 260 237 221 210 201 194 188 183 179 175 169 164 157 1.52 146 138 135 128 124 117 111 1.00]
6.63 4.61 3.78 332 302 280 264 251 241 232 225 218 208 200 1.88 1.79 170 159 152 142 136 125 115 1.00 I
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