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I. INTRODUCCION.

El Tanacetum parthenium es una planta que se utiliza en la medicina
herbolaria para el tratamiento de la migrafia (Knigth, 1995); esta actividad
terapéutica le ha sido atribuida a la partendlida, que es una lactona
sesquiterpética (Heptinstall et al., 1992) la cual se ha utilizado como compuesto
marcador en esta planta. Se ha demostrado que el contenido de partendlida en
Tanacetum parthenium tiene amplias variaciones dependiendo del sitio en el
que crece, reportandose que el compuesto no se encuentra en todas las
muestras de la especie, principalmente en muestras que crecen en México
(Romo de Vivar y Jiménez, 1965), o que las concentraciones en las que esta
presente no son cuantificables (Avula et al., 2006).

Para fines de andlisis cuantitativo, el utilizar la partendlida como compuesto de
referencia queda limitado. Sin embargo en la planta estdn presentes otros
compuestos como la santina la cual se encuentra en muestras de la planta
contengan o no partendlida, y que ademas, podria funcionar como compuesto
marcador de la especie, requiriéndose a la par desarrollar métodos de analisis
para su cuantificacion.

En el presente trabajo se llevé a cabo el aislamiento de la santina, de una
muestra de la planta adquirida en el Mercado de Sonora (MS;), asi como
también se desarroll6 y se llevd acabo la validacion de un método por
Cromatografia de Liquidos de Alta Presion para cuantificar a la santina en
diferentes muestras de Tanacetum parthenium, dos del Mercado de Sonora
(MS1 y MS;), dos colectadas en Tulyehualco (T; y T2) y dos extractos
comerciales uno del proveedor Amax NutraSource (EC;) y otro de los

Laboratorios Mixim (EC,).
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ll. FUNDAMENTO TEORICO.

2.1 CROMATOGRAFIA.

2.1.1 Definicién

La cromatografia se define como una técnica mediante la cual se separan
solutos a través de un proceso dinamico de migracién diferencial en un sistema
que consta de dos o mas fases, una de la cuales se mueve continuamente en
una direccion dada y en la que las sustancias individuales presentan diferentes
movilidades a causa de diferencias de adsorcion, particion, solubilidad, presion
de vapor, tamafio molecular o densidad de carga i6nica. Las sustancias asi
separadas se pueden identificar o determinar mediante procedimientos

analiticos (USP, 2007).

La técnica cromatografica en general requiere que un soluto se distribuya entre
dos fases, una fija (fase estacionaria) y otra moévil (fase mdévil), la fase movil
transfiere el soluto a través del medio, hasta que éste finalmente emerge
separado de otros solutos que eluyen antes o después. La fase estacionaria

puede actuar mediante adsorcion, o por disolucion del soluto  (USP, 2007).

2.1.2 Clasificacion.

De acuerdo a la naturaleza de las fases involucradas y a los mecanismos de
separacion, la cromatografia se divide en:

a) Cromatografia de gases. En este tipo de cromatografia la fase movil es un
gas y la estacionaria es un sélido (Cromatografia gas-sélido) o un liquido

(Cromatografia gas-liquido) (USP, 2007).
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b) Cromatografia de liquidos. Dentro de la cromatografia liquida existe otra

clasificacién como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion de la Cromatografia Liquida.

Cromatografia plana Cromatografia en columna

Cromatografia Liquido —Sélido
(adsorcion)
Cromatografia en capa delgada
Cromatografia Liquido-Sdlido

(adsorcion)
(particién)

Cromatografia en papel (particion)
Cromatografia de intercambio i6nico

Cromatografia de exclusion

2.1.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Presion.

La cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC, por sus siglas en inglés), a
veces llamada cromatografia de liquidos de alta resolucion, es una técnica de
separacion basada en una fase estacionaria sélida y una fase mavil liquida. Las
separaciones se logran por procesos de particion, adsorcion o intercambio
ionico, segun el tipo de fase estacionaria empleada. La HPLC tiene ventajas
caracteristicas sobre la cromatografia de gases para el analisis de compuestos

organicos. Los compuestos que se van a analizar se disuelven en un disolvente
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adecuado y la mayoria de las separaciones tienen lugar a temperatura
ambiente. Por lo tanto, la mayoria de los farmacos, aun siendo compuestos no
volatiles o térmicamente inestables, pueden cromatografiarse sin

descomposicion o sin necesidad de hacer derivados volatiles (USP, 2007).

2.1.3.1 Aparato.

Un cromatdgrafo de liquidos consta de un recipiente que contiene la fase movil,
una bomba para forzar el paso de la fase movil a través del sistema a alta
presion, un inyector para introducir la muestra en la fase movil, una columna
cromatografica, un detector y un dispositivo de recoleccion de datos (USP,

2007).

SISTEMAS DE BOMBEO. Los sistemas de bombeo de HPLC administran
cantidades exactas de fase movil desde los recipientes hasta la columna
mediante una tuberia y uniones adecuadas para altas presiones. Los sistemas
modernos constan de una o varias bombas reguladoras controladas por
computadora que pueden programarse para variar la relacion entre los
componentes de la fase movil segin se requiera para la cromatografia en
gradiente, o para mezclar la fase movil en corridas isocraticas. Las presiones
operativas son tipicamente de hasta 5000 psi 0 mas, con velocidades de flujo

de hasta 10 mL por minuto (USP, 2007).

INYECTORES. Después de ser disueltos en la fase movil u otra solucion
apropiada, los compuestos que se van a cromatografiar se inyectan en la fase
movil, ya sea manualmente usando jeringas o inyectores de espiral o bien

automaticamente mediante el uso de inyectores automaticos. Estos pueden
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programarse para controlar el volumen de muestreo, el nUmero de inyecciones
y los ciclos de enjuague del espiral, el intervalo entre las inyecciones y otras

variables operativas (USP, 2007).

COLUMNAS. Para la mayoria de los analisis farmacéuticos, la separacion se
logra por la particibn de los compuestos presentes en la solucion de prueba
entre la fase movil y la fase estacionaria. Los sistemas que constan de fases
estacionarias polares y fases mdviles no polares se describen como de fase
normal, mientras que por el contrario cuando se emplean fases maviles polares
y fases estacionarias no polares se denomina cromatografia en fase reversa.
La cromatografia de particion casi siempre se emplea para compuestos

solubles en hidrocarburos de peso molecular menor de 1000 (USP, 2007).

Las fases estacionarias para la cromatografia de liquidos moderna en fase
reversa constan normalmente de una fase organica quimicamente unida a
silice u otros materiales. Las particulas son generalmente de 3 um a 10 um de
diametro, pero los tamafios pueden llegar hasta 50 uym o mas para las

columnas preparativas (USP, 2007).

Por lo general, las columnas empleadas para las separaciones analiticas tienen
diametros internos de 2 mm a 5 mm, para la cromatografia preparativa se
emplean didmetros mas grandes. Las columnas pueden calentarse para
proporcionar separaciones mas eficaces, pero rara vez se utilizan temperaturas
por encima de los 60C, debido a la potencial degradacion de la fase

estacionaria o la volatilidad de la fase mévil. A menos que se especifique algo
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diferente en la monografia individual, las columnas se emplean a temperatura

ambiente (USP, 2007).

DETECTORES. EI tipo de detector de UV consta de una celda de flujo
colocada en el extremo de la columna. Un haz de radiacion UV pasa a través
de la celda de flujo y se introduce en el detector. A medida que los compuestos
eluyen de la columna, pasan a través de la celda y absorben la radiacion, lo

gue da lugar a cambios cuantificables en el nivel de energia (USP, 2007).

Pueden obtenerse con facilidad detectores de longitud de onda fija, variable y
multiple. Los detectores de longitud de onda fija operan a una sola longitud de
onda, habitualmente a 254 nm, emitida por una ldmpara de mercurio de baja
dispersidn. Los detectores de longitud de onda variable contienen una fuente
de luz continua, como una lampara de deuterio o de xendn de alta presion y un
monocromado o un filtro de interferencia para generar radiacion monocromatica
a una longitud de onda seleccionada por el operador. Los detectores de
longitud de onda multiple miden la absorbancia a dos o mas longitudes de onda
simultdneamente. Estos detectores adquieren los datos de absorbancia a lo
largo del intervalo total UV-visible y, por lo tanto, proporcionan al analista
cromatogramas a multiples longitudes de onda seleccionadas y espectros de

de ultravioleta de los picos eluidos (USP, 2007).

DISPOSITIVOS DE RECOLECCION DE DATOS. Las unidades procesadoras

de datos modernas, reciben y almacenan la sefial de los detectores e
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imprimen el cromatograma completo con las alturas y areas de los picos, la

identificacion de la muestra y las variables del método (USP, 2007).

2.2 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

2.2.1 Definicion.

Un método analitico se define como la descripcibn de la secuencia de
actividades, recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para

llevar a cabo el andlisis de un componente especifico de la muestra.

La validacion de métodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos

para la aplicacién analitica deseada (CNQFB, 2000).

2.2.2 Clasificacion de Métodos Analiticos.

2.2.2.1 En funcién de su estado regulatorio.

a) Métodos farmacopeicos. Todos aquellos métodos que aparecen en cualquier

farmacopea (FEUM, USP, BP, Europea, etc.) (CNQFB, 2000).

b) Métodos no farmacopeicos. Aquellos métodos no compendiados en una

farmacopea (CNQFB, 2000).

2.2.2.2 En funcién de su aplicacion (NOM-059 SSA1 y NOM-073SSA1).

a) Métodos para producto a granel
b) Métodos para producto terminado.
c) Métodos para materia prima.

d) Métodos indicadores de estabilidad (CNQFB, 2000).
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2.2.2.3 En funcién de la naturaleza de la respuesta analitica.

a) Meétodos fisico-quimicos: Cuando la respuesta es de caracter fisico
(absorcion de luz, emision de luz, voltaje, etc.) o quimico (consumo de iones —

OH, consumo de un acomplejante, etc.) (CNQFB, 2000).

b) Métodos biolégicos. Cuando la respuesta es de caracter bioldgico

(crecimiento de un microorganismo, proteccién, muerte, etc.) (CNQFB, 2000).

2.2.2.4 En funcion de su propdésito analitico.

a) Métodos para cuantificar el analito (contenido o potencia).
b) Métodos para establecer la presencia del analito a un limite.

c) Métodos para identificar el analito (CNQFB, 2000).

2.2.2.5 En funcion de la naturaleza del sistema de medicion.

a) Métodos en los cuales el instrumento de medicién de la respuesta analitica,
permite medir una sefial de ruido (cromatégrafo de liquidos, cromatégrafo de

gases, espectrofotémetro, etc.) (CNQFB, 2000).

b) Métodos en los cuales el instrumento de medicion no permite medir una
sefial de ruido (buretas, medidor de halos, potenciometros, etc.) (CNQFB,

2000).

Cualquier método analitico puede estar constituido por técnicas de separacion,
extraccion, etc., y por técnicas de medicion (espectrofotometria, volumetria,
colorimetria, potenciometria, etc.) que permiten medir la respuesta del analito

en la muestra (CNQFB, 2000).
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2.2.3 Parametros de desempefio.

Un parametro de desempefio es un parametro especifico a estudiar en un

protocolo de validacién (CNQFB, 2000).

a) Linealidad. Habilidad para asegurar que los resultados obtenidos
directamente o por medio de una transformacién matematica definida, son
proporcionales a la concentracion del analito, dentro de un intervalo

determinado (CNQFB, 2000).

b) Precision. Grado de concordancia entre los resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
porciones de una muestra homogénea del producto o de una referencia
(CNQFB, 2000).

De esta se derivan los siguientes parametros:

- Precisién intermedia. Precisién de un método analitico, expresada como
la concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en diferentes dias
(CNQFB, 2000).

- Repetibilidad. Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un
solo analista, usando los mismos instrumentos y método.

- Reproducibilidad. Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas por diferentes

laboratorios (CNQFB, 2000).
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c) Exactitud. Concordancia entre un valor obtenido empleando el método y el

valor de referencia (CNQFB, 2000).

d) Limite de cuantificacion. Concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables, bajo las condiciones de

operacion establecidas (CNQFB, 2000).

e) Limite de deteccion. Concentracion minima del analito en una muestra que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las

condiciones de operacion establecidas (CNQFB, 2000).

f) Robustez. Capacidad del método analitico de mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefias pero deliberadas, en los parametros
normales de operacién del método. Se refiere a la influencia de factores

internos del método (CNQFB, 2000).

g) Tolerancia. Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos, por el
analisis de la misma muestra bajo diferentes condiciones normales de
operacion como pueden ser equipos, columnas. Se refiere a la influencia de

factores externos del método (CNQFB, 2000).

h) Aptitud del sistema. Verificacion de que el sistema (instrumento, analista,
equipo, sustancia de referencia, entre otros) opera con base a criterios
preestablecidos, que determinan asegurar la confiabilidad de los resultados de

un método analitico (CNQFB, 2000).

10
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La evaluacion de la aptitud del sistema se recomienda para todos los métodos
analiticos, ya que permite verificar que el sistema de medicion funciona
apropiadamente, independientemente de las condiciones ambientales (CNQFB,

2000).

2.2.4 Datos requeridos para la validacion.

Los requisitos de las pruebas farmacopeicas varian desde valoraciones
analiticas muy rigurosas hasta evaluaciones de atributos subjetivos.
Considerando esta amplia variedad, es logico que diferentes procedimientos de
prueba requieran diferentes esquemas de validaciéon (Cuadro 3), (USP, 2007).

Estas categorias se indican a continuacion:

Categoria I: Los procedimientos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos en
productos farmacéuticos (USP, 2007).

Categoria Il: Los procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas
en farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos
terminados. Estos procedimientos incluyen andlisis cuantitativos y pruebas de
limite (USP, 2007).

Categoria lll: Los procedimientos analiticos para la determinacién de las
caracteristicas de desempefio (por ejemplo, disolucion, liberacién del farmaco)
(USP, 2007).

Categoria IV: Pruebas de identificacion (USP, 2007).

11
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El Cuadro 2 muestra los datos requeridos para la validacion para cada una de

las categorias antes mencionadas.

Cuadro 2. Datos requeridos para la validacion

Categoria Il
Caracteristicas de . Pru? b_a de Prueba de Limite . .
~ o Categoria | Limite - Categoria lll  Categoria IV
Desempefio Analitico e Cualitativa
Cuantitativa

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccion No No Si * No
Limite de cuantificacion No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

2.3 Prueba de homoscedasticidad.

Una curva de calibracion bien disefiada e interpretada es fundamental en
cualquier metodologia de analisis. La calidad de los datos bioanaliticos
depende en gran medida de la calidad de la curva estandar utilizada para
generarlos. Las concentraciones de analito en muestras desconocidas,
tipicamente son evaluadas utilizando los resultados de regresion obtenidos
para las curvas de calibracion y aunque algunos procedimientos analiticos
requieren de una calibracién no lineal, la regresion lineal es el modelo mas

comunmente que se utilizado (Almeida et al., 2002).

Sin embargo, la condicion de varianzas iguales, denominada

homoscedasticidad, frecuentemente no se cumple para los datos analiticos

(Almeida et al., 2002).
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La prueba de homoscedasticidad debe ser aplicada en cualquier analisis de
regresion lineal. Se puede realizar construyendo una grafica de residuales vs
concentracion y mediante la aplicacion de una prueba F con las siguientes

estadisticas:

'r|
HANNZS

Fao (f1, f2; 0.99), donde el valor de F experimental es expresado como el

cociente entre las varianzas obtenidas para el nivel de concentracion mas bajo
(sf) y el nivel de concentracion mas alto (sﬁ) del rango trabajado, y el valor de

F de tablas es obtenido para la F de tablas con un nivel de confianza de 99%

para f; = f, = (n-1) grados de libertad (Almeida et al., 2002).

Si la varianza es constante en el rango de calibracion, los residuales deben
distribuirse por arriba y por abajo del eje de las “X” y Feyxp debe ser menor que

Fiwab (Almeida et al., 2002).

Si no se cumple la prueba de homoscedasticidad, el siguiente paso es la
eleccion del factor de ponderacién, W;. Como no es adecuado calcular el
inverso de la varianza, teniendo en cuenta que se requieren varias
determinaciones para cada punto de calibracion y debe realizarse una linea de
calibracion cada vez que se utiliza el método, se deben estudiar los pesos

1/2

empiricos 1/x*2, 1/x, 1/x?, 1/iy*2, 1/y y 1/y? para encontrar la mejor modelo de

calibracion (Almeida et al., 2002).
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El mejor factor de ponderacion se elige de acuerdo al porcentaje de error
relativo (% RE, por sus siglas en ingles), que compara la concentracion
obtenida a partir de la ecuaciéon de regresion obtenida para cada W; con la

concentracion estandar nominal (Almeida et al., 2002).

Concentadn,,.... — €ocentracdn . ... 100
Concentra®n

% RE=

nomin al

El %RE puede ser evaluado calculando la suma de %RE, que estd definido
como la sumatoria de los valores absolutos de %RE. El modelo adecuado es el

que tenga el menor valor de %RE (Almeida et al., 2002).

2.4 Tanacetum parthenium.

2.4.1 Generalidades

Pertenece a la familia Compositae o Asteraceae. Algunos de sus sinGnimos
son: Chrysanthemum parthenium, Leucanthemum parthenium, Pyretrum
parthenium, Matricaria parthenium. Se considera originaria de Iran, lrak y de
Europa, adaptada a climas calido, semicalido, semiseco y templado. Se cultiva

en huertos familiares, crece a orillas de caminos o en terrenos de cultivo.

En Estados Unidos y en Europa se conoce como Feverfew (Foster, 1991) y en

México como Altamiza, Hierba de Santa Maria, Hierba Santa, Manzanilla

Grande, Manzanilla Romana, Mastranzo, Matlali. En otomi dhata manzanilla,
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en nahuatl caltemasha (Foster, 1991; Argueta, 1994) o simplemente Santa

Maria.

Tanacethum parthenium es una planta arbustiva, erecta, aromatica, de 30 cm a
1 m de altura, escasamente velluda, puede tener el tallo simple o ramificado,
desde la base. Sus hojas son simples, de color verde, alternas, con graba de
cara superior, y pubescente en la cara inferior, pinatifida, con lI6bulos obovados
y dentados. Las flores que aparecen de julio a Octubre, estan dispuestas en
corimbos de hasta 30 piezas, con algunas florecillas blancas alargadas, y otras
amarillas en forma de disco con bracteas involucras cubiertas de pelusa
(Martinez, 1992; Argueta, 1994; Linares, 1996).

En estados como Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Morelos, México, Tlaxcala y
Veracruz se utiliza para diversos tipos de cefalea, como analgésico, para la
artritis, para aliviar trastornos de la menstruacion y para provocar el aborto. Se
toma el cocimiento de las ramas o de las flores (Lawrence, 1990; Argueta,

1994). También se utiliza como “chiquiador”.

En la medicina tradicional del Reino Unido y Europa ha sido utilizada para
aliviar el dolor de cabeza, los dolores menstruales, el asma, la artritis y como
antipirético. Las hojas son ingeridas frescas, en una dosis diaria de 2 a 3 hojas

(Foster, 1991).

También ha tenido uso como planta de jardin, ya que aromatiza el aire debido a

su fuerte olor. Funciona ademas como repelente de insectos (Foster, 1991).
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2.4.2 Composiciéon quimica.

La lactona sesquiterpénica mas importante presente en Tanacetum parthenium
es la partendlida, la cual se ha tomado como compuesto marcador, para la
actividad biolégica y para el control de calidad de preparaciones farmacéuticas

y analisis de materia prima (Bohlman y Zdero, 1982).

Figura 1. Partendlida

Existen varios procedimientos de extraccion, los cuales incluyen la
cromatografia en columna abierta, cromatografia de gases y Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en ingles) (Brown, et al,
1996). Recientemente se ha aplicado la Extraccion de Fluido Supercritico para

su obtencion (Cretnik et al., 2005)

La partenolida fue identificada en 1982, en un extracto de éter de petroleo:dietil
éter (2:1) de las partes aéreas provenientes de Alemania. Ademas este
extracto también contenia alcanfor, y acetato de crisantenilo (Bohlman y Zdero,
1982). Ambos son compuestos mayoritarios del aceite esencial de muestras
provenientes de Bélgica y Egipto (Pooter et al., 1989) y México (Hendriks, et

al., 1996).
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El contenido de partendlida, varia en funcion del ciclo vegetativo y es maxima
en el momento de la floracion (Hendriks et al., 1997). En muestras originarias
del Reino Unido su contenido en flores es del 1.38% y en las hojas del 0.95%,
es poco abundante en los tallos (0.08%) y casi ausente en raices (0.01%)

(Heptinstall et al., 1992; Cretnik et al., 2005).

Las plantas que crecen en el valle de México (Romo de Vivar y Jiménez, 1965)
y en Yugoslavia (Stefanovic et al., 1985) carecen de partendlida. Sin embargo,
en un estudio donde se compara el contenido de este compuesto entre las
plantas de origen estadounidense y mexicana, se reporta que en los
ejemplares de los Estados de Oaxaca Yy Puebla en México, contienen este
metabolito en un 0.28% y 0.25% respectivamente y para las muestras del Valle
de México se encuentran en muy bajas concentraciones que no se pueden
cuantificar, pero que se detectan por cromatografia de liquidos acoplado a

espectrometria de masas (Avula et al., 2006).

Existe gran controversia al proponer a la partendlida como el inico compuesto
marcador de T. parthenium. Béjar (1996), propone que no solo la partendlida le
confiere la actividad biolégica a esta planta, sino que existen otros compuestos

gue pueden ser los responsables de la proflilaxis de la migrafia.

El resto de las lactonas sesquiterpénicas presentes estan en pequefas
cantidades <10mg/Kg. Otros germacrandlidos representativos son una serie de
metabolitos los cuales probablemente se obtienen por epoxidaciéon y/o

oxidacion alilica, con o sin arreglo alilico de la partendlida (Knight, 1995). Estos
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incluyen la custundlida, la 3B-hidroxicustundlida, la 3B-hidroxipartendlida, la
armemorina, la 3B-hidroxianhidroverlotorina, la epoxiartemorina y el peréxido
correspondiente. Estan presentes dos eudesmanos el metil éster del acido
costico y la reinosina, ambos se encuentran en pequefias cantidades (Knight,

1995).

El resto de las lactonas sesquiterpénicas son del tipo guayendlida (Knight,
1995; Boholman y Zdero, 1982). Se encuentran trazas de 8a-hidroxiestafiatina,
acompafiada por los correspondientes ésteres isobutilato y angelato. Se
encuentran también dos series de guayendlidas, la serie o, representadas por
la tanapartina-a—peroxido, la canina y pequefias trazas de 10-epi-canina y
seco-tanapartolida A. La serie [ corresponde a la tanapartina-p-peroxido, la

artecanina y finalmente la seco —tanapartolida B (Knight, 1995).

En estudios realizados a T. parthenium mexicana se encontraron la
crisantemina A, crisantemina B y la santamarina., no asi la partenélida (Romo

et al., 1965; Romo et al., 1970).

Las partes aéreas de la planta contienen una mezcla compleja de diferentes
tipos de constituyentes. Se encuentran entre ellos el germacreno D, el -
farneseno y el alcanfor, pequefias cantidades (<10 mg/Kg) de crisantenil
acetato y el epimero cis-crisantenol junto con los ésteres acetato, angelato e
isovalerato. También se encuentran presentes el cisbervenol, la 4p-
acetoxicrisantenona, asi como el bornil acetato y bornil angelato (Boholmann y

Zdero, 1982).
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También se encuentran una serie no terpenoide de ésteres espirocetalicos, los
cuales también estan presentes en pequefias cantidades. Estos mismos han
sido encontrados en las raices de la planta en niveles relativamente altos, lo
cual quizéa indicaria el rol de defensa de este compuesto (Boholmann y Zdero,

1982).

Los principales componentes que constituyen el aceite esencial de T.
parthenium de especies inglesas y holandesas son el alcanfor y el crisantenil
acetato en un 28-48% y un 30-22% respectivamente. Otros terpenos que
contiene son el a-pineno, el camfeno, el B-pineno, el a-terpineno, el p-cimeno,
el y-terpineno, el crisantenol, el bornil acetato, el B-cariofileno, el B-farneseno,

el D-germacreno, el epoxido del p-cariofileno (Hendriks, et al., 1996).

También se han identificado los siguientes flavonoides: la santina
(Williams et al.,, 1999), el 3,6-dimetil éter y el 3,6,4-trimetil éter del
hidroxikaempferol; el 3,6-dimetil éter y el 3,6,4-trimetil éter de la
quercetagetina. Las siguientes flavonas: la apigenina, la luteolina, el crisoeriol,

la apigenina 7-glucérido, la luteolina 7-glucérido. (Williams et al., 1999).

Desde el punto de vista fitoquimico, Tanacetum parthenium contiene una gran
variedad de constituyentes, entre los que destacan flavonoides, terpenoides,
lactonas sesquiterpénicas, entre otros. Algunos de estos compuestos se

ilustran en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Principales compuestos de Tanacetum parthenium.

Origen de la

Nombre y Estructura Parte estudiada muestra Referencia
Partes aéreas Alemania Boholman y Zdero, 1982.
Flores, hojas, tallos Reino Unido Heptinstall et al., 1992.
y raices Cretnik et al., 2005.
Hojas y flores EUA Heptinstall et al., 1992.
Hojas y semillas EUA Awang et al., 1991.
Partes aéreas EUA Avula et al., 2006.
Partes aéreas Alemania Boholman y Zdero, 1982.
Partes aéreas Reino Unido Groenewegen et al., 1986
Cretnik et al., 2005.
Partes aéreas y Alemania Boholman y Zdero, 1982.
semillas.
Hojas y semillas Reino Unido Milbrodt et al., 1996.
R=H Costundlida
R= OH 3pB-hidroxicostundlida
Semillas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

HO

3B-hidroxianhidroverlotorina

Milbrodt et al., 1996.
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Cuadro 3. Principales compuestos de Tanacetum parthenium (Continuacion).

Nombre y Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Artemorina
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
o
Epoxiartemorina
OOH
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

R= OH 8a-hidroxiestafiatina
R= OBui 8a-isobutiloxiestafiatina
R= OAng 8a-angeloiloxiestafiatina

Milbrodt et al., 1996.
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Cuadro 3. Principales compuestos de Tanacetum parthenium (Continuacion).

Nombre y Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Hojas Reino Unido Begley et al., 1989.
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.
Goenewegen. et al., 1986.
Hojas Reino Unido Begley et al., 1989.
Partes aéreas México Romo et al., 1970
Milbrodt et al., 1996.
Canina
1]
1]
GO LIS Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982
Hojas Reino unido Groenewegen et al., 1986
Milbrodt et al., 1996.
a
Seco-tanapartélida A
Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

10-epi-canina

22




Desarrollo y Validacion de un Método por Cromatografia de Liquidos para el
Analisis de Santina como Compuesto Marcador de Tanacetum parthenium.

Cuadro 3. Principales compuestos de Tanacetum parthenium (Continuacion).

Nombre y Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra

Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

Milbrodt et al., 1996.
Partes aéreas Alemania Bohiman y Zdero, 1982.

Groenewegen et el., 1986.
Hojas Reino Unido Begley et el., 1989,
Hojas y semillas EUA Awang et al., 1991.
Partes aéreas México Romo et al., 1965
Artecanina

Partes aéreas Alemania Bohlman y Zdero, 1982.

Hojas Reino Unido Begley et al., 1989.

Raices Sudamerica Milbrodt et al., 1996.

3,5-epoxi-8-desoxicumambrina B
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Cuadro 3. Principales compuestos de Tanacetum parthenium (Continuacion).

Nombre y Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
HO H Partes aéreas México Romo et al., 1970
N
Partes aéreas Alemania Boholman y Zdero, 1982.
Hojas y semillas EUA Awang et al., 1991.
6]
Reinosina
Partes aéreas México Romo et al., 1965
Hojas y semillas EUA Awang etal., 1991.
Santamarina
YL
o)\/\o Ty
% Raices Polonia Kisel y Stojakowska, 1997.
/
i
9-epipectacol B
HsCO
X
HO o ¢ Raices Polonia Kisel y Stojakowska, 1997.
OCHjs
Isofraxidina
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Cuadro 3. Principales compuestos de Tanacetum parthenium (Continuacion).

Germacreno D

Nombre y Estructura Parte estudiada Origen de la Referencia
muestra
Partes aéreas México Rodriguez et al., 1973.
Partes aéreas Francia Long et al., 2003.
Santina
H3CO
Hojas, flores y Alemania Williams et al., 1999.
semillas
HO
OH 0]
Tanetina
OCH;
| OH
HO ‘
== . .
Partes aereas Francia Long et al., 2003.
Halo S
OH
Jaceidina
Partes aereas Alemania Boholman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
/ Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido Hendriks et al., 1996.
Holanda
México Hendriks, et al., 1996.
Turquia Akpulat et al., 2005.
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Cuadro 3. Principales compuestos de Tanacetum parthenium (Continuacion).

Nombre y Estructura Par'te Origen de la Referencia
estudiada muestra
Partes aéreas Alemania Boholman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
! Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido Hendriks et al., 1996.
Holanda
Croacia Kalodera et al., 1997.
México Hendriks, et al., 1996.
Turquia Akpulat et al., 2005.
Alcanfor
Partes aéreas Alemania Boholman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido Hendriks et al., 1996.
Holanda
Croacia Kalodera et al., 1997.
México Hendriks, et al., 1996.
Turquia Akpulat et al., 2005.
Acetato de crisantenilo
Partes aereas Alemania Boholman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido Hendriks et al., 1996.
Holanda
Croacia Kalodera et al., 1997.
México Hendriks, et al., 1996.
Turquia Akpulat et al., 2005.
a-pineno
Partes aéreas Alemania Boholman y Zdero, 1982.
Bélgica Hamidi y Nady, 1989.
Egipto Hamidi y Nady, 1989.
Reino Unido Hendriks et al., 1996.
Holanda ]
México Hendriks, et al., 1996.
B-pineno
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Cuadro 3. Principales compuestos de Tanacetum parthenium (Continuacion).

Nombre y Estructura

Parte estudiada

Origen de la
muestra

Referencia

ats

a-terpineno

Partes aéreas

Alemania
Bélgica
Egipto
Reino Unido
Holanda
México
Turquia

Boholman y Zdero, 1982.

Hamidi y Nady, 1989.
Hamidi y Nady, 1989.
Hendriks et al., 1996.

Hendriks, et al., 1996.
Akpulat et al., 2005.

ata

y-terpineno

Partes aéreas

Alemania
Bélgica
Egipto
Reino Unido
Holanda
México
Turquia

Boholman y Zdero, 1982.

Hamidi y Nady, 1989.
Hamidi y Nady, 1989.
Hendriks et al., 1996.

Hendriks, et al., 1996.
Akpulat et al., 2005.

7 Oa

4-terpineol

Partes aéreas

Alemania
Bélgica
Egipto
Reino Unido
Holanda
México
Turquia

Boholman y Zdero, 1982.

Hamidi y Nady, 1989.
Hamidi y Nady, 1989.
Hendriks et al., 1996.

Hendriks, et al., 1996.
Akpulat et al., 2005.

U

Limoneno

Partes aéreas

Alemania
Bélgica
Egipto
Reino Unido
Holanda
México
Turquia

Boholman y Zdero, 1982.

Hamidi y Nady, 1989.
Hamidi y Nady, 1989.
Hendriks et al., 1996.

Hendriks, et al., 1996.
Akpulat et al., 2005.
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2.4.3 Métodos de cuantificacion de partendlida.

Actualmente existen métodos para la cuantificacion de partendlida, todos ellos
basados en la Cromatografia de Liquidos de Alta Presién algunos de ellos
acoplados a espectroscopia de masas 0 a un detector de UV (ZiQi Zhou et al.,

1999; Avula et al., 2006).

2.4.4 Santina.

2.4.4.1 Propiedades.

Nombre index: 3,6,4’ trimetil eter.
Nombre trivial: santina

Formula condensada: Cig His 07
Peso molecular: 344.32 g/mol

Estructura:

HO

H3CO

Figura 2. Estructura de la santina

2.4.4.2 Actividad bioldgica.

Se ha encontrado que los flavonoides de Tanacetum parthenium, entre ellos la
santina, poseen una actividad antiinflamatoria (Williams et al., 1999); también
se ha reportado que este flavonoide tiene una actividad antimicotica (Long et

al., 2003).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hasta ahora sélo se ha considerado a la partendlida como compuesto
marcador de la especie Tanacetum parthenium, compuesto al que se le ha
atribuido la actividad terapéutica contra la migrafia. Estudios realizados
recientemente han demostrado que este compuesto no esta presente en todas
las muestras de T. parthenium o simplemente se encuentra en pequefias
cantidades no cuantificables (Avula et al., 2006). Se sabe también que hay
grandes variaciones en el contenido de Partendlida tanto en materia prima
como en productos comerciales que contienen T. parthenium (Awang et al.,
1991), y que la cantidad de partendlida varia en funcién del ciclo vegetativo,
alcanzando su concentracion maxima en el momento de la floracién (Hendriks,

1997).

Existe gran controversia al proponer a la partendlida como el Unico compuesto
activo de T. parthenium. Béjar (1996) propone que no soélo la partendlida le
confiere la actividad biolégica a esta planta, sino que existen otros compuestos
que pueden ser los responsables de la proflilaxis de la migrafia. Por otro lado,
independientemente de que contenga o no partendlida, la planta se utiliza para
elaborar fitomedicamentos, sin embargo no se puede realizar la cuantificacién
de partendlida para aquellas muestras en las que este compuesto se encuentra

en cantidades no cuantificables o esta ausente.

Por lo anterior, se llevo a cabo el aislamiento de santina de una muestra de
Tanacetum parthenuim, con la finalidad de proponerlo como compuesto

marcador de esta especie, asi como también se realizé el desarrollo y la
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validacion de un método por Cromatografia de Liquidos de Alta Presién para el
analisis del contenido de este metabolito en diferentes tipos de muestras de

Tanacetum parthenium y productos comerciales que contengan esta planta.
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IV. HIPOTESIS.

La santina es un compuesto que se encuentra en la planta de Tanacetum.
parthenium de diferentes origenes por lo que serd un buen compuesto
marcador para dicha especie que a diferencia de la partendlida se encuentra en
concentraciones suficientes para cuantificarse por cromatografia de liquidos en
las diferentes muestras provenientes de plantas cultivadas y colectadas en

diferentes lugares y épocas del afio.
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V. OBJETIVO.

Desarrollar y validar un método por HPLC para el andlisis de santina en

muestras de Tanacetum parthenium de diferentes origenes.
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VI. METODOLOGIA.

En el Diagrama 1 se representa el esquema general de la metodologia utilizada

en este trabajo.

Obtencion de muestras de
Tanacetum parthenium

Mercado de Sonora Tulyehualco

MS; MS, Ty T2

Obtencién de la santina

Desarrollo de un método por
Cromatografia de Liquidos

Validacion

Sistema Método

Andlisis de las muestras

MS;, MS,, Ty, Ty, EC1y EC,

Obtencion y analisis de
resultados

Diagrama 1. Diagrama de Flujo de la Metodologia
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33



Desarrollo y Validacion de un Método por Cromatografia de Liquidos para el
Analisis de Santina como Compuesto Marcador de Tanacetum parthenium.

Extracto diclorometano

Adsorcion del extracto con gel de silice (1:1)

Separacion por cromatografia en columna abierta

fase normal
Hexano
Fracciones de 50 mL Hexano:Acetato de etilo

(F1-Fo). fracciones de 100mL.
90:10 80:20 (F7 5:i5 )
= i 227126

(F10-F1s) (Fig-Fz1) Aislamiento de

santina

Purificacion e identificacion de la santina

Diagrama 2 . Aislamiento de santina de T. parthenium.
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6.1 Aparatos.

El punto de fusion se determiné en un aparato Electrothermal Digital IA9100. El
espectro de infrarrojo (IR) se registr6 en espectrometro Perkin Elmer modelo
599 y los espectros de Resonancia Magnética Nuclear RMN-'H y RMN-3C se

obtuvieron en un espectrometro Varian Modelo Unity INOVA 300 o 400MHz.

Para el desarrollo y validacion del método para cuantificar a la santina se utilizé
un cromatografo de liquidos marca Waters con un detector con arreglo de
diodos 2696, un inyector 717 plus y una bomba 600. Para el procesamiento de

los datos se utiliz6 como software Epower.

6.2 Material vegetal.

La santina se aisl6 de una muestra de Tanacetum parthenium que fue
adquirida en el Mercado de Sonora (MS;) el 29 de Enero de 2007, el mercado
se encuentra ubicado en Av. Fray Servando Teresa de Mier # 419 Col. Merced

Balbuena, Delegacion Venustiano Carranza, México, D.F.

Se analizaron 6 muestras de Tanacetum parthenium por cromatografia de
liquidos, dos del Mercado de Sonora (MS; y MS,), la primera adquirida el 29
de Enero y la otra el 10 de Febrero de 2007; dos muestras colectadas en
Tulyehualco (T1 y T») la primera el 3 de Febrero y la segunda el 23 de Febrero
de 2006 y dos extractos comerciales uno del proveedor Amax NutraSource

(EC,) y otro de los Laboratorios Mixim (EC.).
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6.3 Obtencion del Extracto de Diclorometano.

La planta que fue adquirida en el Mercado de Sonora (MS1) el 29 de Enero de
2007, se dej6 secar a la sombra durante una semana. La planta seca y molida
(952 g) fue macerada con diclorometano durante 72 horas, el extracto se filtro y
se concentrd a presion reducida en un evaporador rotatorio. Este procedimiento
se realizé por triplicado. Después de eliminar el disolvente se obtuvo una pasta

verde oscuro (68 g).

6.4 Aislamiento de la santina del Tanacetum parthenium.

El extracto de diclorometano (65 g) se adsorbié en proporciéon 1:1 con gel de
silice 60 (0.063-0.2mm), inmediatamente después se realizd una separacion
por cromatografia en columna abierta fase normal, utilizando como eluyentes

hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones (Diagrama 2).

La fase movil utilizada inicialmente para eluir la columna fue Hexano (100%),
colectando 9 fracciones de 50mL (F;-Fg). Posteriormente se cambié la
polaridad de la fase mévil a Hexano:Acetato de etilo en una proporcién 90:10
colectandose 6 fracciones de 100mL (Fio-F15). Se hizo nuevamente un cambio
en la polaridad de la fase movil, Hexano:Acetato de etilo (80:20), se colectaron
5 fracciones (Fi1s-F21) de 100mL cada una. Para el aislamiento de la santina, la
columna se eluyd con una fase movil Hexano: Acetato de etilo (75:25). De la
fraccion 22 a la fraccion 26(F22-F26) se identific6 que estaba presente la
santina; esto se obtuvo realizando cromatografia en capa fina a cada una de
las fracciones, utilizando sulfato cérico amoniacal como revelador, y

comparando cada fraccién con un compuesto estandar de santina. Se juntaron
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todas las fracciones donde estaba presente la santina, se concentré el volumen
resultante a presion reducida y se observd la formaciéon de un precipitado

amarillo (Diagrama 2).
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6.5 Desarrollo y validacién del método para cuantificar santina.

Para el andlisis de la santina y de las muestras de Tanacetum parthenium se
utilizé inicialmente un método por HPLC que fue nombrado como FEVERFEW

con las siguientes condiciones:

Velocidad de flujo: 1 mL/minuto

Temperatura: 30C

Tiempo de corrida: 40 minutos

Longitud de onda: 210 nm

Tipo de columna: Luna Cis, Phenomenex 150x4.6 mm, tamafio de particula de

S5um .

Para la preparacion de la solucion estandar de santina y de las muestras de
Tanacetum parthenium se utilizo6 como disolvente metanol (MeOH) grado

HPLC.

Se utiliz6 un sistema de gradientes para la fase mévil como se muestra en el
Cuadro 4.

Cuadro 4. Esquema de gradiente de la fase movil.

Tiempo (min) Flujo % Acetonitrilo % ACN:MeOH % Agua
(mL/min) (ACN) (9:1)

0.01 1.00 0.0 20.0 80.0
20.00 1.00 0.0 90.0 10.0
20.10 1.00 100.0 0.0 0.0
25.00 1.00 100.0 0.0 0.0
25.10 1.00 0.0 20.0 80.0
40.00 1.00 0.0 20.0 80.0
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A dicho método se le hicieron algunas modificaciones con la finalidad de
obtener las condiciones adecuadas para el andlisis de sanitha, las
modificaciones realizadas consistieron en utilizar diferentes velocidades de
flujo, modificar el tiempo de corrida asi como también modificar el esquema de
gradientes de la fase mévil que se muestra en el Cuadro 4. Después de realizar
las pruebas anteriores se obtuvo un método adecuado para el analisis de

santina, dicho método fue nombrado FEVERFEW _1.

6.5.1 Preparacion de la solucién estandar de santina.

Se prepar6 una solucién de santina a una concentracion de 100 pg/mL, la cual
se inyect6 en el cromatdgrafo utilizando el método de FEVERFEW _1, método

que se obtuvo para el andlisis de este compuesto.

6.5.2 Preparacion y analisis de una muestrade  T. parthenium.

A 300 mg de la planta seca y molida se les adicion6 2.5 mL de metanol, se
puso a sonicar durante 15 minutos y posteriormente se centrifugé a 5500 rpm
durante 15 minutos. El sobrenadante se coloco a un matraz volumétrico de 10
mL. Este procedimiento se realizé por triplicado y se afor6 con metanol. Esta

muestra fue inyectada en el cromatografo con el método de FEVERFEW _1.

6.5.3 Determinacién de la concentracién de santina en la muestra de T.

parthenium.

En el cromatograma obtenido para la muestra de Tanacetum parthenium se
identifico el pico que correspondia a la santina esto se hizo con respecto al
cromatograma obtenido para la solucion estandar de santina que se inyectd. Se

compararon las areas de los picos para determinar la concentracion de santina
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presente en la muestra. Dicha concentracion se tom6 como el 100% de la
curva para la validacion. Los niveles de la curva corresponden al 20, 60, 100,
140 y 200 % los cuales corresponden a las siguientes concentraciones: 16, 48,

80, 112 y 160 pg/mL respectivamente.

6.6 Validacion del sistema.

6.6.1 Linealidad del sistema.

Se prepar6 una solucion stock de santina a una concentracion de 800 pg/mL,
de esta solucién se hicieron las diluciones respectivas para obtener soluciones
con las siguientes concentraciones: 160 pg/mL, 480 pg/mL y 560 pg/mL. Con
estas soluciones se prepararon por dilucién los 5 niveles de concentracion para
la curva de la siguiente manera: de las soluciones de 160, 480 y 800 pug/mL se
tomaron alicuotas de 1 mL las cuales fueron transferidas a matraces
volumétricos de 10 mL cada una y aforando con metanol cada matraz,
obteniéndose asi la soluciones de 16, 48 y 80 pg/mL que corresponden al 20,
60 y 100% en la curva. De las soluciones de 560 y 800 pg/mL se traspasaron
alicuotas de 2 mL a matraces volumétricos de 10 mL, se afor6 cada matraz con
metanol para obtener soluciones con concentraciones de 112 y 160 pg/mL
respectivamente. 1 mL de cada una de las soluciones obtenidas se coloc6 en
un vial y se inyectd por triplicado en el cromatégrafo con el método de

FEVERFEW_1.

Con los resultados obtenidos se construyo la gréfica de concentracion vs areay

se determinaron los siguientes pardmetros: pendiente (b;), ordenada al origen
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(bo), coeficiente de determinacion (r?), promedio (Y/), la desviacion estandar (S)

y el coeficiente de variacion (CV) de acuerdo a la siguiente expresion:

CVv =§><100
y

6.6.2 Precision del sistema.

Se preparo por dilucién una solucion de 80 pug/mL, que corresponde al 100% de

la curva, 1 mL de la solucion se colocé en un vial y se inyect6 por sextuplicado.
Posteriormente se determind el promedio (y), la desviacion estandar (S) y el

coeficiente de variacion (CV).

6.6.3 Aptitud del sistema.

Se inyectd por quintuplicado una solucién de santina con una concentracion de
80 pg/mL, preparada por dilucion. Se determindé el coeficiente de variacién (CV)
y para cada inyeccion se determiné el factor de coleo (T) y el factor de
capacidad (k’) obteniendo los valores directamente del software del equipo

utilizado (Empower).
6.7 Validacion del método.

6.7.1 Preparacion del placebo analitico.

A 15 g de la planta seca y molida se le adicionaron 100 mL de metanol se

sonicé durante 20 minutos y se dejé sedimentar. Posteriormente el metanol se
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separé por decantacion de la planta. Este procedimiento se realiz6 cuatro

veces y el residuo vegetal obtenido (placebo) se dej6 secar.

6.7.2 Linealidad del método.

Para realizar éste parametro se prepararon los mismos niveles de
concentracion que se utilizaron para la linealidad del sistema.

Se prepararon tres placebos adicionados por cada nivel de la curva de la
siguiente manera: se pesaron 300 mg del placebo analitico en tubos de 15 mL,
se les adicion6, a partir de una solucién stock de santina, el volumen
correspondiente para obtener concentraciones de 16, 48, 80, 112, 160 pg/mL
respectivamente, dichas concentraciones corresponden a cada uno de los
niveles de la curva. Cada uno de los placebos adicionados se extrajo con 2.5
mL de metanol sonicandolos 15 minutos y centrifugandolos a 5500 rpm durante
15 minutos. Este procedimiento se realizé por triplicado. El sobrenadante se
coloc6 en matraces volumétricos de 10mL y posteriormente se afor6 con
metanol. Estas muestras se analizaron en el cromatografo de liquidos

utilizando el método obtenido para el analisis de santina (FEVERFEW_1).

Se construy6 la grafica de cantidad adicionada vs cantidad recuperada, y se
calculd el valor de la pendiente (b1), la ordenada al origen (bo) y el coeficiente
de determinacién (r’). Se calcul6 el % de recobro para cada placebo
adicionado, el promedio aritmético (y), la desviacion estandar (S), el
coeficiente de variacion (CV), el intervalo de confianza para la media

poblacional (IC u) del porcentaje de recobro a partir de la siguiente relacion:
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cantidadrecu peradax
cantidad recuperada

% derecobro= 100

6.7.3 Prueba de homoscedasticidad.

Se realizé la prueba de homoscedasticidad para obtener la curva de calibracion

adecuada.

Para realizar la prueba se calcul6 la varianza del nivel de concentraciéon menor

(sf) y la varianza del nivel de concentracion mayor (322) de la curva.

Posteriormente se determino el valor de F por medio de la siguiente expresion:

'r|
ALY

La F experimental (Feyp) Obtenida se comparo con la F de tablas con un nivel de

confianza del 99%.

Se calculo el valor de los residuales por medio de la siguiente expresion:

Re SIdual: (yobservada_ ypredicta)

Se construy0 la gréfica de residuales vs concentracién para determinar si la

distribucion de los valores obtenidos esté por arriba y por debajo de la media.
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Para obtener la ecuacion adecuada se calculd la sumatoria del por ciento de
error relativo (% RE) de los modelos de calibracion propuestos por Almeida y

colaboradores (2002), utilizando la siguiente expresion:

Concentadn,,,.... — €ocentracdn . ... 100
Concentra®n

% RE=

nomin al

6.7.4 Exactitud y repetibilidad del método.

Se prepararon seis placebos adicionados a una concentracion de 80 pg/mL,
realizando el mismo procedimiento de extraccion que se utilizé en la linealidad
del método. Las muestras obtenidas se analizaron en el cromatografo de
liquidos.

Se determinaron los siguientes parametros: el % de recobro para cada placebo

adicionado, el promedio aritmético (y), la desviacion estandar (S), el

coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media

poblacional (IC p) del % de recobro.

6.7.5 Precision del método (Precisiéon intermedia).

Para la determinacion de éste pardmetro, dos analistas prepararon tres
placebos adicionados, por analista, a una concentracion de 80 pg/mL, en dos
dias diferentes. Los placebos se prepararon siguiendo el mismo procedimiento
para determinar los pardmetros anteriores y posteriormente las muestras

obtenidas fueron analizadas.
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Se calculd la media aritmética (y), la desviacion estandar (S) y el coeficiente

de variacion (CV).

6.7.6 Robustez.
Se preparé un placebo adicionado que representaba el 100 % de la curva

(80ug/mL). La muestra obtenida se analizé por triplicado utilizando las

condiciones normales del método para el analisis de santina.

La misma muestra se analizé por triplicado utilizando un flujo a 0.8 mL/min y
posteriormente se analizdé con un flujo de 1.2 mL/min. La misma muestra fue
analizada modificando en el método la temperatura a 25 T y después

modificandola a 35 C.

Se determind la media aritmética de la muestra analizada con las condiciones

normales (y,) y de cada condicién diferente a la condicién normal (y, ). Se

calculd la diferencia de la media aritmética de cada condicion con respecto a la

condicion normal (d;).

6.7.7 Tolerancia.

Se prepar6 un placebo adicionado a una concentracion de 80 pg/mL. La
muestra obtenida se analizo por triplicada utilizando una columna de 10 cm de
longitud. Posteriormente la misma muestra fue analizada utilizando una

columna de 25 cm de longitud.

Se calcul6 la media aritmética (y), la desviacion estandar (S) y el coeficiente

de variacion (CV).
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6.7.8 Limite de Deteccion (LD).

El LD se determiné con base a la sefial de ruido del aparato, que consiste en
inyectar en el cromatdgrafo una muestra del placebo analitico utilizando el
método de andlisis y medir la respuesta que se presenta en el tiempo de
retencion de la santina (sefial de ruido). La concentracion que corresponde al
limite de deteccion debe presentar una respuesta tres veces mayor a la sefal

de ruido.

Se analizaron muestras que tenian las siguientes concentraciones: 0.8, 1.6, 3.2
y 4.8 pg/mL. Se eligid la concentracidbn que presentd una respuesta con
respecto a la muestra blanco en una proporcién 3 a 1, lo que corresponde a la
concentracion asociada al limite de deteccion. Posteriormente se prepararon 3
placebos adicionados a la concentracion que corresponde al limite de
deteccion, las muestras obtenidas fueron analizadas. Con los resultados

obtenidos se determind el CV.

6.7.9 Limite de Cuantificacion (LC).

Para determinar el LC se analiz6 una muestra de placebo de analitico y se
midié la respuesta que se presenta en el tiempo de retencion de la santina
(sefal de ruido). La concentracion que corresponde al limite de cuantificacion
es 10 veces mayor a la sefial de ruido.

Se analizé una muestra blanco y muestras a concentraciones de 4.8, 6.4y 8.0
pug/mL. Se eligié la concentracion que presentd una sefial similar o mayor a la

muestra blanco en una proporcibn 10 a 1 lo que corresponde a la
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concentracion asociada al limite de cuantificacion. Se determind la exactitud y

la repetibilidad de los resultados obtenidos.

6.7.10 Andlisis de muestras.

Se analizaron dos muestras adquiridas en el Mercado de Sonora (MS: y MSy),
dos muestras provenientes de Tulyehualco (T1 y T,) y dos extractos

comerciales (ECy y ECy,).

Para la preparacion de las muestras, se pesaron 300 mg de cada muestra, se
extrajeron con 2.5 mL de metanol, sonicdndolas 15 minutos y centrifugandolas
a 5500 rpm durante 15 minutos, este procedimiento se realizé tres veces. El
sobrenadante obtenido en cada extraccion se coloco en matraces volumétricos
de 10 mL, y llevo al aforo con el mismo disolvente. Las muestras obtenidas se

analizaron en el cromatdgrafo para determinar el contenido de santina.
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VII. RESULTADOS

La santina obtenida se identific6 como un polvo fino de color amarillo con un
punto de fusién de 160-161 °C. Al inyectar el compuesto en el cromatdgrafo de
liquidos, el tiempo de retencion fue de 19.2 minutos. También se identifico a la
santina mediante los espectros de espectro de Resonancia Magnética Nuclear

(RMN-'H y RMN-3C) y el espectro de infrarrojo (Anexo Figuras 1-3).

El método obtenido para el andlisis de santina tiene las siguientes condiciones:

Velocidad de flujo: 1 mL/minuto, temperatura de 30°C, un tiempo de corrida de
30 minutos, la longitud de onda es de 210 nm, una columna luna Cig
Phenomenex de 150mm de largo y 4.6 mm de didmetro con un tamafio de
particula de 5um y el disolvente para la extraccion de santina en las muestras

es metanol grado HPLC.

Se utilizé un sistema de gradientes para la fase mévil de acuerdo al siguiente

cuadro:
Cuadro 5. Esquema de gradientes de la fase movil.
Tiempo Flujo % ACN:MeOH
(min) (mL/min) o ACN (9:1) Yo AGUA
0.01 1.00 0.0 20.0 80.0
20.00 1.00 0.0 90.0 10.0
20.10 1.00 100.0 0.0 0.0
25.00 1.00 100.0 0.0 0.0
25.10 1.00 0.0 20.0 80.0
30.00 1.00 0.0 20.0 80.0
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7.1 Linealidad del sistema.

En el Cuadro 6 se presentan los valores de Area, promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variacion para cada una de las concentraciones de
santina utilizadas para determinar la linealidad del sistema. El coeficiente de

variacion entre cada nivel es menor del 2%.

Cuadro 6 . Areas obtenidas, en los tres puntos, por cada nivel de concentracion

y C.V. de cada nivel para determinar la linealidad del sistema.

Concentracion Area Promedio S C.V.
(ng/mL)
16 731816.8817
16 740110.2060 | 739151.9020 | 6905.9170 0.9343
16 74528.6182
48 2047250.6217
48 2054501.8550 |2058021.0660|12895.3783| 0.6266
48 2072310.7212
80 3566142.8893
80 3585278.1402 |3574543.5581 | 9778.7944 0.2736
80 3572209.6448
112 5058257.0105
112 5049444.9392 |5065618.0467 | 2085.,9804 | 0.4116
112 5089152.1903
160 7265475.9310
160 7282315.9237 |7295374.5616|38143.0403| 0.5228
160 7338331.8300

En la Grafica 1 se muestra la curva de calibracién obtenida para la linealidad
del sistema, se reporta ademas la ecuacion y el coeficiente de determinacién

(r%), este Gltimo parametro determina si el sistema es lineal o no.
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Grafica 1. Curva estandar para determinar la linealidad del sistema.

7.2 Precision del sistema.

En el Cuadro 7 se muestran los valores de area, a una concentracion de

santina de 80 pg/mL, obtenidos, asi como también se presentan los valores de

promedio, desviacion estandar (S) y coeficiente de variacion (CV) que al ser

menor a 2% indica que hay precision en el sistema.

Cuadro 7. Precision del sistema.

Concentracion

Area
(Mg/mL)
80 3566142.8893
80 3585278.1402
80 3572209.6448
80 3583379.5868
80 3591003.6048
80 3600052.2730
Promedio 3583011.0232
S 12335.0309
C.V. 0.3443 %
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7.3 Aptitud del sistema.

El Cuadro 8 representa los valores de factor de coleo (T) y factor de capacidad
(k’) obtenidos directamente del software, dichos parametros al estar dentro de
las especificaciones indican que el sistema cumple con la prueba de aptitud,
ademas se reportan los valores de promedio, desviacion estandar (S) y
coeficiente de variacion (CV) para cada uno de los pardmetros obtenidos. El

coeficiente de variacion debe ser menor al 2%.

Cuadro 8. Aptitud del sistema.

Resultado Especificacion
No. De Concentracion Area
inyeccion (Mg/mL) k’ T k’ T
1 80 3585278.1402 [18.1530]| 1.1814
2 80 3572209.6448 [18.1290| 1.1779
3 80 3583379.5868 |18.1200| 1.1869 | >2 <2
4 80 3591003.6048 [18.1180| 1.1773
5 80 3600052.2730 [18.1340| 1.2010
Promedio 3586384.6499 [18.1308 | 1.1849
S 10238.7036 | 0.0140 | 0.0098
C.V. 0.2855 0.0774 | 0.8250

7.4 Linealidad del método.

Los valores de porcentaje de recobro, promedio, desviacion estandar(S) y
coeficiente de variacion (CV) para determinar la linealidad del método se

presentan en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Porcentajes de recobro, promedio y CV, obtenidos para la linealidad

del método, por cada nivel de concentracion

Concentracion 0 Concentracion % de :
(Wg/mL) Area recuperada recobro Promedio S Ccv
(Hg/mL)
16 682626.4170 16.3551 102.2196
16 680636.4910 16.3117 101.9483 | 101.7120 | 0.6584 |0.6473
16 673447.8745 16.1549 100.9681
48 2106055.5693 47.4098 98.7705
48 2122470.5862 47.7679 99.5166 | 99.0421 | 0.4123 |0.4163
48 2107569.2047 47.4428 98.8393
80 3513421.7138 78.1141 97.6426
80 3500727.2828 77.8371 97.2964 | 97.0982 | 0.6660 |0.6859
80 3466229.6341 77.0845 96.3556
112 4987820.4483| 110.2807 98.4649
112 5040504.5585| 111.4301 99.4912 | 99.1484 | 0.5919 |0.5970
112 5040392.9281| 111.4277 99.4890
160 7139144.6830| 157.2158 98.2599
160 7160682.6191| 157.6857 98.5535 | 98.6047 | 0.3730 |0.3783
160 7193474.0221 158.4011 99.0007

Los parametros requeridos y especificaciones para la linealidad del método se

muestran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Parametros requeridos en la linealidad del método.

Parametro Resultado Especificacion
r° 0.9998 >0.98
Promedio 99.12 % 98-102%
CcVv 1.62 % < 2%
El intervalo incluye el valor de 100% o el
promedio aritmético del % de recobro se
IC (W) (98.22,100.01) incluya en el intervalo 98-102%
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La Gréfica 2 muestra la linealidad del método obtenida, asi como también se

reporta el coeficiente de determinacion (r?).

Linealidad del método

180 y = 0.9845x + 0.1514

160 - r? = 0.9998
140 |

120 -
100 -

Cantidad recuperada (pg/mL)

0 50 100 150 200
Cantidad adicionada (pg/mL)

Grafica 2 . Cantidad adicionada vs Cantidad recuperada.

7.5 Prueba de homoscedasticidad.

Se realiz6 la prueba de homoscedasticidad comparando el valor obtenido de la
F experimental (30.51) con F de tablas (99), y obteniendo la grafica de

residuales vs concentracion (Grafica 3).
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Gréfica de residuales

L X 2

Residual

0 ‘ T T T 1
-0590 50 100 150 200

Concentracion (ug/mL)

Grafica 3. Residuales vs Concentracion.

Se obtuvo la sumatoria por ciento de error relativo (% RE) de los modelos de

calibracion de regresion que se muestran en el Cuadro 11 para determinar cual

es el mas adecuado.

Cuadro 11. %RE obtenido por cada modelo de calibracion de regresion.

W, Ordoerir;]aedna al | pendiente r? S%RE
x° -67031.3317 |45836.2158| 0.9997 23.4559
:I./yll2 -37186.8478 |45508.7365| 0.9997 37.4145
1ly -12760.1889 [45166.5416| 0.9996 32.3064
1/y2 19135.5945 |44436.6032| 0.9993 28.8469
1/x*? -36042.1269 |45502.9767| 0.9997 37.1618
1/x -11267.6964 |45165.9798| 0.9996 31.8709
1/x? 19383.9502 |44485.4403| 0.9994 28.1781

El modelo en el que se obtuvo el menor valor de por ciento de error relativo es

en el que Wi es igual a x°, por lo tanto la ecuacion obtenida fue:

y = 45836.2158x - 67031.3317
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7.6 Exactitud y repetibilidad.

Para determinar la exactitud y la repetibilidad del método se calculé el

porcentaje de recobro, estos resultados se presentan en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Porcentajes de recobro para la exactitud y repetibilidad del método.

Concentracioén
., 5 % de
Concentraciéon| Area recuperada | .o
(ug/mL) (Mg/mL)
80 3533422 78.5504 98.1880
80 3550727 78.9280 98.6599
80 3523937 78.3435 97.9293
80 3539152 78.6754 08.3443
80 3538125 78.6530 98.3163
80 3542930 78.7578 98.4473

Los pardmetros requeridos para la exactitud y la repetibilidad del método se

muestran en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Parametros requeridos para exactitud y repetibilidad del método.

Parametro Resultado Especificacion
Promedio del % 0 El promedio aritmético se incluye en
de recobro 98.3141 % el intervalo 98-102%
C.Vv 0.2501 % No es mayor al 2%

7.7 Precision intermedia.

Para la precision intermedia se calculé el promedio, la desviacidén estandar (S)
y el coeficiente de variacion (CV), los valores de estos parametros se presentan

en el Cuadro 14.
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Cuadro 14. Relacion de las concentraciones obtenidas en dos dias diferentes

por dos analistas diferentes.

Concentracion obtenida (ug/mL)
Analista
1 2

78.1141 78.6754
1 77.8371 78.2167
® 78.3435 78.7578
a 77.0845 77.6915
2 76.8322 77.5656
77.3974 77.4985

Promedio 77.8345

S 0.6035
CVv 0.7754 %

Los parametros requeridos para le precision intermedia se muestran en el

Cuadro 15.

Cuadro 15. Parametros requeridos para la precision intermedia.

Parametro Resultado Especificacion
Cc.v 0.7754 % No es mayor al 2%

7.8 Robustez.

En el Cuadro 16 se presentan los valores del porcentaje de santina obtenidos

por cada una de las temperaturas utilizadas para determinar la robustez.
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Cuadro 16. Valoracion (%) del analito modificando en el método la

temperatura.
Condicién
Temperatura (C)
25 30 35
Muestra Baja(y1) Normal (yo) Alta (y2)
1 104.3757 98.9188 105.5013
2 104.7875 100.0558 105.5920
3 104.7292 101.0253 106.1857
y (%) |104.6308 % 100 % 105.7596 %

El Cuadro 17 presenta los parametros requeridos para determinar la robustez

modificando en el método la temperatura.

Cuadro 17. Parametros requeridos para la robustez (temperatura).

Pardmetro | Resultado | Especificacion
dl 4.63 % < 2%
d2 5.76 % < 2%

El Cuadro 18 muestra los valores de porcentaje de santina obtenidos utilizando

diferentes velocidades de flujo.
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Cuadro 18. Valoracién (%) del analito modificando en el método el flujo.

Condicién
Flujo (mL/min)
0.8 1.0 1.2

Muestra | Baja (y1) Normal (Yo) Alta (y2)

O 08.91884994 | 87.4888309

2 | - 100.0558162 87.2796094

3 | - 101.0253338 | 86.9839657
y @w | 100.00 % 87.2508 %

En el Cuadro 19 se muestran los parametros requeridos para la robustez

modificando en le método la velocidad de flujo.

Cuadro 19. Parametros requeridos para la robustez (velocidad de flujo)

Pardmetro| Resultado |Especificacion
da | <2%
d2 12.75% < 2%

7.9 Tolerancia.

Los valores de promedio, desviacion estandar (S) y coeficiente de variacion

(CV) para la determinacion de la tolerancia se presentan en el Cuadro 20.

Cuadro 20. Valoracion (%) del analito utilizando una columna de 10 cm.

Muestra Columna (15 Cm)o/ | Columna (10 cm)
0
1 99.8505 94.9203
2 100.1946 93.3644
3 99.9549 93.0584
Promedio 96.8905
S 3.4661
C.V. 35773 %
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Los parametros requeridos para determinar la tolerancia se muestran en el

Cuadro 21.
Cuadro 21. Parametros requeridos en la tolerancia.
Pardmetro Resultado Especificacion
CV 3.5773 % No es mayor al 2%

7.10 Limite de cuantificacion.

En el Cuadro 22 se presentan los valores de concentracidon de santina,
adicionada y recuperada, area, % de recobro, promedio, desviacion estandar
(S) y coeficiente de variacién (CV) para determinar el limite de cuantificacion

(LC).

Cuadro 22. Determinacion del LC con base a la seiial de ruido.

Muestra Area
Blanco o Ruido 16808
10*Ruido 168080
Concentracion Concentracioén % d
. . < 0 de
de adicionada Area recuperada recobro
(Mg/mL) (Hg/mL)
5.2 170814.3 5.1890 99.7891
5.2 174789.4 5.2758 101.4569
5.2 169724.8 5.1653 99.3320
5.2 169116.5 5.1520 99.0768
5.2 172721 5.2306 100.5890
5.2 174814.3 5.2763 101.4673
Promedio 100.2852
S 1.0467
C.V. 1.0437%
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El Cuadro 23 presenta los parametros requeridos para determinar el limite de

cuantificacion.

Cuadro 23. Parametros requeridos para el limite de cuantificacion.

Parametro

Resultado

Especificacion

de recobro

Promedio del %

100.2852 %

El promedio aritmético se incluya en
el intervalo 98-102%

CV

1.0437 %

No es mayor al 2%

7.11 Limite de deteccion.

Los valores de area, promedio, desviacion estandar (S) y coeficiente de

variacion (CV) para determinar el limite de deteccion (LD) se presentan en el

Cuadro 24.

Cuadro 24. Determinacion del LD con base a la serial de ruido.

Muestra Area
Blanco o Ruido 16808
3*Ruido 50424

Concentracion del P
Area

analito (ug/mL)

1.6 52459.71837
1.6 51868.34566
1.6 51852.80697
Promedio 52060.29033
S 346.0021
CV 0.6646 %

El cuadro 25 muestra los parametros que se requieren para determinar el limite

de deteccion.
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Cuadro 25. Parametros requeridos para el limite de deteccion.

Parametro

Resultado

Especificacion

CV

0.6646 %

No es mayor al 2%

7.12 Andlisis de muestras.

La Figura 3 muestra los cromatrogramas obtenidos para la partendlida y la

santina asi como también los cromatogramas de diferentes muestras de

Tanacetum parthenium.

Ak_,-\/’L

AU

Santina

Tulyehualco (1)

Tulyehualco (2)

Feverfew
\

Mixim

S00 16.60 1260 15 bA,IRRY 1660 =050 =200 =24.00 =5.60 =6.60 =0.bo

Figura 3. Cromatogramas de la partendlida, la santina y diferentes muestras de Tanacetum

parthenium.
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El Cuadro 26 muestra los valores de area y concentracion de santina obtenidos

para cada una de las muestras de Tanacetum parthenium analizadas.

Cuadro 26. Determinacion de la cantidad de santina en muestras de

Tanacetum parthenium.

Muestra Area Concentracion
(ng/mL)
M. de Sonora 1l | 1327353.644 30.42103
M. de Sonora 2 | 1149479.504 26.5404
Tulyehualco 1 1748927.663 39.6184
Tulyehualco 2 1061147.121 24.6133
Feverfew 881977.4004 20.7043
Mixim 425383.5955 10.7429
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS.

La autenticidad de la santina se verific6 comparando los resultados obtenidos
en los espectros de IR y RMN con datos reportados en la literatura (Rodriguez

et al., 1973).

El método desarrollado para determinar la cantidad de santina contiene las
condiciones adecuadas, ya que permite analizar las muestras con este método

(Figura 3).

En la linealidad del sistema se obtuvo un r? de 0.9995, lo que indica que el
equipo utilizado para realizar el analisis de santina, proporciona la respuesta
esperada, siendo ésta proporcional a la concentracién del analito, es decir
conforme aumenta la concentracién del analito se obtiene una mayor respuesta
analitica. Otro aspecto importante es el CV obtenido por cada nivel de la curva,
los cuales al ser menores al 2%, demuestran que la variacion obtenida entre

los valores de cada nivel es minima, es decir, hay precision entre los valores.

La precision del sistema se determind calculando el CV, siendo éste menor de
2%, indicando que al inyectar una muestra repetidamente, a una concentracion
determinada, la variacion entre los valores es minima, demostrando también

que el aparato nos proporciona nuevamente la respuesta analitica esperada.
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Los resultados obtenidos en aptitud del sistema, nos sirven para determinar
que el equipo, los componentes electronicos, las operaciones analiticas y las
muestras que deben analizarse constituyen un sistema integral que puede
evaluarse como tal (USP, 2007). Para esto se determiné el factor de coleo (T),
el factor de capacidad (k) y la precision de las inyecciones repetidas. El valor
de T obtenido por cada inyeccién es menor a 2 indicando que el pico tiene
simetria. El valor de T aumenta a medida que la asimetria es mas pronunciada.
Cuando la asimetria aumenta, la integracion y por tanto la precision son menos
confiables (USP 2007). Hay precision entre las inyecciones ya que el CV es

menor del 2% (0.2855).

En la linealidad del método se obtuvo un r? de 0.9998 que demuestra que hay
proporcionalidad entre lo que se esta adicionando del compuesto y lo que se
esta recuperando, aunque no se obtiene un porcentaje de recobro del 100%, el
promedio (99.12%) esta dentro de los limites establecidos para métodos
cromatograficos (98-102%). ElI CV obtenido para cada nivel de concentracion y
para el grupo de datos es menor de 2% lo que nos asegura que los datos son

confiables.

Para determinar que la ecuacion obtenida en la linealidad del método es la
adecuada se realiz6 la prueba de homoscedasticidad calculando la F
experimental y comparandola con la F de tablas. Al ser menor F experimental
que F de tablas se cumple la prueba de homoscedasticidad, es decir los
valores se distribuyen por arriba y por debajo de la media, para demostrar esto

se realizé la grafica de residuales (Grafica 2). Sin embargo, se observa que la
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distribucion de los valores no es homogénea, por lo tanto se determind la
sumatoria de % RE de los modelos de calibracion de regresion lineal
propuestos en el articulo de Almeida y colaboradores (2002), con la finalidad de
demostrar que la ecuacion y = 45836.2158x - 67031.3317 es la adecuada,
logrando esto al obtener, en el modelo en el que Wi es igual a x°, la sumatoria

de % RE menor (23.4559).

La exactitud es la concordancia entre un valor obtenido empleando el método y
el valor de referencia (CNQFB, 2000), lo ideal seria que el porcentaje de
recobro obtenido fuera de 100%, en este caso el porcentaje obtenido fue de
98.31%, valor que esta dentro de los limites especificados para este parametro
(98-102%), por lo que se puede decir que la exactitud en el método se cumple.

En la repetibilidad del método se obtuvo un coeficiente de variacién de 0.2501,
valor que indica que la variacién entre la respuesta analitica obtenida por cada
muestra analizada es minima, en donde las muestras fueron realizadas por un

solo analista utilizando siempre los mismos instrumentos.

El CV obtenido en la precision intermedia fue de 0.7754, que es menor del 2%,
esto demuestra que no interfiere en los resultados, que las muestras sean
preparadas y analizadas por dos analistas diferentes en dias diferentes, puesto

que los resultados obtenidos por cada uno de ellos son similares.

De acuerdo con los resultados obtenidos para la robustez, demuestran que el
flujo y la temperatura, son factores criticos del método debido a que al

modificar cualquiera de estos factores, la diferencia entre los resultados
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obtenidos modificando ciertas condiciones comparados con los resultados
obtenidos utilizando el método en condiciones normales es mayor al valor
especificado (< 2%). Al utilizar una velocidad de flujo de 0.8 mL/min no se
obtuvo respuesta debido a que no se observo separacion entre los

compuestos.

Aunque en la tolerancia se establecen los factores que son ajenos al método,
en este caso el utilizar una columna de menor longitud a la que se utiliza en el
método original, interfiere en los resultados ya que el coeficiente de variacion

obtenido (3.5773) es mayor a lo que se especifica, que debe ser menor al 2%.

El limite de cuantificacion es de 5.2ug/mL, ya que a esta concentracion el pico
presenta un area que es 10 veces la sefal de ruido. Ademas de que cumple

con los parametros de exactitud y repetibilidad.

El limite de deteccién obtenido (1.6ug/mL) corresponde a una proporcion 3 a 1
con respecto a la sefial de ruido, existe ademas precision entre los resultados

obtenidos al obtener un CV de 0.6646.

El método propuesto se utilizé para analizar diferentes muestras de Tanacetum
parthenium y dos productos comerciales. En este tipo de muestras, se pudo
determinar en cudles de ellas esta presente la santina, asi como también en
qué porcentaje se encuentra. Esto se realizé utilizando la ecuacidén obtenida
para determinar la concentracién de santina presente en todas las muestras

analizadas.

65



Desarrollo y Validacion de un Método por Cromatografia de Liquidos para el
Analisis de Santina como Compuesto Marcador de Tanacetum parthenium.

VII. CONCLUSIONES.

La santina es un compuesto que puede aislarse facilmente del Tanacetum
parthenium, y al estar presente en cantidades cuantificables en todas las
muestras analizadas, este compuesto puede proponerse como marcador de

esta especie.

El método obtenido para el anadlisis de santina, nos permite determinar el

contenido de dicho compuesto en diferentes tipos de muestras.

Se desarrollé y se validé el método para la cuantificacion de santina en

muestras de Tanacetum parthenium.
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IX. ANEXO.

Las figuras 1, 2 y 3 representan los espectros de Resonancia Magnética

Nuclear (RMN-'H y RMN-*3C) y de infrarrojo (IR) obtenidos para la santina.

Figura 1. Espectro de RMN-'H de la santina.

Figura 2. Espectro de RMN-"*C de la santina.
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Figura 3. Espectro de IR de la santina.
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