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RESUMEN

Debido al uso e importancia medicinal de la especie Curcuma longa Linn su analisis
farmacéutico es de primordial importancia para asegurar el cumplimiento de los requisitos

legales y la calidad de sus insumos.

En este proyecto se desarroll6 y valido un método por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para identificar y cuantificar los compuestos bioactivos del rizoma
(Curcumina, Desmetoxicurcumina y Bisdesmetoxicurcumina) basado en la guia de

validacién para métodos analiticos ICH Q2.

Las condiciones de analisis establecidas fueron: cromatografo de liquidos marca
SHIMADZU equipado con un detector UV-visible dual SPD-10A; columna C8 (Symmetry
Shield RP8 Waters, 5 um, 250 x 4.6 mm); fase moévil binaria: Solucion A-Acetonitrilo,
Solucion B-Acido acético 2 %v/v en agua (pH 2.45) en una proporcion 50:50 [A]:[B]; flujo de

1.3 mL/min; volumen de inyeccién de 20 pL y una longitud de onda de 360 nm.

Los parametros de validacion evaluados fueron: linealidad, precision, exactitud y
selectividad. EI método analitico desarrollado es sencillo, rentable y adecuado para el

analisis de diferentes insumos herbolarios que contengan clrcuma.

Una vez validada la metodologia se identificé la presencia de Curcuma longa L. en los
insumos seleccionados. El contenido de curcuminoides fue de 100.9 % y 5.4 % para las
capsulas y el polvo, respectivamente. En contraste con el porcentaje de metabolitos
secundarios estimados en el polvo, las capsulas, cumplen con los limites especificados en

la Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica (USP).
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1. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas se ha incrementado el uso de plantas medicinales con fines
terapéuticos. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que el 80%
de la poblacién mundial emplea medicinas derivadas (directa o indirectamente) de plantas
para la atencion primaria de la salud. El aumento en el interés y consumo de productos
naturales se debe principalmente al cambio de perfil del consumidor y a un mayor

conocimiento quimico, farmacolégico y clinico de las drogas vegetales y sus derivados.

Muchas plantas con propiedades benéficas para la salud se han industrializado vy
comercializado mundialmente como suplementos alimenticios. Dichos productos refieren,
en su publicidad, una gran variedad de beneficios medicinales sustentados en la
informacion cientifica disponible. A pesar de su amplia seguridad, se han reportado algunos
efectos adversos como diarrea, dolor de cabeza, nduseas, erupcidon cutanea y heces
amarillas (Lao, 2006; Sharma, 2004). Para evitar dichos efectos, es necesario que los
preparados de plantas medicinales cumplan con las normas pertinentes para garantizar su

calidad, seguridad y eficacia.

Sin embargo, la falta de conocimiento de los principios bioactivos de muchas plantas
medicinales ha dificultado el control de calidad y la estandarizacién de los productos
herbolarios al punto de que el proceso sea complejo y, en algunos casos hasta inexistente.
El proceso tan laxo para la aprobacién y venta de los insumos herbolarios ha propiciado
inconsistencias en los procesos mundiales de su manufactura. Los procesos también, han
ocasionado toxicidad, efectos adversos, falta de eficacia y adulteracién; por lo tanto, el

analisis farmacéutico de los diversos insumos comercializados debe ser imperativo.

El creciente interés en la investigacion y estudio de plantas medicinales también se ve
reflejado en el nimero de publicaciones. De acuerdo con la base de datos NCBI, al 16 de
febrero de 2021, se habian publicado 100 113 articulos sobre plantas medicinales, de los
cuales, 955 versaban sobre Curcuma longa L. Esta planta es originaria de la India y se
utiliza ampliamente por sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas,
antiparasitarias, anticancerigenas, hepatoprotectoras y antivirales. También, se emplea

como colorante alimenticio y especia a lo largo del mundo.

La Organizacion Mundial de la Salud ha realizado un compendio de monografias de las

plantas medicinales més utilizadas y estudiadas en el mundo, entre las cuales se encuentra



Curcuma longa L.; estas monografias fueron realizadas con el fin de proporcionar al usuario

toda la informacion necesaria para su conocimiento y uso adecuado.

Al ser una de las plantas més comercializadas, se han desarrollado diversos métodos
analiticos para detectar y cuantificar los curcuminoides presentes en la especie. Las
metodologias descritas en la literatura permiten la estandarizacion y el control de calidad
de diversos insumos para la salud incluidos los suplementos alimenticios elaborados a base

de C. longa L.

De acuerdo con el Articulo 8 del RIS (Reglamento de Insumos para la Salud), en ausencia
de una monografia farmacopeica para la especie podra recurrirse a farmacopeas de otros
paises 0 a métodos encontrados en la bibliografia cientifica.

Con base en lo antes expuesto, el presente proyecto tiene como objetivo principal
desarrollar y validar un método analitico, indicativo de estabilidad, para identificar y
cuantificar los curcuminoides presentes (curcumina, desmetoxicurcumina Yy
bisdesmetoxicurcumina) en C. longa L. Para ello, se empled la guia de validacién de
métodos analiticos emitida por el Consejo Internacional de Armonizacién sobre los
requisitos técnicos para el registro de medicamentos de uso humano (ICH, por sus siglas

en inglés; ICH Q2 “Validation of analytical procedures”).



2. MARCO TEORICO

2.1. Cdrcuma

La curcuma (Curcuma longa Linn, Zingiberaceae) conocida también como turmérico, haldi,
yuquilla amarilla, jengibre amarillo o azafran asiatico es una planta tropical nativa del sur y
sudeste de Asia; aunque ha sido introducida en diferentes regiones tropicales y

subtropicales del mundo.

Desde hace miles de afios, los habitantes del Sudeste Asiatico y de la India emplean a la
cdrcuma en su dieta habitual como colorante y remedio para aliviar diferentes trastornos de
la salud. La medicina ayurvédica o medicina tradicional hindu considera que la circuma es
un excelente antibiotico natural para el tratamiento de fiebres, infecciones, disenteria,
artritis, problemas hepaticos y como remedio de venenos y picaduras de serpientes, entre
otros (Ayati, 2019).

La especie es una herbacea perenne con tallos largos que llegan a medir 120 cm, aunque
existen variaciones dependiendo de las condiciones agroclimaticas de cultivo. Se reproduce
vegetativamente por esquejes del rizoma, el cual es muy ramificado; de color marrén por
fuera y naranja en el interior. El rizoma es la causa de que la cdrcuma sea una planta
interesante desde el punto de vista gastronémico, medicinal, alimenticio y cosmético debido

a que concentra los principales componentes bioactivos.

La produccién global de carcuma es alrededor de 1, 100,000 toneladas por afio siendo la
India el lider global con un 48% de la produccion, seguido por paises como Bangladesh,

Pakistan, Taiwan, China, El Caribe y América Latina (Nair, 2019).

Figura1. COrcuma(CurcumanngaL.} A

A. Planta de clrcuma. B. Detalle de la flor. C. Rizoma.
(Imagen recuperada de: www.eol.org y www.ntbg.org.)



2.1.1. Composicion quimica

El rizoma es la parte de la planta mas investigada. Con la finalidad de encontrar sus
principios activos y analizar sus actividades biolégicas, asi como dilucidar sus mecanismos
de accion, se han preparado numerosos extractos con diversos disolventes. El andlisis
fitoquimico de dichos extractos permitié establecer la siguiente composicién quimica (Chao,
2018; Kotha, 2019; Wichitnithad, 2009)

Tabla 1.Composicion de la circuma

Composicion Porcentaje (%)
Carbohidratos 63.7 a69.4
Agua 12.0a13.1
Proteinas 58a7.8
Grasas 4.7a9.8
Aceites esenciales: 4.6 a 6.0:
a-felandreno 1.0
Cineol 1.0
Zingibereno 25
Sesquiterpenos 53
Fibra 35a211
Minerales 3.2a35
Curcumi_noides: ) ) ) ) ) 2.5 a 6.0 % del peso seco
(curcumina, desmetoxicurcumina y disdesmetoxicurcumina).

*El porcentaje varia dependiendo de la region de origen.
El rizoma posee un color amarillo-naranja muy caracteristico (Figura 2) que se atribuye a
los curcuminoides (compuestos polifendlicos) responsables de las propiedades

farmacoldgicas de C. longa L.

Figura2. Detalle del rizoma de C.longa L. entero y pulverizado
(Imagen recuperada de https://definicion.de/curcuma/)



2.1.2. Curcuminoides

Los curcuminoides caracteristicos de C. longa L. son la curcumina, la desmetoxicurcumina
y la bisdesmetoxicurcumina (Figura 3). El contenido de curcuminoides en la circuma puede
variar dependiendo de las condiciones geograficas. Los extractos crudos de C. longa L.
contienen un porcentaje de 60-80% de curcumina, 15- 30% de desmetoxicurcumina y 10-
15% de bisdesmetoxicurcumina (Pistelli, 2012; Nelson, 2017).

R2
Forma ceto Forma enol

R1 R2 Curcuminoide:

OMe OMe Curcumina

H OMe Desmetoxicurcumina

H H Bisdesmetoxicurcumina

Figura3. Estructuray tautomeros de los curcuminoides
(Recuperado de Gonzalez-Albadalejo, 2015)

Sus estructuras se integran por un esqueleto hidroxicarbonado dicetdnico con diferentes
grupos funcionales (B-dicetona, enlaces vinilicos, fenoles y metoxilos) que proporcionan a

la molécula un comportamiento quimico caracteristico (Tabla 2).

Dependiente del pH de la solucién los curcuminoides presentan dos formas tautoméricas
ceto-endlicas (Figura 3): a pH <7 la forma ceto es la principal, mientras que a pH>7 la forma
enodlica es mayoritaria. Cuando el equilibrio esta desplazado hacia el tautbmero enol la
estructura puede estar en conformacion abierta o cerrada (Figura 4) dependiendo si el
disolvente es aceptor de enlaces de hidrégeno. En la conformacion cerrada se observa la
presencia de un enlace de hidrégeno intramolecular, mientras que en disolventes polares

adopta una conformacién abierta con un enlace de hidrogeno intermolecular.



Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de curcuminoides

Nombre comun

Curcumina

Desmetoxicurcumina

Bisdesmetoxicurcumina

Nombre quimico

Diferuloilmetano

4-hidroxicinamoil-
(feruloil) metano

bis
metano

(4-hidroxicinamaoil)

Nomenclatura
IUPAC

(1E, 6E) -1,7-bis (4-
hidroxi-

3-metoxifenil) -1,6-

heptadieno-3,5-
diona

(1E, 6E) -1- (4-hidroxi-3-
metoxifenil)  -7-  (4-
hidroxifenil)  hepta-1,6-
dieno-3,5-diona

(1 E, 6 E)-17-bis (4-
hidroxifenil) hepta-1,6-
dieno-3,5-diona

Masa molecular

1 368.4 338.4 308.3
(gemol™)
Estado fisico Sélido
Olor Inodoro
Color

Amarillo- naranja a marrén-rojizo dependiendo del pH (ver tabla 3).

Punto de fusion

C) 184-186 172.5-174.5 224-231
Soluble en: metanol, etanol, isopropanol, cetonas, acido acético, cloroformo,
dimetilsulféxido.
Solubilidad
Muy poco soluble en agua (0.00575 mg/mL a 25 °C, pH>7)
Insoluble en éter y agua fria.
Estable a temperaturas bajas y moderadas (<80-100)
Estabilidad Sensible a la luz (Fotosensible)
Estabilidad en rango de pH: 2.0>pH<7.0 (Hidrdlisis acidas y basicas).
Log P De caracter anfipatico por la polaridad en la parte central y grupos adyacentes
de su estructura, aunque preferentemente lipofilico (Log P = 3.3).
Principalmente en tres sitios reactivos, como se ilustra en la Figura 5:
Reacciones
o e donante de atomo de hidrégeno
guimicas

e Aceptor tipo Michael: susceptible a adiciones nucleofilicas
e Quelante de metales: Alto nivel de coordinacién con M* divalentes de
Fe, Cu, Mny Zn.

Nair, 2019; National Center for Biotechnology Information, 2020




B.. B es un disolvente aceptor

sH.; “H
0 IO ~0 Q de enlaces de hidrogeno.
RANAg A A
Conformacién Conformacion
cerrada abierta

Figurad. Conformacion cerraday abierta de la forma ceto-enol.
(Recuperado de Gonzalez-Albadalejo, 2015)

Quelante de metale;s“_m_:‘ Michael aceptor

© O ,,'/"» Nu
tor O~

) " donante de atomo de hidrogeno

CUR
Figura5. Sitios de reactividad quimica en la curcumina que contribuyen a su

actividad y biodisponibilidad.
(Recuperado de Kotha, 2019)

Tabla 3.Color de los curcuminoides a diferentes valores de pH

Rango de pH Estado Color Estructura
TEW
<2 Protonado Rojo-marrén b \H H/ i
HO™ 7 o,
R1 R2

~_R2
~Z T oH
2-7 Neutral Amarillo-naranja
_~_R2
~Z “0H
pKa:
B %3 = CUR DMC BDMC
D A N 811 831 850
HO Z~oH
§
. , o ©
7> Desprotonado Rojo-marrén R1._ﬁ/\,k_,/.-\%.‘_/«\, R2 8.96
{
HO o
f
o ©°
R‘\..,»ﬁ AAAA A R2 9.5
o0 ~F )
Caballero-Casero, 2014; Cheng, 2019. CUR: Curcumina, DMC: Desmetoxicurcumina, BDMC: Bisdesmetoxicurcumina.

La determinacién de pKas de DMC y BDMC son escasas, por lo que no se cuenta con la informacién completa.



Los curcuminoides presentan una escasa estabilidad (Tabla 2) y su degradacién sucede

principalmente por dos diferentes procesos:

1. La degradacion fotoquimica es el principal método de degradacién. Se produce
principalmente por oxidacién y auto-oxidacion mediante peréxidos, radicales libres y ROS,

entre otros.

2. La degradacion quimica es mayoritariamente por hidrolisis basica. Recientemente, se ha
sugerido que los productos de degradacion son bioactivos y contribuyen a la actividad

farmacoldgica de C. longa L. Dichos compuestos se muestran en la Figura 6.

L ~7 0
MeQ x CH, » N /\, N, o 4’:_:"\1\ %

o Y
HO™ Feruloilmetano I J s e %

0 ;
Meo:@)kﬂ Espiroepéxido Acido vanilico
' o
HO HCO_A \)LH
i

Ferulaldehido

ot OCH
Vainillina HO{} ‘OYO] {‘}o;

O OH HO *o
MeO H :
2 Z Biciclopentadiona A0 2
HO (o] e D/\/KOH
(2Z 5E)-2-hidroxi-6-(4-hidroxi-3*- : " | HO™ |
metoxifenil}-4-oxohexa-2,5-dienal NNy N . Acido fertlico
0 . |
A A
MeO S X s Q
Vinileter WCHa
Ho 2 . T
Acido ferulico HO™ Feruloilmetano
Hidrolisis alcalina . Autooxidacion Degradacion fotoquimica

I ]
4 S oH
Curcumina

OH
H,COI/\\A‘j\/A . /NOCH;

Figura6. Principales productos de degradacion de la curcumina
(Estructuras recuperadas de Zhu, 2017; Gonzalez-Albadalejo, 2015; Dei Cas, M., 2019)

2.1.3. Actividad bioldgica

Son muchas las propiedades atribuidas a los extractos de C. longa L. y a su componente
principal: la curcumina. Desde 1953 se ha investigado el potencial terapéutico de la
curcuma. En la Figura 7 se resumen diversos efectos biologicos asi como sus mecanismos

de accion.



Diversos estudios farmacolégicos han comparado la actividad de C. longa contra
medicamentos o moléculas que son empleadas en el tratamiento de patologias asociadas
con virus, bacterias, hongos o paréasitos (Dei Cas, 2019; Moghadamtousi, 2014,
Muhammad, 2018; Macias-Pérez, 2019). Los resultados derivados de estas investigaciones
permiten concluir que los curcuminoides, por si solos, no podrian sustituir el efecto del
tratamiento alopatico debido a su pobre biodisponibilidad. Es por ello, que solo deben
emplearse como preventivos o coadyuvantes del tratamiento para potenciar el efecto

deseado.

2.1.4. Farmacocinética

Gran parte de los estudios farmacocinéticos reportados en la literatura, tanto en animales
como en humanos, se enfocan en la curcumina. Los estudios biofarmacéuticos realizados
con la curcumina atribuyen su pobre absorcion a su escasa solubilidad y a la glicoproteina-
P (transportador de eflujo de membrana dependiente de ATP). Cabe mencionar que al ser
una molécula lipofilica el principal mecanismo de absorcion (de la cantidad que llega a ser
soluble) es por difusion pasiva. Una vez absorbida, se distribuye mayoritariamente al higado

y los rifiones: érganos de mayor irrigacion sanguinea.

La curcumina presenta un metabolismo rapido, debido a que se metaboliza por el higado,
el intestino, la bilis y por la microbiota intestinal. EI metabolismo hepéatico e intestinal, se
compone de dos fases. La fase | es una reduccion dependiente de NADPH que involucra
la reduccién de los dobles enlaces de la estructura heptadieno-3, 5-diona. En tanto que la
fase Il es un proceso de conjugacién en donde la curcumina y sus metabolitos reducidos,
provenientes de la fase |, se conjugan con el acido glucurénico (mediante B-glucuronidasa;
UGT) y con sulfato (por medio de enzimas sulfatasas; SULT), ambos via O-conjugacion
(Figura 8). Finalmente, la curcumina se excreta mayoritariamente a través de las heces y

se elimina mediante la orina.

Para aumentar la biodisponibilidad de la curcumina se han desarrollado un gran nimero de
estrategias, tales como la modificacion estructural, el empaguetamiento en sistemas como
liposomas, micelas, complejos de fosfolipidos, nanoparticulas, nanoemulsiones,
microencapsulacién o combinaciones con piperina o lecitina. Por lo tanto, los suplementos
alimenticios elaborados con estas tecnologias tendran un mejor desempefio que aquellos

gue se elaboren con el compuesto puro o el extracto.

10



Antiparasitario

Generan ROS, desequilibrio homeostatico del
calcio e inhiben la acetilacion de histonas.

: ) ) Aumento de excrecion de bilis
Curcuminato de sodio, a altas dosis,

intensifican contraccion de vesicula biliar.

Modulan expresion de NRF2, activando genes de

Antioxidante ( Estructura dicetonica, potente donador de H+
enzimas antioxidantes como: HO-1, NQO1 y GSTP1.

Inhiben expresion de HDAC, DNMT y Ac-histona H4, Modificador epigenético

restaura la expresion génica de NRF2 y neurogl.

Inhiben la union de NF-kB al ADN, por lo que se

Inhiben CYP1AL, por lo que disminuye la bioactivacién del Antimutagénico Antiinflamatorio disminuyen niveles de citoquinas pro-inflamatorias.

benzo[a]pirenoy se reduce su union covalente al DNA. Se unen directamente a TNE-a. COX-1. COX-2

PG, NOS y 5-LO, por lo que se inhibe la

Inhiben proteosoma de células cancerigenas Anticancerigeno produccion de moléculas inflamatorias.

Aumentan expresion de p53 \ _

Inhiben poli (ADP-ribosa) polimerasa, provocando apoptosis

Inducen apoptosis del virus VIH, mediante
la inhibicion de la integrasa HIV-1.

Efecto antioxidante Antiviral Inhiben oncoproteinas virales del VPH.

en cerebro. |

Empleados en tratamiento de Alzheimer. Reducen produccion de ergosterol, lo que conduce
Neuroproteccion { a la muerte celular mediante la generacion de ROS.

Reduce la proteina FtsZ Antiftingico Reducen secrecién de proteinasa, alterando la membrana.

Efecto vs Gram (+) y (-)

como H. pylori. Modulan Nrf2 e inhiben NF-kB, reduciendo la expresion

Empleados en tratamiento y como de IL-1f3, TNF-a y aumentando HO-1.

prevencion de tlcera péptica. Hepatoproteccion

Antibacteriana

Inhibe NF-kB, reduciendo la
expresion de IL-1p.

. Efecto protector frente a
P .. . ) ) Ulceras gastricas.
Disminucién de Reducen liberacion de pepsina. 9

secrecion gastrica

Figura7. Resumen de actividad biolégica de los curcuminoides
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Figura8. Productos del metabolismo de la curcumina
(Recuperado de Kotha, 2019; Dei Cas ,2019; Burapan, 2017; Cheng, 2019).

2.2. Suplementos alimenticios

La Ley General de Salud en su Articulo 215, fraccién V, define a los suplementos alimenticios
(SA) como aquellos productos elaborados a base de hierbas, extractos vegetales, alimentos
tradicionales, deshidratados o concentrados de frutas, adicionados o no, de vitaminas o
minerales, que se puedan presentar en forma farmacéutica y cuya finalidad de uso sea

incrementar la ingesta dietética total, complementarla o suplir algiin componente.

Si bien es cierto que los suplementos alimenticios pueden contener vitaminas y/o minerales, estos
productos no deben exceder los limites establecidos por los Reglamentos de Insumos para la

Salud y el de Control Sanitario de Productos y Servicios. Ademas, en el Reglamento de Control
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Sanitario de Productos y Servicios especifica en el Articulo 168 los ingredientes que pueden
formar parte de un SA. En ese mismo documento, en el Articulo 169, se enumeran los
ingredientes prohibidos para la elaboracion de suplementos, las sustancias con accion
farmacologica reconocida o aquellos a los que con base en su composicién se les atribuyan

propiedades terapéuticas, preventivas o rehabilitatorias.

Los SA son de venta libre, por ende, se pueden adquirir facilmente en diversos comercios como
farmacias, tiendas naturistas, tiendas de conveniencia o a través de internet. Por otra parte, la
publicidad de estos productos ha propiciado que su mercado global crezca de manera
exponencial. De acuerdo con el Market Research Report, 2020, en el 2019, se registraron ventas

por 120 mil millones de délares y se espera un crecimiento anual del 8% en los proximos afos.

La mayoria de los SA a base de plantas se compran a minoristas convencionales o naturales. En
2019, la curcuma fue el segundo suplemento alimenticio mundial mas vendido dentro del sector
de minoristas naturales por quinto afio consecutivo con $50 mil millones de dolares en ventas. La
curcuma se encuentra en el tercer lugar en ventas de minoristas convencionales con $90 mil

millones de délares (Nutrition Business Journal; NBJ, 2019).

Dicho crecimiento se debe, entre otros factores, a que los consumidores asocian los SA como
productos mas naturales, mas “saludables” y menos nocivos que las especialidades
farmacéuticas. Sin embargo, en muchos casos no suelen ser tan inocuos como aparentan,
teniendo en cuenta que desde su introduccion en el mercado mundial, se han reportado
numerosos informes de productos adulterados que conllevan un alto riesgo para la salud (Figura
9).

La adulteracién implica la alteracion de la calidad y pureza de un producto. En el caso de los SA,
esto puede incluir el uso de especies vegetales relacionadas (por lo general mas econémicas), la

ausencia de algun componente, o bien la presencia de sustancias no declaradas.

Lamentablemente este hecho se ve favorecido por la regulacion que rige a los suplementos
alimentos; a diferencia de las especialidades farmacéuticas, el proceso de registro, aprobacion y
comercializacion es mucho méas simple y, generalmente, el control de calidad de estos recae

Unicamente en los fabricantes.

En México, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) es la

dependencia federal encargada de la regulacién de los productos herbolarios que se
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comercializan en el territorio nacional. Para ejercer sus atribuciones de control sanitario, este

organismo auténomo se apoya en los siguientes documentos:

Ley General de Salud (Articulo 200 Bis a 202; 212, 215y 216).

Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios (Articulos 168 a 179).
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Publicidad (Articulos 21,22, 27 y
79).

Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009, Préacticas de higiene para el proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios.

ANEXO 1 del acuerdo por el que se dan a conocer los tramites y servicios, asi como los
formatos que aplica la Secretaria de Salud, a través de la Comision Federal para la
Proteccién contra Riesgos Sanitarios, inscritos en el Registro Federal de Tramites y
servicios de la Comisién Federal de mejora regulatoria (D.O.F. 19 de junio de 2009).
Acuerdo por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y
suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias (16/07/2012).

Acuerdo por el que se determinan las plantas prohibidas o permitidas para tés, infusiones
y aceites vegetales comestibles (15/12/1999).

Farmacopea Herbolaria.

A pesar de todos los documentos normativos en los que se apoya la COFEPRIS para la

regulacion de los SA, existen muchos vacios que han sobrepasado su capacidad para ejercer

su autoridad a fabricantes y distribuidores.

,"\ 14

% TOTAL DE REPORTES Tivs
»”

Figura9. Porcentaje de adulteraciones segun el pais de reporte, expresados como

porcentaje del total de reportes entre 2009-2019
(Recuperado de Muschietti, ,2020)
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2.3. Control de calidad

Entre las metodologias mas utilizadas para este propdsito se encuentran las técnicas
cromatogréficas y espectroscopicas. Estas técnicas permiten la separacion, la deteccion, la
identificacion, la cuantificacibn de sustancias declaradas y, en algunos casos, incluso la
cuantificacion de sustancias no declaradas. Asi, el desarrollo de métodos analiticos adecuados
permite establecer si los suplementos alimenticios cumplen con los requisitos de calidad

establecidos.

La técnica de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficacia) es una de las mas empleadas para
el andlisis de productos herbolarios. La alta resolucion de esta técnica ha permitido apoyar el
desarrollo del concepto de la "huella dactilar"; caracteristica para cada planta medicinal y producto
herbolario con fines de identificacion y autenticacion.

Desde una perspectiva regulatoria, los requisitos de la farmacopea son el punto de referencia
central para el andlisis de plantas medicinales. Sin embargo, las monografias descritas en la
Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos son aln insuficientes considerando la

premura con la cual estos productos salen al mercado.

La Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos no cuenta con una monografia para
el analisis de C. longa. En este caso, y de acuerdo con el Articulo 8 del Reglamento de Insumos
para la Salud (RIS), cuando no aparezcan las especificaciones de calidad y los procedimientos
de andlisis en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos y sus suplementos vigentes,
podra recurrirse a farmacopeas de otros paises u otra bibliografia cientifica reconocida

internacionalmente.

En este marco de referencia la USP cuenta con una monografia en la que se establecen
especificaciones de calidad tanto para los curcuminoides como para los medicamentos en la
forma farmacéutica de tabletas y capsulas. También, la literatura cientifica describe numerosos

métodos para su cuantificacion. En la tabla 4 se muestran algunos de los métodos reportados.

Todos los métodos de andlisis empleados para la determinacion cuantitativa de cualquier analito,
en este caso los curcuminoides, deben generar datos reproducibles y confiables con el fin de

permitir una interpretacion valida de los estudios que sustenta.
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Tabla 4. Métodos de cuantificacion de curcuminoides de C. longa L. por HPLC

(150 x4.6 mm,5 pum)

pH 3.5 [45:55]

Tiempo
.. . . Flujo Vol. de o de .
Columna Fase Movil Tipo de método ) . . .. T(°C) Detector A(nm) P Referencia
(mL/min) | inyeccién (uL) analisis
(min)
Nucleosil NH: Excitacion:420 Tennesen,
Etanol R.A Isocrético NE 20 25 Fluorimetro L 30 H.et. al.
(250 x 4.6 mm,5 pum) Emision: 470
(1985).
Cc18 Gradiente
‘ " Jayaprakasha,
(300 x4.6 mm, 5 um) | MeOH (A) : Ac. acético 0 min : 5%A: 45%B: 50%C 1.0 20 25 oV 475 20 pr ot. al
2%v/v (B): ACN (C) : ’ v
° 1-15 min : 5%A : 65%B: 30%C (2002).
15-20 min : 5%A: 50%B: 45% C
‘ - Wichitnithad,
. 0,
c18 ACN: Ac. acético 2% v /v Isocrético 2.0 20 33 UV-Vis 425 16 W.et. al.
(150 x 4.6 mm, 5 um) [40:60]
(2009).
Ac. Férmico 0.1% (v/v)en N )
c8 - Vijaya Saradhi,
(2.1x50 mm, 5 pm) ACN [A] y Agua [B] Isocratico 0.2 20 25 MS NA 12 e. al (2010)
[50:50]
c18 ACN: Acido acético 2% (v/ Ang, L, et. al
: (] - , L, et al.
(4.6x12.5mm, 5 V),pH2.6 [40: 60] Isocratico 1.3 20 35 uv 370 18.5 (2014).
um)
Gradiente
Acetato de amonio 10 mM .
b 0-5min: 20% B
(2.1 50 nf; 2.7um) | ¥ Ac Férmico 0.1%(v/v) o1 min: 80% 0.3 2.0 25 MS NA 10 Ta”('zsa'l;'a"
) i en agua [A] oen ACN [B] 5-8.1 min: 80% B
8.1-10.0 min: 20% B
Gradiente
p L 0 min: 10% A-90%B
c8 ACN vy Ac. acético 0,5% 20 min: 85%A-15%B Dall'Acqua. S
(2.1x150 nm, 3.5 (v/v) [A] ; Aguay Ac. min: 8576A- 257 0.2 10 25 MS NA 27 o alc(;L(JH,G).,
pum) Férmico 2% (v/v) [B] 21 min. 100% A- 0%B .
21.5 min: 10% A- 90% B
27 min: 10%A-90%B
C18 ACN: acetato de amonio, Isocrético 1.0 20 25 oV 425 17 Amanolahi, F.,

et. al. (2017).

T: temperatura, A: Longitud de onda, MeOH:

Metanol, ACN: Acetonitrilo, NE: No Especificado.
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Continuacion de Tabla 4. Métodos de cuantificacion de curcuminoides de C.longa L. por HPLC

Tiempo
o . p Flujo Vol. de de 5
Columna Fase Movil Tipo de método ! . . .. T(°C) Detector A(nm) P Referencia
(mL/min) | inyeccién (uL) analisis
(min)
Gradiente
s ';"eof'[fisdm"e“te B] 0-3.0 min : 25%A-75% B ot 5. etal
ormiato de amonio unati, S., et.a
(2.1x50 mm, 3.5 um) 10mM (pH 3,0) 3.0-7.5 min : 90%A-10% B 0.25 20 4 MS NA = (2018).
[Disolvente A] 7.5-7.51 min: 75%A-25% B
7.51-11.0 min : 25%A-75% B
Gradiente
0-14 min : 90%A-10%B
Acetato de amonio 10mM, 15-24 min : 60%A-40%B
(6% 15;?:“1 3um) | PH 45 (disolvente A)y 7526 i 15%A.85%8 1.0 25 50 UV-Vis 426 40 M:r?'zeéljéft'
: PIH ACN (disolvente B) 3-29 min : 15%A-85% : :
30 min : 100%B
30.1-40.0 min : 90%A-10%B
Gradiente
) 0-13 min: 5% A-95% B
C18 ACN [A] y Ac. acético 0.4% 13-16 min : 45 a 56% A-55a 44%B 1.0 10 35 UV 430 55 Chao, I. C., et.
(250x 4.6 mm, 5 pm) (v/v) [B] . al. (2018).
16-50 min: 56% A-44%B
50-55 min : 56 a 100%A- 44 a 0% B
C18 L. Nasr, M.,et.
(4.6 x 150 mm, 5 um) ACN: agua, pH 4.6 [55:45] Isocratico 0.8 20 25 uv 425 10 al.. (2019)
c18 ACN: MeOH: Ac. acético - Silva, J., et. al.
(55x4mm,3um) | 2% (v/v) [37.5: 2.5: 60] Isocratico. 10 20 3 uv 425 13 (2019).

T: temperatura, A: Longitud de onda, MeOH: Metanol, ACN: Acetonitrilo, NE:

No Especificado
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2.4. Validacion de métodos analiticos

El procedimiento analitico se refiere a la forma, en detalle, para realizar las pruebas
analiticas (ICH-Q2, 2005). El desarrollo de un método analitico implica el desarrollo del
método con sus diversos parametros y se divide en el desarrollo del método y en su

validacion.

El desarrollo de un método analitico es una de las etapas que consumen mas tiempo y
esfuerzo, por ello, se recomienda como primer paso reunir toda la informacion que pueda
conducir, de manera exitosa, a la obtencion del método analitico. Con la informacion
recabada, se inicia el trabajo experimental del desarrollo en donde los experimentos
empiricos y el disefio de experimentos son instrumentos que permiten encontrar las mejores

condiciones para analizar el analito de interés.

Una vez establecidas las condiciones éptimas para el andlisis de un analito, es necesario
evaluar si el procedimiento desarrollado se comporta de manera consistente. Ante la
necesidad de asegurar que los resultados experimentales obtenidos durante un estudio son
confiables, surge el concepto de la validacion de métodos analiticos.

La validacion de un método es el proceso que establece, mediante procedimientos
experimentales, que las caracteristicas de desempefio cumplen con los requisitos para las

aplicaciones analiticas previstas (USP 37 NF32).

Las caracteristicas analiticas tipicas empleadas para la validacibn de métodos son:
exactitud, precision (repetibilidad o precisiéon intermedia), especificidad, linealidad,

robustez, limite de deteccion y de cuantificacion.
Entiéndase los parametros de validacién como:

Exactitud. Expresa la cercania entre los resultados obtenidos experimentalmente respecto

a los valores considerados como reales, convencional o tedricos.

Precisién. Describe la cercania de las mediciones individuales de un analito cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a multiples muestreos de una muestra homogénea.
La precision se puede considerar en tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y

reproducibilidad.

18



Repetibilidad: expresa la precisién en las mismas condiciones de funcionamiento en un

intervalo corto de tiempo; también se denomina precision intra-ensayo.

Precision intermedia: expresa variaciones en el laboratorio, debido a la aplicacion del

método en diferentes dias, por diferentes analistas y diferentes equipos, entre otros.

Reproducibilidad: expresa el grado de concordancia de los resultados experimentales

entre laboratorios.

Especificidad. Capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar el analito

de interés en presencia de otros componentes de la muestra.

Linealidad. Capacidad del método (dentro de un intervalo establecido) para obtener
resultados de prueba que sean directamente proporcionales a la concentracion del analito

en la muestra.

Robustez. Medida de la capacidad del método para no resultar afectado por variaciones

pequefias pero deliberadas en los parametros del método.

Limite de deteccidn. Cantidad minima del analito en una muestra que se puede detectar

pero no necesariamente cuantificarse en las condiciones experimentales indicadas.

Limite de cuantificacion. Cantidad minima de analito en una muestra que se puede

determinar cuantitativamente con precision y exactitud en las condiciones experimentales.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Desarrollar y validar un método analitico, indicativo de estabilidad, que permita identificar y

cuantificar a los curcuminoides en diferentes suplementos alimenticios.

3.2. Objetivos particulares

o Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar a los curcuminoides en
diferentes insumos para la salud de acuerdo con los pardmetros establecidos en la

guia de validacién para métodos analiticos ICH Q2.
e |dentificar la presencia de Curcuma longa L. en los insumos analizados.

e Determinar si los insumos analizados cumplen con los limites especificados en la

Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica (USP).
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4. METODOLOGIA

4.1. Método analitico para cuantificar curcuminoides

4.1.1. Desarrollo del método analitico

El desarrollo y la validacion del método analitico se realizd6 por medio de la técnica de
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC). Para este propdsito se utilizé un
cromatégrafo de liquidos marca SHIMADZU (Analytical and Measuring Instruments
Division, Kyoto, Japon) equipado con un detector UV-visible dual SPD-10A; un inyector
automatico SIL-10A (VP); una bomba LC10AT (VP); un horno para columna CTO-10A; un
desgasificador DGU14A y un sistema de control SCL-10A (VP) acoplados a un equipo de
cémputo. El control del equipo asi como el procesamiento de los datos obtenidos se realiz6

utilizando el software LC solution.

Las soluciones empleadas durante el desarrollo y la validacion de los métodos analiticos
fueron preparadas utilizando un estandar marca Sigma-Aldrich con una pureza de

curcuminoides de 294% y de curcumina 280%.

4.1.2. Preparacion de soluciones

4.1.2.1. Solucidn stock

La solucion stock del estandar de curcuminoides se preparé a una concentraciéon de
200 pg/mL en metanol. A partir de esta solucién se realizaron diferentes diluciones para
obtener todas las soluciones empleadas en el desarrollo y la validacion del sistema vy

método.

4.1.2.1. Fase movil acidificada
La fase mévil acidificada se realiz6 preparando una soluciéon de acido acético al 3% v/v
empleando acido acético glacial (ACS, Fermont). Posteriormente, se ajust6 el pH a 2.45

con NaOH 1 My se afor6 con agua desionizada (Merck Mili Q).
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4.1.3. Disefio de experimentos para el desarrollo del método

cromatografico

El desarrollo del método analitico se sustenta en los métodos cromatograficos descritos en
la literatura, evaluando distintas columnas y diferentes sistemas de elucion. Para encontrar
las condiciones Optimas de los métodos propuestos se realizaron tres disefios de
experimentos factoriales 23. Los factores se seleccionaron considerando la informacién
reportada en la bibliografia (Ang, 2014; Cheng, 2010; Amanolahi, 2017; Wichitnithad, 2009).

Tabla 5. Factores y niveles evaluados para el disefio experimental 1.

Factor Nivel bajo Nivel alto
% VIV de acido acético 1 3
Proporcion de Metanol 10 20
Proporcién de Acetonitrilo 30 40

Tabla 6. Factores y niveles evaluados para el disefio experimental 2.

Factor Nivel bajo Nivel alto
% VIV de éacido acético 1 3
Proporcion de Agua 40 60
Proporcién de Acetonitrilo 30 40

Tabla 7. Factores y niveles evaluados para el disefio experimental 3.

Factor Nivel bajo Nivel alto
pH de fase movil 2.35 2.55
Flujo (mL/min) 1.0 15
Proporcion de Acetonitrilo 40 60

La aleatorizacion del disefio se realizé empleando el software estadistico STATGRAPHICS
Centurion XVI. Las respuestas evaluadas para cada disefio de experimentos fueron factor
de coleo, resolucion y amplitud del pico principal; en cada caso se determind la influencia

de cada uno de los factores sobre las respuestas mencionadas anteriormente.

En todos los experimentos llevados a cabo para el desarrollo del método se utilizé6 una

solucion de curcuminoides, en metanol, a una concentracion de 60 pg/mL.
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4.2. Validacion del método analitico para cuantificar

curcuminoides por HPLC

Se desarroll6 un protocolo de validacion de acuerdo con los criterios establecidos en la guia
de validacion de métodos analiticos emitida por la ICH (ICH-Q2 “Validation of analytical

procedures”) y la Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica (USP 37, 2014).

Para el sistema se evaluaron la adecuabilidad, la precision y la linealidad. Para validar el
método los parametros evaluados fueron la linealidad, la exactitud, la precision
(repetibilidad y precision intermedia), la especificidad, y los limites de cuantificacion y
deteccion.

Para este fin, se utiliz6 una columna Symmetry Shield RP8 marca Waters(C-8), con un
tamafio de particula de 5 um, 250 mm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno. Como
sistema de elucidn se utilizé una fase movil binaria compuesta por acetonitrilo (grado HPLC,
Honeywell) y acido acético acuoso 2% v/v a un pH de 2.45 (4cido acético glacial, ACS,
Fermont; Agua desionizada Merck Mili Q), en una proporcion 50:50. El flujo fue de 1.3
mL/min, con un volumen de inyeccion de 20 uL y, una longitud de onda de 360 nm.

4.2.1. Evaluacion del sistema

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas, se evalu6é la adecuabilidad,
linealidad y precisién del sistema. Para ello se realizaron diferentes diluciones (soluciones

de trabajo) a partir de la solucién stock.

4.2.1.1. Adecuabilidad del sistema

La evaluacion de la adecuabilidad del sistema se determiné analizando, por quintuplicado,
una soluciéon estdndar de curcuminoides a una concentracion de 61.2 pg/mL. Los
parametros registrados fueron tiempo de retencion, factor de coleo, resolucién, factor de
capacidad y el numero de platos teoricos. Finalmente, se determind el coeficiente de
variacion (% CV) entre las réplicas para determinar si el sistema es adecuado para la

ejecucion de los andlisis.

4.2.1.2. Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se llevé a cabo mediante el andlisis de tres curvas de calibracién

con siete niveles de concentraciéon en un intervalo de 10.2 ug/mL a 122.4 ug/mL. Cada
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curva se prepard mediante diluciones independientes a partir de la solucion stock (Tabla 8).
El analisis estadistico de la respuesta obtenida se realizd6 mediante una regresion lineal por
el método de los minimos cuadrados, calculando la ordenada al origen (Bo), la pendiente de
la recta (B1), el coeficiente de determinacion (r?), el coeficiente de correlacion (r) y el intervalo

de confianza para la pendiente [IC(B1)] y ordenada al origen [IC(Bo)].

Tabla 8.Diluciones realizadas para preparar las curvas de calibracién

del sistema.
Nivel de Concentracion de Volumen de Aforo con MeOH | Concentracion
concentracién la solucién stock alicuota (mL) (mL) final (ug/mL)

1 0.5 10 10.2
2 1 10 204
3 2 10 40.8
4 204 pg/mL 3 10 61.2
5 4 10 81.6
6 5 10 102

7 3 5 122.4

4.2.1.3. Precision del sistema
La precisién del sistema se determind por medio del analisis, por sextuplicado, de
soluciones preparadas de manera independiente a una concentracion de 61.2 ug/mL a
partir de la solucion stock. Con la respuesta analitica obtenida se calcul6 el coeficiente de
variacion.
4.2.2. Validacion del método analitico

Todas las soluciones de trabajo empleadas en la validacion del método se prepararon a
partir de una solucion madre del extracto de curcuma (marca Kirkland), en metanol, a una
concentracion de 1000 pg/mL; esta solucion se mezclé con diferentes proporciones de la

solucion stock de curcuminoides para generar muestras enriquecidas.
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4.2.2.1. Linealidad y exactitud del método

Para determinar ambos parametros, se utilizo la técnica del estdndar adicionado. Para dicho
proposito se prepard, por triplicado, una curva de calibracion del estandar con seis niveles
de concentracion. Cada curva se prepard mediante diluciones independientes de la solucién
stock y se adicionaron 3 mL de una solucion del producto de prueba a una concentracion
de 1010 pg/mL, como se indica en la Tabla 9.

La linealidad del método se determind mediante una regresion lineal entre la concentracion
(variable X) y la suma de las areas bajo la curva de los curcuminoides (variable Y); los

parametros calculados fueron Bo, B, 12, r, [IC(B1)] y [IC(Bo)]-

La exactitud del método se estableci6 mediante la estimacion del porcentaje de recobro
[IC(w)] también, conocido como porcentaje de recuperaciéon para cada muestra adicionada.
Posteriormente, se determind el promedio aritmético y la desviacion estandar para cada
nivel. La ecuacion para calcular el [IC(u)] es la siguiente:

Concentracion recuperada

Exactitud = — — x100
Concentracion adicionada

Tabla 9. Diluciones realizadas para preparar las curvas de calibracion.
Nivel de Volumen de Volumen de Aforo Concentracion Concentracion
concentracién la solucion la solucién con final del estandar final de la
stock muestra MeOH de curcumina solucién de
(mL) (ug/mL) trabajo (ug/mL)
[200 ug/mL] | [1010 ug/mL]
1 0.5 mL 3mL 10 10 19.7
2 1 mL 3mL 10 20 29.9
3 2mL 3 mL 10 40 50.3
4 3mL 3mL 10 60 70.7
5 4 mL 3 mL 10 80 91.1
6 5mL 3mL 10 100 1115




4.2.2.2. Precision del método

La precision se evalud en términos de repetibilidad y precision intermedia. Se determiné la
repetibilidad del método mediante el analisis de seis soluciones independientes a una
concentracion de 70.7 ug/mL de la solucion de trabajo; posteriormente, se calculd el

coeficiente de variacion.

La precision intermedia, se evalué con el andlisis por triplicado de la solucion de trabajo a
una concentracién de 70.7 pg/mL. Las soluciones se prepararon por diferentes analistas en

diferentes dias.

4.2.2.3. Especificidad del método

Para evaluar la especificidad del método se analizo la posible interferencia de los productos
de degradacion obtenidos mediante reacciones de oxidacion e hidrolisis basica y &acida.
Para cada condicion de degradacion se trabajaron dos réplicas.

Se emplearon dos soluciones, la primera soluciébn se prepar6 con el estandar de
curcuminoides a una concentracion de 60ug/mL obtenida por dilucion de la solucion stock.
La segunda solucion se prepar6 con el extracto de curcuma (producto de prueba), en

metanol, a una concentracion de 306 pg/mL.

Posteriormente, se colocé a reflujo 1 mL de la solucién del estandar de curcuminoides con
1 mL del reactivo de degradacién correspondiente durante 1 h (Tabla 10). Al término de
este proceso se analizaron las muestras en el sistema cromatogréafico; con los resultados
obtenidos se determiné el porcentaje de degradacion. EI mismo procedimiento se aplico

para degradar el producto prueba (Tabla 11).

Tabla 10. Condiciones de degradacién del estandar de curcuminoides.

Condicion Estandar de curcuminoides Reactivo adicionado Tiempo a
experimental (60ug/mL) reflujo
Sin tratamiento 1mL Ninguno 1 hora
Hidrdlisis basica 1mL 1mLNaOH 1M 1 hora
Hidrdlisis &cida 1mL 1mLHCI1M 1 hora
Oxidacion 1mL 1 mL H202 5% 1 hora
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Tabla 11. Condiciones de degradacién del producto prueba.

Condicion Extracto de curcumina _ o _ _
) Reactivo adicionado Tiempo a reflujo
experimental (306 pg/mL)
Sin tratamiento 1mL Ninguno 1 hora
Hidrolisis basica 1mL 1 mL NaOH 1 M 1 hora
Hidrdlisis &cida 1mL 1mLHCI1M 1 hora
Oxidacion 1mL 1 mL H202 5% 1 hora

4.2.2.4. Robustez del método

La robustez del método analitico se evalu6 mediante un disefio de experimentos factorial;
los factores seleccionados fueron el pH de la fase mavil, el flujo y la variacion de
componentes en la fase moévil (Tabla 12). La solucién de trabajo empleada para dicho
analisis se prepar6 a partir de la solucion stock, del estandar de curcuminas, a una

concentracion de 60 pg/mL.

El efecto de cada factor se analizé por duplicado; las respuestas analizadas fueron la
resolucion y la amplitud del pico principal de los curcuminoides. La aleatorizacion del disefio
y el andlisis estadistico se realizé empleando el software estadistico STATGRAPHICS
Centurion XVI.

Tabla 12. Factores seleccionados para evaluar la robustez del método analitico.

Condiciones Condicion de _ _ _
. » Nivel bajo. Nivel alto.
cromatogréficas. operacion.
pH de fase movil 2.45 2.35 2.55
Flujo 1.3 mL/min 1.0 mL/min 1.5 mL/min
L . Proporcion de ACN: 50 40 60
Composicion de la fase movil »
Proporcion de H2O: 50 60 40
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4.2.2.5. Limites de cuantificacion y deteccién

Para estimar el limite de cuantificacion se emple6 el método basado en la desviacién
estandar de la respuesta y la pendiente mediante la siguiente relacion:

LC_lOa
S

Donde:

o = la desviacién estandar de la respuesta. En este caso se estimé basandose en la curva

de calibracion, donde dicha desviacidn se determina del intercepto.

S = la pendiente de la curva de calibracién del analito.

Por otra parte, para la estimacion del limite de deteccidn se utilizé la siguiente expresion:

LD = 3.30
S

4.3. Cuantificacion de curcuminoides en suplementos

alimenticios empleando el método analitico

Una vez demostrada la validez del método analitico se analizaron dos suplementos

alimenticios: unas capsulas y un polvo.

Para el analisis de las céapsulas se determiné el contenido promedio de 20 unidades de
dosificacion. A partir del polvo contenido en las 20 capsulas se pesé la cantidad equivalente
a una dosis y se disolvié con ayuda del bafio de ultrasonido durante 10 minutos en 10 mL
de metanol. A partir de la solucion filtrada se realiz6 una dilucion 7 en 10 para su analisis

cromatogréfico; se trabajaron tres réplicas y se determind su contenido.

Para el analisis del polvo se pesaron 150.0 mg y se extrajeron con 20 mL de MeOH. El
proceso de extraccion se realiz6 utilizando el sonicador durante 10 minutos; la suspension
resultante se filtr6 y se analizé. Se prepararon tres réplicas independientes para estimar el

contenido de curcuminoides.
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5. RESULTADOS Y ANALSIS

5.1. Método analitico para cuantificar curcuminoides

5.1.1. Desarrollo del método analitico

Para el desarrollo del método analitico se tomaron como base algunos de los métodos
cromatogréficos descritos en la literatura (Ang, 2014; Cheng, 2010; Amanolahi, 2017;
Wichitnithad, 2009). Asi, se evaluaron distintas columnas y diferentes sistemas de elucién
(véase Anexo, Tabla 43, pagina 67) con el fin de obtener las condiciones cromatogréficas
Optimas que permitieran observar picos con caracteristicas similares a un comportamiento

gaussiano simétrico.

Por otro lado, para establecer la longitud de onda de méaxima absorcion para los
curcuminoides se utilizé el espectro de absorcién en el UV reportado en la literatura
(Velazquez Garcia, 2016) de una solucion de referencia preparada con MeOH, en el
intervalo espectral de 200 a 800 nm. De acuerdo con el espectro en el UV se observa que
la mezcla de curcuminoides presenta maximos de absorcion a 203, 259 y 421 nm como se
ilustra en la Figura 10. La Tabla 13 resume los valores de maxima absorcion.
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Figura10. Espectro UV-VIS de estandar de curcuminoides [100 pg/mL].
(Recuperado de Velazquez Garcia, 2016)

Tabla 13. Maximos de absorcién observados con el estandar de
curcuminoides.

Picos de maximo de absorcion Longitud de onda (nm)
0.383 203
0.151 259
0.535 421

Recuperado de Velazquez Garcia, 2016.
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Posteriormente, para establecer las condiciones cromatograficas 6ptimas del método de
cuantificacidon se realizaron tres disefios de experimentos tipo factorial con tres factores y
dos niveles (23).

Los disefios factoriales son empleados en gran medida para estudiar el efecto de cada
factor y la interaccion de estos sobre una respuesta. El disefio puede aplicarse entonces,
para mejorar el desempefio o bien, para obtener procesos robustos a las fuentes de
variabilidad analizadas.

Los factores evaluados fueron la proporcion de metanol (MeOH), acetonotrilo (ACN) y &cido
acético; %v/v del acido acético, pH de la fase mdvil y el flujo.

5.1.2. Disefio de experimentos para el desarrollo del método
cromatografico

5.1.2.1. Disefio factorial 1

El primer disefio de experimentos tiene como objetivo determinar la proporcién de ACN y
MeOH en la fase movil, asi como establecer el %v/v de acido acético a emplear.

En la Tabla 14 se resume la aleatorizacion del disefio y los resultados obtenidos en las
diferentes condiciones de analisis. Los coeficientes calculados mediante el andlisis
estadistico permitieron estimar la siguiente ecuacién que describe el modelo factorial:

Amplitud = 15.348 + 0.89725*%Acido - 0.36925*MeOH - 0.34205*ACN - 0.0251*%Acido*MeOH -
0.0137*%Acido*ACN + 0.0085*MeOH*ACN.

En la Tabla 15 se muestran los valores obtenidos del analisis de varianza del modelo. El
valor-P estimado para los factores MeOH y ACN es menor a 0.05 en ambos casos; por lo
tanto, la diferencia entre los factores es estadisticamente significativa. Asimismo, el valor P

estimado para la interaccion MeOH-ACN indica un efecto significativo.

El diagrama de Pareto (Figura 11) permite corroborar los efectos estimados para cada factor
en orden decreciente de importancia. En dicho diagrama se observa que los factores que
tienen un efecto estadisticamente significativo en la amplitud del pico (rebasan la linea
vertical indicada de color azul) son la proporcion de metanol, de acetonitrilo y la interaccién
entre ambos. Finalmente, la grafica de efectos principales (Figura 12) ilustra que entre
mayor sea la pendiente de la recta para cada factor, mayor es la influencia sobre la
respuesta evaluada. Con base en los resultados obtenidos es posible concluir, con el 95%
de confianza, que los factores MeOH, ACN vy su interaccion afectan significativamente la

amplitud del pico.
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Tabla 14. Aleatorizacién y resultados del disefio factorial 1.

3 20 30 2.634 3 20 30 2.650
3 10 40 1.497 3 10 40 1.479
1 20 40 1.141 1 20 40 0.792
1 20 30 3.184 1 20 30 3.292
3 20 40 0.841 3 20 40 0.800
3 10 30 5.100 3 10 30 5.375
1 10 40 1.809 1 10 40 1.659
1 10 30 4.275 1 10 30 5.758

Tabla 15. Analisis de varianza para el modelo del disefio factorial 1.

A:%vlv de
acido 0.147072 1 0.147072 0.89 0.3723
aceético
B:MeOH 8.43612 1 8.43612 51.24 0.0001
C:ACN 30.9414 1 30.9414 187.92 0.0000
AB 0.128522 1 0.128522 0.78 0.4027
AC 0.00007225 1 0.00007225 0.00 0.9838
BC 2.15943 1 2.15943 13.11 0.0068
blogues 0.109561 1 0.109561 0.67 0.4383
Error total 1.31723 8 0.164654
Total (corr.) 43.2394 15
Diagrama de Pareto Estandarizada para Amplitud
C:ACN E +

A:%écido acético

B:MeOH

BC

AB
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°'_IIH
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15

Figura11. Diagrama de Pareto de los factores evaluados en el disefio factorial 1.
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Gréfica de Efectos Principales para Amplitud
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Figura12.Gréafica de efectos principales del disefio factorial 1.

Utilizando la gréfica de malla de superficie de la respuesta estimada (Figura 13) se concluye
que las condiciones Gptimas para el analisis son: 38 a 40% de ACN, 16 a 20% de MeOH y
2.2 a 3.0 % v/v de &cido acético.

Debido a que el porcentaje de &cido acético, en la fase movil, no presenté un efecto
significativo en la amplitud del pico, en la grafica de contornos de superficie (Figura 14), se
fij6 este factor a su nivel medio (2.0%). Mediante el analisis grafico es posible establecer
que un 40% de ACN y un 20% de MeOH la respuesta analitica es 6ptima.

En sintesis, las condiciones cromatograficas éptimas para obtener una amplitud del pico de
0.706 son: 20 %de MeOH, 40 % de ACN y 3% v/v de &cido acético.

Una vez establecida la proporcion de &acido y disolventes orgénicos en la fase movil se
realizd un segundo disefio factorial con la finalidad de establecer la proporcién de agua a
utilizar y determinar su influencia en la respuesta evaluada.

Malla de la superficie de re spuesta estimada

ACN
Cid ol e e
ChONDOR BN

1 14 18 22 7 12 MeOH

% acido acético

Figura13. Gréfica de malla de superficie del disefio factorial 1.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 14. Gréafica de contornos de superficie del disefio factorial 1.

5.1.2.2. Disefio factorial 2

Una vez determinadas las proporciones de ACN y MeOH, se evalu6 la influencia de la
proporcion de agua en la fase movil.

En la Tabla 16 se resume la aleatorizacion del disefio y los resultados obtenidos en las
diferentes condiciones de analisis del disefio factorial 2. Los coeficientes calculados
mediante el analisis estadistico permitieron estimar la siguiente ecuacién que describe el

modelo factorial:

Amplitud = -25.4572 + 2.42062*% &cido acético + 0.587575*ACN + 0.620612*Agua -
0.0516*% acido acético*ACN - 0.016625*% acido acético*Agua - 0.01335*ACN*Agua.

En la Tabla 17 se muestran los valores obtenidos del andlisis de varianza del modelo. Como
se observa en la informacién presentada el valor- P estimado para los factores ACN y agua
son menores a 0.05, lo que indica que la diferencia entre los valores es estadisticamente
significativa. Asimismo, la interaccién entre los factores ACN-Agua, obtuvo un valor P

estimado menor a 0.05.

En la Figura 15, el diagrama de Pareto, muestra los efectos estimados para cada factor en
orden decreciente de importancia, se observa que los factores que tienen un efecto
estadisticamente significativo en la amplitud del pico rebasan la linea vertical indicada en

color azul, en este caso sobrepasan dicha linea el agua, ACN y su interaccion.

Finalmente, en la Figura 16 se ilustran los principales efectos que presentan los factores

analizados; se observa que entre mayor sea la pendiente de la recta para cada factor, mayor
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es la influencia sobre la respuesta evaluada. Con base en estos resultados se concluye,
con el 95% de confianza, que los factores ACN, agua y su interaccion afectan
significativamente la amplitud del pico.

Tabla 16. Aleatorizacién y resultados del disefio factorial 2.

%v/v %v/v
acido ACN Agua Amplitud acido ACN Agua Amplitud
acético acético

1 40 60 2.834 1 40 60 2.84
3 30 40 1.359 3 30 40 1.365
3 40 40 0.841 3 40 40 0.800
3 30 60 5.100 3 30 60 5.375
1 40 40 1.141 1 40 40 0.792
1 30 60 4.275 1 30 60 5.758
1 30 40 1.400 1 30 40 1.435
3 40 60 1.083 3 40 60 1.086

Tabla 17. Analisis de varianza para el modelo del disefio factorial 2.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
A: % acido|0.750822 1 0.750822 3.06 0.1182
acético
B:ACN 13.4139 1 13.4139 54.73 0.0001
C:Agua 23.0832 1 23.0832 94.19 0.0000
AB 1.06502 1 1.06502 4.35 0.0706
AC 0.442225 1 0.442225 1.80 0.2160
BC 7.1289 1 7.1289 29.09 0.0007
blogues 0.12567 1 0.12567 0.51 0.4943
Error total |1.9606 8 0.245075
Total 47.9704 15
(corr.)
Diagrama de Pareto Estandarizada para Amplitud
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Figura15. Diagrama de Pareto de los factores evaluados del disefio factorial 2.



Gréfica de Efectos Principales para Amplitud
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Figura16. Grafica de efectos principales para el disefio factorial 2.

En este segundo disefio factorial la grafica de malla superficie (Figura 17) permite estimar
que la respuesta es 6ptima con una proporcion de agua entre 40-44 % y porcentajes de 30-

40y 3.0 % de acetonitrilo y 4cido acético, respectivamente.

De nueva cuenta, en la grafica de contornos de superficie (Figura 18), el porcentaje de acido
acético se fijo a su nivel medio (2.0%). Del analisis gréafico se deduce que el menor valor
para la amplitud del pico se obtiene utilizando una proporcion de 40% de ACN y 40 % de

agua.

Malla de la superficie de respuesta estimada

Amplitud
I 0.0
I 0.6
I 1.2
1.8
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Figura17. Gréfica de malla de superficie del disefio factorial 2.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura18. Gréfica de contornos de superficie del disefio factorial 2.
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En resumen, las condiciones cromatograficas 6ptimas para obtener una amplitud del pico
de 0.582 son: 40 % de agua de, 40 % de ACN y 3.0 % v/v de acido acético. Cabe mencionar
que las condiciones encontradas con este segundo disefio coinciden con las condiciones
Optimas de trabajo encontradas con el disefio factorial 1. Asi, la fase movil utilizada para el
desarrollo del método constituye una mezcla terciaria de MeOH: ACN: agua &cida en una

proporcion 20:40:40 (con 3.0% de acido acético).

Una vez encontrada la mezcla de disolventes Optima se evallo la adecuabilidad del
sistema. Los resultados obtenidos permitieron establecer que factor de capacidad k’ no
cumplia con el criterio de aceptacién (k’>2) ya que se obtenian valores de 1.4. Por lo tanto,
se realizaron ajustes a la fase movil eliminandose el metanol e incrementando la proporcién
de agua. Las condiciones o6ptimas para cumplir con la adecuabilidad del sistema

cromatogréfico son: 60 % de agua, 40% de ACN y 3% v/v de acido acético.

Finalmente, se realizé un tercer disefio de experimentos factorial con el objetivo de
establecer la influencia del valor de pH en la amplitud del pico. Antes de realizar el disefio
se utilizaron diferentes soluciones para ajustar el pH de la solucién 3.0 % v/v de acido
acético a 2.45. Los resultados se resumen en la Tabla 18 y los cromatogramas generados

se ilustran en el Anexo (Tabla 44).

En la Tabla 18 se observa que el menor tiempo de retencion se obtuvo cuando se utilizd
Gnicamente TFA para ajustar el pH. Considerando que cuando se utiliza NaOH 1 M la
diferencia en el tiempo de retencion de la curcumina es de 2.1 minutos, se decidio trabajar

con dicha solucion para disminuir el riesgo y los costos.
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Tabla 18. Soluciones empleadas para el ajuste de pH a 2.45 de una
disolucion de &cido acético al 3% vi/v.

Soluciones :
Tiempo de . »
empeladas para el > : Amplitud | Resolucion Coleo
: retenciéon (min)
ajuste de pH a 2.45

NaOH 1 M 13.624 1.116 3.938 1.129

TEA (RA) + HaPO, 20.844 2.284 6.592 1.221
(R.A)

TEA (R.A)+ TFA (R.A) 12.658 1.000 4.981 1.186

TFA (R.A) 11.574 0.991 4.764 1.289

5.1.2.3. Disefio factorial 3

En la Tabla 19 se resume la aleatorizacion del disefio y los resultados obtenidos en las
diferentes condiciones de analisis del disefio factorial 3. Los coeficientes calculados
mediante el analisis estadistico permitieron estimar la siguiente ecuacién que describe el

modelo factorial:

Amplitud = 129454 - 2.44813*pH - 0.284478*ACN - 0.427375*Flujo +
0.0725625*pH*ACN -1.2225*pH*Flujo + 0.054825*ACN*Flujo.

En la Tabla 20 se sintetiza el analisis de varianza del modelo para el disefio factorial 3. Este
analisis permiti6 calcular un valor P menor a 0.05 para los factores ACN vy flujo y su

interaccion.

En la Figura 19 se ilustran los efectos estimados para cada factor en orden decreciente de
importancia. Asi, el ACN, el flujo y su interaccién tienen un efecto estadisticamente
significativo en la amplitud del pico ya que rebasan la linea vertical ilustrada en la gréafica.

Por lo tanto, el valor de pH no presenta influencia significativa sobre la respuesta evaluada.

Finalmente, en la Figura 20, se ilustran los principales efectos que presentan los factores
analizados. En la misma Figura se observa que entre mayor sea la pendiente de la recta
para cada factor, mayor es la influencia sobre la respuesta evaluada. Con base en los
resultados obtenidos es posible concluir, con el 95% de confianza, que los factores ACN,

flujo y su interaccidn afectan significativamente la amplitud del pico.
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Tabla 19. Aleatorizacién y resultados del disefio factorial 3.

Flujo

Flujo

pH ACN (mL/min) Amplitud pH ACN (mL/min) Amplitud
2.55 60 1 0.408 2.55 60 1 0.409
2.35 40 1.5 1.083 2.35 40 1.5 1.008
2.55 40 1.586 2.55 40 1.305
2.35 60 0.425 2.35 60 0.408
2.35 60 1.5 0.266 2.35 60 1.5 0.267
2.35 40 1 1.434 2.35 40 1 1.475
2.55 60 1.5 0.242 2.55 60 1.5 0.609
2.55 40 1.5 0.708 2.55 40 1.5 0.542
Tabla 20. Analisis de varianza para el modelo del disefio factorial 3.
Fuente | Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
A:pH 0.0193906 1 0.0193906 0.75 0.4119
B:ACN 2.33097 1 2.33097 90.07 0.0000
C:Flujo 0.464102 1 0.464102 17.93 0.0029
AB 0.0842451 1 0.0842451 3.26 0.1088
AC 0.0149451 1 0.0149451 0.58 0.4691
BC 0.300578 1 0.300578 11.62 0.0092
bloques 0.00104006 1 0.00104006 0.04 0.8461
Error total 0.207027 8 0.0258784
Total 3.42229 15
(corr.)
Diagrama de Pareto Estandarizada para Amplitud
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Figura19. Diagrama de Pareto de |los factores evaluados en el disefio factorial 3.

Efecto estandarizado
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Gréfica de Efectos Principales para Amplitud
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Figura20. Grafica de efectos principales del disefio factorial 3.

En la Figura 21 se muestra la grafica de malla de superficie para la amplitud del pico; el
analisis de dicha grafica permite estimar que la respuesta sera 6ptima cuando se utilice una
proporcion de 56-60% de ACN; un flujo de 1.2 a 1.5 mL/min y un valor de pH de 2.35 a 2.55.

Debido a que el valor de pH en la fase moévil no presenta influencia significativa en la
respuesta evaluada se fij6 a su nivel medio (valor de 2.45) en la gréfica de contornos de
superficie (Figura 22). El analisis de esta grafica permitio establecer que el valor de amplitud

del pico es menor cuando se emplea 60 % de ACN y un flujo de 1.5 mL/min.

Malla de la superficie de respuesta estimada

Amplitud
0.0
I 0.16

0.32
0.48
0.64
0.8
0.96
112
1.28
144
— 16

Flujo

60

2.35 24 245 25 . 0 44 ACN

pH

Figura21. Grafica de malla de superficie estimada del disefio factorial 3.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura22. Grafica de contornos de superficie del disefio factorial 3.

En conclusion, los disefios de experimentos realizados establecen que las condiciones
Optimas de trabajo para obtener una amplitud del pico de 0.339 son: ACN: agua
acidificada a pH de 2.35 [60:40] con un flujo de 1.5 mL/min. Sin embargo, cuando se
evaluo la aptitud del sistema cromatografico la resolucién (R) y factor de capacidad (k’) no

cumplieron con los limites establecidos en la guia de validacion.

En diversos textos analiticos se menciona que el uso del ensayo y el error no es
recomendable, en su lugar, se deben disefiar los experimentos para tener de una manera
ordenada y concluyente el efecto de cada uno de los factores. En este caso particular el
disefio de experimentos nos permitié elucidar el efecto que tiene cada factor y su interaccion
sobre la respuesta analitica pero la optimizacion de dichos factores no cumplen con los
criterios establecidos en las guias para validar los métodos analiticos. Finalmente, la
experimentacion por ensayo y error permitio llegar a las siguientes condiciones de analisis:
ACN: agua acidificada a pH de 2.45 [50:50] con un flujo de 1.3 mL/min (Tablas 21 y 22;
Figuras 23, 33 y 34 del Anexo).
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Tabla 21. Comparacién de parametros de aptitud del sistema cromatogréafico en
diferentes condiciones de trabajo.

Condicién de o : Amplitud
: Réplica | TR (min). : N T R Kk’
trabajo del pico.
ACN:agua acidificada 1 18.087 1.586 6075 1.136 | 6.141 2.420
a pH de 2.55 [40:60] 2 17.253 1.305 7556 1.106 6.395 2.262
con flujo de 1.0
. 3 16.151 1.316 6627 1.162 5.862 2.187
mL/min
ACN:agua acidificada 1 5.384 0.534 3634 1.131 | 3.196 2.248
a pH de 2.45 [50:50] 2 5.517 0.517 3692 1.167 | 3.254 2.270
con flujo de 1.3
) 3 5.449 0.550 3743 1.150 | 3.162 2.251
mL/min.
ACN:agua acidificada 1 2.968 0.266 2932 0.011 | 1.767 0.658
a pH de 2.35 [60:40] 2 2.651 0.267 2257 0.010 | 1.462 | 0.631
con flujo de 1.5
. 3 2.573 0.300 2141 0.010 1.363 0.609
mL/min.
Criterios de aceptacion N>2000 | T<2 R>2 k’>2

Tabla 22. Condiciones cromatograficas establecidas para el método analitico.
Fase movil Solucion A: Acetonitrilo

Solucion B: Acido acético acuoso 3.0 %v/v a pH 2.45
Proporciones [A]:[B] : (50:50)

Temperatura 25°C

Flujo 1.3 mL/min

Volumen de inyeccion 20 uL

Longitud de onda 360 nm
Columna Symmetry Shield RP8 Waters, 5 um, 250 x 4.6 mm
mV
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Figura23. Cromatograma del estandar de curcuminoides [60 pg/mL].
Se muestran los curcuminoides presentes:
A) Curcumina, tiempo de retencion: 5.449 min.
B) Desmetoxicurcumina, tiempo de retencion: 6.050 min.
C) Bisdesmetoxicurcumina, tiempo de retencién: 6.690 min.



5.2. Validacion del método analitico para cuantificar

curcuminoides por HPLC

Considerando que el método analitico desarrollado tiene como objetivo la cuantificacion de
los principales curcuminoides presentes en C. longa y la identificacion de productos de
degradacion (indicativo de estabilidad) los pardmetros de desempefio que se evaluaron
para el sistema cromatografico fueron: adecuabilidad, precision y linealidad.

Enseguida, se evaluaron los parametros que conformaron la validacion del método:
linealidad, exactitud, precisién (repetibilidad y precision intermedia), especificidad, limite de
cuantificacion y de deteccion.

5.2.1. Evaluacion del sistema

Si bien, este parametro de calidad no es un requisito en las guias de validacién de métodos
analiticos (ICH-Q2; USP 37, 2014), en este trabajo, se evalud con la finalidad de establecer
la confiabilidad del sistema cromatografico antes de procesar las muestras durante el uso
rutinario del método (ICH-Q2; USP 37, 2014).

La adecuabilidad del sistema es parte integral de los métodos cromatograficos ya que
permite verificar que la resolucién y la reproducibilidad del sistema cromatografico son
adecuadas para el andlisis que se realizara. Asimismo, se establece que el equipo e
instrumentos de medicidn, las operaciones analiticas y las muestras a analizar, constituyen

un sistema analitico adecuado para su ejecucion (ICH-Q2; USP 37, 2014).

5.2.1.1. Adecuabilidad del sistema

Este parametro se determiné mediante el analisis, por quintuplicado, de una solucion
estandar a una concentracion de 61.2 ug/mL. Los resultados obtenidos (Tablas 23 y 24)
permitieron estimar que la resolucion entre las sefiales es mayor a 2.0; el factor de coleo
menor a 2.0; el factor de capacidad mayor a 2; el nimero de platos tedricos mayor a 2000
y el coeficiente de variacién entre las réplicas es menor a 2.0%. Por lo tanto, el sistema es

adecuado para la ejecucion de los analisis.
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Tabla 23. Adecuabilidad del sistema.

AREA BAJO LA CURVA
Inyeccion CUR DMC BDMC S Areas

1 1706157 114299 51170 1871626
2 1717082 115676 51933 1884691
3 1730425 117304 51853 1899582
4 1744453 116558 52933 1913944
5 1755595 115157 52555 1923307

PROM 1730742 115799 52089 1898630
DE 19979.87 1174.56 680.82 21023.15

CV (%) 1.2 1.0 1.3 1.1

Criterio de aceptacion: CV<2.0%

Tabla 24. Parametros registrados en la evaluacion de la adecuabilidad del

sistema.

Pico Inyeccion R T k' N
1 3.356 1.147 2.219 3807.039
2 3.503 1.169 2.175 3779.447
CUR 3 3.161 1.157 2.178 3848.795
4 3.520 1.162 2.181 3724.079
5 3.199 1.156 2.190 3789.264
1 2.823 1.406 2.629 4109.513
2 2.763 1.237 2.768 4365.136
DES 3 2.743 1.248 2.732 4300.163
4 2.635 1.191 2.593 4284.439
5 2.746 1.110 2.783 4201.187
1 2.562 1.235 2.631 5610.162
2 2.919 1.132 2.676 5621.614
BIS 3 2.791 1.247 2.688 5631.088
4 2.936 1.195 2.606 5579.471
5 2.691 1.427 2.669 5507.790
CRITERIO DE ACEPTACION R>2 T<2 k’>2 N > 2000

La precision del sistema se evalud a través del coeficiente de variacién obtenido de la
respuesta analitica de seis soluciones. Este parametro representa la variabilidad inherente
asociada con la respuesta analitica que puede originarse por el analista, el equipo y los

instrumentos de medicion, entre otros (USP 37, 2014). En la Tabla 25 se observa que el

5.2.1.2. Precision del sistema

coeficiente de variacion obtenido es menor al 2.0%; por lo tanto, el sistema es preciso.
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Tabla 25. Precision del sistema para la cuantificacion de curcuminoides.

AREA BAJO LA CURVA

Solucién CUR DMC BDMC 3 Areas
1 1702128 114528 51927 1868583

2 1715942 114637 52541 1883120

3 1718173 114786 52590 1885549

4 1723022 115569 53521 1892112

5 1731102 116658 54301 1902061

6 1740354 114590 53032 1907976
PROMEDIO 1721787 115128 52985 1889900
DE 13166.09 841.77 835.93 14133.92

CV (%) 0.8 0.7 1.6 0.8
Criterio de aceptacion: CV<2.0%

5.2.1.3. Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se evalué mediante el analisis de tres curvas de calibraciéon con
siete niveles de concentracion. El ajuste de la respuesta obtenida, en funcién de la
concentracion, se llevo a cabo por medio de una regresién lineal simple mediante el uso del
software estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI. EI comportamiento observado al

relacionar la concentracién con la respuesta obtenida, se ilustra en la Figura 24.

Los resultados obtenidos permitieron estimar el siguiente modelo lineal ajustado:
SUMA DE AREA DE CURCUMINOIDES = -16556.6 + 32071.8 * CONCENTRACION

Como se deduce del analisis estadistico el valor del coeficiente de correlacién sugiere una
relacion lineal fuerte entre el area y la concentracion. El coeficiente de determinacion (r?)
permite establecer que el 99.9 % de la variabilidad en la respuesta se encuentra explicada
por el modelo. Finalmente, en las Tablas 26 y 27 se resumen los intervalos de confianza al
95 % de confianza para la ordenada al origen y para la pendiente. Para el caso de la
ordenada al origen el intervalo de confianza del coeficiente de regresion incluye el cero y

su valor, mientras que, para la pendiente, incluye el valor del coeficiente y no el cero.
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Suma de area de curuminoides = -16556.6 + 32071.8*Concentracién (ug/mL)
Figura24. Linealidad del sistema.

Tabla 26. Parametros de linealidad del sistema.

ECUACION Suma de area de curcuminoides = -16556.6 + 32071.8 * Concentracion

Ordenada al origen (Bo)
Pendiente de la recta (B1)
Coeficiente de correlacion (r)

Coeficiente de determinacion (r2)

PARAMETRO ESPECIFICACION
-16556.6 BO={0}
32071.8 B1#0
0.9995 r20.999
0.9990 12>0.98

Tabla 27. Coeficientes e intervalos de confianza del intercepto y pendiente.
Coeficientes Error tipico Inferior 95% Superior 95%
Bo -16556.6 16969.07 -52073.2814 18960.068
B1 32071.83 230.3883 31589.6238 32554.0405

Por otra parte, el analisis de varianza para este modelo, permitié calcular un valor P menor
a 0.05 (Tabla 28, Modelo: valor-P = 0.0), corroborando, con ello, que existe una relacion
lineal estadisticamente significativa entre el area de los picos cromatograficos y la

concentracion.



Tabla 28. Andlisis de varianza del modelo para evaluar la linealidad del sistema.
Suma de

Fuente Gl Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Cuadrados

Modelo 3.23799E13 1 3.23799E13 19378.79 0.0000
Residuo 3.1747E10 19 1.6709E9

Carencia de 1.53139E10 5 3.06277E9 2.61 0.0420
Ajuste

Error Puro 1.64331E10 14 1.1738E9

Total (Corr.) 3.24117E13 20

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que el sistema es lineal en el

intervalo de concentraciones establecido (10.2 a 122.4 ug/mL).

5.2.2. Validacion del método analitico

La validacién del método se realizd de acuerdo con los criterios establecidos en la guia de
validacién de métodos analiticos emitida por la ICH y en la Farmacopea de los Estados
Unidos de Norteamérica (USP, Edicién 42).

A continuacion, se describen los resultados obtenidos para cada uno de los parametros de

desemperfio evaluados.

5.2.2.1. Precisiéon del método

La precisién del método se evalud en términos de repetibilidad y precision intermedia. En
la Tabla 29 se observa que el coeficiente de variacion obtenido fue menor al 2.0%.

En la Tabla 30 se resumen los resultados obtenidos para la precisiéon intermedia. En todos
los casos el coeficiente de variacion es menor al 2.0 %, por lo que, la variacion obtenida por

cada analista y entre los analistas se encuentra dentro del limite establecido.

Con base en los resultados obtenidos se demuestra que el método analitico desarrollado

es preciso para cuantificar curcuminoides.
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Tabla 29. Repetibilidad del método.

Area
Solucién CUR DMC BDMC SAreas
1 1794797 115889 58330 1969016
2 1802954 115782 59356 1978092
3 1805775 116330 58345 1980450
4 1806612 115475 59671 1981758
5 1818173 117889 58282 1994344
6 1840354 116549 59345 2016248
PROM 1811444 116319 58888 1986651
DE 16035.935 860.642 634.730 16624.128
C.V (%) 0.9 0.7 1.1 0.8
Criterio de aceptacion: CV < 2.0 %
Tabla 30. Precision intermedia del método.
AREAS
DIiA CUR DMC BDMC SAreas
1794772 117014 59578 1971364
1 1827547 115838 58596 2001981
. 1831102 116343 59679 2007124
Analista A 1840176 117616 59747 2017539
2 1845740 116549 61204 2023493
1851992 116475 61368 2029835
PROMEDIO 1831888 116639 60029 2008556
D.E 20306.6 609.8 1061.4 20905.2
cv 1.1 0.5 1.8 1.0
1829942 117505 60150 2007597
1 1829619 117439 59965 2007023
. 1830022 116914 59801 2006737
Analista B 1833782 116981 59671 2010434
2 1835076 116851 59845 2011772
1836071 116902 59982 2012955
PROMEDIO 1832419 117099 59902 2009420
D.E 2897.4 292.9 166.5 2658.0
cv 0.2 0.3 0.3 0.1
MEDIA TOTAL 1832153.4 116868.9 59965.5 2008987.8
D.E TOTAL 13832.2 515.4 727.3 14214.9
CV TOTAL 0.8 0.4 1.2 0.7

Criterio de aceptacion: CV < 2.0

47



5.2.2.2. Linealidad y exactitud del método

El intervalo de concentraciones (19.7 a 111.5 ug/mL) en el que se evalud la linealidad se
establecio con base en la concentracion méaxima evaluada y la concentracion minima
cuantificable en el equipo cromatografico de manera exacta y precisa. Los resultados
obtenidos indican que la respuesta obtenida es directamente proporcional a su
concentracion. En la Figura 25 se ilustra la grafica obtenida para este parametro de calidad.
En las Tablas 31 y 32 se resumen los valores estimados del intercepto y de la pendiente,

asi como los intervalos de confianza obtenidos para cada uno.

Suma de areas de curcuminoides = -27240.1 + 32120.9*Concentracion (ug/mL)

4000000

3000000

2000000

1000000

Suma de areas de curcuminoides

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Concentracion (pg/mL)

Figura25. Linealidad del método.

o

Los datos obtenidos para la linealidad, permitieron estimar el siguiente modelo lineal

ajustado:

5> AREA DE CURCUMINOIDES = -27240.1 + 32120.9 * CONCENTRACION

El andlisis de los datos mediante una regresion lineal permitié estimar un coeficiente de
correlacion mayor a 0.999 para los curcuminoides, indicando una relacion fuerte entre las
variables. Asimismo, el analisis de varianza del modelo (Tabla 33), permitié calcular un valor

P menor a 0.05 corroborando, con ello, que existe una relacion lineal estadisticamente
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significativa entre el &rea y la concentracion. Finalmente, el coeficiente de determinacién
resultante del andlisis estadistico indica que mas del 99.9% de la variabilidad obtenida en
la respuesta esté explicada por el modelo de linealidad ajustado. Por lo tanto, el modelo de
regresion lineal es adecuado para la aplicacion que se pretende.

Tabla 31. Parametros de linealidad del método.

ECUACION  Suma de area de curcuminoides = -27240.1 + 32120.9 * Concentracion
PARAMETRO ESPECIFICACION
Ordenada al origen (Bo) -27240.1 0={0}
Pendiente de la recta (81) 32120.9 B1#0
Coeficiente de correlacion (r) 0.9997 r=0.999
Coeficiente de determinacion 0.9993 r>>0.98
(r’)

Tabla 32. Coeficientes e intervalos de confianza del intercepto y pendiente.

Coeficientes Error tipico Inferior 95% Superior 95%
Bo -27240.05506 14051.55374 -57028.01829 2547.90817
B1 32120.93939 200.1722024 31696.59327 32545.2855

Tabla 33. Andlisis de varianza del modelo para evaluar la linealidad del método.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 1.77898E13 1 1.77898E13 24285.06 0.0000
Residuo 1.17207E10 16 7.32541E8
Carencia de 6.32282E9 4 1.58071E9 3.51 0.0404
Ajuste
Error Puro 5.39784E9 12 4,4982E8
Total (Corr.) 1.78015E13 17

La exactitud de un método analitico debe determinarse en todas las metodologias de
caracter cuantitativo (FEUM, 2019) debido a que se relaciona con el concepto de sesgo en
las mediciones al establecer la concordancia absoluta entre el resultado obtenido con el

método y la cantidad verdadera del analito presente en la muestra (ICH Q2, 2005).

Esta caracteristica de calidad se determiné por medio del célculo de la diferencia entre el
valor nominal de las concentraciones evaluadas y las recuperadas (Tabla 34). Los
resultados obtenidos se encuentran dentro de lo limites establecidos (98.0% a 102.0%), por

lo que, el método es exacto en el intervalo de concentraciones establecidas.
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Tabla 34. Linealidad del método para determinar la exactitud.

Concentracién

Concentracién

adicionada 2 A.rea' recuperada % X% v
(ug/mL) curcuminoides (ug/mL) Recobro Recobro (%)
19.7 612231 19.9 100.9
19.7 603666 19.6 99.5 100.2 0.68 0.7
19.7 607151 19.8 100.1
29.9 934632 29.9 100.0
29.9 921022 29.5 98.6 99.9 1.17 1.2
29.9 943325 30.2 100.9
50.3 1582341 50.1 99.6
50.3 1595630 50.5 100.4 100.7 1.31 1.3
50.3 1623727 51.4 102.1
70.7 2190766 69.1 97.6
70.7 2253810 71.0 100.4 98.7 1.47 15
70.7 2203447 69.4 98.2
91.1 2877950 90.4 99.2
91.1 2960811 93.0 102.1 100.8 14 14
91.1 2933220 92.2 101.1
111.5 3550174 111.4 99.9
111.5 3564324 111.8 100.3 99.8 0.44 0.4
111.5 3532525 110.8 99.4

Los limites de cuantificacion y deteccidon son una caracteristica del desempefio analitico
que determina la capacidad cuantitativa del método a concentraciones bajas del analito en
la muestra (FEUM, 2019). Estos limites se definieron empleando el método basado en la
desviacion estandar de la respuesta y la pendiente de la curva de calibracion. La
concentracion minima a la cual fue posible cuantificar los curcuminoides de manera

reproducible y exacta fue de 18.6 ug/mL y la concentracion minima para detectar la sefial

Especificacion

% Recobro: 98.0-102.0 %

CV:£2.0%

5.2.2.3. Limites de cuantificacion y deteccion

de los analitos fue de 6.1 pg/mL.

5.2.2.4. Especificidad del método
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La especificidad del método se evalué mediante la generacién de los productos de
degradacion obtenidos mediante reacciones de oxidacion e hidrélisis (basica y acida) con
soluciones del estandar de curcuminoides y con el producto prueba. En las Tablas 35y 36
se resumen los resultados obtenidos. De acuerdo con los porcentajes de degradacion
estimados (Tablas 37 y 38) es posible concluir que todas las reacciones presentan un
porcentaje mayor al 50.0%, siendo la mas significativa la reaccion de oxidacion (méas del
75%).

En este sentido, Nimiya, 2016 y Zhu, 2017 sugieren que el mecanismo mas critico en la
degradacion de la curcumina es el mecanismo de radicales fendlicos (oxidacion) en lugar,
del mecanismo de los iones hidroxilo (hidrélisis béasica). Con base en los resultados
obtenidos existe una armonia entre los resultados obtenidos con lo reportado en la literatura
(oxidacién> hidrélisis basica>hidrolisis &cida).

En un rango de pH de 2.0 a 8.0 existe una estabilidad causada por el equilibrio entre la
estructura del dieno conjugado y el hidroxilo fendlico desprotonado (Figura 26); a pH
mayores 0 menores de este rango los curcuminoides pierden su estabilidad debido a que
en ambos medios la cetona y los hidroxilos se hidrolizan (Tomren, 2007).

Los curcuminoides son inestables a pH > 8.0 debido a que su estructura de dieno conjugado
se hidroliza al ser desprotonado el OH fendlico. Ademas de la hidrélisis en medio basico, la
curcumina, también puede degradarse mediante un proceso de auto oxidacion de acuerdo
con lo descubierto por Griesser, 2011. Este hallazgo explica porque una hidrdlisis basica

presenta mayor porcentaje de degradacion que una hidrolisis en medio &cido.

Por otra parte, los aldehidos y las cetonas pueden formar productos de condensacion en
solucién alcalina, por lo tanto, los curcuminoides después de una hidrdlisis basica presentan
mayor nimero de picos en el cromatograma (Figuras 27 y 28). Es importante mencionar
que en todos los casos se observa que la respuesta generada por los productos de

degradacion y los aditivos no interfieren con la respuesta atribuida a los curcuminoides.

El criterio de aceptacion para este parametro establece que la respuesta debe corresponder
Gnicamente al analito de interés, es decir, los productos de degradacion no deben interferir

con el tiempo de retencion ni con el pico de curcumina. (USP 37, 2014).

Con base en estos hallazgos se deduce que el método es especifico para cuantificar

curcuminoides en diferentes suplementos alimenticios.
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Tabla 35. Resultados obtenidos durante la degradacion forzada del estandar de curcuminoides.

CElrelisier CUR DMC BDMC  SAreas % DE CV (%)
experimental
Sin 1918092 117193 60128 2095413
. 2075923 27563.73 1.3
tratamiento 1879619 116819 59994 2056432
Hidrolisis 790170 48195 24733 863098
. 855668  10508.31 1.2
acida 775194 48259 24784 848237
Hidrolisis 720457 44066 37276 801799
L. 796704 7205.42 .
basica 710252 44089 37268 791609 9670 05 0.9
. 454028 28499 14633 497160
Oxidacion 501387 5977.88 1.2
462477 28511 14626 505614

Tabla 36. Resultados obtenidos durante la degradacion forzada del producto prueba.

Condicion CUR DMC BDMC 5 Areas X DE CV (%)
experimental
Sin 277383 8958 6979 293320
. 293406 120.92 0.1
tratamiento 277612 8911 6968 293491
Hidrolisis 92749 3010 2423 98182
oy 99124 1331.48 1.3
basica 94604 3023 2438 100065
Hidrdlisis 102968 3315 2590 108873
. 108722 213.55 0.2
acida 102687 3306 2578 108571
. L 62042 2010 1569 65621
Oxidacion 66197 813.88 1.2
63173 2022 1577 66772




Tabla 37. Porcentaje de degradacion del estandar de curcuminoides.

A 0
Tratamiento Area_totgl % ., X DE CV (%)
curcuminoides Degradacion
Hidrolisis 863098 58.4
.. ) 51 .
acida 848237 59.1 °8.8 0-5 0.9
Hidrolisis 801799 61.4
. 1. ) .
basica 791609 61.9 61.6 0.35 0.6
. ., 454028 76.1
Oxidacion 75.8 0.29 0.4
462477 75.6

Tabla 38. Porcentaje de degradacion del producto prueba.

A 0
Tratamiento Area_totgl % - X DE CV (%)
curcuminoides Degradacion
Hidrélisis 98182 66.5
2t 66.2 0.45 0.7
basica 100065 65.9
108873 62.9
Hidrolisis acid 2. .07 A
idrolisis acida 108571 63.0 62.9 0.0 0
: ., 65621 77.6
Oxidacion 77.4 0.28 0.4
66772 77.2
=] Estandar de curcuminoides
wow] Hidrolisis acida Reaccion de oxidacion
| Figu-ra27.- Conﬁparaciéh de bronﬁatogjramés obtenidos con el estandar de

curcuminoides a una concentraciéon de 60 pyg/mL y la degradacion forzada
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Figura 28. Comparacion de cromatogramas obtenidos con el producto prueba a
una concentracion de 306 pg/mL y la degradacién forzada.

5.2.2.5. Robustez del método

La robustez del método analitico se evalué a través de un disefio factorial 2°. Los factores
que se modificaron fueron el pH de la fase movil, el flujo y la proporcién de componentes
en la fase mévil. El efecto de cada factor se evalu6 sobre la amplitud y la resolucion del pico
principal en la matriz de trabajo. La respuesta obtenida se analiz6 empleando el software
estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI.

Los resultados obtenidos para evaluar la amplitud del pico, en las diferentes condiciones de
analisis, se describen en la seccion 5.1.2.3. Disefio factorial 3.

Los resultados generados para evaluar el efecto de los factores en la resolucion de los picos
se resumen en la Tabla 39. Los coeficientes calculados mediante el analisis estadistico

permitieron estimar la siguiente ecuacion que describe el modelo factorial:

Resolucion = 0.917156 + 7.62687*pH - 0.0318469*ACN + 0.229875*Flujo -
0.0968125*pH*ACN - 2.3375*pH*Flujo + 0.069325*ACN*Flujo

El andlisis de varianza del modelo (Tabla 40) permitié calcular un valor P estimado menor
a 0.05 indicando que la diferencia entre los valores es estadisticamente significativa.
Ninguna interaccion de los factores, ni el pH, presentan influencia significativa sobre la

respuesta evaluada.

En la Figura 29 el diagrama de Pareto muestra los efectos estimados para cada factor en
orden decreciente de importancia, se observa que el porcentaje de ACN y el flujo tienen un

efecto estadisticamente significativo en la amplitud del pico.
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Finalmente, en la Figura 30 se ilustran los principales efectos que presentan los factores
analizados; se observa que entre mayor sea la pendiente de la recta para cada factor, mayor
es la influencia sobre la respuesta evaluada. Con base en los resultados descritos es
posible concluir, con el 95% de confianza, que los factores ACN y flujo afectan

significativamente la resolucion del pico.

Tabla 39. Aleatorizacién y resultados para evaluar la resolucion.

pH ACN (mFLI;JrJnC:n) Resolucidon pH ACN (mFLI;JrLC;n) Resolucion
2.55 60 1 2.102 2.55 60 1 2.023
2.35 40 1.5 3.940 2.35 40 15 5.539
2.55 40 1 6.141 2.55 40 1 6.395
2.35 60 1 2.369 2.35 60 1 1.999
2.35 60 1.5 1.767 2.35 60 15 1.462
2.35 40 1 5.972 2.35 40 1 5.962
2.55 60 1.5 1.285 2.55 60 15 1.304
2.55 40 1.5 5.044 2.55 40 15 4.499
Tabla 40. Analisis de varianza para resolucion.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio [Razén-F Valor-P
A:pH 0.00294306 1 0.00294306 0.02 0.9052
B:ACN 53.2207 1 53.2207 273.12 0.0000
C:Flujo 4.12395 1 4.12395 21.16 0.0018
AB 0.149963 1 0.149963 0.77 0.4059
AC 0.0546391 1 0.0546391 0.28 0.6108
BC 0.480596 1 0.480596 2.47 0.1550
blogues 0.0198106 1 0.0198106 0.10 0.7580
Error total 1.55892 8 0.194865
Total (corr.) 59.6115 15
Diagrama de Pareto Estandarizada para Resolucion
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Figura 29. Diagrama de Pareto de los factores evaluados para la resolucion.




Gréfica de Efectos Principales para Resolucién
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Figura 30. Grafica de efectos principales paralaresolucion.

En la Figura 31 se muestra la grafica de malla de superficie de la respuesta analizada. Con
base en esta grafica es posible estimar las condiciones necesarias para que dicha
respuesta sea 6ptima: ACN 40-52, flujo de 1.0 a 1.5 mL/min y pH de 2.35 a 2.55.

Considerando que el valor de pH de la fase movil presenta una influencia nula sobre la
respuesta evaluada en la grafica de contornos de superficie (Figura 32) este factor se fijo a
su nivel medio (valor de 2.45). De esta manera fue posible establecer que las condiciones
para lograr la mejor resolucion del pico son: ACN de 40 a 54 y flujo de 1.0 a 1.3 mL/min.

Malla de la superficie de respuesta estimada

Resolucion
m 0.0
s 08
1.6
15F 24
3.2
14 4.0
4.8
o 13 56
2 6.4
[ 12 - 7.2
11 : = 80
60
1k
23
2.35 24 245 o5 . 40 44 ACN
pH
Figura 31. Grafica de malla de superficie de la respuesta estimada para la
resolucion.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

pH=2.45
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ACN
Figura 32. Gréfica de contornos de superficie de la respuesta estimada fijando el

pH a 2.45 paralaresolucion.

De acuerdo con el modelo establecido las condiciones éptimas de trabajo para obtener una
maxima resolucién del pico (6.259) son: fase movil ACN: agua acidificada a pH de 2.55
[40:60] con flujo de 1.0 mL/min.

La robustez es la capacidad de un método analitico para mantener su desempefio al
presentarse variaciones pequefas pero deliberadas, en las caracteristicas normales de
operaciéon del método (FEUM, 2014). Con base en los efectos evaluados sobre la amplitud
y resolucion del pico, el método analitico desarrollado es robusto en el intervalo de pH pero

no puede modificarse el flujo y la proporcion de ACN en la fase mavil.

5.3. Cuantificacion de curcuminoides en suplementos

alimenticios por HPLC

Una vez validada la metodologia analitica se analizaron dos muestras (capsulas y polvo).
Los resultados obtenidos (Tablas 41 y 42) indicaron que ambas muestras contienen el
porcentaje de curcuminoides dentro del rango reportado por Nelson y colaboradores en
2017 (CUR: 60-70%, DMC: 20-27%, BDMC: 10-15%).

Por otra parte, la especificacion descrita en la monografia USP para C. longa define que las
capsulas y el polvo derivado de este recurso natural contienen no menos de 90.0% y no
mas de 110.0% de la cantidad declarada de curcuminoides. En la Tabla 42, se muestra que

las cépsulas analizadas contienen 100.9% de curcuminoides totales y cumplen con la
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especificacion indicada. En contraste, el polvo solo contiene 5.4% de curcuminoides totales
(Tabla 41): porcentaje menor que la especificacion farmacopeica. Este hallazgo es
relevante ya que el uso destinado para este polvo es como especia y no es requisito oficial

cumplir con los criterios farmacéuticos.

Tabla 41. Resultados de cuantificacion por HPLC de curcuminoides en

polvo.
P Concentracion ug curcuminoides % curcuminoides
Muestra  JAREAS %CUR %DMC %BDMC
(ng/mL) / mg muestra totales
1 1584668 50.2 61.4 22.4 14.8 6.7 54
2 1591652 50.4 61.2 226 14.3 6.7 5.4
3 1615193 51.1 61.2 224 14.5 6.8 5.5
X 1597171.00 50.57 61.3 224 14.6 6.7 54
DE 15993.39 0.5 0.1 0.1 0.3 0.1 0.1
CV (%) 1.0 1.0 0.1 0.5 1.8 1.0 1.0

Tabla 42. Resultados de cuantificacion por HPLC de curcuminoides en

capsulas.
- Concentracion % % % u.g . % .
Muestra YAREAS (g/mL) CUR DMC BDMC curcuminoides curcuminoides

/mg muestra totales
1 2578092 81.11 61.79 22,99 15.23 10.54 98.74
2 2643156 83.14 62.39 22.37 15.23 10.80 101.22
3 2649802 83.34 62.29 22.61 15.10 10.82 101.47
4 2335303 73.55 62.42 22,55 15.03 10.51 98.37
5 2389683 75.24 62.62 22.32 15.06 10.75 100.66
6 2397142 75.48 62.43 22.65 14.92 10.78 100.97
7 2181440 68.76 61.70 23.28 15.01 10.91 102.09
8 2173246 68.51 62.13 23.25 14.62 10.87 101.66
9 2201343 69.38 62.83 22.55 14.62 11.01 103.03
X 62.3 227 15.0 10.8 100.9

DE 0.4 0.4 0.2 0.2 1.5

CV (%) 0.6 1.6 1.5 1.5 1.5




6. CONCLUSIONES

Se desarrollo y validé un método analitico por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC) para identificar y cuantificar a los curcuminoides en dos diferentes insumos. El
método cumple con los criterios emitidos en la guia de validacién para métodos analiticos
ICH Q2.

El método analitico propuesto es sencillo, exacto, preciso y rentable y puede considerarse
para su publicacion en la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos
(FHEUM).

Se identifico la presencia de Curcuma longa L. en el suplemento alimenticio analizado. El
contenido estimado de curcuminoides en las capsulas fue de 100.9% y de 5.4% en el polvo.
Estos resultados permiten concluir que las cépsulas cumplen con las especificaciones

reportadas en la Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamérica (USP).

Finalmente, el método analitico permitié identificar la presencia de los curcuminoides en el

polvo destinado para su uso como especia.

7. PERSPECTIVAS

Evaluar la estabilidad de la muestra, con el fin de establecer el tiempo de vida de anaquel

de insumos que contengan C. longa L.

Aplicar la metodologia desarrollada y validada para analizar productos farmacéuticos
comerciales, con diferente formulacion. Esta actividad permitirA demostrar que los

excipientes no interfieren con la cuantificacion de los curcuminoides.
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8. ANEXO

Tabla 43. Evaluacién de diferentes sistemas cromatogréaficos

Sistema cromatografico. Cromatograma.
Fase estacionaria (F.E) | Fase movil (F.M)
Columna MeOH: ACN: Ac. mAU
Symmetry  Shield | Acético 2% viv |Petector ACh1:360nm
RP8 marca Waters | [15:35:50] 100
(C-8) ]
501
Ao hn ) N~
O‘.O‘ . ‘2‘.5‘ . ‘5‘.0‘ | ‘7‘.5‘ . ‘1(‘).0 | ‘12‘.5 | ‘15.0‘ . ‘17‘.5‘ ‘2(‘).0‘ | 22.5‘ ‘25‘.0‘ m|n
Columna MeOH: ACN: Ac.| mau
Acético 2%v/v {Detector ACh1:360nm
Purospher STAR 751
marca MERCK (C- | [15:35:50] 1
18) 50-
25
OLMAMM,\,r\w,,\_d,/\wﬂﬁ» ,/\W,W.,‘ et e /\“»»/\ e e
00 25 50 15 100 125 150 175 200 25 250 min
Columna MeOH: ACN: Ac. mAU
Symmetry  Shield | Acético 2% v/v 300-Detector ACh1:360nm
RP8 marca Waters | [15:40:45] ]
(C-8) 200
1001
N PN VNS
00 25 5078 100 125 150 175 min
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Continuacién Tabla 43. Evaluacion de diferentes sistemas cromatograficos

Sistema cromatogréfico.

Fase estacionaria Fase movil (F.M) Cromatograma.
(F.E)
Columna MeOH: ACN: Ac. mAU
{Detector ACh1:360nm
Acético 2% viv 200
Purospher STAR ]
1504
marca MERCK (C- | [15:40:45] ]
100
18) ]
504
Oé‘”’” . VV/K _/\ R ,,,,/\/\ e
O‘.O‘ o ‘2‘.5‘ o ‘5‘.0‘ o ‘7‘.5‘ o ‘1(‘).0‘ o ‘12‘.5‘ o ‘15‘1.0‘ o ‘17‘.5 26.0 ‘mi‘n
Columna MeOH: ACN: AC. 12;E)AgtectorAChl:360nm
| Acético 2%viv 1001
Symmetry Shield ]
757
RP8 marca Waters | [15:45:40] o]
(C-8) 2&
ot/ A N o
0‘0 5‘0 ld (0] lé.O 26 (0] L 25‘ (0] 36.0 35‘.0 ‘mir‘l
Columna MeOH: ACN: Ac. mAU
L. Detector ACh1:360nm
Aceético 2%v/v 2001
Purospher STAR ]
marca MERCK (C- | [15:45:40] 10
18) 100E
501
00 25 50 75 100 125 150 175 200 min
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Tabla 44. Soluciones empleadas para el ajuste de pH a 2.45 de una disolucion de acido acético al 3% v/v.

mvV
i _ =
lOOOTDetector A Ch1:360nm N
| ©
| o) ~ e} a
0 3 g 3 a8
< - o - N
= © o = o
] 14 = ” 14 ”
14 x i
0
\ \ \ T T T \ ro
0.0 25 50 75 100 125 150 175 200
Disolucidon empelada para el ajuste de pH a 2.45: NaOH 1 M
mV
|Detector A Ch1:360nm 3
i [ee]
750 S

0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Disolucidon empelada para el ajuste de pH a 2.45: TEA (R.A) + H3PO4 (R.A)
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Continuacién Tabla 44. Soluciones empleadas para el ajuste de pH a 2.45 de una disolucion de acido acético al 3% v/v.

mv
“Detector A Ch1:360nm X
1 ©
1000
] 8 < S N
: . 2 ; 8
. ; : =
| - % F v F
Og—w_ﬂ N x “
T T T T ‘ T T T T ‘ T T T ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.0 25 50 15 10.0 125 150 175
Disolucion empelada para el ajuste de pH a 2.45: TEA (R.A)+ TFA (R.A)
mV
1500-{Detector A Ch1:360nm N
1000
1 o) o
? : 3 3 : :
: : i
O T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 110 12.0 13.0 14.0 15.0
Disolucion empelada para el ajuste de pH a 2.45: TFA (R.A)
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Disefio factorial 3. Comparacién de cromatogramas

mV
Detector ACh1:360nm 0
l i
10001
| o0 [ee]
500+ © 0 o b~ S
i o ©O - ; oo}
;g : -
14 ~ = x =
0. N o o
I T T T T T T T T I
0.0 25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 225 min
Figura 33. Cromatograma obtenido con el sistema cromatografico de ACN: agua acidificada a pH de 2.55 [40:60] con flujo de
1.0 mL/min
mV
Detector ACh1:360nm
2000-
1 o
1000+ o
7 i
|_
N
0 |
‘ I I ‘ I I ‘ ! I ! I ' ! I I I ' I I I ‘ I I ‘ I I ‘ I ! ' I ! I ! ' I ! I
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 45 min
Figura 34. Cromatograma obtenido con el sistema cromatografico de ACN: agua acidificada a pH de 2.35 [60:40] con flujo de

1.5 mL/min
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