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RESUMEN

INTRODUCCION: se requiere una técnica de analisis especifica que permita dar
seguimiento al estudio de la estabilidad intrinseca del follaje seco pulverizado de
Parthenium hysterophorus L. (escoba amarga), para la obtencion de una forma
farmacéutica de utilidad antiparasitaria con los requisitos de calidad, seguridad y
eficacia exigidos.

OBJETIVO: demostrar la especificidad de la técnica analitica de cromatografia
liguida de alta eficacia para la cuantificacion de partenina en el polvo de P.
hysterophorus para su aplicacién en estudios de estabilidad.

METODOS: se aplicé cromatografia liquida de alta eficacia a muestras degradadas
de P. hysterophorus, bajo condiciones degradativas en medio acido, basico y
oxidativo. Se evalu6 la especificidad de la técnica de andlisis para detectar el
componente de interés sin interferencias de sus productos de degradacion y su
posible utilidad en estudios de estabilidad del polvo de la planta.

RESULTADOS: la cromatografia liquida de alta eficacia para cuantificar partenina
en el polvo de P. hysterophorus resulté especifica en las condiciones de trabajo
establecidas y puede emplearse en estudios de estabilidad del solido en el polvo de
la planta.

CONCLUSIONES: la técnica de cromatografia liquida de alta eficacia propuesta es
especifica y se recomienda su utilizacion en los estudios de estabilidad del sélido en
polvo de la planta.

Palabras clave: Parthenium hysterophorus, partenina, cromatografia liquida de
alta eficacia, especificidad, estabilidad.

ABSTRACT

INTRODUCTION: it is required a specific analysis technique allowing the follow-up
to stability study intrinsic of Parthenium hysterophorus L. (escoba amarga)
powdered dry foliage to achieve in a pharmaceutical way a antiparasitic usefulness
with the quality, safety and effectiveness demanded requirements.

OBJECTIVE: to demonstrate the specificity of analytical technique of high-
performance liquid chromatography for quantization of partenine in the powder of
P. hysterophorus for its application in stability studies.

METHODS: high performance liquid chromatography was applied to P.
hysterophorus degraded samples under degradation conditions in an oxidative,
basic and acid medium.The analysis technique specificity was assessed to detect
the interest component without interferences of its degradation products and its
possible usefulness in studies on solid stability in the plant powder.

RESULTS: high-performance liquid chromatography to quantify the presence of
partenine in the P. hysterophorus powder was specific in established work
conditions and may be used in solid stability studies of plant powder.
CONCLUSIONS: the high-performance proposed is specific and it is recommended
in solid stability studies of solids in plant powder.

Key words: Parthenium hysterophorus, partenine, high-performance liquid
chromatography.
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INTRODUCCION

La cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) constituye una herramienta
analitica de eleccidn en la literatura internacional para la determinacién cuantitativa
de lactonas sesquiterpénicas, metabolitos mayoritarios en la planta.’ No obstante
no ha sido descrita por los autores que abordan la tematica, la aplicacién de una
técnica de analisis cuantitativo en estudios de estabilidad de extractos de
Parthenium hysterophorus L. Se requiere como requisito indiscutible en la
realizaciéon de los estudios de estabilidad del sélido en polvo de la planta, de una
técnica analitica especifica que permita detectar y cuantificar el ingrediente activo
de interés (partenina) y dar seguimiento a los productos de degradacion como
interferencias potenciales en la matriz analizada. Demostrar la especificidad de esta
técnica es el objetivo de este trabajo.*’

METODOS

Las partes aéreas de la planta (follaje) se colectaron en el Reparto Universitario de
Santa Clara, donde predomina el suelo con caracteristicas pardo con carbonato, y
se identificé en el Jardin Botanico de la Universidad Central de Las Villas por el
doctor Cristébal Rios Albuerne con numero de voucher 08133.

Especificidad de la técnica analitica mediante cromatografia liquida de alta
eficacia para la estabilidad®*°

Preparacion de la disolucion de referencia (150 mg/L)

Se prepar6 una disolucién de patréon de trabajo de partenina de concentracion 2,5
mg/mL. A partir de esta disolucién se tomd una alicuota de 120 pL, se transfirié a
un matraz aforado de 2 mL y se completd el volumen con acetonitrilo:agua (40:60)
(150 mg/L).

Preparacion de la disolucion de la muestra sin degradar

Se pesaron 0,5 g (con error de = 0,1 mg) del sélido en polvo de la planta y se
realizé una extraccién con 40 mL de metanol, se agité en bafo ultrasénico durante
10 min. El extracto se filtré y se lavé con 15 mL de metanol. Luego se repitio la
extraccion, se reunieron los filtrados, se concentraron a vacio en rotoevaporador y
se redisolvieron en 20 mL de metanol. Se tomé una alicuota de 1 mL, se disolvio en
acetonitrilo: agua (40:60) y se enraso en 10 mL. La disolucion se filtré por miliporo
de 0,45 um y se inyect6 en el instrumento 20 L de esta disolucién.

Preparacion de las disoluciones de las muestras degradadas
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Medio oxidante, acido y basico: Se realiz6 la extraccion del sélido en polvo de la
planta, segun el procedimiento descrito con anterioridad para la preparaciéon de la
disolucion de la muestra sin degradar, hasta que se reunieron los filtrados. Se
adicioné el agente degradante a cada filtrado: 10 gotas de perdxido de hidrégeno
(H-0,) 3 % (medio oxidante), 10 mL de HCI 1 mol/L (medio acido) y 10 mL de
NaOH 1 mol/L (medio basico) y se reflujé en los Ultimos 2 casos. La muestra
sometida a medio oxidante se protegi6 de la luz y se calenté en bafio de Maria a 50
©C. Se determind el contenido de partenina mediante CLAE a los 10 min Para ello,
cada muestra se concentrd a vacio, se redisolviéo en 20 mL de metanol, se tomo 1
mL, se ajusto el pH entre 7 y 8 con disoluciones de HCI o NaOH a 0,5 mol/L, segln
el caso, y se enrasd a 10 mL con la fase movil acetonitrilo:agua (40:60) en un
matraz aforado.

Luz natural y artificial: se colocaron en una placa petri, de forma extendida, 0,5 g
del sélido en polvo de la planta y se mantuvieron bajo el efecto de la luz solar (no
directa) y de la luz artificial durante 72 h. En el caso de la luz artificial las muestras
se mantuvieron a una distancia de 20 cm de una lampara de luz UV (254 nm). En
ambos casos se obtuvo la disolucidén de la muestra degradada, para el analisis,
segun la metodologia de preparacion de la muestra sin degradar descrita con
anterioridad.

Perfiles de CLAE: las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: FE:
LiChrospher-100 RP-18, FM: acetonitrilo (A): agua (B) (40:60), gradiente de
eluciéon: 40 % A (0-10 min), 40-100 % A (10-15 min) y 100-40 % A (15-20 min),
flujo: 1,0 mL/min, detector: longitud de onda () variable; A= 210 nm. Se
inyectaron 10 yL de cada muestra, previamente filtrada por filtro miliporo de 0,45
pm, en el instrumento de CLAE. Ademas, las muestras se inyectaron bajo las
mismas condiciones cromatograficas en un instrumento de CLAE con los detectores
multiespectral y de espectrometria de masas (CLAE-EM), para demostrar la
homogeneidad del pico correspondiente a la partenina. La expresion de calculo para
determinar el porcentaje de partenina en base seca en el solido en polvo de la
planta (muestra sin degradar y muestras degradadas) mediante la técnica por CLAE
es la siguiente:

- 1oo
100 - %

Donde:

% p: porcentaje de partenina en base seca (%0).

40: factor de correccion.

a: concentracion en mg/mL obtenida de la curva de calibracion.
% H: porcentaje de pérdida de humedad (9,5 %).

Cromatografia en capa delgada cualitativa (CCD)

Fase estacionaria: gel de silice 60 GF 254, dimensiones (4 x 8 cm) y 0,2 mm de
espesor. Fase mavil: cloroformo: acetona (6:2). Se emplearon como reveladores la
luz UV a 254 nm y el asperjado con disoluciéon de vainillina (0,5 g de vainillina, 10
mL de etanol, 3 gotas de acido acético y 0,5 mL de acido sulfdrico concentrado).
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Se realizé un seguimiento cualitativo mediante la CCD a las muestras sometidas a
las diferentes condiciones degradativas (estrés), en comparaciéon con el
comportamiento cromatografico de la disolucion de referencia. Se aplicaron 20 mL
de cada variante analizada y del patron de referencia; se emplearon las condiciones
cromatogréficas descritas anteriormente. Se calculé la razén de flujo (Rf) de las
manchas obtenidas en los cromatogramas en comparaciéon con la disoluciéon de
referencia.

Espectrofotometria ultravioleta

Muestra sin degradar: se pesaron con exactitud 250 mg del sélido en polvo y se
realizé una extraccion con 10 mL de metanol, se agitaron en zaranda durante 10
min y se filtr6. Se tomé 20 pL de la solucién anterior y se enrasé a un volumen de
2 mL con metanol en matraz aforado. Se efectué un barrido de exploracién en el
intervalo de 200 a 300 nm. Se realizaron las mediciones con metanol como blanco.

Muestras degradadas (medios acido, basico, oxidante, luz UV y solar): las muestras
de ensayo concentradas a sequedad se redisolvieron en metanol, se enrasaron en
matraces aforados de 2 mL. Se obtuvo la absorbancia en el intervalo de 200 a 300
nm, con el empleo como blanco del metanol.

RESULTADOS

Especificidad de la técnica analitica mediante cromatografia liquida de alta eficacia
para la estabilidad

Se evaluo la especificidad de la técnica analitica CLAE con vistas a su aplicaciéon en
estudios de estabilidad del polvo y se valoré la posible interferencia de productos de
degradacién en relacidon con la respuesta cromatografica del ingrediente activo
principal. Se valoré el perfil cromatogréafico de cada condicién analizada, al ser
sometidas las muestras de ensayo a degradaciones en diferentes condiciones
extremas, que propicien una degradacion del ingrediente activo que no supere 20
%, segln se establece.>'"'? Para ello, se evaluaron las respuestas cromatograficas
a cada condicion analizada, al ser sometidas las muestras de ensayo a
degradaciones en diferentes condiciones de estrés como: medio acido (HCI 1
mol/L), medio basico (NaOH 1 mol/L), oxidacion (H,O, 3 %), luz solar y
ultravioleta.

El cromatograma obtenido mediante CLAE de la sustancia de referencia (Fig. 1) y
de la muestra sin degradar (Fig. 2), evidencian un pico cromatografico bien definido
y resuelto a un tiempo de retencion de 5,3 min, correspondiente al metabolito de
interés.

Medio basico: en esta condicion se obtuvo una reduccién significativa de la
concentracion de partenina (%) en relaciéon con la que se obtuvo en la muestra sin
degradar. Ademas, se detectaron nuevos picos cromatograficos que pueden
corresponder a posibles productos de degradacién, dentro de los cuales se destaca,
por su mayor area, el que aparece a tiempo de retencién de 7,5 min, que sugiere la
presencia de un producto de menor polaridad en relacidon con el metabolito activo
(partenina) (tablas 1 y_2) (Fig. 3).
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Medio acido: se aprecié un comportamiento similar al obtenido en medio basico,
caracterizado por una reduccién significativa de la concentracién de partenina (%)
en relacion con la muestra sin degradar (tablas 1 y 2) (Fig. 4) y la aparicion de
nuevos picos cromatograficos. De ellos el de mayor area, que aparece a un tiempo
de retencidon de 7,9 min, podria brindar un criterio de la presencia de un producto
de degradacion de menor polaridad en relacion con el metabolito activo (partenina).

Medio oxidante: se aprecié un comportamiento similar al obtenido en medio acido y
basico (tablas 1 y 2) (Fig. 5). Se destaca un nuevo pico cromatografico a un tiempo
de retencién de 7,3 min.

Luz solar y ultravioleta (UV): en esta condicién se obtuvo una reduccion menos
marcada de la concentracion de partenina (%) en relacion con la que se obtuvo en
la muestra sin degradar. En el caso de la luz UV se destaca un pico en el
cromatograma CLAE a un tiempo de retencion de 7,71 min, lo cual sugiere la
formacion de un posible producto de degradacion de una menor polaridad en
relaciéon con la partenina (tablas 1 y 2) (Figs. 6 y 7).

Como se observa en todas las condiciones, se obtuvo un pico estrecho
correspondiente al componente principal (partenina), bien resuelto, sin colas, ni
solapamientos (la ausencia de solapamientos esta demostrada por la informacién
dada por los espectros de masa y UV en cada una de las regiones del pico de
partenina y con una adecuada separacion de los nuevos picos tras la degradacion).
Los resultados espectrales se muestran en la figura 8 y confirmaron la eluciéon del
pico a un tiempo de retenciéon de 5,3 min corresponde a una Unica sustancia, por
causa de la aparicion de un pico de m/z 280,2 aducto [M+ NH,]* en
correspondencia con la masa molar (262,3 g/mol). Por tanto, se demostré que la
técnica analitica de CLAE desarrollada, es especifica frente a los productos de
degradacion de la matriz analizada.

Cromatografia en capa delgada cualitativa (CCD)

La determinacion de las razones de flujo (Rf) de cada una de las muestras
analizadas, sometidas a las diferentes condiciones degradativas, en comparacion
con la solucién de referencia, evidencio los resultados siguientes:

Medio basico: se observo la aparicion de una mancha fluorescente a la luz
ultravioleta a un valor de Rf de 0,67. Se evidencio la presencia a la luz ultravioleta
de una segunda mancha fluorescente a un valor de Rf de 0,98, no siendo detectada
al revelado con vainillina.

Medio acido: se observoé la aparicidon de una mancha fluorescente a la luz
ultravioleta y de color carmelita al revelado con vainillina a un valor de Rf de 0,125.
Se evidencio la presencia de una segunda mancha fluorescente a la luz ultravioleta
y de color verde al revelado con vainillina a un valor de Rf de 0,93.

Medio oxidante: se observd la apariciéon de una mancha fluorescente a la luz
ultravioleta y de color carmelita al revelado con vainillina, presenté un valor de Rf
de 0,26. Se evidencio la presencia de una segunda mancha fluorescente a la luz
ultravioleta, no siendo detectada al revelado con vainillina a un valor de Rf de 0,98.

Se evidencia atendiendo a los resultados anteriores, la presencia de posibles
productos de degradaciéon en cada medio analizado; se detectaron 2 nuevas
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sustancias en cada condicidon, en comparacion con la sustancia de referencia
(fluorescente a la luz ultravioleta y de coloracién azul violadcea al asperjado con
vainillina, con un valor de Rf de 0,5).

Espectrofotometria ultravioleta directa
Muestra sin degradar
El espectro UV del polvo en metanol en el intervalo de 200 a 300 nm evidencio la

presencia de un maximo de absorcidon a una longitud de onda de 215 nm,
correspondiente a una transicién (n-n’), caracteristico de las enonas (Fig. 9).

Ahsorbancia
0,6
0,5 |
0,4
0,3
0,2
0,1
Q

200 220 240 260 280 300 320
Longitud de onda {nm)

Fig. 9. Espectro ultravioleta del sdlido en polvo de Parthenium
hysterophorus L en metanol,

Medio acido y basico. Caracterizacion espectrofotométrica cualitativa

El espectro UV de la muestra objeto de analisis sometida a la degradacidon en medio
acido mostré la presencia un maximo de absorcién a una longitud de onda de 206

nm (Fig. 10).
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Fig. 10. Espectro ultravioleta de |a muestra degradada en medio acido,

El espectro UV de la muestra sometida a la degradacion en medio alcalino evidencio
la presencia de un maximo alrededor de 212 nm (Fig. 11).
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Fig. 11. Espectro ultravioleta de la muestra degradada en medio alcalino.

Medio oxidante. Caracterizacién espectrofotométrica cualitativa

El espectro UV de la muestra sometida a la degradacion oxidativa con peréxido de
hidrégeno 3 %, evidenci6 la presencia de un maximo de absorcién a una longitud
de onda de 221 nm, correspondiente a una transiciéon (r-n"), lo cual corroboro el
pico caracteristico de las enonas entre 215 y 250 nm (Fig. 12).
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Ahsorbancia
2
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Fig. 12. Espectro ultravioleta de la muestra degrada en medio oxidante,

DISCUSION

Atendiendo a los resultados obtenidos, se evidencia la mayor incidencia de la
condicién degradativa en medio acido en la concentracion de partenina, seguida del
medio basico y medio oxidante, con una degradacion inferior a 16 %; finalmente,
se muestra que la menor afectacién de la concentracién del ingrediente activo
principal se obtiene bajo el efecto de la luz artificial y luz solar. Los espectros UV
obtenidos como resultado de la evaluacion de las muestras sometidas en cada
medio de degradacion (&cido, basico, oxidativo) mostraron maximos de absorcion,
caracteristicos de la banda de transicién (z-n") de las enonas, lo cual infiere la
presencia de posibles productos de degradacion de estructura quimica similar a la
partenina, ademas, confirma que este método analitico no es recomendable en la
realizacién de estudios de estabilidad del sélido en polvo.

El analisis comparativo de los cromatogramas obtenidos para la sustancia de
referencia, muestra sin degradar y las muestras sometidas a las condiciones de
degradacién drasticas, demuestra la especificidad del método analitico CLAE, al no
evidenciarse interferencias, ni solapamientos respecto al pico con una elucion a un
tiempo de retencion de 5,3 min, correspondiente al ingrediente activo principal.
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Fig. 1. Cromatograma CLAE (cromatografia liguida de alta eficacia) de la disolucian
de referencia.
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Fig. 2. Cromatograma CLAE (cromatografia liguida de alta eficacia) de la muestra
sin degradar,
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Fig. 3. Cromatograma CLAE {(cromatografia liquida de alta eficacia) de la muestra degrada

en medio basico.
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Fig. 4. Cromatograma CLAE (cromatografia liguida de alta eficacia) de la muestra
degradada en medio acido.
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Fig. 5. Cromatograma CLAE (cromatografia liguida de alta eficacia) de la muestra
degradada en medio oxidante,
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Fig. 6. Cromatograma CLAE (cromatografia liquida de alta eficacia) de la muestra
bajo el efecto de la luz solar.
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Fig. 7. Cromatograma CLAE (cromatografia liquida de alta eficacia) de la muestra bajo el
efecto de la luz artificial (U,
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Fig. 8. Espectro de masas del pico correspondiente a partenina.

Tabla 1. Porcentaje de partenina sin degradar en relacion con su concentracion inicial

Concentracion de partenina (Cp) (%) + Desviacion estandar {DE)

Tiempo cero Medio acido Medio basico | Medio oxidante Luz artificial Luz solar
100,0 £ 0,03 a1,3 £ 0,00 84,2 £ 0,00 86,5 + 0,00 85,3 £ 0,00 88,1 £ 0,00
16
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Tabla 2. Procesamiento estadistico del estudio de especificidad de la técnica de

cromatografia liquida de alta eficacia

Analysis of Yariance for Conc4 - Type III Sums of Squares

Source Sum of Squares | Of | Mean Square F-Ratio | P-%alue
Main effects
& condicion 2,91678 = 0,5833E56 1921,21 0,000a0
Residual 0,00353333 12 | 0,000294 444
Total {corrected) 2,92031 17
all F-ratios are based on the residual mean square errar,
17
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