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Resumen

Objetivo: se estandarizo un procedimiento para comparar perfiles cromatograficos de extractos de plantas
patron con los correspondientes extractos de fitofarmacos.

Métodos: los perfiles cromatograficos de cinco fitomedicamentos codificados se elaboraron en un cromatd-
grafo CAMAG, mediante cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC). Los factores sometidos a
estudio para la elaboracion de los cromatogramas fueron: la polaridad del eluyente, tiempo de preacondi-
cionamiento de la placa cromatografica y tiempo de saturacion de la camara cromatografica. Las variables
respuesta analizadas fueron: Rf y nimero de manchas separadas.

La corrida de los cromatogramas permitio definir el mejor sistema cromatografico de separacion mediante
analisis de la razon de frentes (Rf) de los componentes presentes y del nimero de compuestos separados.
Estos valores permitieron establecer la correspondencia entre el tipo y el niumero de compuestos separados.
Se establecieron los porcentajes de compuestos que fueron coincidentes con el patron de cada fitomedica-
mento; posteriormente se calcularon valores de chi cuadrado que permitieron definir si los fitomedica-
mentos tienen o no diferencia significativa con los patrones.

Resultados: se verifico que respecto a un patron de igual composicion, si se generaron pérdidas de com-
puestos durante el proceso de produccion que ocasionan la disminucion de los compuestos separados cro-
matograficamente mediante HPTLC.

Conclusiones: la pérdida de los compuestos en los fitofarmacos analizados se encuentra en un rango que va
desde 3,7% a 37,8% del total de los compuestos presentes en los patrones.
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Abstract

Objective: we standardized procedure for comparing chromatographic profiles of pattern plant extracts with
the corresponding herbal medicine extracts.

Design: five phytomedicament were coded to develop their chromatographic profiles in a chromatograph CA-
MAG by High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC). The study factors for the development of
chromatograms were: the polarity of the eluent, preconditioning time of the chromatoplate and time saturation
of the chromatographic chamber. The Rf and the number of separate spots were the response variables analyzed.
The run of chromatograms, allowed to define the best chromatographic separation system, through analysis of
the ratio of fronts (Rf) of the components present and the number of separate compounds. These values allowed
to establish correspondence between the type and the number of separate compounds.

We established the matching percentages of compounds with the pattern of each phytomedicament, and
chi-square values were calculated, which allowed to define whether the phytomedicament have or no significant
difference with patterns.
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Results: It was verified that with respect to a pattern of the same composition, compounds losses are generated
during the production process, which cause the declining of chromatographically separated compounds by
HPTLC.
Conclusions: The loss of compounds in the phytopharmaceuticals analyzed is in a range from 3.7% to 37.8% of
the compounds present in the patterns.

Keywords: chromatographic profile, high performance thin layer chromatography, phytomedicine

Introduccion

En Ecuador, los medicamentos elaborados a base de
plantas conocidos también como fitomedicamentos
o productos naturales procesados ! son una alterna-
tiva a los medicamentos de sintesis. Por tratarse de
matrices complejas, existen limitadas metodologias
que permitan realizar controles sistematicos, tanto de
materias primas como de productos terminados. La
mayor parte de técnicas usadas para el control de la
composicion son cualitativas por lo que son suscepti-
bles de interpretaciones subjetivas. Siendo el control
fisico-quimico una herramienta de vigilancia de los
farmacos ?, es necesario desarrollar metodologias que
permitan disponer de parametros aplicables a fito-
medicamentos, a fin de verificar la identidad de las
especies vegetales utilizadas en su elaboracion, con
las cuales se inscriben los firmacos para la obtencion
del registro sanitario y su posterior comercializacion.
Ademds, al disponerse de un método rapido, se faci-
litaria el control durante etapas del proceso producti-
vo, el almacenamiento y la comercializacién. Con la
informacion que se genere, podrian tomarse acciones
preventivas o correctivas para evitar la degradacion
de los componentes de los fdrmacos antes de llegar al
consumidor.

Los costos de produccion son determinantes para
que los laboratorios fabricantes no comprueben la
identidad de las especies vegetales que declaran en la
etiqueta, teniéndose como consecuencia el no cum-
plimiento de las condiciones de calidad, seguridad y
eficacia de los fitomedicamentos %

La cromatografia de capa fina de alta resolucién
HPTLC permite caracterizar y cuantificar los com-
puestos presentes en mezclas complejas, lo cual po-
sibilita la comparacion entre fitomedicamentos y sus
respectivos patrones de referencia *. Un aporte pri-
mordial de la cromatogratia de capa es la obtencion
de resultados que se analizan y comparan estadisti-
camente.

Para investigar las especies vegetales que compo-
nen los fitomedicamentos, se desarrollé una metodo-
logia estandarizada de obtencion de perfiles cromato-
graficos mediante cromatografia de capa fina de alta

resoluciéon (HPTLC), la cual puede utilizarse como
parametro de referencia en los analisis fisico-quimi-
cos durante el control posregistro. La metodologia
propuesta se convierte en una evidencia fotografica
comparativa del medicamento evaluado y sus patro-
nes, los cuales, mediante pruebas estadisticas de con-
traste, definen cualitativamente la composicion de
los fitofdrmacos. La metodologia desarrollada es una
contribucidn a la regulacion y control de los compo-
nentes presentes en muestras y extractos vegetales,
que garantizara la produccion de fitomedicamentos
con calidad, seguridad y eficacia.

Material y métodos

Se seleccionaron, de acuerdo con su actividad biold-
gica y nivel de venta medida por la encuesta de co-
mercializacién basada en la metodologia de la “Mi-
litary Standard 105” 4, a cinco fitomedicamentos
expendidos en la ciudad de Quito; de forma simul-
tanea se obtuvieron muestras patrones de los provee-
dores de materia prima. Los patrones utilizados co-
rrespondieron a plantas del mismo lote utilizado en
la elaboracion de los fitomedicamentos, a fin de evitar
variabilidad derivada de las diferentes condiciones de
cultivo, cosecha y manejo postcosecha.

Las muestras codificadas de fitomedicamentos y
sus patrones de referencia registraron una humedad
relativa del 11%; fueron tamizadas en una malla de
0,84 mm y se extrajeron por maceracion con meta-
nol al 96% en una relacién P/P (1:7) solido:solvente
durante 72 horas. Los extractos totales se evaporaron
en una estufa de conveccion BINDER a 40°C hasta
alcanzar la sequedad y un peso constante. De cada
extracto seco, se prepararon 100 pL de solucion de
concentracion aproximada de 50 mg/mL, utilizando
metanol como solvente; las soluciones se filtraron a
través de membrana. La elaboracidn de los extractos,
consideré la composicion denunciada en la férmula
unitaria de cada fitomedicamento analizado (tabla 1).
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Tabla 1. Férmula unitaria de fitomedicamentos expresada en miligramos.

Cadigo Componentes Peso
CN Gonolobus condurango 500,0
Excipientes c.s 50,0
Peso total de la tableta 550,0
UL Aristeguieta glutinosa 250,0
Gonolobus condurango 50,0
Uncaria tomentosa 100,0
Croton lechleri 100,0
Excipientes c.s 50,0
Peso total de la tableta 550,0
UN Uncaria tomentosa 100,0
Croton lechleri 100,0
Excipientes c.s 600,0
Peso total de la tableta 800,0
FU Menta pulegium 324
Plantago major 32,4
Aristeguieta glutinosa 32,4
Uncaria tomentosa 32,4
Equisetum bogotense 32,4
Carbon vegetal 54,0
Excipientes c.s 64,0
Peso total de la capsula 280,0
UF Piper carpunya 100,0
Uncaria tomentosa 100,0
Excipientes c.s 0,0
Peso total de la tableta 500,0

Con los extractos tratados, usando el programa Wincats °, se corrieron perfiles cromatograficos de muestras y
patrones de referencia en un sistema de cromatografia de capa fina de alta resolucion (HPTLC) CAMAG (3,5).

c.s cantidad suficiente.

Elaboracion: autores

Previamente se definieron experimentalmente las condiciones detalladas en la tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones experimentales del desarrollo cromatografico por HPTLC.

Pre-secado

Inyeccion

Control de humedad

Secado

Saturacién

Desarrollo

Parametros

Tiempo

Volumen de la jeringa
Volumen de inyeccién

Velocidad de inyeccion

Tiempo

Solucion

Volumen de llenado
Humedad relativa

Tiempo

Almohadilla de saturacion
Volumen fase movil
Solvente

Fase estacionaria
Distancia de migracion
Volumen de fase movil

Fase movil

Condiciones de desarrollo

5 minutos

100 pl
2ul
140 nl/seg

10 minutos
Sulfocianuro de potasio
800 ml

50,1%

15 minutos

No

25 ml

Tolueno: hexano: metanol
Silica gel F254 20x10 cm
70,1 mm

10 ml

Tolueno: hexano: metanol

Elaboracién: autores

Los cromatogramas desarrollados se foto documentaron a longitudes de onda de 254 nm y 366 nm. Los factores
de estudio se definieron considerando las variables que tienen mayor incidencia en el desarrollo cromatografi-

co®, detallados en el tabla 3.

Tabla 3. Factores de estudio en la elaboracion de perfiles cromatograficos.

Tiempo de saturacion de la camara

cromatografica

Tiempo de pre-acondicionamiento de la

placa cromatografica

S1: 5 minutos

$2: 20 minutos
Eluyente
Composicion
El:  Tolueno: hexano: metanol (47,5:47,5:5)
E2:  Tolueno: hexano: metanol (45:45:10)
E3:  Tolueno: hexano: metanol (49:49:2)

T1: 5 minutos
T2: 20 minutos

Polaridad (P’)
142,25

169,50

125,9

Elaboracién: autores
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Para el andlisis estadistico se utilizé un diseno fac-
torial 2 x 2 x 3 junto a un ANOVA (axbxc)enel
cual se tomo en cuenta el efecto de cada variable y la
interaccion de las mismas. Los datos permitieron de-
terminar el mejor sistema cromatografico 7, que per-
mita obtener el mayor niimero de manchas separadas
de los componentes presentes en los extractos totales,
utilizando el Rf y el nimero de manchas separadas
como variables respuesta.

Se us6 como prueba demostrativa Tukey a un ni-
vel de significancia del 95% para la polaridad de los
eluyentes, en 3 niveles. Para el tiempo de preacondi-
cionamiento de las placas cromatograficas y tiempo
de saturacion de la cdmara cromatografica, se utilizé
como prueba demostrativa la t de Student en 2 nive-
les con el 95% de significancia ® Los calculos se reali-
zaron mediante el programa estadistico JMP".

Para contrastar las coincidencias de las muestras
frente a su patrén de referencia, se emple6 la prueba
estadistica chi-cuadrado (X?), la cual compara si los
resultados observados difieren significativamente de

Articulo Original

los resultados esperados *°, segun la hipotesis nula
que expone que la muestra analizada no tiene dife-
rencia significativa frente a su patrén de referencia.

Resultados y discusion

Para las muestras patron seleccionado y los fitome-
dicamentos codificados (ver tabla 4), se realizaron
determinaciones de humedad residual, luego de ser
sometidas a secado a 40°C, hasta obtener un peso
constante. Los valores se encuentran dentro de los
estandares de calidad para materias primas solidas y
producto terminado de acuerdo ala USP 35 ¢, excep-
to para el fitomedicamento FU (capsulas) que presen-
ta una media de humedad relativa del 10,97 + 0,37%.
Este valor, de acuerdo a la norma, se encuentra so-
bre el limite superior permitido  las condiciones de
humedad pueden ocasionar que el fitomedicamento
presente riesgo que la reactivaciéon enzimatica genere
degradacion de los metabolitos, principalmente clo-
rofilas .

Tabla 4. Resultados de humedad residual de patrones de referencia y fitomedicamentos.

Patrones de referencia

Equisetum bogotense L.

Gonolobus condurango Triana

Piper carpunya Ruiz & Pav.

Plantago major L.

Aristeguieta glutinosa Llam.

Menta pulegium L.
Croton lechleri Mull.
Uncaria tomentosa Will.
Fitomedicamentos

CN

UL

UN

UF

FU

%HR

6,46 = 0,12
5,81 +0,08
8,82 +£0,21
4,64 £0,07
5,74 +0,31
6,09 £0,11
3,90 +0,07
7,52 +0,01
% HR

7,99 +0,16
6,58 + 0,05
4,19 £0,20
4,76 0,17
10,97+ 0,37

%HR: porcentaje de humedad residual

CN, UL, UN, UFE FU: codificacién de muestras de fitomedicamentos, de acuerdo a su nombre comercial

Elaboracion: autores

Las férmulas unitarias de los fitomedicamentos (ver tabla 1) se utilizaron para preparar las mezclas correspon-
dientes a los patrones de referencia, con las cuales se obtuvieron los extractos. De esta manera, se asegura que
en los andlisis no se introduzca variabilidad debida a la diferente composicion de los extractos usados como

patron en los corridos cromatograficos.
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Definicion del sistema cromatografico: se definie-
ron de acuerdo a las variables de estudio, los mejo-
res sistemas cromatograficos para cada una de las
muestras, comparadas con su patrén de referencia.
El tratamiento estadistico de los datos se realizo me-
diante ANOVA vy se utiliz6 la prueba de significancia
de Tuckey. Se presenta el analisis realizado para el fi-
tofarmaco codificado como CN.

Fitomedicamento CN, cromatograma revelado a
254 nm: del analisis estadistico se determind que el

mejor sistema para el desarrollo del cromatograma
es: 5 minutos de saturacion de la cimara croma-
tografica, 20 minutos de preacondicionamiento

de la placa cromatografica y eluyente de polaridad
P’=169,5. Los resultados de la separacion se presen-
tan en la figura 1. No existe diferencia significativa
en el nimero de manchas separadas, al utilizar un
tiempo de saturacion de la cdmara cromatografica
de 20 minutos (ver figura 2), por lo que se eligio al
sistema que demanda menor tiempo total para el
desarrollo del cromatograma, lo cual permite opti-
mizar el corrido.

o Ty —
MCN1  RCN1 MCN2 RCN2 MCN3 RCN3

Figural. Placas cromatograficas correspondientes a las réplicas de MCN y RCN. MCN: Muestra CN; RCN:
Patron de referencia CN; 1, 2, 3.Numero de réplica. Numeracion superior correspondiente al nimero de
manchas separadas.

Yo g —
MCN1  RCN1 MCN2  RCN2 MCN3  RCN3

Figura 2. Placas cromatograficas correspondientes a las réplicas de MCN y RCN. MCN: Muestra CN;
RCN: Patrén de referencia CN; 1, 2, 3: Numero de réplica. Numeracion superior correspondiente al nume-
ro de manchas separadas.
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Fitomedicamento CN, cromatograma revelado a
366 nm: del analisis estadistico se determina que el
mejor sistema para el desarrollo del cromatograma
es: 5 minutos de saturacién de la cdmara cromatogra-
fica, 20 minutos de preacondicionamiento de la placa
cromatografica y eluyente de polaridad P’=169,5. Los
resultados de la separacion se presentan en la figura

Articulo Original

3. No existe diferencia significativa en el nimero de
manchas separadas, al utilizar un tiempo de satura-
cion de la camara cromatografica de 20 minutos (ver
figura 4), por lo que se eligi6 al sistema que demande
menor tiempo total para el desarrollo del cromato-
grama que permita optimizar el corrido.

Figura 3. Placas cromatograficas correspondientes a las réplicas de MCN y RCN. MCN: Muestra CN; RCN:
Patrdn de referencia CN; 1, 2,3: Numero de réplica. Numeracion superior correspondiente al nimero de man-

chas separadas.

5. 5 B3 6,046
e e el = e =
MCN1 RCN1 MCN2 RCN2 MCN3 RCN3

Figura 4. Placas cromatograficas correspondientes a las réplicas de MCN y RCN. MCN: Muestra CN; RCN:
Patrdn de referencia CN; 1, 2, 3: Numero de réplica. Numeracion superior correspondiente al nimero de man-

chas separadas.

MCN2

MCN1 RCN1
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Mediante un andlisis similar, se establecieron los sistemas cromatograficos para los medicamentos codificados
como UL, UN, FU y UF; los resultados se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Sistemas de desarrollo cromatografico para fitomedicamentos de estudio.

Cddigo fitomedicamento Sistema para desarrollo cromatografico

CN 5 minutos de saturacion de la camara cromatografica, 20 minutos de
pre-acondicionamiento de la placa cromatografica, eluyente de polaridad

254

P’=169,5

CN 5 minutos de saturacion de la cdmara cromatografica, 20 minutos de
pre-acondicionamiento de la placa cromatografica, eluyente de polaridad

P’=169,5.

UL 20 minutos de saturacion de la cimara cromatografica, 20 minutos de
pre-acondicionamiento de la placa cromatografica, eluyente de polaridad

P’=169,5

UL 5 minutos de saturacion de la cimara cromatografica, 5 minutos de
pre-acondicionamiento de la placa cromatografica, eluyente de polaridad

366

P’=169,5
UN No definido

254

UN No definido

366

FU 20 minutos de saturacion de la cimara cromatografica, 20 minutos de
pre-acondicionamiento de la placa cromatografica, eluyente de polaridad

254

P’=169,5

FU 5 minutos de saturacion de la cdmara cromatografica, 20 minutos de
pre-acondicionamiento de la placa cromatografica, eluyente de polaridad

P’=169,5

UF 20 minutos de saturacion de la cimara cromatografica, 5 minutos de
pre-acondicionamiento de la placa cromatografica, eluyente de polaridad

254

P’=169,5

UF 5 minutos de saturacion de la cimara cromatografica, 20 minutos de
pre-acondicionamiento de la placa cromatografica , eluyente de polari-

dad P’=169,5

Elaboracion: autores

De acuerdo a los resultados presentados en el cuadro 5,
se definié un sistema de separacion cromatografica para
un 80% de los fitomedicamentos analizados, que cum-
plen con la proporcion de excipientes permitida por la
norma ‘. En el 20% de productos analizados (cuadro
1, fitomedicamento UN), la proporcion de excipientes
se encuentra en niveles superiores a los permitidos. Se
pudo observar experimentalmente que el exceso de
excipientes incide en la extraccion de los componentes
vegetales, obteniéndose extractos de baja concentracion
de principios activos y un alto contenido de almidones,
cuyos componentes no pueden ser detectados por el

cromatografo en las condiciones experimentales esta-
blecidas.

Analisis de razon de frentes (Rf).

Fitomedicamento CN cromatograma, revelado a 254
nm: mediante el cdlculo de los valores de Rf en el cro-
matograma revelado a 254 nm, se puede verificar que los
compuestos presentes en el fitomedicamento compara-
dos con su patrén de referencia son similares. En la tabla
6 se presentan los valores de Rf que son comparados con
el valor correspondiente al patrén. Se debe anotar que
existen compuestos (figuras 1 y 2) que no corresponden
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a aquellos presentes en el patron, lo cual indica que se
generaron durante el procesamiento del medicamento
o en su almacenamiento. Esta situacién puede generar
degradacion o cambios estructurales en los compuestos,
que se ven reflejados en la presencia de manchas adicio-
nales a las existentes en el patron de referencia.

Articulo Original

De acuerdo a los datos de la tabla 6, la media de man-
chas coincidentes determinada a partir de la compara-
cion de los Rf es 96,3+6,4%; se comprueba que el mé-
todo permite definir comparativamente los compuestos
presentes en los fitomedicamentos y en su patrén de
referencia a partir de este parametro.

Tabla 6. Valores de Rf de muestra (MCN) y su patrén de referencia (RCN) cromatograma revelado a 254 nm.

# Mancha MCN1 RCN1 MCN2
1 0,87 0,87 0,87
2 0,75 0,75 0,75
3 0,63 0,63 0,64
4 0,44 0,44 0,45
5 0,38 0,38 0,38
6 0,25 0,25 0,26
7 0,22 0,22 0,23
8 0,19 0,19 0,20
9 0,13 0,13 0,14
% coincidencias 100,0 88,9

RCN2 MCN3 RCN3 Promedio Promedio
M R
0,87 0,87 0,87 0,87+0,00  0,87+0,00
0,75 0,74 0,74 0,75%0,01 0,75%0,01
0,64 0,64 0,64 0,64+0,01  0,64+0,01
0,44 0,43 0,43 0,44+0,01 0,44+0,01
0,38 0,38 0,38 0,38%0,00 0,38+0,00
0,26 0,25 0,25 0,25+0,01  0,25+0,01
0,23 0,22 0,22 0,22+0,01 0,22+0,01
0,20 0,19 0,19 0,19+0,01  0,1940,01
0,14 0,14 0,14 0,14+0,01 0,14+0,01
100,0

MCN: Muestra CN; RCN: Patrén de referencia CN; 1, 2, 3: Numero de réplica.

Elaboracion: autores

Fitomedicamento CN cromatograma, revelado a
366 nm: el andlisis realizado en el cromatograma re-
velado a 366nm establece de manera analoga, que los
compuestos presentes en la muestra CN de fitome-
dicamento comparados con su patréon de referencia

son similares, por presentar iguales valores de Rf (ta-
bla 7). De igual manera se notan compuestos que no
existen en el patrén que son el resultado de cambios
en la muestra durante procesamiento o almacena-
miento del medicamento.

Tabla 7. Valores de Rf de muestra (MCN) y su patrdén de referencia (RCN) cromatograma revelado a 366 nm.

# Mancha MCN1 RCN1 MCN2

1 0,79 0,79 0,81
2 0,69 0,69 0,71
3 0,63 0,63 0,26
4 0,26 0,26 0,21
5 0,21 0,21 -
6 - 0,15 0,13
7 0,12 0,12 0,09
8 0,08 0,08 -

% coincidencias 87,5 71,4

RCN2 MCN3 RCN3 Promedio Promedio
M R
0,81 0,80 0,80 0,80+0,01  0,80+0,01
0,71 0,70 0,70 0,70%0,01 0,70x0,01
0,26 0,63 0,63 0,51+0,21  0,51+0,21
0,22 0,24 0,24 0,24%0,03 0,24+0,03
0,16 0,20 0,20 0,21£0,12 0,19+0,12
0,13 - 0,14 0,13+0,08  0,14+0,08
0,09 0,11 0,11 0,11£0,02 0,11£0,02
- 0,07 0,07 0,08+0,04  0,08+0,04
87,5

MCN: Muestra CN; RCN: Patrén de referencia CN; 1, 2, 3: Numero de réplica.

Elaboracion: autores
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De acuerdo a los datos de la Tabla 7, la media de man-
chas coincidentes determinada a partir de la compa-
racion de los Rf es 82,1+9,3%; el método escogido
permite definir comparativamente los compuestos

presentes en los fitomedicamentos y su patrén de refe-
rencia a partir de éste parametro.

Andlisis similares se realizaron para todos los fitome-
dicamentos estudiados, obteniéndose los resultados
que se presentan en la tabla 8.

Tabla 8. Porcentaje de manchas coincidentes, de acuerdo a la comparacion de Rf.
Cromatogramas revelados a 366 y 254 nm.

Cddigo fitomedicamento
CN
UL
UN
FU
UF

Porcentaje de coincidencias

366 nm 254 nm
82,1 £9,3 96,3 £ 6,4
80,0 £ 0,0 70,8 £7,2
No determinado

62,2 £ 3,8 62,5+ 12,5
78,6 £ 0,0 69,4+ 4,8

Elaboracion: autores

El porcentaje de coincidencias define tanto la clase como el nimero de compuestos separados en un fitomedicamen-

to, comparados con su patrén de referencia; esta coinci-
dencia establece la similitud quimica de los compuestos
separados.

Test de chi-cuadrado: los valores presentados en la tabla
3 por si solos, no definen si se acepta o niega la hipétesis
planteada. El test estadistico chi-cuadrado determina si
la muestra se encuentra dentro de los parametros defi-
nidos por el patron de referencia, estableciendo si existe
una diferencia significativa entre la muestra (fitomedi-
camento) y el patrén. La interpretacion del analisis es-
tadistico, determinara si los componentes presentes en
muestras vegetales individuales o en las mezclas antes
de ser procesadas, se mantienen como parte integrante
de un fitomedicamento una vez que han sido sometidos a

un proceso industrial de produccién y almacenamiento.

De acuerdo a esta metodologia estadistica se procedi6
a establecer esta relacion, utilizando el valor de chi-cua-
drado como la diferencia significativa que existe entre
la muestra y su correspondiente patrén, para los fito-
medicamentos de estudio. La comparacion considera
que para un sistema cromatografico definido, el patrén
presenta el 100% de los compuestos separados mientras
que el fitomedicamento con igual composicién y eva-
luado en similares condiciones al patrén, puede presen-
tar pérdidas de compuestos debidas al procesamiento.
Realizado el calculo, se obtuvieron los resultados que se
presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Valores de chi-cuadrado (X?) calculados.

Cromatogramas revelados a 366 y 254 nm.

XZ
Cddigo fitomedicamento 366 nm 254nm
CN 5,9 0,1
UL 4,0 8,5
UN No determinado
FU 14,3 14,1
UF 4,6 9,4

Valor tabulado de X* para 2 grados de libertad 5,99 (9)
Elaboracién: autores
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Valores de chi-cuadrado menores al valor tabulado
para los correspondientes grados de libertad, per-
miten aceptar la hipotesis planteada y afirmar que
la muestra se encuentra dentro de los parametros
definidos por el patron de referencia. Estas caracte-
risticas se cumplen en el 37,5% de los casos. Valores
de chi-cuadrado mayores al valor tabulado para los
correspondientes grados de libertad, permiten negar
la hipétesis planteada y afirmar que la muestra no se
encuentra dentro de los parametros definidos por el
patron de referencia. Estas caracteristicas se cuamplen
en el 62,5% de los casos.

Si las muestras son sometidas a un proceso pro-
ductivo que involucra tienen etapas de la produccion
(limpieza, desinfeccion, secado, molienda, tamizaje,
elaboracién de la forma farmacéutica, envasado, eti-
quetado y almacenaje), el analisis realizado durante
las distintas etapas del proceso productivo puede fa-
cilitar la determinacion de los puntos criticos en los
que se deberia poner énfasis para mejorar el control
de calidad y evitar cambios estructurales ocasionados
por degradacion que afecten sensiblemente los com-
ponentes de los fitofarmacos.

Conclusion

De acuerdo a los resultados obtenidos para la selec-
cion del sistema cromatografico, se determiné que los
factores que poseen influencia significativa con un
95% de confianza sobre las respuestas (Rf y nimero
de manchas separadas) en el método cromatografico
utilizado son: a) el preacondicionamiento de la placa,
b) el tiempo de saturacion de la camara cromatogra-
fica y ¢) la polaridad del eluyente. El preacondicio-
namiento asegura que la placa presente el mayor nu-
mero de puntos activos, mientras que la saturacién
de la camara homogeniza el ambiente interno con los
vapores de la fase movil favoreciendo la capilaridad
mientras que la polaridad del eluyente asegura una
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optima separacion entre bandas. Para cada mues-
tra utilizada en el estudio se defini6 un sistema cro-
matografico particular (cuadro 5). Se desarrollé un
método cromatografico que permite establecer esta-
disticamente si los componentes vegetales de un fito-
medicamento luego del proceso de producciéon con-
servan su integridad dentro de la forma farmacéutica
que sera expendida. Se verificd que respecto de un
patron de igual composicion, se generan pérdidas de
compuestos durante una de las etapas del proceso de
produccidn, ocasionando disminucién de los com-
puestos separados cromatograficamente mediante
HPTLC. La pérdida de los compuestos en los fitofar-
macos analizados se encuentra en un rango que va
desde el 3,7% al 37,8% del total de los compuestos
presentes en los patrones. El desarrollo del método
no incluy6 la validacion, la misma que se realizara
en una etapa posterior. Si acepta como normal que
existan pérdidas de los componentes activos en los
procesos productivos; al emplear como método de
control la HPTLC durante el proceso y postproceso
de produccién de un fitofarmaco, se asegurara que
los componentes de los cuales dependa la actividad
terapéutica del fitomedicamento no pierdan su in-
tegridad al atravesar una linea de produccion. Adi-
cionalmente, el uso de HPTLC puede convertirse en
una herramienta util para el control posregistro que
permita verificar la vida util de farmacos elaborados
a base de plantas.
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