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EDITORIAL

Ha transcurrido casi dos afios desde que se publicé el Gltimo volumen de la revista. La vieja aspiracién de pu-
blicarla semestralmente se dificulta por diversas razones: financieras, burocrdticas, de produccién cientifica. Sin
embargo, no perdemos la esperanza de que se regularice la edicién semestral de la revista cuya naturaleza es
eminentemente cientifica y académica.

A partir del relanzamiento de QUIMICA CENTRAL en el mes de abril de 2010, las universidades ecuatorianas
han experimentado varias transformaciones como resultado del nuevo marco legal y normativo que arranca con
la expedicién de la nueva Constitucidn de la Repuiblica en el afio 2008. El Reglamento de Régimen Académico
establece como uno de sus obijetivos “regular la gestién académica-formativa en todos los niveles de formacién
y modalidades de aprendizaje de la educacién superior, con miras a fortalecer la investigacién, la formacién
académica y profesional, y la vinculacién con la sociedad”. Concomitantemente, la difusién de los resultados
es uno de los principales objetivos de la investigacién en la universidad, y la publicacién de los resultados
originales en revistas indexadas con revisién por pares, como es QUIMICA CENTRAL, se considera uno de los
mejores modos de difundir el conocimiento.

En esta edicién se publican siete articulos de investigacién cientifica y tecnolégica que presentan resultados origi-
nales en el campo de las ciencias quimicas en sus diferentes dreas temdticas.

A. Vizcaino, T. Yénez y P. Bonilla investigaron sobre la formulacién y evaluacién de un fijador alternativo de tintas
ferrogdlicas utilizado para proteger documentos patrimoniales; J. Suasnavas, R. Flores e |. Echeverria evaluaron
la actividad antibacteriana de extractos de microalgas recolectadas en la estacién antdrtica ecuatoriana Pedro
Vicente Maldonado; M. Campués, L. Naranjo, J. Santamaria, N. Sanmartin, T. Yanez y P. Bonilla investigaron la
formulacién de una solucién antifingica para la preservacién documental del archivo histérico de la Universidad
Central del Ecuador; P. Esparza, R. Alcocer y J. Santamaria estudiaron la isoconversién isotermal de comprimidos
de écido acetil salicilico para una estimacién rdpida de su vida dtil; M. Fuel, G. Gualpa e I. Echeverria evaluaron
la utilidad de la amilasa y lipasa sérica en el diagnéstico y control de tratamiento de pacientes con dolor abdo-
minal de origen pancredtico y no pancredtico; J. Hurtado y J. Santamaria desarrollaron una nanosuspensién de
azitromicina y estudiaron la influencia de la temperatura del medio de dispersién con el objeto de mejorar su ve-
locidad de disolucién; M. Medina y D. Borja investigaron la influencia de la capacidad antioxidante que presenta
el extracto de Chamana (Dodonea viscosa) sobre la estabilidad de un jarabe de vitamina C.

Todos estos articulos fueron sometidos a una rigurosa revisién por los pares académicos y el Consejo Editorial, en
procura de mantener el prestigio editorial que ha alcanzado la revista en su corto tiempo de vida. Reiteramos la
invitacién a todos los académicos e investigadores de las ciencias quimicas del pais y de otras latitudes, a presen-
tar sus articulos para su publicacién en el préximo volumen.

Consejo Editorial
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Resumen

La conservacién documental en los dltimos afios cumple un rol importante en la  sociedad, debido a que trata de
recuperar la memoria histérica y el acervo documental de la misma. Uno de los problemas de mayor incidencia y
dificultad es la presencia de hongos y sus productos metabdlicos en los documentos, ya que potencialmente ocasionan
la pérdida total de la informacién dificultando de esta forma los procesos de restauracién. El presente estudio busca
formular una solucién para tratar esta contaminacién de hongos, con el uso de fluconazol como agente antifingico. Se
inicié aislando los hongos presentes en los libros, seguido del uso del Diagrama pseudoternario para la formulacién
de la solucién de Fluconazol, y por dltimo, se evalué la eficacia de esta formulacidn por técnicas microbioldgicas
modificadas, obteniéndose de esta manera, una reduccién porcentual de Unidades Formadoras de Colonias de hon-
gos mayor al 90%, mediante la nebulizacién de una solucién de Fluconazol al 24% compuesta por una mezcla de
cosolventes: Agua: 20%, Metanol: 50%, Etanol: 30%, con un tiempo de aplicacién de 15 minutos.

Palabras clave: Conservacién documental, Fluconazol, Solucién antifingica, Nebulizacién.

Formulation of an antifungal solution for the preservation of the
historical archive of the Central Ecuador University

Abstract

The documentary conservation in recent years plays an important role in society, because it tries to recover the
historical memory, and the documentary acquis of it. One of the most prevalent and difficult problems is the
existence of fungi and its metabolic products in documents, as it potentially causes a total loss of information,
hindering the restoring process as well. The study seeks to formulate a solution to treat this fungal contamina-
tion, using Fluconazole as an antifungal. We started by isolating fungi found in the books, followed by the use
of the pseudo-ternary diagram for the formulation of the solution of Fluconazole, and finally the effectiveness
of this formulations was evaluated by using modified microbiological techniques, obtaining a percentage
reduction on CFU of 90%, by nebulization a solution of Fluconazole at 24% and co-solvents: Water: 20%,
Methanol: 50%, Ethanol: 30%, during 15 minutes.

Keywords: Documentary conservation, Fluconazole, Antifungal solution, Nebulization.
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1. Introduccion

Los Centros documentarios o reservas histéricas vie-
nen cumpliendo un papel fundamental dentro de la
sociedad, pues aportan a la comunidad mediante,
la gestién de acciones, la educacién, el desarrollo
cultural, la  toma de decisiones, la transparencia
en las acciones administrativas, los avances en la
educacién, la cultura e investigacién. A ellos se han
venido vinculando profesiones de diferentes campos
aportando a la conservacién y preservacién de los
centros documentarios.

En la actualidad se da importancia al rescate de los
documentos bibliogréficos de las dreas Histéricas, y
son varios proyectos de conservacién documental,
que se han visto limitados al tratamiento tradicional
de los documentos fisicos, sin promover nuevos estu-
dios cientificos en este campo. En este contexto es que
se han detectado varios problemas, siendo uno de los
mds importantes los agentes fingicos que afectan a
las fuentes bibliogrdficas fisicas y sus espacios.[1]

El Area Histérica de la Universidad Central del Ecua-
dor cuenta con un acervo documental inmenso, contie-
ne alrededor de 30.000 libros y documentos del fon-
do antiguo de la Universidad que estdn comprendidos
entre los afios 1485 y 1960, abarcado un periodo de
cinco siglos.

Entre los tratamientos tradicionales para la restaura-
cién de libros se encuentra el uso de ciertas técnicas
para la eliminacién de hongos siendo las més predo-
minantes: el uso de atmosferas de diéxido de carbono
y el tratamiento por congelacién al vacio.

Los hongos son organismos eucariotas tipicos que
contribuyen a la descomposicién de la materia orgé-
nica, participando en los distintos ciclos biolégicos.
Los hongos presentes en documentos bibliogrdficos
se los encuentra en forma de esporas y eucariotas
desarrollados. El tipo y la extensién de estos conta-
minantes fingicos depende de las caracteristicas
del libro como de las condiciones ambientales a las
que se encuentre el mismo. Entre las condiciones
ambientales dptimas para el crecimiento se encuen-
tran: una alta humedad (40%), temperatura ambien-
tal (21°C), poca cantidad de luz, y baja circulacién

de aire.[2]

Los antimicéticos son fédrmacos que tienen la capa-
cidad de evitar el crecimiento de hongos e incluso
provocar la muerte de los mismos, por lo que se usan
para tratar distintas enfermedades en humanos. El
Fluconazol es un agente antimicético de amplio es-

pectro, cominmente usado en tratamientos debido a
sus excelentes propiedades fisicoquimicas y su es-
casa toxicidad.[3].A la fecha no se han encontrado
estudios de Fluconazol en superficies inertes.

Una herramienta utilizada para formular soluciones
de farmacos por cosolvencia es el diagrama pseudo-
ternario en el que cada uno de los componentes pu-
ros estdn representados en cada vértice y pueden ser
expresados mediante % peso/peso o Molaridad. La
suma de los tres componentes debe llegar a 100%.[4]

El objetivo principal de esta investigacién fue formu-
lar una solucién anti fingica capaz de eliminar los
hongos presentes en los libros sin alterar sus carac-
teristicas fisicas, para lo cual en primera instancia se
aislaron e identificaron los hongos presentes en los
libros del Archivo Histérico de la Universidad Central
de Ecuador, para luego formular una solucién anti
fingica usando Fluconazol, y al final evaluar la efica-
cia de estas soluciones formuladas.

2. Parte Experimental

Equipos y Materiales: Para el aislamiento de los hon-
gos se utilizé como medio de cultivo Sabouraud Dextro-
sa Agar, para la identificacién de los mismos se observé
su estructura y morfologia con el uso de un microscopio
(Lumin) y las técnicas de tincién Gram para bacterias y
el reactivo de Azul de Lactofenol para hongos . La incu-
badora que se utilizo fue Gemmyco Digital # IN-601.
Durante la elaboracién de las Formulaciones se utilizé
como materia prima Fluconazol, Etanol (?6%), Metanol
técnico (USP), Agua destilada tipo 2. En la valoracién
del Fluconazol se utilizé un espectrofotémetro UV -VIS
(HACH). Para la esterilizacién de todo el material se
usé un autoclave vertical (BIOBASE), y se trabajé todo
el procedimiento microbiolégico en un cabina de flujo
laminar (Flow 85V). Para la aplicacién de las soluciones
se utilizé un nebulizador (TFO1), con capacidad de 2,2 L
y tasa de evaporacién 250 mililitros por hora.

Métodos de valoracion de la materia prima
Fluconazol: Se utiliz6 el método espectrofotométrico
descrito en la Farmacopea Brasilefia 2010 [5], la cual
brevemente describe que se debe pesar un equivalen-
te a 100 mg de Fluconazol en un matraz 100 mL.
Afadir 70 mL de dcido clorhidrico 0,1 M, dejar en
ultrasonido durante 10 minutos, aforar con el mismo
disolvente, homogenizar y filtrar. Tomar 10 mL de esta
solucién y diluir con dcido clorhidrico 0,1 M en un
matraz aforado de 50 ml hasta alcanzar una concen-
tracién de 0,02% (p/v). Leer en el espectrofotémetro
a 261 nm. Este procedimiento se realiza para la mues-
tra y estandar.
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Andlisis microbiolégico del aire por sedimen-
tacion en placa: Este método se aplica en las dreas
de almacenamiento del Area Histérica, donde en pri-
mer lugar se evalla las dreas con mayor riesgo de con-
taminacién a ser evaluadas, luego con las cajas Petri
destapadas se colocan boca arriba y se las deja por 3
horas, al cabo de este tiempo se cierran las cajas y se
incuban durante 7 dias a 37°C. Se cuentan las colo-
nias formadas y se reportan los datos respectivos[6].

Andlisis de superficies no planas (libros) por
hisopado: Se utilizé la técnica modificada descrita
en [6], donde se coloca una plantilla 5x5 sobre la su-
perficie a ser muestreada, con la ayuda de un hisopo
estéril se fricciona sobre la superficie del libro en todas
las direcciones, se coloca dentro de un tubo estéril que
contiene 10 ml se solucién salina y se agita enérgica-
mente por 1 minuto y luego se lo deja reposar 15 minu-
tos, se siembra por extensién 0,1 ml de la solucién en
cajas Petri, se incuba a 37 °C por 7 dias y se cuenta
las colonias formadas.

Identificacién de hongos por la prueba de azul
de Lactofenol: Se toma una fraccién de las colonias
aisladas a ser identificadas, con la ayuda de una asa mi-
crobioldgica y cinta adhesiva de Tem x Tem pegada al
extremo del asa, con la superficie adhesiva tocar la parte
superior de la colonia, colocar una gota de azul de Lacto-
fenol en el porta objetos y pegar la cinta adhesiva sobre
él, colocar una nueva gota sobre la cinta y cubrir con el
cubreobietos, Observar a 40x en el microscopio.[6]

Preparaciones de las soluciones antifungicas:

Para la preparacién de cada solucién, se pesa la can-
tidad de Fluconazol correspondiente a la proporcién

3. Resultados y Discusion

de la Universidad Central del Ecuador

del diagrama pseudeternario, se miden los voldmenes
de etanol, metanol y agua de acuerdo al mismo dia-
grama, con la ayuda de un agitador magnético mez-
clar el metanol, etanol y agua con agitacién constante
y a temperatura ambiente, luego con la ayuda de una
espdtula colocar poco a poco el Fluconazol en la mez-
cla hasta observar una completa disolucién.

Andlisis de la eficacia antifongica de las so-
luciones de Fluconazol: Esta técnica se realizé me-
diante el método de muestreo en superficies irregulares
con hisopo descrito anteriormente, antes y después de
la nebulizacién de las distintas soluciones. Para lo cual
de los libros presuntamente contaminados con hongos:
190 se tomd una muestra representativa con la Tabla
Militarizada Estdndar en un nivel de inspeccién N-2
obteniéndose 32 libros elegidos completamente al
azar. A continuacién sobre las hojas de un libro ele-
gidas aleatoriamente se realiza el muestreo, se aplica
la nebulizacién por el tiempo estimado en el disefio
experimental y luego se realiza el muestres final in-
mediatamente concluida la nebulizacién en las mismas
hojas, el ensayo se realiza por triplicado, en tres hojas
diferentes del mismo libro.

Disefio experimental: El disefio experimental se
realizé para la eficacia anti fingica y consiste en
un Disefio Factorial Multivariable Completamente al
Azar, con 2 Factores: Soluciones de Fluconazol, con
3 niveles y Tiempo de Aplicacién, con dos niveles;
con 3 repeticiones por cada ensayo siendo un total de
18 tratamientos realizados, midiendo como variable
respuesta la reduccién porcentual de UFC de hongos,
analizados mediante un andlisis de varianza y Opti-
mizacién de Respuesta.

Microorganismos aislados por muestreo en el aire

Tabla 1. Microorganismos aislados por muestreo de aire.

Promedio de Unidades

Area de Riesgo

Formadoras de colonias

Identificacion

por caja (UFC/caja)
Area Cuarentena 25 Aspergillus sp, Penicillium sp.
Pasillo General del Area Historica 2 Aspergillus sp.
Sala de Extraccion de Aire 15 Aspergillus sp, Penicilliumsp.
Archivo Histérico 6 Aspergillus sp,Penicillium sp.
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Como se puede observar en la Tabla 1 las familias més
predominantes en el aire de la instalacién del Area Histé-
rica son dos: Aspergillus sp'y Penicillium sp. Se observa

también que las dreas mds contaminadas son La sala de
Cuarentena y la de Extraccién de Aire, por lo que los
libros ubicados en estos sitios son lo mds contaminados.

Microorganismos aislados por muestreo en libros contaminados

Tabla 2. Microorganismos aislados por muestreo en libros

Numero de Libros Ano de Publicacion

Promedio de Unidades

Formadoras de Colonias Identificacion

UFC / cm?
5 1500 25 Aspergillus sp, Penicilliumsp.
1 1600 64 Aspergillus sp, Penicilliumsp.
6 1700 6 Aspergillus sp, Penicilliumsp.
6 1800 12 Aspergillus sp, Penicilliumsp.
4 1900 9 Aspergillus sp, Penicilliumsp.

Como se puede observar en la Tabla 2 las familias
mds predominantes en las hojas de los libros son
dos: Aspergillus sp, y Penicillium sp., coincidiendo
con los aislados en el aire. El nimero de hongos ais-
lados es mayor en los siglos 1500 y 1600 debido

Tabla 3. Caracterizacién de los hongos aislados.

probablemente a la elevada cantidad de celulosa
que se usaba para realizar libros en esa época. [7]

Las caracteristicas morfolégicas y microscépicas de
las dos familias obtenidas son:

Familia Descripcion Microscopica
Penicillium Colonias aterciopeladas elevadas de Conidiéforos rectos y hialinos, Conidias
color verde-gris. en cadena, esféricas y hialinas
Colonias elevadas pulverulentas de
color blanco
. Conidioforos hialinos de pared rugosa,
. Colonias planas pulverulentas de ) S o~
Aspergillus Cabezuela radiada, biseriada, Conidias

color verde

equinuladas, esféricas

Las caracteristicas descritas en la Tabla 3 coinciden
con la bibliografia [8], tanto en observacién mao-
croscépica: la forma, el color; la apariencia de los
hongos, como en la observacién microscépica hifas,
conidios, micelios.

Formulacion de la solucién antifingica

Una vez que se identificaron las familias de hongos
presentes en los libros se seleccioné al Fluconazol
como mejor alternativa para el tratamiento de los
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mismos, debido a su alta solubilidad, menor grado
téxico y amplio espectro de accién[9]. La comparo-
cién de la gran mayoria de agentes anti fingicos.
La solucién a ser el vehiculo del Fluconazol debia
cumplir ciertas condiciones como: no mojar excesi-
vamente las hojas del libro, disolver la mayor canti-
dad posible de Fluconazol, y tener la capacidad de

de la Universidad Central del Ecuador

nebulizar, selecciondndose asi como solventes: Eta-
nol, Metanol y Agua [10]. La proporcién adecuada
de los solventes se determiné usando un diagrama
pseudoternario, en donde se tomaron en una primera
etapa 19 puntos y luego en una segunda etapa 10
puntos en la zona con mejores resultados obtenién-
dose asi la Figura 1:

% Agua

% Metanol

% Etanol

Triangulo de Gibbs

Figura 1. Diagrama pseudoternario con los 10 mejores resultados

de % solubilidad, nivel de nebulizacién y dafo fisico perceptible

Una vez que se determiné el porcentaje disuelto de Fluconazol de cada una de las combinaciones se obtuvo la

siguiente Tabla 4:

Tabla 4. Eleccién de las proporciones adecuadas de los solventes.

Apreciacion de las

% Fluconazol Apreciacion de la

N- % Agua % Etanol % Metanol disuelto gotict_:las _(!e Humedad del libro
Nebulizacién

1 40 30 30 13 Alta Poca
2 30 30 40 16 Alta Poca
3 30 40 30 15 Alta Poca
4 20 20 60 22 Media Ninguna
5 20 30 50 24 Media Ninguna
6 20 40 40 23 Media Ninguna
7 20 60 20 20 Media Ninguna
8 10 30 60 24 Baja Ninguna
9 10 50 40 27 Baja Ninguna
10 10 60 30 30 Baja Ninguna
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Como puede observarse en la Tabla 4, los puntos 5,
9, y 10 son los que presentan mayor proporcién de
Fluconazol disuelto, una nebulizacién aceptable e im-
perceptible humedad sobre la hoja del libro (Figura 2).
A las tres soluciones se evalué la eficacia antifingica.

Evaluaciéon de la eficacia de las soluciones
antifdngicas

Para cada tipo de formulacién y a cada tiempo deter-
minado de acuerdo al disefio, se evalué la eficacia
expresada como reduccién porcentual mediante la
siguiente férmula:

iz final
% No Reducido = S——

7 x 100%
— inicial
om

% Reducido = 100% — % No reducido (1)

Figura 2. Aplicacién de la solucién B nebulizada sobre el libro

De esta forma se obtuvieron los siguientes datos (fig 3):

i
]
S

98,04

[N
o
S3

93,15 91,88

81,04
80 -
7 MINUTOS

60 415 MINUTO
40 -

20 4

Reduccién Porcentual de UFC de hongos

o

Formulacion B Formulacién C

Formulacion A

Tipo de Formulacién

tiene més cantidad de agua con lo que la nebulizacién
mejora y hay mayor contacto de la solucién con el libro.

Las concentraciones de Fluconazol aumentan cuando
existe mayor cantidad de metanol y Etanol (Formula-
cién Ay C), pero disminuye el Nivel de Nebulizacién,
esto se ve afectado en la reduccién porcentual de UFC
de Hongos de los mismos.

También se evalué el efecto matriz de la mezcla de co-
solventes, sin encontrar ningin efecto fungicida sobre
los hongos aislados.

Anadlisis estadistico de la Eficacia de las solu-
ciones de Fluconazol

Optimizacion de la Respuesta

Esta técnica ayuda a identificar los valores mds probo-
bles de las variables que, en combinacién, optimizaron
una Reduccién Porcentual de UFC del 100%. Se toma-
ron las medias de cada repeticidn de los dos factores
resumidos en la Tabla 5.

Tabla 5. Datos Experimentales para el disefo Factorial

Factor 1 Factor 2 (Tiempo de aplicacion)

7 minutos 15 minutos
65,57 % 92,69 %
Formulaciéon A 65,18 % 93,12 %
74,92 % 93,69 %
90,66 % 98,32%
Formulaciéon B 89,96 % 98,24%
90,37 % 97,57%
77,79 % 92,01%
Formulacion C 81,38 % 92,35%
83,95% 91,29%

Figura 3. Comparacién de la reduccién porcentual de UFC
de Hongos de las Formulaciones A, B y C a diferente tiempo
de aplicacién.

Como se puede observar en la Figura 3, la reduccién
porcentual de UFC de Hongos de la Formulacién B (20%
Agua: 30% Etanol: 50% Metanol), es mayor que la re-
duccién porcentual de la Formulacién A (10% Agua:
50% Etanol: 40% Metanol) y C (10% Agua: 60% Etanol:
30% Metanol) a los dos tiempos de aplicacién 7 y 15
minutos, esto quizds se deba a que la Formulacién B

Reduceion Forcantual do LIFC

Figura 4. Optimizacién de Superficie de Respuesta
del Tiempo de Aplicacién y el Tipo de Formulacién.



El circulo que muestra la Figura 4 sefala el drea con
mayor Reduccién Porcentual estimada. Con valores
que representan las Formulaciones A, B, y C (valores
de 1 a-1) y en Tiempo de Aplicacién de 7 a 15
minutos, Obteniéndose asi una Reduccién Porcentual
Estimada del 100% con la formulacién B y 15 minutos
para el tiempo de Aplicacién.

4. Conclusiones

Se identific6 mediante técnicas de aislamiento mi-
crobiolégicas (muestreo de aire y muestreo de su-
perficies por hisopado), dos familias principales de
hongos presentes en los libros del Area Histérica:
Aspergillus y, Penicillium.

Se determiné las proporciones adecuadas de la mez-

cla de solventes, mediante el diagrama pseudoterna-
rio, necesarias para obtener la mayor solubilidad de
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Resumen

El objetivo del trabajo de investigacién fue evaluar la utilidad de la amilasa y lipasa sérica en el diagnéstico y
control de tratamiento de pacientes con dolor abdominal agudo de origen pancredtico y no pancredtico que acu-
dieron al Hospital NORTHOSPITAL de Quito durante el periodo comprendido entre octubre a diciembre del 2015
y que presentaron valores elevados de amilasa y lipasa sérica. Las variables edad, sexo, antecedentes patoldgicos
y familiares, motivo de consulta, signos y sintomas, pruebas de laboratorio e imagen, diagnéstico y tratamiento
fueron obtenidas de las historias clinicas. Para el tratamiento estadistico se emplearon herramientas como: media,
frecuencia, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN), curvas
ROC, prueba t para muestras relacionadas y ANOVA de un factor. Utilizando pruebas estadisticas de rigor se evi-
dencié que la lipasa sérica presenta una mayor sensibilidad (90,91%) frente a la amilasa (63,3% de sensibilidad)
para el diagnéstico de pancreatitis. Ambos pardmetros bioquimicos ofrecen un 100% de especificidad. La amilasa
y lipasa sérica se elevan en el curso de una pancreatitis aguda y en otras patologias no pancredticas, por lo tanto
se precisa de ofros exdmenes de laboratorio y pruebas de imagen para logar un diagnéstico eficaz.

Palabras claves: Dolor abdominal agudo, pancreatitis, amilasa sérica, lipasa sérica.

Usefulness of amylase and lipase in the diagnosis and treatment of
acute abdominal pain

Abstract

The objective of the research was to evaluate how useful is the amylase and serum lipase in the diagnosis and con-
trol of treatment of patients with acute abdominal pancreatic and non-pancreatic pain who attended at NORTHOS-
PITAL Hospital in Quito during the period October to December 2015 and had elevated serum amylase and lipase
serum. The variables: age, gender, pathological and family history, reason for consultation, signs and symptoms,
laboratory and imaging testing, diagnosis and treatment were obtained from medical records. Tools like: median,
frequency, sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV), ROC curves, test
for related and ANOVA samples of a factor were employed in the statistical part of this study. It was evidenced,
using required statistical tests, that serum lipase has a higher sensitivity (90.91%) compared to amylase (63.3%
sensitivity) for pancreatitis diagnosis. Both biochemical parameters offer a 100% specificity. Serum amylase and
lipase are elevated in acute pancreatitis and in other non-pancreatic pathologies; therefore other lab and imaging
test are needed in order to achieve an effective diagnosis.

Key words: Acute abdominal pain, pancreatitis, serum amylas, serum lypase
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1. Introduccion

En la actualidad el dolor abdominal agudo es el prin-
cipal motivo de consulta en el dmbito hospitalario,
constituyendo el 50% de las atenciones en servicio de
urgencia hospitalaria [1]. Segin el Instituto Nacional
de Estadistica y Censos del Ecuador en el 2014 la
pancreatitis de etiologia biliar estuvo dentro de las 5
principales causas de morbilidad en el pais; por cada
100 egresos, la tasa de letalidad hospitalaria se distri-
buye en: 1.93 para el dolor abdominal agudo y 2.47
para la pancreatitis aguda; el nimero total de falleci-
dos por dolor abdominal agudo fue de 299 personas
y para pancreatitis aguda de 194 personas [2].

El término “abdomen agudo” fue introducido a la li-
teratura médica por John B Deaver, quien lo describe
como: “cualquier problema intraabdominal agudo que
requiere de tratamiento quirdrgico urgente.” Mayo
M., et al definen al abdomen agudo como una enti-
dad compleja, mérbida, multisindrémica, de defensa
aguda ante agresiones abdominales, que precisa un
diagnéstico y tratamiento temprano. Puede estar cau-
sado por una agresién al compartimento peritoneal,
con el dolor abdominal como sintoma predominante y
desencadena una fisiopatologia intraabdominal vy sis-
témica, evolutivamente grave y rdpida, que le da gran
potencialidad de producir muerte [3].

En 1921, Sir Zachary Cope sefialé la importancia
de realizar una anamnesis y examen fisico comple-
to. Cope hizo especial hincapié en que no tomar una
decisién dentro de las 8 o 10 horas puede implicar
un serio peligro para la vida del paciente, y que un
refraso de 2 horas equivale entre dos semanas y dos
meses para alcanzar la recuperacién del paciente [4].

Dentro de las patologias causantes de dolor abdomi-
nal agudo que requieren de un tratamiento inmediato
encontramos: apendicitis aguda, aneurisma de la aor-
ta abdominal, afectacién del arbol biliar (colelitiasis,
colecistitis y colangitis aguda), perforacién apendicu-
lar o de una viscera hueca, obstruccién del intestino
delgado o grueso con o sin estrangulamiento, isque-
mia intestinal, pancreatitis aguda y severa, la rotura
de un embarazo ectépico, rotura del bazo, etc. [3-5].

La pancreatitis aguda es una de las causas de dolor
abdominal y para su diagnéstico la amilasa y lipasa
sérica son los principales biomarcadores utilizados [3].
La amilasa y la lipasa son enzimas digestivas liberadas
por los acinos celulares del pancreas exécrino hacia el
duodeno. Cualquier dafio pancredtico libera grandes
cantidades de estas enzimas a circulacién. La lipasa
sérica es la prueba preferida por su mayor sensibili-

dad, particularmente en la pancredtitis inducida por el
alcohol y por hipertrigliceridemia [6]. Su elevacién pro-
longada crea una ventana de diagnéstico mds amplia
que la amilasa. En la pancreatitis aguda, la amilasa
puede aumentar rdpidamente dentro de las 3-6 horas
posteriores a la aparicién de los sintomas y puede per-
manecer elevada durante hasta cinco dias. La lipasa
generalmente alcanza un méximo a las 24 horas, con
concentraciones séricas que permanecen elevadas du-
rante 8-14 dias. Esto significa que es mucho mds il
que la amilasa cuando la presentacién clinica o las
pruebas se han retrasado por mds de 24 horas [7].

Sin embargo numerosas investigaciones demuestran
valores aumentados de amilasa y lipasa por encima
de tres veces el limite superior de referencia, en ca-
sos de insuficiencia renal aguda, fallo renal crénico,
enfermedades gastroduodenales e intestinales, patolo-
gias neuroquirirgicas, etc., lo que complica la toma
de decisiones médicas al momento de realizar el diag-
néstico e instauracién del tratamiento [8].

La importancia de este estudio radica en evaluar la
utilidad de la amilasa y lipasa sérica en el diagnéstico
y control de tratamiento de pacientes con dolor abdo-
minal agudo de origen pancredtico y no pancredtico,
permitiendo al médico tomar una mejor decisién ante
la presencia de valores elevados de amilasa y lipasa
sérica y no se sospeche de una etiologia pancredtica.

2. Parte experimental

El estudio es de enfoque mixto, nivel descriptivo co-
rrelacional, de tipo retrospectivo. La muestra incluyé
a 72 pacientes atendidos en Northospital durante el
periodo octubre a diciembre del 2015 que presen-
taron valores elevados de amilasa y lipasa sérica.
Las variables que se estudiaron fueron obtenidas de
las historias clinicas del departamento de Archivo y
Estadistica del Hospital, las cuales son: edad, sexo,
antecedentes patolégicos y familiares, motivo de con-
sulta, signos y sintomas, pruebas de laboratorio e
imagen, diagnéstico y tratamiento. Los analitos fue-
ron procesados en el equipo automatizado Ortho
Clinical Vitros 250 Chemistry System de la compaiia
Johnson & Johnson de acuerdo a las especificaciones
para cada analito. Para el andlisis bioestadistico se
utilizé los programas IBM SPSS Statistics versién 24
y MedCalc® versién 13.3.

3. Resultados y discusion

De los 72 pacientes incluidos en el estudio, el 58,3 %
(n= 42) corresponden al género masculino y el 41,7%
(n= 30) corresponden al género femenino. La edad me-



dia de los pacientes es de 60.67 afios, el rango com-
prende entre 16 y 96 afos, el valor de la mediana es
de 64 anos, la desviacién estdndar es de 19.74. En

Utilidad de amilasa y lipasa en dingnistico y tratamiento
de dolor abdominal agudo

la tabla 1 se presenta la distribucién de frecuencias y
porcentajes de las patologias de origen pancredtico y
no pancredtico.

Tabla 1. Patologias con valores elevados de amilasa y lipasa sérica

Patologias Frecuencia, (n) Porcentaje, %
Patologia Pancreatica 18 25
Patologia no Pancreatica 54 75
Total 72 100,0

Fuente: Historias clinicas. Departamento Archivo y Estadistica Northospital

3.1 Patologias diferentes a la pancreatitis
aguda con aumentos de amilasa y

lipasasérica

Se observé patologias diferentes a la pancreatitis
aguda que presentan valores elevados de lipasa
sérica (Tabla 2) como es el caso de: hemorragia

subaracnoidea (3,0 N), insuficiencia renal créni-
ca (3,3 N), vesicula necrética perforada (2,9 N),
diverticulosis del colon (2,7 N), etc., siendo éstas
enfermedades de importancia médica ya que sus
elevaciones de tres veces el valor normal (3 N) po-
drian conducir a un diagndstico incorrecto en los
pacientes asintomdticos.

Tabla 2. Patologias con aumentos de amilasa y lipasa sérica

Patologias Frecuencia, (n) Porcentaje, % Amilasa sérica (U/l) X Lipasa Sérica (U/l) X
Coledocolitiasis 22 30,6 144,6 (1,3N) 488,3 (1,6 N)
Colelitiasis 19 26,4 190,5 (1,7 N) 383,4 (1,3 N)
Colecistitis 12 16,7 159,6 (1,5N) 273,8 (0,9 N)
Colangitis 8 11,1 115,8 (1,7 N) 458,8 (1,5 N)
Hemorragia subaracnoidea 3 4,2 175,3 (1,6N) 839,3 (3,0N)
Insuficiencia renal crénica 2 2,8 129 (1,2 N) 1008 (3,3 N)
Vesicula necrotica perforada 1 1,4 174 (1,6 N) 872 (2,9N)
Ampuloma 1 1,4 418 (3,8 N) 1269 (4,3 N)
Diverticulosis de colon 1 1,4 242 (2,3N) 801 (2,7 N)
Pancreatitis crénica 1 1,4 419 (3,8 N) 1521 (5,1 N)
Tumor maligno pancreas 1 1,4 772 (7,0N) 8903 (29,6 N)
Pancreatitis aguda grave 1 1,4 4320 (39,3 N) 12680 (42 N)

N representa el valor del limite superior del intervalo normal, para la lipasa sérica corresponde a 300 U/| 'y para la amilasa sérica corresponde
a 110 U/l valores de referencia del equipo automatizado Ortho Clinical Vitros 250 Chemistry System de la compafiia Johnson & Johnson. El
nimero que antecede a N representa la relacién entre la concentracién de amilasa o lipasa sérica alcanzado en cada patologia para el valor
superior del intervalo normal de cada enzima pancredtica.

Fuente: Historias clinicas. Departamento Archivo y Estadistica Northospital.
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3.2 Andlisis comparativo entre los indica-
dores de validez y seguridad diagnés-
tica de la amilasa y lipasa sérica en el
diagnéstico de pancreatitis aguda

Se utilizé como indicadores de validez y seguridad
diagnéstica a la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo negativo (Tabla
3) previo a la verificacién del grado de correlacién

entre la amilasa y lipasa sérica frente a la ecogra-
fia abdominal utilizando el coeficiente de kappa
de Cohen obteniéndose para la lipasa sérica vs la
ecografia abdominal el valor de 0,815 (0,80-1,0)
indicando que existe una muy buena concordancia
entre ambos resultados, y 0,312 (0,20-0,40) para
la amilasa sérica, indicando que existe una escasa
concordancia en los resultados del andlisis de esta
enzima y la ecografia abdominal.

Tabla 3. Evaluacién diagnéstica de biomarcadores de pancreatitis aguda

Biomarcadores Sensibilidad  Especificidad VPP VPN
Amilasa sérica 0,64 0,75 0,88 0,43
Lipasa sérica 1,00 0,75 0,92 1,00

VPP valor predictivo positivo, VPN valor predictivo negativo

Fuente: Historias clinicas. Departamento Archivo y Estadistica Northospital.

3.2 Establecimiento de puntos de corte me-
diante Curvas Roc

Al realizar el andlisis de los biomarcadores de pan-
creatitis aguda mediante las curvas ROC se obser-
va un drea bajo la curva para la amilasa sérica de
0,727 (IC 95%: 0,443 a 0,919) la cual es mayor de
0,50 con un valor p> 0,05. El punto de corte para
la amilasa sérica es de >350 U/I presentando una
sensibilidad del 63,6% (IC 95%: 30,8-89,1), especi-

Curva Roc amilasa sérica

ficidad 100% (IC 95%: 19,4-99,4), VPP 100%, VPN
50% (Figura 1).

El drea bajo la curva para la lipasa sérica es de 0,997
(IC 95%: 0,745 a 0,100) la cual es mayor de 0,50 con
un valor p< 0,05 lo que nos indica que es estadistica-
mente significativo. El punto de corte para la lipasa sé-
rica es de >948 U/| presentando una sensibilidad del
90,91% (IC 95%: 58,7-99,8), especificidad 100% (IC
95%: 39,8-100,0), VPP 100%, VPN 80% (Figura 2).
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Figura 1. Curvas Roc amilasa sérica y ubicacién del punto de corte

Fuente: Historias clinicas. Departamento Archivo y Estadistica Northospital.
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Figura 2. Curva Roc lipasa sérica y ubicacién del punto de corte

Fuente: Historias clinicas. Departamento Archivo y Estadistica Northospital.

3.3 Otros biomarcadores para el diagnéstico
de patologias no pancredticas

Con la finalidad de diferenciar las patologias no pan-
credticas con afectacién de la vesicula y vias biliares de
la pancreatitis aguda se emplea la prueba estadistica

Tabla 4. Andlisis de la varianza con un factor

Anova de un factor y prueba HSD Tukey para observar
la elevacién de las enzimas hepdticas, bilirrubina y leu-
cocitos entre la coledocolitiasis, colelitiasis, colecistitis
y colangitis. No se incluye el andlisis de los valores de
la aspartato aminotransferasa TGO/ASAT ya que no
presenté elevaciones en estas enfermedades (Tabla 4).

Suma de

Media

Anova TGP/ALAT cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 7865,441 3 2621,814 0,345 0,793
Dentro de grupos 243069,309 57 7595,916
Total 250934,750 60
Suma de Media .
Anova Gamma GT cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 83960,960 3 27986,987 1,465 0,243
Dentro de grupos 611382,679 57 19105,709
Total 695343,639 60
Anova Fosfatasa Suma de I Media F si
alcalina cuadrados 9 cuadratica g-
Entre grupos 82140,980 3 27380,327 1,319 0,285
Dentro de grupos 664477,770 57 20764,930
Total 746618,750 60

Fuente: Historias clinicas. Departamento Archivo y Estadistica Northospital.

15



16

Mavrco Fuel Hervera, Gabriela Gualpa Jicome, Inés Echeverria Liumipanta

® Quimica Central ® Vol. 6 N° 1: 11-19

3.4 Evaluacion del tratamiento de la pancrea-
titis aguda mediante la utilizacion de la
amilasa y lipasa

Para observar la disminucién en los valores de amila-
say lipasa sérica post tratamiento se utilizé la prueba
t para muestras relacionadas previo la verificacién

de su normalidad empleando la herramienta estadis-
tica prueba de Kolmogorov-Smirnov, obteniéndose
un valor t de 3,894 para la amilasa sérica y 3,561
para la lipasa sérica, indicando que existe una dismi-
nucién en los valores de sus concentraciones, siendo
estas disminuciones estadisticamente significativas

p<0,05 (Tabla 4).

Tabla 5. Prueba t para muestras relacionadas

Prueba t

A amilasa sérica U/l

A lipasa sérica U/l

Media amilasa antes
Media amilasa después
Valor t
Grados de libertad

Significancia bilateral

561,07 3435,13
121,73 373,51
3,984 3,561
14 14
0,001 0,003

*p<0.05 estadisticamente significativo

Fuente: Historias clinicas. Departamento Archivo y Estadistica Northospital.

3.5 Discusidn

Dentro de las principales causas de elevacién de ami-
lasa y lipasa sérica corresponden a una etiologia pan-
credtica el 25% (n=18 casos), y a una etiologia no
pancredtica el 75% (n=54).

El conocimiento de las enfermedades no pancredticas
que presentan elevacién de amilasa y lipasa sérica
tres veces el limite superior del valor normal, permite
al médico tomar una mejor decisién ante la presencia
de valores elevados de estas enzimas sin compromiso
pancredtico. Una de estas patologias es la hemorra-
gia subaracnoideo de etiologia aneurismdtica, la cual
eleva en 3 veces el valor del limite superior del interva-
lo normal de la lipasa sérica observdndose el mismo
resultado en un estudio retrospectivo de 75 pacientes
de una unidad de cuidados intensivos de neurociru-
gia en donde el 15% de los pacientes presentaron
elevacién de las enzimas pancredticas por hemorra-
gia subaracnoidea (29%) y craneotomia (24%). De
estos pacientes ninguno presentaba evidencia clinica
de pancredtitis aguda, concluyendo los autores que la
causa de elevacién de las enzimas se debe a una acti-
vacién a través de vias centrales, tales como incremen-
to del tono vagal, estimulacién adrenérgica alterada,
y/o la liberacién de hormonas de activacién tal como
la colecistocinina (CCK)[9].

La insuficiencia renal crénica eleva en 3,3 veces el va-
lor del limite superior del intervalo normal de la lipasa
séricay 1,2 veces el valor del limite superior del inter-
valo normal de la amilasa sérica. Resultados similares
se observan en un estudio efectuado por Jiang et al.,
en el afio 2002 quienes evaluaron las variaciones en
las concentraciones de enzimas pancredticas en pa-
cientes con enfermedad renal crénica en comparacién
con controles sanos, encontrando que 28 pacientes
(60,7%) presentaban valores elevados de enzimas
pancredticas[10].

En nuestro estudio se tiene un caso clinico de un pa-
ciente con vesicula necrética perforada que produce
un aumento de 2,9 veces el valor del limite superior
del intervalo normal de la lipasa sérica y 1,6 veces
el valor del limite superior del intervalo normal de la
amilasa. En la bibliografia en el afio 2004 Kim et al.,
reportan un caso clinico de un paciente mujer de 70
afios de edad que presenté peritonitis causada por
perforacién de la vesicula con valores elevados de
amilasa y lipasa sérica, pudiendo deberse a la estimu-
lacién de la secrecién pancredtica por accién de las
sales biliares[11].

Se encontré ademds un paciente con diverticulos del
colon y perforacién del colon izquierdo que eleva en
2,7 veces el valor del limite superior del intervalo nor-



mal de la lipasa 'y 2,3 veces el valor del limite superior
del intervalo normal de la amilasa sérica. Al momen-
to, en la bibliografia no se sefialan casos de diver-
ticulos de colon o perforacién del colon que presen-
te elevacién de enzimas pancredticas. Sin embargo
Miranda-Aquino et al., en el 2015 sefialan que hasta
en un 15% de los pacientes con pancreatitis grave o
necrosis pancredtica pueden observarse afectaciones
en el colon, se cree que la fisiopatologia es por exten-
sién de las enzimas pancredticas y la necrosis como
causas principales [12].

En el caso del ampuloma, un tumor de la ampolla de
Vater eleva en 4,3 veces el valor del limite superior
del intervalo normal de la lipasa sérica y 3,8 veces
el valor del limite superior del intervalo normal de la
amilasa sérica. En una publicacién de Vicente Loren-
zo- Z0higa et al., realizada en el 2007 sefalan que
se puede observar cuadros de pancreatitis aguda en
pacientes con tumores de la ampolla de Vater secun-
darios a cuadros de obstruccién ductal a nivel pan-
credtico [13].

Con la finalidad de realizar un mejor diagnéstico de
pancreatitis aguda se evalio a los biomarcadores ami-
lasa y lipasa sérica mediante indicadores de validez,
encontrandose que la lipasa sérica posee mayor sen-
sibilidad 100%, valor predictivo positivo 92%, y guar-
da una buena concordancia con los resultados obte-
nidos de la ecografia abdominal (medida de acuerdo
Kappa 0,815) en comparacién con la amilasa sérica.
La Sociedad Americana de Patologia Clinica entre sus
directrices y recomendaciones actuales al 2017, refie-
re que debe preferirse la determinacién de lipasa a la
amilasa total y pancredtica para el diagnéstico inicial
de pancreatitis aguda y que la evaluacién no debe re-
petirse a lo largo del tiempo para controlar el pronésti-
co de la enfermedad. La repeticién de la prueba debe
considerarse solo cuando el paciente tiene signos y
sinfomas de inflamacién pancredtica o peripancredti-
ca persistente, obstruccién del conducto pancredtico o
desarrollo de un seudoquiste. En general, se desacon-
seja la deferminacién conjunta de amilasa y lipasa,
porque aumenta los costos y solo mejora marginal-
mente la eficacia diagnéstica en comparacién con
cualquiera de los marcadores solo [8]. Akhtar et al.,
sustentan entre las ventajas de determinar Gnicamente
lipasa sérica: su mayor sensibilidad, mayor especifi-
cidad, rdpida elevacién y al hecho de permanecer
elevada por un periodo de tiempo mayor [14]. Igual-
mente la guia prdctica para pancreatitis aguda de la
Asociacién ltaliana para el estudio del pancreas en la
pancreatitis aguda del 2010, recomienda el uso de la
lipasa sérica sobre la amilasa sérica para el diagnés-
tico de pancreatitis aguda [15]. Sin embargo, se debe

Utilidad de amilasa y lipasa en dingnistico y tratamiento
de dolor abdominal agudo

tomar en cuenta que a mds de la pancreatitis, patolo-
gias como colecistitis, isquemia intestinal, insuficiencia
renal y tumores malignos provocan la elevacién sérica

de lipasa [6].

De los marcadores bioquimicos para el diagnéstico de
pancreatitis aguda mediante el empleo de Curva Roc
la amilasa sérica con una concentracién >350 U/| pre-
senta una sensibilidad del 63,6% (IC 95%: 30,8-89,1),
especificidad 100% (IC 95%: 19,4-99,4), VPP 100%,
VPN 50%. Treacy et al., en el 2001 reporta que la ami-
lasa sérica determinada al segundo dia de iniciado el
cuadro clinico con una concentracién de > 176 U/ pre-
senta una sensibilidad del 45% y una especificidad del
97% [15]. Butler et al., en el 2012 sefiala que la amilasa
sérica con una concentracién > 290 U/| presenta una
sensibilidad del 65% y una especificidad 90% resulta-
dos similares a esta investigacién [17]. Otro estudio con
resultados semejantes a los de esta investigacién es la
presentada por Gémez et al., en el 2012, que estable-
cen en un estudio retrospectivo realizado en 151 pa-
cientes con pancredtitis aguda que la sensibilidad de la
lipasa es del 96.6% vy su especificidad es del 99.4%, en
contraste con la sensibilidad de la amilasa del 78.6% y
una especificidad del 99.1% [18].

Con respecto a la lipasa sérica empleando Curva Roc,
una concentracién >948 U/| presenta una sensibili-
dad del 90,91% (IC 95%: 58,7-99,8), especificidad
100% (IC 95%: 39,8-100,0), VPP 100%, VPN 80%.
Treacy et al., en el 2001 reportan que la lipasa séri-
ca determinada al segundo dia de iniciado el cuadro
clinico con una concentracién de > 208 U/| presen-
ta una sensibilidad del 67% y especificidad del 97%
[16]. Butler et al., en el 2012 sefalan que la lipasa
sérica con una concentracién > 800 U/| presenta una
sensibilidad del 90% y una especificidad del 95% re-
sultados muy similares a esta investigacién [17].

Debido a la existencia de un mayor nimero de patolo-
gias que presentan valores elevados de amilasa y lipa-
sa sérica de etiologia no pancredtica con afeccién de
la vesicula y vias biliares, se realizé un ANOVA con un
factor para enzimas hepdticas, bilirrubina total, leuco-
citos y neutréfilos, encontrédndose que en pacientes con
coledocolitiasis, colecistitis, colelitiasis y colangitis hay
una elevacién significativa de la alanina aminotransfe-
rasa TGP/ALAT, gamma glutamiltransferasa y-GT vy fos-
fatasa alcalina. En la publicacién de Dolores Veldzquez
et al., realizada en el 2010 concluyen que el uso de la
gomma-glutamiltransferasa permite realizar un diagnés-
tico de coledocolitiasis [19]., de igual forma Lépez R.
X., en el 2012 al evaluar la gamma glutamiltransfera-
sa como factor predictivo temprano en 124 pacientes
atendidos en el servicio de cirugia general del Hospital
Enrique Garcés de la ciudad de Quito concluye que la
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gamma glutamiltransferasa es Otil para el diagnéstico
de patologia obstructiva de la via biliar [20].

Para evaluar el tratamiento de la pancreatitis aguda
mediante el empleo de la amilasa y lipasa sérica se
utilizé la prueba t para muestras relacionadas previo
a la verificacién de su normalidad utilizando la prueba
de Kolmogorov-Smirnov (p>0,05), encontrédndose que
al registrar los valores de estas enzimas a los tres dias
de iniciado el cuadro clinico dolor abdominal agudo
y los tres dias posteriores al tratamiento farmacolégico
o quirtrgico colangiopancreatografia retrégrada en-
doscédpica (CPRE) y/o colecistectomia laparoscédpica
(Colelap) se observa un descenso significativo p<0,05
indicando eficacia del tratamiento y mejoria del estado
del paciente.

En la literatura se sefalan casos clinicos de pacientes
con aumentos de amilasa y lipasa sérica atribuidos
al uso de farmacos, con la finalidad de ver su rela-
cién se evalto los antecedentes farmacolégicos de
los pacientes, encontrdndose el caso de un paciente
con fractura de fémur sin posible causa aparente de
enfermedad que produzca una elevacién de las en-
zimas pancredticas, pudiendo atribuirse al uso del
férmaco losartan. Badalov et al., concluyen que el
diagnéstico de pancreatitis aguda inducida por me-
dicamentos es dificil de establecer, lograron relacio-
nar a 55 fdrmacos con el desarrollo de pancreatitis,
dentro de los cuales se encuentra el losartan, un anta-
gonista del receptor de angiotensina Il [21].

4. Conclusiones

. Tanto la determinacién de lipasa como la de
amilasa sérica, presentan una especificidad del
100% para pancreatitis aguda comparados
con la ecografia abdominal.

. Comparando con la ecografia abdominal, la
lipasa sérica presenté una sensibilidad del
90.91%, mayor que el 63,6% de sensibilidad
para pancreatitis aguda que se determiné para
la amilasa sérica.

. Las disminuciones de amilasa y lipasa sérica
post tratamiento son estadisticamente significa-
tivas, por lo que estas dos enzimas son mar-

cadores bioquimicos que indican eficacia del
tratamiento y mejoria del estado del paciente.

J La amilasa y lipasa sérica constituyen biomarca-
dores de importancia para el diagnéstico y con-
trol del fratamiento en pacientes con pancreatitis

. o .
aguda, sin embargo el 75% de los pacientes
incluidos en este estudio presentaban concentra-
ciones elevadas de amilasa y lipasa séricas sin
evidencia de una etiologia pancredtica.

. Las afectaciones a la vesicula biliar y vias
biliares son las patologias més comunes que
elevan las enzimas pancredticas.

J Si bien la lipasa sérica es altamente recomen-
dada por las guias médicas como un mejor
marcador para el diagnéstico de pancredtitis,
las patologias no pancredticas encontradas
que presentan valores elevados de lipasa sé-
rica mayor a fres veces su concentracién nor-
mal incluyen a la hemorragia subaracnoideaq,
insuficiencia renal crénica, vesicula necrética
perforada, diverticulosis del colon, ampuloma.

J Elevaciones de amilasa y lipasa séricas no pa-
tolégicas y no asociadas a dolor abdominal
agudo, pueden atribuirse al uso de determi-
nados fédrmacos, un paciente presenté hipera-
milasemia e hiperlipasemia sin ofra evidencia
etiolégica que la administracién de losartan.

. En pacientes con coledocolitiasis, colecistitis, cole-
litiasis y colangitis hay una elevacién significativa
de la alanina aminotransferasa TGP/ALAT, gam-
ma glutamiltransferasa y-GT y fosfatasa alcalina.

J No se pudo establecer la utilidad diagnéstica y
el control de tratamiento de la amilasa y lipasa
sérica en patologias de etiologia no pancredtica
debido a la falta de puntos de corte para estas
enzimas pancredticas y prueba Gold estédndar
para cada patologia.
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Resumen

La azitromicina pertenece al grupo Il del sistema de clasificacién bioframacedtico, su baja solubilidad acuosa explica
su pobre biodisponibilidad. El propésito del presente trabajo fue desarrollar una nanosuspensién de azitromicina por
el método solvente/antisolvente para mejorar su velocidad de disolucién, para ello se determind la influencia de la tem-
peratura del medio de dispersién. Una solucién etandlica de azitromicina (200 mg/ml) se adicioné a una velocidad
de 100 ul/s, sobre una solucién acuosa de tween 80 (4,5 mg/ml] a O, 25 y 80°C. Se obtuvieron nanoparticulas de
azitromicina de 268,2 nm, con un indice de polidispersién de 0,396, potencial Z de -39,6 mV'y 94,2% de pureza.
Con ellas se elaboré polvo para reconstituir suspensién oral utilizando hidroxietilcelulosa como coloide protector y
goma xantan como viscosante. La velocidad de disolucién de las nanoparticulas de azitromicina es casi 400% mayor
que la azitromicina en polvo.

Palabras clave: nanosuspensién, azitromicina, solvente / antisolvente.

Nano azithromycin prepared by the solvent /
antisolvent method: effect on dissolution

Abstract

Azithromycin belongs to group Il of the biopharmaceutical classification system, its low aqueous solubility explains its
poor bioavailability. The purpose of the present work was to develop a Nano suspension of azithromycin by the solvent
/ antisolvent method to improve its dissolution speed, for this, the influence of the temperature of the dispersion means
was determined. An ethanolic solution of azithromycin (200 mg / ml) was added at a rate of 100 ul /s, on an aqueous
solution of tween 80 (4.5 mg / ml| at O, 25 and 80°C. Azithromycin nanoparticles of 268.2 nm were obtained, with a
polydispersity index of 0.396, Z potential of -39.6 mV and 94.2% purity. With them, powder was made to reconstitute
oral suspension using hydroxyethyl cellulose as a protective colloid and xanthan gum as a viscosifier. The dissolution
speed of azithromycin nanoparticles is almost 400% higher than azithromycin powder.

Key words: nanosuspension, azithromycin, solvent / antisolvent.
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1. Introduccién

Es sumamente raro encontrar férmacos que se admi-
nistren como sustancias puras, por lo contrario, en su
mayoria se administran en forma de preparados far-
macéuticos o medicamentos, que puede variar desde
soluciones relativamente sencillas a sistemas comple-
jos conseguidos mediante el uso de aditivos y exci-
pientes adecuados; existen un sin nimero de formas
farmacéuticas en las cuales se puede incorporar un
férmaco para tratar de manera eficiente y cémoda
una enfermedad, los férmacos son disefiados para ser
administrados por diferentes vias, con la finalidad de
conseguir una respuesta terapéutica méxima [1].

15

Azithromycin

La via oral es la mds utilizada, cerca del 40 % de los
medicamentos la emplean [2]; en comparacién con
ofras vias es sencilla, mas cémoda y de mayor segu-
ridad, sin embargo, una de las limitantes més impor-
tantes al momento de disefar formas farmacéuticas
orales, se da cuando el proceso de disolucién es un
paso limitante para la absorcién del fdrmaco en el or-
ganismo; efecto que se ve agravado cuando en férma-
cos poco solubles o insolubles, llegando incluso a no
obtenerse el efecto terapéutico deseado debido a su
baja biodisponibilidad; los farmacos mds susceptibles
son aquellos que pertenecen al grupo Il del Sistema
de Clasificacién Biofarmacéutico (BCS): alta permea-
bilidad, baja solubilidad y los del grupo IV: baja per-
meabilidad, baja solubilidad [3].

Desosaminylazithromyein

Figura 1. Estructura quimica y degradacién de la azitromicina [5].

En la figura 1 se muestra la estructura de la azitromi-
cina que consiste en un anillo de lactona macrocicli-
ca de 15 miembros, al que se encuentran unidos dos
azicares, un aminoazucar, d-desosamina mediante
un enlace B-glucosidico a la posicién C5 del anillo
de lactona y un azicar neutro, |-cladinosa a través
de un enlace a-glucosidico a la posicién C3 de la
lactona [5].

Tras la administracién por via oral a voluntarios sanos,
la biodisponibilidad es aproximadamente del 37% y
la unién a proteinas oscila alrededor del 50% [6].

La Azitromicina se degrada en medio acuoso, en la
figura 1 también se observa el principal producto de
degradacién, desosaminilazitromicina que se forma
por la divisién del enlace a-glucosidico entre el azicar
l-cladinosa y la lactona [5].

Una solucién tradicional para este problema ha sido
formular comprimidos o suspensiones, estas Gltimas
son dispersiones gruesas en las que particulas insolu-
bles del principio activo, generalmente mayores a 1
pm, se encuentran distribuidas en un medio liquido;

las suspensiones no estdn exentas de limitantes: po-
bre o casi nula solubilidad, baja velocidad de diso-
lucién, inestabilidad fisica, reducida drea superficial
y gran tamafio de particula; teniendo en cuenta que
alrededor del 40 % de los nuevos fdrmacos genera-
dos en los programas de investigacién son lipéfilos o
poco solubles en agua [7], su incorporacién en este
tipo de sistema de entrega supone un reto importante
para la industria farmacéutica.

En las Gltimas décadas la ingenieria de nanoparti-
culas ha tomado alta relevancia en aplicaciones
farmacéuticas [8], intentando resolver los problemas
asociados con las limitantes descritas anteriormen-
te; la nanotecnologia permite obtener particulas de
10° m mediante el proceso de abajo-arriba o de
arriba-abajo; al reducir el tamafio de las particulas
se incrementa la superficie especifica y por ende su
velocidad de disolucién, absorcién en el organismo,
la uniformidad del contenido y estabilidad fisica en
sistemas heterogéneos.

El proceso de abajo-arriba implica una técnica de
precipitacién solvente/antisolvente, en la que el fér-



maco se disuelve primero en un disolvente orgdnico
y después se precipita en presencia de un estabili-
zante. El uso de equipos simples y de bajo costo es
la principal ventaja de la técnica de precipitacién.
En este proceso, se requiere la adicién de tensoacti-
vo para evitar la coagulacién de nanoparticulas en
microparticulas. El fdrmaco necesita ser soluble en
al menos un disolvente, que debe ser miscible con
otro no disolvente. Sin embargo, esta técnica no es
aplicable a férmacos que son poco solubles tanto en
medios acuosos como no acuosos [?].

Por esta razén el uso de esta nueva tecnologia en la
produccién nacional de medicamentos propone un
enfoque viable para formular fdrmacos poco solubles,
con un aumento de la biodisponibilidad que podria
conducir a una disminucién de la dosis, asi como de
los costos, incrementando la accesibilidad de los medi-
camentos a las poblaciones de escasos recursos.

2. Parte experimental

En una primera efapa se investigd cémo influye la tem-
peratura del medio de dispersién en la obtencién de
nanoparticulas de azitromicina por el método solven-
te/antisolvente; para lo cual se ensayé la temperatura
del medio de dispersién a 0,25y 80 °C.

Para determinar la influencia del tamafio de particula
de azitromicina sobre la velocidad de disolucién, se
elaboraron polvos para reconstituir suspensiones ora-
les variando el tamafio de particula entre azitromici-
na y nanoazitromicina, se caracterizé el volumen de
sedimentacién, contenido, potencial Z y se determiné
su perfil de disolucién.

Nanoazitromicina preparada por el método solvente/antisolvente:
efecto sobre ln disolucion

Procedimiento:

Elaboracion de nanoparticulas por el método
solvente/antisolvente

Se preparé una solucién madre de azitromicina (200
mg/ml) en etanol al 96 %, y se filtré a través de una
membrana de PVDF de 0,45 pm; esta solucién se adi-
ciond con una jeringuilla de 3 ml con aguja # 21,
a una velocidad de 100 pl/s sobre una solucién de
Tween 80 (4,5 mg/ml) agitada a 3200 rpm; se man-
tuvo la agitacién durante 5 minutos y el secado se
realizé a 30 °C durante 48 horas en lecho estdtico.

Elaboracion de la nanosuspension

Se preparé el polvo para reconstituir suspensiones ora-
les utilizando: azitromicina dihidrato, sacarosa, sodio
fosfato tribdsico anhidro, hidroxietilcelulosa (NATRO-
SOL 250HX Pharm), goma xantan y los aromas ce-
reza, vainilla y platano (MAGIC FLAVORS); tanto los
excipientes como el activo fueron tamizados en malla
0,85 mm y mezclados.

3. Resultados y discusién

Efecto de la temperatura del medio de dis-
persion

Las nanoparticulas secas fueron resuspensidas con
una concentracién de 24,5 mg/ml en agua tipo 1y
llevadas al ultrasonido por 5 minutos.

En la tabla 1 se resumen las variables respuesta para
cada condicién de temperatura, cada valor represen-
ta el promedio de las 3 réplicas de cada tratamiento.

Tabla 1. Resumen de la caracterizacién de las nanoparticulas de azitromicina obtenidas

a tres diferentes temperaturas.

Tamano de

o
Temperatura,°C particula, nm

indice de

- . Potencial Z, mV
polidispersion

0 100,2
25 1571
80 1953,3

0,484 -31,8
0,523 -451
3,324 -15,5

Se obtuvieron nanoparticulas cuando el medio de
dispersién se encontraba a 0y 25°C; sus indices de
polidispersién fueron semejantes y los potenciales Z
inferiores a =30 mV. Se seleccioné el tratamiento a

25°C pues al trabajar a temperatura ambiente no
se necesita energia para poder disminuir la tempe-
ratura del medio de dispersién lo cual conlleva al
ahorro de recursos.
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Elaboracion y caracterizacion de las nano- cantidad necesaria para poder realizar todos los estu-

particulas de azitromicina obtenidas con el dios. Los resultados de la caracterizacién representan

mejor tratamiento el promedio de 3 mediciones la cual se describe en la
Tabla 2 y la Figura 2.

Una vez definido el tratamiento para elaborar las no-

noparticulas, se prepard un lote tomando en cuenta la

Tabla 2. Caracterizacién de las nanoparticulas de azitromicina obtenidas

Tamano de indice de .
3 . . Potencial Z, mV Pureza, %
particula, nm polidispersion
268,2 0,396 -39,6 94,2 %
s —100
/ 2
20— .‘. _-99
| 80
=70
15 =
| —£0
" i £
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Figura 2. Tamafo de particula de las nanoparticulas
determinado en DLS

Perfiles de disolucién entre suspensiones de La tabla 3 detalla los resultados obtenidos en los perfiles
azitromicina vs nanoparticulas de azitromicina  de disolucién, mismos que se grafican en la Figura 4.

Tabla 3. Porcentaje de disolucién de las suspensiones preparadas con azitromicina
y nanoazitromicina.

% Disuelto
Tiempo Azitromicina Nanoparticulas
minutos (AZT SUSP) (NAZT SUSP)
5 21,4 81,4
10 32,6 93,3
15 42,9 95,5
25 54,7 97,8

35 65,0 97,5




Nanoazitromicina preparadn por el método solvente/antisolvente:
efecto sobre ln disolucion

% de disolucion

Tiempo, min

B AZT S5USP

—i— NATT 5LSP

Figura 3. Perfiles de disolucién de las suspensiones pre-
paradas con azitromicina (AZT SUSP] y nanoazitromicina

(NAZT SUSP).

Existe una gran diferencia entre los dos perfiles
de disolucién: la suspensién de nanoazitromicina
liberé a los 5 minutos el 81,4 % mientras que la
suspensién de azitromicina solo el 21,4 %; esta di-
ferencia se debe no solo a la reduccién del tamaio
de particula, sino también, al hecho de que las par-

Comparaciéon entre los parametros caracte-
rizados en la suspension de azitromicina y
nanoazitromicina

ticulas de nanoazitromicina incluyen al tween 80
en su composicién, favoreciéndose la humectacién
y la disolucién. Segin la USP 39 para los produc-
tos que se disuelven muy répidamente (> 85% de
disolucién en 15 minutos) no es necesario el perfil
de comparacién.

Tabla 4. Parémetros caracterizados en la suspensién de azitromicina y

nanoparticulas de azitromicina.

Suspension Contenido, % Potencia Z, mV Vo.lumen de
sedimentacion
Azitromicina 103,8 -35,0 0,94
Nanoparticulas 104,6 -39,6 1,00

Al analizar los datos detallados en la tabla 4, podemos
observar que las suspensiones de azitromicina y nanoa-
zitromicina cumplen con las especificaciones plantea-
das, en contenido no mayor que 110 % ni menor que
90 %, en potencial Z valores superiores a + 30 mV o
inferiores a —=30 mV y volumen de sedimentacién > 0,8.

4. Conclusiones

Se elaboraron nanoparticulas de azitromicina usan-
do como medio de dispersién una solucién acuosa de
tween 80 (4,5 mg/ml), a 0, 25y 80 °Cy se determiné
que la variable temperatura influye de una forma di-
rectamente proporcional sobre el tamafio de particula

de azitromicina; es decir a menor temperatura del me-
dio de dispersién se pueden obtener particulas que se
encuentran en escala nanométrica.

Las nanoparticulas de azitromicina, obtenidas por el
método solvente/antisolvente usando medio de disper-
sién a 25 °C, presentaron un tamafio de 268,2 nm,
indice de polidispersién 0,396, potencial Z de - 39,6
mV'y 94,2 % de pureza.

Se desarrollé un polvo para reconstituir suspensiones
orales usando nanoparticulas de azitromicina, con
una velocidad de disolucién 3,8 veces mayor que la
suspensién de azitromicina original.
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Resumen

Dodonaea viscosa (Chamana] tiene potencial biolégico, gracias a metabolitos secundarios presentes, princi-
palmente en su raiz y hojas. Entre sus atributos resalta su actividad antioxidante, motivo por el cual, en este
trabajo se evalué cémo influye la capacidad antioxidante que presenta el extracto hidroalcohélico de las hojas
de Dodonaea viscosa en la estabilidad del jarabe de vitamina C. Se realizaron tres lotes piloto de jarabe de
dcido ascérbico: 1) libre de antioxidante, 2) con antioxidante natural (extracto) y 3) con antioxidante sintético
(metabisulfito de sodio), estos fueron sometidos a un estudio de estabilidad acelerado, bajo los siguientes pard-
metros: 3 meses, T: 40+2°C; HR: 75+5%. Como resultado se obtuvo que la concentracién del principio activo en
el producto con metabisulfito de sodio se mantiene por mayor tiempo, mientras que el jarabe con antioxidante
natural fue el que presenté mayor actividad antioxidante.

Palabras clave: Dodonaea viscosa, capacidad antioxidante, vitamina c, estabilidad.

Influence of Chamana’s exiract (Dodonaea viscosa)
in vitamin C syrup stability

Abstract

Dodonaea viscosa (Chamana) has biological potential due to secondary metabolites presented mainly in their
root and leaves. The main purpose of this research was to evaluate how the antioxidant capacity presented in
the hydroalcoholic extract Dodonaea viscosa leaves, influences the stability of the vitamin C syrup. Three pilot
batches of ascorbic acid syrup were carried out: 1) free of antioxidant, 2) with natural antioxidant (hydroal-
coholic extract) and 3) with synthetic antioxidant (sodium metabisulfite]. These samples were subjected to an
accelerated stability study, under the following parameters: 3 months, T: 40 + 2°C; RH: 75 = 5%. As a result,
the product with the highest APl concentration over time was the one containing sodium metabisulfite. On the
other hand, the one with the highest antioxidant capacity was the syrup with natural antioxidant.

Keywords: dodonaea viscosa, antioxidant capacity, vitamin C, stability.
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1. Introduccién

En la actualidad, la poblacién consume un sin nimero
de vitaminas para mantener su salud, entre ellas, el
4cido ascérbico. Esta vitamina hidrosoluble presenta
propiedades benéficas, una de las mds relevantes es
su capacidad antioxidante. Diferentes factores tales
como: presencia de oxigeno, metales, cambios de
pH, concentraciones de sales y azicares, enzimas,
aminodcidos, oxidantes y reductores, luz, dosificacién
multidosis, entre ofros afectan directamente a la esta-
bilidad del jarabe de vitamina C [1], siendo éste una
de las formas farmacéuticas liquidas més sensibles a
los agentes mencionados.

La degradacién del écido ascérbico (AA) se produ-
ce mediante procesos oxidativos que resultan de la
transferencia de dos electrones. Primero se origina el
monoanién ascorbato (AH), el mismo que con la pér-
dida adicional de un segundo electrén, forma el 4ci-
do L-de-hidroascérbico (ADA), éste es altamente ines-
table y susceptible a la hidrélisis del anillo lacténico,
que se hidroliza con gran facilidad para producir
4cido 2,3-dicetogulénico (DCG), que posteriormente
se degrada por descarboxilacién, con la consiguien-
te pérdida del valor funcional y nutricional del écido
ascérbico (AA) [2].

Segun Manijilstha Dhananjay Pujar, Dodonaea visco-
sa es una planta con un elevado potencial biolégico
gracias a la cantidad de compuestos fenélicos y poli-
fendlicos que contiene, siendo estos responsables de
su actividad antioxidante [3].

Las diferentes formas farmacéuticas sometidas a dis-
tintas condiciones de almacenamiento, presentan una
mayor estabilidad y por ende un mayor contenido de
su principio activo cuando un antioxidante forma par-
te de su formulacién [4].

Un antioxidante neutraliza las especies reactivas.
Ademdés si éstos se encuentran juntos en un mis-
mo sistema pueden presentar algunas interaccio-
nes produciendo asi diversos efectos: sinergismo,
adicién y antagonismo segin Criado Dabrowska &

Moya Mir [5].

Existen diversas propuestas para evitar que el écido
ascérbico, el cual también posee capacidad antio-
xidante se degrade rdpidamente en las diferentes
formas farmacéuticas, considerando que las liquidas
son las més vulnerables. Aprovechar la gran biodi-

versidad natural que tiene Ecuador representa una
opcidn, ya que varias especies vegetales gozan de
actividad antioxidante.

La adicién del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Dodonaea viscosa, al jarabe de vitamina C, se
lo realizé con varios obijetivos: evitar la sobredosi-
ficacién del principio activo en la forma farmacéu-
tica liquida representando un ahorro econémico a
nivel industrial, potenciar por un efecto de adicién
o sinergismo la capacidad antioxidante final de la
forma farmacéutica liquida, mantener las cantidades
iniciales del principio activo por un mayor periodo
de tiempo asegurando asi el efecto farmacoterapéu-
tico, lo cual influye de manera positiva en la salud y
economia de la poblacién que lo adquiera.

2. Parte Experimental

La investigacion ejecutada se realizé en
etapas:

Etapa I: Obtencién del extracto hidroalcohélico de
Dodonaea viscosa.

Se mezclé 100g de hojas secas y molidas con 400ml
de etanol 70°, se dejé macerar por 48h con agita-
cién constante, posteriormente se filtré al vacio, se
reservé el filtrado (filtrado 1) y se percolé el residuo
con 450ml de etanol 70° por 48h, 5 gotas/min, se
filtré al vacio (filtrado 2). Se une el filirado 1 + fil-
trado 2 y se concentra en Rotavapor a 30°C hasta
consistencia sirope.

Etapa ll: Se formulé y elaboré tres lotes piloto de
16 muestras de jarabe de vitamina C de 30ml a
una concentracién de 100mg/5ml. El primer lote
libre de antioxidante, segundo lote con antioxidan-
te natural (extracto hidroalcohélico de las hojas de
Dodonaea viscosa) y tercer lote con antioxidante
sintético (metabisulfito de sodio).

Etapa llI: Se cuantificé el contenido de écido ascér-
bico presente en el jarabe, a los tiempos (1, 15, 30,
60 y 90 dias) mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) y con detector UV.
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Tabla 1. Parémetros de cuantificacién de Vitamina C, por HPLC en fase reversa

Parametro Condicion de operacion
Estandar Acido ascoérbico

Tipo de columna C 18

Tamano de particula 3 um

Longitud 150 mm

Diametro interno 4,6mm

Temperatura de columna 24.0 £2.0°C

Fase movil Acido fosférico al 0,01% / metanol / acetonitrilo (90:8:2)
pH fase movil 2,84 £0,03

Velocidad de flujo 1.0ml/min

Volumen de inyeccion 20,0ul

Temperatura de muestras 24.0 £2.0°C

Detector UV (254nm)

Tiempo de retencion 2,15 + 0,30 min

Etapa IV: Se Deferminé la capacidad antioxidante
del producto terminado empleando el método de Blois
(radical DPPH) acorde al procedimiento reportado por
Recalde Armas, 2014 [6] a los tiempos (1, 15, 30, 60
y 90 dias).

Etapa V: Control de calidad de jarabe de vitamina C,
acorde lineamientos para formas farmacéuticas liqui-
das (inspeccién visual, densidad, pH) [7] [8]. El ensayo
microbioldgico se realizé a los tiempos 1y 90 dias [9].

3. Resultados y Discusion

Tanto para la cuantificacién de dcido ascérbico
como para determinacién de la capacidad antio-

Tabla 2. Caracteristicas de disefio

xidante se empleé un disefo factorial modelo AXB
(tabla 2), con su respectivo andlisis de varianza
(Anova multifactorial).

Variables Independientes

J Tipo de antioxidante y tiempo.

Variables Dependientes

o Concentracién de dcido ascérbico, en el
producto final.

J Porcentaje de inhibiciéndelradicl 2,2-difenil-
picrihidrazilo (DPPH), en el producto final.

Factor A Tipo de antioxidante
Factor B Tiempo

Numero de tratamientos (AXB) 3X5=15

Numero de muestras por punto temporal (n) 3

Numero de corridas n(AXB) 3(3X5)= 45

Variables respuesta

- Concentracion de Vitamina C (mg/5ml)
- Porcentaje de inhibicion de radicales
libres (DPPH)

29



30

Mireya Medina, Dayana Borja (2017) © Quimica Central ® Vol. 6 N° 1: 27-36

Tabla 3. Caracteristicas de los factores de estudio

Factores de estudio

Tiempo (dias) Representacion

Tipo de antioxidante Representacion

1 T Libre L
15 T2 Natural N
30 T3 Sintético S
60 T4
90 5

Tabla 4. Combinaciones entre factores

Tipo de Concentracion de Vitamina C
antioxidante (mg/5ml) Porcentaje de inhibicion de radicales libres
T1 T2 T3 T4
L1T1 L1T2 L1T3 L1T4
L L2T1 La212 L2T3 L2T4
L3T1 L3T2 L3T3 L3T4
N1T1 N1T2 N1T3 N1T4
N Repeticiones N2TH1 N2T2 N2T3 N2T4
N3T1 N3T2 N3T3 N3T4
S1TH S1T2 S1T3 S1T4
S S2T1 S2T72 S2T3 S2T4
S3T1 S3T2 S3T3 S3T4

Para elaborar las hipétesis para el andlisis de varianza
del disefio factorial AXB se consideraron los tratamien-
tos presentados en (Tabla 4).

Hipétesis para la cuantificacién del dcido ascérbico
son las siguientes:

*Para el Factor A (Tipo de antioxidante)
HO:Q’l: a2=~--=aa=0
Hiia; # O paraalgin i

H, El fipo de antioxidante no ejerce efecto significatiel con-
tenido de dcido ascérbico de los jarabes de vitamina C.

H, El tipo de antioxidante ejerce efecto significativo so-
bre el contenido de dcido ascérbico de los jarabes de
vitamina C.

*Para el Factor B (Tiempo)

Hopfy=fF2==Fp=0
Hy: By # 0 para algin j

H,El tiempo no ejerce efecto significativo sobre el
contenido de dcido ascérbico de los jarabes de
vitamina C.

H, El tiempo ejerce efecto significativo sobre el
contenido de dcido ascérbico de los jarabes de
vitamina C.

*Para la interaccién AB (Tipo de antioxidante — tiempo)

Hy: (aB); = 0 para todo ij
Hy:(apf);; # 0 para algin i

H,la interaccién tipo de antioxidante — tiempo ejer-
ce efecto sobre el contenido de dcido ascérbico de
los jarabes.

H, La interaccién tipo de antioxidante — tiempo no
ejerce efecto sobre el contenido de acido ascérbico
de los jarabes.
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Grdfico 1. Relacidn tipo de antioxidante, tiempo y concentracién de Vitamina C.

Se cuantificé el contenido de principio activo en los
diferentes jarabes mediante HPLC, obteniendo los
resultados que se muestran en la grdfica 1, se ob-
serva que a medida que avanza el tiempo (1 - 90
dias) la concentracién de vitamina C disminuye. En
el jarabe libre de antioxidante la reduccién de activo
es notoria hasta llegar a 24,47% menos de su con-
centracién inicial. La adicién de antioxidante natural
ayuda a mantener la concentracién de vitamina C
los primeros 30 dias, pero en el dia 90 ya muestra
un decremento de 23,3% similar al producto que no
contiene antioxidante. El jarabe que contiene antio-
xidante sintético es aquel que presenta el mejor resul-
tado ya que el Gltimo dia de cuantificacién presenta
Onicamente un 9,67 % menos de su cantidad original.

Andlisis estadistico - Concentracién de
Vitamina C

Tabla 5. Andlisis de Varianza para Concentracién de Vitamina C.

Fuente Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Tipo de antioxidante 47,59 0,0000
B: Tiempo 103,40 0,0000
INTERACCIONES

AB 6,24 0,0001

En la tabla 5, se observa que los factores principales:
tipo de antioxidante y tiempo, ademés de la interaccién
entre ellos, tienen un efecto estadisticamente significati-
vo sobre Concentracién de Vitamina C con un 95,0%
de nivel de confianza, debido a que los valores de P
son menores a 0,05. Esto conlleva a comprobar las
siguientes hipétesis de trabajo:

H, El tipo de antioxidante ejerce efecto significativo so-
bre el contenido de dcido ascérbico de los jarabes de
vitamina C.

H, El tiempo ejerce efecto significativo sobre el conte-
nido de dcido ascérbico de los jarabes de vitamina C.

H, La interaccién tipo de antioxidante — tiempo ejer-
ce efecto sobre el contenido de dcido ascérbico de
los jarabes.

Tabla 6. Pruebas de Rangos Mdltiples para Concentracién
de Vitamina C por Tipo de antioxidante.

Tipo de antioxidante Media LS Hoggf:é?rseos
Libre antioxidante 88,8717 X
Ant. natural 91,6071 X
Ant. sintético 96,8226 X

La tabla 6, indica los resultados obtenidos al aplicar un
procedimiento de comparacién miltiple (Tukey) para de-
terminar qué medias con respecto al tipo de antioxidante
son significativamente diferentes de otras. La alineacién
de las X’s no es homogéneq, esto indica que existe di-
ferencias estadisticamente significativas entre las tres
medias en cuestién con un nivel del 95% de confianza.
Siendo el jarabe con antioxidante sintético el que mues-
tra la mayor media, por ende el que mejor actia para
mantener la concentracién del dcido ascérbico.

8 8 3§ 8
|_._|

o S
s

Ant natural Ant sintético Libre antioxid
Tipo de antioxidante

Concentracion de Vitaming C

Grdfico 2. Grdfica de medias — pruebas de mdltiple rangos
para concentracién de vitamina C por tipo de antioxidante.
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De acuerdo a al gréfico 2, el jarabe de vitamina C
que contiene antioxidante sintético, presenta una me-
dia mds elevada, esto significa que este antioxidante
da una mejor proteccién al principio activo.
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a0 E

Concentracion de Vitamina C
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Ant. natural Ant sintétice Libre antioxid
Tipe de antioxidante

Grdfico 3. Efecto de las interacciones de dos factores (tipo de
antioxidante y tiempo) sobre la concentracién de vitamina C
(mg/5ml).

En la grdfica 3, se muestra que en el dia uno las
concentraciones de vitamina C son equivalentes,
en el dia 15 el jarabe libre de antioxidante dismi-
nuye notoriamente la cantidad de activo mientras
que en los productos que contienen antioxidantes el
principio activo se mantiene. En el dia 30 el dnico
jarabe que mantiene la concentracién inicial de 4ci-
do ascérbico es aquel que contiene el antioxidante
sintético, los otros dos casos continda mostrando un

decremento. A partir del dia 60 en los productos
con los tres tipos de antioxidantes se observa una
reduccién del dcido ascérbico.

Finalmente el jarabe con metabisulfito de sodio que
estuvo sometido a T: 40+2°C; HR: 75+5% durante
90 dias fue el que tuvo mayor cantidad de vitamina
C, demostrando asi que el metabisulfito pierde facil-
mente sus electrones para neutralizar las especies re-
activas, de ésta forma impide que el écido ascérbico
pierda sus electrones y por ende no se degrade.

Para la determinacién del porcentaje de inhibicién de
radicales libres (DPPH), se consideraron las mismas
hipétesis que se emplearon para la cuantificacién del
4cido ascérbico, cambiando la variable respuesta.

La gréfica 4 indica, el porcentaje de inhibicién de ra-
dical DPPH del jarabe de Vitamina C: libre de antio-
xidante, con antioxidante natural y con antioxidante
sintético a (1, 15, 30, 60 y 90 dias).

Se observa que si influye la incorporacién de antioxi-
dantes en la formulacién del jarabe de vitamina C. El
producto terminado que contiene antioxidantes ya sea
el extracto hidroalcohélico de Dodonaea viscosa o el
metabisulfito de sodio, mantiene su actividad antioxi-
dante a los 90 dias, mientras que el jarabe simple no.

De lo anterior mencionado, se concluye que si existe
interaccién de adicién entre los antioxidantes presen-
tes en cada una de las formulaciones.

100,00

95,00

90,00

85,00

il 15

M Libre de antioxidante

30 60 a0

Tiempo (dias)
M Antioxidante natural

i Antioxidante sintético

Grdfico 4. Porcentaje de Inhibicién de radical DPPH en funcién del tiempo y tipo de antioxidante



Tabla 7. Andlisis de Varianza para Inhibicién de radicales libres

Fuente Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Tipo de antioxidante 1655,21 0,0000
B: Tiempo 424,96 0,0000
INTERACCIONES

AB 334,43 0,0000

Andlisis estadistico - % de inhibicién

En la tabla 7, se aprecia que los factores principales:
tipo de antioxidante y tiempo, ademds de la interac-

Influencin del extracto de Chamana (Dodonaen viscosa)
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cién entre ellos, tienen un efecto estadisticamente sig-
nificativo sobre el porcentaje de inhibicién de radica-
les libres con un 95,0% de nivel de confianza, debido
a que los valores de P son menores a 0,05. Esto con-
lleva a comprobar las siguientes hipétesis de trabajo:

H, El tipo de antioxidante ejerce efecto significativo so-
bre el porcentaje de inhibicién del radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazilo (DPPH).

H, Existe diferencia significativa en el porcentaje de in-
hibicién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
entre los jarabes de vitamina C debido a los diferentes
periodos de tiempo.

H la inferaccién tipo de antioxidante — tiempo ejerce
efecto sobre el porcentaje de inhibicién del radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Tabla 8. Pruebas de Rangos Multiples para Inhibicién de radicales libres por Tipo

de antioxidante.

Tipo de antioxidante Media LS Grupos Homogéneos
Libre antioxidante 89,9013 X
Ant. sintético 97,114 X
Ant. natural 97,6453 X

La tabla 8, muestra los resultados obtenidos al aplicar
un procedimiento de comparacién mdltiple (Tukey) para
deferminar qué medias de porcentaje de inhibicién de
radicales libres (DPPH) son significativamente diferentes
entre si. La alineacién de las X's no es homogénea, esto
indica que existe diferencias estadisticamente significa-
tivas entre las tres medias en cuestién con un nivel del
95% de confianza. Siendo el jarabe con antioxidante
natural el que muestra la mayor media por ende el pro-
ducto con mejor capacidad antioxidante, caso contra-
rio ocurre con el producto libre de antioxidante que
exhibe la media més baja.

Inhibicidn da radicales libres
8 & 8 8

H
! 1 ! !

g
1

=

Ant. natural Ant sintético Libre antioxid
Tipe de antioxidante

Gridfico 5. Grdfica de medias — pruebas de mltiple rangos
para inhibicién de radicales libres por Tipo de antioxidante.

De acuerdo a la gréfica 5, se observa que el jarabe de
vitamina C libre de antioxidante posee la media més
baja, seguido del jarabe con antioxidante sintético y
finalmente por aquel que contiene antioxidante natural,
esto significa que el antioxidante natural es aquel que
proporciona mayor capacidad antioxidante.

101 <1 Tiempo
“w il
15
153
—— 60
o =2
8
5 - \ ]
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Ant. natural Ant, sintetico Libre antioxid
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Gridfico 6. Efecto de las interacciones de dos factores (tipo de
antioxidante y tiempo) sobre el porcentaje de inhibicién de

radicales libres (DPPH).

En la gréfica 6, se muestra que el porcentaje de
inhibicién del radical DPPH en el jarabe libre de an-
tioxidante va en decremento a medida que transcu-
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rren los dias, mientras que los productos que contie-
nen el antioxidante natural y el sintético la variable
respuesta se mantiene a lo largo del tiempo (del dia
1 al 90).

Se efectus el control de calidad de los jarabes de vi-
tamina C, considerando parémetros organolépticos,
fisicos y microbiolégicos.

En tabla 9, se aprecia que las caracteristicas or-
ganolépticas se mantienen a medida transcurre el
tiempo, excepto que el color del producto al dia
90 presenta un amarillo levemente intenso. Los pa-
rdmetros fisicos como pH y densidad no cambian,
se mantienen.

En tabla 10, se aprecia que en lo referente a las caracte-
risticas organolépticas el olor y el sabor cambian a partir
del dia 15, cabe sefialar que el sabor ni el olor son des-
agradables al gusto. El color al dia 90 se hace un poco
mds intenso comparado con el inicial. Con respecto al
pH y densidad los valores se conservan.

En la tabla 11, se muestra que el olor cambia ligera-
mente a partir del dia 30, al dia 90 el color se hace
mds infenso y el sabor se mantiene al final. Su aspecto
se conserva homogéneo al igual que su pH y densidad.

Segin la tabla 12, los productos elaborados cumplen
con las especificaciones microbiolégicas para formas
farmacéuticas acuosas no estériles.

Tabla 9. Evaluacién de los pardmetros organolépticos y fisicos del jarabe de vitamina C libre de antioxidtes en funcién

del tiempo.
Jarabe de Vitamina C
Parametros Tiempo (dias)
1 15 30 60 90

Olor Fresa Fresa Fresa Fresa Fresa

- Color Amarillo ++ Amarillo ++ Amarillo ++ Amarillo ++ Amarillo +++
Organolépticos

Sabor Fresa Fresa Fresa Fresa Fresa

Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
pH 3,25 3,22 3,20 3,30 3,20
Fisicos
Densidad 1,2928 1,2929 1,2931 1,2931 1,2935

Tabla 10. Evaluacién de los pardmetros organolépticos y fisicos del jarabe de vitamina C + antioxidante natural en funcidn

del tiempo.
Jarabe de Vitamina C + Antioxidante Natural
Tiempo (dias)
Parametros
1 15 30 60 90
: Fresa/Durazno/ Fresa/Durazno/  Fresa/Durazno/  Fresa/Durazno/
Olor Miel ; ) ; :
miel miel miel miel
Color Amarillo ++++ Amarillo ++++ Amarillo ++++ Amarillo ++++ Amarillo +++++
Organolépticos -
) Miel /Fresa/
Sabor Miel Fresa/Durazno Fresa/Durazno Fresa/Durazno
Durazno
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
pH 3,46 3,47 3,47 3,48 3,53
Fisicos
Densidad 1,2612 1,2685 1,2687 1,2684 1,2692




Influencin del extracto de Chamana (Dodonaen viscosa)
en ln estabilidad de jarabe de Vitamina C

Tabla 11. Evaluacién de los pardmetros organolépticos y fisicos del jarabe de vitamina C + antioxidante sintético en

funcién del tiempo.

Jarabe de Vitamina C + Antioxidante Sintético

Parametros

Tiempo (dias)

1

30 60 90

Olor Fresa Fresa Ligero a fresa Ligero a fresa Ligero a fresa
Color Amarillo + Amarillo + Amarillo + Amarillo + Amarillo ++
Organolépticos Fresall "
Sabor Fresa Fresa Fresa Fresa resajievemente
amargo
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
pH 3,37 3,33 3,30 3,34 3,36
Fisicos
Densidad 1,2941 1,2931 1,2960 1,2948 1,2968
Tabla 12. Control microbiolégico
Resultado
Libre antioxidante Ant. Natural Ant. Sintético
Microorganismos Especificacion
0 dias 90 dias 0 dias 90 dias 0 dias 90 dias
Ati't‘:l’;:s <100 ufe/ml <100 ufc/ml < 100 ufc/ml < 100 ufe/ml < 100 ufc/ml < 100 ufe/ml < 100 ufc/ml
Hongos y < 10 ufe/ml <10ufe/ml  <10ufe/ml  <10ufe/ml  <10ufe/ml < 10ufc/ml < 10 ufc/ml
levaduras
Escherichia coli Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

4. Conclusiones

Se elaboraron tres lotes piloto de 16 muestras de jo-
rabe de vitamina C de 30ml a una concentracién de
100mg/5ml. El primer lote sin contenido de antioxidan-
te, en el segundo lote se empled antioxidante natural
(extracto hidroalcohélico de las hojas de Dodonaea vis-
cosa) y en el tercer lote se utilizé un antioxidante sintético
(metabisulfito de sodio).

Se determiné que los factores de estudio: tipo de anti-
oxidante, tiempo y sus interacciones ejercen un efecto
estadisticamente significativo sobre las variables res-
puesta: concentracién de vitamina C y porcentaje de
inhibicién del jarabe.

En el jarabe las concentraciones de dcido ascérbico
obtenidas a los 90 dias después de ser sometido a 40+
2°Cy 75 + 5 % de HR fueron: 75,53%; 76,70%,

90,33% para el producto libre de antioxidante, con
antioxidante natural y con antioxidante sintético respec-
tivamente, lo cual indica que el metabisulfito de sodio
es el antioxidante que mejor preserva al activo, neutra-
lizando con mayor facilidad especies reactivas presen-
tes y evitando la degradacién del principio activo.

El producto con mejor capacidad antioxidante es
aquel que contiene el extracto hidroalcohélico de
Dodonaea viscosa mostrando un 96,75% de inhibi-
cién de radical DPPH, ello demuestra que existe inte-
raccién de adicién entre antioxidantes (dcido ascérbi-
co + extracto hidroalcélico).

No es posible Unicamente con la adicién del extracto
hidroalcohdlico de Dodonaea viscosa al jarabe evitar la
sobredosificacién de la forma farmacéutica liquida en-
sayada, sin embargo se podria considerar su actividad
antioxidante como un atributo beneficioso para la salud.
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Resumen

Los estudios tradicionales de estabilidad son excesivamente largos y costosos. Alternativamente, se han propuesto
métodos mds eficientes, entre los que se destaca aquel que usa el paradigma de isoconversién isotérmica para
estimar la vida dtil en unas pocas semanas, con un importante ahorro de recursos. Este enfoque reconoce a las
formas farmacéuticas como sistemas heterogéneos sin un orden cinético Unico, establece un porcentaje méaximo
de degradacién y asume una misma cinética para todos los procesos de degradacién independientemente de las
condiciones en las que se lleven a cabo, ademds incluye en los cdlculos el efecto de la humedad mediante una
modificacién a la ecuacién de Arrhenius. El objetivo del presente trabajo fue aplicar la isoconversién isotermal
a fin de estimar en pocas semanas la vida itil de comprimidos de Acido acetilsalicilico. Se realizaron pruebas
experimentales para evaluar la eficacia de la isoconversién en la estabilidad del férmaco, incluyendo seis combi-
naciones de humedad y temperatura para establecer el tiempo necesario para la formacién del 0,15 % de dcido
salicilico y se calculé la Energia de activacién, se aplicé el método de Monte Carlo con 5000 simulaciones que
consideran valores de temperatura y humedad relativa dentro de un rango determinado. La vida dtil estimada fue
415,5 dias para materia prima y 35,6 dias para comprimidos. Este método permite evidenciar en corto tiempo el
impacto de los excipientes y el proceso de manufactura en la estabilidad de un medicamento.

Palabras clave: isoconversién, vida util, dcido acetilsalicilico.

Isotermal isoconversion for rapid shelf life estimation of
Acetyl salicylic acid tablets

Abstract

Long-term stability studies of pharmaceutical forms require a large amount of resources and time for their develop-
ment. Alternatively, more efficient methods have been proposed, among these, the paradigm of isothermal isocon-
version is highlighted to estimate the useful life in a few weeks. This approach recognizes pharmaceutical forms
as heterogeneous systems without a single kinetic order, it establishes a maximum percentage of degradation and
assumes the same kinetics for all degradation processes independently of the conditions in which they are carried
out, and it also includes in the calculations the effect of humidity through a modification to the Arrhenius equation.
The objective of the present investigation was to apply the isothermal isoconversion in order to estimate the shelfife
of the acetylsalicylic acid tablets in few weeks. Six combinations of humidity and temperature were used to esta-
blish the necessary time for the formation of 0.15% salicylic acid, being calculate activation energy too, the Monte
Carlo method was applied with 5000 simulations considering values of temperature and relative humidity within a
certain range. The estimated shelflife life for raw material was 415.5 days and 35.6 days for tablets. This method
demonstrates in a short time the impact of the excipients and the manufacturing process on the stability of a drug.

Keywords: Isoconversion, Shelf life, Acetylsalicylic Acid
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1. Introduccién

La prediccién de la estabilidad de formas farmacéu-
ticas segun la ecuacién de Arrhenius presenta ciertos
inconvenientes: los estudios pueden durar desde seis
meses a varios afos, se debe establecer un orden
de reaccién, no siempre se predicen los niveles de
degradacién reales y no permite cuantificar el efecto
de la humedad relativa en los diversos procesos de
degradacién. Como una estrategia para superar es-
tos problemas se desarrollé, desde los primeros afios
de la década pasada, un método de prediccién de
estabilidad en base a la isoconversién isotermal con
una modificacién de la ecuacién de Arrhenius para
incluir la humedad relativa. En él se establece un limi-
te de formacién de degradante, no se necesita el or-
den cinético de degradacién y genera una prediccién
de la estabilidad quimica més confiable y en menor
tiempo. A diferencia del modelo tradicional de Arrhe-
nius, reconoce a las formas farmacéuticas en estado
sélido como sistemas estructuralmente heterogéneos,
con estados cristalinos y amorfos que interactian de
miltiples maneras, mostrando diferentes érdenes de
reaccién, lo que implica que el orden cinético global
seria la suma de los érdenes de los microestados in-
dividuales, siendo complejo encasillarlos como de pri-
mero, segundo o tercero orden. [1]

El objetivo del presente trabajo fue aplicar el método
de isoconversién isotermal a fin de estimar en corto
tiempo la estabilidad quimica de formas farmacéu-
ticas solidas. Se seleccioné al Acido acetilsalicilico
como molécula modelo en primer lugar, debido a que
es sintetizado en Ecuador, y porque sus vias y facto-
res de degradacién son ampliamente conocidos. Para
conseguirlo se desarrollé y validé un método HPLC
indicativo de estabilidad para Acido Acetil Salicilico
y su principal producto de degradacién: el Acido Sa-
licilico, luego se aplicé un protocolo de estudio de
estabilidad mediante isoconversién tanto sobre mate-
ria prima como sobre comprimidos de Acido acetil
salicilico de 500 mg elaborados para el efecto.

Cinética del estado sdlido

En un sistema homogéneo, una solucién por ejemplo,
la cinética quimica describe la trasformacién hacia
un producto siguiendo un orden de reaccién determi-
nado. En el estado sélido la situacién es mds com-

plicada por la multiplicidad de estados moleculares
no equilibrados y la baja movilidad de las moléculas;
en este sistema heterogéneo coexisten varios estados
cristalinos y amorfos termodindmicamente diferentes,
cada uno con diferentes velocidades de reaccién. La
constante de velocidad calculada no representard la
verdadera velocidad de formacién de los productos
de degradacién [2].

Proponer una expresién matemdtica que describa la
cinética de degradacién en los sélidos podria no re-
flejar lo que realmente le sucede a la muestra. El para-
digma de la isoconversién fue aplicado para calcular
las constantes de la ecuacién de Arrhenius, sin necesi-
dad de determinar el orden de la reaccién global [3].

Lla cinética de conversién puede representarse me-
diante la relacién entre la Temperatura absoluta, Ty el
grado de conversién, o mediante la Ecuacién 1.

doc_

= = k(Df(@)

Considerando los cambios de la temperatura, es po-
sible utilizar la ecuacién de Arrhenius para describir
el efecto de la temperatura sobre la velocidad de la
reaccién mediante la Ecuacién 2.

Ea
k(T) = Ae RT

Dénde: K es la constante de la velocidad; A frecuen-
cia de colisiones; Ea energia de activacién para la
conversién quimica y R constante de los gases [4].

El grado de conversién, a, puede definirse de diversas
formas, ya sea como una disminucién de la cantidad
de la sustancia de interés o de la generacién de un
compuesto de degradacién.

Donde, €o es la concentracién inicial de sustancia'y €
es la cantidad de sustancia medida en el tiempo t [5].

Paradigma de la isoconversion

Este modelo permite calcular la energia de activacién
Ea, en funcién del grado de conversién, sin establecer
un modelo matemdtico que describa la reaccién. A
velocidad de conversién constante, la velocidad de



transformacién depende Gnicamente de la temperatu-
ra y la humedad relativa [4].

Para aplicar la isoconversién, es necesario estable-
cer un limite de formacién de degradante en las
muestras, las cuales van a ser expuestas a diferen-
tes condiciones de temperatura y humedad relativa

Isoconversion Isotermal para una estimacion vapida de lo vida titil de
. . £ . . . .
comprimidos de Acido acetil salicilico

durante el tiempo necesario para llegar al limite de
degradante establecido.

La relacién del grado de conversién (a) en funcién del
tiempo (), presentaria la misma forma de la curva,
teniendo una mayor pendiente a temperaturas més
elevadas, Figura 1.

Fraccién de
degradacian

especificacion

70°C

60 °C

30°C

tl €«— At —>12

Figural. Relacién del grado de conversién y el tiempo a varias temperaturas [5].

Si las rectas parten del origen la constante puede ser
descrita mediante la ecuacién 4, es decir, se puede
establecer que la constante de la velocidad es el re-
ciproco del tiempo necesario para alcanzar el limite
de formacién del degradante; esta constante de ve-
locidad incluye las potenciales contribuciones de las
diferentes formas fisicas del principio activo.

ki=oi/ti

Ya que el grado de conversién (o) se mantienen cons-
tante para las dos rectas k1 y k2 se puede escribir la
Ecuacién 5.

kl.tl =k2.t2

Es posible entonces calcular las constantes de reac-
cién a diferentes condiciones, independientemente de
la forma de la curva, siempre y cuando la reaccién
alcance el limite de degradacién establecido [4].

En la cinética heterogénea, propia de las formas far-
macéuticas sélidas, la velocidad de la formacion de

degradantes a una tasa de conversidén constante se
debe principalmente a factores que afectan la movi-
lidad de las moléculas y no influyen en la determina-
cién de las energias de activacién [1].

En los estudios de estabilidad tradicionales la forma-
cién del degradante no es lineal en funcién del tiem-
po y la velocidad varia con el grado de conversidn,
resultando que la constante de velocidad en cualquier
condicién no refleja el verdadero grado de conver-
sién, por las cantidades variables de principio activo
presentes. Mediante la aplicacién de la isoconversién
la constante de velocidad a cada condicién de alma-
cenamiento tendrd las mismas contribuciones relativas
del estado sélido, porque se establece un limite de
formacién del degradante [2].

Para un amplio rango de humedades relativas a las
cuales podria ser expuesto el fdrmaco, se ha determi-
nado que la degradacién quimica se puede expresar
mediante el uso de la ecuacién modificada de Arrhe-
nius, ecuacién 6.

Ea
= 2 0,
Ink = InA + B(%HR)
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Dénde: B es una constante indicativa de la sensibilidad
a la humedad de un sistema en particular y % HR es
la humedad relativa en equilibrio. La sensibilidad a la
humedad de las reacciones no determina los procesos
hidroliticos involucrados. El rango de valores de B es de
0 a 0,09 [1]. Se observa que existe una relacién expo-
nencial entre le humedad relativa y la degradacién del
principio activo, la humedad relativa afecta a la veloci-
dad de reaccién mediante una alteracién en la movili-
dad molecular, por tanto, afecta la frecuencia de colisién
de las moléculas, pero no la energia de activacién [1].

2. Parte experimental
Materiales

El estudio utilizé Acido acetilsalicilico, con una pureza
de 100,3%, sintetizado en Ecuador por DAN QUIMICA
C.A. Como excipientes para los comprimidos: Croscar-
mellosa sédica, Acido estedrico, Diéxido de silicio coloi-
dal y Celulosa Microcristalina. La columna cromatogréfi-
ca fue una Altech C18 (5um) de 250mm x 4,6mm.

Equipos

HPLC Dionex Ultimate 3000, estufas Memmert, Binder
y Thelco, balanza de humedad Mettler Toledo HX204,
tableteadora rotativa Riva Piccola de 10 estaciones.

Métodos

Desarrollo y Validacion de un método HPLC in-
dicativo de estabilidad para acido acetilsalicilico
y su principal producto de degradacion el acido
acetilsalicilico

Se especificaron las condiciones esperadas del mé-
todo analitico: tiempo de corrida méaximo de 10 mi-

nutos, Atura del pico menor a 1 Unidad de absor-
bancia, asimetria menor a 2, presién de la columna
menor a 3000 psi, resolucién minima de 2,0. Las
condiciones iniciales se establecieron en base a los
métodos publicados disponibles y se modificardn de
uno en uno y secuencialmente el Flujo de la fase mé-
vil: 0,8 = 1,5 mL/min. y la composicién de la fase
mévil: acetonitrilo y buffer pH 2,25. Para la valide-
cién del método analitico se tomaron como referen-
cia las normas de BPM (Anexo 1, Informe 32), las
guias ICH QTAR2 [7].

Elaboracién de comprimidos de 500 mg de
acido acetilsalicilico por comprension directa

Al igual que en el desarrollo del método se aplicé el
método Heuristico, la formulacién inicial y las espe-
cificaciones se establecieron en base a experiencias
previas del laboratorio y a la literatura: Dureza mayor
a 5 kgf, Peso medio de 900 mg (95 — 105%), espesor
de 6,80 a 6,90 mm, Desintegracién en agua a 37°C
menor a 30 minutos, friabilidad maxima de 0,5%.

Disefio Experimental:
Estudio de estabilidad aplicando isoconversion

Mediante la utilizacién de la ecuacién modificada
de Arrhenius, es posible establecer la constante ci-
nética de la reaccién en funcién de la temperatura 'y
la humedad relativa. Ya que esta ecuacién presenta
3 constantes: Ea, Ay By dos variables: temperatura
y humedad relativa; el minimo nimero de experi-
mentos que se requiere para resolverla es 3, sien-
do necesario incrementar el nimero de puntos para
mejorar la precisién de las mediciones, razén por
la cual se aplicé el protocolo general establecido
en la tabla 1.

Tabla 1. Protocolo para en ensayo de estabilidad de formas farmacéuticas sélidas.

T, °C % RH Dias (muestras 1) al Dias(muestras 2) 02
50 7S 4 al 14 al’
60 5 14 a2 21 a2’
60 40 4 a3 21 a3’
70 5 4 a4 21 ad’
70 75 1/3 ab 2 ab’
80 40 1/3 a6 4 a6’
(Alcocer, 2016)



Donde a1 y a2, son los valores experimentales de de-
gradacién, que se esperan obtener en las condicio-
nes establecidas de temperatura y humedad relativa
dentro de un determinado tiempo. Estos datos se usan
para calcular el tiempo de isoconversién en cada con-
dicién: (1) en primer lugar, se puede trazar una linea
a través de los datos para encontrar la intercepcién
con la especificacién limite. (2) Los dos puntos mds
cercanos al limite de la especificacién, pueden ser
usados para interpolar o extrapolar el tiempo para
llegar a la especificacién, (3) Un dnico punto mds cer-
cano a la especificacién, puede ser usado para deter-
minar k= o/t [8].

Para establecer la relacién entre las variables con la
degradacién se usé la ecuacién modificada de Arrhe-
nius en su forma lineal.

Calculos y tratamiento estadistico

El cdlculo de las constantes en la ecuacién modificada
de Arrhenius para la humedad estd asociado a un
valor de imprecisién proveniente de las mediciones.
Ademds, la extrapolacién en los ejes de temperatu-
ra y humedad incorpora otro factor de imprecisién.
Realizar un procedimiento de propagacién de errores
en la ecuacién modificada de Arrhenius seria mate-
méticamente complicado, por lo que, en su lugar, se
utilizé una aproximacién mediante una simulacién
matemdtica: el método Monte Carlo, que proporciona
variaciones a cada temperatura y humedad relativa,
dentro de cierto rango establecido, y realiza un ajus-
te de minimos cuadrados con todas las combinacio-
nes posibles [3]. En la aplicacién de la simulacién de
Monte Carlo, se asume una distribucién Normal y su
desviacién estédndar. Esta simulacién en computado-
ra comprende 5000 combinaciones de temperatura

Isoconversion Isotermal para una estimacion vapida de lo vida titil de
. . £ . . . .
comprimidos de Acido acetil salicilico

y humedad con el fin de construir limites de confianza
para la degradacién [2].

3. Resultados y discusion

Desarrollo y Validacién de un método HPLC indicativo
de estabilidad para Acido Acetil Salicilico y su princi-
pal producto de degradacién el Acido Salicilico.

El estdndar de dcido acetilsalicilico se preparé pesan-
do 81,25 mg del estdndar secundario de acido acetil-
salicilico en un balén aforado de 25 ml, se adiciond
1,0 mL de acetonitrilo y se agité hasta disolver.

Para el esténdar de écido salicilico se pesé 60,94
mg de estdndar secundario de écido salicilico en un
balén aforado de 25 ml, se adicioné 1,0 mL de ace-
tonitrilo, y se aforé con fase mévil.

Con los dos anteriores se preparé el estdndar combina-
do. En el balén del estandar de écido acetilsalicilico se
adicioné 1 mL de la solucién de estandar de dcido so-
licilico y se aforé con fase mévil. Se tomé una alicuota
de 1 mLen un balén de 10 mLy se aforé con fase mé-
vil. Se filtré por un filtro PVDF 0,45 um y se inyecté. La
concentracién dcido acetilsalicilico fue de 0,325 mg/
ml y la de écido salicilico 0,00975 mg/mlL.

Para las muestras se trituré en un mortero 5 comprimi-
dos de dcido acetilsalicilico y se pesé el equivalente
a 81,25mg de aspirina en un balén aforado de 25
ml, se adicioné 1,0 ml de acetonitrilo y agité manual-
mente durante 10 minutos, se afadié 20 ml de fase
mévil y se aforé con fase mévil. Una alicuota de 1 ml
se colocé en un balén aforado de 10 mL y se aforé
con fase mévil. Antes de inyectar filtrar por un filtro
PVDF 0,45 um.

Tabla 2. Resultados de la Validacién del Método Analitico Condiciones cromatogrdficas

Parametro Condicion de operacion
Columna Altech C18 5um de 250mm x 4,6mm
Temperatura de la columna 30 +/- 5°C
Fase movil Buffer KH,PO, pH 2,25: Acetonitrilo (75:25)
Flujo 1,5 mL/min
Detector DAD
Volumen de inyeccion 10 uL
Temperatura de muestras 5 +4/-2°C
Longitud de onda 235nm

Los pardmetros, criterios de aceptacién y resulta-
dos de la Validacién fueron:Todos los pardmetros
cumplen con lo esperado para un método analitico

indicador de estabilidad del Acido Acetil salicilico
como materia prima y en comprimidos.
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Tabla 3. Resultados de la Validacién del Método Analitico

Parametro de Variable / Criterio de Resultado
validacién Medida aceptacion
Ausencia de picos
sl que interfiera con el analito. Cumple
Placebo .Ause.nma de picos : Cumple
que interfiera con el analito.
Degradacion en
medio acido Cumple
Especificidad N Los tiempos de retencion
egrg. ag{orlw en de los picos de las Cumple
el [efeksiiee degradaciones no deben
Degradacion interferir con el tiempo de
o6 ok retencion del pico del Cumple
analito de interés
Degradacion Cumple
por calor P
Precision Coeficiente Méx. 2 0% 1519
del Sistema de variacion nen o
é‘e':“::g‘:‘;i dgzg&‘gg‘gz . Mayor a 0.99 ASA: 0,9992 AS: 0,9995
gjigﬁ':;fn Méximo  2,0% ASA:1,32 AS:1,56
Exactitud
fgéizztzgigf 98.0 - 102.0% ASA:99,4% AS:98,3%
Coeficiente de variacion Maximo 2,0% ASA: 1,17 AS:1,96
Repetibilidad

Porcentaje de recuperacion

Segun especificacion del
producto

99,5%

Precision intermedia

Coeficiente de variacion

Maximo 2,0%

ASA: 1,17 AS:1,96

Porcentaje de recuperacion

Segun especificacion del
producto

99,6%

Estabilidad de soluciones

Porcentaje de desviacion

Max. 2.0% con respecto al

Méaximo 3 horas de la prepa-

analitica valor inicial racion
LOD Relacion (Sefial: Ruido) Minimo (3:1) ASA: 59:1AS: 15:1
LQD Relacion (Sefial: Ruido) Minimo (10:1) ASA: 59:1AS: 15:

Fuente: Elaborado por Esparza Padl 2017-06

Los tiempos de retencién fueron 6,4 minutos para el
pico del cido acetilsalicilico y 8,8 minutos para el de

dcido salicilico.

Elaboracion de comprimidos de 500 mg de
acido acetilsalicilico por compresion directa

A través del desarrollo se llegd a la siguiente formu-
lacién de comprimidos de écido acetilsalicilico para

compresién directa.
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Tabla 4. Férmula de comprimidos de ASA mediante compresién directa

N Ingredientes mg/Tableta Porcentaje p/p

1 Acido acetilsalicilico 500 55,56

2 Avicel pH 102 373 41,44

3 Croscarmelosa Sodica 18 2,00

4 Aerosil 4,5 0,50

5 Acido esteérico 45 0,50
Total 900 100,00

Los resultados de los pardmetros fisicos del lote de 200 g fueron los siguientes:

Tabla 5. Especificaciones y resultados de los comprimidos

Especificaciones Resultado
Diametro (mm) 13,00 mm (12,50 - 13,50 mm) 13,04 mm
Espesor (mm) 6,80 mm (6,6 - 7,0 mm) 6,82 mm
Peso (mg) 900 mg (810,0 — 990,0 mg) (90,0 - 110,0) % 928,8 mg
Dureza Minimo de 5kgf 10,8 kgf
Friabilidad Maximo de 0,80% 0,21 %
Desintegracion Maximo 30 minutos (Agua purificada a 37 °C) 0,5 minutos

Estudio de estabilidad aplicando isoconversién  materia prima, tal como fue entregada por el fabri-

isotermal cante, y los comprimidos a las condiciones de tempe-
ratura y humedad descritas en la parte metodolégica,

Para la estimacién de la estabilidad aplicando isocon-  durante siete dias.

versién, primeramente se sometié a las muestras de

Tabla 6. Porcentaje de Acido Salicilico a los siefe dias en Materia Prima

Materia prima

T, °C % HR t, (dias) % Acido salicilico.
40 Q0 7 0,082
60 Q0 7 0,107
80 Q0 7 0,684
40 70 7 0,079
60 15 7 0,047
80 15 7 0,056
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Tabla 7. Porcentaje de Acido Salicilico a los siete dias en Comprimidos.

Comprimidos

L9 % HR t, (dias) % Acido salicilico
40 90 7 0,18%
60 90 7 0,76%
80 90 7 17, 7%
40 70 7 0,77%
60 15 7 1,07%
80 15 7 0,52%

En base a los resultados anteriores se calculd el tiem-

po necesario para llegar al porcentaje méximo de de-

gradacién a cada condicién.

Tabla 8. Porcentaje de Acido salicilico en Materia prima, a diferentes tiempos

de tratamiento.

Materia prima

T,°C % HR t, (dias) % Acido salicilico
40 90 9 0,105%
60 90 7 0,024%
80 90 2 0,195%
40 70 15 0,170%
60 15 15 0,100%
80 15 15 0,119%

Tabla 9. Porcentaje de Acido Salicilico en comprimidos, a diferentes tiempos

de tratamiento

Comprimidos

T,°C % HR t, (dias) % Acido salicilico.
40 20 9 0,760%
60 90 7 0,248%
80 90 6 5,076%
40 70 15 1,654%
60 15 15 1,095%
80 15 15 1,157%
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Con los resultados de degradacién, se calculé el tiem-
po necesario para alcanzar el porcentaje mdximo de
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degradacién y con él se calculé la constante de degra-
dacién K. Con los valores de temperatura, humedad y
InK se realizé una regresién lineal multivariable para
la ecuacién modificada de Arrhenius [5].

Tabla 10. Datos utilizados en la regresién lineal multivariable para Materia Prima.

T°C % HR Dias % AS K LnK
60 20 7 0,105 0,015000 -4,19970508
40 90 9 0,024 0,002667 -5,92692603
80 20 2 0,195 0,097500 -2,3279029
40 70 15 0,170 0,011333 -4,48000704
60 15 15 0,100 0,006667 -5,01063529
80 15 15 0,119 0,007933 -4,83668199

Las condiciones que incluian humedad del 90% ge-
neraron cristalizacién del Acido acetil salicilico por
lo que la cantidad determinada de dcido salicilico

no era representativa de toda la muestra. La tabla si-
guiente presenta los resultados de la regresién lineal
multivariable excluyendo las condiciones a 90% HR.

Tabla 11. Resultados de la regresién lineal multivariable.

Ea/R B
Materia Prima -1774,35 0,017
Comprimidos -947,46 0,012

Se evidencié que a 90 % de humedad relativa se for-
maron grandes cristales aciculares tanto en la materia
prima como en los comprimidos, fenémeno que no
ocurrié a 70% de humedad relativa. No es de esperar-
se que este tipo de cambio se presente en condiciones
normales de almacenamiento, por lo que considerar
estos datos en el cdlculo genera un error. Los cristales
se forman por la condensacién en la superficie de las
particulas, generando un proceso de recristalizacién
del dcido acetilsalicilico.

Con la ecuacién anterior se realiza una simulacién
para 5000 valores aleatorios entre 20 - 30°C y 55 -
65% HR que son las temperaturas de almacenamien-
to esperadas, pero que puede modificarse segin las
condiciones especificas de donde se realice el estu-
dio y considerando las zonas climéticas descritas por
la ICH [7]. Por facilidad de visualizacién los datos

se grafican como un histograma representado en la
siguiente figura.

Histograma de la simulacién para Materia Prima
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Figura 2. Resultado de la simulacién para la Materia
Prima.
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La estadistica descriptiva de esta poblacién de datos
es la siguiente:

Tabla 12. Estadistica descriptiva de la simulacién para la
materia prima

Media 415,52

Moda 380,40
Mediana 414,00
Desviacion estandar 32,65
Curtosis -0,59
Minimo 348,67
Maximo 494,07

Los valores de la vida media (en dias) calculados para
materia prima fueron 415,5 (348,7-494,1) y para los
comprimidos 35,6 (32,0-39,5).

El uso de un modelo libre como el isoconversional en
la prediccién de la estabilidad de una forma farme-
ceutica sélida mediante un protocolo general, es util
para determinar cuantitativamente el grado de incom-
patibilidad entre principio activo y exipientes.

Las condiciones mds adecuadas de humedad relativa
y temperatura se van determinando paulatinamente
para poder establecer y aplicar un protocolo adecua-
do para la determinacién del tiempo de vida util de
una forma farmacéutica sélida.

La presencia de dcido estedrico en la formulacién de
los comprimidos aumenta la velocidad de formacién
del 4cido salicilico, ya que el uso de estearatos indu-
cen a un cambio del pH de un médio dcido a un me-
dio bdsico, incrementando la velocidad de formacién
del écido salicilico.

El 4cido acetilsalicilico al ser expuesto a una alta
humedad genera un campo hidrofilico alrededor de

los cristales , segin fue descrito por Mitrevej y Ho-
llenbeck [?]; y al combinar este principio activo con
desintegrantes hidrofilicos, como la croscarmellosa
sédica, se induce una condesacién proxima a los
cristales de ASA, aumentando la velocidad de for-
macién de dcido salicilico. Otro factor importante
que hay que tener en cuenta es el grado de pene-
tracién del agua al nicleo del comprimido, el cual
depende del tipo desintegrante y la concentracién
del mismo, como ya se mencioné en la formulacién
se usd la croscarmellosa sédica en una concentra-

cién del 2% p/p.

La formulacién utilizada incluyé dcido estedrico, cros-
carmellosa sédica (desintegrante hidrofilico), celulosa
microcristalina, en proporciones similares al del estu-
dio: “Formulation of Acetylsalicylic Acid Tablets for
Aqueous Enteric Film Coating”. preveeindo un acela-
rado proceso de degradacién y un bajo tiempo de

estabilidad [9].

Una restriccidn de este tipo de estudio es que si bien
considera la temperatura y asigna la importancia ade-
cuada a la humedad relativa en funcién de la movili-
dad molecular, no se considera la cristalinidad. Como
se conoce, la movilidad molecular y por tanto la mag-
nitud del factor de colisiones A, depende de si se trata
de un sélido amorfo o cristalino, y entre estos Gltimos
segln el tipo de polimorfo y la solvatacién. En futuros
estudios se debera controlar este factor para cuantifi-
car su efecto.

4. Conclusiones

Se desarrollé y aplicé un protocolo para estimar la
vida 0til de dcido acetilsalicilico usando isoconver-
sién isotermal. La estabilidad quimica calculada fue:
415,5 dias para el pincipio activo y 35,6 dias para
los comprimidos, mostrando la rdpida transformacién
del 4cido acetilsalicilico en dcido salicilico en los com-
primidos en la formulacién utilizada.

El método aplicado permite evidenciar en corto tiem-
po el impacto de los excipientes, el proceso de ma-
nufactura y otros factores en la estabilidad de un me-
dicamento. Para el caso en estudio el efecto de los
excipientes utilizados es dramdtico, la vida 0til estima-
da para los comprimidos es 12 veces menor que para
la materia prima.
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Resumen

El objetivo de esta publicacién es divulgar los resultados de la formulacién y evaluacién de un fijador alternativo de
tintas ferrogdlicas desarrollado en el Area Histérica de la Universidad Central del Ecuador, el mismo que es utilizado
para proteger el contenido de documentos patrimoniales. Se usé como componentes al poliestireno, dif2-efil-hexil)
ftalato (DOP) y aceite de naranja, evitando asi el empleo de solventes aromdticos. Para su evaluacién se cuantificé el
contenido de hierro mediante absorcién atémica presente en el agua residual del tratamiento que regula el pH de un
documento, obteniéndose como resultado que no se determinaron contenidos de hierro en los escritos en los que se
aplicé el fijador. También se analizé el efecto del fijador en los documentos considerando el antes y despies del uso
del fijador, con la utilizacién de una encuesta evaluada por 20 expertos en conservacién, en la que se examinaron
pardmetros como el color e intensidad de la escritura, presencia de brillo y de sustancias extrafias, concluyendo que
el 82% de los encuestados no observaron cambios en el color e intensidad, el 83% establecié que no existe brillo al
aplicarse el fijador y finalmente el 77% sefialé que existe reduccidn en la presencia de manchas.

Palabras clave: Tintas ferrogdlicas, fijador de finta, poliestireno, dioctitftalato, aceite de naranja.

Determination of the efficiency of a fixing product for
the protection of irongall inks

Abstract

The objective of this publication is to disseminate the results of the formulation and evaluation of an alternative
fixer of iron-gall inks developed in the Historical Area of the Central University of Ecuador, which is used to
protect the content of patrimonial documents. Polystyrene, di (2-ethylhexyl) phthalate (DOP) and orange oil
were used as components, thereby avoiding the use of aromatic solvents. To evaluate it, the iron content was
quantified by atomic absorption, present in the residual water of the treatment that regulates the pH of a do-
cument, as a result, iron contents were not found in the documents in which the fixer was applied. The effect
of the fixer on the documents was also analyzed considering a before and after use of the fixer, a survey ad-
ministered to 20 conservation experts, in which parameters such as the color and intensity of the documents,
presence of brightness and foreign substances, concluded that 82% of the respondents did not observe chan-
ges in color and intensity, 83% affirmed there is no shine when applying the fixer, and finally 77% determined
a reduction in the presence of spots.

Keywords: Inks, ink fixer, polystyrene, dioctyl phthalate, orange oil.
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1. Introduccién

Uno de los aspectos més preocupantes y que afectan
especificamente a la informacién contenida en los do-
cumentos, es la presencia de humedad que genera la
aparicién de microorganismos, asi como el deterioro
de las tintas que puede producir o acelerar efectos
corrosivos en el soporte por acidez de la tinta, contri-
buyendo a la hidrélisis y/o degradacién oxidativa de
la celulosa.

Durante el proceso de conservacién y/o restauracién
de libros, se llevan a cabo diversos tratamientos que
se deben hacer al documento para evitar, mitigar o
eliminar las afectaciones sefialadas, pudiendo ser es-
tos procesos acuosos y no acuosos [1]. Cuando se
debe someter al documento a un tratamiento acuoso,
como lavados con soluciones buffer que regulan el
pH en el papel, si hay presencia de tinta ferrogali-
ca, es necesario la proteccién de la misma debido
al desprendimiento del hierro por su solubilidad en
compuestos polares.

Actualmente para la proteccién de la tinta ferrogdlica
[2] [3] se utiliza un tipo de resina acrilica conocida
comercialmente como Paraloid B-72 [4], el cual da
la proteccién no solo a tintas acuosas, sino también
a objetos de cerdmica que entran a procesos de con-
servacién [5]. La gran dificultad que presenta este fijo-
dor es que la resina acrilica es soluble en compuestos
orgdnicos levemente polares, siendo asi necesario el
uso de compuestos muy téxicos como el xileno, tolue-
no y thinner [6], al igual que otros fijadores usados en
menor grado como el acetato de celulosa y el acetato
de polivinilo que también son solubles en solventes tra-
dicionales como la acetona o el xileno.

Por este motivo en esta investigacién, se buscé for-
mular y evaluar un producto fijador alternativo que
confenga sustancias menos téxicas, permitiendo una
adecuada proteccién de las tintas ferrogdlicas duran-
te una etapa acuosa de tratamiento como la regu-
lacién de pH, y tomando en cuenta la estética y la
textura que puede dejar sobre el documento al final.

Se ha elegido el poliestireno [10] como un polimero de
bajo costo que puede resultar estable, ligero y traslici-
do para el efecto, junto con el di(2-etilhexil) ftalato o
llamado comercialmente dioctilftalato (DOP) [11] que
es usado como plastificante, el cual permite mejorar la
flexibilidad del polimero, y el aceite de naranja [7] [8]
[9] como solvente alternativo de baja toxicidad para la
mezcla de las sustancias.

2. Materiales y Métodos

Para la determinacién de hierro que puede aparecer
desprendido en el liquido usado en los procesos de
lavado de un documento, se utilizaron treinta hojas
de papel de pasta quimica o “papel bond” tomadas
como la totalidad de la muestra, y para el levanto-
miento de la encuesta se aplicé el producto fijador en
un documento proporcionado por el Area Histérica,
sobre el cual veinte personas expertas en conserva-
cién pertenecientes al Area Histérica del Archivo Ge-
neral de la Universidad Central, Casa de la Cultura
Ecuatoriana y Ministerio de Cultura, valoraron la esté-
tica del documento antes y después de su aplicacién.

Etapa I:

Se realizaron diversas combinaciones en la prepara-
cién del producto fijador variando la concentracién
del poliestireno tomado como capa protectora, al
DOP como plastificante y al aceite de naranja como
solvente, hasta encontrar la concentracién adecuada
a través de un diagrama de fases, evaluando que fije
la tinta con el soporte, que no deje manchas en las
hojas al aplicarse y considerando que la textura tam-
poco sea alterada.

Etapa Il:

Se preparé tinta ferrogdlica de composicién definida
usando los materiales bdsicos que son conocidos bi-
bliograficamente, como el extracto de taninos, sulfato
ferroso, goma ardbica y agua [12]. Se tomé un milili-
tro de tinta ferrogdlica preparada y se aplicé en hojas
de “papel bond” con la ayuda de un pincel nimero
1, se repitié este proceso en un total de treinta hojas.
Una vez seca la tinta se procedié consolidar con el
fijador alternativo en un total de quince hojas, para
continuar con la simulacién del proceso de lavado
tradicional realizado en los tratamientos de conserva-
cién, considerando que el pH del agua este cercano
a 7, su temperatura sea la de laboratorio y el tiempo
de sumergido de 5 minutos. Concluido ese tiempo se
tomé una muestra del agua al final de este proceso y
se procedié a determinar el hierro presente en el liqui-
do por el método de absorcién atémica, el cual es un
método de andlisis que esta validado y acreditado en
el laboratorio de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la Universidad Central del Ecuador.

Etapa Ill:
Se obtuvo un documento del archivo proporcionado

por el Area Histérica de la Universidad Central del
Ecuador, el cual fue fotografiado mediante un equi-



po de barrido digital marca Scan Diva en un drea
determinada antes de aplicar el fijador y se volvié a
realizar el barrido digital reproduciendo las mismas
condiciones (distancia, dngulo, érea) de la fotografia
anterior una vez que se aplicé el producto fijador.
Posteriormente se presenté una encuesta con tres pa-
res de fotografias para que sea evaluado en funcién
del cambio de color e intensidad de la grafia, pre-

Determinacion de ln eficiencia de un producto fijador para ln
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sencia de brillo en la grafia, y la presencia de sustan-
cias extraias (desprendimiento de hierro alrededor
de la grafia incluido manchas) antes y después de
aplicar el fijador (Fig. 1). Estos parédmetros de eva-
luacién fueron sugeridos por los propios expertos en
conservacién como los mds relevantes al momento
de andlizar la alteracién de un documento por la
accién de un fijador.

Al

wmiiage L Bes e

Fotografia “antes” (Sin fijador)

Fotografia “después” (Con fijador)

Figura 1. Ejemplar de un para de fotografias evaluando mediante la encuesta a expertos.

En esta etapa de valoracién cualitativa, la encues-
ta fue entregada a 20 personas involucradas en el
proceso conservacién de documentos y de pintu-
ras, para que asigne un pardmetro de cualidad del
documento respecto al color y presencia de brillo
en la grafia y presencia de cuerpos extrafos inclui-
do manchas.

Cada pardmetro tiene un valor arbitrario que va de
1 (No existe diferencia) hasta 5 (Completamente dife-
rentes), Tabla 1.

Cada uno de estos valores arbitrarios se multiplica
por el nimero de encuestados (20 expertos) para ob-
tener asi el valor total para cada pardmetro (rango
de valor).

Tabla 1. Relacién de los pardmetros de la encuesta con un
rango de valores.

Numero Rango
Parametro Ar\{a?tlg e de de
encuestados valor
No existe 1 20-39
diferencia
Poca 2 40-59
diferencia
Mediana
diferencia 8 20 60-79
Alta 4 80-99
diferencia
Completamente 5 100

diferente
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3. Resultados y Discusiones

Etapa I:

Para la determinacién de cada componente del fijo-
dor alternativo se tomé en cuenta que estos no causen
manchas al momento de aplicarlo en el documento
una vez que este seco, y que ademds no cambie la
coloracién de la tinta, siendo la composicién ideal del

fijador de 1% poliestireno y 0.6% de DOP.

Etapa Il:

Durante el proceso de lavado se pudo apreciar que
los documentos en los que se aplicé el fijador, la

tinta no entrd en contacto directo con el agua por
alrededor de 4 min, esto es debido a que el fija-
dor tiene una accién impermeabilizante. También
se observé que al momento de retirar el documento
del agua no quedan residuos de la tinta (Fe) en el
fondo del recipiente, esto se cumple para aquellos
documentos que fueron tratados con el fijador alter-
nativos figura 2- A, al contrario de los documentos
en los que no se utilizé el fijador figura 2-B donde
se aprecia fragmentos negros en la parte inferior
de la fotografia. Esto ocurre debido a que los do-
cumentos sin tratamiento tienen un contacto directo
con el agua lo cual provoca que la tinta sea f4cil-
mente desprendida.

Figura 2. Documento una vez sometido al lavado.

Cabe sefalar que una vez que el documento sometido
al proceso de lavado para el control del pH se seca,
también se aprecia el desprendimiento de tinta ferro-
gdlica en el papel por la aparicién de una cierta es-
carcha metdlica esparcida en su superficie, este hecho
fue valorado en la encuesta al preguntar si el experto
ve la presencia de cuerpos extrafios en el documento.

Adicionalmente para establecer cuantitativamente el
desprendimiento de hierro en el agua de lavado se
recolectaron 30 muestras que fueron analizadas por
el método de absorcién atémica, método instrumen-
tal validado que posee un limite de cuantificacién de
0.07 ppm y un coeficiente de correlacién de 0.998.
En este andlisis los resultados promedio obtenidos
para los documentos sin fijador fueron de un valor de

0.27ppm de hierro con una desviacién estdndar de
0.06 ppm, y por debajo del limite de cuantificacién
del equipo cuando se utilizé el fijador alternativo.

Etapa lll:
. Color e intensidad de la grafia

La diferencia de color en la grafia obtuvo en puntaje
final promedio para las fotografias presentadas de 50
puntos, al ubicar este valor en la tabla 1, se establece
el pardmetro para esta caracteristica como “Poca dife-
rencia”, es decir existe poca diferencia entre el antes
y después del tratamiento de conservacién con la utili-
zacién de fijador, hecho evaluado usando fotografias
reales de un libro.



En la figura 3 se puede observar los resultados de la
encuesta a expertos para este pardmetro, realizado en
los tres pares de fotografias. En este andlisis se observa
que los encuestados asignaron valores de 85%; 65% y
95% (promedio 82%) a aquellas imégenes que corres-

--------- Determinacion de ln eficiencia de un producto fijador para ln
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ponden al documento tratado con fijador y que presen-
tan una mayor tonalidad en la grafia en comparacién a
los documentos que no recibieron este tratamiento. Los
pares de fotografias tratadas con fijador corresponden
alas B, Ay B de la figura 3 respectivamente.

Fotografia 1 Fotografia 2 Fotografia 3

1; 5%
A A

19;

Figura 3. Fotografia con mayor intensidad de color en caligrafia.

Fotografia 1 Fotografia 2 Fotografia 3
i 15%
o I
: 4 :
16; 13; 20% 1s;
RA BB MEun _ . MNinguna AW J 111

Figura 4. Evaluacién del brillo en las fotografias antes y después del fijador.

. Presencia de brillo en la grafia

La presencia de brillo en la grafia obtuvo en pun-
taje final promedio para las fotografias presen-
tadas de 30 puntos, al comparar este valor con
la tabla 1, se establece que el pardmetro para
esta caracteristica es de “No existe diferencia”,
es decir no hay diferencia entre el antes y des-
pués del tratamiento de conservacién (“ninguna

diferencia”: 80%, 65%,75%) figura 4.

° Presencia de sustancias extranas

Finalmente la evaluacién sobre la presencia
de sustancias extrafias obtuvo en puntaje final

promedio para las fotografias presentadas de
42 puntos, al ubicar este valor en la tabla 1,
se establece el pardmetro para esta caracte-
ristica como “Poca diferencia”, es decir existe
poca diferencia entre el antes y después del
tratamiento de conservacién con la utilize-
cién del fijador.

En la figura 5 se ilustra el resultado de los ex-
pertos respecto a la presencia de manchas o
suciedad. En este andlisis se observa que los
encuestados asignaron valores de 60%, 85%
y 85% (promedio 77%) para las fotografias

A, By A respectivamente, que corresponden a
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las instantdneas de los documentos que fueron
tomados antes de realizar la fijacién de la tinta.

Esta diferencia respecto a la apreciacién de
las fotografias posteriores a la aplicacién del

Fotografia 1

HA

B

Fotografia 2

fijador segin los encuestados permite concluir
que al someter el documento al proceso de lo-
vado las manchas son eliminadas.

Fotografia 3
3;

(* 32 A

W8 HE

Figura 5. Porcentajes de sustancias extrafias en los documentos.

Conclusiones

La formulacién ideal del producto fijador de
tintas ferrogdlicas se elaboré con 1% de
poliestireno, 0.6% de di(2-etil-hexil) ftalato
(DOP) y aceite de naranja como solvente, lo
cual modifica sustancialmente la composicién
de los productos tradicionalmente usados
para este efecto sobre todo el empleo de sol-
ventes arémdticos.

La evaluacién de la eficiencia del producto por
el método de absorcién atémica fue adecuado
y confiable ya que permitié determinar la can-
tidad de hierro desprendido en el liquido de
lavado, cuando los documentos tratados estdn
con vy sin fijador. En esta valoracién se deter-
miné un valor promedio de 0.27 ppm para las
muestras liquidas provenientes de documentos
sin fijador e indeterminado o sea debajo del
limite de cuantificacién del equipo, para aque-
llas muestras liquidas en las cuales si se aplicé
el producto de sujecién.

Los resultados obtenidos en la encuesta de eva-
luacion del cambio de color e intensidad en la

grafia, fue que existe poca diferencia entre los
pares de fotografias tomadas antes y después
de la aplicacién del fijador respecto al color de
la escritura, y que se observa mayor tonalidad
en aquellas tomadas después del proceso de
fijacién con un valor de aceptacién promedio
del 82%.

Los resultados alcanzados en el estudio de
opinién respecto a la presencia de brillo en
la escritura, fue que no existe diferencia entre
los pares de fotografias presentadas antes y
después del tratamiento de conservacién. La
valoracién obtenida para este pardmetro fue
del 83% que establece que ninguna fotografia
presenta brillo.

Los resultados obtenidos por la encuesta en la
evaluacién de presencia de sustancias extra-
fAas y/o manchas, fue que existe poca dife-
rencia en las fotografias tomadas antes y des-
pués de aplicar el fijador en un proceso de
conservacién acuoso, por consiguiente, las
instanténeas con mayor presencia de sustan-
cias exfrafias y/o manchas fueron las toma-
das antes del proceso, con una apreciacién
promedio del 77% para las fotografias con
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mayor presencia de sustancias extrafias sobre  ® De conformidad a los pardmetros valorados, se
el soporte, lo que sugiere que las fotografias concluye que el producto elaborado no afecta
después de la aplicacién del fijador no pre- las caracteristicas visuales del documento de
sentaron escarcha y las manchas se reducen acuerdo con el criterio de los expertos en con-
al pasar por el tratamiento de lavado. servacién encuestados.

Referencias

[1]  C.C.y.V.Vifas, «Las Tintas, Elementos graficos del documento,» de La preservacion y restauracién de documentos y libros en papel: un

estudio del RAMP con directrices., Paris, UNESCO, 1984, p. 15.

[2] ). V. Peris, Conervacion y Restauracion de material cultural en Archivos y Bibliotecas, Valencia-Espana: Pentagraf Impresores, S.L., 2002,
p. 29.

[3] G. H.y. A. A. Hopkins, «Tintas, Papeles, Lapices, Lacres etc.,» de El recetario industrial, Barcelona, Gustavo Gili, SL, 1994, p. 1179.

[4]  O.C.y. M. Lazzari, «<Photo-oxidative stability of paraloid acrilic protective polymers,» ELSEVIER, pp. 17-21, 2000.

[5]  A.C. Rodriguez, «Barnices sintéticos : estudio comparativo de barnices sintéticos utilizados en la restauracién de ceramicas,» vol. 6, n°
29-46, 2002.
[6]  «UNESCO,» 19 Noviembre 2004. [En linea]. Available: http://www.unesco.org/culture/natlaws/media/pdf/ecuador/ec_codificacion_27_

ley_de_patrimonio_cultural_spaorof.pdf. [Ultimo acceso: 7 Julio 2015].
[71  A.E.Q.Valle, «Utilizacién de residuos de céscara de naranja para la preparacién de un desengrasante doméstico e industrial,» Quito,
2009.

[8] F. Kiekeben, «nontoxicprint,» 2015. [En lineal]. Available: http://www.nontoxicprint.com/safesolvents.htm. [Ultimo acceso:

3 Julio 2015].
[9] V.y. C. P. Bernal, «Extraccién del aceite esencial de la cdscara de naranja: caracterizacién y estudio de potencial industria
en el Ecuador,» Quito, 2012.
[10] P. M. &. S. E. Moys, «Aspectos gerais do poliestireno,» vol. 16, 2002.
[11] R. &. R. H. Navarro, «Plastificantes de todo tipo.» vol. 103(664), n® 14-19, 2012.
[12] S. P. Prades, «Universidad Politeécnica de Valencia,» 15 Enero 2009. [En linea]. Available: https://www.upo.es/moleqla/ex-

port/sites/moleqla/documentos/Numero18/Peirx_Pradesx_Sara_-_Molequla_xPilarx.pdf.

55



Quimica Central (2017) Vol. 6, No. O1: 57-65

Evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos de

microalgas usando cepas ATCC

JENNIFER SUASNAVAS',*, RONNY FLORES !, INES ECHEVERRIA!
I Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Central del Ecuador, Quito

*Correspondencia: jennilu_12@hotmail.com

Recibido: 8 septiembre 2017. Aceptado: 15 noviembre 2017

La presencia de bacterias multirresistentes es un problema de salud pidblica a nivel mundial, lo que genera la
necesidad de buscar alternativas terapéuticas de preferencia de origen natural. El objetivo del trabajo de inves-
tigacién fue evaluar la actividad antibacteriana de extractos etandlicos, metandlicos y hexdnicos de los géneros
de microalgas: Chlorella sp., Anabaena sp., Oscillatoria sp. y Stichococcus sp., recolectadas de la estacién an-
tértica ecuatoriana Pedro Vicente Maldonado. Los extractos fueron obtenidos mediante la técnica de extraccién
Soxhlet. La actividad antibacteriana se evalué en primera instancia con el método de dilucién en agar, con el
que se identificé que de los 12 extractos evaluados, los extractos metandlicos de las microalgas Oscillatoria sp.
y Stichococcus sp. presentaron actividad inhibitoria frente a la cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC
25923, mientras que ningdn extracto presenté actividad frente a Escherichia coli ATCC 25922. Con los extractos
metandlicos de Oscillatoria sp. y Stichococcus sp. se desarrollé el método de Kirby Bauer, obteniéndose halos de
inhibicién de mayor tamario en el extracto de Oscillatoria sp. Al comparar la actividad de los extractos de las
microalgas con los antibidticos de amplio espectro trimetoprima sulfametoxazol y ciprofloxacina, se concluye que
estos productos farmacéuticos provocan mayor sensibilidad. A través de un tamizaje fitoquimico se identificaron
terpenoides, fenoles y alcaloides los cuales podrian ser responsables de la actividad antibacteriana.

Palabras clave: Exiractos de microalgas, método de Kirby Bauer, halos de inhibicién, actividad antibacteriana.

Evaluation of the antibacterial activity of microalgae
extracts using ATCC strains

Abstract

The presence of multiresistant bacteria is a public health problem worldwide which generates the need to search
therapeutic alternatives of natural origin. The objective of this research was to evaluate the antibacterial activity
of ethanolic, methanolic and hexane extracts of microalgae gender: Chlorella sp., Anabaena sp., Oscillatoria
sp. and Stichococcus sp., collected at the Ecuadorian Antarctic Station Pedro Vicente Maldonado. The extracts
were obtained by the Soxhlet extraction technique. The antibacterial activity was first evaluated with the agar di-
lution method, and it was identified that from the 12 extracts evaluated, the methanolic extracts of the microalgae
Oscillatoria sp. and Stichococcus sp. presented inhibitory activity against the bacterial strain Staphylococcus au-
reus ATCC 25923, whereas no extract presented activity against Escherichia coli ATCC 25922. With the metha-
nolic extracts of Oscillatoria sp. and Stichococcus sp. the Kirby Bauer method was developed, obtaining zones
of inhibition that shows greater antibacterial activity by the Oscillatoria sp. extract. When comparing the activity
of the microalgae extracts with the broad spectrum antibiotics trimethoprim sulfamethoxazole and ciprofloxacin,
the conclusion is that these pharmaceutical products cause greater sensitivity. Through phytochemical screening
terpenoids, phenols and alkaloids were identified which could be responsible for antibacterial activityl activity.

Keywords: microalgae’s extracts, Kirby Bauver method, zones of inhibition, antibacterial activity.
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1. Introduccién

En los Gltimos afos se ha evidenciado incremento de
la resistencia a los antimicrobianos a nivel mundial,
convirtiéndose en un problema de salud pdblica, ya
que los microorganismos han generado una mayor
cantidad de mecanismos de resistencia a los antibiéti-
cos usados de forma ordinaria [1] [2] , por lo que se
ve la necesidad de encontrar componentes bioactivos
de fuentes naturales. Una posibilidad son las microal-
gas, en este caso a partir de los 4 géneros: Anabae-
na sp., Oscillatoria sp., Stichococcus sp. y Chlorella
sp., recolectadas de la estacién antdrtica ecuatoriana
Pedro Vicente Maldonado. Los respectivos extractos
se obtienen mediante la técnica Soxhlet mientras que
para evaluar la actividad antibacteriana se usa en pri-
mer lugar la técnica de dilucién en agar que permite
evaluar cualitativamente y de forma sencilla un ndme-
ro moderado de condiciones (tipos de extracto frente
a cepas bacterianas). Luego, con los extractos en los
que se identificé una actividad inhibitoria de creci-
miento bacteriano, se desarrollé la técnica de Kirby
Bavuer, semicuantitativa que permite evidenciar el to-
mafo de los halos de inhibicién para establecer cudl
de los extractos genera una mayor actividad relativa y
compararlos frente a antibiéticos utilizados como con-
trol. Finalmente, es necesario realizar un tamizaije fito-
quimico para identificar los posibles grupos quimicos
que generan la actividad antibacteriana.

Existe una elevada cantidad de estudios relacionados
con la evaluacién de la actividad antibacteriana a
partir de sustancias bioactivas obtenidas de extractos
de diversos tipos de microalgas, lo que se consigue
por distinfos métodos y asi mismo realizando diver-
sos ensayos de sensibilidad. El género de microalga
Chlorella sp. es uno de los més estudiados, dentro de
sus componentes estdn dcidos grasos y chlorellin, se
ha aducido que alguno de estos compuestos genera
actividad antibacteriana tanto sobre bacterias Gram
positivas como Gram negativas. [3]

En ofro estudio se usé cianobacterias incluyendo el
género de Anabaena sp., que se caracterizé por ser
una fuente rica en proteinas y de una gran variedad
de productos quimicos y farmacéuticos, evidenciando
que las cepas Gram negativas fueron més resistentes
a los extractos con respecto a los Gram positivas [4],
sin embargo, en ofro estudio se menciona que se ge-
neré mayor inhibicién en cepas de bacterias Gram
negativas, lo que seria dependiente de las microalgas
y solventes usados en la extraccién. [5]

En Ecuador también se han realizado investigaciones
relacionadas con actividad antibacteriana usando mi-

croalgas, como es el caso de Chlorella con la que se
obtuvo extractos que generaron halos de inhibicién
contra la bacteria Staphylococcus aureus, lo que con-
cuerda con uno de los estudios mencionados anterior-
mente sobre este género de microalga; mientras que
en ofra investigacién donde se evalué la actividad con
los extractos de las algas Euglena viridis y Oscillatoria
sp, no se obtuvo resultados favorables en Escherichia
coli ni Staphylococcus aureus. [6] [7]

La importancia de este estudio radica en identificar
fuentes alternativas de compuestos con actividad an-
tibacteriana. Para ello debe implementarse el cultivo
y masificacién de las microalgas Anabaena sp., Os-
cillatoria sp., Stichococcus sp. y Chlorella sp., asi
como la evaluacién de la actividad antimicrobiana
de los extractos obtenidos, en el Laboratorio de Qui-
mica Sostenible de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Central del Ecuador. La implemen-
tacién y desarrollo de estas metodologias permitird
el desarrollo de futuras investigaciones y la conso-
lidacién de lineas de investigacién. Es asi que el si-
guiente paso consiste en aislar los componentes con
probable actividad antibacteriana mediante técnicas
cromatogréficas y con ellos evaluar cuantitativamen-
te la actividad antimicrobiana.

2. Parte experimental
2.1. Cultivo y masificacion de microalgas

Los medios de cultivo usados fueron BG11 para las
microalgas Stichococcus sp. y Oscillatoria sp., BG110
para Anabaena sp., que se diferencia del anterior por
su stock 1 que carece de nitrégeno y finalmente M1
para Chlorella sp., los cuales fueron preparados y
puede encontrarse su composicién en la literatura. [8]

El cultivo de las microalgas se realizé a partir de
muestras preservadas en ceparios del Laboratorio de
Quimica Sostenible, las mismas que se sembraron me-
diante estriacién en cajas Petri con cada uno de los
medios especificos para cada género de microalga,
tal como se mencioné anteriormente y se colocaron
bajo una fuente de luz con fotoperiodos de 24 horas
luz. A partir de estos cultivos se da un pase a me-
dio liquido de modo que se permita el desarrollo y la
masificacién de las microalgas, transfiriendo el cultivo
cada 10 a 12 dias a un frasco de mayor capacidad
de volumen. Sin embargo, en cultivos liquidos se ma-
nej6 un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas os-
curidad, ademds de adaptar una fuente de aireacién
mediante bombas de pecera. [9] La temperatura de
los cultivos fue aproximadamente 20°C, debido a que
los géneros de microalgas usados en este estudio, tras



procesos de adaptacién lograron desarrollarse ade-
cuadamente a temperatura ambiente.

La biomasa de microalgas se obtuvo mediante la se-
paracién del medio de cultivo de la biomasa algal me-
diante sedimentacién de forma natural y de acuerdo
al género de microalga en ocasiones con ayuda de
centrifugacién a bajas revoluciones por minuto (2000
- 2500 rpm) mediante una centrifugadora marca Ther-
mo Fisher Scientific. El género Chlorella sp. con res-
pecto al resto de microalgas usadas, corresponde a
una estructura celular bastante pequefa al no presen-
tar morfologia filamentosa, por lo cual se generé retar-
do en el proceso de sedimentacién optando asi por el
uso de centrifugacién. Siguiendo este proceso se reali-
zaron varios lavados con agua destilada asegurando
la eliminacién completa del medio de cultivo e inme-
diatamente se llevé a cabo el proceso de deshidrata-
cién mediante incubacién a 40° C en una incubadora
bacteriolégica durante 24 horas aproximadamente.
Finalmente, se trituré la biomasa deshidratada en un
mortero de porcelana con el fin de obtener un polvo
homogéneo, el mismo que se almacené en tubos de
pldstico tras pesar la masa obtenida. Se cubrieron los
tubos con papel aluminio y se los almacené en un re-
frigerador a una temperatura de 4°C hasta su uso [9].

2.2. Extracciéon Soxhlet de microalgas

Para este proceso se pesa la biomasa algal en una
cantidad aproximada de 3 a 4 gramos y se la envuel-
ve en un capuchén de papel filiro, a la par se arma
el equipo Soxhlet, tal como se indica en la literatura
[10] y se inicia el proceso de extraccién repitiéndolo
durante aproximadamente 24 horas, obteniendo asi
extractos con tres solventes de diferente polaridad:
etanol 80%, metanol 99,9% y hexano 99,9%. Inme-
diatamente se recupera el extracto concentrado me-
diante el rotavapor marca IKA HB 10 [10]. Finalmen-
te, el extracto obtenido se guarda en frascos de vidrio
dmbar de modo que se evite cualquier reaccién con la
luz y se lo almacena a 4°C.

2.3. Evaluacion de la actividad antibacteria-
na de los extractos de microalgas

La actividad antibacteriana de los extractos obtenidos
fue evaluada mediante la técnica de dilucién en agar,
con la cual se identificé a los extractos que presen-
tan actividad frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922. Luego se apli-
c6 el método de Kirby Bauer, solamente con aquellos
extractos en los que se evidencié actividad antibacte-
riana, de modo que se obtuvo halos de inhibicién que
fueron comparados con antibiéticos de amplio espec-
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tro de uso convencional como ciprofloxacina 5 pg y
trimetoprima/sulfametoxazol 25 pg.

En primer lugar se desarroll6 el método de dilucién en
agar para el cual se prepard el medio Mueller Hinton
agar marca DIFCO, el mismo que se usa en ambos
ensayos de sensibilidad. Una vez fundido tras la es-
terilizacién en autoclave marca Lab Tech modelo LAC
— 5065SP, se le incorpora cada uno de los extractos
de microalgas concentrados en una proporcién de 9:1
[11] y se procede a homogenizar totalmente esta mez-
cla para distribuir en cajas Petri a una temperatura de
45°C aproximadamente. Se prepararon inéculos de la
cepa Escherichia coli ATCC 25922 y de Staphylococ-
cus aureus ATCC 25923, a una escala de turbidez 0,5
McFarland (equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL) ajustada
mediante método espectrofotométrico. Con los inéculos
se obtuvieron diluciones de diferentes concentraciones,
desde 1x 107 hasta llegar a 1 x10* células/mL. Un
volumen de 2 pl de cada dilucién fue depositado en
la superficie del agar. Las placas Petri se incubaron de
16 a 20 horas a 37°C para evidenciar la inhibicién
o no de los microorganismos ante la presencia de los
componentes bioactivos de las microalgas [11]. Se usé
como control positivo de crecimiento, el desarrollo de
las dos cepas ATCC en agar Mueller Hinton sin adi-
cionar ningun exiracto ni solvente, pudiendo observar
el crecimiento de cada una de las cepas en sus dis-
tintas concentraciones desde 107 hasta 104 UFC/mL;
mientras que como controles negativos se usaron cada
uno de los solventes usados en la extraccién, los que se
adicionaron en una proporcién 9:1 al igual que los ex-
tractos (ver figura 1). [11]. Ademds en aquellos extrac-
tos que presentaron actividad antibacteriana al estar
concentrados, se determiné la Gltima dilucién hasta la
que el extracto genera la sensibilidad (MIC).

Una vez obtenidos los resultados en la técnica anterior
se aplica el método de Kirby Bauer, para lo cual se
preparé el agar Mueller Hinton. Paralelamente se pre-
paran los discos de papel filiro (Whatman # 42), de 6
mm de didmetro, en los que se colocé uniformemente
cada uno de los extractos en un volumen de 20 L,
haciendo uso de micropipetas. Las cepas ATCC a uti-
lizarse son cultivos de 24 horas. Una vez listos todos
los materiales se ajusté el inéculo de cada cepa a una
turbidez 0,5 McFarland [11], con el que se realizé el
hisopado por toda la placa de agar y finalmente se
colocé sobre el agar hisopado los discos impregna-
dos con el extracto y se espera de 10 a 15 minutos
para que se adhieran totalmente. Tras una incubacién
de 18 a 24 horas, de existir actividad antibacteriana
por parte de los extractos, se observan halos de inhi-
bicion alrededor de los discos, en los cuales se midié
su didmetro en milimetros [11] [12].
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Se usaron como controles negativos a discos de pa-
pel filtro sin ningdn aditivo y discos impregnados con
los solventes: hexano 99,9%; etanol 80% y metanol
99,9%, mientras que como controles positivos se usa-
ron a dos antibiéticos de amplio espectro: trimetopri-
ma/sulfametoxazol de 25 pg y ciprofloxacina de 5 pg.

2.4. Tamizaje fitoquimico

Este andlisis fitoquimico se basé en pruebas prelimi-
nares para la identificacién cualitativa de compuestos
quimicos en los extractos que presentaron actividad
antibacteriana, tal como alcaloides, fenoles, taninos,
flavonoides, antraquinonas, terpenoides, saponinas y
azdcares reductores.

La identificacién de alcaloides se la desarrollé median-
te reaccién de Mayer y Wagner; fenoles totales y tani-
nos mediante reaccién con cloruro férrico; flavonoides
con la denominada prueba con H,SO,, antraquinonas
con prueba de Borntrager; terpenoides con prueba de
Liebermann- Burchard y prueba de Salkowski; saponi-
nas mediante ensayo de la espuma y azicares reduc-
tores mediante reaccién de Fehling. [13] [14]

2.5. Anadlisis estadistico

Los halos de inhibicién obtenidos mediante la técnica
de Kirby Bauer fueron sometidos a un andlisis de va-
rianza de dos factores (ANOVA), donde el factor a es
el tipo de extracto y el factor b es la dilucién del ex-
tracto, cada uno con sus respectivos niveles. Luego se
aplica un andlisis de Tukey para establecer la presen-
cia de diferencia estadisticamente significativa entre
todas las medias comparadas. Finalmente, se aplicé
andlisis t de Student para comparar los tamafios de
los halos de inhibicién de los extractos concentrados
respecto a los controles positivos: ciprofloxacina 5
pg (CIP) y trimetoprima/ sulfametoxazol 25 pg (SXT).

Todo el andlisis fue realizado con un nivel de con-
fianza del 95%, en el programa estadistico GraphPad
PRISM® Ver. 6.01.

3. Resultados y Discusion

Evaluacion de la actividad antibacte-
riana de los extractos de microalgas

3.1.

En primer lugar se detallan los resultados obtenidos
mediante la técnica de dilucién en agar. Esta metodo-
logia permite determinar la sensibilidad o resistencia
de un microorganismo frente a distintos antibidticos
y a varias concentraciones del mismo, por tanto esta
técnica permitié determinar que 2 de los 12 extractos
presentaron actividad antibacteriana y ambos fueron
extractos metandlicos de las microalgas Oscillatoria
sp. y Stichococcus sp. Ambos extractos presentaron
actividad frente a la cepa Staphylococcus aureus
ATCC 25923, mientras que ningin extracto generd
actividad frente a Escherichia coli ATCC 25922. Es
posible que la complejidad de la pared celular (del-
gada capa de peptidoglucano y cantidades consi-
derables de dcidos teicoico y teicurénico) [15] que
presentan las bacterias Gram negativas proteja a las
células del acceso de los componentes presentes en el
extracto. Sin embargo, se deberia ampliar el estudio a
un mayor nimero de especies Gram positivas y Gram
negativas para poder profundizar en esta hipétesis.

El ensayo con los controles negativos (solventes) per-
mitié evidenciar que los solventes no son los responsa-
bles de la inhibicién generada, pudiendo asi asociar
dicha actividad a los componentes bioactivos extrai-
dos. El desarrollo de las dos cepas ATCC en agar
Mueller Hinton, se usé como control positivo de creci-
miento donde se observé el crecimiento de cada una
de las cepas en sus distintas concentraciones desde
107 hasta 10 UFC/mL (ver figura 1). [11]

Figura 1. Técnica de dilucién en agar. Porcién superior de la placa Staphylococcus aureus e inferior Escherichia coli
aj control positivo: desarrollo en agar Mueller Hinton, b) control negativo: adicién de solvente al medio, c) extracto

no genera inhibicién y d) extracto genera inhibicién.



En aquellos extractos que presentaron actividad
antibacteriana al estar concentrados frente la cepa
Staphylococcus aureus, se determiné la dltima di-
lucién hasta la que el extracto genera la actividad
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(CMI), resultados que se muestran en la tabla 1y
2 para el extracto metandlico de Oscillatoria sp.
(MO) y extracto metandlico de Stichococcus sp.
(MS), respectivamente.

Tabla 1. Resultados de extracto metandlico de Oscillatoria sp. frente a S. aureus ATCC 25923

Respuesta de S. aureus

MO
104 10° 10¢ 107 (UFC/mL)
Extracto concentrado + + + +
Dilucion 1:2 + + + +
Dilucion 1:4 + + + +
Dilucion 1:8 + + + +
Dilucion 1:16 + + + +
Dilucion 1:32 + + + +
Dilucion 1:64 - - - -

MO: extracto metandlico de Oscillatoria sp. Resultados: (+) inhibicién y (-) no inhibicién

Tabla 2. Resultados de extracto metandlico de Stichococcus sp. frente a S. aureus ATCC 25923

Respuesta de S. aureus

MS
10* 10° 108 10’ (UFC/mL)
Extracto concentrado + + + +
Dilucién 1:2 + + + +
Dilucion 1:4 + + + +
Dilucién 1:8 + + + +
Dilucién 1:16 + + + +
Dilucioén 1:32 - - - R
Dilucion 1:64 - - - -

MS: extracto metandlico de Stichococcus sp.;

Resultados: (+) inhibicién y (-) no inhibicién

A partir de los resultados de ambos extractos me-
diante la técnica de dilucién en agar, se observé
que la cepa bacteriana Staphylococcus aureus fue
mds sensible el extracto metandlico de Oscillatoria
sp. con respecto al extracto metandlico de Sticho-
coccus sp. El primer extracto inhibe al microorga-
nismo hasta con una dilucién 1:32, mientras que
el segundo solamente logra inhibir hasta con una

dilucién de 1:16, y a todas las concentraciones del
inéculo bacteriano.

Luego se aplicé la técnica de Kirby Bauer haciendo
uso de aquellos extractos que presentaron actividad
antibacteriana, es decir con extracto metandlico de
Oscillatoria sp. (MO) y extracto metandlico de Sti-
chococcus sp. (MS). Método que se llevé a cabo con
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el fin de determinar el tamafio del halo de inhibicién
(mm) por parte de ambos extractos concentrados (E)

y realizando diluciones 1:2 y 1:4 de cada uno de
ellos, resultados que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Halos de inhibicién generados por los extractos metandlicos de Oscillatoria sp. y Stichococcus sp. frente a

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Diametro del halo de inhibicion en mm

Tipo de extracto

MO MS
R1 R2 R3 R1 R2 R3
Dilucion de
E 17.76 17.01 17.83 14.21 13.69 14.01
extracto
1:2 15.94 16.13 15.87 11.28 12.90 13.20
1:4 13.12 13.36 13.65 7.76 7.64 8.01

MO: extracto metandlico de Oscillatoria sp. y MS: extracto metandlico de Stichococcus sp. E: extracto concentrado, 1:2:

dilucion 1:2 y 1:4: dilucién 1:4; R: numero de repeticion

Los didmetros de zonas de inhibicién fueron someti-
dos a un andlisis estadistico ANOVA de dos factores,
donde se determiné que tanto el tipo de extracto (MO
y MS) como la dilucién del extracto (E, 1:2, 1:4) gene-
ran un efecto significativo sobre el tamafio de los halos
de inhibicién, es asi que Staphylococcus aureus resul-
t6 mds sensible frente al MO. (ver figura 2). Asi tam-
bién mediante un andlisis de Tukey se pudo establecer

que existe una diferencia estadisticamente significati-
va entre todas las medias comparadas, a excepcién
de los tratamientos E-MS vs 1:3-MO y 1:3-MO vs. 1:2-
MS, en los cuales no se encuentra una diferencia sig-
nificativa entre las medias concluyendo que estas son
estadisticamente iguales, lo que fue reportado con un
nivel de confianza del 95%, andlisis realizado en el
programa estadistico GraphPad PRISM®.

q* 1 MS
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g 1:4 " —1 MO
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=4
=]
©
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H 1753
0 5 10 15 20
Tamano del halo de inhibicion (mm)

Figura 2. Diagrama de cajas para comparacién de medias de
halos de inhibicién de MO vs. MS, donde se representa el valor
minimo, mdximo y la media correspondiente a cada dilucidn,
frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923. MO:
extracto metandlico de Oscillatoria sp., MS: extracto metandlico
de Stichococcus sp., E: extracto concentrado, dilucién 1:2,

dilucién 1:4 de cada extracto.

Fuente: Programa estadistico GraphPad PRISM® Ver. 6.01



Con respecto a los controles positivos que fueron los an-
tibiéticos de amplio espectro: ciprofloxacina 5 pg (CIP) y
trimetoprima/ sulfametoxazol 25 pg (SXT), se evidencié
que los halos obtenidos se encuentran dentro de los ran-
gos que establece el CLSI [16], y asi mismo se comprue-
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ba que no son los solventes ni alguno de los componentes
que posee el papel filtro, los agentes que generan la acti-
vidad antibacteriana, ya que no hubo halo de inhibicién
en estos ensayos. En la figura 3 se muestran imagenes
del ensayo realizado mediante el método de Kirby Baver.

Figura 3. Método de Kirby Bauer. Extracto metandlico concentrado, dilucién 1:2 y dilucién 1:4.
a) Oscillatoria sp. b) Stichococcus sp.; c] controles positivos: ciprofloxacina 5 pg (CIP= 30 mm) y
trimetoprima,/ sulfametoxazol 25 pg (§XT= 24 mm) d) controles negativos: P= papel filtro, H= hexano,
E= etanol y M= metanol

Mediante andlisis t de Student se demuestra diferencia
significativa en todos los casos al ser comparados los
extractos metandlicos de Oscillatoria sp. y Stichococ-
cus sp. con respecto a los controles positivos: cipro-
floxacina 5 pg (CIP) y trimetoprima/ sulfametoxazol

25 pg (SXT), tomando en cuenta las tres repeticiones
realizadas. Asi se concluye que estos Gltimos generan
mayor sensibilidad en la cepa bacteriana Staphylo-
coccus aureus con respecto a los extractos. Los resulta-
dos del andlisis estadistico se muestran en la figura 4.
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Figura 4. Diagrama de dispersién con barras-comparacién de controles
positivos (SXT y CIP) contra extractos concentrados (MO y MS) frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Donde SXT: trimetoprima/sulfa-
metoxazol 25 pg; CIP: ciprofloxacina 5 pg, MO: extractos metandlicos
de Oscillatoria sp. y MS: extractos metandlicos de Stichococcus sp.

Fuente: Programa estadistico GraphPad PRISM® Ver. 6.01

3.2. Tamizaje fitoquimico

Este tamizaje fitoquimico se basé en una serie de
pruebas cualitativas para distintos grupos quimicos,

mediante reacciones de precipitacién y coloracién.
Se escogié al azar uno de los extractos que no pre-
senté actividad antibacteriana, este fue el extracto
metandlico de Anabaena sp., el mismo que se usé
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como control negativo. Se evidencié que el extracto
metandlico de Anabaena sp. no posee alcaloides,
flavonoides ni terpenoides a diferencia de los ex-
tractos metandlicos de Oscillatoria sp. y Stichococ-
cus sp., resultados que se muestra en la tabla 4. Se
puede inferir que probablemente alguno de estos

compuestos quimicos sea el responsable de la ac-
tividad antibacteriana, sin embargo, debe tenerse
en cuenta que este tamizaje solamente brinda datos
preliminares sobre los componentes que conforman
los extractos, por lo que deberd confirmarse con
andlisis cuantitativos.

Tabla 4. Resultados de tamizaje fitoquimico en tres extractos metandlicos de microalgas

Compuesto . Extractos .. »
.. Reaccion Interpretacién positiva
Quimico Mo MSs MA
Reaccion de Wagner + + - Precipitacion café rojiza
Alcaloides y Precipitado o coloracion amarilla
Reaccion de Mayer + + -
cremosa
Flavonoides Prueba con H,SO, + + - Coloracién naranja
Reaccion de Liebermann — . )
. + + - Aro de esteroide color café
Terpenoides/ Burchard
Esteroides y ) Coloracion café rojiza en la cara
Reaccion de Salkowski + + - L
interior
Antroquinonas Reaccion de Borntrager - - - Coloracion rosada
Fenoles Prueba con FeCl, + + + Color negro azulado
Taninos Prueba de FeCl, - - - Color verde oscuro
Burbujas de espuma persisten al
Saponinas Prueba de espuma - - - someter a calentamiento y tiene una

altura mayor a 5 cm.

Carbohidratos
(Azucares
reductores)

Reaccion de Fehling -

Precipitado de coloracion rojiza.

MS: extracto metandlico de Stichococcus sp., MO: extracto metandlico de Oscillatoria sp., MA: extracto metandlico de Anabaena

En base a andlisis fitoquimicos previos se han descri-
to componentes con importancia antibacterial como
son los flavonoides, alcaloides, esteroides y saponinas
[13] [14], compuestos bioactivos que también se en-
contraron en los extractos de estudio, a excepcién de
las saponinas que no fueron identificadas, por lo que
se podria inferir que alguno de estos compuestos pue-
den ser los responsables de la actividad antibacteria-
na, en concordancia con los estudios ya publicados.
Para confirmarlo, se requiere estudios adicionales que
permitan aislar o sintetizar los potenciales principios
activos y evaluar cuantitativamente su actividad an-
timicrobiana (MIC concentracién minima inhibitoria,
NIC concentracién no inhibitoria, e IC50 concentra-
cién inhibitoria del 50% de la poblacién).

4. Conclusiones

La técnica de dilucién en agar permitié identificar que a
partir de 12 extractos, 4 etandlicos, 4 metandlicos y 4

hexdnicos, fueron solamente los extractos metandlicos
de Oscillatoria sp. 'y Stichococcus sp. los que presen-
taron actividad antibacteriana y lograron inhibir a la
cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC 25923,
mientras que la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
no fue inhibida por ningin extracto, ademés de ello se
evidencia una mayor sensibilidad de Staphylococcus
aureus frente al extracto de Oscillatoria sp., demostra-
da tanto en la técnica de dilucién en agar como por el
método de difusién en disco y estadisticamente. Ade-
mds se nota que el tamafio de los halos de inhibicién
son dependientes de la dilucién del extracto.

Se demostré diferencia significativa entre los halos de
inhibicién generados por los extractos con respecto a
antibidticos de amplio espectro de uso convencional,
concluyendo que estos antibidticos generan mayor
sensibilidad que los extractos de las microalgas. En
el tamizaje fitoquimico se identificaron los siguientes
compuestos bioactivos: fenoles como los flavonoides,



terpenoides, esteroides y alcaloides, los mismos que
estén presentes tanto en el extracto de la microalga
Oscillatoria sp. como Stichococcus sp., por lo que
se cree que alguno de ellos o en conjunto podrian
ser los responsables de la actividad antibacteriana
generada, ya que en estudios similares realizados
previamente por Kavitha et al. y Rajendran et al. se
identificaron los mismos componentes en extractos de
diversas microalgas, donde usaron varios solventes.

[13] [14]

Se encontraron discrepancias con respecto a estudios
similiares, enfocadas especificamente a la actividad
antibacteriana, es asi el caso de un estudio mencio-
nado en la seccién 1, el cual fue publicado en el afio
2014 por Campoverde y Pomaquiza, quienes usaron
extractos metandlicos de Oscillatoria sp., al igual que
en el presente estudio. [6] A pesar de ello, no eviden-
ciaron inhibicién de ninguno de los microorganismos
ensayados, lo cual puede asociarse al origen de las
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microalgas usadas, pudiendo inferir que las microal-
gas antdrticas del presente estudio tienen ventaja so-
bre las otras. Al ser microalgas psicréfilas, presentan
una alta capacidad de adaptacién, por lo cual son
capaces de desarrollar mecanismos que les permiten
sobrevivir a condiciones extremas y por todo ello son
atractivas para una gran cantidad de aplicaciones
biotecnolégicas. [17]

El siguiente paso en esta investigacién consistird en ais-
lar los componentes con probable actividad antibac-
teriana mediante técnicas cromatogrdficas y con ellos
evaluar cuantitativamente la actividad antimicrobiana,

de modo que se pueda determinar MIC, NIC e IC50.
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nombre y el/los apellido(s) de todos los investiga-
dores que han hecho una sustancial contribucién al
trabajo. El nombre del autor principal ird en primer
lugar y al final el nombre del tutor, jefe de labora-
torio o director de proyecto. Deben omitirse todos
los titulos, ocupaciones y grados académicos como:
Prof., Coord., Dr., Lcdo., MSc, PhD. Después de los
autores poner la dfiliacién (nombre y direccién de
la institucién) de cada uno y con letras superindices
relacionar la afiliacién con los autores. Sefalar el
contacto o a quien va dirigida la correspondencia
con un asterisco (*) sobre el apellido y agregar el
correo electrénico. Si el autor a quien va dirigida la
correspondencia ya no estd en la instituciéon donde
el trabajo fue realizado, colocar la direccién actual
como una nota al pie de pdgina marcada con un
asterisco (*).

Resumen

Todos los manuscritos deben tener un resumen del
trabajo realizado. Contiene una clara indicacién del
objetivo, los resultados méds importantes y las conclu-
siones para que los lectores puedan determinar si el
texto completo serd de su interés. Debe estructurarse
en un sélo parrafo, no debe exceder las 200 palabras
y no debe incluir ecuaciones ni referencias.

Palabras Claves: Colocar de tres a cinco palabras claves.
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Title y Abstract
Poner el titulo del manuscrito en inglés.

A continuacién colocar la palabra “Abstract.” y escribir el
contenido del resumen en inglés. Después, escribir “Key
words:” y poner las palabras claves en inglés. No utilizar
un traductor automdtico como traductor de Google.

Introduccion

En la introduccién debe indicarse claramente el propé-
sito y los obijetivos de la investigacién. No debe incluir-
se una revisién extensa de trabajos previos, solamente
una revisién bibliogréfica relevante. La introduccién no
debe extenderse mds de dos péginas a doble espacio.

Parte Experimental

El reporte del trabajo experimental debe incluirse en la
seccién experimental. Esta seccién debe presentar una
descripcién clara y sin ambigiedades de los materio-
les, métodos y equipos utilizados con suficiente detalle
que permita la reproduccién del trabajo por ofros inves-
tigadores. Debe evitarse descripciones repetitivas de un
procedimiento general. La seccién debe estar dividida
en subsecciones. Debe indicarse explicitamente las pre-
cauciones de manejo de material peligroso o de pro-
cedimientos peligrosos y, en caso de uso de animales,
la aprobacién correspondiente por el comité ético local.

Resultados y discusién

La funcién de esta seccién es presentar objetivamen-
te los principales resultados y su interpretacién en
una secuencia légica. No debe incluirse detalles
experimentales y debe redactarse en tiempo pasa-
do. Se recomienda utilizar material ilustrado como
tablas y figuras para mostrar los resultados. No
debe presentarse el mismo resultado en tablas y en
figuras. Debe indicarse el procedimiento estadistico
empleado para analizar los resultados y reportar
el nivel de significancia utilizado. Debe relacio-nar-
se los resultados del articulo con lo encontrado en
otros estudios similares.

Conclusiones

Esta seccién resume brevemente las principales con-
clusiones del trabajo y no debe ser un duplicado de la
informacién del resumen (abstract) ni repetir puntos de
la dis-cusién. La conclusién debe estar basada en la
evidencia presentada.

Agradecimientos (opcional)
Esta seccién puede usarse para agradecer discusiones

de ofros investigadores o asistencia técnica de personas
que no son coautores del trabajo. También, puede agro-
decerse la asistencia econémica o donacién de reactivos.

Referencias

En el texto del manuscrito, la referencia se cita usan-
do el formato (Apellido, afio) o Apellido (afio), segin
corresponda. No deberd incluirse en la referencia ma-
terial bibliogrdfico que no haya sido sefialado expli-
citamente en el texto. Los nombres de revistas deben
ir completos y no abreviados. Para el formato de las
referencias utilizar el Administrador Automdtico de
Fuentes de Microsoft Office Word, versién 2007 o
superior. En el administrador de fuentes seleccionar
el estilo APA (American Psychological Association) y
llenar todos los campos disponibles. Las referencias
van en orden alfabético.

Ecuaciones

Las ecuaciones deben estar enumeradas consecutiva-
mente, con el nimero entre paréntesis (1) y alineado
a la derecha.

Estructuras Quimicas

Las estructuras quimicas deben dibujarse usando cual-
quier programa para el efecto como: ChemDraw,
ISIS/Draw, ChemSketch u otros. Deben utilizarse los
pardmetros establecidos para publicaciones ACS.

Caracterizacién de compuestos

Para todos los compuestos nuevos, debe proveerse evi-
dencia que permita establecer su identidad y grado de
pureza. La evidencia de la identidad de compuestos
nuevos debe incluir espectros de TH-RMN, 13CRMN,
HRMS o datos de andlisis elemental. Para compuestos
sintetizados y que han sido previamente reportados
en la literatura, debe citarse el método de preparacién
y los datos de la bibliografia usados para confirmar la
identidad del compuesto y debe indicarse las técnicas
empleadas para deferminar su pureza.

Figuras, esquemas y tablas

Todas las figuras, esquemas y tablas deben mencionar-
se en el texto en orden consecutivo y numeradas inde-
pendientemente con nimeros ardbigos. Los titulos van
en negrita y con mayuscula la primera letra, después
del ndmero va punto (Tabla 1). Luego, sin negrita, la
descripcién de la figura, esquema o tabla. Las descrip-
ciones deben ir justificadas, por debajo de las figuras
y esquemas y por encima de las tablas. Los titulos y
descripciones deben ser auto comprensibles, es decir,



que expliquen adecuadamente lo que representan. Las
figuras, esquemas y tablas se intercalardn en el texto
después de su primera mencién. Las figuras pueden ser
grdficos realizados en Microsoft Office Word, Excel
o similares o fotografias en blanco y negro o a color
digitalizadas en alta resolucién (300 dpi). Los esque-
mas son las secuencias de una reaccién y se realizardn
usando cualquier programa para dibujar estructuras
quimicas (ver Estructuras Quimicas). Las Tablas estardn
en formato de Word o similar y no insertadas como
imagen Para las Tablas utilizar sélo bordes horizontales
(superior, inferior y titulos). Disefar las tablas, esquemas
y figuras para que se ajusten al ancho de una (aprox.
8 cm) o dos (aprox. 17 cm) columnas de la revista y
comprobar que las leyendas sean legibles.

Bibliografia Recomendada:

Anderson, G. (2004). How to write a paper in
scientific journal style and format. Re-cuperado
el 15 de enero de 2010, de sitio Web de Bates
College: http://abacus.bates.edu/~ganderso/
biology/resources/writing/HTWtoc.html
Coghill, A. M., & Garson, L. R. (Edits.). (2006).
The ACS Style Guide: Effective Communication
of Scientific Information (Third ed.). New York:
Oxford University Press.

Day, R. A. (2005). Cémo escribir y publicar
trabajos cientificos (Tercera ed., Vol. 598). (M.
Séenz, Trad.) Washington, DC: Organizacién
Panamericana de la Salud.
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