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RESUMEN

El consumo de medicamentos naturales ha aumentado en Ecuador, generando la
innovacion de productos y ventas no autorizadas. El riesgo por la compra y venta de
medicina natural sin registro sanitario existe debido a la complejidad en la elaboracion
de informes de identificacion de principios activos y la estabilidad a lo largo del tiempo.
Es por ello, que se busca dar a conocer una metodologia de identificacion,
caracterizacion y andlisis fisicoquimicos que permita registrar informacion que justifique
y acredite los parametros de estudio a un jarabe natural, partiendo de la hipétesis de que
es posible monitorear la estabilidad de los principios activos a través de las pruebas

descritas.

El estudio fue realizado en base a lo establecido en el capitulo Il, art 11 inciso C de la
normativa del ARCSA para la obtencion del registro sanitario. Posteriormente, se
ejecutaron ensayos de caracterizacion fisicoquimica, organolépticas, polifenoles y

capacidad antioxidante que permitié la obtencidn de parametros iniciales de evaluacion.

Los resultados de la caracterizacién fisicoquimica permitieron establecer las siguientes
propiedades: 1.26 g/mL, 19.71 cps, 3.59 pH y 59.8% °Brix. A través del UV-Vis se reflejo
la presencia de grupos alquenos, carbonilos como aldehidos y ésteres, los cuales estan
presentes en extractos como Plantago Lanceolata, Althaea Officinalis y Hedera Helix.
Ademas, se verificaron propiedades terapéuticas con una capacidad antioxidante de
87.2% vy polifenoles totales de 8.48 HGA/L. Finalmente, se concluye que es posible
monitorear los principios activos a través de pruebas de capacidad antioxidante,

contenido de fenoles totales, espectrofotometria UV-Vis y cromatografia TLC.

Palabras Clave: caracterizacion, principios activos, jarabe natural, estabilidad acelerada



ABSTRACT

The consumption of natural medicines has increased in Ecuador, generating product
innovation and unauthorized sales. The risk of buying and selling natural medicine without
health registration exists due to the complexity of preparing active ingredient identification
reports and stability over time. For this reason, the aim is to present a methodology for
the identification, characterization and physicochemical analysis that allows the recording
of information that justifies and certifies the study parameters for a natural syrup, based
on the hypothesis that it is possible to monitor the stability of the principles active through
the tests described.

The study was carried out based on the provisions of chapter Il, article 11 section C of
the ARCSA regulations for obtaining the sanitary registration. Subsequently,
physicochemical, organoleptic, polyphenol and antioxidant capacity characterization

tests were carried out, which allowed obtaining initial evaluation parameters.

The results of the physicochemical characterization allowed to establish the following
properties: 1.26 g/mL, 19.71 cps, 3.59 pH and 59.8% °Brix. UV-Vis showed the presence
of alkene groups, carbonyls such as aldehydes and esters, which are present in extracts
such as Plantago Lanceolata, Althaea Officinalis and Hedera Helix, was reflected. In
addition, therapeutic properties were verified with an antioxidant capacity of 87.2% and
total polyphenols of 8.48 HGAJ/L. Finally, it is concluded that it is possible to monitor the
active ingredients through antioxidant capacity tests, total phenol content, UV-VIS

spectrophotometry and TLC chromatography.

Keywords: characterization, active ingredients, natural syrup, accelerated stability
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema

Tras el confinamiento durante el afio 2020 a causa del covid-19, para los
ecuatorianos la prioridad principal se baso6 en fortalecer su sistema inmunolégico
y el de su familia. Esta necesidad ocasion6 que la demanda por productos
naturales tales como vitaminas, jarabes y gotas medicinales aumentara
significativamente. En base al comportamiento de la ciudadania y la preferencia
por consumir productos naturales, las empresas farmacéuticas, naturistas,
aumentaron su produccién con el fin de cubrir la demanda generada a nivel
nacional como internacional. Esto implica una inversion a nivel productivo y
cientifico por parte de los centros naturistas y farmacéuticas que buscan competir

y entrar al mercado (Eluniverso.com, 2020).

Para lograr que un medicamento natural nuevo entre al mercado y tenga
libre circulacion, se necesita del respectivo registro sanitario ecuatoriano, avalado
por la AGENCIA NACIONAL DE REGULACION, CONTROL Y VIGILANCIA
SANITARIA conocido como ARCSA. Para su obtencion es primordial cumplir con
todos aquellos requisitos que demuestren la calidad y seguridad del producto
(ARCSA, 2017).

Sin embargo, segun registros en el afio 2019 se realizaron operativos de
control en mas de 100 centros naturistas en varias ciudades de diferentes
provincias del Ecuador, detectando alrededor de 12 mil productos irregulares. De
forma similar en tiempos de pandemia en el afio 2020, en un operativo realizado
a nivel nacional un total de 115 centros naturistas en mas de 30 ciudades del
ecuador, se detectaron alrededor de 4400 productos naturales sin registro
sanitario, fechas de caducidad vencida o provenientes de contrabando (ARCSA,
2020).



Ante lo expuesto, es notable evidenciar que existen varios problemas para
los centros naturistas, dentro de la categoria de productos naturales procesados
de uso medicinal demostrado pre - clinicamente, pues el incumplimiento del
registro sanitario para la vida util de los productos involucra una falta de ensayos
de identificacién de principios activos y pruebas de estabilidad. Es por ello, que se
propone desarrollar una serie de metodologias para la caracterizacion
fisicoquimica, espectroscopica y actividad antioxidante del jarabe, permitiendo de
esta manera fijar pardmetros de evaluacion previo a un estudio de estabilidad

acelerada.

1.2 Justificacion del problema

La medicina tradicional que se ha transmitido por generaciones suele
contar con un aire de confianza al momento de su uso. Sin embargo, mucho de
los productos comercializados no cuentan con registro sanitario que respalde su
contenido e inocuidad. Entonces, dar a conocer una metodologia de identificacion,
caracterizacion y andlisis fisicoquimicos que funcione para la mayoria de los
productos dentro de esta categoria, ayudaria a frenar la venta de medicamentos
naturales clandestinos no certificados. Por ello la ejecucion de este proyecto
resultaria favorable para los centros naturistas, farmacéuticas o laboratorios que
busquen innovar con el desarrollo de nuevos productos y cumplir con los

requerimientos necesarios para poder competir en el mercado.

La creencia de que “todo lo natural siempre es mejor”, tiene mas valor si es
certificado por los organismos de control sanitario correspondientes. La
identificaciébn de compuestos activos permitira registrar las pruebas como respaldo
de justificacion, que para fines comerciales podran ser promocionadas en la
etiqueta y como publicidad del producto, establecido en la resolucion del ARCSA
conforme a los requisitos necesarios para la evaluacion de la eficacia. De la misma

manera los andlisis correspondientes a la actividad antioxidante y la cantidad de



polifenoles totales se adjuntarda como informacion necesaria para verificar la

actividad terapéutica.

El tiempo de vida util de un producto es una caracteristica que los

consumidores siempre van a querer conocer, la importancia de la caracterizacion

e identificacion se hace visible en este tema. Conocer las caracteristicas del

producto y sus cambios en un periodo de tiempo, se logra mediante estudios de

estabilidad acelerada, se repiten los analisis y ensayos cada cierto tiempo a

diferentes condiciones con el fin de obtener un comportamiento confiable que

genere veracidad en los resultados haciendo el procedimiento mas fiable.

1.3 Objetivos

13.1

1.3.2

Objetivo General

Desarrollar una estrategia metodoldgica para la caracterizacion fisicoquimica,
organoléptica, cromatogréfica, espectroscopica y actividad antioxidante de un
producto natural, mediante investigacion bibliografica y ensayos
experimentales para la evaluacion de la eficacia descrita por la normativa

ecuatoriana vigente.

Objetivos Especificos

Definir los valores relacionados a los parametros de densidad, viscosidad, pH
e indice de refraccion del producto natural, mediante pruebas de laboratorio.

Determinar procedimientos de caracterizacion del jarabe mediante pruebas
organolépticas, cromatografia TLC, espectrofotometria ultravioleta-visible e

Infrarrojo.

Evaluar la capacidad antioxidante y el contenido de polifenoles del producto
natural aplicando la metodologia DPPH y Folin-Ciocalteu.



1.4 Marco tedrico

14.1

1.4.2

1.4.3

Medicina naturista

Al igual que la medicina sintetizada, la medicina natural tiene como
objetivo curar o combatir enfermedades. Se lo define como aquel
medicamento que contiene aquellos principios activos, proveniente de
vegetales, minerales o animales. Ademas, Tienen un amplio campo, siendo
este muy diverso y dado su complejidad quimica y actividad limitada, son
farmacologicamente un desafio tratar de producirlos comercialmente
(Rodriguez Gallo et al., 2002).

Leyes regulatorias en Ecuador

El titulo unico del Libro Ill, capitulo | de la Ley Organica de Salud
establece el marco juridico del registro sanitario de medicamentos. En el que
menciona que la obtencion del registro sanitario es el paso inicial del ciclo de
control de calidad en los productos farmacéuticos. Ademas, segun el
reglamento es responsabilidad de un comité especializado del ARCSA, la
evaluacion de la eficacia y seguridad, en fin, de cuidar la salud y bienestar de
la poblacion ecuatoriana (Ministerio de Salud Publica, 2017).

Composicién quimica

Los productos naturales poseen una gran cantidad de constituyentes
qguimicos, por lo que un jarabe hecho a base de extractos naturales contiene
variedad de compuestos activos (principios activos) e inactivos. Debido a la
complejidad quimica de los componentes que pueden estar presentes en un
medicamento, se hace uso de los agentes biomarcadores. Estos permiten
diferenciar al producto natural, definir su aplicacién o clasificarlo de acuerdo

con su uso, ya que estos marcadores son la herramienta que permite medir la
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interaccidon entre un sistema biolégico con un sistema de caracter fisico,

guimico o bioldgico (Arango V, 2012).

Existe relacion entre la estructura quimica de los principios activos y su
accion medicinal, algunos compuestos parecidos estructuralmente tienen
acciones terapéuticas similares, lo que significa que, a pesar de tener
similitudes entre sus compuestos activos, sus marcadores bioldgicos pueden
ser distintos. Un ejemplo de esto, son los extractos de dos plantas conocidas
como Grindelia Robusta y Hedera Helix (hiedra comun), ambos extractos
poseen flavonoides que es un principio activo en comun, pero para el extracto
de Grindelia su marcador biolégico sigue siendo los flavonoides, mientras que
el extracto del Hedera Helix su biomarcador es la heredagenina.

Caracterizacion Fisicoquimica

Los parametros fisicoquimicos como densidad, viscosidad y pH son
relevantes para un producto natural pues son estas propiedades las que se
analizan cada que se presentan cambios, se observan variaciones o0 se

realizan pruebas de calidad y eficacia (Lemus Gonzalez, 2006).

1.4.4.1 Densidad

La densidad es una relacion entre la masa en un determinado
volumen, debido a la dosificacion del jarabe por via oral, se analiza esta
propiedad que puede cambiar a lo largo del tiempo variando su
concentracion o formando precipitados. Este parametro nos ayuda a
determinar la calidad, asi como controlar el proceso de fermentacion

(Benavides Jiménez et al., 2016).



1.4.4.2

1.4.4.3

Viscosidad cinematica y dinadmica

La viscosidad es una propiedad que mide la friccién interna que
poseen los mismos liquidos al moverse. La viscosidad se presenta de
manera dinamica (coeficiente de proporcion para la determinacién de un
esfuerzo cortante) y de manera cinematica (razén entre la viscosidad
dindmica y la densidad). En el area medicinal esta cualidad ademas de
representar un indice de calidad es un factor de disefio. El uso que se le dé
al medicamento hara que tenga diferentes valores, cuando se habla de
jarabes medicinales de origen natural, esta viscosidad puede ser aportada
por la azlcar contenida, los aceites esenciales y por compuestos
adicionales. Debido a la variedad de compuestos se estudia la viscosidad
para conocer el efecto de pardmetros como la temperatura, formulacion del

jarabe y el tiempo (Comintec, 2018).

PH

El pH es un valor que nos indica la caracteristica del medio acuoso
esta puede caer en un medio acido o un medio basico. Este parametro es
critico por el efecto que el pH ejerce sobre la solubilidad acondicionando de
manera decisiva la estabilidad del medicamento. El pH también puede
alterar la permisividad biologica afectando considerablemente la eficacia
del principio activo provocando la reduccion del tiempo de vida util. La
importancia del pH radica en la garantia de la solubilidad y estabilidad de
los principios activos presentes. Ademas, la presencia de cada uno se
mantiene siempre que el rango de estabilidad de pH lo permita (Palomo,
1999).



1.4.4.4 indice de refraccién

Es un pardmetro 6ptico que representa el grado de desviacion de un
haz de luz cuando este pasa de un medio de diferente densidad a otro o
sencillamente describe lo rapido que viaja un haz de luz en diferentes
medios. Este método nos permite la caracterizacion de las propiedades
fisicoquimicas de cualquier medicamento o extracto natural, pues es de
utilidad para la verificacion de la pureza o concentracion de muestras
liguidas, semisolidas y sélidas frente a posibles adulteraciones (Arriola &
Monjaras, 2003).

Tanto la temperatura como la longitud de onda emitida presentan
una influencia sobre el resultado del indice de refraccion, manteniendo una
relacion inversamente proporcional entre la temperatura y el IR, es decir,
cuanto mas alto es el valor de la temperatura, el indice de refraccion sera
menor y viceversa (Mettler, 2021). Del punto de vista alimenticio y
farmacéutico el IR nos permite evaluar los grados Brix correspondiente al
contenido de sélidos disueltos en la solucion como azucares, principios
activos, entre otros. Y con respecto a la conservacion, este parametro nos
permite conocer si el producto sufre algun tipo de degradacién que cambie
las propiedades fisicoquimicas, comprometiendo la seguridad e inocuidad
del producto (EDQM, 2016).

1.4.5 Cromatografia de capa fina TLC

Es un método de identificacion analitica de caracter cualitativo que nos
permite separar, identificar y estimar diferentes clases de compuestos
bioquimicos presentes en un producto. Esta técnica analitica plana requiere
de una fase movil y una estacionaria. Dependiendo de los componentes del
producto se escoge un solvente cuya polaridad permita el desplazamiento de

los componentes en la mezcla. Mientras que el desplazamiento de las

7



sustancias se mide mediante un factor conocido como “ Rf ” (Ameerah
Shaeroun et al., 2019).

1.4.6 Caracterizacion espectroscopica

1.4.6.1 Espectrofotémetro IR

Es un tipo de andlisis que relaciona la longitud de onda del infrarrojo
y los valores de intensidad de absorcion o transmision. Las gréficas
representan de forma especifica un tipo de vibracion al hacer un barrido en
el intervalo medido. Los grupos funcionales organicos se los encuentra
entre 4000 y 1400 cm-1, mientras que la zona de 1400 y 600 cm-1 cuya
zona es muy compleja y se lo considera como region de huellas dactilares.
Se busca en este trabajo identificar los picos caracteristicos de los grupos
funcionales mayoritarios y establecer una especie de correlacién entre
producto medicinal con los extractos naturales, a través de las graficas que
se encuentran en el rango de absorcion identificado (Mondragon Cortez,
2015).

1.4.6.2 Espectroscopia ultravioleta visible

Este método de andlisis se basa en la transmision y la absorcion de
la radiacion electromagnética. Un equipo emite radiacion con longitudes de
onda desde 190 nm hasta 900 nm que es el rango de longitudes de onda
del ultravioleta y visible. En este punto para que la radiacion interactie con
un objeto, su longitud de onda debe tener la misma o menor medida del

cuerpo a irradiar (Petroleoquimica, 2014).

1.4.7 Caracteristicas organolépticas

Se conoce como propiedades organolépticas aquellas que pueden ser

captadas a través de los sentidos, como lo auditivo, visual, gusto, olfato y
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1.4.8

tacto. La importancia radica en verificar aquellas caracteristicas basicas de los
productos medicinales, en funcion de cambios de apariencia, olor, color, sabor
y textura. En donde cualquier cambio de percepcion trae indicios de
inestabilidad y por consiguiente en la calidad e inocuidad del producto
(Gutiérrez, 2000).

Capacidad antioxidante y polifenoles totales

La capacidad antioxidante que puede aportar un producto es de gran
interés a nivel cientifico y comercial, estudios se centran en la busqueda de
actividad antioxidante de extractos o mezclas de extractos que proporcionen
beneficios para la salud humana, pues se busca medir la capacidad de captar
radicales libres, responsables de provocar un estrés oxidativo y por

consiguiente variedad de enfermedades (Coronado H. et al., 2015).

Ademas, es vital medir el contenido de polifenoles porque presentan
una gran cantidad de actividad antioxidante, cuya importancia biolégica radica
en la prevenciéon de enfermedades cardiacas e inmunoldgicas (Echavarria et
al., 2009).

1.4.8.1 Metabolitos secundarios

Metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas provenientes de
las células de los seres vivos, para la sintesis de sustancias complejas a
partir de sustancias simples y viceversa. Los metabolitos secundarios de
las plantas se encargan de las interacciones entre las plantas y su medio.
La importancia de su presencia esta en los principios activos u otros
componentes quimicos contenidos en medicamentos 0 productos
nutraceuticos. La identificacion y cuantificacion de los metabolitos

secundarios tiene importancia para aquellos metabolitos que presenten un



beneficio medicinal, asi como el de aquellos que resulten ser toxicos (Rojas
et al., 2015).

1.4.8.2 Método de identificacion de capacidad antioxidante
1.4.8.2.1 Metodologia 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH)

Para la medicion de la capacidad antioxidante se hace uso del
método DPPH con el fin de hallar los metabolitos secundarios
presentes en el producto natural. El método fue propuesto por Blois en
1958, el cual menciona que la molécula del DPPH se presenta como
radical libre estable por consecuencia de un electron libre desapareado
sobre la molécula, evitando que las moléculas de estructura quimica

similar se junten a través de diferentes tipos de enlaces.

Py NO,
- . O
O;N N—N + AH O.N N—N A
e +
NO, @ NO, \©

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado

Amarillo

Figura 1.1 Estructura del DPPH* antes y después de lareaccion con el

antioxidante (Vega Katerine, 2018)

La presente metodologia consiste en disolver el DPPH en un
medio organico. En el que se evidencia la reaccion con un cambio de
coloracion a violeta, con una medida de absorcién de 517 nm medido
a partir de un espectrofotometro, mientras que la solucién en presencia
de alguna sustancia antioxidante ocasiona que el DPPH reaccione y se

evidencie la decoloracion del violeta a un amarillo palido, cuya
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captacion de radicales libres se mide por diferencias de absorbancia
(Bohorquez, 2016).

1.4.8.3 Método de identificacion de polifenoles totales

1.4.8.3.1 Metodologia Folin-Ciocalteu

Es posible medir el contenido de polifenoles totales dentro de un
producto natural, para ello se emplea el método espectrofotométrico
realizado por Folin-Ciocalteu, el cual se basa en oxidar los compuestos
fendlicos en un medio basico, originando 6xidos azules de wolframio y
molibdeno, cuya absorbancia de coloracion azul se mide a 765 nm
(Kuskoski et al., 2005).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1 Disefio de investigacién

El presente proyecto se basa en una investigacion no experimental de tipo
correlacional, que evalia mas de dos variables, sin realizar algun tipo de
manipulacion, con el propdsito de medir la relacion que existen entre si. Para ello,

la investigacion se desarroll6 en 4 pasos:

Caracterizacion
y disefio de
ensayos

Andlisis de
resultados

Identificacion Investigacion

del problema bibliogréafica

Figura 2.1 Metodologia empleada en el trabajo de investigacién

La identificacion del problema se desarroll6 a través de una investigacion
primaria empleando como recurso la entrevista con el personal del area de
desarrollo e innovacién de una determinada empresa farmacéutica. Posterior, se
efectud la investigacion secundaria que consistié en la busqueda de informacion
bibliografica con referencia a los objetivos y requerimientos planteados para el
presente estudio. Después, se disefio los ensayos de caracterizacion del jarabe
natural y se efectudé las pruebas de laboratorio correspondientes para la

tabulacion, analisis y correlacion de los resultados.

2.2 Muestra

La muestra empleada a analizar corresponde a un jarabe natural de fase
investigativa con un contenido de 120 mL de presentacion, cuyos principios
activos provienen de 5 extractos naturales de plantas medicinales como plantago
lanceolata, Althaea officinalis L, hedera helix, thymus vulgaris y grindelia robusta

nutt.



2.3 Caracterizacion fisicoquimica

2.3.1 Materiales, equipos y reactivos

Tabla 2.1 materiales, equipos y reactivos en las pruebas Fisicoquimicas

Materiales

Embudo

Cronémetro

Picnémetro 10 mL

Vaso de precipitacién 25 mL

Pipeta de Pasteur

Equipos

Viscosidad Cinematica
Bafio de Viscosidad Marca

Koehler Instrument Company,
INC
Bomba de vacio Marca GAST
viscosimetro Cannon- fenske
No. 200
Densidad
Balanza analitica Marca
Startorius
pH
PH metro Marca Thermo
Scientific
indice de refraccion
Refractometro Marca ATAGO

Elaboracién propia

2.3.2 Determinacion de la densidad

Reactivos

Muestra del jarabe

Glicerina

Agua destilada

Soluciones buffer de pH 4,7 y
10.

Etanol

Se utilizé 3 picndmetros diferentes para tres mediciones diferentes, el

proceso consistio en obtener la masa del picnbmetro vacio, luego la medicion

del picndmetro con agua destilada y finalmente la masa del picnémetro con el

producto, anotando cada uno de sus valores con ayuda de una balanza

analitica, terminando la actividad una vez que el ensayo se realice por

triplicado.
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2.3.3

S
Figura 2.2 Proceso de obtencion de la densidad

El valor de la densidad se obtiene reemplazando los datos obtenidos

en la siguiente expresion matematica:

_Myg— M,

Pd * Pw

Myt — Ny
Determinacién de la viscosidad cinematica

Se conectd el equipo de bafo de viscosidad y se calentd hasta una
temperatura de 40°C, previo al calentamiento se vertié 10 mL del producto en
el viscosimetro Cannon- fenske No. 200. Una vez que se alcanzé el equilibrio
térmico entre el fluido y el sistema, se procedié a succionar la muestra con
ayuda de una bomba de vacio hasta alcanzar la marca establecida en el
instrumento. Se midi6 el tiempo de caida del fluido a través del capilar que
presenta el viscosimetro; el tiempo es tomado con un crondémetro desde que
la muestra cruza las marcas establecidas en la parte superior e inferior del
tubo capilar. En total se realizO 4 mediciones correspondientes a esta
temperatura. Posteriormente se elevo la temperatura aproximadamente a

100°C para efectuar nuevamente 4 mediciones.
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Figura 2.3 Muestra del jarabe en el bafo de viscosidad

Para realizar la medicion de la viscosidad se hizo uso de la tabla de

factores para convertir en centistokes cSt a partir de los segundos obtenidos

en el viscosimetro Cannon- Fenske.

Tabla 2.2 Factores para convertir en ¢St los segundos obtenidos en los viscosimetros

CANNON- FENSKE

Viscosimetro ASTM FACTOR* EN VISCOSIDAD

No. cSt/s CINEMATICA
20°C 100°C RANGO, cSt

25 0,002020 0,002011 05A2
50 0,004112 0,004095 08A4
100 0,0150 0,0150 3A15
150 0,04174 0,04156 7A15
200 0,1023 0,1019 20 A 100
300 0,2766 0,2754 50 A 250
350 0,4665 0,4645 100 A 500
400 1,1532 1,1484 240 A 1200

Fuente: Laboratorio de Hidrocarburos, DR. Victor Del Rosario

2.3.4 Determinacion del pH

Previo a la experimentacion, se calibro el pH metro con soluciones

buffer para pH de 4, 7 y 10 respectivamente. Posterior se vertio en un vaso de
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precipitado de 25 mL un contenido de 20 mL del jarabe y se realizo la lectura

correspondiente, este proceso se lo realizé por triplicado.

Figura 2.4 Medicion del pH del jarabe

2.3.5 Determinacion del indice de refraccién

Se conectd el refractometro y previamente al andlisis del producto
natural, se analizé el IR del agua, corroborando su valor teérico de 1.33
logrando coincidir con la lectura experimental. Posteriormente, se introdujo
unas pequefas gotas del producto en el lector con ayuda de la pipeta de
pasteur. EI manejo del equipo consistio en hacer coincidir las marcas del
refractdmetro con el limite entre la luz y la sombra que se expone en el visor
del equipo. De esa forma el refractobmetro es capaz de digitalizar los valores

de IR y grados Brix presentes en el producto.
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Figura 2.5 Determinacién del IR del producto

2.4 Cromatografia de capa fina (TLC)

Tabla 2.3 materiales, equipos y reactivos en pruebas de cromatografia de capa fina
Cromatografia de capa fina (TLC)
Materiales Equipos Reactivos
Silica Gel Céamara ultravioleta Acido acético glacial
Acetato de etilo

Papel filtro Rotavapor Vacuum Pump V-700 Cloroformo
Metanol
Vaso de precipitacién 25, 250, Bomba de vacio Vacuum Pump Etanol
500y 1000 mL V-700 Agua
Embudo Enfriador de destilacion Buchi Tolueno
B-741 Benceno
Probeta 10 mL Plancha de calentamiento Acetona
Thermo Scientific Acido férmico
Matraz Erlenmeyer 125 mL - Acido sulfarico
Espatula - “Hexano
Eter etilico

- - Cloruro de metileno
Silica Gel (polvo)
Elaboracién propia

Para el ensayo se emplearon cromato placas de silicagel que acttan
como medio de difusién y separacion de manera estacionaria. Se emplearon

varias medidas rectangulares entre ellas: 10 cm x 9 cm, 10 cm x 6 cm, 10 cm
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x 3.5 cm, con una separacion entre los extractos de 1.5 cm y un limite de

desplazamiento del solvente de 8 cm.

Debido a las polaridades de los extractos y bajo criterios de resultados
de investigacion cientifica, se prepararon 19 soluciones para la fase movil con
diferentes reactivos de distintos niveles de polaridad especificadas en la tabla
2.4. Previo al ensayo, se marcé y etiqueté el punto de partida escogido a
eleccion, correspondientes a la muestra del jarabe y los diferentes extractos
naturales contenidos en el producto. Los puntos marcados se etiquetaron de
la siguiente forma: M (muestra del jarabe), S (plantago lanceolata), Ma
(Althaea officinalis L), | (hedera helix), Thy (thymus vulgaris), Gr (grindelia
robusta nutt).

Para el andlisis de la muestra del jarabe, no se utilizé el jarabe inicial
debido a la alta interferencia provocado por los azucares, asi que se realizaron
2 extracciones. Para la extraccion, 10 mL de la muestra del jarabe principal se
mezcl6é en un matraz erlenmeyer con 2 g de silicagel en polvo y 20 mL de una
solucion de 15 mL de cloroformo y 5 mL de metanol, con la ayuda de un
agitador se dieron movimientos circulares, luego con papel filtro y un embudo,
se recolectd la nueva disolucion, finalmente se extrajo el solvente utilizado,

empleando el rotavapor por aproximadamente 45 minutos.

Después, se realiz6 el mismo procedimiento, pero cambiando la
solucién a 13.33 mL de Tolueno y 6.66 mL de acetato de etilo como nuevo

método de extraccion.

Lo siguiente fue colocar dos microlitros de cada uno de los extractos y
del producto en la sefia designada, este paso se lo realiz6 por triplicado con
el propésito de aumentar el volumen de andlisis de cada uno. Es de
importancia resaltar que cada muestra debe estar ubicada en la placa de tal

manera que no se junten, ni se mezclen entre si.
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Figura 2.6 Placa de Silica Gel

Al secarse las placas, se las coloc6 en cada vaso de precipitado con la
fase movil preparada, asegurando que la solucidn contenida no sobrepase la

linea de partida dibujada

Una vez que la fase movil recorrié la distancia marcada en la placa, se
retir6 la placa del envase y se procedié a secar al ambiente. A continuacion,
se visualizan los resultados en un visor ultravioleta y finalmente, se rocié acido
sulfurico en espray y se quemé cada placa en una plancha de calentamiento

a una temperatura de 80° C.

Finalmente, se mide el desplazamiento de la sustancia a través del
factor de desplazamiento, conocido como Rf, cuya formula es:

Rf =

~| <

A continuacion, se muestran las disoluciones utilizadas con sus

respectivas cantidades.
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Tabla 2.4 Soluciones para la fase movil del método cromatografico de capa fina

Placa N°
I
Il
]
\Y)
V
Vi
VII
VIl

Xl
Xl
XIII
XV
XV
XVI
XVII
XVII
XIX

Compuesto 1
Cloroformo
Cloroformo

Acido acético

Acetato de etilo
Cloroformo
Cloroformo

Diclorometano
Cloroformo

Cloruro de
metileno
Acetato de etilo

Acetato de etilo
Benceno
Metanol

Acetato de etilo
Hexano
Benceno
Tolueno
Tolueno
Tolueno

mL
7
15
10
16.19
13.34
13.34
18
16
5.5

6.66
7.69

6.2
7
6.32

Compuesto 2
Metanol
Metanol

Cloroformo
Metanol
Metanol

Etanol
Acetato de etilo

Etanol

Metanol

Agua
Metanol
Eter etilico
Acetona
Metanol
Acetato de etilo
Acetato de etilo
Acetato de etilo
Acetato de etilo
Acetato de etilo

mL
7

3.16
3.5
3.5

Elaboracién propia

2.5 Caracterizacion espectroscopica

Compuesto 3
Etanol

Metanol
Agua

Agua

Acido férmico
Agua

Acido acético

Acido formico
Acido férmico
Acido férmico

Proporcion
[1:1:1]
[3:1]
[5:4:1]
[100:13.5:10]
[2:1]
[2:1]
[9:1]
[4:1]
[16.2:12.2:1]

[5:1.5:1]
[7.4:1.2:1]
[1:1]
[4:1]
[1.5:1]
[6.2:2.8:1]
[2.3:1]
[12:6:1]
[12:6:1]
[12:6:1]

Tabla 2.5 materiales, equipos y reactivos en pruebas de caracterizacidn espectroscopica

Materiales

Pipeta Pasteur

Matraz aforado de 5 mL

Hydrophilic PVDF 33 mm
0.22 um

Equipos

Espectrofotometro IR

Espectrofotdémetro IR Nicolet

iS10 Marca Thermo Scientific.

Reactivos

Muestra del jarabe

Espectroscopia ultravioleta visible

Thermo Scientific

Micropipeta 100 — 1000 pL
Marca Thermo SCIENTIFIC

Espectrofotébmetro de UV-vis
Genesys 10 S UV-Vis
spectrophotometer Marca

Elaboracién propia
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2.5.1 Determinacion mediante espectrofotometria infrarroja (IR)

El equipo que se usé en este método es el espectrometro FT-IR Nicolet
iIS10 de Thermo Scientific, como paso inicial se limpié el compartimiento de
muestra, es de importancia que esté libre de cualquier impureza debido a la
sensibilidad de la lectura. Una vez limpio se procedio a realizar una lectura del
blanco empleando simplemente el aire. Con el blanco ya ingresado en la base
de datos del equipo, se analiz6 la muestra del jarabe tratada, es decir aquella

gue se obtuvo como resultado de la eliminacion del contenido de azlcares.

Figura 2.7 espectrometro FT-IR

2.5.2 Determinacion mediante espectrofotometria ultravioleta-visible (UV)

Se empled el equipo UV-vis Genesys 10 S UV-Vis spectrophotometer
Marca Thermo Scientific, para ello se procedi6 a limpiar los tubos de cuarzo
con etanol y agua destilada para cada medicion realizada. Primero se hizo
lectura del blanco seguido de los extractos y el jarabe, estos tubos son los que
permiten realizar la medicion con las muestras liquidas. El blanco usado fue
el agua destilada, mientras que los extractos fueron diluidos en un matraz

aforado cuyo contenido fue de 100 uL del mismo, aforado con alcohol etilico
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hasta los 5 mL de capacidad. Finalmente, se filtr la disolucion con la ayuda

de un filtro de jeringa estéril.

Para la muestra del jarabe se realizaron 3 diluciones, inicialmente se
diluyé 100 pLitros del jarabe en alcohol etilico aforandolo hasta 5 mL, esta
dilucion tomo el nombre de Mi. Luego, se tomd 2 mL de M1 y se diluyo con
etanol hasta los 5 mL de aforo, etiquetandolo como Mz. Finalmente, se emple6
1 mL de M2y 4 mL de etanol llamando a esta solucion Ma.

El proceso de medicion se inicio al abrir la camara del equipo y se
coloco el recipiente con el contenido de la muestra, se introdujo con cuidado
para no derramar y evitar contaminacion. Posteriormente, se cerro la camara
de pruebas, se etiquetd a cada una de ellas en el equipo, de tal forma que, al
descargar los datos, este sea diferenciado. Finalmente, se ejecuto el proceso

de lectura del espectro de absorbancia para cada una de las muestras.

Figura 2.8 equipo UV-vis
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2.6 Capacidad antioxidante

Tabla 2.6 Materiales, equipos y reactivos en pruebas de Capacidad antioxidante
Capacidad antioxidante por reduccién del DPPH
Materiales Equipos Reactivos
Tubos de ensayo Balanza analitica Bektron - DPPH
modelo BK200

Vaso de precipitado Espectrofotometro HANNA Metanol
Iris - modelo HI801
Gradilla Micropipeta automatica Trolox
MICROLIT

Elaboracién propia

Se procedio a medir cada uno de los reactivos, para ello se pesé 12 mg de
trolox y 9.2 mg de DPPH cada una se disolvié en 50 mL de metanol. El blanco de
este ensayo es el trolox y para realizar la curva de calibracién de la solucién madre
del trolox se empled alicuotas para variar la concentracion con metanol como se

muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2.7 Datos de preparacién del ensayo DPPH

TROLOX (pM) V TROLOX (mL) V MEOH (mL) Absorbancia (30 min)
Blanco 0 8 2.927
40 0.33 7.67 2.197
50 0.42 7.58 2.039
60 0.50 7.50 1.783
80 0.67 7.33 1.390
100 0.83 7.17 1.031

Elaboracién propia

23



CURVA DE CALIBRACION
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Figura 2.9 Curva de Calibracién de Trolox

La calibracion es necesario para poder obtener una funcién de relacion de
absorbancia y concentracion micromolar de trolox, ya con la calibracién del
blanco se procedio a preparar las soluciones reactivas para la identificacion de
la capacidad antioxidante; se midié 3 mL de la solucion de DPPH y se agregd en
6 mL de metanol, para finalmente verter 1 mL de la muestra. Luego, se dejé
reposar durante 30 minutos para que la solucién reaccione. Este procedimiento

se realizo por triplicado para dos muestras del mismo jarabe.

Una vez acabo el tiempo de espera, se midié la absorbancia en el
espectrofotometro y se procedié a calcular el porcentaje de inhibicién de

radicales de DPPH mediante la siguiente ecuacion:

% de Inhibicion de radicales de DPPH

(Absorbancia del blanco — Absorbancia de la muestra)
= *

Absorbancia del blanco 100
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2.7 Determinacion de fenoles totales

Tabla 2.8 Materiales, equipos y reactivos en la prueba de fenoles totales
Fenoles Totales
Materiales Equipos Reactivos
Gradilla Balanza analitica Bektron — Reactivo Folin-Ciocalteu 2N
modelo BK200

Tubos de ensayo Espectrofotdmetro HANNA Iris — Acido galico
modelo HI801
- Micropipeta automatica Carbonato de sodio 10%
MICROLIT

- - Agua destilada

Elaboracién propia

La preparacibn del ensayo consisti6 primeramente en calibrar el
espectrofotometro a partir de una solucion madre de &cido galico a una

concentracion de 100 mg/L como se especifica en la siguiente tabla.

Tabla 2.9 Detalles de la solucién madre de 4cido galico

Madre Peso Volumen Concentracion
(mg) (mL) (mg/mL) g/L mg/L
Acido galico 10 100 0.1 0.1 100
(HGA)

Elaboracién propia
Se prepard soluciones de 2,4,6,8 y 10 mg/L de HGA y se extrajo una
alicuota de cada solucién para afiadir los reactivos de Folin 2N, carbonato de sodio
con un aforo de agua destilada hasta los 10 mL de solucion. Para la lectura de la
absorbancia se esper6 un tiempo de 30 minutos. A continuacion, se detalla los

valores de la curva de calibracion empleados.
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Tabla 2.10 Preparacion de la curva de calibracion de acido galico

HGA (mg/L) HGA (mL) FOLIN 2N (mL) | NaC0; 10% (mL) | H,0 (mL)
Blanco 0 0.625 8 1.375
2 0.2 0.625 8 1.175
4 04 0.625 8 0.975
0.6 0.625 8 0.775
8 0.8 0.625 8 0.575
10 1 0.625 8 0.375

Posteriormente, se preparoé las soluciones empleando muestras del jarabe
de 0.150 mL, junto con 0.625 mL de Folin 2Ny 8 mL de NaC05 10 % con un aforo

Elaboracién propia

de agua destilada a un volumen de 10 mL.

Tabla 2.11 Preparacion de la muestra en la determinacién de fenoles totales

Caddigo Muestra (mL) FOLIN 2N (mL) NaC0; 10 % (mL) H,0 (mL)
R1-1 0.150 0.625 8 1.075
R1-2 0.150 0.625 8 1.075
R1-3 0.150 0.625 8 1.075
R2-1 0.150 0.625 8 1.075
R2-2 0.150 0.625 8 1.075
R2-3 0.150 0.625 8 1.075

Luego se esperd 30 minutos para la toma de lecturas de las absorbancias

Elaboracién propia

a 765 nm. Se analizé 2 muestras del jarabe, cada una por triplicado.
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Figura 2.10 Curva Folin

2.8 Caracteristicas organolépticas

Se evalud las caracteristicas organolépticas a través de la percepcidon visual,
gustativa, olfativa y tacto. Para ello se escoge 1 mL del jarabe en una pipeta
pasteur o a través de en un matraz aforado, con un vidrio reloj y una espétula de

vidrio para la evaluacion de las respectivas pruebas.

Figura 2.11 Evaluacién de caracteristicas organolépticas
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Caracterizacién Fisicoquimica

A partir de la metodologia detallada en la seccién 2.3. Se determind la
densidad, viscosidad cinemética, viscosidad dinamica, pH e indice de refraccién.

Obteniendo los resultados que se detallan a continuacion.

Tabla 3.1 Resultados experimentales de la densidad del producto

Repeticiones
1 2 3
m,,: masa del picnémetro vacio [g] 14,2758 | 13,2045 | 14,2758
My, Masa del picnémetro con agua [g] 24,5528 | 23,8773 | 24,5525
m, ., 4: Masa del picnémetro con disolucion [g] 27,3197 | 26,7479 | 27,3140
Densidad [g] 1,2656 1,2653 1,2651

Elaboracién propia

Para la obtencion de la densidad relativa del producto, se emple6 el método
del picnémetro y se consider6 como base la densidad del agua a 25°C cuyo valor
es 0,99713 g/ mL (Vaxasoftware, 2014) dando finalmente un valor promedio de
1,2653 g/ mL demostrando que el producto es mas denso que el agua, siendo
este un parametro fisicoquimico a mantener dentro de un estudio de estabilidad

acelerada (Caldero Gutierrez, 2019).

Para la determinacién de la viscosidad del jarabe se empleé el método del

bafio de viscosidad, los resultados obtenidos se presentan en las tablas 3.2y 3.3



Tabla 3.2 Datos experimentales en el ensayo de viscosidad cinematica

Medicién (s) Promedio (s)
1 2 3
Temperatura 122,78 124,02
126,59 124,71 122,01
40°C
Temperatura 25,68 26,28
27,54 26,24 25,64
92°C

Elaboracién propia

Tabla 3.3 Resultados de la prueba de viscosidad cinematica

) FACTOR* _
Tiempo (s) Centistokes
[cSt/ s]
Temperatura 40°C 124,02 0,1023 12,69
Temperatura 92°C 26,28 0,1020 2,68
Temperatura 25°C - - 15.58

La viscosidad cinematica del expectorante tiene un valor de 15.58
centistokes a una temperatura de interpolacion de 25 °C. Considerando que la
gravedad especifica es un valor adimensional que corresponde al de su densidad,

es posible obtener su viscosidad dinamica, siendo este 19,7134 centipoise

(Deziel, 2018).

A continuacion, se presenta los resultados de la medicion del grado de

Elaboracién propia

acidez del jarabe, dando como resultados los valores adjuntos en la tabla 13.

Tabla 3.4 Resultados del pH del producto

N° de repeticiones PH
1 3,62

2 3,57

3 3,57
Promedio 3,59

Elaboracién propia
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El pH tiene un valor promedio de 3,59 el cual nos permite establecer que el
valor inicial de pH del jarabe es &cido. Es importante considerar que cada uno de
los extractos naturales empleados presentan un rango de pH de entre 4-6. Por
consiguiente, al mantenerse el valor del pH inicial del producto, los principios
activos presentes en el producto se mantienen en un medio acido, en ausencia de
crecimiento microbiano. (Charco Hidalgo, 2017). Es primordial que, dentro del
estudio de estabilidad, este pardmetro se mantenga pues si no ocurre, la
permisividad biolégica se ve afectada y por consiguiente, la estabilidad de los
principios activos se ven comprometidos reduciendo el tiempo de vida util del

producto (Palomo, 1999).

Finalmente, se obtuvo que el indice de refraccion de la muestra fue de
1,4401 valor que se ve reflejado a partir de los grados Brix que proporciona el
refractbmetro, dando un resultado de 59,8 % es decir, la presencia de azucares
presentes en el producto es aproximadamente 60%. Lo cual es un parametro de
caracterizacion para validar que las composiciones de azUcares del jarabe reflejan

lo expuesto en su ficha teorica.

3.2 Caracterizacién por cromatografia en capa fina

Las multiples pruebas realizadas fueron de aporte para el establecimiento
de solventes adecuados cuya polaridad permita el desplazamiento de los
componentes a identificar. La disolucién mas adecuada se dio entre la mezcla de
un solvente apolar, con un polar aprético, es decir, aquel que no puede formar
puentes de hidrégeno y simplemente sirven como medio de reaccion, siendo esta
la disolucion entre Tolueno- acetato de etilo y acido formico (Lopez et al., 2005).
En la tabla 3.5 se adjunta en detalle los aspectos mas representativos existentes
en la identificacion cualitativa de los extractos en la muestra, en el que se refleja

la relacion entre la distancia recorrida por el soluto y el eluyente.
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Tabla 3.5 Valores de Rf entre la muestra y los extractos identificados

Placa

Rf

M

Ma

Thy

Gr

VII

Rf1=0,78

Rf1=10,8

Xl

Rfl= 0,22
Rf2= 0,35
Rf3=0,7

Rfl= 0,26
Rf2= 0,34
Rf3= 0,69

XVII

Rfl1= 0,08
Rf2= 0,47
Rf3=0,50
Rf3=0,54

Rf1= 0,08
Rf2=0,51

Rfl = 0,47

XIX

Rfl= 0,36
Rf2= 0,44
Rf3= 0,50
Rf4= 0,55

Rfl=0,31
Rf2=0,41
Rf3= 0,54
Rf4= 0,55

Rf1= 0,33
Rf2= 0,44

Rf1 =0,35
Rf2 =0,44
Rf3 =0,49
Rf4 =0,78

Rf5= 0,63
Rf6= 0,66
Rf7=0,84

Elaboracién propia

La presencia del “Plantago lanceolata” (S) se obtuvo a través de la
experimentacion en la placa XIX pues los valores de Rf coincidieron en 0,55
siendo este un factor de similitud entre ambos contenidos. El extracto de “Althaea
officinalis L” se logré identificar a través de las placas Xl y XVIII pues a pesar de
ser dos disoluciones diferentes, presentan similitudes entre sus componentes, los
cuales se ven reflejados con un Rf de 0,08; 0,51 y 0,78. La similitud entre el
contenido de “hedera helix” (1) coincidié en la placa XIX con una relacion de Rf de
0,44. Mientras que el “thymus vulgaris” se evidencié como resultado de la placa
XIl'y XVIII pues con un Rf de 0,35 ; 0,47 y 0,7 se confirmo la presencia de
compuestos semejantes. Finalmente, se identificoO la presencia del “grindelia
robusta nutt” (Gr) a través de la placa XIX pues los valores de Rf coincidieron en
0,36; 0,44 y 0,50 confirmando la presencia de este extracto dentro del producto

final.

Debido a que el ensayo es de caracter cualitativo, no es posible confirmar

especificamente la presencia de cada uno de los principios activos, puesto que, a
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pesar de emplear disoluciones provenientes de estudios bibliograficos, los valores

de Rf cambian de acuerdo a las condiciones cromatograficas empleadas como el

tipo de adsorbente, disolvente, tamafio de cubeta, temperatura, entre otros
(Universitat D"Alacant, 2015).

3.3 Caracterizacion espectroscopica

3.3.1

3.3.2

Espectrofotometria infrarroja (IR)

Como resultado del IR (Anexo 5) se obtuvo una similitud del 88,78 %
con respecto al tolueno, mostrando graficamente los picos de absorbancia en
un numero de onda entre 3000 - 3100 cm-1 correspondientes a la presencia
de enlaces carbono-Hidrogeno con una hibridacion Sp2, mientras que entre
los 1500 - 1600 cm-1 se observan picos correspondientes a enlaces carbono-
carbono Sp2. Logrando identificar el compuesto mediante las bandas de
combinacion caracteristicas, las cuales en un rango de 1800 — 2000 se puede

establecer que son provenientes del Tolueno (Mondragon Cortez, 2015).

La lectura de la muestra del jarabe dio como resultado el solvente
empleado para la extraccion, pero no es posible establecer relaciones bajo

esta prueba de identificacion.

espectrofotometria ultravioleta-visible (UV)

Los resultados de la espectrofotometria ultravioleta- visible se muestran

en la figura 3.1 y se encuentran detallados desde el anexo 6 al 12.
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Absorbancia

Espectrofotometria UV-VIS
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Figura 3.1 Espectros combinados de absorbancia de todos los compuestos

Se esperaba en el espectro UV del jarabe un reflejo de los espectros
obtenidos para los extractos, sin embargo, en la figura 3.1 la sobreposicion de
todas las muestras indica que el jarabe tiene similitudes en el rango de
longitud de 190 hasta 290 y es diferente al de los extractos a partir de la

longitud de onda de 291 en adelante.

Todas las muestras analizadas mostraron un pico en la region de 207
y 214 ocurrido por la presencia de un grupo funcional en comun, de acuerdo
con datos registrados este se debe a la presencia de grupos esteres y
aldehidos que, de acuerdo con su complejidad dentro de la molécula puede

presentar variaciones cercanas en la longitud de onda.

Los picos de ondas restantes no caen en un rango cercado a un punto,
pero se sabe de antemano que la estructura molecular de los extractos es
muy parecida entre si. Lo que nos conduce a decir que existe otro grupo

funcional base para todos los extractos, pero con diferentes ramificaciones
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gue aportan energia y variacion de absorbancia en longitudes de ondas que
van desde los 270 a los 290 nm. Este grupo funcional seria el benceno y todas
las variaciones que se presenten en cada estructura, el pico de onda para el
benceno estd documentado en 255 nm y segun el espectro del jarabe tiene
un pico en 256 nm. Una razon que explicaria que el pico del jarabe no se
encuentre en el rango de los 270 y 290 nm podria ser por el efecto
hipsocrémico que ejerce la polaridad del disolvente al mover a la izquierda
(regién azul) los picos asociados a las transiciones n® p*, pero no hay que
olvidar el hecho de que los extractos se encuentran en una proporciéon
demasiado baja y lo que se podria estar mostrando en el espectro del jarabe
serian compuestos de tipo ciclico como la glucosa y sacarosa (Rodriguez
Aguilera & Ruiz Blanco, 2013).

3.4 Capacidad antioxidante

El jarabe contiene un 87.2% de capacidad antioxidante segun las pruebas
realizadas, es decir que se puede asegurar compuestos que otorguen esta
capacidad, como lo son el caso de los flavonoides y derivados flavonicos. Los
cinco extractos contienen estos compuestos en diferente proporcion debido a que
son sustancias comunes en plantas con actividad expectorantes antinflamatorias.
Conforme a la composicién del jarabe, el extracto que es mayoritario con una
composicion del 2% es el Althaea Officinalis, esta sustancia se constituye en su
mayoria por mucilagos que suelen aportar un 85% de capacidad antioxidante en
comparacion con sus otros beneficios, otros compuestos que presenta el Althaea
son los esteroles con una capacidad antioxidante del 15% (Liu et al., 2008).

El Plantago Lanceolata constituido principalmente por glucosidos iridoides no
aportan una actividad antioxidante, aunque también contienen muscilagos y
flavonoides lo que podria proporcionar en menor porcentaje esta actividad
terapéutica, no obstante, este extracto compensa su baja actividad antioxidante al
estar en mayor proporcion en el jarabe que el Thymol, Grindelia y Hedera (Lépez
Carreras et al., 2012).
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El Thymus Vulgaris se encuentra en un 0.8% de composicion y su aceite esencial
es el timol, éste no aporta actividad antioxidante pero las bajas cantidades de
taninos presentes en él general un pequefio porcentaje de inhibicion a radicales
libres (Cardenas Melgarejo et al., 2007).

El Grindelia Robusta no proporciona mucha actividad antioxidante debido al hecho
de que se compone mayoritariamente de acidos diterpénicos y su actividad
terapéutica esta mas relacionada a la irritacion e inflamacion.

Finalmente, el Hedera es el extracto que esta en menor proporcién pero es uno
de las sustancias que mas aporta a la actividad antioxidante debido a su

composicion de saponinas y flavonoides (VistaFarma, 2020).

Tabla 3.6 Resultados de capacidad antioxidante

Absorbancia % de inhibicion de radicales de
Muestras (ABS) DPPH
Blanco 2.908 -
R1-1 0.336 88.45
R1-2 0.330 88.65
R1-3 0.334 88.51
R2-1 0.414 85.76
R2-2 0.412 85.83
R2-3 0.408 85.97

3.5 Fenoles totales

Estudios de estabilidad en medicamentos naturales cuyo contenido de
principios activos se basa en la presencia de compuestos fendlicos, se centran en
la cuantificacién de los fenoles totales debido a que es posible tener una
valoracion significativa que permita la determinacion del tiempo de vida util
(Suérez et al., 2020).

A continuacién, se presenta los resultados de la experimentacién realizada.
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Tabla 3.7 Resultados de concentracion de fenoles totales

Cédigo Concentracién (mg HGA/L) Concentracion media
(mg HGAIL)
R1-1 8,701
R1-2 8,308 8,584
R1-3 8,743
R2-1 8,216
R2-2 8,590 8,384
R2-3 8,346

Elaboracién propia
Los resultados de la experimentacibn muestran que, por cada litro de
solucién, se tiene un rango de 8 mg de fenoles. Es de importancia resaltar que,
segun las fichas técnicas de cada uno de los 5 extractos, las sustancias activas
de las plantas presentan compuestos como timol, taninos, flavonoides, derivados
flavonicos y que los resultados de la concentracién de polifenoles nos confirman
la presencia de cada uno de ellos e involucra un grupo mucho mas grande que

los compuestos mencionados (Robalino & Guarderas, 2015).

3.6 Pruebas organolépticas

Tabla 3.8 Resultados de evaluacién de pruebas organolépticas

Organolépticos Descripcion Observaciones

Color Ambar claro No existen manchas ni

coloraciones extranas.

Olor Aroma fresco levemente mentolado, con | Presenta ligero aroma a sabia
un toque de miel agradable al sentido. seca.
Sabor Dulce al gusto, mentolado. Percepcién agradable.
Aspecto Totalmente homogéneo sin presencia de | Es pegajoso como la miel.
burbujas.

Elaboracién propia
En la tabla 3.6 se presenta la valoracion general del producto, es decir,

corresponde a las caracteristicas propias del jarabe, las cuales son de evaluacion
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3.7

en un estudio de estabilidad, puesto que nos proporciona informacion sobre la

calidad e inocuidad del producto (Gutiérrez, 2000).

Evaluacién econdmica

El mercado ecuatoriano de productos naturales en el Ecuador crece a nivel
nacional e internacional, esto ocurre debido al desarrollo en los niveles de
investigacion, innovacion y manufactura en laboratorios de medicina natural.
Segun el ARCSA son 86 los laboratorios farmacéuticos de productos naturales
procesados de uso medicinal que estan registrados en el pais hasta febrero del
2021 (Armijos, 2021).

Sin embargo, para las microempresas o medianas empresas puede
facilitarse el crecimiento empresarial a través de la importacién y exportacion de
sus productos, para ello es indispensable el optar por laboratorios de investigacion
cuyo informe permita cumplir con los lineamientos conforme las directrices
establecidas segun el anexo 2 del Informe 43 de la Serie de Informes Técnicos
No. 953 de la Organizacién Mundial de la Salud (ARCSA, 2017).

Del anexo 13 en adelante se presenta una cotizacion econémica por la
emision de un informe con los resultados de los ensayos descritos en este
documento a elaborar por un analista en los laboratorios de ciencias quimicas de
la ESPOL.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

A partir de las pruebas de laboratorio empleadas para la caracterizacion
fisicoguimica del jarabe natural, se delimité la densidad relativa siendo este un
valor de 1,2653 g/mL asi como la viscosidad dinamica a un valor de 19,7134
centipoise con un pH de 3,59 y un porcentaje de azucar del 60 %. Es de
importancia resaltar que en un estudio de estabilidad todos los pardmetros a
excepcion del indice de refraccion se convierten en parametros de monitoreo y
control. Por consiguiente, no deben de salir de las especificaciones técnicas del
producto. Mientras que, para el indice de refraccion, usualmente se lo emplea para

confirmar los niveles de azlcares segun la ficha técnica del producto.

Mediante las pruebas de caracterizacion cromatograficas se determind la
presencia de cada uno de los extractos, dentro del producto natural. Sin embargo,
al observarse diversidad de manchas en las placas analizadas, no es posible
afirmar que lo expuesto a través del ensayo sea proveniente de los principios

activos de cada extracto.

Las pruebas organolépticas sirven como variables de control, pues al mantenerse
dichos resultados, sirven de respaldo e indican la conservacion y degradabilidad

del producto final bajo un estudio de estabilidad.



La prueba de espectrofotometria infrarroja no proporciond un resultado deseado.
Mientras que el ensayo de espectrofotometria UV-VIS reflejé la presencia de
grupos esteres y aldehidos indicado por la aparicion de un pico en el espectro de
absorbancia correspondiente a las transiciones de los electrones en el rango de
longitud de onda de 207 y 214 causado por grupos alquenos y carbonilos, teniendo
en cuenta este rasgo se puede determinar que los extractos como el Plantago
Lanceolata, Althaea Officinalis y el Hedera Helix se encontraban presentes, una
coincidencia en el espectro del Thymus con el Plantago nos da la oportunidad de
incluir al extracto del Thymus Vulgaris como presente en el jarabe, la absorbancia
de la muestra en el rango de longitud de onda de 207 y 214 se manifiesta por
debajo de los extractos presenciados, este hecho es debido a la concentracién de
los mismos extractos en el jarabe, ya que sus composiciones no sobrepasan el

2%, de acuerdo con la formula del jarabe natural.

En las pruebas de capacidad antioxidante se determiné que los extractos que mas
aportan actividad antioxidante son el Althaea Officinalis, Plantago Lanceolata y el
Hedera Helix. Del 87.2% de actividad antioxidante concerniente al Jarabe, el
Althaea Officinalis predomina con mas del 50% por su alta presencia de mucilagos,
polifenoles y esteroles provocando una mayor inhibicion de radicales, con respecto
a el Hedera Helix y el Plantago Lanceolata tendrian una participacion
aproximadamente de un 35% esto debido a su composicién en el jarabe, entre los
compuestos que aportan inhibicién son las saponinas, flavonoides y mucilagos.
Finalmente, el porcentaje restante es lo que podria estar representando a los dos

extractos faltantes y otros compuestos provenientes de otros ingredientes.

Las pruebas de cuantificacion de fenoles totales dieron como resultado un
promedio de concentracion de 8,484 HGA/L cuyo parametro es de utilidad a
monitorear en un estudio de estabilidad, puesto que gran parte de los principios

activos de los extractos empleados en el medicamento contienen polifenoles.
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4.2 Recomendaciones

e Se recomienda hacer las pruebas fisicoquimicas a muestras de 3 diferentes lotes,
debido a que se obtendrian mayor cantidad de datos y disminuiria el error.
e Realizar el pretratamiento de la muestra del medicamento de tal forma que sea

posible eliminar la mayor cantidad de azlcares y componentes no deseados.

e Hacer una nueva separacion con la finalidad de eliminar los solventes empleados

en el pretratamiento de la muestra, antes de hacer la lectura en el infrarrojo.

e Se recomienda usar en las pruebas de cromatografia distintos reveladores, que
reemplacen los rayos ultravioletas y el quemado con acido sulfurico, puesto que
solo asi, es posible concluir que una determinada familia de compuestos (activos)

estan presentes en la muestra.
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Anexo 3 Pruebas de cromatografia correspondientes a las placas Xlll al XIX
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Anexo 4 Lectura del IR de la muestra del jarabe
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Anexo 5 Espectro de absorbancia del extracto de Grindelia Robusta
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Anexo 6 Espectro de absorbancia del extracto de Hedera Helix
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Anexo 7 Espectro de absorbancia del extracto de Althaea Officinalis
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Anexo 8 Espectro de absorbancia del extracto de Plantago Lanceolata
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Anexo 9 Espectro de absorbancia del extracto de Thymus Vulgaris
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Anexo 10 Primera dilucion de la muestra B) Segunda dilucion de la muestra
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Anexo 11 Espectro de absorbancia de la tercera dilucion de la muestra



ANALISTA (PAGO BASE $800)

ENSAYOS # Ensayos # Horas/ Ensayo #Horas $ Analista/Hora $ Analista
Densidad 3 1 1 $4,16 $4,16
Viscosidad cinematica 3 1 3 $4,16 $12,48
pH 3 1 1 $4,16 $4,16
indice de refraccion 3 1 1 $ 4,16 $ 4,16
Total 12 4 6 $4,16 $ 24,96
ENSAYOS Reactivos Cantidad Precio
Densidad - - -
Viscosidad cinemética Glicerina 1600 gr $10,00
pH - - -
indice de refraccion Etanol 3mL $0,0102
Total Total $10,01
$/consumo
Servicios basicos # Meses Consumo promedio promedio $ Total /mes | $/Hora
Agua (m3) 1 60 $0,48 $28,80 $0,06
Electricidad (kw/h) 1 1000 $ 0,083 $83,00 $0,17
Total $0,23
Unidades de Valor residual Monto
ENSAYOS Equipo Costo produccién (5% costo) depreciacion
Densidad Balanza analitica $ 984,50 1000 $49,23 $0,94
Viscosidad cinematica Barfio de Viscosidad $ 1.000,00 1000 $50,00 $0,95




pH PH metro $110,00 100 $5,50 $1,05
indice de refraccion Refractémetro $ 729,99 500 $36,50 $1,39
Total $ 2.824,49 2600 $ 141,22 $4,32
ENSAYOS Ensiyos #Horas $ Analista $ m3 Agua $ kWh Energia
Densidad 3 1 $4,16 $0,06 $0,17
Viscosidad cinematica 3 3 $12,48 $0,18 $0,52
pH 3 1 $4,16 $0,06 $0,17
indice de refraccion 3 1 $4,16 $0,06 $0,17
Total 12 6 $ 24,96 $0,36 $1,04
$ Depreciacion del equipo $ reactivo Costo Inversién Costo por anélisis Ganancias
$0,94 - $5,33 $20,00 $14,67
$0,95 $10,00 $24,13 $40,00 $15,87
$1,05 - $5,44 $10,00 $4,56
$1,39 $0,01 $5,79 $60,00 $54,21
$4,32 $10,01 $ 40,68 $ 130,00 $ 89,32

Anexo 12 Evaluacioén econdmica del costo por levantamiento de informe FQ del producto




ANALISTA (PAGO BASE $800)

ENSAYOS # Ensayos # Horas/ Ensayo #Horas $ Analista/Hora $ Analista
Cromatografia TLC 3 3 9 $4,16 $ 37,44
indice de refraccion 1 1 1 $ 4,16 $ 4,16
Espectroscopia ultravisible 1 1 1 $4,16 $4,16
Total 5 5 11 12,48 45,76
L Presentacion/ $
Descripcion Presentacién Cantidades Precio Unitario $ | Consumo consumo reactivo/practica
Tolueno 5L 1 449 15 mL 333,3333333 1,347
Acetato de etilo 500 mL 1 6 15,2 mL 32,89473684 0,1824
Acido formico 1L 1 7 2 mL 500 0,014
Etanol 250 mL 1 9,55 10 mL 25 0,382
Placas Silica Gel 1 caja 1 $30,00 3 placas 10 3
Agua destilada 1L 1 1 100 mL 10 0,1
Total 501,55 5,0254
Unidades Valor
de residual(5%
ENSAYOS Equipo Costo produccién costo) Monto depreciacién
TLC Rotavapor $ 35.990,00 1000 $1.799,50 $34,19
indice de refraccion Espectrofotémetro IR $ 9.000,00 1000 $450,00 $8,55
. - Espectrofotémetro de UV-
Espectroscopia Ultravisible | ~>" vis $4.000,00 500 $200,00 $7,60
Total $48.990,00| $ 2.500,00 $ 2.449,50 $50,34
ENSAYOS # Ensayos #Horas $ Analista $ m3 Agua $ kWh Energia
TLC 3 9 $ 37,44 $0,54 $1,56




Espectroscopia Infrarrojo 1 1 $4,16 $0,06 $0,17
Espectroscopia ultravisible 1 1 $4,16 $0,06 $0,17
Total 5 $ 45,76 $ 0,66 $1,90

$ Depreciacion del equipo $ reactivo /practica Costo Inversién Costo por analisis Ganancias
$34,19 $4,54 $ 78,27 $100,00 $21,73
$8,55 $0,10 $ 13,04 $60,00 $46,96
$7,60 $0,38 $12,37 $45,00 $32,63
$50,34 $5,03 $ 103,69 $205,00 $101,31

Anexo 13 Evaluacién econémica del costo por levantamiento de informe por cromatografia y espectrometria del producto




ANALISTA (PAGO BASE $800)

ENSAYOS # Ensayos # Horas/ Ensayo #Horas $ Analista/Hora $ Analista
Capacidad antioxidante 2 6 12 $4,16 $ 49,92
Fenoles totales 2 6 12 $4,16 $ 49,92
Total 4 12 24 $4,16 $99,84
Descripeion 3 . Precio Presentacion/ _ $ o
Presentacion Cantidades Unitario $ Consumo consumo reactivo/practica
Acido galico 97.5- 102.5 %
(valoracion) 100 g 1 164,62 10 mg 10000 0,016462
2,2-difenil-1-pricrilhidrazil 59 1 507,51 15,2 mg 328,94 1,54286496
Reactivo Folin-Ciocalteu 2N 500 mL 1 229,98 3,75 mL 133,33 1,724893122
Trolox 59 1 329,96 14,75 mg 338,98 0,973390761
Metanol 1L 1 $3,40 51,25 mL 19,51 0,174269605
Carbonato de sodio 10% 25 Kg 1 7,05 10g 2500 0,00282
Agua destilada 1L 1 1 206,33 mL 4,84 0,20661157
Total 1242,52 - - 4,641312019
Valor
Unidades de | residual(5% Monto
ENSAYOS Equipo Costo produccion costo) depreciacion
Capacidad
antioxidante | Balanza analitica Marca Startorius $ 984,50 500 $49,23 $1,87
Fenoles Espectrofotdmetro de UV-vis Genesys 10 S UV-Vis
totales spectrophotometer Marca Thermo Scientific $ 4.000,00 500 $200,00 $7,60
Total $9,47




ENSAYOS # Ensayos #Horas $ Analista | $ m3 Agua /Hora | $ kWh Energia/ Hora
Capacidad antioxidante 2 6 $49,92 $0,36 $1,04
Fenoles totales 2 6 $ 49,92 $0,36 $1,04
Total 4 12 99,84 0,72 2,075
$ Depreciacion del equipo $ reactivo /practica Costo Inversion Costo por anélisis Ganancias

$1,87 $2,69 $ 55,88 $94,00 $38,12

$7,60 $1,95 $ 60,87 $94,00 $33,13

9,47055 4,641312019 $ 116,75 $ 188,00 $ 71,25

Anexo 14 Evaluacion econémica del costo por levantamiento de informe por ensayo de capacidad antioxidante y fenoles totales

Precio de
Tipo de ensayo Inversién venta Ganancia
FQ $40,68 130 89,315044
Espectroscépico $25,42 105 79,5821667
Cromatogréfico $78,27 100 21,72985
Fenoles totales y antioxidantes $116,75 188 71,253138
Total $261,12 $523,00 $261,88

Anexo 15 Evaluacién econdmica del costo total por ensayo en los laboratorios de la facultad de ciencias quimicas en Espol.
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