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Resumen

El proceso productivo de las soluciones concentradas de propóleos en el Centro de 
Inmunología y Biopreparados, ha sido una tarea esencial desde el 2010; por consi-
guiente, el objetivo fundamental de este trabajo es mostrar cómo se han compor-
tado los parámetros de calidad de los lotes de estas soluciones desde el 2010 al 2013, 
teniendo en cuenta los elementos de innovación tecnológica desarrollados. Se anali-
zaron los requisitos de conformidad de las soluciones concentradas de propóleos, 
según los registros de control de la calidad para este producto. El procesamiento 
estadístico se realizó de forma automatizada con el programa estadístico Medcal. Las 
propiedades organolépticas de estas soluciones respondieron de forma positiva y las 
concentraciones de sólidos totales fueron superiores al 24%. Es importante señalar 
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que en los lotes obtenidos en 2012 y 2013, se logró un agotamiento significativo de 
la materia prima, debido a la introducción de cambios tecnológicos en el proceso; 
aspecto este que no afectó la calidad del producto, ya que los sólidos totales están por 
encima del 16% establecido en el Sistema de Gestión de Calidad del Centro, corro-
borándose los mismos con el análisis estadístico realizado. Se obtuvo un producto 
conforme y con calidad, lográndose una mejor recuperación de los principios activos 
de estas soluciones.

Palabras clave: propóleos, solución concentrada de propóleos, parámetros de calidad, 
sólidos totales, proceso de elaboración, innovación tecnológica.

Summary

Results of the production process of the concentrated solution of 
propolis 2010-2013. Impact of technological innovation

The production process of Propolis Concentrated Solutions Center for Immunology 
and Biologicals, has been an essential task since 2010, so we have performed show 
how the parameters of quality of batches of these solutions from 2010 to 2013, is the 
main objective of this work taking into account the factors of technological innova-
tion developed. Compliance requirements of Propolis Concentrated solutions were 
analyzed according to the records of Quality Control for this product. The statis-
tical processing was performed automatically using the statistical program Medcal. 
The organoleptic properties of these solutions responded positively and total solids 
concentrations were higher than 24%, it is important to note that the lots obtained 
in 2012 and 2013, a significant depletion of the raw material was obtained, due to 
the introduction of technological changes in the process, appearance is not affected 
the quality of the product and the total solids are above the 16% set in the quality 
Management System of the center, corroborating them with statistical analysis. 
Conforming product quality and achieving a better recovery of the active ingredi-
ents of these solutions were obtained.

Key words: Propolis, propolis concentrated solutions, quality parameters, total 
solids, process development, technological innovation.
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Introducción

El propóleos es un producto natural, resinoso de color rojo o amarillo verdoso, reco-
gido por las abejas Apis mellifera, a partir de distintas fuentes vegetales. El propóleos 
es ampliamente utilizado en alimentos y bebidas, ya que mejora la salud humana. En 
este producto se encuentran más de 160 componentes identificados, constituyendo los 
compuestos fenólicos más del 50% de su peso total. La composición química y propie-
dades beneficiosas de propóleos varían mucho dependiendo de las áreas fitogeográficas, 
el tiempo de colecta, de temporada y la fuente botánica [1-5].

En los extractos de propóleos, el mínimo de materia seca permitida son 10 gramos cada 
100 mililitros, mientras que de compuestos fenólicos y de flavonoides es de 0,25 gramos 
en 100 gramos. El máximo de cera permitido es de 2 gramos por 100 mililitros [6, 7].

Los propóleos exhiben un amplio espectro de propiedades, tales como antimicro-
bianos, antifúngica, antipsoriásico, analgésico, antioxidantes, antiinflamatorio, 
inmunomodulador, antitumoral, antiulceroso, hepatoprotector y presenta acciones 
neuroprotectoras [1, 8-16].

En un documento reciente, se realizó un estudio de optimización de las etapas de pro-
ceso de extracción, para la obtención de soluciones concentradas de propóleos (SCP), 
donde se demostró la factibilidad del mismo, gracias a los valores de los sólidos totales, 
volúmenes y rendimientos obtenidos [17].

Estudios realizados en Colombia con métodos similares de obtención de extractos 
secos de propóleos, a través de una maceración por 30 días, utilizando como solventes 
etanol al 70% y 90%, se obtuvieron sólidos solubles similares a lo reportado por las 
normas brasilera, japonesa y argentina con un 11%, 10% y 8%, respectivamente; resul-
tados estos que están asociados fundamentalmente con el origen fitogeográfico, donde 
se desarrolló el propóleos utilizado [18, 19].

Como objetivo general de esta investigación, se expuso el comportamiento de los pará-
metros de calidad (propiedades organolépticas y sólidos totales) de las SCP, según lo 
establecido en el Sistema de Gestión de la Calidad (SGC) del Centro de Inmunología 
y Biopreparados de Holguín (CIBHO), en el período 2010-2013, teniendo en cuenta 
los cambios en el proceso de obtención del producto. 
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Materiales y métodos

Teniendo en cuenta el objetivo trazado, se revisó la documentación registrada en el 
SGC de la entidad; para ello se analizaron los expedientes de cada uno de los lotes de la 
SCP elaborados desde el 2010 hasta el 2013.

Los parámetros de calidad a tener en cuenta para este estudio, se encuentran definidos 
en el procedimiento de Análisis físico-químico de propóleos, y la especificación: Solu-
ción alcohólica concentrada de propóleos del CIBHO.

Desde el punto de vista estadístico, se hizo un test de comparación de medias a las varia-
bles sólidos totales de todos los lotes producidos, como variable fundamental del estu-
dio realizado antes del proceso de innovación y posterior al mismo, utilizando como 
herramienta el Software estadístico Medcal.

Resultados y discusión

Las SCP son obtenidas por diferentes técnicas de extracción. La tabla 1 muestra los 
valores de los parámetros de calidad de las SCP producidas en el 2010 y 2011 por la 
técnica de maceración con dos extracciones y un proceso de filtración y las producidas 
del 2012 al 2013 incorporando un tercer paso de extracción, un paso de incubación a 
temperatura controlada y una filtración a 4 ºC, que representan la innovación tecno-
lógica del proceso productivo de la SCP. Para la identificación de los lotes de SCP, se 
empleó la denominación de lotes establecida en el SGC de la entidad. 

Al analizar las propiedades organolépticas se observan que todas se corresponden con 
la especificación del SGC implantado en el CIBHO, obteniéndose un líquido sin 
sedimentos, de color pardo rojizo oscuro, de olor resinoso, alcohólico y sabor amargo, 
para los lotes elaborados desde el 2010 hasta el 2013, lo que ratifica que la calidad del 
producto final cumple con la conformidad establecida y se mantuvo esta característica 
para el producto obtenido por el método tradicional y por el cambio propuesto. Sin 
embargo, en los lotes producidos con el cambio se observó una SCP más traslúcida y 
sin la presencia de cera. 

Los sólidos totales de todos los lotes de SCP realizados cumplen con las especificacio-
nes del SGC. Sin embargo, las producciones efectuadas en el 2010 y 2011, utilizando el 
proceso de extracción sin modificaciones tecnológicas, presentaron valores superiores a 
los lotes obtenidos en el 2012 y 2013 con la modificación. 
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Tabla 1. Parámetros de calidad de las SCP elaboradas desde 2010 hasta 2013.

Lotes de SCP Propiedades
organolépticas

Porcentaje de  
sólidos totales Decisión final

2010

F 100001 Responde 30,80% Conforme

F 100002 Responde 36,50% Conforme

F 100003 Responde 31,00% Conforme

Media - 32,76% -

2011

F 110001 Responde 35,00% Conforme

F 110002 Responde 35,80% Conforme

F 110003 Responde 33,20% Conforme

Promedio - 34,66% -

2012

F 120001 Responde 31,30% Conforme

F 120002 Responde 30,50% Conforme

F 120003 Responde 34,10% Conforme

F 120004 Responde 29,40% Conforme

F 120005 Responde 26,90% Conforme

Promedio - 30,44% -

2013

F 130001 Responde 24,00% Conforme

F 130002 Responde 24,00% Conforme

F 130003 Responde 23,00% Conforme

F 130004 Responde 26,00% Conforme

F 130005 Responde 25,55% Conforme

F 130006 Responde 26,00% Conforme

F 130007 Responde 23,20% Conforme

F 130008 Responde 21,80% Conforme

F 130009 Responde 25,05% Conforme

Promedio - 24,72% -

Se debe señalar que esta disminución en los sólidos totales no implica que el pro-
ducto obtenido disminuya su calidad, sino que representa que durante el proceso de  
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extracción, se agotó la materia bruta del propóleos para obtener un mayor rendimiento 
de principios activos, ya que estas SCP son destinadas a la elaboración de tinturas 
alcohólicas de 5% y 15%, requisito esencial para la obtención de estas producciones 
en los porcentajes indicados anteriormente. 

Estos resultados se demostraron al realizar una comparación de las medias obtenidas 
para los sólidos totales entre los diferentes años. Se evidencia que existen diferencias 
significativas para un 95% de confianza al comparar los lotes correspondientes entre 
2010 y 2013 y 2011 y 2012 (véanse anexos 1 y 2). 

Sin embargo, al comparar las medias de los lotes de SCP del 2012 y 2013, obtenidas 
por el mismo método de extracción, existen diferencias mínimas y esto puede estar 
determinado por la calidad de la materia prima para la elaboración del producto, donde 
desempeñan un papel primordial los técnicos de control de la calidad en el proceso de 
inspección (véase anexo 3).

Si se comparan los resultados de este estudio con las normas internacionales y naciona-
les, se puede apreciar que aún se puede perfeccionar el proceso de elaboración de estas 
SCP introduciendo nuevos elementos a la innovación tecnológica, ya que los sólidos 
totales obtenidos en este trabajo, todavía son muy superiores al 11% establecido por 
estas normativas, aunque no se descarta la influencia de las características fitogeográfi-
cas y la época de recolección de la materia prima de propóleos. 

Estos análisis corroboran que se pueden seguir ensayando otras variantes de obtención 
de SCP, con la finalidad de agotar aún más los principios activos presentes en la materia 
prima de propóleos; en el caso particular de la entidad, significaría disminuir el valor 
establecido en los requisitos de calidad del producto (≥ 16%). 

Este trabajo clasifica como una innovación de proceso, debido a la introducción de un 
cambio tecnológico en la producción de la solución alcohólica concentrada de propó-
leos, que ha permitido mejorar su productividad, eficiencia y calidad.

Conclusiones

Se logró exponer la variación de los parámetros de calidad de las soluciones concentradas 
de propóleos obtenidas desde el 2010 hasta el 2013, producto de los cambios tecnoló-
gicos en el proceso productivo. Los cambios tecnológicos propuestos influyen positiva-
mente en los parámetros de calidad de las soluciones concentradas de propóleos.
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Anexos

Anexo 1. Comparación de las medias aritméticas entre los lotes obtenidos en el 2010 y 2013. 

Comparación de las medias aritméticas de los sólidos totales obtenidos de SCP 
(2010/2013)

Diferencia (Df ) 8,48

Porcentaje de confianza 95%

t 6,510

P 0,0001

Nota: El valor calculado (Df ) es mayor que el tabulado; por tanto, hay diferencia significativa para un 95% de confianza.

Anexo 2. Comparación de las medias aritméticas entre los lotes obtenidos entre 2011 y 2012.

Comparación de las medias aritméticas de los sólidos totales obtenidos de SCP 
(2011/2012)

Diferencia (Df ) 4,00

Porcentaje de confianza 95%

t 2,402

P 0,0532

Nota: El valor calculado (Df ) es mayor que el tabulado; por consiguiente, hay diferencia significativa para un 95% de con-

fianza.

Anexo 3. Comparación de las medias aritméticas entre los lotes obtenidos en el 2012 y 2013. 

Comparación de las medias aritméticas de los sólidos totales obtenidos de SCP 
(2012/2013)

Diferencia (Df ) 5,72

Porcentaje de confianza 95%

t 5,312

P 0,0002

Nota: El valor calculado (Df ) es mayor que el tabulado; por tanto, hay diferencia significativa para un 95% de confianza.
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Resumo

A oxidação eletrocatalítica de paracetamol, acompanhada ou não pela eletropolime-
rização do próprio, sobre poli(azul da anilina) foi descrita matematicamente (usando 
a teoria de estabilidade linear e análise de bifurcações). Para o comportamento do 
composto foi sugerido o mecanismo que concorda com os dados experimentais e 
com os cálculos teóricos. Foi investigada também a dependência do desempenho do 
polímero e do comportamento do composto do pH. 

Palavras-chave: paracetamol, poli(anilina azul), eletropolimerização, oscilações, 
estado estacionário estável.
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Summary

Paracetamol behavior during the electrocatalytic oxidation of poly 
(aniline blue) and its mathematical description

The electrocatalytic paracetamol oxidation over poly(aniline blue), accompanied 
or not by its electropolymerization, has been described mathematically (using the 
linear stability theory and bifurcation analysis). For the compound´s behavior a 
mechanism, according with the experimental data and theoretical calculations, 
has been suggested. Also the pH-dependence of the work of the polymer and the 
compound´s behavior has been investigated.

Keywords: paracetamol, polu(aniline blue), electropolymerization, oscillations, 
stable steady-state 

Introdução

Paracetamol (acetaminofeno ou N-acetil-p-aminofenol) é uma fenolamida acilada, 
introduzida por primeira vez por Von Mering em 1893, como um fármaco analgético 
efetivo para adultos e crianças. [1-2]. A sua ação no organismo consiste na inibição 
da síntese de prostaglandina no sistema nervoso central, o que tranquiliza o centro de 
calor e febre. No entanto, tem vários efeitos colaterais e o seu excesso no organismo 
pode causar a intoxicação do fígado e até a morte [3]. Por isso, o desenvolvimento de 
um método exato, preciso e sensível da análise das suas concentrações permanece sendo 
uma tarefa atual [4-7]. 

Além disso, tendo na sua composição uma hidroxila fenólica e um grupo imina (embora 
acilada), é um composto eletroquimicamente ativo [8-11], o que levou ao desenvol-
vimento dos procedimentos eletroanalíticos da sua detecção, Vale a pena mencionar 
também que paracetamol é um composto polimerizável [12-13], o que torna o seu 
comportamento eletroquímico ainda mais interessante do ponto de vista da obtenção 
de polímeros condutores (PC) com atividade biológica. 

Por outro lado, azul da anilina (também chamada de azul da China e azul solúvel) é um 
corante aniônico, baseado em trifenilmetano, capaz da transferência intermolecular de 
carga [14]. Ele também pode ser indicador do pH. 

O que dificulta a tarefa é o problema da detecção de um mecanismo mais provável da 
eletrooxidação de paracetamol (acompanhada ou não pela eletropolimerização), sobre 
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poli(azul da anilina) ou outro polímero condutor. No trabalho [15] o comportamento 
eletroquímico de paracetamol sobre poli (azul da anilina) foi descrito experimental-
mente por meio dos métodos diferentes. Neste trabalho, continua-se a investigação da 
eletrooxidação do fármaco, sugerindo-se o mecanismo e acrescentando-se os cálculos 
teóricos, baseados no desenvolvimento e análise de um modelo matemático, capaz de 
descrever adequadamente os processos neste sistema. Esta modelagem, além de forne-
cer um mecanismo mais provável, não baseado apenas em deduções fenomenológicas, 
também dá a possibilidade de comparar o comportamento deste sistema com o dos 
semelhantes e, segundo o terceiro teorema de semelhança, descreve não só um sistema 
concreto, mas também os semelhantes. 

Antes, foram feitas várias tentativas de descrever matematicamente os sistemas do des-
empenho de sensores e biossensores, baseados em polímeros condutores [17-27], ferro-
ceno [28, 29], dióxido de titânio e nanopartículas do óxido de cobre (II) [30], bem 
como a eletrossíntese de polímeros condutores em condições diversas [31-41]. Este 
estudo, continuando a pesquisa, descrita nos trabalhos [15-42], aborda (na seção II), 
pela primeira vez, um sistema do comportamento eletroquímico de um sensor de um 
analito eletropolimerizável, o que é muito importante não só no contexto eletroanalí-
tico de polímeros condutores, mas também no contexto da sua eletrossíntese. Na seção 
(I) será descrita a aplicação para o caso particular do sistema Paracetamol – Poli(azul da 
anilina) o modelo geral, descrito nos trabalhos [31-41]. 

Seção i. O desempenho eletroanalítico da poli(azul 
da anilina) na eletrooxidação de paracetamol, não 

acompanhada pela eletropolimerização 

O comportamento químico e eletroquímico de paracetamol neste sistema depende do 
pH, haja vista a sensibilidade de ambos os compostos (paracetamol e polímero) contra 
os ataques protônicos e pode ser descrito mais ou menos de seguinte forma:

A oxidação que leva à aparição do polímero tem um mecanismo diferente eserá descrita 
na seção (II).

Este mecanismo é um dos exemplos particulares do mecanismo geral que matematica-
mente já é descrito nos trabalhos [16-30]. Nesta seção, explicar-se-á o funcionamento 
dos modelos mencionados para este caso particular. 
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NH

OH O

+PC(norm.) +PC(Prot.)

O O

N

H3C H3C
	 (1)

PC (Prot) – ne-→ PC (Norm.)  + nH+	 (2)

Como o desempenho eletroanalítico do PC, bem como o comportamento de paraceta-
mol, depende do pH, introduzir-se-ão, nesta seção, as três variáveis: 

•	 c – a concentração de paracetamol na camada pré-superficial; 

•	  – o grau de recobrimento da superfície pela forma protonada do PC;

•	 h – a concentração dos prótons na camada pré-superficial.

Como nos artigos anteriores, a fim de simplificar a modelagem, supõe-se que o reator 
esteja agitando-se intensamente (para menosprezar o fluxo de convecção), que o eletró-
lito de suporte esteja em excesso (para menosprezar o fluxo de migração) e que o per-
fil concentracional na camada pré-superficial seja linear, sendo a espessura da camada 
constante e igual a δ. 

O paracetamol entra na camada pré-superficial por meio da sua difusão, é oxidado pelo 
polímero condutor e reage com os prótons. Posto assim, a sua equação de balanço des-
crever-se-á como: 

dc
dt

c c r H=
δ
∆
δ

− −
2

0 1 1( ) +






 	 (3)

Sendo Δ o seu coeficiente de difusão, c0 a concentração de paracetamol no interior da 
solução, r1 a velocidade da reação (1). 
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O polímero condutor é protonado na reação (1) e a forma protonada é oxidada na 
reação (2), voltando o polímero para a forma inicial e liberando os prótons. Ele tam-
bém pode ser protonado pelos prótons, presentes na solução. Destarte, a sua equação 
de balanço será descrita como: 

d
dt G

r H rθ
= −

1
1 2 2+( ) 	 (4)

Sendo G a concentração máxima do polímero da azul da China na superfície, r2, a velo-
cidade da reação (2) e H2 a velocidade da reação da protonação direta da poli(azul da 
anilina). 

Os prótons entram na camada pré-superficial por meio da sua difusão, e a sua concen-
tração também aumenta durante a reação (2). A concentração dos prótons se diminui 
durante a protonação do analito e do polímero condutor. Assim sendo, a sua equação 
de balanço, neste sistema será descrita como: 

dh
dt

D h h r H H=
δ δ

− − −
2

0 2 1 2( )+






 	 (5)

Sendo D o coeficiente de difusão dos prótons, h0 a concentração dos prótons no inte-
rior da solução. 

As velocidades das reações podem ser descritas como: 

r k c r k zF
RT1 1 2 2

01= −θ = θ
ϕ( )







exp

H k hcH k hH H1 1 2 2 1= = −θ( ) 					     (6-9)

Sendo os parâmetros k as velocidades-padrão das respectivas reações, z o número de 
elétrons transferidos, F=NA*e – o número de Faraday, φ0 o salto do potencial na dupla 
camada elétrica (DCE), relativo ao da carga zero, R a constante universal de gases e T 
a temperatura absoluta. 

Resultados e discussão (seção i)

A fim de investigar matematicamente o comportamento eletroquímico e eletroa-
nalítico do sistema paracetamol – poli(azul da anilina), analisamos o conjunto das 
equações diferenciais (3-5) por meio da teoria de estabilidade linear. A matriz fun-
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cional de Jacobi, cujos elementos são calculados para o estado estacionário, pode ser 
descrita como: 

a a a
a a a
a a a

11 12 13

21 22 23

31 32 33













	 (10)

Sendo

a k k h a k c a k cH H11 1 1 12 1 13 1
2

1
2 2

= ( )






 = ( ) = ( )

δ
−
∆
δ
− −θ −

δ δ
−  

a
G

k21 1
1

1= ( )( )− −θ  

a
G

k c k h k zF
RT

Wk zF
RTH22 1 2 2

0
2

01
=
















− − −
ϕ

∗ θ
ϕ

exp exp 








 

a
G

k23 1
1

1= ( )( )− −θ  

a k hH31 1
2

= ( )
δ
−  

a k h k zF
RT

Wk zF
RTH32 2 2

0
2

02
=















δ

−
ϕ

∗ θ
ϕ

−exp  exp kk hH 2









 	

a D k h k cH H33 2 1
2

1= ( )






δ

−
δ
− −θ − 	 (11-19)

A instabilidade oscilatória pode ser realizada, neste sistema, nas condições da bifur-
cação de Hopf, para cuja satisfação é preciso (não sendo bastante) que na diagonal prin-
cipal da matriz haja elementos positivos. O único elemento dela, capaz de sê-lo, é a22, 
no caso da negatividade do parâmetro W, que descreve as influências fortes da reação 
eletroquímica na DCE. Esta causa do comportamento oscilatório é geral para todos os 
sistemas análogos [16-30]. 

A estabilidade de estado estacionário. Para simplificar a análise de Jacobiano, vamos 
introduzir as novas variáveis de modo que o seu determinante se reescreva como: 
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2

2

1 1 2

1

2

1

1 1 2

1 2

1

2

2 1

δ

−κ −Λ −Λ

Λ

−Λ

Φ

−Φ −ξ −Φ

ξ −Φ −κ − −
G

X
X
X X

=     
   

    

22

	 (20)

Abrindo os parênteses, ver-se-á que a estabilidade do estado estacionário nesta reação 
é regida pela difusão do analito e dos prótons (altos valores dos parâmetros k, bem 
como pela saída mais rápida dos prótons da camada pré-superficial que a do monômero 
(Λ2>Λ1 ou ), 

        
Φ

ξ −Φ −κ − −
>
ξ −Φ

Φ

−κ − −1

1 2

1

2 1 2

1 2

1

2 1 2

1

X
X X

X X
X

o que também está ligado à pior sensibilidade do sensor no meio fortemente ácido 
(junto com a difusão mais rápida dos prótons que do analito). Neste caso, a região de 
estabilidade de estado estacionário (e da sensitividade do sensor e da manutenção da 
reação) é mais vasta que no caso do trabalho [42].

A condição de estabilidade do estado estacionário obter-se-á, resolvendo-se a inequação, 
saliente do critério de Routh e Hurwitz (Det J<0), relativamente, por exemplo, ao 
parâmetro da difusão do analito κ1. Sob a forma de: 

κ >−Λ −Λ −1 1 2 Z 	 (21),

em que 

Z
X X k X X X X X X

k
=

+ + +( )+ + + +( )Λ ξ − Φ Φ Φ Φ Λ Φ Φ ξ Φ

Φ
1 1 1 1 2 2 2 1 1 2 1 1 2 1 1 1 1 1 2 1

1 2++ + + + + + +ξ Φ Φ ξ Φ Φ Φ1 2 2 2 1 1 1 1 1 2 2 1 2 22k k X X X X X 	

Esta condição não se satisfaz no caso da negatividade de ξ1, o que descreve as influên-
cias do processo eletroquímico na DCE, e no caso do valor negativo do coeficiente, 
adjacente ao parâmetro 1, o que descreve o fator da influência do possível excesso dos 
prótons. Neste valor marginal, correspondente ao limite de estabilidade de estado esta-
cionário, acontece a bifurcação estática (ou bifurcação de sela e nó), correspondente à 
instabilidade monotônica, cuja condição, para este sistema é: 

κ =>−Λ −Λ −Ζ1 1 2 	 (22)

Meio básico. Como observamos anteriormente, o meio ácido faz o sensor menos sensí-
vel, haja vista a atividade dos prótons, pior impacto à estabilidade de estado estacionário 
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e a difusão mais rápida. Formar-se-ia, assim, a conclusão de que o pH alto favoreceria o 
desempenho eletroanalítico e eletrocatalítico do polímero condutor. No entanto, nos 
baixos valores do pOH as bases também são ativas (participando da dopagem do polí-
mero condutor pela hidroxila, que altera a sua condutividade, reação com a hidroxila 
fenólica do analito, etc). 

Sem embargo, como a base participa de menor número de reações com os componen-
tes deste sistema, a curva “pico do parâmetro eletroquímico – pH” deve ter seu máximo 
no pH=pOH=7, ou seja, no meio neutro. 

Autocatálise. Se, em vez de paracetamol, no sistema houver outro analito, cuja oxidação 
é autocatalítica, far-se-ão as observações, descritas em [16-30], sendo a autocatálise 
mais uma causa do comportamento oscilatório. 

A presença das substâncias interferentes. O fator da presença das substâncias interferen-
tes ao processo foi abordado no trabalho [17] e as suas observações continuarão vigen-
tes para este caso. 

Conclusões (seção i)

1)	 O mecanismo do desempenho da poli (azul da anilina) inclui a formação da forma 
quinônica, aliás, quinonimínica do analito e de fato a transferência dos prótons da 
molécula do paracetamol para o polímero condutor com a sua seguinte oxidação. 

2)	 No meio fortemente ácido a protonação do polímero também pode ser realizada 
pelos prótons da solução. 

3)	 A estabilidade do estado estacionário estável (e, em consequência, a reação) é 
controlada pela difusão do analito, e, no meio fortemente ácido, dos prótons. No 
meio fortemente ácido a velocidade sumária das reações dos prótons na camada 
pré-superficial deve ser menor que a do analito. 

4)	 A instabilidade oscilatória para este sistema pode ocorrer, sendo causada pelas 
influências do processo eletroquímico na DCE.
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5)	 A instabilidade monotônica tem a mesma causa, mas ocorre no ponto marginal 
do estado estacionário. 

Seção ii. Oxidação normal, acompanhada pela 
eletropolimerização

Sendo substituída por um grupo ativador (-OH) e outro apassivador (-NHCOCH3), 
a molécula do paracetamol é polimerizável, sendo que o seu potencial de polimerização 
deve ser semelhante ao do benzeno. 

A eletropolimerização se realiza conforme o mecanismo, análogo ao de Díaz[43-49], 
sendo que as unidades monoméricas se ligarão nas posições 2 e 6 (haja vista a orientação 
“concordante” da substituição eletrofílica), ou através do átomo de oxigênio fenólico. 
A eletropolimerização, neste caso, é precedida pela adsorção do monômero. 

No caso da eletrooxidação de paracetamol sobre poli (azul da anilina), acompanhada 
pela sua eletropolimerização em meio neutro, introduzem-se as seguintes variáveis: 

c – a concentração de paracetamol na camada pré-superficial;

* - o grau de recobrimento do paracetamol na superfície do polímero condutor; 

 – o grau do recobrimento da forma protonada da poli(azul da anilina),

supondo o suposto na seção I.  Também supomos que a oxidação (1) do paracetamol 
acontece de forma mais efetiva na superfície que na solução. 

O paracetamol entra na camada pré-superficial por meio da sua difusão, bem como por 
meio da dessorção. Sai da camada por meio da sua adsorção. Assim sendo, a sua equação 
de balanço será descrita como: 

dc
dt

c c r r= ( ) +








2
0 1 1δ

∆
δ

− − − 	 (23)

Sendo r1 e r–1 as velocidades de adsorção e dessorção do analito-monômero. 

O analito (e monômero ao mesmo tempo) entra na superfície polimérica por meio da 
adsorção, saindo dela por meio da dessorção. Ele é oxidado formando composto quinô-
nico (1) e polimerizado. Posto assim, a sua equação de balanço descrever-se-á como: 

d
dt G

r r r rθ∗
− − −−= ( )1

1 1 2 3 	 (24)
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Sendo r3 a velocidade da eletropolimerização. 

A forma protonada da poli(azul da China) aparece na superfície no processo da oxi-
dação de paracetamol, bem como na sua polimerização (pois os prótons, subprodu-
tos da eletropolimerização, entram na matriz do polímero do corante). Oxidando-se o 
polímero volta ao estado inicial. Destarte, a sua equação de balanço será 

d
dt G

r r rθ
−= +( )1

2 3 4 	 (25)

sendo r4 a velocidade da eletrooxidação da forma protonada do polímero. 

As velocidades dos respectivos processos podem ser descritas como: 

r k a c1 1 1= ( )( ) ( )exp θ∗ −θ∗ 	 (26)

r k a1 1= ( )exp − θ∗ θ∗ 	 (27)

r k2 2= ( )θ∗ 1−θ 	 (28)

v k z F
RT3 3

1
0= ( )







θ∗ 1−θ φexp 	 (29) 

r k z F
RT4 4

1 0
0=







θ

ϕ
φexp 	 (30)

Resultados e discussão (seção ii)

Usando, para o sistema de equações (23-25) o procedimento, anteriormente descrito e 
introduzindo as novas variáveis, para simplificar a análise de Jacobiano, obtê-lo-emos 
sob a forma de: 
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0

0

1 2

1

1

1

1 2

2

1

1 2

δ

− −Ω

Ω

Σ

−Σ −Σ

Σ

Θ

Θ −Θ
GG

k
    	 (31)
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O comportamento oscilatório para este sistema, bem como para todos os sistemas com 
a eletropolimerização e com o desempenho eletroanalítico de polímeros condutores é 
possível (experimentalmente foi observado em [46-49], sendo causado pela interação 
atrativa entre partículas adsorvidas de paracetamol (positividade do elemento 1, 
através da positividade do parâmetro da interação a1) e pelas influências dos proces-
sos eletroquímicos (eletropolimerização e eletrooxidação) na DCE (positividade de  
2 e de 2). 

A estabilidade do estado estacionário: Introduzindo, segundo o critério de Routh e 
Hurwitz, a inequação Det J<0 e abrindo os colchetes, vê-se que, no caso da interação 
repelente entre as partículas adsorvidas e ausência das influências das reações eletro-
químicas na DCE (positividade de 1, 2 e 2), introduz-se o estado estacionário 
estável, regulado, neste caso, pela difusão do paracetamol.  A condição de estabilidade 
do estado estacionário (sendo a inequação resolvida relativamente ao parâmetro de 
difusão κ), descrever-se-á como: 

− <
ΩΣ Θ

Σ Θ Σ Θ Σ Θ
k 1 2 2

1 1 1 2 2 2+ +
	 (32)

Satisfazendo-se os requisitos mencionados, a condição (32) se satisfaz sempre, o que 
define a instalação rápida e duradoura do estado estacionário estável. Na margem de 
estabilidade, como no caso anterior, realiza-se a instabilidade monotônica. 

A eletropolimerização não é favorável para fins eletroanalíticos. Sem embargo, as con-
dições da sua realização com impacto grande, são para mais além do potencial de tra-
balho e(ou) dos valores concentracionais do sensor. 

Conclusões (seção ii)

1)	 O comportamento do sistema com a eletrooxidação catalítica do paracetamol, 
acompanhado pela sua eletropolimerização, tende à formação do estado estacio-
nário estável, controlado pela difusão e garantido pela interação repelente das 
partículas adsorvidas e pela ausência das influências na dupla camada elétrica. 

2)	 As estruturas dissipativas temporais para este sistema, bem como para os semel-
hantes, existem, sendo mantidas pela difusão do monômero e formação do polí-
mero. As causas do comportamento oscilatório são análogas às doutros casos da 
eletropolimerização e desempenho eletroanalítico de polímeros condutores. 
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Summary

Fungal infections currently remain as a common problem in public health. Actu-
ally, drug discovery programs are oriented to the searching for lead structures. 
Virtual screening and molecular docking constitute great alternatives in order to 
find hit compounds. Novel infection targets can also be defined and employed toge-
ther with molecular docking tools in drug discovery programs. Thus, thirty-two 
natural compounds were docked within the active site of N-myristoyl transferase 
(NMT) as antifungal enzyme target. From tested compounds, alkaloids, flavonoids, 
xanthones, and quinones exhibited strongest mean interaction with NMT than 
terpenoids, coumarins and phenolics. Particularly, affinities for one aporphine alka-
loid, a prenylated flavonoid and two xanthones resulted to be comparable with that 
of previously reported synthetic inhibitor. Several hydrophobic and polar contacts 
were demonstrated by comparing different computational tools. The present results 
let to establish three possible lead structures to develop antifungal drugs although 
subsequent SAR analyses are still required.

Key words: Molecular docking, natural products, antifungal, N-myristoyl transferase.
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Resumen

Acoplamiento molecular de compuestos de origen natural como 
inhibidores de la N-miristoil transferasa en el descubrimiento de 

nuevos agentes antifúngicos

Las infecciones causadas por hongos continúan siendo un problema de salud pública 
en la actualidad. De hecho, existen diversos programas para el descubrimiento 
de fármacos enfocados en la búsqueda de estructuras plantilla. El mapeo virtual 
junto con docking molecular constituye una alternativa importante para encontrar 
potenciales estructuras promisorias. Mediante herramientas de docking molecular 
se pueden definir nuevos blancos terapéuticos para combatir diversas infecciones. 
Por tanto, se llevó a cabo el estudio del acoplamiento molecular a treinta y dos 
compuestos de origen natural, empleando la N-miristoil transferasa (NMT) como 
blanco enzimático antifúngico. De los compuestos ensayados, alcaloides, flavo-
noides, xantonas y quinonas mostraron interacción media más fuerte con la NMT 
que los terpenos, cumarinas y fenólicos. Particularmente, la afinidad encontrada para 
un alcaloide aporfínico, un flavonoide prenilado y dos xantonas resultó comparable 
con la encontrada para un inhibidor sintético reportado. En el presente trabajo se 
demostraron varias interacciones tanto hidrofóbicas como hidrofílicas mediante 
diversas herramientas computacionales. Los resultados encontrados permiten esta-
blecer tres posibles estructuras promisorias para el desarrollo de fármacos antifún-
gicos, aunque se requiere aún de estudios de relación estructura-actividad.

Palabras clave: docking molecular, productos naturales, antifúngicos, N-miristoil 
transferasa.

Introduction

So far, fungal infections remain being a public health problem. The use of antimicro-
bial drugs always carries the risk that resistance appears due to adaptable nature of the 
microorganism populations [1]. At this regard, continuous searching for antifungal 
agents on new targets or new action mechanisms is still required. Systemic antifun-
gal agents can be generally grouped on basis of their action mechanism in pathogenic 
fungi, mainly in cell membrane, cell wall and intracellular action [2]. In depth, eight 
targets have been defined for antifungal therapy as follows: fungal ergosterol synthesis 
inhibitors, squalene epoxidase inhibitors, ergosterol disruptors, glucan synthesis inhi-
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bitors, chitin synthesis inhibitors, nucleic acid synthesis inhibitors, protein synthesis 
inhibitors and microtubules synthesis inhibitors [3]. 

N-Myristoyl transferase (NMT) catalyzes the transfer of the 14-carbon saturated fatty 
acid myristate from myristoyl-CoA to the N-terminal glycine residue of a variety of 
eukaryotic cellular and viral proteins [4-6]. NMT’s are involved in a wide variety of 
biological processes and include protein kinases, kinase substrates, protein phospha-
tases, α-subunits of many heterotrimeric G-proteins and endothelial cell nitric oxide 
synthase [6]. NMT participates in diverse biological processes, including signal trans-
duction cascades and apoptosis [4, 5]. NMT has even been employed as drug target for 
human pathogens as Candida and proposed as drug target of antitrypanosomatid and 
antimalarial therapeutics [7]. NMT has been reported as a potential drug target since 
it is involved in signaling networks and it is essential for the growth of human patho-
gens such as C. albicans [8]. The accepted action mechanism of NMT is schematized 
in Figure 1a [9, 10].

There are several chemical structure types which have demonstrated antifungal activity 
such as azoles, morpholines and other heterocyclic compounds [3]. In the same way, 
different natural compounds have been reported as possible antifungal agents, inclu-
ding phenols, flavonoids, coumarins, quinones, saponins, xanthones, alkaloids and ter-
penoids [11-13]. However, the screening of a great number of compounds is a limiting 
step in current researches. Virtual screening is a powerful computational tool that let 
to accomplish a preliminary searching of active compounds by means of molecular 
data banks [10]. Molecular docking consists of accurately prediction of the structure 
of a ligand within the constraints of a receptor binding site and to correctly estima-
tion of the binding strength [14, 15]. Although docking scores are highly susceptible 
to preparation conditions of active sites and ligands, the comparison of them under 
exactly determined conditions constitutes a great indicative of the relative activity of 
the tested molecules as inhibitors of the target enzyme [14-18]. Molecular docking has 
increased its use as a fundamental tool of research on drug discovery and has been then 
improved in recent years [16-18].
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Figure 1. Schematic representation of the action mechanism of NMT (a) and its quaternary struc-
ture with each subunit in a different color (b).

The aim of the present research was to perform a molecular docking study of thirty-
two naturally-occurring compounds against N-myristoyl transferase from Candida 
albicans. The docked natural compounds were previously reported as possible antifun-
gal leads. Here NMT is proposed as an important antifungal agent target. The results 
are also analyzed by means of pharmacophore modeling. 

b)

a)
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Methodology

Thirty-two natural compounds were selected as common reported antifungal natu-
ral compounds from literature [11, 13]. All chemical structures were sketched in 
ChemBioDraw Ultra 12.0 (CambrigdeSoft) and shown in Figure 1. Conformational 
searching was carried out in Spartan’14 (Wavefunction, Inc.) employing AM1 semiem-
pirical method. Geometry optimization of the lowest energy conformer was accom-
plished by density functional methods (DFT) at the B3LYP/6-31G* level. The same 
procedure was repeated with the structure of 33, a reported synthetic heterocyclic 
inhibitor (Figure 1). 
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Figure 2. Chemical structures of the analyzed compounds.

NMT pdb file was downloaded from Protein Data Bank (PDB) with the code 1IYL 
(Figure 2). The structure of the protein was submitted for removing of hydrogen atoms 
and crystalized ligand structures. The active site was delimited based on reported resi-
dues at PDB and complemented with searching of close residues until 5 Å far crysta-
llized inhibitor supported by AutoDock Tools (The Scripps Research Institute). Thus, 
active site was constituted by following residues: Asp-110, Phe-117, Tyr-225, Leu-337, 
Tyr-354, Asn-392, Cys-393, Leu-394, and Leu-451. All molecular docking assays were 
carried out using flexible residues.
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Figure 2. Chemical structures of the analyzed compounds (continued).

Ligand and protein was docked employing AutoDock/Vina [19]. This program is 
based on the Iterated Local Search global optimizer by means of which several steps 
of mutation and local optimization are performed and then accepted by Metropolis 
criterion [19]. The strongest docked pose was analyzed in Pymol (Schödinger). All 
calculations were performed in a Dual Intel Xeon® processor CPU @ 2.6 GHz of Intel 
system origin, with 16 GB DDR3 RAM. Ligand preparation processes was run under 
Microsoft Windows 8 operating system while docking was compiled under Ubuntu 
12.04 operating system.
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Figure 2. Chemical structures of the analyzed compounds (continued).

Residual interactions maps were obtained with Discovery Studio (Accelrys software 
Inc.) using the AutoDock/Vina outputs (pdbqt files) for compounds that exhibited 
highest affinity energy. Pharmacophore analysis was also performed for those com-
pounds. This analysis was accomplished with pharmacophore modeling tool from 
LigandScout (Gerhard Wolber and Inte:Ligand GmbH). Suitable pdb files from Dis-
covery Studio were used as input in LigandScout.
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Results and discussion

Performance of the AutoDock Vina algorithm on NMT – ligand complexation was 
evaluated by re-docking protocol applied on co-crystallized structure of 33. Ten runs 
for 33 were carried out and root mean square deviation (RMSD) values were then cal-
culated. A mean RMSD of 2.08 Å (±0.45 Å) was found. This RMSD value was accep-
ted as validation criteria for the docking algorithm. Moreover, some difference between 
co-crystallized and calculated pose can be expected due to the freedom degrees of the 
structure of 33. The calculated pose was also validated by observing molecular contacts 
with NMT pocket residues and comparing them with those reported in the crystal 
structure of the NMT-33 complex.

Thirty-two compounds previously reported as antifungal substances were selected as 
possible lead structures (Figure 2). These were submitted to conformational searching 
and the most stable conformer was then optimized at DFT level. Inhibitory potential 
of the obtained structures to NMT were evaluated by means of molecular docking. 
The results of molecular docking were first analyzed in terms of affinity energy (Table 1).

Table 1. Molecular docking scores of natural compounds inside the binding site of NMT. 

Type Compound Affinity  
(kcal/mol) Common Name

Alkaloids

30 –11.1 Dicentrine

28 –9.7 Berberine

29 –9.4 Jatrorrhizine

32 –9.3 α–allocryptopine

31 –9.0 Glaucine

mean (RSD) –9.7 (8.5%)

Flavonoids

19 –10.7 Petalostemumol
22 –10.3 Allolicoisoflavone A
17 –10.1 Hyperoside
18 –10.1 Galangin
21 –10.0 Piscisoflavone A
23 –9.7 Piscisoflavone B
16 –9.6 Tricetin
20 –9.2 Isopiscerythrone
24 –8.4 2’,4’–dihydroxychalcone

(It continues)
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Table 1. Molecular docking scores of natural compounds inside the binding site of NMT.  
(Continued)

Type Compound Affinity  
(kcal/mol) Common Name

Flavonoids mean (RSD) –9.8 (6.9%)

Xanthones

12 –10.6 Toxyloxanthone C

11 –10.4 Caledonixanthone E

mean (RSD) –10.5 (1.3%)

Quinones

13 –10.3 Emodin

14 –9.8 Rhein

15 –9.5 Anthraquinone derivative

mean (RSD) –9.9 (4.1%)

Terpenoids

8 –10.2 Tetraterpenol derivative

4 –9.7 Eudesm–4–en–3–one derivative

7 –9.4 Oleanolic acid

3 –9.1 Clerodanoic acid derivative

6 –8.7 Costunolide

5 –8.0 Drimenol

1 –6.4 Limonene

2 –5.3 Borneol

mean (RSD) –8.4 (20.4%)

Coumarins

27 –9.8 Clausenin

25 –6.9 Scopoletin

26 –6.9 6,7–dimethoxycoumarin

mean (RSD) –7.9 (21.3%)

Phenolics

10 –8.5 3,5–dihydroxystilbene

9 –7.8 Crassinervic acid

mean (RSD) –8.2 (6.1%)

33 –10.6 Synthetic Inhibitor

Lowest Affinity with the NMT-active site (mean affinity between –7.9 and –8.4 kcal/
mol and high RSD values) were found for coumarins, terpenoids and phenolics (Table 
1). Quinones, flavonoids and alkaloids resulted to be very similar regarding mean affi-
nity from analyzed compounds with lower RSD values. Comparable antifungal effect 
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could be expected due to NMT inhibition. Xanthones were those with the highest 
mean affinity energy toward NMT, and let us to establish them as ideal lead compound 
candidates. Moreover, these structures (11 and 12) exhibited very close affinity values 
to that of the synthetic inhibitor 33 despite the great chemical structural differences. 
In depth, the above mentioned xanthones are quite structurally dissimilar (11 possess a 
pyran-ring while 12 possess a furan-ring). However, both compounds are 1,3,5-trioxy-
genated. Simultaneously, pyran and furan rings seem to be not related to NMT inte-
raction according to the found affinity. Further SAR studies for 1,3,5-trioxygenated 
xanthones are therefore required.

On the other hand, NMT–flavonoids interaction values were found to be highly 
variable (ranging between –8.4 to –10.7 kcal/mol; RSD = 8.4%) demonstrating that 
affinity depends on structure. On comparing 16, 17 and 18, structure–affinity rela-
tionships can be observed; 17 and 18 affinities exhibited identical value, indicating 
no effect by the presence of galactose moiety at C3–O. Nevertheless, oxygenation at 
C3 resulted to be essential to the interaction with NMT-active site (significant diffe-
rence between 16 and 17 or 18 docking scores). Regarding isoflavones 20–22, affinity 
demonstrated to be very sensible to the positions of isoprenyl and hydroxyl group. The 
interaction 19–NMT was significantly higher to those of other docked flavonoids. 
However, other prenylated flavonols were not tested in the present study, so clear con-
clusions can’t be established. 

Ligand–enzyme affinity for alkaloids was found to be low (–9.7 kcal/mol as mean 
docking score) excepting 30, which demonstrated to achieve an important strong affi-
nity with NMT (–11.1 kcal/mol; Table 1). The presence of a methylenedioxy group 
instead two methyl groups was preferred for the interaction with NMT (on comparing 
30 with 31). 33 corresponds to a synthetic heterocyclic compound without structural 
similarity from 30. This fact let us to expect a different action mode for the above 
mentioned compound despite the closely related affinity energy. Compound 30 do 
not showed any polar contact with the amino acid residues from the NMT-active site, 
indicating a purely hydrophobic interaction with it. Moreover, 3D enzyme–ligand 
complex structure (Figure 3a) demonstrated a coplanar location of 30 with respect to 
Tyr-225 inferring a strong π- π interaction between phenyl rings (~3.6 Å). 

No polar contacts were detected for compound 19. Instead of these the isoprenyl 
group at C6 on B ring was located between phenyl ring of Tyr-225 and Asn-392 amino 
group (3.8 and 3.7 Å, respectively) (Figure 3b). Other possible hydrophobic interac-
tion between Tyr-354 and its B ring could be proposed, although this is not a pure π-π 
interaction due to the lack of coplanarity.
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Figure 3. Docking conformations for selected ligand–enzyme complexes (visualized on Pymol). 
NMT – 30 (a), NMT – 19 (b), NMT – 12 (c), NMT – 11 (d), NMT – 33 (e). Dotted lines repre-
sent hydrogen bond interactions.

Two hydrogen bondings between amino group of Asn-392 and 12 were found (Figure 
3c). An oxygen atom of the dibenzo-γ-pyrone moiety and a hydroxyl group at C5 were 
responsible of these polar interactions (2.3 and 2.6 Å, respectively). Simultaneously, 
a near π-π hydrophobic interaction can be inferred among Tyr-225 and the hetero-
cyclic ring of the dibenzo-γ-pyrone moiety (mean distance = 3.6 Å). The same polar 
contacts were found for 11 (1.9 and 2.6 Å; Figure 3d). Moreover, hydrogen bonding 
between hydroxyl groups at Tyr-225 and C2 of 11 was clearly evident (2.2 Å). A weak 
hydrophobic interaction between A ring and Tyr-225 (5 Å aprox.) and a direct π - π 
interaction between B ring and Phe-240 (mean distance of 3.6 Å) were also identified 
in the NMT–11 complex. In spite of the differences at molecular level and the found 
interactions in 11 and 12, not significant differences on affinity energy were establis-
hed (0.2 kcal/mol, which can be attributed to the difference inherent to the molecular 
docking method). Therefore, 5-hydroxy-dibenzo-γ-pyrone structure could be subjec-
ted to further QSAR studies.

In order to improve the information extracted from molecular docking results, docked 
molecules were analyzed regarding residual interactions with Discovery Studio (Accel-
rys software Inc.). Residual interactions map (Figure 4) highlights additional enzyme–
ligand interactions that are not evident from the docked results viewed with Pymol. 
Here, only hydrophobic interactions between 30 and NMT were defined (Figure 4a). 
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In this enzyme–ligand complex, π-electron acceptor character from His-227, Asn-392 
and Leu-450 were showed. A double hydrogen bonding between Thr-211 residue and 
the carbonyl and hydroxyl groups at γ-pyrone moiety was observed for compound 19. 
These H-bonds were not evident in the primary docked structure since Thr-211 resi-
due was not considered into the set of residues comprising the active site of the NMT. 
The present analysis can determine some interaction from ortho-dihydroxy group of 
B ring in 19 with Tyr-354 residue as H-acceptor. Accordingly, Val-108, Tyr-107, Phe-
117, and Phe-339 demonstrated to be π- and H-donors to 19 interacting thus with 
different parts of the molecule (Figure 4b).
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Figure 4. Residual interactions map for compounds 30 (a) and 19 (b) in the binding pocket of 
NMT (generated by Discovery Studio). Donor (green) and acceptor (purple).

Finally, pharmacophore analyses for 11, 12, 19 and 30 were developed (Figure 5) 
employing the pharmacophore modeling tool from LigandScout (Gerhard Wolber 
and Inte:Ligand GmbH). π-π interaction between aromatic ring at quinoline system 
of 30 and Tyr-225 residue was confirmed as the main interaction in the minimum 
energy pose for the resulting ligand–enzyme complex (Figure 5a). The importance of 
isoprenyl groups as the key hydrophobic regions for the interaction with NMT-pocket 
residues was established by pharmacophore modeling (Figure 5b). This fact could be 
inferred from the differential affinity energy of 19 from the rest of the tested flavonoids 
(Table 1). On the other hand, LigandScout was not able to define interaction between 
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19 and Thr-211 residue in spite of the spatial proximity between them (Discovery Stu-
dio showed this interaction as mentioned above and observed in Figure 4b). 

For compound 11, several structural requirements to interact with NMT under phar-
macophore modeling were found (Figures 5d). Hydrophobic contacts from B ring 
and methyl groups on pyrone moiety were evident. Moreover, hydrogen bonds for 
carbonyl, hydroxyl and methoxy groups were confirmed by interacting with Ans-392, 
Tyr-354, Tyr-225 residues, respectively. Finally, π-π interactions among A ring of the 
γ-pyrone moiety and near aromatic residues were established as shown in Figure 5d. 
For compound 12, hydrophobic contacts for B ring and methyl groups from the furan 
ring could be proposed as key interactions (Figure 5c). Furthermore, hydrogen bon-
ding between His-227 and one hydroxyl group in B ring of 12 can be proposed from 
the pharmacophore modeling (Figure 5c). Significant differences with regard to the 
best docking poses and the corresponding ligand–pocket residues interactions were 
found. Therefore, completely different action mechanisms on NMT inhibition should 
be expected for the tested and described natural compounds.
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Figure 5. 2D pharmacophore modeling for compounds 30 (a), 19 (b), 12 (c) and 11 (d) in the 
binding pocket of NMT (generated by LigandScout). Hydrophobic interaction (yellow), π - π inte-
raction (purple), and Hydrogen bonding (acceptor in green and donor in red) are showed.
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Indeed, compounds 30 and 19 have been reported as antifungal and/or antimicrobial 
agents. 30 was reported as the most active alkaloid from Glaucium oxylobum compa-
red with glaucine, protopine, α-allocryptopine, and O-methylflavinantine [20]. In this 
study, dicentrine (30) resulted to be highly active against Microsporum gypseum, Tri-
chophyton mentagrophytes and Epidermophyton floccosum (α-allocryptopine was only 
comparable against Epidermophyton floccosum). In a similar way, 19 was reported as the 
most active compound from a set of seven structurally related flavonoids (four times 
more active than others) [21]. This marked activity was demonstrated against Candida 
albicans, Cryptococcus neoformans, Mycobacterium intracellulare, Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus and Bacillus subtilus. Compounds 12 and 11 have also been repor-
ted as potential antifungal natural compounds [22, 23]. In these literature reports, 12 
showed markedly antifungal activity against Candida albicans [22], while 11 exhibited 
the strongest activity against Aspergillus fumigatus [23]. However, Larcher et al. [23] 
suggested a chitin synthesis inhibition mechanism. Furthermore, 12 was reported as 
inhibitory substance of B. subtilis and S. aureus with medium activity respect another 
natural xanthones from Cudrania cochinchinensis [24]. Antifungal activity of natural 
and synthetic xanthones have been analyzed and reported against several fungal strains 
[25, 26], however there are not previous QSAR analyses.

In conclusion, thirty-two compounds from natural sources were tested as inhibitors of 
the N-myristoyl transferase via molecular docking. From docked compounds, xantho-
nes demonstrated to be able to form strong complexes with NMT. However, a prenyla-
ted flavonoid and an aporphine alkaloid were found as those with strongest interaction 
with NMT. The present findings let to propose at least four compounds as possible 
lead structures as potent inhibitors of NMT. At the same time, NMT could constitute 
an efficient and unexplored target for in-silico antifungal drug discovery researches. 
Nevertheless, due to the well-known limitations of the molecular docking calculations, 
future studies must be conducted using molecular dynamics simulations in order to 
get more reliable data as well as the validation at in-vitro level of these calculations in 
further binding affinity experiments with the aim to perform QSAR studies on com-
pound series from the detected hits as second step in our research.
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Resumo

O presente estudo teve como finalidade evidenciar o uso indiscriminado de diclo-
fenaco de potássio e o desconhecimento dos efeitos colaterais deste medicamento 
contidos na bula pelos idosos do Município de Anápolis, Goiás em 2014. Trata-se 
de uma pesquisa analítica em loco que teve como amostra 2500 indivíduos idosos 
de 58-77 anos.  Os dados foram compilados através de questionários e revelaram 
que a droga foi extensivamente utilizada pelos entrevistados sem receituário médico. 
Dentre os motivos que os levaram a adquirir o diclofenaco de potássio, ressaltam-se: 
o preço acessível e à eficácia da droga sobre sintomas como dores no corpo, principal-
mente nas pernas e costas. Foi detectado um estimulo a automedicação resultante do 
sistema de vendas praticado nas drogarias, nas quais atendentes sem conhecimento 
farmacológico pertinente realizam indicações de fármacos sem conhecimento 
técnico. Os resultados da pesquisa reforçam a necessidade de maiores orientações 
sobre o uso racional desse medicamento, uma vez que o consumo inadequado pode 
ocasionar distúrbios gástricos, renais e circulatórios. 
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Palavras chaves: Anti-inflamatórios não estereoidais, idosos, medicamentos, diclofe-
naco de potássio e automedicação.

Summary

Indiscriminate use of diclofenac potassium for elderly population 
in Anápolis city, state of Goiás, Brazil in 2014

This work intended to evaluate the drug abuse and the knowledge of side effects 
presented in the guidelines of potassium diclophenac used by elderly people from 
Anapolis-Brazil. In this study, 2500 people, ranging between 58 and 77 years old, 
were interviewed in 2014. The data collected by a questionnaire revealed the exces-
sive use of this drug without medical prescription. The main reasons raised by the 
respondents, when asked about why they use this drug, were the affordable price and 
the efficiency of potassium diclophenac in the common symptoms at this age, espe-
cially back and joint pain. The market, with unprepared sellers, stimulates self-medi-
cation and input a risk at the health of Brazilian population. The results presented 
the need of further guidance on the rational use of this drug, since inadequate intake 
may cause stomach, kidney and circulatory disorders.

Key words: Nonsteroidal anti-inflammatory drugs, elderly, medicines, diclofenac 
potassium and self-medication.

Introdução

Lançado no mercado japonês no inicio de 1974, o diclofenaco atualmente, pode ser 
encontrado em cerca de 120 países em todo mundo, tendo sido aprovado pelo FDA 
(Food and Drug Administration) em 1988, como a primeira droga antiinflamatória 
não esteroidal (AINE). Apresenta-se na forma de um sal potássico, derivado do ácido 
benzenoacético. Denominado quimicamente por 2-[2,6-diclofenil amino] ácido ben-
zenoacético, sal monopotássico [1, 2].

Fórmula molecular: C14H10Cl2KNO2 e peso molecular: 334,25. Sua descrição é como 
um pó cristalino branco ou levemente amarelo, levemente higroscópico, solúvel em água, 
facilmente solúvel em metanol, solúvel em álcool, pouco solúvel em acetona [3, 4].

O diclofenaco está presente no mercado na forma de sal livre, sal sódico ou sal potás-
sico. Esta última salificação é mais solúvel, promovendo uma taxa maior de absorção, 
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consequentemente um efeito analgésico mais rápido em comparação com as outras 
formas administradas por via oral. O medicamento de referência para diclofenaco de 
potássio é Cataflam® com apresentação de drágeas 50mg de liberação imediata [5-7].

O diclofenaco de potássio é indicado para um tratamento de curto prazo para as seguin-
tes condições agudas: estado de dor inflamatória pós-traumática (causadas por entor-
ses) e pós-operatória (cirurgias ortopédicas ou odontológicas); condições inflamatórias 
e/ou dolorosas em ginecologia (dismenorréia primária); nas crises de enxaqueca, alivia 
a dor de cabeça e melhora os sintomas de náuseas e vômito; sintomas dolorosos da 
coluna vertebral; reumatismo não articular e no tratamento da dor, inflamação e febre 
que acompanham os processos infecciosos de ouvido, nariz e garganta (faringoamigda-
lites e otites) [4].

O medicamnto é contra-indicado em casos de pacientes com úlcera gástrica ou intes-
tinal e aos que possuem conhecida hipersensibilidade à substância ativa ou a qualquer 
outro componente da formulação. Também é contra-indicado a pacientes que têm cri-
ses de asma, urticária e rinite aguda quando tomam ácido acetilsalicílico (ex: aspirina) 
ou outras drogas com atividade inibitória da prostaglandina sintetase [4].

As reações adversas relatadas pelo uso da droga em uso por curto ou longo prazo são 
[4]: Trato gastrointestinal: epigastralgia, distúrbios gastrintestinais tais como náusea, 
vômito, diarréia, cólicas abdominais, dispepsia, flatulência, anorexia e irritação local. 
Sistema nervoso central: cefaléia, tontura e vertigem. Fígado: elevação dos níveis séri-
cos das enzimas aminotransferases. Pele: rash ou erupções cutâneas.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo pesquisar o uso de diclofenaco 
de potássio por idosos de 58-77 anos, na cidade de Anápolis no estado de Goiás em 
2014, bem como analisar o atendimento e a atenção dos farmacêuticos e atendentes aos 
idosos na compra de medicamentos. Os resultados serviram para alertar aos estudantes 
do curso de farmácia sobre a importância dos cuidados aos idosos. 

Metodologia

Trata-se de uma pesquisa exploratória de caráter descritivo, que permite a compilação de 
informações, através de recursos metodológicos, possuindo uma abordagem qualitativa.

Durante a disciplina de Química para o curso de Farmácia em 2014, foram levantadas 
questões sobre o uso de remédios em geral. O fato de que os idosos têm facilidade em 
comprar remédios sem receita médica e os perigos que essa prática representa para esse 
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grupo interessou aos estudantes, de tal forma que se propôs a realização desta pesquisa 
de natureza qualitativa através de um questionário. 

Em seguida, foi definido o diclofenaco de potássio por ser um medicamento muito 
usado pelas pessoas nessa faixa etária.  Foram entrevistados 2500 idosos que foram 
orientados a responder as perguntas no período de janeiro a abril de 2014, no centro 
da cidade de Anápolis.

O questionário foi composto de quatro perguntas e se encontra em anexo.

Resultados e discussão

Dos 2500 entrevistados, 60% (1500) foram do sexo feminino e 40% (1000) do sexo 
masculino. A faixa etária estudada foi compreendida entre os 58 a 77 anos. Os resulta-
dos da pesquisa foram bem expressivos, as pessoas entrevistadas disseram que é muito 
fácil comprar o diclofenaco nas farmácias sem receita, pois ele é liberado para a venda, 
em algumas farmácias os atendentes perguntaram se eles tinham a receita médica, e que 
mesmo sem ter a receita compraram o medicamento, os resultados estão na tabela 1. 

Os anti-inflamatórios não-esteróides são medicamentos notoriamente utilizados 
por toda a população mundial como fármacos muito eficazes e seguros, mas, toda-
via, ocasionam inúmeros tipos de reações adversas podendo até causar a morte [8].

Tabela 1. Compra de diclofenaco de potássio com receituário médico e sem, Anápolis, Goiás, 2014.

Com receituário médico No de entrevistados Percentual (%)
Sim 375 15,0
Não 2125 85,0
Total 2500 100,0

Em nenhum estabelecimento farmacêutico, os idosos foram informados dos perigos de 
se automedicar, pois nos estabelecimentos os atendentes não são farmacêuticos, apenas 
pessoas treinadas a venderem medicamentos. Foi detectado que em 70% desses esta-
belecimentos só havia um farmacêutico responsável, dado que demonstra um número 
insuficiente de profissionais para uma cidade com quase 400 mil habitantes. 

Quando perguntados por que eles tomavam o diclofenaco de potássio, responderam 
que o medicamento é bom para curar dores nas pernas e costas, e que é acessível. Dez 
por cento dos entrevistados disseram que o remédio foi indicado por um amigo e que 
era bom para curar dores, os resultados estão na tabela 2.
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Tabela 2. Principais sintomas que levaram os idosos a comprar o diclofenaco de potássio, Anápolis, 
Goiás, 2014. 

Sintomas  Número de sintomas Percentual (%) com 
Prescrição médica

Dores nas costas 875 10,6
Dores nas pernas 425 9,0

Dor de cabeça 175 6,7
Dores no joelho 125 9,0

Reumatismo 200 8,7
Dores nas articulações 300 12,0

Outros 400 3,0
Total 2500

A negligência em relação a leitura da bula do medicamento foi detectada como um fato 
alarmante, pois 45% dos entrevistados disseram que não sabiam ler e 55% disseram que 
tinham problemas de visão e que não perdiam com esta leitura, pois é muito cansativa 
e que só queriam se livrar das dores. 

Os medicamentos anti-inflamatórios não estereoidais estão entre as drogas mais comu-
mente usadas no mundo. Essas drogas exercem seus efeitos benéficos anti-inflamató-
rios, analgésicos e antipiréticos pela inibição da ciclooxigenase (COX), a enzima chave 
na indução da síntese de prostaglandinas [9].

No Brasil os AINEs são amplamente utilizados, bem como na prática de automedi-
cação. No ano de 2011, o medicamento mais vendido, no Brasil, foi o Dorflex, seguido 
da Neosaldina [10]. Os dois medicamentos têm em suas composições a dipirona sódica 
e outras associações. Mesmo sendo eficiente no tratamento da pirose, a dipirona foi 
banida de 33 países, por ser responsável por causar aplasia medular, segundo o Formu-
lário Terapêutico Nacional [10]. No Brasil seu uso é liberado pela ANVISA (Agência 
Nacional de Vigilância sanitária).

Os estudos de base populacional sobre a prevalência e os fatores associados á autome-
dicação ainda são raros no Brasil. Em um município de médio porte do Rio Grande do 
Sul (Santa Maria), encontrou-se uma prevalência de 53,3% de automedicação, tendo 
sido os analgésicos, antitérmicos e anti-inflamatórios não estereoidais os mais consumi-
dos (49,2%) [11].
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O laboratório Bayer encomendou uma pesquisa ao Instituto Marplan, que mostrou 
que 49 % das mulheres entrevistadas em oito capitais brasileiras não saem de casa sem 
um analgésico na bolsa [12].

Na cidade de Vassouras (RJ) Brasil, um estudo sobre a avaliação da automedicação 
mostrou que, entre os entrevistados, os grupos de medicamentos mais utilizados foram 
os antigripais, analgésicos, anti-inflamatórios, anticoncepcionais e anti-hipertensivos. 
O medicamento que liderou a lista de mais usado sem prescrição foi a dipirona, parace-
tamol e ácido acetilsalicílico [12]. Outra pesquisa realizada corrobora com estes dados 
e mostra a dipirona em primeiro lugar na incidência de uso de anti-inflamatórios na 
automedicação, seguido do ácido acetilsalicílico, diclofenaco e paracetamol [13].

Entre 0,5 a 1% dos pacientes em uso crônico de AINEs ocorre à deterioração aguda da 
função renal [14] e até em 13% dos pacientes mais frágeis, como os idosos [15]. Um em 
200 pacientes com mais de 65 anos irá desenvolver insuficiência renal aguda dentro de 
45 dias após o início da terapia com os AINEs [16].

Têm-se uma série de razões pelas quais os pacientes idosos são mais suscetíveis à nefro-
toxicidade por AINEs. Eles geralmente têm baixos níveis de albumina, resultando no 
aumento dos níveis de droga livre. Pacientes idosos também apresentam um nível de 
água corporal reduzido, o que proporciona maiores concentrações dos AINEs, além 
de possuírem o metabolismo hepático mais lento, o que pode levar a um aumento da 
concentração sanguínea dos fármacos [17]. Assim, ter mais de 80 anos é considerado 
um fator de risco independente pela própria fisiologia. Ocorre queda de 50% da função 
renal em cerca de 50% da população nessa faixa etária, primariamente como resultado 
da progressão da arteriolonefroesclerose [14].

As consequências do uso indevido de anti-inflamatórios não estereoidais são as reações 
adversas a fármacos, erros de medicação e desperdícios de recursos, uma vez que de 10% 
a 40% dos orçamentos nacionais de saúde são gastos em fármacos e se estima um gasto 
de 3,4 milhões de dólares a cada ano devido ás reações adversas, muitas vezes geradas 
pelo seu uso indevido. O uso rotineiro de AINEs é ligado á concepção de que tais pro-
dutos são inofensivos á saúde. Muitos ignoram o fato de que estes fármacos, usados para 
tentar aliviar sinais e sintomas, sem a supervisão de um médico podem acabar sendo 
usados inadequadamente e gerar outros sinais e sintomas, possivelmente ainda mais 
graves do que os iniciais [18].

O uso indiscriminado de medicamentos constitui-se numa epidemia entre idosos, cuja 
ocorrência tem como cenário o aumento exponencial da prevalência de doenças crô-
nicas e das sequelas advindas do avançar da idade. Aliado a isso, observa-se o poder da 
indústria farmacêutica e do marketing dos medicamentos na formação dos profissionais 
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da saúde induzindo-os a prescrição e utilização de forma exagerada de medicação nas 
pessoas dessa faixa etária. Os idosos são mais propensos a intoxicação medicamentosa, 
pois geralmente são mais vulneráveis e sem informação, consumindo medicamentos 
muitas vezes mais por costume do que por necessidade.

As consequências do amplo uso de medicamentos têm impacto no âmbito clínico e 
econômico repercutindo na segurança do paciente. E, a despeito dos efeitos dramáticos 
que as mudanças orgânicas decorrentes do envelhecimento ocasionam na resposta aos 
medicamentos, a intervenção farmacológica é, ainda, a mais utilizada para o cuidado à 
pessoa idosa.

Conclusão

Os dados da pesquisa foram obtidos através de questionários aplicados aos idosos que 
andavam pelas ruas do centro da cidade de Anápolis-GO. No âmbito regional, acre-
dita-se que seja o primeiro estudo realizado nesse contexto. 

De acordo com as estatísticas evidenciadas, através da pesquisa realizada, constatou-se 
que o uso do anti-inflamatório diclofenaco de potássio é exorbitante, principalmente 
pelo fato de ser comercializado de forma fracionada e pelo baixo custo de venda. 

Com relação às vendas do diclofenaco de potássio mediante a apresentação de receituá-
rio médico identificou-se que a automedicação superou de forma expressiva a dispen-
sação com receituário médico, porém alguns entrevistados apesar de não possuírem a 
receita médica em mãos, informavam que havia sido receitado pelo médico. 

No estudo em questão, os balconistas de farmácia foram responsáveis pela maioria das 
indicações sem orientação médica, seguido de recomendação de outros familiares. 

Dores nas costas e nas pernas demonstraram serem os maiores motivos que levaram a 
compra do diclofenaco de potássio pelos entrevistados.

No presente estudo, revelou-se que o anti-inflamatório não estereoidal, diclofenaco de 
potássio, vêm sendo consumido como medicamentos de uso rotineiro pela população, 
e devido a pequenos sintomas, como exemplo a cefaleia, fazem com que os indivíduos 
venham até as drogarias em busca desses fármacos. 

Nota-se que a população idosa em Anápolis prefere em muitos casos o balconista de 
farmácia devido ao fácil acesso, rapidez no atendimento e compra do medicamento, em 
vez de procurar o médico para prescrever o receituário, pois demanda tempo e muitas 
vezes a consulta pelo sistema de saúde pública é demorada.
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Em síntese, os resultados encontrados neste estudo evidenciam que há a necessidade de 
uma mudança do sistema praticado nas drogarias, nas quais atendentes sem conheci-
mento farmacológico pertinente realizam indicações de fármacos sem orientação do res-
ponsável técnico, fato que pode ocasionar problemas irreversíveis à saúde da população. 
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Anexo

Questionário

1) É fácil comprar o diclofenaco de potássio nas farmácias sem receita médica?

Sim

Não

 2) Os farmacêuticos ou atendentes informam os perigos da auto medicação por 
idosos? 

Sim

Não

3) Por que vocês tomam o diclofenaco de potássio e não outro medicamento? 

4) Vocês lêem a bula do medicamento para saber sua indicação e contra-indicação?

Sim

Não
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Resumen

Los aceites esenciales son conocidos por sus numerosas actividades biológicas y orga-
nolépticas, pero su empleo suele verse limitado por su alta volatilidad y tendencia a 
degradarse. La microencapsulación es una estrategia válida para superar estos incon-
venientes. En este trabajo se empleó almidón de ñame (D. rotundata), el cual fue 
sometido a procesos de hidrólisis y lipofilización, empleando anhídrido dodecenil-
succínico (DDSA); esto incrementó significativamente las capacidades captadora 
de aceite y emulsificante (tensoactiva) del almidón nativo, el cual se empleó para  
microencapsular aceite esencial de tomillo, que en estudios previos demostró potente 
actividad antibacteriana sobre las cepas involucradas en el desarrollo del acné. La 
microencapsulación se llevó a cabo por microparticulación lipídica sólida, seguida 
de emulsificación. Esta alcanzó una eficiencia superior al 98%, y el producto obte-
nido, desafiado en diversas pruebas, demostró capacidad de retener más del 90% del 
aceite esencial en condiciones de evaporación, evitando su oxidación y el cambio 
en su perfil de composición. Finalmente, las microcápsulas de aceites esenciales de 
tomillo, al ponerse en contacto con las bacterias del acné, mantuvieron su actividad 
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bactericida. Los resultados de este trabajo aportan al desarrollo de formulaciones 
farmacéuticas, cosméticas y alimentarias estables y funcionales de aceites esenciales, 
al protegerlos de la evaporación y degradación.

Palabras clave: almidones modificados, microencapsulación, Thymus vulgaris, hidró-
lisis, lipofilización, DDSA, acné.

Summary

Microencapsulation of thyme (Thymus vulgaris) essential 
oil in polymeric matrices based on modified yam (Dioscorea 

rotundata) starch

Essential oils are known for their numerous biological and organoleptic activities, 
but their use is often limited by high volatility and tendency to degrade. Microen-
capsulation is a valid strategy to overcome these drawbacks. In this paper starch yam 
(D. rotundata) was used, which was subjected to hydrolysis processes and lipophi-
lization using dodecenyl succinic (DDSA) anhydride, this significantly increased 
the scavenging capacity of oil and emulsifier (surfactant) of native starch, which was 
used to microencapsulate thyme essential oil, that in previous studies showed potent 
antibacterial activity on strains involved in the development of acne. Microencapsu-
lation was conducted by microparticulation solid lipid, followed by emulsification. 
This reached an efficiency of over 98%, and the product obtained, challenged by 
various trials, demonstrated ability to hold more than 90% of essential oil under 
evaporation conditions, avoiding oxidation and change in composition profile. 
Finally, the microcapsules of essential oil of thyme at contact the acne bacteria, 
maintained its bactericidal activity. The results of this study contribute to the devel-
opment of pharmaceutical, cosmetic and food formulations stable and functional 
based on essential oils, to protect degradation and evaporation.

Key words: Modified starches, microencapsulation, Thymus vulgaris, hydrolysis, lipo-
philization, DDSA, acne.
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Introducción

Los aceites esenciales (AA. EE.) son mezclas complejas de sustancias químicas bios-
intetizadas fundamentalmente por las plantas, que les proporcionan su aroma carac-
terístico. Muchos poseen actividades biológicas reconocidas como antisépticas, 
antiinflamatorias y repelentes de insectos, entre otras, amén de que otros son emplea-
dos como sazonadores. Con gran frecuencia, dichas propiedades no se aprovechan ple-
namente debido a su gran volatilidad y tendencia a oxidarse [1], por lo cual es necesario 
fijarlos a un transportador para proporcionarles una adecuada estabilidad y vida útil. 
Una de las mejores alternativas para llevar a cabo esto es la microencapsulación, para lo 
cual pueden emplearse biopolímeros de origen natural [2-5]. Generalmente, los mate-
riales de pared usados para microencapsulación son goma arábiga, maltodextrina, car-
bometilcelulosas y almidón [6].

Colombia, dentro de su gran riqueza natural, posee numerosas fuentes de almidones 
nativos que han sido muy poco estudiados para fines no alimentarios. Estudios pre-
vios [7] permitieron desarrollar una serie de almidones lipofílicos a partir de fuentes 
propias de las regiones Caribe y Andina (ñame, batata, yuca, plátano, maíz, arracacha, 
achira, arroz, etc.), que probaron una importante capacidad emulsificante. Estos almi-
dones, mediante procedimientos microtecnológicos posteriores son capaces de encap-
sular eficientemente AA. EE., con potenciales aplicaciones farmacéuticas, cosméticas 
y alimentarias. La microencapsulación se realiza empleando numerosos procesos [6, 
8, 9], entre ellos el secado por aspersión o Spray Drying, la coacervación, formación 
de liposomas, entre muchos otros. Según las condiciones de elaboración y el tipo 
de material encapsulante, es posible obtener materiales capaces de retener AA. EE. 
y liberarlos en el momento de su uso. Estos productos pueden ser empleados como 
transportadores de aceites esenciales capaces de brindar protección a los mismos 
frente a la oxidación, la evaporación y el mantenimiento de su perfil cromatográfico, 
así como el control de su liberación. 

Materiales y métodos

Reactivos y solventes: el etanol se adquirió de JT Baker (Phillipsburg, USA), anhídrido 
docecenil succínico caldo de Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA). Medios de cultivo: 
Müeller Hinton (caldo MH), agar Müeller Hinton (agar MH), caldo Tripticasa 
Soya (caldo TSA), agar Tripticasa Soya (agar TSA), caldo Lutia Bertani (caldo LB) y 
agar Lutia Bertani (agar LB) se obtuvieron de Merck KGaA (Darmstadt, Alemania), 
gentamicina sulfato de Biopex SAC (estándar secundario lote: 10C256). Las cepas 
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bacterianas se adquirieron de la American Type Culture Collection (ATCC): Propio-
nibacterium acnes (P. acnes) ATCC 11827, Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 
25923 y Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) ATCC 12228. El aceite esencial de 
tomillo (Thymus vulgaris L.) se obtuvo en Green Andina Ltda. (Bogotá, Colombia). 

El almidón de ñame (Dioscorea rotundata, var. espino) se obtuvo de tubérculos del 
mismo que se compraron en el municipio de San Juan Nepomuceno, norte del depar-
tamento de Bolívar (9° 37 latitud norte y 74° 15 longitud oeste), a 72 km de la ciudad 
de Cartagena. Se adquirieron en la parcela de un particular, 20 kilogramos de material 
vegetal fresco, entero, sin señales de deterioro y en estado de madurez para consumo 
humano. El proceso de extracción del almidón corresponde al método convencional 
de rallado y precipitación [10]. Inicialmente, con un lavado se retira la tierra y suciedad 
en general, seguido de un descortezado y nuevo lavado; luego se realiza un troceado y 
licuado con agua potable para obtener una lechada, esta se filtra por medio de una tela 
para eliminar las fibras de celulosa. El filtrado se deja en reposo y luego se decanta, el 
sobrenadante se elimina y el sedimento se lava con agua desionizada y se filtra al vacío, 
se seca a 50 °C por 24 horas, luego se muele y finalmente se empaca en recipientes her-
méticos. Aproximadamente un 10% de almidón seco es obtenido a partir del material 
vegetal, es decir, 2 kilogramos. 

Caracterización del almidón

Contenido de amilosa: se disolvieron 20 mg de almidón (base seca) en 8 mL de dime-
tilsulfóxido (DMSO) al 90%, se agitó vigorosamente en un Vórtex por 20 minutos y 
posteriormente se calentó la dispersión en un baño de maría Memmet a 85 °C por 15 
minutos. En seguida se enfrió la mezcla y se aforó a 25 mL con agua destilada. Se tomó 
1 mL de esta dispersión y se transfirió a un matraz aforado de 50 mL, al cual se le había 
agregado 40 mL de agua destilada y 5 mL de una solución de yodo/yoduro de potasio 
(0,0025 M - 0,0065 M). Finalmente se aforó con agua, se homogenizó y se dejó en reposo 
por 15 minutos antes de leer en el espectrofotómetro a 630 nm, usando una curva patrón 
de almidón soluble (amilosa) estandarizado para la realización de los cálculos [11, 12].

Determinación de pH: se preparó una suspensión de 10 g de almidón en un vaso de pre-
cipitado de 100 mL y se adicionaron 50 mL de agua destilada, en agitación constante a 
una rata moderada por 5 minutos. Se determinó el pH empleando un potenciómetro 
previamente calibrado [13].

Tamaño de partícula: el tamaño medio de partícula se determinó según metodología 
de Edmundson [14]. Para la medición de las partículas se empleó un estéreo-microsco-
pio NIKON SMZ745T (lente de 5X). Muestras muy pequeñas de almidón se pusie-
ron sobre portaobjetos que posteriormente eran ubicados en la platina del equipo. Se 
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observó la morfología, tamaño y bordes de las partículas para cada almidón y se toma-
ron varias fotografías. De cada una se escogieron 20 partículas que fueron analizadas y 
medidas empleando el programa OPTKO-PRO versión 2.7. Un mínimo de 200 partí-
culas se analizaron por muestra.

Modificación química del almidón

Hidrólisis: a una suspensión de almidón nativo (40 g de almidón en 100 mL de agua 
desionizada) se añadió ácido clorhídrico hasta alcanzar una proporción de 3,4 g res-
pecto de la base seca, con agitación constante por 6 horas; manteniendo la temperatura 
en 50 °C en un baño termostatado. Cumplido el tiempo, se neutralizó el sistema con 
NaOH al 10% hasta pH 6,5; se filtró al vacío y el residuo se lavó 4 veces con agua des-
tilada, se secó a 50 °C por 24 horas y finalmente el almidón hidrolizado obtenido se 
molió y almacenó en bolsas plásticas herméticas hasta su uso [15].

Lipofilización: una suspensión de almidón nativo o hidrolizado a 25 °C (40 g de almi-
dón en 100 mL de agua desionizada), se ajustó a pH 8,5 con NaOH 3% con agitación 
constante por 30 minutos. En ensayos independientes se agregaron 10 o 15 mL de 
anhídrido dodecenil succínico (DDSA) diluido en 75 mL de etanol 96%, para alcan-
zar dos niveles diferentes de sustitución. Debido a que durante la reacción el pH de la 
solución tiende a descender, este se mantuvo entre 8,5 y 9,0 con pequeñas adiciones de 
NaOH 3%. Una vez que el reactivo límite se terminó, esto es, cuando el pH no des-
ciende más, la solución se ajustó a un valor de 6,5 con HCl al 10%. El material se filtró 
a vacío y se resuspendió en agua desionizada para nuevamente ser filtrado. Esta opera-
ción se repitió por tres veces. Finalmente se dispuso en capas delgadas sobre bandejas 
y se secó en un horno de laboratorio (Memmert SNE 400) a 50 °C por 24 horas [16].

Para garantizar la remoción total del ácido dodecenil succínico libre, los almidones 
lipofilizados se sometieron a un lavado con ayuda de un extractor Soxhlet empleando 
300 mL de etanol al 96% como solvente, y un mínimo de 10 recirculaciones; luego, el 
almidón fue filtrado y secado durante 24 horas a 50 °C.

Determinación del porcentaje de sustitución (PS): el PS representa el número promedio 
de grupos hidroxilos sustituidos por mol de anhidroglucosa (AG) [17]. El PS de los 
almidones succinatados se determinó por titulación ácido-base, toda vez que el residuo 
de ácido docecenil succínico unido a la cadena de almidón, posee un grupo carboxilo 
libre. Se pesaron 5 g de almidón modificado en un vaso de precipitado de 50 mL, a los 
que se adicionaron 25 mL de solución de HCl 0,01 N; para asegurar que los residuos 
se encontraran protonados (remineralización). Esta suspensión se agitó durante 30 
minutos. La suspensión se filtró y la torta húmeda se lavó con agua desionizada hasta 
que no se detectaron cloruros en las aguas de lavado (utilizando solución de AgNO3 
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0,1 N). La torta húmeda se transfirió cuantitativamente a un vaso precipitado de 900 
mL, añadiendo 100 mL de agua desionizada con posterior agitación. A continuación 
se incorporaron 200 mL de agua desionizada a ebullición. La solución se colocó en 
un baño de agua hirviendo durante 30 minutos, después de enfriada, y con adición de 
2-3 gotas de fenolftaleína al 1% como indicador, se tituló con NaOH 0,01 N. El PS se 
calculó mediante la siguiente ecuación:

% =
× ×162

×
×PS C V

Wx1000 3
100 	

Donde:

C = normalidad de la solución de NaOH utilizado durante la titulación.

V = volumen consumido de la solución de NaOH.

W = peso de la muestra analizada.

162 es el peso molecular de la unidad AG.

3 es el número de hidroxilos presentes en cada unidad de AG.

Propiedades de los almidones modificados

Absorción de aceite: este ensayo mide el cambio en la capacidad de los almidones modi-
ficados para absorber aceite. Para determinarla, se tomó 1 g de almidón y se mezcló 
con 10 mL de aceite de maíz en Vórtex durante 30 segundos. Las muestras se dejaron 
en reposo durante 30 minutos a una temperatura ambiente (25 ± 2 °C). Luego se cen-
trifugaron a 3.000 rpm durante 15 minutos, midiéndose el volumen del sobrenadante 
obtenido en una probeta de 10 mL. Los resultados se obtuvieron restando los 10 mL 
iniciales de aceite con el volumen después de la centrifugación, reportándose la capaci-
dad de absorción de aceite en mL/g de muestra [18].

Absorción de agua: este ensayo es homólogo al anterior, pero orientado a la absorción o 
captación de agua, y se desarrolla de manera similar a la prueba de absorción de aceite, 
pero empleando agua en su lugar. Los resultados se obtuvieron restando los 10 mL 
iniciales de agua con el volumen de la misma después de la centrifugación. Se reporta la 
capacidad de absorción de agua en mL/g de muestra [18].

Capacidad emulsificante: los almidones tienen capacidad anfifílica frente al agua y 
el aceite, pero escaso poder tensoactivo. Al lipofilizar los almidones, esta propiedad  
cambia y debe ser evaluada. Para ello se mezcló 1 g de almidón con 25 mL de agua a 
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25 °C, agitándose manualmente durante 15 minutos; posteriormente se mezcló esta 
suspensión con 25 mL de aceite de maíz con ayuda de un homogenizador ultra turrax 
IKA T10 a 1.300 rpm por 3 minutos y se dejó en reposo a temperatura ambiente por 
24 horas, al cabo de las cuales, se midió la cantidad de emulsión remanente (ER). Esta 
se expresó en términos de porcentaje, como volumen de la capa emulsificada (VCE) 
con respecto al total del líquido (VTL) empleando la siguiente expresión [19]:

ER VCE
VTL

= ×100 	

Microencapsulación de aceites esenciales

La microencapsulación se realizó mediante microparticulación lipídica sólida (MLS). 
Se tomaron 15 g de almidón (nativo, hidrolizado, lipofilizado), y se mezclaron manual-
mente en un vaso de precipitado con ayuda de una varilla de vidrio en seco con 3,2 g 
de aceite esencial disueltos en 3,2 g de aceite mineral, dejando en reposo por 24 horas 
en un frasco de cierre hermético. Al cabo de este tiempo, se añadieron 50 mL de agua 
desionizada, y la mezcla resultante se sometió a emulsificación con ayuda de un homo-
genizador ultra turrax IKA T10 a 5.000 rpm por 10 minutos. El producto obtenido se 
almacenó emulsionado en frascos herméticos y así se empleó.

Eficiencia de la encapsulación

Para evaluar la eficiencia de la encapsulación se empleó un equipo de hidrodestilación 
tipo Clevenger, en el que se pusieron 20 g de emulsión de microencápsulas en 300 mL de 
agua desionizada en un balón de 500 mL. Después de destila por 3 horas, se cuantificó 
el aceite esencial obtenido, el cual corresponde a un porcentaje de material inicial [20].

Análisis de composición del aceite esencial

La composición del aceite esencial de tomillo se analizó mediante técnica instrumental 
de gromatografía de gases acoplada a espectrometría de masa (GC/MS), en un equipo 
GC/MS 7890A/5975C Agilent (USA), en interfase con un detector selectivo de 
masas HP5973 Network conectado en línea con un sistema HP-MS ChemStation y 
la base de datos NIST-2008. Condiciones: como muestra se tomaron 50 μL de cada 
aceite esencial que se disolvieron en 450 μL de diclorometano, inyectándose 1,0 μL 
a modo split (20:1), la temperatura inyector fue de 250 °C, se utilizó una columna 
capilar HP-5MS 5% Phenyl Methyl Silox  (30 m × 250 µm × 0,25 µm), utilizándose 
helio (Aga-Fano) como gas de arrastre, a flujo constante de 1 mL/min, presión del gas 
7,6354 psi y velocidad lineal de 36 cm/seg. La temperatura inicial fue de 45 °C y la 
temperatura de la línea de transferencia de 280 °C [21, 22]. La identidad de los compo-
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nentes se asignó por comparación de los espectros de masas obtenidos con los presentes 
en la base de datos.

Actividad antibacteriana in vitro 

La actividad antibacteriana del aceite esencial de tomillo microencapsulado en el almi-
dón lipofilizado de ñame, se realizó de la manera que se describe a continuación.

Cepas de S. aureus, S. epidermidis y P. acnes se inocularon en caldos MH, LB, TSA, res-
pectivamente, de acuerdo con las indicaciones establecidas por la CLSI [23], tomando 
entre 3 y 4 colonias bien diferenciadas y morfológicamente similares de las bacte-
rias previamente sembradas en placas de Petri con agares homólogos, incubándose 
a 35 ± 2 °C y verificando sistemáticamente la densidad óptica a 620 nm (DO620) en 
lector de microplacas (Multiscan EX Thermo®, USA), hasta que la suspensión bacte-
riana alcanzara una DO620 entre 0,08 y 0,1 equivalente a 0,5 en la escala de McFarland 
(1 × 108 UFC/mL) [24]. Una vez alcanzado este valor, 5 mL de caldo se mezclaron con 
5 mL de emulsión de microcápsulas empleando un agitador Vórtex, en tubos de ensayo 
microbiológico con tapa estériles, dejándose en incubación por 24 horas a 35 ± 2 °C 
en agitación constante. Finalizado este tiempo, y para evaluar la capacidad bactericida 
de las microcápsulas, asadas tomadas de los tubos se sembraron en los agares específicos 
para las tres cepas y nuevamente se incubaron a las mismas condiciones por 24 horas.

Análisis estadístico

Los resultados obtenidos para cada uno de los almidones bajo estudio, fueron recolec-
tados y comparados mediante evaluación estadística según los comportamientos obser-
vados para materiales de referencia tales como el almidón de maíz. Todos los ensayos 
se realizaron por triplicado siguiendo los protocolos establecidos anteriormente. El 
análisis estadístico se realizó comprobando los supuestos de normalidad de datos para 
el empleo de modelos paramétricos (distribución normal, igualdad de varianza e inde-
pendencia de datos). El análisis estadístico se orientó a comparar los valores de medios 
de los resultados obtenidos. Los resultados obtenidos fueron sometidos a análisis de 
varianza ANOVA, seguido de la prueba de Dunnet para determinación de diferencias 
significativas. Los datos se ordenaron empleando el programa MS Excel 365, y los aná-
lisis estadísticos se hicieron con el paquete GraphPad Prisma V 5.0.

Resultados y discusión

Los ensayos se realizaron sobre almidones nativos y modificados de ñame (D. rotun-
data). Se emplearon almidones homólogos de maíz USP (Z. mays), como referencia.
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La tabla 1 presenta los resultados de la caracterización básica de los almidones de ñame 
y maíz. El valor de pH para cada uno se encontró dentro de los límites esperados de 5,5 
a 7,5 [25]. De igual manera, tanto el tamaño de partícula como el contenido de amilosa 
se corresponden con los valores reportados por la literatura [2, 12, 26, 27]. La figura 1 
presenta una imagen de los amiloplastos de ñame con la forma en que se hicieron las 
medidas.

Tabla 1. Caracterización almidones nativos de ñame y maíz.

Almidón Amilosa (%) pH Tamaño de partícula (μm)

Ñame 35,00 ± 0,54 7,19 ± 0,04 126,57 ± 17,17

Maíz USP 25,97 ± 0,59 6,57 ± 0,04 38,63 ± 6,25

Los valores corresponden a media de tres réplicas ± la desviación estándar. 

Figura 1. Fotografía de amiloplastos de ñame, con mediciones hechas con el programa OPTKO-
PRO versión 2.7.

Una micropartícula lipídica sólida se asimila a una emulsión del tipo agua en aceite, 
excepto que la parte lipídica se mantiene sólida [28]. La microencapsulación de acei-
tes esenciales empleando almidones, utiliza los amiloplastos como microcontenedo-
res, ajustándose a esta definición. El objetivo, por tanto, es “rellenar” los amiloplastos  
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individuales con aceite esencial en una matriz sólida, para lo que se necesitan dos cosas: 
incrementar la lipofilicidad y conservar la integridad del amiloplasto para que retenga 
al aceite. Numerosos estudios se centran hoy en la preparación de este tipo de micro-
partículas para vehiculizar y proteger los AA. EE. [29-33].

La lipofilización de los almidones para hacerlos más afines a los aceites esenciales se 
puede lograr de varias maneras. La primera, es realizando una hidrólisis ácida parcial 
del almidón. Zambrano y Camargo [15] optimizaron las condiciones de dicha hidró-
lisis sobre almidón de yuca (Manihot esculenta), como sustituto de grasas en alimen-
tos procesados. Consecuencia de la hidrólisis, ocurre un incremento en la lipofilicidad 
del material resultante, junto con una disminución significativa de la viscosidad de sus 
dispersiones. La segunda, consiste en introducir grupos lipofílicos a las cadenas poli-
méricas del almidón. Una forma de hacerlo, es mediante reacciones de sustitución con 
anhídridos orgánicos de cadenas carbonadas largas. En este trabajo se empleó anhí-
drido dodecenil succínico, el cual tiene una cadena de doce carbonos. La tabla 2 pre-
senta los porcentajes de sustitución alcanzados a los dos niveles de cantidad de reactivo 
empleado. En todos los casos se utilizaron almidones hidrolizados. Almidones nativos 
no se sustituyeron debido a que sus dispersiones son muy viscosas. 

Tabla 2. Porcentaje de sustitución de los almidones hidrolizados y lipofilizados según las condicio-
nes de reacción (mL de anhidro dodecenil succínico por cada 40 gramos de almidón).

Almidón DDSA 10 mL DDSA 15 mL

Ñame 0,33 ±  0,00 0,40 ± 0,00

Maíz 0,34 ± 0,00 0,40 ± 0,00

Los valores corresponden a media de tres réplicas ± la desviación estándar. 

Como consecuencia de la hidrólisis y la sustitución lipofílica, los almidones presenta-
ron cambios en la capacidad captadora de aceite, cuyos valores se presentan en la figura 
2. Es notable para ambos almidones, que en la medida que se hidroliza y sustituye con 
DDSA, la lipofilicidad aumenta, llegando a duplicarse con la mayor sustitución. 
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Figura 2. Capacidad de absorción de aceite de los almidones nativos y modificados (mL/g). Los  
valores corresponden a las medias de tres réplicas ± desviación estándar de los almidones modifica-
dos respecto de su almidón nativo (control). *p < 0,5; **p < 0,01 y ***p < 0,001 son significativamen-
te diferentes del valor de control.

Un comportamiento un poco más errático se verifica con la capacidad de captación de 
agua (véase figura 3). El ñame tiende a reducir esta capacidad a medida que se lipofiliza, 
en tanto que en el maíz, con la hidrólisis y primera sustitución, esta se aumenta, mien-
tras que con la segunda sustitución se disminuye. Esto puede deberse al hecho de que 
con las primeras modificaciones ocurre una desorganización de las cadenas poliméri-
cas, lo que permite una mayor entrada de agua al amiloplasto. Con el segundo nivel de 
sustitución, este se hace más hidrorrepelente y, por tanto, su capacidad de captar agua 
disminuye. Por tener un tamaño de partícula más pequeño que el ñame, la desorganiza-
ción de las cadenas es más probable.

Los almidones son anfifílicos en su estado natural (nativo), pero con una pobre capacidad 
emulsificante, pues su actividad tensoactiva es muy limitada; no obstante, como se obser-
va en la figura 4, en la medida que los almidones se sustituyen con cadenas carbonadas 
largas, la capacidad tensoactiva, y por tanto emulsificante, se incrementa [28, 29, 34]. El 
balance hidrofílico-lipofílico (HLB) de los almidones obtenidos probablemente tienda a 
ser bajo, puesto que las emulsiones que se forman en el ensayo de capacidad emulsificante 
fueron del tipo agua en aceite (W/O).
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Figura 3. Capacidad de absorción de agua de los almidones nativos y modificados (mL/g). Los va-
lores corresponden a las medias de tres réplicas ± desviación estándar de los almidones modificados 
respecto de su almidón nativo (control). **p < 0,01 y ***p < 0,001 son significativamente diferentes 
del valor de control.
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Figura 4. Porcentaje de emulsión remanente (24 horas) empleando almidones nativos y modifica-
dos. Los valores corresponden a las medias de tres réplicas ± desviación estándar de los almidones 
modificados respecto de su almidón nativo (control). ***p < 0,001 es significativamente diferente 
del valor de control.

Para la encapsulación del aceite esencial de tomillo, se escogió el almidón de ñame hidro-
lizado/lipofilizado, que mostró la mayor capacidad tanto lipofílica como emulsificante. 
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La absorción del aceite esencial en la matriz lipofílica rinde un material de aspecto seco, 
que se embebe fácilmente sin ser grasoso al tacto. El propósito de suspender/emulsi-
ficar estas partículas, se orienta la formación de una cubierta acuosa alrededor de las 
mismas, que por hidrorrepelencia, ayude a mantener al aceite esencial dentro de las 
microcápsulas de almidón modificado, que como se indicó previamente, corresponden 
a los amiloplastos nativos originales. La emulsión obtenida, correspondió a una de tipo 
aceite en agua (O/W), sin sensación grasosa y de fácil lavado, lo que permite concluir 
que al incrementar la proporción de agua en la emulsión mediada por estos almidones 
lipofílicos, ocurre una inversión de fases.

Para evaluar la capacidad de las microcápsulas de retener el aceite esencial, se tomaron 
10 cuerpos de cajas de Petri, donde se vertieron 20 mL de emulsión, que se dejaron 
expuestas al ambiente (temperatura 25 ± 2 °C, HR 60%) durante 20 días, evaluando 
por triplicado de manera seriada. La figura 5 presenta los resultados. El día cero, corres-
ponde a la composición inicial de la preparación, donde se pone de manifiesto que la 
eficiencia de la encapsulación es mayor del 98,5%. Al día 4, se ha perdido cerca del 77% 
del agua, pero apenas un 3,2% de aceite esencial. Para el día 20, hay un remanente del 
15% de humedad, y más del 91% de aceite, es decir, una pérdida del 7%. Estos resulta-
dos ponen de manifiesto la eficiencia del sistema de retener el componente volátil bajo 
las condiciones extremas de libre evaporación. 
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Figura 5. Porcentaje remanente de agua y aceite esencial de tomillo en un envejecimiento de 20 
días, respecto de la composición original. Las barras blancas corresponden al contenido de agua y 
las barras grises al contenido de aceite esencial de tomillo. Los valores corresponden a las medias 
de tres réplicas ± desviación estándar de los almidones modificados respecto de su almidón nativo 
(control). *p < 0,5 y ***p < 0,001 son significativamente diferentes del valor de control.

Dado que los objetivos de la microencapsulación de los aceites esenciales no es solo 
retenerlos sino también mantener su composición invariable, evitando oxidaciones, 
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polimerizaciones y otras reacciones degradativas, se realizaron análisis de cromatografía 
GM a los destilados anteriores. Los perfiles de composición durante el envejecimiento 
se presentan en la tabla 3. De los principales componentes, se destaca que el timol se 
reduce en un 10%, en tanto que el carvacrol lo hace en un 1%, que es consistente con la 
pérdida global del 7% de aceite, y no se evidencia la aparición de nuevas especies quí-
micas, lo que significa que hubo una pequeña pérdida de material, pero no se evidenció 
deterioro de los componentes constitutivos.

El aceite esencial de tomillo (T. vulgaris), ha demostrado ser muy promisorio para el 
tratamiento del acné, gracias a sus propiedades antibacterianas sobre las cepas vincu-
ladas a la fase infectiva del mismo (P. acnes, S. epidermidis, S. aureus) [29, 30, 35]; por 
tal razón, fue elegido como aceite modelo. Para probar si sus propiedades bactericidas 
se mantenían aún después de encapsulado, se evaluó la emulsión del mismo frente a las 
cepas de acuerdo con la metodología descrita. En el modelo empleado, se evidenció que 
por efecto de la dilución, la emulsión deja de ser propiamente líquida, las microcápsulas 
quedan en suspensión, de allí la necesidad de la agitación constante.

Tabla 3. Perfil de composición de los principales componentes del aceite esencial de tomillo durante 
el envejecimiento de la emulsión. 

Compuesto
Tiempo de 
retención 

(min)

Abundancia relativa

Día 0 Día 1 Día 4 Día 7 Día 11 Día 20

α-Pineno 4,38 ± 0,01 0,74 0,84 0,85 1,03 0,87 0,95

Canfeno 4,67 ± 0,00 0,62 0,76 0,76 0,88 0,67 0,73

p-Cimeno 6,50 ± 0,04 15,55 16,45 17,69 18,90 17,28 20,3

Eucaliptol 6,65 ± 0,07 1,52 1,81 1,82 1,87 1,94 1,50

g-Terpineno 7,52 ± 0,02 5,47 5,48 5,65 6,30 5,81 7,79

Linalool 8,55 ± 0,02 1,80 2,31 2,05 1,91 2,59 1,73

Canfor 9,56 ± 0,00 0,23 0,21 0,27 0,29 0,32 0,44

Borneol 10,45 ± 0,01 0,96 1,29 1,15 1,03 1,45 0,86

Terpinen-4-ol 10,84 ± 0,01 0,76 1,12 0,91 0,84 1,19 0,73

Timol 14,37 ± 0,06 63,46 62,13 61,77 61,71 58,29 51,48

Carvacrol 14,47 ± 0,07 12,48 10,07 11,23 11,05 13,11 11,12

o-Cimen-5-ol 14,61± 0,05 1,11 1,28 0,21 0,18 1,44 0,17

Cariofileno 18,01 ± 0,02 2,38 1,66 1,60 2,11 1,44 2,19

Óxido de 
cariofileno 21,67 ± 0,04 0,71 0,84 0,91 0,10 0,11 0,36
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La figura 6 corresponde a las imágenes de las cajas de Petri donde se sembraron asadas 
de la mezcla de cepas con la emulsión del aceite microencapsulado. La parte A de la 
figura corresponde al control, y la parte B al ensayo con aceite. Se evidencia que no 
hubo ningún crecimiento, y que por tanto, el aceite esencial se liberó suficientemente, 
para ser eficaz frente al crecimiento de las bacterias.

Figura 6. Imágenes de las cajas de Petri de la siembra final en la prueba de actividad bactericida.
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Conclusiones

La hidrólisis y posterior lipofilización del almidón de ñame (D. rotundata), permite la 
microencapsulación de aceite esencial de tomillo (T. vulgaris) con una eficiencia mayor 
al 98%, en donde el amiloplasto nativo original se constituye en un microrreservorio 
de este aceite. Su posterior emulsificación lo estabiliza y lo mantiene confinado, aislado 
del oxígeno y la luz, elementos importantes en la degradación de estos materiales. No 
obstante lo anterior, al ser aplicado en un sistema diluido, las microcápsulas se liberan 
de la emulsión y, a su vez, liberan el aceite, virtualmente intacto, que mantiene y ejerce 
sus actividades biológicas conocidas.
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Resumo

Para o processo da eletrooxidação da hidrazina sobre a camada do composto carboní-
lico derivado de ferroceno, foi sugerido o mecanismo do desempenhoeletroanalítico. 
Para ele, também foi desenvolvido e analisado (por meio da teoria de estabilidade 
lineal e análise de bifurcações) o modelo matemático, capaz de descrever os processos 
no sistema. Os resultados da modelagem foram comparados com os experimentais, 
bem como com os teóricos, observados para sistemas análogos

Palavras-chave: hidrazina, 2,7-bis(ferrocenil-etinil)-fluoreno-9-ona, sensores eletro-
químicos, oscilações eletroquímicas, teoria de estabilidade linear
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Summary

Mechanism of the electroanalytical performance of 2,7-bis 
(ferrocenyl-ethinyl) fluorene-9-one to electro-detection of 

hydrazine and its mathematical description

For the process of hydrazine electrooxidation over the layer of ferrocene-carbonylic 
derivative, the electroanalytic functionmechanism has been suggested. Also there 
has been developed and analyzed (by means of linear stability theory and bifurcation 
analysis) the mathematical model, capable to describe the processes in the system. 
The results of the modeling have been compared with experimental and theoretical 
for analogous systems.

Keywords: hydrazine, 2,7-bis-(ferrocenil-ethynyl)-fluoren-9-one, electrochemical 
sensors, electrochemical oscillations, linear stability theory.

Introdução

A hidrazina é uma substância nociva para a saúde [1-5], que atua como cancerígena, 
hepatotóxica, mutagênica e criadora de anomalias de sangue. Além disso, a hidrazina é 
reconhecida um composto nocivo para o ambiente, sendo a sua concentração máxima 
permitida em esgotos de 1,0 ppm [5]. Por outro lado, a hidrazina é uma substância 
amplamente usada como matéria-prima em Síntese Orgânica, na obtenção de fertili-
zantes, explosivos e como combustível em células a combustível [6]. Assim, haja vista a 
sua importância, o desenvolvimento de um método claro, exato, sensível e preciso para 
a sua detecção permanece atual [7-8]. 

Já foram sugeridos vários métodos da detecção de hidrazina [9-10]. O mecanismo 
da sua eletrooxidação foi investigado em diferentes elétrodos metálicos [11-15] e 
foi observado que os sobrepotenciais deeletrooxidação da hidrazina sobre os metais 
nobres são inferiores aos da eletrooxidação sobre os outros metais. Outrossim, o com-
portamento oscilatório em potencial foi observado no processo da eletrooxidação da 
hidrazina sobre platina [11], o que também põe em questão o porquê e a probabilidade 
da aparição de instabilidades eletroquímicas. Sem embargo, os metais nobres são muito 
caros e os eletrodos de grafite não são usados neste processo por causa de altos sobrepo-
tenciais. Destarte, a modificação de elétrodos com vários materiais mediadores [16-26] 
realiza-se a fim de diminuir o sobrepotencial. Destaca-se o uso de nanopartículas[9, 
16-18], dióxido de titânio [19], polímeros condutores [20-23] e do óxido de grafeno 
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[24-26]. No entanto, o desconhecimento do mecanismo mais provável da oxidação da 
hidrazina sobre certos materiais faz mais difícil a procura de um material compatível 
e o desenvolvimento de um modelo matemático, capaz de descrever adequadamente 
o comportamento do sistema, fornecer conclusões, válidas não só para o sistema con-
creto, mas também para semelhantes (segundo o terceiro teorema de semelhança), é 
um passo muito importante nesta procura. 

No trabalho [27] foi construído um sensor de hidrazina, baseado no elétrodo de 
óxido de grafeno e pasta de carbono, modificado pelo derivado ferrocênico de natu-
reza carbonílica. O composto atuou na eletrocatálise da eletrooxidação da hidrazina, 
especialmente em meio neutro, em que as influências da basicidade e alcalinidade no 
desempenho eletroanalítico do composto ferrocênicocarbonílico não são muito fortes. 
Neste trabalho será dada a continuação de estudo [27], e nele será sugerido o meca-
nismo ao desempenho do composto, confirmado pelos cálculos matemáticos, o que 
dará a possibilidade de comparar o mecanismo com os dos sistemas análogos. 

Foram feitas várias tentativas de descrever matematicamente o desempenho eletroana-
lítico dos polímeros condutores e compósitos [28-38], ferroceno [39-40], dióxido de 
titânio [35] e nanopartículas do óxido de cobre (II) [41] na eletrodetecção de vários 
analitos, inclusive hidrazina. Agora, segue a continuação desta pesquisa importante 
para a compreensão do mecanismo do desempenho eletroanalítico e eletrocatalítico 
dos novos materiais.

O mecanismo e a sua descrição  
matemática

O desempenho dos elétrodos,baseados emferroceno,não depende do pH e é apresen-
tado como: 

Fc – e-→Fc+	  (1)

Analito+ Fc+→Fc + Produto.	 (2)

No entanto, observandoalguns detalhes, dá para notar que do pH só não depende a 
reação(1) e a semirreação, oposta a (1), que faz parte da reação (2). A outra semirreação, 
em geral, dependendo pH.Ademais, quando o ferroceno é derivado (e na molécula 
modificadora tem um grupo carbonila, bem como duas ligações triplas) a primeira 
semirreação também vai depender do pH e, na hora da oxidação da hidrazina,o pro-
cesso em meio neutro pode ser descrito como:
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NH2 – NH2+ FcC→  NH=NH + H2FcC	 (3)

H2FcC – 2e-→ 2H+ + FcC	 (4)

Neste caso, se o pH é baixo, pode acontecer a reação, oposta a (4), o que piora o desem-
penho eletroanalítico do composto (além do ataque protônico à hidrazina). No caso do 
pH alto, acontece o ataque nucleofílico do grupo carbonila, ou dos grupos adjacentes.

Por outro lado, as ligações triplas, existentes na molécula, podem reagir com as substân-
cias, presentes na solução. Das reações laterais também é preciso mencionar o possível 
ataque do grupo carbonila e das ligações triplas pela hidrazina. 

Haja vista o anteriormente dito, para descrever o desempenho deste sensor, introduzi-
mos as três variáveis:

•	 c – a concentração da hidrazina na camada pré-superficial;

•	 –o grau de recobrimento da forma modificada do composto quinônico;

•	 h – a concentração dos prótons na camada pré-superficial. 

Para simplificar a modelagem, supomos que a solução dentro do reator esteja agitando-
se intensamente, e assim é possível menosprezar o fluxo de convecção, que o eletrólito 
de suporte se esteja em excesso (podendo-se, destarte, menosprezar o fluxo de migração 
e as despesas do dopante). Também supomos que o perfil concentracional na camada 
pré-superficial seja linear e a espessura da camada, constante, igual a δ. 

A hidrazina entra na camada pré-superficial por meio da sua difusão, reage lá com os 
prótons e é oxidada pelo composto ferrocênico, cujas ligações triplas também é capaz 
de atacar. Destarte, a sua equação de balanço será descrita como: 

dc
dt

c c r r r rH tr CO= ( )








2
0 1δ

∆
δ

− − − − − 	 (5)

Sendo Δ o seu coeficiente de difusão, c0 a concentração da hidrazina no interior da 
solução, rH a velocidade da protonização da hidrazina, r1 a reação da oxidação dela, rtr a 
reação do ataque nucleofílicoda ligação tripla pela hidrazina (que e, porém, mais rápido 
nas condições do pH alto), rCO a velocidade do ataque nucleofílico do grupo carbonila 
pela hidrazina. 
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O composto ferrocênico pode ser modificado pela hidrazina e pelos prótons, sendo 
depois oxidado e, também, atacado pelos prótons. Posto assim, a sua equação de balanço 
vai ser descrita como: 

d
dt G

r r r H r htr CO tr CO
θ

+ + + − −= ( )1
1 2 	 (6)

Sendo que r2  a reação da oxidação, G a concentração máxima superficial do com-
posto ferrocênico e Htr  ataque protônico da ligação tripla, hCO a velocidade do 
ataque protônico.

Os prótons entram na camada pré-superficial por meio da sua difusão, bem como pela 
oxidação do composto quinônico modificado. Assim sendo, a equação de balanço dos 
prótons será descrita como: 

dh
dt

D h h r r H hH tr CO= ( )+








2
0 2δ δ
− − − − 	 (7)

Sendo D o coeficiente de difusão, h0 a concentração dos prótons no interior da solução. 

As velocidades das respectivas reações podem ser calculadas como: 

r k c r k chr k c r k cH H tr tr CO CO1 1
21 1 1= ( ) = = ( ) = ( )−θ −θ −θ 	

r k zF
RT

H k h h k htr Htr CO hCO2 2
0 2 1=







 = ( ) =θ

ϕ
−θ θexp 	 (8-14)

Geralmente o sistema de equações é muito semelhante aos descritos anteriormente, o que 
não contraria o terceiro teorema de semelhança. No entanto, haja vista a derivação do 
composto que agora tem grupos, cujo comportamento depende do pH, e ligações triplas, 
o sistema sofre mudanças que dão impacto ao comportamento do estado estacionário. 

Resultados e discussão

A fim de investigar o comportamento eletroanalítico do composto quinônico do ferro-
ceno, analisamos o sistema de equações diferenciais linearizados por meio da teoria de 
estabilidade linear. A matriz funcional de Jacobi, cujos elementos são apresentados abaixo: 
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a a a
a a a
a a a

11 12 13

21 22 23

31 32 33













	 (15)

Sendo:

a k k h k c kH tr CO11 1
2

1 2 1 1= ( ) ( ) ( )






δ

−
∆
δ
− −θ − − −θ − −θ 	

a k cH
13

2
=

d
	

a k c k c k ctr CO12 1
22

= + +( )
d

	

a
G

k k c k a

G
k c k c

tr CO

tr

21 1 22

1
2

1
1 2 1 1

1

= ( )+ ( )+ ( )( )

=

−θ −θ −θ

− −       −−

−
ϕ

∗ θ
ϕ

k c

k zF
RT

k U zF
RT

CO(














      2

0
2

0exp exp  ( )

) = ( )( )

− −θ

− − −θ − θ

k h

k h a
G

k h k

Htr

hCO Htr hCO

2

23

1

1
2 1      

	

a k h a

k zF
RT

k U zF

H31 32

2
0

2

2

2

= ( )

=








δ
−

δ
−

ϕ
∗ θ

ϕ
       exp exp 00 2

33

1

2
RT

k h

k h a D k c

Htr

hCO H







 ( )






) =

− −θ

−
δ
−
δ
− −      22 1k h kHtr hCO−θ − θ( )









      

	

(16-24)

A fim de simplificar a análise do jacobiano, introduzimos as novas variáveis, de modo 
que ele se reescreva como: 

4
2

1 1 22

1

22

1

1 2

2

1

2

2 1 2

δ

−κ −Λ −Λ

Λ

−Λ

− −

−κ − −
G

W
W W
W

j
j
j j

      

      

	 (25)
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A instabilidade oscilatória acontece nas condições da bifurcação de Hopf, para cuja 
satisfação, é preciso haver (não sendo bastante) elementos positivos na diagonal princi-
pal da matriz. Como neste sistema não tem etapas autocatalíticas, o único elemento da 
diagonal, capaz de ser positivo é W2, o que acontece, como nos sistemas descritos em 
[28-42], por causa das influências da oxidação eletroquímica na dupla camada elétrica 
(DCE), que provocam alteração periódica nas suas cargas e capacitâncias. Esta causa 
coincide com uma das causas do comportamento oscilatório em [11].

Usando o critério de Routh-Hurwitz de estabilidade de estado estacionário, resolvemos 
a inequação Det J<0. A sua resolução dá a possibilidade de inferir a condição de estabi-
lidade do estado estacionário sob a forma de: 

−κ −Λ −Λ κ <Λ

−Λ

1 1 2 1 2 2 2 1 1 2 1 1 2 2

1 2 1 1 2 2

( ) + + + +( )
+ +( )

W k W W j W j W j
W j W j W j 11 2 1 1 2 1 2W j W k W j+ +( )

      

	 (26)

Segundo a inequação (26), a estabilidade do estado estacionário (e, consequentemente, 
a manutenção da reação por si só) é controlada pela difusão (valores altos de κ1 e κ2) e, 
no caso do meio ácido, pela saída mais rápida dos prótons que do analito (neste caso, 
hidrazina) da camada pré-superficial (Λ2>Λ1), o que, diga-se a verdade, é muito semel-
hante às observações já feitas acerca dos polímeros condutores [28-30].  Resolvendo a 
inequação (26) relativamente ao parâmetro da difusão do analito, que é 1 (e trocando 
os signos, a fim da melhor compreensão), obter-se-á o valor crítico dele, correspon-
dente à margem de estabilidade do estado estacionário. 

κ >−
Λ −Λ

1
2 1 2 1 1 2 2 1 2 1 1 2 1 1 1 2

1 2 2 2 1

W j W j W j W j W k W j W j
W k W k W

+ +( ) + + +( )
+ + jj W j1 1 2

1 2+( )
−Λ −Λ

      

	
(27)

A condição, expressa em (27) só não é satisfeita no caso das altas influências do pro-
cesso eletroquímico sobre a DEL (ou seja, no caso do alto valor negativo do parâmetro 
W2).Esta condição vai ao encontro do descrito no artigo [27]. Neste mesmo valor crí-
tico realiza-se a instabilidade monotônica (sendo a condição dela Det J=0). 

κ =−
Λ −Λ

1
2 1 2 1 1 2 2 1 2 1 1 2 1 1 1 2

1 2 2 2 1

W j W j W j W j W k W j W j
W k W k W
+ +( ) + + +( )

+ + jj W j W j1 2 1 1 2
1 2+ +( )

−Λ −Λ

      

   (28)

Neste ponto, coexistem vários estados estacionários, todos instáveis, sendo que o sis-
tema existe só em um. Este se destrói, após a mudança das condições do sistema. 

Meio alcalino. No meio alcalino, troca-se a terceira variável (introduz-se a concentração 
da hidroxila), bem como a sua descrição. A hidroxila alcalina pouco afeta a molécula da 
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hidrazina, no entanto catalisa o ataque da ligação tripla, bem como da carbonila. Assim 
sendo, no trecho, correspondente ao meio alcalino,a curva pH – pico do parâmetro 
eletroquímico não deve ser igual ao correspondente ao meio ácido, ou seja, a curva, 
possuindo o máximo no valor neutro do pH, não deve apresentar simetria. 

Meio básico orgânico. No meio fortemente básico de aminas primárias e secundárias (cícli-
cas, ou não), o comportamento é diferente do observado no caso das bases inorgânicas que 
contêm hidroxila, porque algumas aminas tendem a juntar-se à ligação tripla. A equação 
de balanço da amina deverá ser diferente da equação de balanço da hidroxila alcalina. 

No entanto, na ausência da hidroxila, o ataque nucleofílico da hidrazina corre mais 
devagar, o que “distribui” a atividade da base mais ou menos dentro da atividade do 
álcali no caso anterior. Portanto a curva pH – pico do parâmetro eletroquímico não 
deve ser muito diferente do caso do meio básico alcalino. 

Autocatálise. No caso dos analitos, cuja oxidação é autocatalítica, tomam-se em conta 
as observações, mencionadas em [28-40]. A autocatálise então se torna mais uma causa 
para o comportamento oscilatório. 

Conclusões

1.	 O desempenho do derivado carbonílico de ferroceno na eletrodetecção da hidra-
zina é diferente do funcionamento do próprio ferroceno, haja vista a presença do 
grupo carbonílico e ligações triplas, cujo comportamento depende do pH. 

2.	 No meio ácido a atividade do composto é diferente que no meio básico (sendo 
também levemente diferente nos meios básicos alcalino e amínico). 

3.	 A estabilidade de estado estacionário é controlada pela difusão e pela superiori-
dade da velocidade da saída dos prótons da camada pré-superficial, comparada à 
da saída do analito. 

4.	 A instabilidade oscilatória para este processo é possível, sendo causada pelas 
influências do processo da eletro-oxidação na DCE, suas cargas e capacitâncias. 

5.	 A instabilidade monotônica é possível no caso das influências fortes da eletro-
oxidação na DCE no valor marginal crítico do parâmetro da difusão do analito 
(neste caso, hidrazina) κ1, correspondente à multiplicidade de estados estacioná-
rios, dos quais o sistema escolhe apenas um e ele se destrói após a alteração das 
condições físico-químicas. 
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Resumen

Los parámetros de solvatación preferencial, es decir, las diferencias entre la fracción 
molar local y de la solución de los solventes en solución de naringina se derivan de 
su solubilidad en mezclas cosolventes mediante el método de las integrales inversas 
de Kirkwood-Buff. Según el método IKBI, la naringina es sensible a los efectos espe-
cíficos de solvatación según la composición cosolvente, por lo que el parámetro de 
solvatación preferencial por δx1,3, es negativo en mezclas ricas en agua y en mezclas 
ricas en etanol, pero positivo en composiciones entre 0,24 y 0,40 en fracción molar 
de etanol. Esto podría demostrar el papel relevante de hidratación hidrofóbica 
alrededor de los grupos no polares en la solvatación de fármacos en mezclas ricas 
en agua. Por otro lado, en mezclas de composiciones cosolventes intermedias, el 
fármaco es solvatado principalmente por etanol, posiblemente debido al compor-
tamiento básico de la mezcla cosolvente; mientras que en mezclas ricas en etanol, la 
solvatación preferencial por el agua podría deberse al carácter ácido del agua.

Palabras clave: naringina, solubilidad, integrales inversas de Kirkwood-Buff, IKBI, 
solvatación preferencial. 
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Summary

Preferential solvation of naringin in ethanol + water cosolvent 
mixtures according with the inverse Kirkwood-Buff integrals

The preferential solvation parameters, i.e., the differences between the local and bulk 
mole fractions of the solvents in solutions of naringin is derived from their solubility 
in binary solvent mixtures by means of the inverse Kirkwood-Buff integral (IKBI) 
method. According to IKBI method it is found that naringin is sensitive to solvation 
effects, so the preferential solvation parameter by ethanol δx1,3, is negative in water-
rich and ethanol-rich mixtures but positive in compositions from 0.24 to 0.40 in 
mole fraction of ethanol. This could demonstrate the relevant role of hydrophobic 
hydration around the non-polar groups in the drug solvation in water-rich mixtures. 
Otherwise, in mixtures of intermediate co-solvent compositions, the drug is mainly 
solvated by ethanol, probably due to the basic behavior of the co-solvents; whereas, 
in ethanol-rich mixtures, the preferential solvation by water could be due to the 
acidic behavior of water.

Key words: Naringin, solubility, inverse Kirkwood-Buff integrals, IKBI, preferen-
tial solvation. 

Introducción

La naringina (véase  figura 1)  (4’-5-7’-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucósido, C27H32O14, 
CAS 10236-47-2) es una flavanona predominante en frutos cítricos y es la principal respon-
sable de su sabor amargo [1, 2]. Al administrarse por vía oral la naringina, es hidrolizada a 
naringenina, que es el principal metabolito que se absorbe [3]. La naringina y naringenina 
son posibles inhibidores de las enzimas CYP [4]; además, se han reportado varios efectos 
terapéuticos como antioxidante, antimicrobiana, hipolipemiante, antiinflamatorio, anti-
cancerígeno [5] y posee propiedades hipocolesterolémicas, debido a que reduce el nivel del 
colesterol de baja densidad en el plasma [6].

En cuanto a la solubilidad de fármacos en mezclas cosolventes, esta ha sido amplia-
mente estudiada, en donde la mayoría de los estudios describen el comportamiento 
de las isotermas de solubilidad en función de la composición cosolvente; otro número 
importante de investigaciones dirige sus esfuerzos hacia el desarrollo de modelos mate-
máticos a partir de datos experimentales, con el ánimo de desarrollar modelos semiem-
píricos que permitan calcular la solubilidad de un fármaco con un margen de error bajo.
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Figura 1. Estructura molecular de la naringina.

En este contexto, Acree y Rytting desarrollan el modelo denominado “solvente binario 
casi ideal, NIBS”, el cual ha tenido éxito en la modelización de la solubilidad de algu-
nos fármacos [7]; mientras que en otros casos, en donde los rangos de la polaridad de 
las mezclas cosolventes es mayor, el modelo de Jouyban, Khoubnasabiafari y Acree [8] 
ha sido más apropiado. Otros modelos, como los basados ​​en áreas de superficie [9], la 
contribución de grupos UNIFAC [10], los parámetros de solubilidad de Hildebrand 
[11], las integrales Kirkwood-Buff [12], etc., también han sido empleados. Es innega-
ble la gran importancia de estos estudios para la industria farmacéutica o alimentaria, 
permitiendo optimizar procesos de investigación y desarrollo, ofreciendo herramientas 
que permiten reducir el número de ensayos experimentales y exponiendo una alter-
nativa viable para el aprovechamiento eficiente de algunos residuos agroindustriales, 
mediante la extracción, cristalización y purificación de sustancias de interés comercial 
presentes en estos materiales generalmente desechados. Sin embargo, tales investiga-
ciones no describen el entorno próximo de la molécula de soluto en la solución, lo que 
permitiría racionalizar los eventos moleculares en procesos de importancia industrial 
como los mencionados anteriormente, salvo en algunos intentos como los realizados 
por Acree [13], quien empleó el método integrales inversas de Kirkwood-Buff (IKBI) 
propuestas por el profesor Ben-Naim [14]. Sin embargo, no hay información sobre 
la composición del disolvente en el entorno inmediato de las moléculas de soluto y 
las interacciones que conducen a estas preferencias. Otro caso en el que se empleó un 
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enfoque bastante similar fue el estudio de Shulgin y Ruckenstein [15], quienes utiliza-
ron las integrales de Kirkwood-Buff para estimar el exceso de hidratación de solutos 
gaseosos en soluciones acuosas diluidas de cloruro de sodio, donde la sal se trata como 
un codisolvente. 

El propósito de este trabajo es aplicar el enfoque del modelo IKBI [14] a la solvatación 
preferencial de la naringina en mezclas cosolventes etanol + agua. Los resultados se 
expresan en términos del parámetro de solvatación preferencial δx1,3 para el soluto 3 
por los solventes de la mezcla 1 y 2:

δ = − =−δx x x xL
1 3 1 3 1 2 3, , , 	 (1)

Donde x1 es la fracción molar del solvente 1 (solvente orgánico) en la mezcla cosolvente 
y xL

1 3,  es la fracción molar local de 1 en la vecindad de la molécula del soluto 3. Si δx1,3 
> 0, entonces 3 se solvata preferentemente por 1. Cuando |δx1,3| ≤ 0,01, los valores pro-
bablemente se encuentran dentro del error de la determinación, lo que significa que la 
solvatación preferencial es insignificante; de lo contrario, el grado de solvatación prefe-
rente se determina por la magnitud de δx1,3. De hecho, los valores δx1,3 ≈ x2 significan 
δx1,3 ≈ 1 o solvatación selectiva completa de 3 por 1; por tanto, δx1,3 no puede ser 
mayor que x2 [16]. 

La solvatación preferencial del soluto 3 en la mezcla cosolvente 1 + 2, no solo depende 
de las interacciones de 3 con 1 y con 2, sino también de las interacciones mutuas de 
los dos solventes, como se describe por la energía Gibbs de exceso GE

1+2, de la mezcla 
cosolvente libre se soluto. La competencia de interacciones de los tres componentes, se 
lleva a cabo en la solución.

A partir de los datos de solubilidad de 3 en los solventes puros y en las diferentes mez-
clas cosolventes, se calcula la energía Gibbs estándar de transferencia de 3 de 1 a 1 + 2.

∆ =→1+2
+

trG RT
x
x3 2

0 3 2

3 1 2
,

,

,

In 	 (2)

La ecuación (2) debe ser utilizada siempre que el soluto 3 sea escasamente soluble en 
todas las composiciones cosolventes, de tal forma que las interacciones soluto-soluto 
puedan ser descartadas asumiendo entonces que las moléculas de soluto están rodeadas 
únicamente por moléculas de solvente. De lo contrario, se deben tener en cuenta los 
coeficientes de actividad de 3 en cada composición cosolvente. Otra disposición para la 
aplicación de la ecuación (2), es que la identidad del sólido que está en equilibrio con las 
soluciones saturadas es independiente de la composición del disolvente; es decir, el soluto 
no forma solvatos o hidratos con los solventes puros alterando la composición cosolvente.
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La aplicación del método IKBI está, por tanto, limitada a sistemas en los que la infor-
mación de la energía Gibbs de exceso de las mezclas cosolventes entre disponible y las 
solubilidades sean lo suficientemente bajas.

En este contexto, las expresiones matemáticas para la aplicación del enfoque IKBI dada 
por Ben-Naim [14] han sido manipuladas algebraicamente, conduciendo a las siguien-
tes expresiones [17, 18]: 

δ = − / + +x x x G G x G x G Vcor3 1 1 2 1 3 2 3 1 1 3 2 2 3, , , , ,( )   	 (3)

G RT V x V D QT1 3 3 2 2, = κ − + / 	 (4)

G RT V xV D QT2 3 3 1 1, = κ − + / 	 (5)

V r x V x Vcor
L L= + + − −

/
2522 5 0 1363 1 0 0853 1 1 1 2

1 3 3

, , ,( ){ }





 	 (6)

D d G dxt P T
= ∆ /→ +3 2 1 2

0
1, ,





 	 (7)

Q RT x x d G dxE
P T

= + /1 2
2

1 2 2
2

, ,




 	 (8)

En donde G1 3,  y G1 3,  son las integrales Kirkwood-Buff (en cm3 mol–1), las cuales de 
calculan a partir de las ecuaciones (4) y (5) y Vcor es el volumen de correlación alrededor 
de 3 en el que la solvatación preferencial tiene lugar. En las ecuaciones (4) y (5), T es 
la compresibilidad isotérmica de las mezclas (en GPa–1), V3 es el volumen molar parcial 
del soluto y V1 y V2 son los de los disolventes (en cm3 mol–1), mientras que D y Q (en kJ 
mol–1, al igual que RT) se calculan a partir de las ecuaciones (7) y (8). 

Como T depende de la composición cosolvente, puede ser calculada asumiendo com-
portamiento aditivo, donde la compresibilidad isotérmica de la mezcla cosolvente es 
calculada a partir de la compresibilidad isotérmica de los componentes puros, multipli-
cada por sus respectivas fracciones molares en la mezcla cosolvente:

κ = κ
=

T i
i

n

T ix
1

å , 	 (9)
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Los volúmenes molares parciales se calcularon por medio de las ecuacio-
nes (10) y (11) [19], a partir de los valores de densidad de las mezclas de eta-
nol + agua reportados por Jiménez, Manrique y Martínez [20], a todas las 
temperaturas de estudio, V es el volumen molar de las mezclas y se calcula como V 
= (x1M1 + x2M2)/ρ. Donde M1 y M2 son 46,06 y 18,02 g mol–1, respectivamente.

V V x dV
dx1 2

1

= + 	 (10)

V V x dV
dx2 1

1

= − 	 (11)

La ecuación (3) para el volumen de correlación requiere iteración porque depende de 
las fracciones molares locales dadas por las ecuaciones (1) y (3). Finalmente, el radio 
molecular de 3 se calculó a partir del volumen molecular, el cual, a su vez, se calculó a 
partir del volumen molar calculado mediante el método de contribución de grupos de 
Fedors [21] (véase tabla 1).

Resultados y discusión

Los datos de solubilidad de la naringina se tomaron de Zhang et al. [22] (véase tabla 2), 
las energías Gibbs estándar de transferencia de la naringina desde el agua pura hasta las 
mezclas cosolventes etanol + agua se calcularon mediante la ecuación (2) y se correla-
cionaron mediante un polinomio regular de cuarto orden de acuerdo con la ecuación 
(12) (véase tabla 3).

Tabla 1. Aplicación del método de Fedors para el cálculo del volumen molar, la energía interna y el 
parámetro de solubilidad de Hildebrand de la naringina.

Grupo Número V (cm3/mol) U (kJ/mol)

–CH3 1 1 x 33,50 1 x 4,71

–CH2– 1 1 x 16,10 1 x 4,94

>CH– 11 11 x –1,00 11 x 3,43

>C=O 1 1 x 10,8 1 x 17,4

–O– 5 5 x 3,8 5 x 3,35

–OH 8 8 x 10,0 8 x 29,8

Fenileno (p) 1 1 x 52,4 1 x 31,9
(Continúa)
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Tabla 1. Aplicación del método de Fedors para el cálculo del volumen molar, la energía interna y el 
parámetro de solubilidad de Hildebrand de la naringina (continuación).

Grupo Número V (cm3/mol) U (kJ/mol)

Fenilo 
tetrasustituido 1 1 x 14,4 1 x 31,9

Cierre de anillo 3 3 x 16,00 3 x 1,05

Total 263,2 386,88

Parámetro de 
solubilidad (386.880/263,2)1/2 38,34 MPa1/2

La figura 2 muestra la energía Gibbs de transferencia a diferentes temperaturas y los 
coeficientes de los polinomios se reportan en la tabla 4.

∆ = = + + + +→1+2
+

trG RT
x
x

a bx cx dx ex3 1
0 3 1

3 1 2
1 1

2
1
3

,
,

,

In








 11

4 	 (12)

0,0
0,0 0,2

x1

0,4 0,6 0,8 1,0
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∆
tr

 G
0 3,

1–
>1

+2

Figura 2. Energía Gibbs estándar de la transferencia de la naringina desde el agua pura hasta cada una 
de las mezclas cosolventes EtOH + W a ■ = 293,15 K; ◆ = 303,15 K y  = 313,15 K. 
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Tabla 2. Solubilidad en fracción molar (x3)a de la naringina a diferentes temperaturas.

x1 293,15 K 298,15 K 303,15 K 308,15 K 313,15 K

0,00 9,76 x 10–7 2,87 x 10–6 6,15 x 10–6 1,10 x 10–5 1,55 x 10–5

0,20 8,96 x 10–5 1,32 x 10–4 2,59 x 10–4 3,52 x 10–4 5,46 x 10–4

0,40 3,23 x 10–4 3,88 x 10–4 5,67 x 10–4 6,59 x 10–4 8,93 x 10–4

0,60 3,90 x 10–4 4,42 x 10–4 5,02 x 10–4 5,79 x 10–4 6,86 x 10–4

0,80 1,31 x 10–4 1,43 x 10–4 1,64 x 10–4 1,82 x 10–4 2,19 x 10–4

1,00 3,45 x 10–5 4,05 x 10–5 5,17 x 10–5 6,25 x 10–5 7,96 x 10–5

a Reportado por Zhang et al. [22]. 

Tabla 3. Energía Gibbs de transferencia (kJ mol–1) de la naringina desde el agua pura hasta las mez-
clas cosolventes etanol + agua a varias temperaturas. 

x1 293,15 K 298,15 K 303,15 K 308,15 K 313,15 K

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,20 –11,02 –9,50 –9,43 –8,89 –9,27

0,40 –14,14 –12,16 –11,40 –10,49 –10,55

0,60 –14,60 –12,49 –11,10 –10,16 –9,86

0,80 –11,95 –9,69 –8,28 –7,20 –6,89

1,00 –8,69 –6,56 –5,36 –4,45 –4,26

Tabla 4. Coeficientes de la ecuación (12) empleada en el cálculo de la energía Gibbs de transferencia (kJ 
mol–1) de la naringina desde el agua pura hasta las mezclas cosolventes etanol + agua a varias temperaturas.

Coeficientes 293,15 K 298,15 K 303,15 K 308,15 K 313,15 K

a –0,03 –0,04 –0,03 –0,04 –0,04

b –79,15 –66,97 –70,57 –66,43 –72,01

c 146,29 117,63 142,96 135,63 159,16

d –110,9 –79,367 –113,75 –106,15 –135,6

e 35,133 22,221 35,996 32,58 44,257

Los valores de D se calcularon a partir de la primera derivada de los modelos polino-
miales (ecuación 13) en función de la fracción molar de cosolvente (véase tabla 5).

D b cx dx ex= + + +2 3 41 1
2

1
3 	 (13)
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Tabla 5. Valores de D (kJ mol–1) de la naringina en mezclas cosolventes etanol + agua a 
varias temperaturas.

x1 293,15 K 298,15 K 303,15 K 308,15 K 313,15 K

0,00 –79,15 –66,97 –70,57 –66,43 –72,01

0,10 –53,08 –45,74 –45,25 –42,36 –44,07

0,20 –32,82 –28,73 –25,89 –23,88 –23,20

0,30 –17,53 –15,42 –11,62 –10,20 –8,35

0,40 –6,36 –5,28 –1,59 –0,54 1,56

0,50 1,53 2,24 5,07 5,87 7,58

0,60 6,98 7,67 9,23 9,83 10,77

0,70 10,83 11,53 11,75 12,11 12,20

0,80 13,94 14,36 13,48 13,49 12,93

0,90 17,13 16,70 15,31 14,76 14,02

1,00 21,26 19,07 18,08 16,70 16,54

Para calcular los valores de Q, son necesarios los valores de las energías Gibbs molar de 
exceso GE

1 2, de las mezclas cosolventes etanol + agua a las diferentes temperaturas de estu-
dio calculadas mediante la ecuación (14) propuesta por Marcus [18] para 298,15 K y 
la ecuación (15) para las otras temperaturas de estudio, en donde H E

1 2,  es la entalpía 
molar de exceso de la mezcla cosolvente, T1 es 298,15 K y T2 es la temperatura diferente 
de 298,15 K a la que se desea calcular GE

1 2, . Las entalpías molares de exceso se calculan 
a partir de la ecuación (16) también propuesta por Marcus [18].

G x x x xE
1 2 1 2 1 1

22907 777 1 2 494 1 2, = ( )+ ( )( )− − − 	 (14)

G T G T T H d
T

T
T

G TE E
T
T E E

1 2 2 1 2 1 1 2
2

1
1 2 11

2
1

, , , ,( ) ( )





 ( )= − ∫ ≈ ++ −H T

T
E

1 2
2

1

1,











	 (15)

H x x x xE
1 2 1 2 1 1

21300 3567 1 2 4971 1 2, = − 	 (16)

Sin embargo, los valores de Q, RTKT y el volumen molar parcial del etanol y el agua 
en cada mezcla cosolvente y de los solventes puros se tomaron de Delgado, Vargas y 
Martínez [23], y de Delgado, Peña y Martínez [24]. El radio molecular de la naringina 
calculado a partir del volumen molar usando la ecuación (17) es de 0,471 nm.

r V NAV3
21

3
3 3 10 4= ( ) ( )× / π. . . 	 (17)
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En donde NAv es el número de Avogadro [25]. 

En las tablas 6 y 7 se muestran los valores de G1,3 y G2,3 y en la tabla 8 los valores del 
volumen de correlación de la naringina a diferentes temperaturas.

Tabla 6. Valores de G1,3 (cm3 mol–1) para la naringina en mezclas cosolventes etanol + agua a dife-
rentes temperaturas.

x1 293,15 K 298,15 K 303,15 K 308,15 K 313,15 K

0,00 –848,3 –750,4 –768,5 –731,6 –763,8

0,10 –675,2 –625,1 –628,5 –612,3 –634,3

0,20 –513,0 –487,0 –469,9 –458,9 –458,3

0,30 –389,7 –375,1 –347,9 –338,0 –324,6

0,40 –305,9 –297,6 –272,1 –264,9 –251,0

0,50 –250,8 –246,6 –229,2 –225,4 –216,5

0,60 –215,3 –213,4 –206,1 –205,1 –202,3

0,70 –199,9 –198,5 –199,5 –199,9 –201,5

0,80 –213,4 –212,3 –215,6 –216,2 –218,3

0,90 –241,6 –241,9 –243,4 –244,2 –244,8

1,00 –260,4 –260,3 –260,3 –260,2 –260,2

Tabla 7. Valores de G2,3 (cm3 mol–1) para la naringina en mezclas cosolventes etanol + agua a dife-
rentes temperaturas.

x1 293,15 K 298,15 K 303,15 K 308,15 K 313,15 K

0,00 –262,1 –262,1 –262,0 –262,0 –262,0

0,10 –400,1 –383,9 –386,0 –381,2 –389,3

0,20 –457,5 –438,1 –425,6 –417,5 –417,9

0,30 –439,0 –419,7 –382,1 –368,5 –350,2

0,40 –360,8 –342,8 –285,6 –269,5 –238,1

0,50 –225,2 –210,2 –149,7 –136,4 –104,9

0,60 –14,9 –3,3 35,3 41,0 57,1

0,70 265,6 278,8 269,2 266,9 254,4

0,80 456,5 472,9 422,7 418,0 386,0

0,90 398,1 383,9 332,4 313,5 287,4

1,00 248,4 190,9 162,7 126,1 118,8
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Tabla 8. Volumen de correlación (cm3 mol–1) para la naringina de mezclas cosolventes etanol + agua 
a diferentes temperaturas. 

x1 293,15 K 298,15 K 303,15 K 308,15 K 313,15 K

0,00 1036 1037 1037 1038 1038

0,10 1095 1102 1103 1106 1106

0,20 1212 1216 1220 1223 1225

0,30 1326 1328 1329 1331 1333

0,40 1418 1419 1416 1418 1419

0,50 1492 1494 1491 1493 1494

0,60 1555 1559 1559 1562 1565

0,70 1618 1622 1627 1632 1639

0,80 1702 1707 1715 1720 1729

0,90 1815 1821 1829 1835 1843

1,00 1928 1934 1940 1947 1954

De acuerdo con los valores de G1,3 y G2,3, la naringina se hidrata preferentemente en 
mezclas ricas en agua (0,00 x1  0,20) a todas las temperaturas de estudio, puesto 
que G1,3 < G2,3. Sin embargo, entre x1 = 0,20 y 0,40, G1,3 > G2,3, lo que indica que la 
naringina se solvata preferentemente por el etanol en este rango de composición. En 
mezclas intermedias y ricas en etanol (0,50  x1 1,00), nuevamente se hidrata. Este 
análisis es corroborado por los datos de δx1,3 (véase tabla 9), que varían de manera no 
lineal en función de la composición cosolvente (véase figura 3). Al adicionar etanol 
δx1,3 adquiere valores negativos, indicando que la molécula de naringina tiende a hidra-
tarse preferentemente en mezclas ricas en agua de manera similar a otras moléculas en 
este sistema cosolvente [26, 27]. Usualmente, en la mayoría de los fármacos esta hidra-
tación es consecuencia de la hidratación hidrofóbica; sin embargo, aunque la naringina 
presenta algunos grupos poco polares, el gran número de grupos –OH produciría una 
mayor interacción con agua actuando como un ácido de Lewis, estableciendo puentes 
de hidrógeno con los grupos funcionales de los solventes (–OH). Además, este fla-
vonoide podría actuar como una base de Lewis debido a los pares de electrones libres 
en los átomos de oxígeno de los grupos hidróxido, éter y oxo para interactuar con los 
hidrógenos de ambos disolventes.

En las mezclas con composición 0,20  x1  0,40, δx1,3 toma valores positivos indicando 
que la naringina se solvata preferentemente por el etanol; esta solvatación por parte del 
etanol contribuye al aumento de la solubilidad de la naringina por al menos tres meca-
nismos: 1) promueve la desestructuración del agua alrededor de los grupos no polares 
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aumentando el agua libre y, por ende, las interacciones agua-naringina, 2) el aumento en 
la concentración de etanol en la mezcla cosolvente favorecería las interacciones no polares 
entre el etanol y el flavonoide y 3) al aumentar la concentración de etanol, la polaridad de 
la mezcla disminuye hasta igualar la de la naringina (38,34 MPa1/2).

0,020
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0,000

0,00 0,10 0,20 0,30 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,000,40
x1

–0,010

–0,020
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–0,080

x
1,

3

Figura 3. Valores de δx1,3 para la naringina en mezclas cosolventes etanol + agua a Δ = 293,15 K; = 
298,15 K; 0 = 303,15 K; ◊ = 308,15 K y  = 313,15 K.

En mezclas intermedias y ricas en etanol, 0,50  x1  1,00, δx1,3 vuelve a tener valores 
negativos indicando una hidratación preferencial. Delgado y Martínez [28] proponen 
que esta hidratación de las moléculas en mezclas ricas en cosolvente, se debe a que la 
fracción molar local de cosolvente en la esfera de solvatación depende de la polaridad 
del soluto, el cual promueve un entorno con una polaridad similar, razón por la cual la 
molécula de naringina tendería a hidratarse para aumentar la polaridad de la esfera de 
solvatación en mezclas cuya polaridad es menor de 38,34 MPa1/2. Sin embargo, siendo 
más rigurosos en el análisis de los resultados de δx1,3, es importante resaltar que en mez-
clas 0,20  x1  0,40 a todas las temperaturas y 0,20  x1  0,50 a 293,15 K y 298,15 
K los valores de δx1,3 son muy próximos a 0,01 o menores a este valor, por lo que no es 
posible definir si la naringina se solvata o no por el etanol.

En las mezclas con composición 0,20 < x1 < 0,40, δx1,3 toma valores positivos indicando 
que la naringina se solvata preferentemente por el etanol; esta solvatación por parte del 
etanol contribuye al aumento de la solubilidad de la naringina por al menos tres meca-
nismos: 1) promueve la desestructuración del agua alrededor de los grupos no polares 
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aumentando el agua libre y, por ende, las interacciones agua-naringina, 2) el aumento 
en la concentración de etanol en la mezcla cosolvente favorecería las interacciones no 
polares entre el etanol y el flavonoide y 3) al aumentar la concentración de etanol, la 
polaridad de la mezcla disminuye hasta igualar la de la naringina (38,34 MPa1/2).

En mezclas intermedias y ricas en etanol, 0,50 £ x1 £ 1,00, δx1,3 vuelve a tener valores 
negativos indicando una hidratación preferencial. Delgado y Martínez [28] proponen 
que esta hidratación de las moléculas en mezclas ricas en cosolvente, se debe a que la 
fracción molar local de cosolvente en la esfera de solvatación depende de la polaridad 
del soluto, el cual promueve un entorno con una polaridad similar, razón por la cual la 
molécula de naringina tendería a hidratarse para aumentar la polaridad de la esfera de 
solvatación en mezclas cuya polaridad es menor de 38,34 MPa1/2. Sin embargo, siendo 
más rigurosos en el análisis de los resultados de δx1,3, es importante resaltar que en mez-
clas 0,20 £ x1 £ 0,40 a todas las temperaturas y 0,20 £ x1 £ 0,50 a 293,15 K y 298,15 
K los valores de δx1,3 son muy próximos a 0,01 o menores a este valor, por lo que no es 
posible definir si la naringina se solvata o no por el etanol.

Tabla 9. Valores de 100 δx1,3 de la naringina en mezclas cosolventes etanol + agua a 
diferentes temperaturas. 

x1 293,15 K 298,15 K 303,15 K 308,15 K 313,15 K

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,10 –3,71 –3,13 –3,15 –2,96 –3,19

0,20 –1,19 –1,02 –0,90 –0,83 –0,81

0,30 1,15 1,02 0,75 0,66 0,54

0,40 1,22 0,99 0,28 0,09 0,26

0,50 –0,51 –0,72 –1,53 –1,69 –2,09

0,60 –3,39 –3,53 –4,00 –4,06 –4,24

0,70 –6,27 –6,40 –6,28 –6,24 –6,08

0,80 –6,60 –6,72 –6,28 –6,22 –5,93

0,90 –3,52 –3,43 –3,15 –3,05 –2,90

1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Finalmente, de acuerdo con los resultados de solvatación preferencial, es razonable 
suponer, que en mezclas de composición intermedia, la naringina actúa como ácido de 
Lewis con las moléculas de etanol, ya que este solvente es más básico que el agua, puesto 
que los parámetros de aceptor de enlace de hidrógeno de Kamlet-Taft son β = 0,75 
para el etanol y 0,47 para el agua [29]. Por otro lado, en mezclas ricas en agua y etanol, 
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en donde la naringina se hidrata preferentemente, está actuando principalmente como 
una base de Lewis frente al agua debido a que los parámetros de donantes de enlaces de 
hidrógeno de Kamlet-Taft son α = 1,17 para el agua y 0,86 para el etanol, respectiva-
mente [30]. Así, el agua es más ácida que el etanol. 

Conclusiones

De acuerdo con los valores del parámetro de solvatación preferencial, la naringina se 
hidrata preferentemente en mezclas ricas en agua y en mezclas ricas en etanol. Debido 
a que en las mezclas en donde δx1,3 es positivo, los valores del parámetro de solvatación 
preferencial son muy próximos a 0,01 o menores a este valor, no es posible definir si la 
naringina es solvatada o no por el etanol en estas mezclas cosolventes.
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Resumen

En el presente trabajo se realizó el estudio de estabilidad de las gotas nasales de 
efedrina. Primero se evaluó la influencia de los agentes preservantes demostrán-
dose la incompatibilidad del clorhidrato de efedrina y el clorobutanol, por lo que 
fue seleccionada la combinación de cloruro de benzalconio y edetato disódico con 
excelentes resultados en la efectividad de preservos. Se elaboraron tres lotes pilotos 
de la formulación y se les realizó los estudios de estabilidad por el método acelerado 
y de vida de estante, respectivamente. Durante los seis meses (estabilidad acelerada) 
y hasta los 24 meses (vida útil) las características organolépticas cumplieron con 
las especificaciones establecidas. El pH del medio se comportó de manera estable 
cumpliendo con los límites establecidos. El principio activo no alcanzó una degrada-
ción mayor al 5%, mostrando buena estabilidad. La concentración de los preservos 
cumplió con los parámetros, así como el conteo microbiano del producto terminado. 
La formulación envasada en frascos de vidrio ámbar de calidad hidrolítica III, de 
capacidad nominal 15 mL con tapa de polipropileno de 18 mm y gotero interior de 
polietileno de alta densidad, mostró adecuada estabilidad física, química y microbio-
lógica durante 24 meses.

Palabras clave: clorhidrato de efedrina, gotas nasales, estabilidad, preservos antimi-
crobianos.
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Summary

Stability of ephedrine nasal drops

The subject of this paper is a stability study of ephedrine nasal drops. We started 
by assessing the influence of preservative agents in the stability of the formulation. 
Ephedrine hydrochloride was proven to be incompatible with chlorobutanol. This 
led the researchers to choose a combination of benzalkonium chloride and edetate 
disodium, which yielded excellent results in terms of effectiveness. Three pilot 
batches of the formulation were prepared, and stability studies were carried out 
under the accelerated and shelf-life methods. For the six-month period of the accel-
erated stability study and the 24-month period of the shelf-life study, organoleptic 
characteristics were within established acceptable limits. The pH of the medium 
also remained stable, within acceptable limits. The degradation of the active ingre-
dient was not greater than 5%, which indicates good stability. The concentration of 
preservative agents and microbial count in the finished product were also within 
established parameters. The formulation was packaged in amber glass bottles of 
hydrolytic quality III and 15 mL nominal capacity, with an 18 mm polypropylene 
cap and an HDPE internal dropper, and it showed adequate physical, chemical and 
microbiological stability during the 24 months of the shelf life stability study.

 Key words: Ephedrine hydrochloride, nasal drops, stability, preservative agents

Introducción

Es responsabilidad del fabricante, como parte del desarrollo de un producto farmacéu-
tico, diseñar y realizar estudios de estabilidad adecuados, que permitan obtener una 
información segura y que demuestren cómo varía su calidad con una formulación y 
un envase determinado, durante el tiempo y bajo la influencia de las condiciones de 
almacenamiento a que es sometido, y como resultado del cual se apruebe un período de 
validez en el que pueda emplearse con absoluta seguridad.

La estabilidad se define como el período de tiempo durante el cual es posible mante-
ner las propiedades físico-químicas, microbiológicas, terapéuticas y toxicológicas de un 
producto farmacéutico, cumpliendo con las especificaciones presentadas en la mono-
grafía con respecto a identidad, pureza, calidad y potencia [1, 2]. 

El estudio de estabilidad tiene como objetivo determinar en qué lapso y bajo qué condi-
ciones el producto es satisfactorio, así como predecir la estabilidad a largo plazo con el fin, 
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esencialmente, de fijar una fecha de caducidad. Las condiciones del estudio y su duración 
deben ser suficientes para cubrir el almacenamiento, distribución y uso del fármaco [2-4]. 
Estos estudios contemplarán todos los índices susceptibles de cambiar durante el alma-
cenamiento y que influyan sobre la calidad, seguridad o eficacia del medicamento, ya sea 
mediante ensayos organolépticos, físicos, químicos o microbiológicos. Los métodos de 
ensayo deben estar totalmente validados [5], y se incluirá información referente al conte-
nido o efectividad de los preservos durante el período de validez [2-4]. 

El clorhidrato de efedrina, cuyo nombre químico es hidrocloruro de (1R, 2S)-1-fenil-2-
metilaminopropan-1-ol, es un broncodilatador adrenérgico, vasopresor, estimulante de 
los receptores beta-2 adrenérgicos en los pulmones para relajar el músculo liso bronquial, 
que alivia el broncoespasmo, aumenta la capacidad respiratoria, disminuye el volumen 
residual y reduce la resistencia de las vías aéreas [6]. Es empleado en la preparación de 
jarabes para el tratamiento del asma y resfriados por sus propiedades broncodilatadoras. 
También se incluye en gotas nasales o sprays descongestivos, ya que induce vasoconstric-
ción sobre la mucosa nasal y disminuye la producción de moco. En su forma parenteral 
está indicado para contrarrestar los efectos hipotensores de la anestesia raquídea o de otros 
tipos de anestesia por conducción no tópica y la hipotensión aguda [6, 7]. 

En estudios previos se desarrollaron y validaron métodos analíticos para el análisis de las 
gotas nasales de efedrina. Los resultados de la validación mostraron que el método croma-
tográfico en fase reversa con detección UV-visible, para la determinación del clorhidrato 
de efedrina, así como los métodos volumétricos de valoración complejométrica, para la 
cuantificación del cloruro de benzalconio y edetato disódico, preservos antimicrobianos, 
fueron específicos, lineales, precisos y exactos; resultando confiables para su empleo en el 
control de calidad y estudio de estabilidad del producto terminado [8].

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la estabilidad de una formulación de gotas 
nasales de efedrina, a través de los estudios de estabilidad acelerada y de vida de estante.

Metodología

Productos químicos y reactivos

Clorhidrato de efedrina (Embio Limited, India), clorobutanol (Panreac, España), clo-
ruro de benzalconio (Kirsch Ph, España) y edetato disódico 2 H2O (Panreac, España). 
El patrón de clorhidrato de efedrina lo suministró la Farmacopea Europea. El resto de 
los reactivos y soluciones fueron de calidad analítica (Merck, Alemania).
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Formulación de gotas nasales de clorhidrato de efedrina

Las gotas nasales estaban compuestas por clorhidrato de efedrina 10 mg/mL, tampón 
fosfato para regular el pH del medicamento y agua purificada como vehículo. Se eva-
luaron como preservos el clorobutanol y el cloruro de benzalconio combinado con 
edetato disódico. Las concentraciones empleadas para cada uno de los excipientes se 
encontraban en los rangos usuales para esta forma farmacéutica [9].

Una vez seleccionado el preservo adecuado, se elaboraron tres lotes pilotos de la for-
mulación, de 20 L cada uno, identificados como 2002, 2003 y 2004, los que fueron 
envasados en frascos de vidrio ámbar de 15 mL con tapas de polipropileno de diámetro 
18 mm y gotero interior de polietileno de alta densidad.

Evaluación de la formulación

Características organolépticas: se transfirieron 25 mL de la muestra a un vaso para precipi-
tados de 50 mL y se evaluaron el aspecto, el color y el olor. Se aceptaron líquidos transpa-
rentes, incoloros o ligeramente amarillos con ligero olor a cloruro de benzalconio. 

pH: se transfirieron 30 mL de la muestra a un vaso de precipitado de 50 mL. Para la 
medición se utilizó un pH - metro Basic 20+ (Crison, España). La determinación se 
realizó por triplicado aceptando valores entre 4,0 y 7,0 [10]. 

Con el propósito de evaluar la influencia del agente preservante en la formulación, se 
realizó un estudio comparativo entre la preservada con clorobutanol y la que tenía la 
combinación de cloruro de benzalconio y edetato disódico. Para ello, ambas formu-
laciones se sometieron a incrementos de temperatura de 5 oC desde 35 oC a 90 oC, 
durante 1 h. Los valores de pH de las soluciones fueron determinados y se analizaron 
estadísticamente utilizando el programa profesional Statgraphics Plus 5.1 (Statistical 
Graphics Corp., EUA).

Efectividad antimicrobiana

El estudio de efectividad antimicrobiana se realizó con la formulación seleccionada. El 
método aplicado fue el descrito en la USP 30 [11] donde las gotas nasales de clorhidrato 
de efedrina están clasificadas en la categoría 2, en función de la ruta de administración. 
Para el ensayo se emplearon las cepas de C. Albicans (ATCC 10231), P. aeruginosa 
(ATCC 27853), S. aereus (ATCC 65387) y Escherichia coli (ATCC 25922).

Las concentraciones finales de los inóculos se ajustaron con solución salina hasta 107 
UFC/mL. Las suspensiones se cultivaron en Agar Triptona Soya por plaqueo directo, 
24 h previas al ensayo verificando la viabilidad de los inóculos. Igual método se aplicó 
para determinar la carga microbiana al inicio, 14 y 28 días después de inoculados los 
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productos. Las formulaciones se inocularon con un volumen que garantizó una con-
centración entre 105 y 106 UFC/mL de cada uno de los microorganismos.

Conteo microbiano diferencial

El conteo de hongos se realizó por el método de placa vertida y el conteo de bacterias se 
hizo por el método de tubos múltiples [11].

Métodos de análisis empleados

La concentración del ingrediente farmacéutico activo (IFA) se determinó mediante 
un método cromatográfico en fase reversa con detección UV-visible, previamente vali-
dado [8], cuyas condiciones fueron: columna Nucleosil RP-18 100 Å (5 µm) 150 mm 
- 4,6 mm (Teknokroma, España), volúmenes de 5/95 de acetronilo y solución de ácido 
fosfórico al 2% como fase móvil, y velocidad de flujo de 1,0 mL/min. La longitud de 
onda empleada fue de 257 nm inyectándose 20 µL. El procedimiento se realizó en un 
cromatógrafo líquido de alta resolución (Konik-Tech, España). El contenido del clor-
hidrato de efedrina debe encontrarse entre 9 y 11 mg/mL (90,0% - 110,0%) [10].

En el método volumétrico para la cuantificación del cloruro de benzalconio se usó el 
tetrafenilborato de sodio como valorante y el azul de bromofenol como indicador. En 
el método para el edetato disódico se empleó el sulfato de cinc como valorante y la 
ditizona como indicador. Ambos métodos se validaron previamente [8]. Se consideró 
adecuada la formulación si el contenido del cloruro de benzalconio se encontraba entre 
0,09 y 0,11 mg/mL y entre 0,9 y 1,1 mg/mL de edetato disódico, de acuerdo con los 
criterios establecidos por el fabricante.

Estudio de estabilidad 

El estudio acelerado se realizó durante seis meses, con la evaluación de las muestras a 
tiempo inicial, 1, 3 y 6 meses. Los lotes se almacenaron a una temperatura de 40 ± 2 ºC y 
humedad relativa de 75 ± 5%, según lo establecido por la Regulación 23 del Cecmed [2]. 

El estudio de estabilidad en vida de estante se realizó durante 24 meses, evaluando las 
muestras a los 6, 12, 18 y 24 meses. Los lotes se almacenaron a una temperatura de 30 
± 2 ºC y humedad relativa de 70 ± 5% [2]. 

Durante el período del estudio se evaluaron las características organolépticas, pH, 
cuantificación del principio activo y los preservos, efectividad de preservos y el conteo 
microbiano diferencial. Para realizar el estudio, de acuerdo con la frecuencia de análisis 
establecida, se emplearon seis frascos por cada lote.
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Resultados y discusión

Como se conoce, uno de los aspectos a considerar en el diseño de las gotas nasales es el 
pH. Estas deben ser formuladas de manera que su instilación no lesione la integridad 
del epitelio nasal, y permitan que las funciones secretora y ciliar se realicen con norma-
lidad. Lograr el mantenimiento del pH de la formulación implica el uso de los agentes 
reguladores de pH, y de los agentes preservantes para protegerlas del crecimiento de 
microorganismos al ser formas de dosificación no estériles. 

La efedrina difiere de la mayor parte de los alcaloides por su solubilidad en agua, pro-
duciendo una solución que tiene fuerte reacción alcalina. Debido a esta alcalinidad, es 
incompatible con el clorobutanol y causa su descomposición con liberación de ácido 
clorhídrico [12]. El clorobutanol tiene actividad bacteriostática, la cual es reducida 
considerablemente a valores de pH mayores de 5,5. Su mayor estabilidad se logra a pH 
= 3; sin embargo, esta se ve afectada con el incremento del pH [9].

La figura 1 muestra los resultados obtenidos en el estudio comparativo pH vs. tempera-
tura, según el agente preservante empleado en la formulación, mientras que en la tabla 
1 aparecen los resultados del conteo de microorganismos como parte del estudio de 
efectividad de preservos de la formulación seleccionada.

7,50
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6,00
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35,0 45,0 5,50 65,0 75,0 85,040,0 50,0

Temperatura (°C)

60,0 70,0 80,0 90,0

pH

pH1 (Benzal) pH2 (Clorob) Limite inferior Limite superior

Figura 1. Estudio comparativo pH vs. temperatura de las formulaciones de gotas nasales de clorhi-
drato de efedrina con la combinación de cloruro de benzalconio y edetato disódico (pH1) y con 
clorobutanol (pH2).
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Tabla 1. Efectividad de preservos de la formulación seleccionada.

Cepa de estudio
UFC/mL

Inicio 14 días 28 días

C. albicans 1,00E+07 1,00E+03 2,00E+03

P. aeruginosa 3,30E+07 1,00E+03 1,00E+02

S. aureus 4,00E+07 1,00E+03 1,00E+02

E. coli 1,00E+06 1,00E+03 1,00E+02

Bajo la influencia del incremento de la temperatura se demostró, en un corto período 
de tiempo, que efectivamente, como resultado de la incompatibilidad entre la efedrina 
y el clorobutanol, se produjo la disminución del pH y, por ende, la inefectividad del 
preservante. En contraste, con la combinación de cloruro de benzalconio y edetato 
disódico, se observó que el pH se mantuvo en el rango establecido para la formulación, 
acorde con el pH fisiológico de la mucosa nasal, demostrándose la efectividad del tam-
pón empleado. 

Por tanto, se corroboró la influencia del clorobutanol en la inestabilidad del pH de la 
formulación, a diferencia del comportamiento observado para la formulación preser-
vada con cloruro de benzalconio y edetato disódico, favoreciendo la estabilidad del 
pH. De manera que la disminución del pH de las gotas nasales se produjo debido a la 
incompatibilidad ocurrida entre la efedrina y el clorobutanol.

Para analizar la normalidad de los datos de pH para ambas formulaciones, se aplicó el 
test de Shapiro-Wilks, cuyos valores de probabilidades resultaron mayores que 0,05, 
por lo que los datos cumplieron con una distribución normal para un intervalo de con-
fianza del 95%. En el caso de la formulación con clorobutanol el p-valor fue de 0,12 y 
para la formulación con la combinación de preservos fue de 0,75. Al confirmar que los 
datos cumplían con una distribución normal, se realizó la prueba de homocedasticidad 
u homogeneidad de varianzas mediante el test de Fisher, teniendo como resultado que 
F = 2036,32 y p-valor = 0,00. Teniendo en cuenta que el p-valor fue menor que 0,05, 
hubo diferencias significativas entre las varianzas de ambas muestras para un nivel de 
confianza del 95%; por tanto, se demostró que no hay homogeneidad de varianzas. 
Estos resultados confirmaron que los valores de pH obtenidos cuando se empleó el 
clorobutanol como preservo fueron estadísticamente diferentes a los estimados al usar 
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la combinación del cloruro de benzalconio y edetato disódico, con los cuales el pH del 
medicamento estuvo en el rango establecido (4,0 - 7,0) y acorde con el pH fisiológico 
de la mucosa nasal (6,4 - 6,8). Por tanto, se demostró que el uso del clorobutanol no 
brinda una adecuada conservación del producto, siendo la combinación del cloruro de 
benzalconio y el edetato disódico la más adecuada. Se seleccionó la formulación con 
estos agentes preservantes para los estudios de efectividad de preservos y escalada con 
vistas a realizar los estudios de estabilidad. 

Los productos pertenecientes a la categoría 2 [11], deben mostrar una reducción de 
la carga microbiana inicial no menor de dos ciclos logarítmicos, a los 14 días de ino-
culado. Además, se espera que no ocurra un incremento en el conteo de viables desde 
los 14 días hasta el día 28, después de la inoculación del producto. Para el caso de los 
hongos y levaduras, se espera que no ocurra un incremento en el conteo de viables desde 
el inicio, ni a los 14 ni a los 28 días a partir de la inoculación del producto. 

La formulación seleccionada mostró una reducción de la carga microbiana mayor que 
la esperada a los 14 días de ensayo y ningún incremento a los 28 días, excepto para la C. 
albicans. No obstante, se observa que este no es significativo, considerando la reducción 
alcanzada respecto a la carga inicial inoculada, así como para el resto de las especies 
ensayadas, por lo que se cumplió la prueba de efectividad de preservos.

El edetato disódico actúa sobre la pared celular provocando la remoción de iones Mg++ 
y la liberación de polisacáridos. La pared celular de la E. coli (bacteria Gram negativa) 
presenta una capa de lipopolisacáridos por encima de la capa del peptidoglicano, que 
protege a la bacteria de la acción del preservativo antimicrobiano. El edetato disódico 
actúa sobre la pared celular abriendo una brecha que favorece la entrada del cloruro de 
benzalconio para que este actúe sobre la membrana celular provocando la muerte del 
microorganismo [13, 14]. La concentración del edetato disódico empleada permitió 
que ocurriera el fenómeno descrito favoreciendo la destrucción de la pared celular de la 
E. coli. y la C. albicans, por lo que el cloruro de benzalconio actuó sinérgicamente en su 
sitio de acción para provocar la destrucción de los microorganismos.

Los excelentes resultados obtenidos en el escalado piloto de la formulación seleccionada, 
recién elaborada, demostraron la consistencia del proceso tecnológico desarrollado.

Los resultados del estudio de estabilidad acelerada correspondientes a los lotes pilotos 
se resumen en la tabla 2, mientras que los de vida útil en la tabla 3.
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Tabla 2. Estudio de estabilidad acelerada.

Parámetros Frecuencia 
(mes)

Lotes

2002 2003 2004

Características 
organolépticas

Inicial Conforme Conforme Conforme

1 Conforme Conforme Conforme

3 Conforme Conforme Conforme

6 Conforme Conforme Conforme

pH

Inicial 6,57 6,57 6,59

1 6,57 6,57 6,58

3 6,50 6,50 6,50

6 6,49 6,49 6,48

Concentración 
de clorhidrato de 

efedrina (mg/mL)

Inicial 10,53 10,49 10,54

1 10,52 10,48 10,53

3 10,49 10,45 10,49

6 10,34 10,34 10,32

Concentración 
de cloruro de 
benzalconio 

(mg/mL)

Inicial 0,103 0,103 0,103

1 0,103 0,103 0,103

3 0,099 0,102 0,099

6 0,099 0,100 0,099

Concentración de 
edetato disódico 

(mg/mL)

Inicial 1,10 1,10 1,10

1 1,10 1,10 1,10

3 1,10 1,09 1,09

6 1,10 1,07 1,07

Conteo 
microbiano

Inicial Conforme Conforme Conforme

6 Conforme Conforme Conforme

Efectividad de 
preservo

Inicial Conforme Conforme Conforme

6 Conforme Conforme Conforme

Durante los seis meses de estudio acelerado, los tres lotes se mantuvieron como líquidos 
transparentes, incoloros o ligeramente amarillos, con ligero olor a cloruro de benzalco-
nio. El pH del medio se comportó de manera estable y el principio activo no marcó una 
degradación mayor al 5%, con valores de 1,9%, 1,5% y 2,2%, respectivamente, por lo se 
consideró un cambio no significativo derivado de las condiciones de almacenamiento 
estudiadas [2]. De forma similar se comportó la concentración de los preservativos 
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antimicrobianos. El conteo microbiano y la efectividad de preservos demostraron la 
efectividad de los mismos en la protección antimicrobiana de la formulación.

En 24 meses de estudio, las características organolépticas se mantuvieron dentro de los 
límites de aceptación establecidos. El pH del medio se comportó de manera estable 
cumpliendo con los límites establecidos. El principio activo no alcanzó una degrada-
ción mayor al 5% en ninguno de los tres casos, mostrando buena estabilidad [2]. 

La concentración de los preservos se mantuvo en los límites establecidos. Los análisis 
correspondientes al conteo microbiano ofrecieron resultados acordes con lo requerido 
para su aceptación, así como su cuantificación. Al mismo tiempo, se demostró la uti-
lidad del sistema envase-cierre seleccionado para las gotas nasales. Desde el punto de 
vista de la calidad química, como la disminución del contenido del ingrediente far-
macéutico activo y los agentes preservantes en el tiempo fue inferior al 5% [2], y se 
encuentran en el límite establecido, se considera que la formulación de gotas nasales de 
efedrina es estable en las condiciones de envase y almacenamiento estudiadas.

Tabla 3. Estudio de estabilidad útil.

Parámetros Frecuencia 
(mes)

Lotes

2002 2003 2004

Características 
organolépticas

Inicial Responde Responde Responde

6 Responde Responde Responde

12 Responde Responde Responde

18 Responde Responde Responde

24 Responde Responde Responde

pH

Inicial 6,57 6,57 6,59

6 6,50 6,49 6,48

12 6,56 6,56 6,55

18 6,45 6,45 6,45

24 6,43 6,44 6,44

(Continúa)
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Tabla 3. Estudio de estabilidad útil (continuación).

Concentración de 
clorhidrato de efedrina 

(mg/mL)

Inicial 10,53 10,49 10,54

6 10,41 10,40 10,41

12 10,23 10,29 10,01

18 10,16 10,21 9,99

24 10,05 10,11 9,89

Concentración de cloruro 
de benzalconio (mg/mL)

Inicial 0,103 0,103 0,103

6 0,099 0,103 0,099

12 0,099 0,102 0,099

18 0,099 0,099 0,098

24 0,098 0,098 0,097

Concentración de edetato 
disódico (mg/mL)

Inicial 1,10 1,10 1,10

6 1,10 1,10 1,10

12 1,10 1,10 1,10

18 1,10 1,10 1,10

24 1,00 1,00 1,00

Conteo microbiano

Inicial Conforme Conforme Conforme

12 Conforme Conforme Conforme

24 Conforme Conforme Conforme

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad, se concluyó que la 
formulación de gotas nasales de efedrina, empleando la combinación de cloruro de 
benzalconio y edetato disódico como preservantes microbianos, mantuvo estables sus 
características físicas, químicas y microbiológicas durante los 24 meses en el material de 
envase propuesto: frascos de vidrio ámbar de 15 mL con tapa de polipropileno y gotero 
interior de polietileno de alta densidad.
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