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RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo la validacion de un método analitico para la
determinacidén cuantitativa de polifenoles y flavonoides en extractos vegetales,
utilizando cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UPLC) con detector de
arreglo de diodos (DAD). Este estudio se enmarca en la necesidad que presenta el
Ecuador debido a su gran biodiversidad de caracterizar biocompuestos naturales
segun su potencial bioactivo. EI método analitico fue desarrollado y validado para
la separacion y cuantificacion simultanea de nueve analitos de interés: acido galico,
acido clorogénico, acido cafeico, acido siringico, acido p-cumarico, rutina,
quercetina, naringenina y kaempferol. La validacion del método incluy6 la
evaluacion de especificidad, linealidad, precisidon, exactitud, limite de deteccion
(LOD) y limite de cuantificacién (LOQ) segun los requisitos basados en la guia de
validacion ICH. Los resultados obtenidos demostraron que el método es lineal
dentro del rango de trabajo 0,5 mg/I-3,0 mg/l, es selectivo y reproducible, con
coeficientes de correlacion superiores a 0.99 en las curvas de calibracion y una
resolucién cromatografica adecuada para la separacion de los compuestos
analizados. Se observé una recuperacion entre 90-110%, confirmando su precision
y aplicabilidad en la cuantificaciéon de polifenoles en matrices vegetales. Este
estudio contribuye al desarrollo de técnicas confiables para la evaluacién de

biocompuestos en matrices naturales.

Palabras clave: Validacion, polifenoles, flavonoides, UPLC.



ABSTRACT

This study aims to validate an analytical method for the quantitative determination
of polyphenols and flavonoids in plant extracts using Ultra High Performance Liquid
chromatography (UPLC) with a diode array detector (DAD). This research is due
Ecuador's need to characterize natural bioactive compounds due to its vast
biodiversity. The analytical method was developed and validated for the
simultaneous separation and quantification of nine target analytes: gallic acid,
chlorogenic acid, caffeic acid, syringic acid, p-coumaric acid, rutin, quercetin,
naringenin, and kaempferol. The method validation included the assessment of
specificity, linearity, precision, accuracy, limit of detection (LOD), and limit of
guantification (LOQ) according to the requirements of the ICH standard.

The results demonstrated that the method is linear within the working range of 0.5
mg/L—-3.0 mg/L, selective, and reproducible, with correlation coefficients above 0.99
in calibration curves and adequate chromatographic resolution for the separation of
the analyzed compounds. A recovery rate between 90% and 110% was observed,
confirming its precision and applicability in the quantification of polyphenols in plant
matrices. This study contributes to the development of reliable techniques for

evaluating bioactive compounds in natural matrices.

Keywords: Validation, polyphenols, flavonoids, UPLC.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

La cromatografia es una técnica de analisis de separacion de mezclas complejas
con base a la afinidad del analito con la fase mévil y la fase estacionaria utilizada.
La fase estacionaria es la encargada de retener a la muestra mientras la fase movil
fluye tratando de arrastras los activos a través del lecho estacionario. Los
compuestos mas afines a la fase estacionaria seran los mas retenidos mientras que
los afines a la fase movil eluiran con rapidez y se mostraran en forma de picos
gaussianos en los cromatogramas, siempre y cuando se utlice un detector

adecuado[1].

Originalmente, la cromatografia por capa fina y en papel eran las técnicas
cualitativas utilizadas para el analisis de compuestos fendlicos. Estas técnicas usan
eluyentes para que las moléculas recorran el papel o la silica gel y se separen con
base en su polaridad o peso, sin embargo, estas técnicas han sido ahora relevadas
y utilizadas Unicamente como un analisis preliminar para la caracterizaciéon del

analito[2].

Actualmente se prefiere para este método utilizar la fase estacionaria de forma
inversa con columnas del tipo C18 y para la fase movil se recomienda que esta sea
en gradiente para una correcta separacion de los picos, ademas de contar minimo
con la ayuda de un detector de arreglos de diodos (DAD o PDA) que logre tener la

sensibilidad de deteccion adecuada para los polifenoles[2].

Bationo et al. [3] en 2022 realizaron estudios en plantas medicinales de Burkina
Faso, cuyas hojas se usan en muchas recetas tradicionales para tratar diferentes
enfermedades. Este estudio permitié cuantificar, aislar y caracterizar los principales
flavonoides presentes en el extracto metandlico de las hojas de la planta
Cymbopogon giganteus. El analisis de contenido de flavonoides mostro valores que
van desde 134 a 270 yg QE/mg extracto. A través de HPTLC-MS se identificaron



seis picos correspondientes a compuestos fendlicos. Por otra parte, a través de
cromatografia en columna y métodos fisicos, lograron aislar y caracterizar tres
flavonoides: epicatequina, luteolina 8-C-glucésidos y luteolina 6-C-glucdsido cuyas
estructuras se caracterizaron por RMN. Este estudio ha proporcionado resultados
relevantes para contribuir al conocimiento de las moléculas bioactivas de la flora
local de Burkina Faso para su consideracién como alternativa a productos sintéticos

en varios campos.

Zhang et al. [4] en 2023 realizaron un estudio que establecié un método preciso,
rapido y ecoldgico para la extraccion y analisis cuantitativo de flavonoides en miel
utilizando la extraccion acuosa de dos fases combinada con el HPLC-DAD. En
comparacion con el método tradicional de extraccion en fase solida, el método
basado en un sistema de extraccion de dos fases alcohol/agua mostro
recuperaciones satisfactorias, menor limite de deteccion y mayor sensibilidad,

verificando alin mas su precision y estabilidad.

1.2 Descripcion del problema

A medida que la investigacion cientifica ha avanzado, se ha centrado el interés en
los posibles beneficios de los biocompuestos provenientes de la flora, ya que es
innegable las incidencias que indican una relacion directa entre los mecanismos
qguimicos de los compuestos fendlicos y la salud del ser humano. Estos compuestos
forman parte de una de las familias mas importantes de farmacos flebotrépicos que
ayudan a la mejora de la circulaciéon sanguinea ayudando a prevenir enfermedades
cardiovasculares[5]. Sumado a esto, se enlista un sinfin de propiedades
beneficiosas para el hombre como lo son: antioxidantes, antitrombdticas,

antinflamatorias, vasodilatadores, vasoprotectores, entre otros [6].

Ecuador, con su rica biodiversidad y extensa flora, posee un inmenso potencial para
la exploracion de biocompuestos. La variabilidad climatica y geografica del pais,
desde las regiones costeras hasta las montafias de Los Andes y la selva
amazobnica, albergan una amplia gama de especies vegetales aun por descubrir.

Estos ecosistemas unicos ofrecen un laboratorio natural para la investigacion de



nuevas moléculas con potenciales aplicaciones en medicina, cosmética, agricultura
y otros campos. La busqueda de biocompuestos en Ecuador no solo promueve la
conservacion de su diversidad biologica, sino que también abre oportunidades para
el desarrollo de la biotecnologia y la innovacion cientifica, contribuyendo asi al

crecimiento sostenible del pais y al bienestar global [7].

Los metabolitos secundarios, particularmente los polifenoles y flavonoides, ofrecen
una actividad antioxidante significativa que puede tener impactos positivos en la
salud humana. Estas moléculas, ampliamente distribuidas en plantas, tienen la
capacidad de neutralizar los radicales libres y reducir el estrés oxidativo en el
cuerpo, lo que esté asociado con la prevencion de enfermedades cronicas como el
cancer, enfermedades cardiovasculares y el envejecimiento prematuro [8]. Los
polifenoles, incluidos los flavonoides, son conocidos por sus propiedades
antiinflamatorias y neuroprotectoras, asi como por su capacidad para mejorar la

salud cardiovascular y modular la respuesta inmunitaria [9].

La determinacion cuantitativa de metabolitos es crucial debido a la correlacion
directa entre su concentracion y la potencial actividad bioldgica que se desea
evaluar. Inicialmente, la cuantificacion puede emplearse mediante métodos
universales de baja especificidad, como las reacciones de identificacion fitoquimica;
sin embargo, estos métodos solo brindan datos sobre la presencia de los

metabolitos, sin especificar cantidades precisas [10].

Una técnica frecuentemente utilizada es la espectroscopia UV-Vis, que permite
realizar estimaciones cuantitativas. No obstante, esta estrategia presenta
limitaciones, ya que los resultados suelen expresarse como equivalentes de un
metabolito especifico, como los polifenoles expresados en equivalentes de Acido
Galico. Esta baja especificidad impide determinar la potencia biolégica asociada a

otros metabolitos presentes en la muestra [11].

Ante la necesidad de desarrollar nuevas propuestas terapéuticas en las diversas
areas de la farmacologia, y en el contexto de las estrategias de biodescubrimiento,

es fundamental establecer una relacion cuantitativa precisa entre la estructura

3



quimica de los metabolitos, su concentracidon y su actividad bioldgica [12]. Las
técnicas cromatograficas, en particular, han demostrado ser efectivas para resolver
los perfiles de metabolitos en extractos de productos naturales durante la
exploracion fitoquimica. Combinadas con una rigurosa validacion metodologica,
estas técnicas garantizan la determinacion inequivoca y cuantitativa de las
sustancias de referencia[13]. Lo que nos lleva a plantear la siguiente incognita;
¢Como puede establecerse un método cromatografico validado para la
cuantificacion precisa de polifenoles y flavonoides en extractos vegetales con el fin

de evaluar su concentracion y potencial actividad antioxidante?

Planteamiento
1.3 Objetivos

Objetivo General:
Evaluar un método cromatografico para la determinacion cuantitativa de polifenoles

y flavonoides en extractos vegetales.

Objetivos Especificos:

e Desarrollar un disefio experimental para la validacion de un método de
cromatografia liquida de alta resolucion de polifenoles y flavonoides en
extracto vegetal.

e Evaluar los parametros de validacion y desempefio del método analitico.

e Comprobar la idoneidad del método para extractos vegetales.

1.4 Hipbtesis
El desarrollo y validacion de un método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiencia con arreglo de diodos permite la identificacion y cuantificacion de los

compuestos fenolicos presentes en un extracto vegetal.

1.5 Alcance
El proyecto sera realizado en las instalaciones del laboratorio de Sintesis y
Caracterizacion Quimica de la ESPOL ubicado en la ciudad de Guayaquil.



En este proyecto se utilizara como método instrumental la cromatografia liquida de
alta eficiencia con arreglo de diodos y el método permitira identificas y cuantificar

fenoles y flavonoides en extractos de matrices vegetales.



2.1

CAPITULO 2

MARCO TEORICO

Biocompuestos, metabolitos secundarios, polifenoles y flavonoides

Un biocompuesto es aquel que se obtiene de una fuente natural como las
plantas, animales o microorganismos. Pueden tener distintos tipos de
estructuras y funciones. Actualmente, son de gran interes debido a las
propiedades intrinsecas que estos pueden llegar a aportar en beneficio al ser
humano. Los biocompuestos tienen un gran potencial para diversas
aplicaciones y ofrecen alternativas sostenibles a los compuestos quimicos o

farmacos sintéticos que habitualmente acostumbramos a usar [14].

Los biocompuestos se organizan en dos grandes grupos: Biocompuestos

Organicos e inorganicos .

a) Biocompuestos Organicos: o moléculas orgénicas, son aquellos
sintetizados por los seres vivos. Se caracterizan por su alto contenido de
carbono y sus enlaces de hidrogeno. Dentro de este gran grupo aun
podemos hacer una subdivisibn mas ya que para algunos casos un
proceso de sintesis quimica suele llegar a ser requerida de manera
adicional para su produccién, como tal, tambien podemos encontrar:
Biocompuestos organicos naturales y Biocumpuestos organicos
artificiales. A modo de resumen, algunas de las aplicaciones mas
comunes para estos compuestos incluyen: alimentos y bebidas,
medicina, cosméticos, agricultura y energias renovables [15].

b) Biocompuestos Inorganicos: Derivados de fuentes inorganicas como
minerales y metales, suelen tener una aplicacién biol6gica o biomédica.
A diferencia de sus semejantes organicos, los biocompuestos
inorganicos estan compuestos por elementos inorganicos como los
metales, oxidos, sulfuros y otros. Suelen originarse por la combinacién
de diferentes fendmenos quimicos y fisicos como la fusion o la

electrélisis. Dentro de sus aplicaciones mas comunes se encuentran:
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Bbomateriales, diagndstico y terapia, catalisis, energia y materiales de

construccion y medioambiente [15].

Por otra parte, un metabolito secundario es un compuesto organico producido por
un organismo vivo, como las plantas, hongos o0 microorganismos, y que se
caracteriza porque no ser esencial para su crecimiento, desarrollo o reproduccion,
pero que le otorga ventajas de adaptacién, como defensa contra depredadores,
proteccion frente a enfermedades o atraccion de polinizadores. A diferencia de los
metabolitos primarios (como aminoacidos, carbohidratos y lipidos), los metabolitos
secundarios suelen ser especificos de ciertas especies y se producen en respuesta
a estimulos ambientales. Estos metabolitos poseen un alto valor medicinal y
econdmico [16].

Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales

a) Terpenos: Hormonas, pigmentos o aceites escenciales.

b) Compuestos fendlicos: Cumarinas, Flavonoides, Lignina y taninos.

c) Glicésidos: Saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos cianogénicos y

glucosinolatos.
d) Alcaloides.

Dentro de los metabolitos secundarios se encuentran los compuestos fendlicos los
cuales son caracterizados por la presencia de grupos fendlicos en su estructura
guimica como en la estructura del acido gélico de la Fig. 2.1(a), en el caso de poseer
multiples grupos fendlicos son denominados polifenoles. Si la estructura basica del
polifenol es de 15 carbonos organizada en tres anillos (C6-C3-C6) se subclasifican
como flavonoides [16]. La estructura quimica de la catequina que se muestra en la

Fig. 2.1(b) es ejemplo de la estructura de un flavonoide.
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Fig. 2.1 Estructura quimica (a)Polifenol: acido gélico (b) Flavonoide: catequina. [17]

2.2 Propiedades Biologicas y Funcionales de los Polifenoles vy

Flavonoides

Los compuestos fendlicos son el grupo mas extenso de sustancias no energéticas
presentes en los alimentos de origen vegetal que ha logrado demostrar en los
altimos afos que al consumir una dieta rica balanceada en ellos puede mejorar la

salud y disminuir la incidencia de ciertas enfermedades[18].

La capacidad de los polifenoles para modular la actividad de diferentes enzimas e
interferir en varios procesos celulares, puede deberse a la fisicoquimica de estos,
lo que les permite participar en distintas reacciones metabdlicas, especialmente las

de o6xido-reduccion, generando asi un efecto antioxidante en el cuerpo humano [9].

Los flavonoides constituyen la subclase de polifenoles mas abundante del reino
vegetal. Y dentro de esta subclase, existen varios subgrupos como lo son:

Flavonoles, Flavonas, Flavanonas, Isoflavonas, Antocianidinas y Flavanoles [16].

Cada una de ellas caracterizada por su propia estructura carbonada. No obstante,
pese a sus beneficios y su extensa presentacion en el reino vegetal, se debe
introducir un concepto importante para poder comprender mejor la funcionabilidad
de estos compuestos. La biodisponibilidad, este conceto, cobra una gran
importancia una vez que se conoce que los polifenoles mas abundantes no siempre
son los méas activos en el organismo. Esto puede deberse a que son altamente

metabolizados por el cuerpo, baja absorcion en el intestino o por tener una menor



actividad intrinseca. En general, la mayoria de los polifenoles estan presentes en
los alimentos como esteres, glucosidos o polimeros, formas que no suelen ser de

facil absorcion para el cuerpo humano([16].

Dentro de los compuestos fendélicos que pueden llegar a tener una mejor absorcion
se encuentran los flavonoides. Los flavonoides son un grupo diverso de
fitonutrientes que se encuentra en muchas frutas, verduras y especias. Dichos
compuestos son los culpables de los colores tan caracteristicos y brillantes de las
frutas y verduras. A lo largo de los afios, sus mas de 6000 especies han demostrado
contener poderosas actividades antioxidantes, ser antiinflamatorios, ayudan al
sistema cardiovascular y potencian al sistema inmunolégico, llegando a ser asi un
poderoso aliado frente a enfermedades cancerigenas y cardiovasculares [8].
Histéricamente, estos nutrientes han sido usados por generaciones y culturas
pasadas para: Proteccion cutanea, mejorar la funcion cerebral, regular la presion

arterial y disminuir el contenido de azulcar en la sangre [19].

Algunos de los alimentos que contienen compuestos de la familia de los flavonoides
son:

a) Brocoli, cebollas, coles de bruselas y puerros: Se les atribuye al grupo de
los flavonoles con propiedades antihistaminicas, antiinflamatorias y
antioxidantes.

b) Manzanas, uvas, cacao y té: Pertenecen al grupo de las flavanoles,
relacionadas con la salud cardiovascular, el relajamiento, ademas de
tambien poseer actividad antioxidante y antiinflamatoria.

c) Citricos: Son frutas ricas en flavanonas que retrasan el metabolismo de
los farmacos.

d) Apio, perejil, cilantro: Son buenas fuentes de flavonas que tambien
retrasan el metabolismo de farmacos.

e) Arandanos, ciruelas y uvas: Estan bajo las antocianidinas que se asocian
a la salud cardiaca y ayudan regular el metabolismo logrando controlar

los efectos de la obesidad y la diabetes [20].



Dado los beneficios de los compuestos fendlicos en favor de la salud publica es
necesario documentar sus propiedades y cuantificar sus beneficios sobre todo en

un pais tan rico y diverso en flora como lo es el Ecuador.

En los ultimos 15 afios se han reportado mas de 2000 especies de especies
vegetales nuevas, de las cuales 1600 son de interés para la industria y la ciencia[7].
Actualmente, se pueden documentar un total de 83 plantas que presentan
contenido fendlico en el Ecuador repartidas por las diferentes regiones [21]. A
continuacion, se presentan la TABLA 2.1 con algunas de las especies ecuatorianas

encontradas y estudiadas por su contenido fendlico:

TABLA 2.1 PLANTAS MEDICINALES CON CONTENIDO FENOLICOS EN ECUADOR

Especies Familia Nombre comun
Oreocallis grandiflora Proteaceae Cucharilla
Baccharis genistelloides Asteraceae Carqueja, cuchu — cuchu
Adiantum poiretii Pteridaceae Culantrillo
Artocarpus altilis Moraceae Arbol de pan
Stigmaphyllon eggersii Malpighiaceae
Justicia colorata Acanthaceae Arbusto andino
Artemisia absinthium Asteraceae Ajenjo
Cnidoscolus aconitifolius Euphorbiaceae Chaya
Cestrum aff auriculatum Asteraceae Sauce, sauco
Galinsoga parviflora Asteraceae Pacoyuyu fino
Oenothera tetraptera Onagraceae Linda tarde
Peperomia galioides Piperaceae Jade
Galium aparine Rubiaceae Amor de hortelano
Passiflora ampullacea Passifloraceae Passiflora
Ambrosia arborescens Asteraceae Marco
Lagurus ovatus Pcaceae Cola de conejo
llex guayusa Aquifoliaceae Guayusa
Potalia amara Loganiaceae Cuararina, pau de cobra
Salvia corrugata Lamiaceae Salvia
Scoparia dulcis Plantaginaceae Escobilla
Monnina sp. Polygalaceae Muchuy, jupay. Chucru
Alternanthera porrigens Amaranthaceae Moradilla, verbena de
monte
Bactris gasipaes Arecaceae Chonta
Eugenia stipitata Mytaceae Araza
Euterpe oleracea Arecaceae Palma
Myrciaria dubia Mytaceae Camu — Camu
Solanum sessiliflorum Solanaceae Cocona

10



TABLA 2.1. (Continuacion)
PLANTAS MEDICINALES CON CONTENIDO

FENOLICOS EN ECUADOR

Especies Familia Nombre comun
Theobroma grandiflorum Malvaceae Cacao blanco
Mauritia flexuosa Arecaceae Palma de moriche
Chuquiraga jussieui Asteraceae Chuquiraga
Plantago major Plantaginaceae Llantén
Apium graveolens Apiaceae Apio
Aloysia citrodora Verbenaceae Cedron
Ruta graveolens Rutaceae Ruda
Equisetum giganteum Equisetaceae Cola de caballo
Mentha piperita Limiaceae Toronijil
Urtica urens Urticaceae Ortiga
Melissa officinalis Lamiaceae Menta
Dpuntia soederstromiana Cactaceae Tuna
Dodonaea viscosa Sapindaceae Chamiza
Mauritia flexuosa Arecaceae Morete
Cnidoscolus aconitifolius Euphorbiaceae Chicasqui
Helenium mexicanum Asteraceae Cabezona, chapuz
Portulaca aleracea Purtulacaceae Verdolaga
Vaccinium floribundum Ericaceae Mortifio
Salvia rosmarinus Lamiceae Romero
Rubus glaucus Rosaceae Mora
Zea mays Poaceae Maiz
Phaseolus vulgaris Fabaceae Fréjol
Amaranthus quitensis Amaranthaceae Amaranto
Tuberosum andigenum Solanaceae Papa
Solanum betaceum Solanaceae Tomate de arbol
Aloysia citrodora Verbenaceae Hierba luisa
Psidium guayaquilense Myrtaceae Guayabo
Piscidia carthagenensis Fabaceae Arbol de madera
Psidium rostrarum Mytaceae Picuda
Ruellia floribunda Acanthaceae Petunia silvestre
Simira ecuadorensis Rubiaceae Guapala
Anacardium occidentale Anacardiaceae Anacardo
Manihot esculenta Euphorbiaceae Yuca
Verbena litoralis Verbenaceae Verbena
Musa cavendish Musaceae Banano
Musa acuminata Musaceae Platano malayo
Musa paradisiaca Musaceae Platano maduro
Conyza bonariensis Asteraceae Rama negra
Origanum vulgare Lamiaceae Orégano
Moringa oleifera Moringaceae Moringa
Matricaria chamomilla Asteraceae Manzanilla
Cymbopogon citratus Poaceae Limonaria
Cynara scolymus Asteraceae Alcachofa

Nota: Se enumera plantas medicinales que contienen compuestos fendlicos, encontradas en investigacion bibliografica en
la costa sierra y amazonia ecuatoriana [21]
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2.3 Métodos de Separacion y Analisis de Polifenoles y Flavonoides

Las propiedades antioxidantes de los compuestos fendlicos y flavonoides hacen

que su analisis sea fundamental para comprender la quimica de los alimentos y el

desarrollo de nuevo productos farmacolégicos basado en la naturaleza. A

continuacion, se describen los métodos de analisis utilizados, divididos en técnicas

tradicionales y modernas [5].

2.3.1 Métodos Tradicionales

a)

b)

Métodos Colorimétricos y de Precipitacion (fitoquimicos): tambien
conocidos como métodos de screening fitoquimico, entre ellos
podemos mencionar: Prueba de Shinoda (Reaccion de Mg-HCI), en
esta los flavonoides reducen los cationes de magnesio en un medio
acido, formando complejos coloreados (rojo, rosa 0 naranja) que
precipitan durante el ensayo; Prueba con el reactivo Cloruro de
Aluminio (AICI3), Los flavonoides forman complejos amarillos con
AICI; debido a la presencia de grupos hidroxilo en su estructura [22].
Cromatografia en Papel: Se vale de la diferencia de solubilidad y
afinidad con el papel para separar los flavonoides[23]

Cromatografia en Columna: se utiliza un medio sélido para separar
los compuestos por su polaridad, permitiendo la elucion y analisis

individual de cada fraccion [24].

2.3.2 Métodos Modernos

a) Cromatografia de Gases y Liquidos (GC y LC)

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC): De los métodos
mas eficaces para la separacion y cuantificacion de polifenoles y
flavonoides. Utiliza columnas rellenas que permiten la separacion de
forma muy precisa y rapida. La deteccidbn es posible mediante

espectrometria de masas (MS) o detectores UV-Vis.
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2.4

— Cromatografia de Gases (GC): No es habitual que se utilice para
polifenoles debido a que son a menudo térmicamente inestables. Sin
embargo, se puede utilizar tras una derivatizacién que los haga
volatiles [25].

b) Espectroscopia

— Espectroscopia UV-Vis: Se utiliza para cuantificar compuestos que
absorben en la region ultravioleta o visible. Es rapida y sensible, ideal
para analisis cuantitativos [26].

— Espectrometria de Masas (MS): acoplada a HPLC, provee
informacion estructural sobre los compuestos, lo que permite su
identificacion exacta y cuantificacion [26].

c) Métodos Electroquimicos
Las técnicas electroquimicas, como la voltamperometria diferencial de
pulsos, son utilizadas para la deteccién de flavonoides. Estas técnicas miden
la corriente generada por la oxidacion o reduccién de los compuestos en un

electrodo, proporcionando informacion sobre su concentracion [27].

Ventajas y Limitaciones de la Espectroscopia UV-Vis

a) Ventajas:

— Sensibilidad y Rapidez: Permite detectar compuestos en bajas
concentraciones (alta sensibilidad) en un corto tiempo de ensayo, lo
gue se traduce en menor uso de recursos y numero de preparaciones
de muestras en comparacion con otros métodos analiticos.

— Simplicidad en el Protocolo: La preparacion de muestras requerida
para el analisis por espectroscopia UV-Vis son por lo general simples
en comparacion con técnicas complejas como la cromatografia. Esto
la hace viable para su uso en laboratorios con recursos limitados.

— Cuantificacion Directa: Permite la cuantificacion directa de
compuestos mediante la medicion de la absorbancia a longitudes de
onda especificas. Esto es ideal para polifenoles y flavonoides ya que

tienen picos de absorcion bien definidos.
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— Versatilidad: Puede utilizarse para analizar una amplia variedad de
compuestos que absorben en la region UV-Vis [26].

b) Limitaciones:

— Interferencias de Otros Compuestos: La precision y exactitud de los
resultados pueden verse afectados por la presencia de otros
componentes en la muestra ya que pueden iintereferir en las lecturas
de absorbancia. Esto se da a menudo en el andlisis de matrices
complejas, como extractos de plantas.

— Falta de Informacién Estructural: la determinacion precisa de
flavonoides y polifenoles en mezclas complejas no es posible dado
gue esta técnica no provee informacion sobre la estructura quimica
de los compuestos, la cuantificacion se da realizando ciertas
asunciones basadas en el espectro UV.

— Limitacion en la Deteccion de Ciertos Compuestos: Algunos
polifenoles o flavonoides pueden no absorber en la regién UV-Vis, lo

que impide su deteccién mediante esta técnica [26].

2.5 Ventajas y Limitaciones de las Reacciones Fitoquimicas

a) Ventajas:

— Simplicidad y Bajo Costo: Los ensayos fitoquimicos suelen ser
relativamente simples y econdmicos. No requieren equipos costosos
y complejos, facilitando su implementacién en estudios preliminares.

— ldentificacion Cualitativa: Las reacciones fitoquimicas permiten la
identificacion cualitativa de grupos de compuestos, lo que puede ser
atil para una primera evaluacion de la composicién quimica de las
muestras.

— Rapido y Directo: Estos métodos a menudo son rapidos, lo que
permite obtener resultados en un corto periodo de tiempo [27].

b) Limitaciones:

14



— Cuantificacion Menos Precisa: Lo que hace que sus resultados no
sean reproducibles, esto hace de estos metodos Utiles unicamente
para la identificacion y para tener una referencia de la cantidad
presente en la muestra, debe ser complementado con una técnica
mas potente para cuantificacion.

— Susceptibilidad a Variaciones Experimentales: Las condiciones
experimentales suelen afectar significativamente los resultados.
Imposibilidad de una comparacion valida entre ensayos.

— Limitaciones en la Especificidad: Los ensayos fitoquimicos pueden no
ser especificos para un compuesto particular, lo que puede generar

confusiones o resultados [27].

2.6 Cromatografia liquida de Alta Resolucién (HPLC)

High Performance Liquid Cromatography (HPLC por sus siglas en inglés) o
cromatografia de alta resoluciébn es un método de analisis que involucra varios
componentes fisicos y quimicos entre analito, fase movil y columna para lograr la

separacion de los activos de interés de una matriz en especifico.

El analito pasa por un proceso de extraccion y purificacion para finalmente ser
disuelto en un diluyente y pasar a través de una columa o fase estacionaria
mediante el bombeo a alta presion de la fase mavil liquida. Una vez la muestra tiene
interacciéon con la fase movil comienzan una serie de reacciones quimicas y
fisicoquimicas, el tiempo que tarde en efectuar la reaccion a través de la fase
estacionaria, es mejor conocido como tiempo de retencién (Tr), el cual es Unico y
puede referirse como un distintivo al momento de identificar el analito. El tiempo de
retencion, depende de la naturaleza del analito, de la capacidad de retencion de la
columna, la presion a la cual se ejecuta el analisis y la composicion de la fase movil,
estas variables las podemos denominar como variables de distribucion. Dichos
componentes son lo que debemos modificar en caso de querer alterar el método
de analisis seleccionado para lograr cambiar el equilibrio de las moléculas del
analito. Sin embargo, si lo que se busca es mejorar la resolucion mediante la

selectividad del método se puede experimentar con las siguientes variables: El
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solvente de la fase movil, el pH de la fase movil, cambio de la fase estacionaria y

finalmente, cambio en la temperatura de la fase estacionaria [28].

2.7 Cromatografia en Fase Reversa

La cromatografia liquida era mayormente utilizada para separar componentes
basandose en su polaridad, se buscaba que la fase estacionaria tuviera un caracter
polar y la fase movil como no polar o poco polar, bajo este método de separacién
se conoce a la cromatografia de fase normal. Sin embargo, durante la decada del
cincuenta se buscaba mejorar la selectividad de los métodos para muestras cuyos
analitos predominantes fueran de caracter alifatico o aromatico. La propuesta para
solventar este problema fue la cromatografia en fase reversa, (RPC, por sus siglas
en inglés, Reverse Phase Cromatography). Como explica su nombre, este método
cromatografico tiene el comportamiento contrario al método en fase normal, es
decir, en la fase estacionaria en este caso se predispone un comportamiento no
polar o muy poco polar, miestras que la fase movil muestra afinidad a la polaridad.
Debido a que este tipo de cromatografia proporciona retencién y selectividad 6ptima
al tipo de analitos ya mencionados, es que se ha popularizado hasta el punto de
convertirse hoy en dias en la técnica mas utilizada en el campo de la cromatografia
liquida [29].

En la RCP se busca que la fase estacionaria sea una matriz porosa e insoluble a la
gue se le han unido compuestos hidrofébicos preparados con una silica rigida que
forman una mecénica de particulas resistentes, porosas y uniformes, teniendo la
ventaja de soportar presiones aun mas altas sin deformarse ni contraerse. No
obstante, cuenta con la desventaja de ser quimicamente inestable, como tal, tiene
como limitante un rango de pH no menor a 3.0 y no mayor a 7.5, teniendo como
consecuencia la disoluciéon de la silica en caso de no respetar los limites
establecidos [30].

El mecanismo propuesto para el funcionamiento de este método dispone que los
solutos no polares o poco polares casi no interactian con las estructuras organicas
de la fase movil provocando que estas “abandonen” el medio, por tal motivo “la

fuerza motriz de la retencion no es la interaccion favorable del soluto con la fase
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estacionaria, sino el efecto de repulsion del disolvente por el soluto” [30].Es decir

que, la retencidn hidrofobica del soluto a la fase estacionaria, puede disminuir al

agregar un disolvente organico a la fase movil, resolviendo que, conforme menos

polar sea la fase movil, menor sera la adsorcion de la muestra a la fase estacionaria.

2.8

Cromatograma

Se define como [31]: “Gréfico o tipo de presentacion como respuesta de un detector,

la concentracién de un analito en el efluente y otra magnitud usada como medida

de concentracion en el efluente frente al mismo volumen del efluente o al tiempo”.

Los resultados de un analisis cromatogréafico se visualizan y materializan en el

cromatograma, el cual presenta 4 caracteristicas importantes que ayudaran a

describir e interpretar el comportamiento de la separacion realizada.

1)

2)

3)

4)

Cada compuesto abandona la columna y es graficado por el detector con
forma simétrica en una distribucion Gaussiana, es decir, tienen forma de
pico o campana.

Cada analito eluye de la columna en un tiempo dado (Tr), el cual puede
ser usado para caracterizar o identificar el compuesto en estudio.

Cada pico se caracteriza por el valor de su anchura o area bajo la curva
gue permite su cuantificacion. Dicha area se logra trazando tangentes
gue se extienden hasta tocar la linea base.

La forma Gaussiana del pico o la falta de ella, ayuda a identificar
anomalias o posibles problemas que impidan que el método de analisis
cumpla con los requisitos y parametros para ser reconocido y validado

para su uso.

Esta lista de caracteristicas son fundamentales al momento de querer realizar un

correcto andlisis de resultados [31].

2.9

Equipo HPLC
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Las caracteristicas basicas de un cromatografo constan de:

1) Un puerto de muestreo e inyeccidn que permita la recoleccion de la
muestra mediante una aguja instrumental.

2) Una Fase movil que arrastre la muestra desde la aguja recolectora hasta
el final de la columna para terminar en el detector.

3) Un sistema de bombeo que logre impulsar el flujo de la fase movil a través
de la fase estacionaria.

4) Una fase estacionaria o0 columna que realice la separacion de los
componentes a analizar.

5) Un horno de columa que permita estabilizar la temperatura de trabajo.

6) Un detector que interprete las sefiales emitidas a una longitud de onda
especifica conforme el analito eluye de la columna.

7) Un procesador que transforme esa sefial electronica proveniente del

detector en un cromatograma [32].

A continuacion, el la Fig. 2.2 se aprecia un un sistema de cromatografia liquida de
alta resolucion bésico.

Bomba Inyector

Fase movil O

Hornode _— A

termostatizacion

|~ Columna
Registrador

b
—— |

N
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“ Ir

o l ;
Detector |11
1
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Integrador

Fig. 2.2 Esquema de un cromatografo de liquidos. [33]
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2.10 Aplicaciones de Métodos Cromatograficos en Fitoquimica.

Los métodos cromatogréaficos son fundamentales en fitoquimica para la separacion,
identificacion y cuantificacion de compuestos bioactivos en extractos vegetales. La
cromatografia en capa fina (TLC), la cromatografia en columna y la cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) son técnicas ampliamente utilizadas. Estas
metodologias permiten no solo la caracterizacion de los metabolitos secundarios,
como polifenoles y flavonoides, sino también el andlisis de la pureza de compuestos
aislados. La HPLC, en particular, ha ganado prominencia debido a su capacidad
para proporcionar separaciones eficientes y rapidas, lo que resulta crucial en la

identificacion de mezclas complejas presentes en los extractos vegetales [34].

2.11 Uso de HPLC en el Andlisis de Extractos Vegetales

La identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides se lleva a
cabo tipicamente usando analisis HPLC con un detector de matriz de diodos UV-
Vis (DAD). ElI modus operandi regular implica el aislamiento y la extraccion de
compuestos fendlicos de la matriz, seguido de una ejecucién de HPLC usando una
fase movil de gradiente que consiste en dos 0 mas reactivos, que son tipicamente
un solvente organico polar como metanol o acetonitrilo y un acido débil como &cido
fosforico o acético. Los analitos luego se identifican y cuantifican por comparacion
con soluciones estandar. Si bien este método es perfectamente valido y preciso
para ciertas matrices, puede resultar insuficiente para el analisis de productos como
aceite de oliva, vino y miel, que contienen una variedad considerablemente grande
de productos naturales, la mayoria de los cuales estan relacionados quimicamente
y tienen polaridad similar. Esta técnica es especialmente valiosa en el estudio de

fitocompuestos, que son de interés en aplicaciones farmacéuticas y nutracéuticas

[1].

2.12 Validacion de Métodos Analiticos

‘La validacion es la accion documentada que demuestra que cualquier

procedimiento, proceso o actividad conducirda consistentemente a los resultados
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esperados. Esto incluye la calificacion de sistemas y equipamiento” [35]. La
validacion de un método es un requisito fundamental en la practica del analisis
quimico. La validacion es el “Proceso de establecer las caracteristicas de
desempefio y limitaciones del método y la identificacion de los aspectos influyentes
que puedan cambiar estas caracteristicas asi como hasta que punto se puede

cambiar” [35].

Este es un proceso basado en la confirmacion del desempefio de un método de
analisis y en los requerimientos de su aplicaciéon. El desarrollador del método y el
analista juegan un papel Unico y vital donde tiene la clara responsabilidad de lograr
ejecutar una técnica de analisis que sea replicable, reproducible, robuzta y lineal.
De tal manera que logren dar validez al desempefio del método mediante la

estimacion de su incertidumbre [35].

Como parte de los programas de calidad y gestion de calidad, las empresas
implementan nuevas metodologias y procesos enfocados en la mejora continua y
para cumplir con este objetivo es que todo método deber ser validado o verificado

por normativa para demostrar de forma documentada su idoneidad [36].

De forma general se pueden determinar 2 casos:

1) Que no sea un método nuevo de analisis. En caso de que el método sea
rutinario no es necesario realizar una validacién desde cero, puesto que se
puede optar por realizar un analisis retrospectivo basado en los datos
acumulados de la produccion, pruebas y control. A partir de aqui se pueden
combinar varios criterios de validacion con la experiencia adquirida y asi
desarrollar y arrojar un analisis estadistico de los registros obtenidos por el
método a lo largo del tiempo.

2) En contraposicién, se encuentra la validacion prospectiva, es decir, que se
desarrolla con un producto, método o proceso nuevo. Este caso refiere
también a métodos que hayan sido obtenidos a través de documentacion no
oficial o normativa. En caso de contar con un método normativo no es

necesario validar sino solo verificar.
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En muchos casos un método analitico es desarrollado y validado por el
departamento de desarrollo o validacion de la empresa para asegurar que el
laboratorio que aplique el método sea capaz de entregar y reportar resultados
confiables y veraces. En caso de que la validacion haya sido realizada fuera de las
instalaciones del laboratorio que lo utilizara se recomienda realizar una

transferencia del método o de la validacion [36].

Para métodos cromatograficos, las transferencias de métodos suelen constar en la
comparacion de los resultados de las pruebas realizadas durante la validacion. Este
analisis en paralelo entre 2 o varias muestras de concentraciones conocidas,
permiten delimitar la aplicacion del método o realizar adecuaciones especificas que
el laboratorio solicite ya sea por el tipo de cromatdgrafo que manejen, la
equivalencia de la columna o el tipo de detector. Estas adecuaciones pueden y
deben realizarse siempre dentro de un rango previamente especificado en la

validacion [34].

Como punto extra, dentro de los casos para realizar validaciones, también se
pueden nombrar las revalidaciones, es decir, aquellos métodos validados que con
el paso del tiempo han sido modificados de manera instrumental, por la matriz del

analito o la proporcién del activo a cuantificar.

2.13 Clasificacion de la Validacion

Como se mencion6 los métodos de validacion se clasifican como Normalizados y

No Normalizados de acuerdo con lo siguiente:

A) Métodos Normalizados: Son aquellos ya existentes que constan en el
siguiente ejemplo de estancias.
1) Primera Instancia
)] Normas Oficiales del Pais de Referencia
i) Farmacopeas Oficiales
2) Segunda Instancia
)] Environmental Protection Agency (EPA)
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1)) Pesticide Analytical Manual (PAM)

iii) Collaborative International Pesticides Analytical Council (CIPAC)
Iv) United States Pharmacopeia (USP)

V) British Pharmacopeia (BP)

Vi) American Society for Testing and Materials (ASTM)

vii)  International Organization for Standardization (ISO)

viii)  Food and Drug Administration (FDA)

IX) Food and Agriculture Organization (FAO)

X) European Commission (CE)

Xi) United States Department of Agriculture (USDA)

xii)  Entre otros.

B) Métodos no normalizados: Corresponden a los métodos desarrollados por
los laboratorios 0 métodos publicados en revistas cientificas. En esta
categoria se pueden adjuntar aquellos métodos de analisis comunmente

utilizados por las empresas pero que no estan normalizados [37].
2.14 Parametros de Validacion
Una Validacion de método cuenta con varios parametros y criterios que deben ser
analizados y comprobados para que esta tenga validez. Dichos parametros van a
depender del tipo de validacion que se desee hacer, pero sobre todo del equipo con

el cual se esté realizando la validacion[37].

A continuacion, la TABLA 2.2. se detalla el tipo de pruebas utilizadas dependiendo

del método o equipo de analisis.
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TABLA 2.2 PARAMETROS DE LA VALIDACION A SOLO PARA ANALISIS A NIVEL DE TRAZAS (PPN,PPB,PPT)

Tipo de prueba
S
= ©
, z .8 2 o o
Parametro £ G = RS, o
e g |B |E|§ |E |2
desempefio | 5 S 3 £ S it
B £ o o o
o 2 5 > O
5 0 2
m
Intervalo lineal y Sl Sl Sl Sl Sl NO
de trabajo
Limite de SI2 Sik NO NO NO SI
deteccion
Limite de SI2 Sik SI? SI2 Sik NO
cuantificaciéon
Recuperacion Sl Sl NO Sl Sl NO
Sesgo Sl Sl Si Sl Sl NO
Repetibilidad Sl Sl Sl Sl SI SlIe
Reproducibilidad Sl Sl Sl Sl Sl SI¢
Incertidumbre Sl Sl Sl Sl Sl SI¢
Sensibilidad S| S| Slde Sle S| NO
Selectividad S| Sl Slde Sl Sl SIP
Robustez S| S| S| S| S| S|

Nota: tabla de discrimiacién de parametros de validacion de métodos .[38]

Donde se entiende que:

@ Solo para analisis a nivel de trazas (ppm, ppb, ppt)
b Solo métodos cualitativos

¢ solo métodos cuantitativos

d solo para métodos no normalizados

€ solo para el analisis por ion selectivo
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2.14.1Linealidad

Es la capacidad de un método analitico para dar resultados que sean directamente
proporcionales a la concentracion esperada del analito dentro de un rango
definido[38]. Este parametro se determina mediante un tratamiento matematico
realizando una curva del analito bajo diferentes concentraciones y se expresa bajo

la siguiente ecuacion:

Donde:

m es la pendiente de la curva y representa la sensibilidad de la

calibracion del método. Expresada en unidades de concentracién del

b es la ordenada al origen, es decir, el intercepto de la curva a el eje x. Es

el estimador que relaciona la presencia de interferencias o errores

Y=mx+Db

analito.

sistematicos.

2.14.2 Limite de Deteccion (LOD) y de Cuantificacion (LOQ)

LOD y LOQ por sus siglas en inglés se determinan por las siguientes

ecuaciones[38]:

Donde:

Donde:

2.14.3 Selectividad

3.3DS
S

LOD =

DS = Desviacion estandar de la respuesta
S = Pendiente de calibracion de la curva

_10DS

S
DS = Desviacién estandar de la respuesta
S = Pendiente de calibracion de la curva
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Se lo define como la capacidad que tiene un método analitico para medir de forma
exacta y especifica la presencia del analito en la muestra de analisis y determinar

que este emite una sola respuesta[38].
2.14.4 Precision
Refleja la medida en que los valores de una serie repetida de datos se asemejan

entre si[38]. La precision se expresa como la desviacion estandar y se calcula

como.

X —X)?
n—1

Donde: n = numero de medidas
X;= Valor medio en el ensayo

X= Estima la media poblacional
2.14.5 Repetibilidad

Ayuda a estimar la precisiéon del método siempre y cuando se desarrolle bajo las
mismas condiciones utilizando la misma muestra, analizada por el mismo analista
en el mismo laboratorio, con los mismos equipos, reactivos e instrumentos. Se
puede determinar realizando varias determinaciones a una misma muestra o

realizando varias determinaciones a muestras de cantidades conocidas [38].
La desviacidon estandar o el coeficiente de variacién es quien caracteriza a este

pardmetro[38]. Tambien permite evaluar el error alearoreo correspondiente a la

dispersién de los datos, se calcula como:

cv = (%) 100

Donde S = es la desviacion estandar
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2.14.6 Reproducibilidad

Representa que tan precisios resultaron los ensayos sobre una misma muestra por
diferentes analistas en dias distintos y se expresa con los mismos parametros
matematicos que la reproducibilidad. El coeficiente resultante debe ser igual o

mayor al obtenido en el estudio de repetibilidad [38].

2.15 Importancia de la Validacion de Métodos para Asegurar la Calidad y

Precision de los Resultados en Investigaciones Fitoquimicas

La validacién de métodos analiticos es un proceso esencial para asegurar la calidad
y precision de los resultados en investigaciones fitoquimicas. Este proceso incluye
la evaluacion de pardmetros como la especificidad, la linealidad, la precision, la
exactitud y el limite de deteccion y cuantificacion. La validacion garantiza que los
métodos utilizados sean adecuados para el propdsito previsto, minimizando errores
y variaciones en los datos. En fitoquimica, donde la heterogeneidad de las muestras
puede influir en los resultados, la validacion rigurosa es crucial para establecer la
fiabilidad de los andlisis y permitir comparaciones significativas entre estudios.
Ademas, la validacion de métodos contribuye al cumplimiento de normativas y
estandares de calidad, lo que es fundamental para la aceptacion de resultados en
el ambito cientifico y regulatorio [39].

2.16 Importancia de la Biodiversidad de Ecuador en la Investigacion de

Biocompuestos

Ecuador es uno de los paises mas biodiversos del mundo, y su flora presenta un
vasto potencial para la investigacion de biocompuestos. La diversidad de
ecosistemas, desde bosques tropicales hasta montafias andinas, alberga una rica
variedad de especies vegetales, muchas de las cuales son endémicas y poseen
metabolitos secundarios Unicos[7]. Estos compuestos bioactivos pueden ofrecer
nuevas oportunidades en el desarrollo de farmacos, antimicrobianos vy
antioxidantes, contribuyendo asi a la medicina tradicional y a la biotecnologia

moderna. La investigacion sobre la biodiversidad ecuatoriana no solo enriquece el
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conocimiento cientifico, sino que también promueve la conservacion de los

ecosistemas y la utilizacion sostenible de los recursos naturales [40].

La investigacion fitoquimica en esta biodiversidad permite no solo el descubrimiento
de nuevos compuestos, sino también la comprension de sus mecanismos de accion
y potenciales aplicaciones en la salud humana. El estudio sistematico de estas
especies podria conducir a la identificacion de nuevos candidatos para el desarrollo
de medicamentos [40].

2.17 Relevancia del Estudio de Extractos Vegetales en el Contexto Local y
Global

El estudio de extractos vegetales es de gran relevancia tanto en el contexto local
como global. A nivel local, la investigacion en fitocompuestos puede contribuir al
desarrollo de la medicina tradicional y a la promocion de practicas agricolas
sostenibles, beneficiando a las comunidades que dependen de estos recursos. A
nivel global, el creciente interés en los productos naturales y su potencial como
fuentes de farmacos y nutracéuticos resalta la importancia de las investigaciones
en fitoquimica. Ademas, el estudio de extractos vegetales proporciona informacion
valiosa sobre la interaccion entre las plantas y su entorno, contribuyendo a la
sostenibilidad y conservacion de la biodiversidad. Este enfoque multidimensional
enfatiza la necesidad de integrar la investigacion cientifica con la conservacion de

recursos naturales y el desarrollo comunitario [40].
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CAPITULO 3

3 METODOLOGIA

3.1 Enfoque de lainvestigacion

3.1.1 Tipo de investigacion

La investigacion desarrollada es aplicada porque busca resolver un problema
practico relacionado con la cuantificacion de polifenoles y flavonoides en extractos
vegetales. También se puede clasificar como experimental ya que se realizan
pruebas controladas en el laboratorio para validar el método analitico. Por otr parte,
en cuanto al nivel de conocimiento, describe los métodos y resultados obtenidos
por lo que se clasifica como una investigacion descriptiva y ademas, busca
entender las causas y efectos en la identificacion y cuantificacion de los

compuestos fenolicos cladificandola como explicativa.

3.1.2 Disefio de investigacion
El disefio de esta investigacion es experimental. Este disefio es adecuado porque
permite manipular variables y controlar condiciones en el laboratorio para evaluar

la eficacia del método. La investigacion se estructurd en las siguientes fases:

1. Revision de literatura y normativas: Analisis de normativas, estandares y
metodologias relevantes para la cuantificacion de polifenoles y flavonoides.

2. Desarrollo del método HPLC: Disefio y optimizacion del método de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con arreglo de diodos.

3. Validacién del método: Evaluacion de parametros de validacion como
especificidad, linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion y
cuantificacion y reproducibilidad.

4. Aplicacion del método: Implementacion del método en el analisis de
extractos vegetales.

5. Evaluacion de resultados: Comparacion de los resultados obtenidos con
estandares de referencia y analisis estadistico de la precisién y exactitud del
método.

6. Documentacion y reporte: Registro detallado de los procedimientos,
resultados y conclusiones para asegurar la transparencia y reproducibilidad
del estudio.
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3.2 Metodologia
3.2.1 Variables
- Variable independiente: Método de cromatografia liquida de ultra alta

eficiencia (UHPLC) con arreglo de diodos.

- Variable dependiente: Concentracion de nueve analitos (Acido galico,
Acido clorogénico, Acido cafeico, Acido Siringico, Acido P-coumarico,

Rutina, Quercetina, Naringenina, Kaempferol) en extractos vegetales.

3.2.2 Disefio experimental

El proceso experimental incluye los siguientes pasos:

a. Desarrollo del método UHPLC: Optimizacién de los parametros de la técnica
de UHPLC con arreglo de diodos para asegurar la sensibilidad y precision
necesaria para la cuantificacion de polifenoles y flavonoides. Se acudi6 a la
bibliografia de metodologias para el andlisis de los analitos de interés en
matrices similares; se buscé obtener un método capaz de identificar y

cuantificar los analitos de una manera satisfactoria.

b. Validaciéon del método: Realizacién de ensayos para evaluar los parametros

de validacién, incluyendo:

Especificidad: Capacidad del método para distinguir y cuantificar los

compuestos de interés sin interferencias.

- Linealidad: Verificacidon de la respuesta lineal del método en el rango

de concentracion de interés.

- Precision: Evaluacién de la repetibilidad y reproducibilidad del

método.

- Exactitud: Comparacion de los resultados obtenidos con materiales

de referencia certificados.

- Limite de deteccion y cuantificacion: Determinacion de los limites de

deteccién y cuantificacion del método.

c. Andlisis de datos: Interpretacion y analisis estadistico de los resultados

obtenidos para verificar el cumplimiento de los parametros de validacion.

29



d. Documentacion y reporte: Registro detallado de todos los procedimientos,
resultados y conclusiones del estudio para asegurar la transparencia y la

reproducibilidad.

3.2.3 Recoleccion de datos

3.2.3.1 Métodos y técnicas

3.23.1.1 Metodologia analitica para la cuantificacion de polifenoles y
flavonoides en extracto vegetal.

El andlisis cromatogréfico se llevé a cabo en un sistema UPLC marca Waters con
sistema ACQUIT Premier con detector TUV. La columna cromatogréfica empleada
fue una columna ACQUITY Premier BEH C18 Column, 1,7 pum, 2,1 x 50 mm, 1/pk.
La fase mavil consisti6 en una mezcla de acido formico al 0,1 % en agua (A) y
Acetronitrilo (D), con un flujo de 0,5 ml/min durante todo el gradiente y el volumen
de inyeccion fue de 2 pL. La temperatura de la columna se establecio en 35°C.

El tiempo de corrida es de 10 minutos, el tiempo de retencidon para cada analito en

las condiciones del método fue:

TABLA 3.1 TIEMPOS DE RETENCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Analito Tiempo de retencidon (min)
Acido galico 0,42
Acido clorogénico 1,40
Acido cafeico 1,58
Acido siringico 1,76
Acido p-coumarico 2,19
Rutina 2,65
Quercetina 3,95
Naringenina 4,43
Kaempferol 4,58

Nota: Los tiempos pueden variar en un + 10%

Al ser una metodologia tipo screening se espero una variacion en los tiempos de

retencién de los compuestos no mayor al 5%

3.2.3.1.1.1 Preparacion de fase movil, muestras y estandares.

Acido férmico 0,1%
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Se coloco 1 ml de &cido formico en un balén aforado de 1000 ml, luego se diluyé y

aford con agua tipo Il. Se filtré, desgasifico y coloco en el equipo UPLC.

Acetonitrilo
Se colocé 1 litro de acetonitrilo en una botella Boeco, se desgasifico y se coloco en

el equipo UPLC.

Solucion Isopropanol/agua (IPA) 50:50
Se coloco agua tipo Il e isopropanol en partes iguales para preparar 500 ml. Se

filtro, desgasificd y colocé en el equipo UPLC.

Preparacion de la matriz

Se peso 1,72 g de anis previamente secado y se coloco en un vaso de precipitado
con 150 ml de metanol, se calentd a 50°C, se sonicé por 10 minutos, se filtr6 y se
dej6 enfriar y luego de diluyé en un matraz aforado de 250 ml con metanol.

Finalmente, se filtré con filtro de jeringa 0,22 ym.

Preparacion de curva de calibraciéon en solvente y matriz

Se preparo directamente en viales de 1,5 ml que se llevaron al cromatégrafo.

Para la concentracion de 0,5 ppm, se tomé 25 pL del estandar de los 9 analitos y
completar el volumen con 975 pL ya sea de solvente o matriz.

Para la concentracion de 1 ppm, se tomé 50 uL del estdndar de los 9 analitos y
completar el volumen con 950 pL ya sea de solvente o matriz.

Para la concentracion de 1,5 ppm, se tomé 75 pL del estandar de los 9 analitos y
completar el volumen con 925 pL ya sea de solvente o matriz.

Para la concentracion de 2 ppm, se tomd 100 pL del estandar de los 9 analitos y
completar el volumen con 900 L ya sea de solvente o matriz.

Para la concentracion de 2,5 ppm, se tomo 125 L del estandar de los 9 analitos y
completar el volumen con 875 pL ya sea de solvente o matriz.

Para la concentracion de 3 ppm, se tomd 150 pL del estandar de los 9 analitos y

completar el volumen con 850 uL ya sea de solvente o matriz.
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3.2.3.1.2 Procedimiento para la validaciobn del método para la
determinacion de polifenoles.

La validacion se realizd basado en los siguientes parametros propuestos por la ICH
[37]: Especificidad, linealidad/rango de trabajo, exactitud y precision (repetibilidad).

TABLA 3.2 CRITERIOS DE ACEPTACION DE PARAMETROS DE VALIDACION

Requisito de desempefio Criterio de aceptacion
Especificidad No hay interferencia cromatogréfica
con los analitos de estudio. Resolucion
=1
Linealidad y rango de trabajo Coeficiente de correlacion 20.99
Analisis residuales: aleatoriedad F cal
< F Critico
LOD LOD<50%LC
LOQ LOQ =< 50% valor medio
Coeficiente de correlacion 20.99
matriz.
) Coeficiente de correlacion 20.99
Efecto matriz
solvente.

F cal < F critico t cal <t critico

Exactitud Porcentaje de recobro entre 90-110%

Precision (Repetibilidad) RSD =< 10%

Nota: los criterios definidos se adaptaron para el ensayo del trabajo de titulaciéon

3.2.3.1.2.1 Especificidad

Se realiz6 el andlisis de los nueve analitos utilizando Material de Referencia
Certificado (MRC) agregados a la matriz y solvente (metanol), por triplicado por

cinco dias en la concentracion objetivo (1,5 mg/l).

Para el criterio de aceptacion se compard las lecturas (sefial de medicién) obtenidas
tanto en solvente como en matriz y se evalué de manera visual en los
cromatogramas que no haya interferencia y mediante el calculo de la resolucién de

los picos visualmente mas cercanos, cuyo criterio de aceptacion fue que dicha
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resolucién sea mayor o igual a 1. La resolucién se calcul6 utilizando la siguiente

ecuacion:
R. = b2 =t
=
1/2(Wpa + W)
Donde: Tvi: tiempo de retencion del compuesto “”

Whi: Anchura de pico a la mitad de la altura

3.2.3.1.2.2 Linealidad y rango de trabajo
La determinacion del rango lineal se realizé evaluando 6 niveles de concentracion
durante 5 dias de analisis, con las siguientes concentraciones: 0,5 mg/l, 1 mg/l, 1,5

mg/l, 2 mg/l, 2,5 mg/l y 3 mg/I.

Para la preparacion de las disoluciones estandar se pesd exactamente 5 mg de
cada MRC de los nueve analitos en nueve matraces volumétricos de 5 ml
diferentes, y posteriormente se enrasd con metanol; finalmente se transfirio cada
una de las disoluciones preparadas a viales ambar. Estas fueron nuestras

soluciones stock usadas como estandar.

De cada una de las nueve soluciones stocks estandar se tom6 0,5 ml, se diluyo en
matraces de 5 ml para obtener nueve soluciones intermedias de 100 mg/l.

En un matraz de 10 ml se tom6 1 ml de cada solucion intermedia, se mezcl6 y
enras6 con metanol para obtener concentraciones de 10 ppm de cada analito.
Posteriormente de la disolucién anterior se realizo las diluciones correspondientes
para obtener concentraciones de 0,5 mg/l, 1 mg/l, 1,5 mg/l, 2 mg/l, 2,5 mg/l y 3 mg/l

de soluciéon mezcla conteniendo los nueve analitos.

Para el Criterio de aceptacion se utilizé6 el método de minimos cuadrados con la
finalidad de obtener la recta de regresion lineal, donde la concentracion (eje de
abscisas) y la respuesta instrumental (eje de ordenadas) debe tener un coeficiente

de correlacion R? mayor o igual a 0.99.

Ademas, se evalud los puntos experimentales de la curva de regresion lineal

medidas en la direccion paralela al eje de las ordenadas, con graficas de analisis
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residual, que deberan estar aleatoriamente distribuidos indicando de esta manera
un grado de linealidad. Si por el contrario los puntos siguen una tendencia
determinada, al no estar regularmente distribuidos a ambos lados de la coordenada

X, se pondra en duda la linealidad.

3.2.3.1.2.3 Efecto matriz

Se realizé la evaluacion en seis niveles durante 3 dias de los nueve analitos con
MRC fortificadas en matriz y solvente en las siguientes concentraciones: 0,5 mg/l,
1 mg/l, 1,5 mg/l, 2 mg/l, 2,5 mg/l y 3 mgl/l.

Para el criterio de aceptacion el coeficiente de correlacién r? >0.99 en las curvas
tanto del solvente como de la matriz fortificada. Al comparar la curva de calibraciéon
estandar en solvente, con la curva de adicion en matriz; las pendientes de ambas
curvas deben ser similares, se utiliza la herramienta estadistica de analisis de
varianza, la cual, nos permite hacer esta comparacion bajo la premisa de hipétesis

nula que indica que no hay diferencias significativas entre las dos si, F cal < F critico.

3.2.3.1.2.4 Limite de deteccion LOD

El limite de deteccién se determind analizando la matriz fortificada por triplicado, se
integré areas correspodientes a cada analito y luego se obtuvo la concentraciéon
usando la ecuacion de la curva de cada analito. el calculo se realizé teniendo en

cuenta el valor promedio de la sefial, mediante la siguiente ecuacion.

LOD = 3.3DS
S
Donde: DS = Desviacion estandar de la respuesta

S = Pendiente de calibracién de la curva

Para el criterio de aceptaciéon el LOD debe ser menor al 50% de LOQ.

3.2.3.1.2.5 Limite de cuantificaciéon LOQ

El limite de cuantificacion se determiné analizando la matriz fortificada por

triplicado, se integroé las areas correspodientes a cada analito y luego se obtuvo la
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concentracion usando la ecuacion de la curva de cada analito. el calculo se realiz6

teniendo en cuenta el valor promedio de la sefial, mediente la siguiente ecuacion.

Loo — 10DS
=3
Donde: DS = Desviacién estandar de la respuesta

S = Pendiente de calibraciéon de la curva

Para el criterio de aceptaciéon el LOQ debe ser < al 50% del valor medio.

3.2.3.1.2.6 Exactitud
Se evalué en dos niveles de concentracion: 1,5 y 3 mg/l, por triplicado durante 5
dias; utilizando MRC en la matriz. Se calculé el porcentaje de recobro, mediante la

ecuacion:

R (Ce — Co>
B Ca

Ce = Concentracién del analito de la muestra enriquecida

Donde: R = Recuperacion

Co = Concentraciéon del analito medida en la muestra sin adicionar

Ca = Concentracion del analito adicionado a la muestra enriquecida

Y el Porcentaje de recobro %R se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

%R =R x 100

Para el Criterio de aceptacion, el porcentaje de recuperacion debe estar entre 90 y

110%. También se puede establecer como criterio un RSD <10.

3.2.3.1.2.7 Precision.
Se preparé 3 soluciones de trabajo diarias en dos concentraciones (1,5 y 3 mg/l)

durante 5 dias.
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La Repetibilidad se estudié para cada dia en el mismo laboratorio, con el mismo
analista y dia. Se calculé el promedio de las tres soluciones para las dos

concentraciones, y la desviacion estandar relativa RSD de cada uno.

Para el Criterio de aceptacion el RSD debe ser <10.
3.2.3.2 Recursos

3.23.21 Equipos, materiales y reactivos

Equipo

- Sistema UPLC marca Waters con sistema ACQUIT Premier con detector
TUV.

- Balanza Sartorius. (0.00019)

- Bomba al vacio Faithful.

Material de referencia

- Acido géalico MKBB3608 Lote: 398225-100g.

- Acido clorogénico 079k0991 Lote: C3878-250mg.
- Acido cafeico SLBX6888 Lote: C1778-1VL.

- Acido Siringico 079K1501 Lote: S6881-5g.

- Acido P-coumarico BCCG8417 Lote: C9008-1g.

- Rutina BCBW7626 Lote: R5143-50q.

- Quercetina RO35P0 Lote: 159-24009.

- Naringenina MKAA2821 Lote: W530098.

- Kaempferol BCCD4517 Lote: K0O133-10mg.

Consumibles

- Columna ACQUITY Premier BEH C18 Column, 1,7 um, 2,1 x 50 mm, 1/pk.
- Filtros de jeringa de PVDF 25 mm x 0.2 um.

- Filtros de membrana PVDF 47 mm x 0.22 um.

- Material de Vidrio de uso comun en el laboratorio.

- Equipo de filtracion 1000 ml Sartorius Stedim

- Viales de 1.5 ml con tapa rosca.

- Viales ambar de 1.5 ml con tapa rosca.
36



- Micropipeta mono canal Thermo Scientific 100- 1000 pl.

- Micropipeta mono canal Brand 20- 200 pl.

- Puntas para micropipeta 100- 1000 pl.

- Puntas para micropipeta 20- 200 pl.

- Matraces de vidrio aforados de 5 ml, 10 ml, 25 ml, 1000 ml.

- Ultrasonido digital Fisher Scientific.

Reactivos

- Metanol grado HPLC marca JTBaker Lote: C16W35.
- Agua tipo Il.

- Acido férmico al 85% marca IsoLab Chemicals.

- Isopropanol Marca Lobachemie Lote: LG22471303

- Acetronitrilo Marca Mallinckrodt Lote: 2856 VO1D52.

3.2.4 Andlisis estadistico
Para los fines de esta validacion se utilizaran calculos estadisticos para establecer
si el método se encuentra dentro de los parametros de validacion establecidos.

Media, media aritmética o promedio
_ X
n
Donde: Xi = Valor de una lectura

X

n = NUmero de lecturas

Desviacion estandar (S)

_ VEaaXi—X)?

S
n—1

Donde: Xi = Valor de una lectura
n = Nimero de lecturas

X = Promedio del total de las lecturas

Coeficiente de variacion (CV). También es conocida como desviacién estandar

relativa (RSD). El coeficiente de variacion puede ser expresado en porcentaje
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S
%CV ==x100
% X

Donde: S = Desviacién estandar de las lecturas

X = Promedio del total de las lecturas

Varianza
o Zm(Xi- X%’
n—1
Donde: S = Desviacion estandar de las lecturas

X = Promedio del total de las lecturas
Xi = Valor de una lectura

Pruebas de Significancia

Se utiliza prueba F- (de Fisher) para identificar errores aleatorios (precisiones).
Mediante esta prueba se comprueba la veracidad de la hipétesis experimental
llamada “hipoétesis alternativa H1” (sin hay diferencia) con respecto a la “hipétesis
nula Ho” no hay diferencia. Esta prueba sera utilizada para comprobar si la hipétesis

nula puede o no ser rechazada.

Si el valor de F calculado < F tabla se admite Ho

Analisis de varianza (ANOVA)

Para realizar el analisis e interpretacion de los resultados, se emplearon
herramientas estadisticas que son necesarias para interpretar y visualizar datos
gue deben ser relacionados, esto se llevo a cabo con el software Microsoft Excel.
Mediante este analisis estadistico se compardé mas de dos medias entre si, y se
pudo evaluar las diferencias entre y dentro de cada grupo. Se determiné el valor
critico de tabla para un a=0.05 y se baso6 en que si el F calculado > F critico habra

diferencias significativas.
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS
4.1 Desarrollo del método

Para poder cuantificar diferentes analitos de manera simultdnea, se encontrd en la
revision bibliografica la aplicaciébn de diferentes metodologias analiticas como
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) [3], espectrofotometria UV/Vis [41],
titulacion, pero no se ha logrado encontrar una metodologia que cuantifique en
especifico los nueve analitos de nuestro estudio en matriz vegetal. Se tomé como
referencia el estudio de Mizzi et al. [1] en 2020 que realiz6 la validacion de un
meétodo de identificacion de 15 compuestos fendlicos de los cuales coincide con 6
de los 9 del presente estudio utilizando un HPLC de Marca Waters y una columna
C18, en dicho estudio se logré una adecuada separacién de los analitos y se
observé que ciertos compuestos fendlicos tienen picos con formas particulares.
Zhang X. et al.[4] en 2022 utilizé metodologia HPLC para evaluar la cuantificacion
de 7 especies fendlicas en una matriz compleja (miel).c El proceso que se adopto

para el desarrollo del método fue el siguiente:

4.1.1 Pardmetros cromatograficos para el desarrollo de la metodologia

Para desarrollar el método se decidié utilizar cromatografia liquida de ultra alta
resolucién, ya que es una técnica moderna de separacién con capacidad para
analizar multicomponentes en tiempo real y es compatible con las caracteristicas
de la muestra problema, ademas, tiene ventajas frente a otras tecnologias como
menor tiempo de andlisis de las muestras, mayor resolucion, requiere menor
cantidad y concentracion de analitos y menor consumo de solvente. El equipo
permite modificar gradientes, flujos, volumen de inyeccidn, temperaturas, entre
otros parametros cromatograficos; siendo lo suficientemente versatil para adaptar

en corto tiempo el método a nuestras necesidades [42].

4.1.2 Desarrollo de la metodologia
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Se busco un método cromatografico que permitiera la separacion adecuada de
cada analito preparado en solvente y ademas que permitiera la correcta separacion
de una mezcla de los nueve analitos en solvente, es decir, poder observar de forma
legible cada pico de analito en el tiempo correspondiente con una forma vy
separacion de pico adecuado[2].

Inicialmente se abordd este desarrollo estableciendo condiciones iniciales de
separacion mediante la busqueda bibliografica de métodos de separacién UPLC

implementados en equipo, analitos y matriz similares|[2].

La primera metodologia aplicada consistio en una fase movil compuesta por dos
solventes, el primero acido férmico al 0,1% y metanol grado HPLC. Con un tiempo
de corrida de 5 minutos con el gradiente que se detalla en la TABLA 4.1.

TABLA 4.1 GRADIENTE PRIMER METODO PROBADO

. %A )
Tiempo (min) Flujo Acido formico /0B
(ml/min) 0.1% Metanol
0,00 0,6 80,0 20,0
1,70 0,6 67,5 32,5
3,97 0,6 30,0 70,0
4,08 0,6 80,0 20,0
4,42 0,6 80,0 20,0

Se procedi6 a preparar diez viales de 1,5 ml, uno por cada analito y el décimo con
la mezcla de los nueve analitos preparado previamente, todos con una
concentracion de 2 ppm, obteniendo una buena sefial en las inyecciones de los
analitos individuales como se muestra en Fig.4.1, pero con picos coeluidos y con
mala sefal en el décimo cromatograma de la mezcla como se aprecia en la Fig.
4.2.

40



Ac p-Coumarico
Ac p-Coumarico

AU

-1 .0e-1£ !]

Diode Array
1.51 Range: 1.806
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Mix Polifenoles
Mix Polifenoles

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 00

Fig. 4.1 Cromatograma &acido p-coumarico en condiciones de primer método probado.

Diode Array
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6.0+

5.5

5.04

AU

0.04—/

o |f||
bas  ora || [ 263 I
([N '“I U]
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Fig. 4.2 Cromatograma de mezcla en condiciones de primer método probado.

Se decidi6 incrementar el tiempo de corrida a 8 minutos, extendiendo el gradiente

al detallado

en la TABLA 4.2 con la misma fase movil buscando una mejor

separacion de picos, se analizaron los mismos 10 viales previamente preparados y

no se obtuvo mejora significativa y la linea base se curvo hacia abajo a medida que

avanzaba el

tiempo como se evidencia en la Fig. 4.3.
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TABLA 4.2 GRADIENTE SEGUNDO METODO PROBADO

. %A
Tiempo (min) Flujo Acido formico 6B
(ml/min) 01% Metanol
0,00 0,4 80,0 20,0
7,0 0,4 10,0 90,0
8,0 0,4 80,0 20,0
Mezcla EQS ode Array
=S .
U.Dﬁ J/’JL -”J\JLJ ?.hm
_z,oe-1: LJ\‘.L\JK/k

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 B6.50 7.00 7.50 8.00

Fig. 4.3 Cromatograma de mezcla en condiciones del segundo método probado.

Basado en el estudio de Bajkacz et al. [42] se decidi6 reemplazar el metanol en
fase movil por acetonitrilo dado que reporta una mejora significativa en la resolucién
de muestras de polifenoles preparados en metanol. Ademas, el tiempo de corrida
se aumentd a 10 minutos como lo reportaron. Se preparé nuevamente diez viales
en la misma configuracién con una concentracion de 5 ppmy se procedio a realizar

inyecciones de 3,5 pL.
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Fig. 4.4 Cromatograma Naringenina en condiciones de método 6ptimo.
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Fig. 4.5 Cromatograma p-coumarico en condiciones de método 6ptimo.

En los cromatogramas obtenido que se muestran en la Fig 4.4 y 4.5, se observo
una sefal y forma de pico adecuada en los cromatogramas individuales y una
excelente separacidén de picos en el cromatograma de la mezcla de la Fig. 4.6.
Ademas, se pudo observar que el pico de mayor concentracion lleg6 a saturar la
sefial por lo cual se decide disminuir el volumen de inyeccion a 2 yL y la
concentracion de los analitos. Se volvio a realizar el analisis obteniendo un

cromatograma que cumple visualmente con los parametros esperados.
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Fig. 4.6 Cromatograma de mezcla en condiciones del método 6ptimo. Primera corrida.
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Fig. 4.7 Cromatograma de método 6ptimo de la mezcla de nueve analitos identificados preparado en metanol a 3 ppm.

En la fig. 4.3 y 4.6 se apreci6 mas de nueve picos de sefial dado que

la

experimentacion estaba en una etapa inicial donde se busco identificar y cuantificar

al menos doce compuestos fendlicos, tres de ellos fueron descartados por no contar

con los materiales de referencia.

En la fig 4.6 se apreci6 que los picos en 1.72 y 1.88 presentaron formas

caracteristicas, se contrastaron de manera individual los cromatogramas aislados

de cada analito para identificarlos. Las formas caracteristicas de estos picos
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repitieron en sus cromatogramas individuales, por lo tanto, se comprobd que no

existe picos coeluidos o con interferencia.

|Ac Cafeico 7 acn
Ac Cafeico 7 acn
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Fig. 4.8 Cromatograma general (verde) contrastado con cromatograma del ac. Cafeico (morado).
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Fig. 4.9 Cromatograma general (verde) contrastado con cromatograma del ac. Siringico.

En la TABLA 4.3 a continuacion, se muestra el gradiente utilizado en el método

satisfactorio para el analisis de los nueve analitos y en la validacion.

TABLA 4.3 GRADIENTE METODO OPTIMO

. %
: . Flujo - o %D
Tiempo (min) (ml/min) Amdg fl%/romlco Acetonitrilo
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0,00 0,5 95,0 5,0
8,0 0,5 40,0 60,0
8,10 0,5 95,0 5,0
10,0 0,5 95,0 5,0

4.2 Pretratamiento de la matriz.

La muestra requiri6 de una extraccién solido-liquido usando como solvente
metanol, empleando el uso de un bafio con ultrasonido, el extracto obtenido fue
filtrado por gravedad, obteniéndose una solucion fluida y clara. Previo a su uso
cromatografico se pasoé por un filtro de jeringa de 0,22 ym PVDF. Se seleccion6
este tipo de filtro dada su baja extractibilidad, lo que lo hace ideal para aplicaciones
donde la pureza del filtrado es crucial.

4.3 Validacion del método

Para la validacion del método se tom6 como referencia la guia de validacién ICH
Q2R2 y los criterios de aceptacion que se describieron en el capitulo 3 [43].

4.3.1 Especificidad
Se evidencié mediante el cromatograma tanto en solvente como en matriz que no

existe interferencia entre los nueve analitos de interés ni con impurezas, solventes,

0 excipientes como se aprecia en las Fig. 4.10.
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Fig. 4.10 Cromatograma de mezcla en matriz fortificado a 3ppm. Se sefiala picos mas cercanos considerados para la
resolucion.

Para calcular la resolucién se consider6 los cromatogramas de la matriz fortificada
con la mezcla a 3ppm, en la fig. 4.10 se aprecia que la matriz contiene varios
compuestos fendlicos representados por varios picos. Los picos de los analitos que
presentan mayor cercania dado que entre ellos la resolucion seria la menor posible
dentro del analisis. Se consider6 para este calculo los cromatogramas con la
concentracion mas alta (3 ppm) de los nueve analitos en matriz de tres dias
distintos, los resultados se muestran en la TABLA 4.4 y se aprecia que para los tres
dias los picos mas cercanos correspondientes a acido clorogénico y acido cafeico

presentan una resolucion mayor a 1, lo que indica que el método es especifico.

TABLA 4.4 RESULTADOS RESOLUCION ENTRE PICOS MAS CERCANOS

Analito Datos Dia 1 Dia 2 Dia 3

Ac. Clorogénico |t1 1,49 1,51 1,51
W1 0,09 0,09 0,085

Ac. Cafeico t2 1,64 1,65 1,66
W2 0,155 0,12 0,12

Resolucion Rs= 1 1,2245 1,3333 1,4634

Se utilizo el software MASSLYNK, mismo que carece de una herramienta para
calcular directamente la resolucion cromatografica.
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4.3.2 Linealidad.

La linealidad se establecio en el intervalo completo del procedimiento analitico, en
6 niveles de concentracion durante 5 dias para los nueve analitos. Los niveles de

concentracion fueron: 0,5 mg/l, 1 mg/l, 1,5 mg/l, 2 mg/l, 2,5 mg/l y 3 mg/l.

Se determinaron las curvas de regresion para cada analito durante los 5 dias de
estudio por el método de minimos cuadrados, las curvas obtenidas se aprecian en
los gréficos de la Fig. 4.11 para acido galico, Fig. 4.12 para acido clorogénico, Fig,
4.13 para acido cafeico, Fig. 4.14 para acido p-coumarico, Fig. 4.15 para &cido
siringico, Fig. 4.16 para rutina, Fig. 4.17 para quercetina, Fig. 4.18 para naringenina
y Fig. 4.19 para kaempferol. De cada grafica se obtuvo la ecuacion de la recta 'y su
coeficiente de determinacién de Pearson los cuales se aprecian resumidos en las
tablas 4.5. El estimador de regresion para un nivel de significancia (a=0.05) fue el
coeficiente de determinacién y en todos los casos para los nueve analitos se
obtuvieron valores mayores a 0,99. Estos valores sefalan el grado en el que la
variable dependiente cambia de acuerdo con los cambios de la variable
independiente, al ser muy préximos a 1 se confirma que hay linealidad en el rango
de trabajo (entre 0,5 mg/l y 3 mg/l).

Acido galico
20000 y =4934,8x - 9,0152
18000 y =6596,1x - 1908 R°=0,9939 @ Diaf
2 _
16000 R*=0,9926 o Do
14000 y= ;25:1; ;3;:)124,7 o Dius
12000 — ,
@© ® Dia4d
® 10000 = 5864,4x - 1029,5
< R®=0,9847 ® Dias
8000
6000 C4892,5x+10129 T Lineal (Dia 1)
4000 R?=0,9905 Dia 1
2000 Dia 2
0 Lineal (Dia 3)
0 1 2 3 4
Lineal (Dia 4)

Concentracion

Fig. 4.11 Curvas de regresion lineal para acido galico.
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Acido Clorogénico
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2000 y=23946,4x - 213,82 Dia 2
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0 1 2 3
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Fig. 4.12 Curvas de regresion lineal para acido clorogénico.
Acido Cafeico
90000 y = 25744x - 4005,9
R®=0,9968 .
80000 y =27245x - 3937,5 ® Dial
R®=0,9993 .
’ @ Dia2
70000 y =27053x - 1496,7
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0 2_
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30000 | F20365x-987,21 ... Lineal (Dia 1)
20000 Dia 1
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0 1 2 3 4
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Concentracion

Fig. 4.13 Curvas de regresion lineal para acido cafeico.
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90000 R?=0,9995
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70000 @ Dia2
60000 y =23460x + 231,54 ® Dia3
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40000 R®=0,9991 ® Dia5
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0 ! 2 8 4 Lineal (Dia 4)
Concentracion
Fig. 4.14 Curvas de regresion lineal para acido p-coumarico.
Acido Siringico
30000 y =8541,8x - 1354,4
R*=0,9981 )
25000 y = 8570,5x - 758,55 ® Diat
R*=0,9993 @ Dia2
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5000 R*=0,9967
Dia 2
0 Lineal (Dia 3)
0 1 2 3

Lineal (Dia 4)
Concentracién

Fig. 4.15 Curvas de regresion lineal para acido Siringico.
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Ruting, - 12036x - 726,87

40000 R*=0,9996
35000 y= 1;0_5?9—95;;9,18 ® Dia1
230000 ’ @ Dia2
y=11228x + 23,401 p
2 ® Dia3
25000 R“=0,9941
© y=12018x - 740,8 ® Dia4
920000 R*=0,9991
<L ® Diab
15000 11524x - 321,34 ) .
0000 R®=09956 e Lineal (Dia 1)
Dia 1
5000 Dia 2
0 Lineal (Dia 3)
0 1 2 3 4
. Lineal (Dia 4)
Concentraciéon
Fig. 4.16 Curvas de regresion lineal para Rutina.
Quercetinaoagsx - 2995,8
100000 R*>=0,9983
90000 y =31256x-3765,6 ® Dia1
2 _
80000 R"=0,9994 @ Dia2
y=29418x - 1288
70000 R?=0,9946 ® Dia3
m6°°°° y =31406x - 3270 ® Dia4
950000 R?=10,9994
< ® Diab
40000 064x - 1795,9 . ]
30000 R2=0,9963 e Lineal (Dia 1)
20000 Dia 1
10000 Dia 2
0 Lineal (Dia 3)
0 1 2 3

L Lineal (Dia 4)
Concentracion

Fig. 4.17 Curvas de regresion lineal para quercetina.
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Naringe M08 300x - 1618,2

45000 R?= 0,9993
® Dia1
40000 y = 12696x - 1370,5 '
35000 R*=0,9968 @ Dia2
30000 y=12269x-482,72 ® Dia3
R®=0,9981 ]
©25000 ® Dia4d
2 y=12141x - 473,45 )
<C20000 R?=0,9975 ® Dia5
15000 12735x-1441,3 ereeecens Lineal (Dia 1)
2 _
10000 R"=0,9981 Dia 1
5000 Dia 2
0 Lineal (Dia 3)
0 1 2 3 ) .
Lineal (Dia 4)
Concentracion
Fig. 4.18 Curvas de regresion lineal para Naringenina.
Kaempferol
100000 y = 28680x - 2796,2
R*=0,9998 )
90000 y=29747x-3767,4 ® Dial
80000 R®=0,9986 @ Dia2
70000 y=27515x-503,51 ® Dia3
60000 R?= 0,9949 )
© y =29199x - 2575,1 ® Dia4
£50000 R*=0,9981
< =0, ® Dia5
40000 28320x - 1645,5
X - O eeeeeens Lineal (Dia 1)
30000 R?=0,998 ,
20000 Dia 1
10000 Dia 2
0 Lineal (Dia 3)
0 1 2 3 4
. Lineal (Dia 4)
Concentracion
Fig. 4.19 Curvas de regresion lineal para kaempferol.
TABLA 4.5 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO GALICO
Acido Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
Gaélico determinacién
RZ
Dia 1 4789,6441 0,9951 804,2067 -1,2178
Dia 2 6492,4552 0,9953 844,4059 1,3042
Dia 3 5289,6060 0,9945 537,7770 9,2008E-06 0,9746
Dia 4 5073,7665 0,9933 589,3440 0,2128
Dia5 5951,0150 0,9911 332,2475 1,3847
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TABLA 4.6 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO CLOROGENICO

Acido Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
Clorogénico determinacion
RZ
Dial 6108,7041 0,9934 506,1054 0,9787
Dia 2 5710,2312 0,9922 2855,9779 -1,2423
Dia 3 4601,1548 0,9922 506,1054 2,31191E-05 0,9787
Dia 4 3946,3751 0,9904 604,8563 -1,7167
Dia5 5469,9663 0,9967 1190,3881 1,0648
TABLA 4.7 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO CAFEICO
Acido Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
Cafeico determinaciéon
RZ
Dia1l 25744,3020 0,9968 1257,1412 0,1252
Dia 2 27244,8438 0,9993 5487,2716 -1,0559
Dia 3 26970,9723 0,9977 1755,4418 3,78E-06 0,6366
Dia 4 25365,2725 0,9977 1755,5367 1,3679
Dia’5 27052,9935 0,9995 8325,94962 1,0914
TABLA 4.8 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO P-COUMARICO
Acido P- Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
coumarico determinacién
RZ
Dia1l 25988,0523 0,9995 7953,5568 0,3761
Dia 2 26197,0362 0,9999 28080,5146 -0,0865
Dia 3 25764,1900 0,9991 3330,8757 9,4769E-08 -1,2252
Dia 4 24649,4341 0,9959 967,9936 1,0866
Dia 5 23460,2802 0,9977 1740,5167 0,8870
TABLA 4.9 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO SIRINICO
Acido Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
Siringico determinacion
RZ
Dia 1 8541,8016 0,9976 2114,9440 0,7009
Dia 2 8570,4647 0,9992 5904,9440 0,7353
Dia 3 1,3372E-06
7688,5031 0,9972 1779,7950 -1,2801
Dia 4 7342,3445 0,9958 1191,2381 1,2323
Dia5 7002,5464 0,9955 1116,7303 0,5177
TABLA 4.10 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO RUTINA
Rutina Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
determinacién
RZ
Dial 12036,4748 0,9996 10558,1484 0,1564
Dia 2 12057,8847 0,9999 35312,1595 -1,7152
Dia 3 12017,5579 0,9991 4363,6225 5,379E-08 0,2392
Dia 4 11524,2954 0,9956 903,9810 0,9716
Dia 5 11228,3650 0,9941 671,8011 1,4920
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TABLA 4.11 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO QUERCETINA

Quercetina Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
determinacion
R2
Dia 1 30492,7202 0,9983 2321,8415 0,8309
Dia 2 31255,9149 0,9994 6514,3777 -1,8582
Dia 3 31405,5941 0,9932 6805,0150 1,1098E-06 1,0265
Dia 4 30063,8177 0,9954 734,7228 0,3037
Dia 5 29418,2681 0,9946 1078,7092 -0,1255
TABLA 4.12 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO NARINGENINA
Naringenina Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
determinacion
R2
Dia 1 12734,8495 0,9976 2104,3574 1,1045
Dia 2 13302,1981 0,9991 5665,4542 -1,2462
Dia 3 12695,9406 0,9976 2116,9381 1,3506E-06 1,4761
Dia 4 12140,8120 0,9957 929,1423 -1,3259
Dia 5 12268,8513 0,9969 1597,5972 0,1466
TABLA 4.13 RESULTADOS DE LINEALIDAD PARA ACIDO P-COUMARICO
Kaempferol Pendiente Coeficiente de F(Cal) F(tab) Residual
determinacién
R2
Dia 1 28679,9413 0,9998 23692,8023 1,1714
Dia 2 29746,9979 0,9982 2760,7137 -0,8247
Dia 3 29199,4621 0,9976 2117,6419 1,0686E-08 0,2061
Dia 4 28319,8376 0,9975 2009,7491 -1,1670
Dia 5 27514,5389 0,9936 779,4013 1,5072

Por otro lado, se realiz6 el analisis de varianza a todas las curvas y estan resumidas
de la TABLA 4.5 a la TABLA 4.13, con la finalidad de comparar las curvas de
calibracion. De los resultados obtenidos se concluye que los valores de F calculado
para cada uno de los analitos son menores que el F critico, esto indica que hay
evidencia suficiente para concluir que las desviaciones estandar son iguales y que
las curvas tienen el mismo valor aleatorio. Se concluy6 que las medias de las curvas
de calibracion de los nueve analitos son estadisticamente iguales, con una
probabilidad del 95% de certeza. Ademas, mediante el analisis de residuales de
cada uno de los analitos en los estudios de linealidad, se compard si las
suposiciones del modelo de regresion se cumplen, observandose que no muestran
una tendencia visual en la Fig. 4.17, Fig. 4.18, Fig. 4.19, Fig. 4.20, Fig. 4.21, Fig.

4.22, Fig. 4.23, Fig. 4.24 y Fig. 4.25; ademas se verifico los valores de los residuales
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y todos fueron menores a 2, lo que indica que hay una tendencia natural a la
linealidad.

Grafico de los residuales
Acido galico
2000
.

SR SR

Residuos

-2000
Variable X1

Fig. 4.20 Analisis de residuales de acido galico.

Grafico de los residuales
Acido Clorogénico
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Fig. 4.21 Andlisis de residuales de acido clorogénico.
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Fig. 4.22 Analisis de residuales de acido cafeico.
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Fig. 4.23 Andlisis de residuales de &cido p-coumarico.
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Grafico de los residuales
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Fig. 4.24 Andlisis de residuales de &cido siringico.
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Fig. 4.25 Andlisis de residuales de rutina.
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Fig. 4.26 Andlisis de residuales de quercetina.
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Fig. 4.27 Andlisis de residuales de Naringenina.
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Grafico de los residuales
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Fig. 4.28 Analisis de residuales de kaempferol.

4.3.3 Efecto matriz

Se evalué el efecto de una matriz vegetal segun lo descrito en la seccion 3.2.3.1.1.3.
En primer lugar, un analisis cualitativo de los cromatogramas de los nueve analitos
en presencia de la matriz demostré que la sefial instrumental no se distorsiond,
aumento o disminuy6, al ser comparados con los cromatogramas obtenidos de los

nueve analitos en presencia de solvente.

Por otra parte, a partir de los resultados obtenidos se construyeron las respectivas
curvas de calibracion tanto en solvente como en la matriz durante 3 dias diferentes,
de las cuales se obtuvo la ecuacién de la recta y su coeficiente de determinacion
de Pearson respectivo, los resultados se aprecian en las TABLA 4.14, 4.15, 4.16,
4.17, 4.18, 4.19, 4.20, 4.21, 4.22; presentan valores R?20,99 lo que indica que se
mantiene la linealidad del método en presencia de la matriz vegetal. Ademas, un
analisis de varianza de las curvas obtenidas tanto en solvente y como matriz revela
que el F calculado es < que el F critico asegurando que no hay diferencias

significativas entre la curva de solvente y matriz.

TABLA 4.14 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA ACIDO GALICO

Acido . Coeficiente de o F
o Pendiente . . F critico

gélico determinacion calculado

5289,6060 0,9945
Solvente | 5073,7665 0,9933

5951,0150 0,9911
3332,9375 0,9905 7,7086 01922

Matriz 5810,2733 0,9915
5991,2073 0,9940
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TABLA 4.15 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA ACIDO CLOROGENICO

Acido . Coeficiente de . F
. Pendiente ) . F critico
Clorogénico determinacion calculado
4601,1548 0,9922
Solvente 3946,3751 0,9904
5469,9663 0,9967
5269,9324 0,9988 7,7086 09703
Matriz 5180,3376 0,9949
4909,8817 0,9957
TABLA 4.16 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA AciDo CAFEICO
Acido . Coeficiente de . F
: Pendiente . . F critico
Cafeico determinacion calculado
26970,9723 0,9977
Solvente | 25365,2725 0,9977
27052,9935 0,9995
26178,3042 0,9984 7,7086 0,0031
Matriz 25749,2491 0,9954
27593,1107 0,9984
TABLA 4.17 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA P-COUMARICO
Acido P- . Coeficiente de L F
> . Pendiente ) . F critico
coumarico determinacion calculado
25764,1900 0,9991
Solvente | 24649,4341 0,9959
23460,2802 0,9977 77086 1,4559E-
24404,8065 0,9994 ’ 05
Matriz 25263,8152 0,9986
24196,3000 0,9967
TABLA 4.18 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA ACIDO SIRINGICO
Acido . Coeficiente de . F
L Pendiente . . F critico
Siringico determinacion calculado
7688,5031 0,9978
Solvente | 7342,3445 0,9967
7002,5464 0,9964
7305,0432 0,9926 7,7086 0.0692
Matriz 7550,7513 0,9955
6972,9682 0,9971
TABLA 4.19 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA RUTINA
Rutina | Pendiente Coeﬂm_ente_(,je F critico F
determinacion calculado
12017,5579 0,9991
Solvente 11524 2954 0.9956 7,7086 0,5511
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11228,3650 0,9941
11276,8452 0,9975
Matriz 11620,8811 0,9972
11303,8747 0,9930
TABLA 4.20 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA QUERCETINA
Quercetina | Pendiente Coef|C|.ente.<,je F critico F
determinacion calculado
31405,5941 0,9994
Solvente | 30063,8177 0,9963
29418,2681 0,9946
31265,0763 0,9988 7,7086 1,3040
Matriz 30848,2917 0,9998
30836,7172 0,9972
TABLA 4.21 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA NARINGENINA
Naringenina | Pendiente Coef|C|.ente.(,je F critico F
determinacion calculado
12695,9406 0,9968
Solvente 12140,8120 0,9975
12268,8513 0,9981
12402,1850 0,9966 7,7086 1,3040
Matriz 12457,9472 0,9949
12184,0967 0,9947
TABLA 4.22 RESULTADOS EFECTO MATRIZ PARA KAEMPFEROL
Kaempferol | Pendiente Coeﬂm_ente_(’je F critico F
determinacion calculado
28679,9413 0,9998
Solvente 29746,9979 0,9986
29199,4621 0,9981
30639,4441 0,9985 7,7086 1,3040
Matriz 31440,9030 0,9984
29924,0897 0,9972

los F criticos,

significativamente

diferentes.

4.3.4 Limite de deteccion.
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Finalmente podemos concluir que al obtenerse valores de F calculados menores

las curvas de calibracion con y sin matriz no son

El limite de deteccion se determin6 segun lo descrito en la seccion 3.2.3.1.1.4 los
resultados se aprecian en la TABLA 4.23. Para los nueve analitos el limite de
deteccion fue menor al 50% del limite de cuantificacion, por lo que la concentracion



minima para todos los analitos puede ser cuantificada con un nivel de confianza

aceptable.

TABLA 4.23 RESULTADOS DE LIMITE DE DETECCION PARA CADA ANALITO

Analito LOD (mg/l)
Acido galico 0,0127
Acido clorogénico 0,0325
Acido cafeico 0,0009
Acido siringico 0,0021
Acido p-coumarico 0,0045
Rutina 0,0029
Quercetina 0,0003
Naringenina 0,0029
kaempferol 0,0008

Para los nueve analitos el limite de deteccién fue inferior al 50% del limite de

cuantificacion.

4.3.5 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién se determind segun lo descrito en la seccién 3.2.3.1.1.5.
Los resultados obtenidos se aprecian en la TABLA 4.24, y demuestran que para los
nueve analitos se cumple que el limite de cuantificacién es menor al 50% del valor
medio, por lo que todos los analitos pueden ser medidos con precision y exactitud
aceptable en el rango de concentraciones de la curva de calibracion (0,5 mg/l a 3
mag/l).

TABLA 4.24 RESULTADOS DE LiMITE DE CUANTIFICACION PARA CADA ANALITO

Analito LOQ (mg/l)
Acido galico 0,0384
Acido clorogénico 0,0986
Acido cafeico 0,0028
Acido siringico 0,0063
Acido p-coumarico 0,0137
Rutina 0,0089
Quercetina 0,0008
Naringenina 0,0087
kaempferol 0,0024
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4.3.6 Exactitud

La exactitud se evalué mediante el porcentaje de recobro de la cantidad valorada

en relacion con la cantidad afadida a la muestra, las mismas que de acuerdo a la

USP deben estar dentro del 90%-110% [43].Se evalud en triplicados a dos niveles
de concentracion (1,5 mg/l y 3 mg/l) durante 5 dias. En la TABLA 4.25, TABLA 4,26
y TABLA 4,27 se resumen los resultados obtenidos.

TABLA 4.25 RESULTADOS DE EXACTITUD PARA ACIDO GALIco, Acipo CLOROGENICO, Acipo

CAFEICO
Acido Gélico Acido Clorogénico Acido Cafeico
N Nivel 1 | Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
1,5mg/l | 3mgl/l 1,5 mg/l 3 mgll 1,5 mg/l 3 mgll
1 2,3562 3,5732 3,4226 4,6141 1,7381 3,3434
2 2,3488 3,4781 3,4609 4,7321 1,8173 3,4721
3 2,3019 3,9462 3,4576 4,6965 1,7888 3,5179
4 2,2465 3,7640 3,2932 45466 1,7059 3,4438
5 2,2675 3,3401 3,3277 4,8127 1,8602 3,4697
6 2,2465 3,7373 3,2214 47171 1,8555 3,4782
7 2,2135 3,8924 3,3731 4,6054 1,7488 3,5547
8 2,0958 4,0588 3,3830 4,6347 1,8235 3,5194
9 2,0745 3,4908 3,6178 5,1050 1,9034 3,5110
10 2,1926 3,5978 3,3309 4,5949 1,7543 3,5156
11 2,0745 3,5074 3,2961 4,9109 1,7882 3,6351
12 2,1253 3,2388 3,2475 4,7824 1,7734 3,4418
13 2,2465 3,9157 3,1695 4,3715 1,8181 3,2934
14 2,2286 3,7892 3,1460 42718 1,8626 3,2269
15 2,2465 3,7678 3,0961 4,1385 1,7942 3,3484
Media 2,2177 3,6732 3,3229 4,6356 1,8022 3,4448
St. Desv. | 0,0904 0,2359 0,1374 0,2433 0,0540 0,0975
mg/l en 0,8260 1,9184 0,3292
matriz
R % 92,7757 | 94,9046 93,6333 90,5738 98,1960 103,8515
ecobro
%RSD 44,0764 6,4215 4,1339 5,2490 2,9967 2,8294

TABLA 4.26 RESULTADOS DE EXACTITUD PARA ACIDO SIRINICO, Acipo P-COUMARICO, RUTINA

Acido Siringico Acido p-coumarico Rutina
N° Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
1,5 mg/l 3 mg/l 1,5 mgl/l 3 mg/l 1,5 mg/l 3 mg/l
1 1,5234 2,9593 1,6375 3,1423 2,9226 4,2785
2 1,5342 3,0968 1,6722 3,2826 2,9828 4,4653
3 1,5752 3,0539 1,7016 3,2849 2,9808 4,4682
4 1,5166 3,0922 1,6558 3,3249 2,9375 4,4894
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5 15708 | 3,0947 | 1.6809 | 3.2984 | 29780 | 4.4279
6 15088 | 31238 | 17191 | 33290 | 29597 | 43818
7 15004 | 31091 | 1.6510 | 33949 | 29269 | 45171
8 15339 | 29984 | 17021 | 33075 | 29360 | 4.4222
9 15713 | 30432 | 17346 | 33319 | 29962 | 44886
10 15688 | 30161 | 1.6632 | 33551 | 29354 | 45282
11 15036 | 30607 | 1.6945 | 34184 | 29461 | 46738
12 14975 | 30180 | 1.6859 | 33237 | 29125 | 4.4902
13 15588 | 28754 | 1.4986 | 29303 | 27567 | 40333
14 15811 | 28222 | 1.4829 | 28755 | 27570 | 3.9708
15 15015 | 28171 | 15436 | 29685 | 27324 | 3.9782
Media | 15424 | 30121 | 16482 | 3.2379 | 29107 | 43742
St.Desv. | 00343 | 01011 | 00777 | 01739 | 00875 | 0,2140
mg/l en 0.1872 0.2451 1,5175
matriz
% 90,3444 | 94,1617 | 93,5416 | 99,7587 | 92,8784 | 95.2230
Recobro
%RSD | 22241 | 33576 | 47142 | 53712 | 3.,0049 | 4,8919

TABLA 4.27 RESULTADOS DE EXACTITUD PARA QUERCETINA, NARINGENINA, KAEMFEROL

Quercetina Naringenina kaempferol
N° Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
1,5 mg/l 3 mg/l 1,5 mg/l 3 mg/l 1,5 mg/l 3 mg/l
1 2,2013 3,7075 1,9438 3,4228 1,5039 3,0949
2 2,2305 3,8415 1,9151 3,4436 1,5381 3,2629
3 2,1854 3,7927 1,8853 3,5272 1,5948 3,2300
4 2,2110 3,8249 1,9625 3,3418 1,5316 3,2623
5 2,2439 3,7960 1,9929 3,3850 1,6009 3,2305
6 2,2171 3,8195 1,9901 3,4368 1,5663 3,2548
7 2,2042 3,8790 1,9552 3,3701 1,5370 3,3005
8 2,2055 3,7705 1,9962 3,3863 1,5019 3,2520
9 2,2758 3,8309 1,9342 3,4751 1,5299 3,2591
10 2,2110 3,9440 1,9918 3,4546 1,5107 3,2183
11 2,2229 3,9968 1,9964 3,9212 1,5506 3,3247
12 2,2112 3,8304 1,8908 3,4172 1,6013 3,1816
13 2,1804 3,5558 1,8723 3,3694 1,4587 2,8666
14 2,1430 3,5161 1,9739 3,3546 1,4645 2,8487
15 2,1659 3,5048 1,9378 3,2145 1,4883 2,8699
Media 2,2073 3,7740 1,9492 3,4347 1,5319 3,1638
St. Desv. 0,0317 0,1457 0,0428 0,1523 0,0456 0,1648
mg/l en 0,7644 0,5774 0,1274
matriz
% 96,1898 | 100,3195 | 91,4536 | 95,2420 | 93,6361 | 101,2141
Recobro
%RSD 1,4358 3,8597 2,1948 4,4328 2,9753 5,2082
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El porcentaje de recobro se calcul6 relacionando la concentracién cuantificada para
la fortificada por cien. A la concentracion cuantificada se resté un promedio de las
concentraciones cuantificadas en tres corridas de la matriz no fortificada dado que
la matriz utilizada tiene concentraciones de los analitos.

El porcentaje de recobro reportado para dos niveles de concentracién en matriz de

cada uno de los nueve analitos estan dentro del rango entre 90-110%.

4.3.7 Precision

La precision del método se establecié en términos de repetibilidad y el grado de
precision se calculé como la desviacidon estandar relativa (%RSD) que debe ser
menor o igual a 10 ppm segun ajuste realizado utilizando la campana de Horwitz
[44] para medidas en mg/l. Los resultados de repetibilidad se obtuvieron bajo
condiciones del mismo método, concentraciones iguales fortificados a dos niveles,
mismos materiales de referencia certificados, en el mismo laboratorio, el mismo
analista y equipo. Los resultados obtenidos se resumen en las tablas del 4.28 al
4.36; en las que se evidencia que el %RSD es menor o igual a 10 en todas las
réplicas. Por lo que se puede concluir que el método presenta precision en los
resultados, demostrando que son repetitivos bajo las mismas condiciones

experimentales.

TABLA 4.28 RESULTADOS DE PRECISION PARA ACIDO GALICO
Acido gélico

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
1,5301 1,4204 1,3875 1,3666 1,4204
1,5 mgl/l 1,5228 1,4414 1,2697 1,2485 1,4025
1,4759 1,4204 1,2485 1,2992 1,4204
Promedio 1,5096 1,4274 1,3019 1,3048 1,4145
Std. Desv. 0,0294 0,0121 0,0749 0,0592 0,0103
% RSD 1,9492 0,8492 5,7509 4,5391 0,7310
2,7472 2,9379 3,0663 2,7717 3,0897
3 mgl/l 2,6521 2,5141 3,2327 2,6814 2,9631
3,1202 2,9113 2,6648 2,4128 2,9418
Promedio 2,8398 2,7878 2,9879 2,6220 2,9982
Std. Desv. 0,2474 0,2374 0,2920 0,1867 0,0799
% RSD 8,7116 8,5159 9,7719 7,1206 2,6661
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TABLA 4.29 RESULTADOS DE PRECISION PARA ACIDO CLOROGENICO

TABLA 4.29.

Acido clorogénico

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5

mgq/I mg/l mg/I mgq/I mgq/l
1,5042 1,3748 1,4547 1,4125 1,2512
1,5 mgl/l 1,5425 1,4093 1,4647 1,3777 1,2276
1,5392 1,3030 1,6994 1,3291 1,777
Promedio 1,5286 1,3623 1,5396 1,3731 1,2188
Std. Desv. 0,0213 0,0542 0,1385 0,0419 0,0375
% RSD 1,3905 3,9799 8,9973 3,0484 3,0785
2,6957 2,6282 2,6870 2,6765 2,4531
3 mgl/l 2,8137 2,8943 2,7163 2,9925 2,3534
2,7781 2,7988 3,1866 2,8640 2,2201
Promedio 2,7625 2,7738 2,8633 2,8443 2,3422
Std. Desv. 0,0605 0,1348 0,2804 0,1589 0,1169
% RSD 2,1913 4,8605 9,7913 5,5878 4,9921

TABLA 4.30 RESULTADOS DE PRECISION PARA ACIDO CAFEICO
Acido cafeico

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5

mg/I mg/I mg/I mgq/I mgq/l
1,4089 1,3767 1,4196 1,4250 1,4889
1,5 mgl/l 1,4881 1,5310 1,4943 1,4590 1,5334
1,4596 1,5263 1,5742 1,4442 1,4649
Promedio 1,4522 1,4780 1,4960 1,4427 1,4957
Std. Desv. 0,0401 0,0878 0,0773 0,0170 0,0347
% RSD 2,7635 5,9394 5,1665 1,1789 2,3212
3,0142 3,1146 3,2255 3,1864 2,9642
3 mgl/l 3,1429 3,1405 3,1902 3,2059 2,8977
3,1886 3,1490 3,1818 3,1126 3,0191
Promedio 3,1152 3,1347 3,1992 3,1683 2,9603
Std. Desv. 0,0904 0,0179 0,0232 0,0492 0,0608
% RSD 2,9029 0,5719 0,7240 1,5530 2,0542

TABLA 4.31 RESULTADOS DE PRECISION PARA ACIDO SIRINGICO
Acido Siringico

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5

mg/l mg/l mg/l mg/l mgl/l
1,3362 1,3294 1,3132 1,3816 1,3715
1,5 mg/l 1,3470 1,3835 1,3467 1,3164 1,3938
1,3879 1,4116 1,3841 1,3103 1,3143
Promedio 1,3570 1,3748 1,3480 1,3361 1,3599
Std. Desv. 0,0273 0,0418 0,0354 0,0395 0,0410
% RSD 2,0115 3,0414 2,6296 2,9574 3,0171
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2,7721 2,9050 2,9219 2,8289 2,6882
3 mgl/l 2,9096 2,9075 2,8111 2,8735 2,6350
2,8667 2,9366 2,8560 2,8307 2,6299
Promedio 2,8495 2,9164 2,8630 2,8444 2,6510
Std. Desv. 0,0703 0,0175 0,0557 0,0252 0,0323
% RSD 2,4685 0,6016 1,9457 0,8866 1,2185
TABLA 4.32 RESULTADOS DE PRECISION PARA ACIDO P-COUMARICO
Acido p-coumarico

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

mg/l mg/l mg/l mg/I mg/I
1,3924 1,4107 1,4059 1,4181 1,2535
1,5 mgl/l 1,4271 1,4359 1,4570 1,4494 1,2378
1,4565 1,4740 1,4895 1,4408 1,2985
Promedio 1,4253 1,4402 1,4508 1,4361 1,2632
Std. Desv. 0,0321 0,0319 0,0421 0,0161 0,0315
% RSD 2,2497 2,2139 2,9052 1,1239 2,4933
2,8972 3,0798 3,1498 3,1100 2,6852
3 mgl/l 3,0375 3,0533 3,0624 3,1733 2,6304
3,0398 3,0839 3,0868 3,0786 2,7234
Promedio 2,9915 3,0723 3,0997 3,1206 2,6797
Std. Desv. 0,0817 0,0166 0,0451 0,0482 0,0467
% RSD 2,7304 0,5419 1,4557 1,5456 1,7435

TABLA 4.33 RESULTADOS DE PRECISION PARA RUTINA
Rutina

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

mg/l mg/l mg/l mg/l mg/I
1,4050 1,4200 1,4093 1,4179 1,2392
1,5 mgl/l 1,4653 1,4605 1,4185 1,4286 1,2395
1,4633 1,4421 1,4787 1,3950 1,2149
Promedio 1,4445 1,4409 1,4355 1,4138 1,2312
Std. Desv. 0,0342 0,0203 0,0377 0,0172 0,0141
% RSD 2,3696 1,4068 2,6240 1,2141 1,1465
2,7610 2,9719 2,9996 3,0106 2,5157
3 mgl/l 2,9477 2,9104 2,9046 3,1562 2,4533
2,9506 2,8642 2,9711 2,9727 2,4606
Promedio 2,8865 2,9155 2,9584 3,0465 2,4765
Std. Desv. 0,1087 0,0540 0,0487 0,0969 0,0341
% RSD 3,7646 1,8525 1,6469 3,1801 1,3782

TABLA 4.34 RESULTADOS DE PRECISION PARA QUERCETINA
Quercetina

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
1,4369 1,4465 1,4398 1,4466 1,4160
1,5 mg/l 1,4661 1,4795 1,4410 1,4585 1,3785
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1,4209 1,4526 1,5114 1,4468 1,4015
Promedio 1,4413 1,4596 1,4641 1,4506 1,3987
Std. Desv. 0,0229 0,0175 0,0410 0,0068 0,0189
% RSD 1,5892 1,2020 2,7978 0,4712 1,3493
2,9431 3,0604 3,1145 3,1796 2,7913
3 mgl/l 3,0770 3,0316 3,0061 3,2324 2,7517
3,0282 3,0551 3,0665 3,0659 2,7404
Promedio 3,0161 3,0490 3,0624 3,1593 2,7611
Std. Desv. 0,0678 0,0153 0,0544 0,0851 0,0268
% RSD 2,2472 0,5033 1,7750 2,6924 0,9693
TABLA 4.35 RESULTADOS DE PRECISION PARA NARINGENINA
Naringenina

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

mg/l mg/l mg/l mg/I mg/I
1,3664 1,3851 1,3778 1,4144 1,2948
1,5 mgl/l 1,3377 1,4155 1,4188 1,4190 1,3965
1,3079 1,4127 1,3568 1,3133 1,3604
Promedio 1,3373 1,4044 1,3844 1,3822 1,3506
Std. Desv. 0,0292 0,0168 0,0316 0,0597 0,0516
% RSD 2,1859 1,1948 2,2802 4,3197 3,8170
2,8454 2,7644 2,7927 2,8772 2,7920
3 mgl/l 2,8661 2,8076 2,8089 3,3438 2,7771
2,9498 2,8594 2,8977 2,8398 2,6371
Promedio 2,8871 2,8105 2,8331 3,0203 2,7354
Std. Desv. 0,0553 0,0475 0,0565 0,2808 0,0855
% RSD 1,9141 1,6914 1,9950 9,2969 3,1243

TABLA 4.36 RESULTADOS DE PRECISION PARA KAEMPFEROL
Kaempferol

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

mg/I mg/I mg/I mg/I mgq/l
1,3766 1,4042 1,4096 1,3834 1,3313
1,5 mgl/l 1,4108 1,4736 1,3745 1,4233 1,3372
1,4674 1,4389 1,4025 1,4740 1,3609
Promedio 1,4183 1,4389 1,3955 1,4269 1,3431
Std. Desv. 0,0459 0,0347 0,0186 0,0454 0,0157
% RSD 3,2360 2,4096 1,3306 3,1823 1,1685
2,9675 3,1350 3,1732 3,0909 2,7392
3 mgl/l 3,1355 3,1031 3,1246 3,1973 2,7213
3,1026 3,1275 3,1317 3,0543 2,7425
Promedio 3,0686 3,1219 3,1432 3,1142 2,7344
Std. Desv. 0,0890 0,0167 0,0262 0,0743 0,0114
% RSD 2,9014 0,5337 0,8346 2,3864 0,4179
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Idoneidad del
Cuantificacion de Polifenoles y Flavonoides en Extractos Vegetales.

4.4  Evaluacion de la Método Cromatogréfico para la

El método cromatogréfico planteado es idoneo para la cuantificacion de polifenoles
y flavonoides en extractos vegetales ya que cumplié con todos los pardmetros de
validacion establecidos. Permite distinguir y cuantificar los compuestos de interés
sin interferencia de otros componentes presentes en la matriz (especificidad),
demostré linealidad en el rango de concentracidon de interés (linealidad), es
repetible y reproducible (precisidn), su porcentaje de recobro en matriz esta dentro
del rango entre 90-110% (exactitud), las curvas de calibracion evaluadas en matriz
fortificada y solvente no se cruzan en ningun punto (no present6 efecto matriz) y

permite definir los limites de cuantificacion y deteccion.

TABLA 4.37 RESULTADOS DE LA VALIDACION QUE DEMUESTRAN IDONEIDAD DEL METODO

Analito Parametro de validacion Crlterlo'o,Ie En Solvente  En Matriz
aceptacion
_ ) R2 =0,99 0,99505077 | 0,99048126
L'”ea"dt";‘:béjfngo de F(Cal)>F(tab) CUMPLE CUMPLE
RESID< 2% CUMPLE CUMPLE
Limite de deteccién LOD 0,01265791
Ac. Galico Limite de cuantificacion LOQ 0,03835732
. Efecto matriz
Efecto matriz F(Cal)<F(tab) CUMPLE
Especificidad RSD =< 10% CUMPLE
. % Recobro (90-
Exactitud 110) CUMPLE
nealidad q R2=0,99 0,99343031 | 0,99876523
Lineall t";‘abgjﬁ‘”go € F(Cal)>F(tab) CUMPLE CUMPLE
RESID< 2% CUMPLE CUMPLE
Ac Limite de deteccién LOD 0,03254057
Cloroééni Limite de cuantificacion LOQ 0,09860778
co . Efecto matriz
Efecto matriz F(Cal)<F(tab) CUMPLE
Especificidad RSD < 10% CUMPLE
. % Recobro (90-
Exactitud 110) CUMPLE
_ _ R2=0,99 0,99682827 | 0,99844314
A L'”ea"dt?gbgjzmgo de F(Cal)>F(tab) CUMPLE | CUMPLE
C.
Caféico RESID< 2% CUMPLE CUMPLE
Limite de detecciéon LOD 0,00091378
Limite de cuantificacion LOQ 0,00276903
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Ac.P-
coumarico

Ac.
Siringico

Rutina

Quercetin
a

Naringeni
na

Efecto matriz
Especificidad

Exactitud

Linealidad y rango de
trabajo

Limite de deteccién
Limite de cuantificacién

Efecto matriz
Especificidad

Exactitud

Linealidad y rango de
trabajo

Limite de deteccién
Limite de cuantificacion

Efecto matriz
Especificidad

Exactitud

Linealidad y rango de
trabajo

Limite de deteccién
Limite de cuantificacion

Efecto matriz
Especificidad

Exactitud

Linealidad y rango de
trabajo

Limite de deteccién
Limite de cuantificaciéon

Efecto matriz
Especificidad

Exactitud

Linealidad y rango de
trabajo

Limite de deteccién

Efecto matriz
F(Cal)<F(tab)
RSD < 10%
% Recobro (90-
110)
R2=0,99
F(Cal)>F(tab)
RESID< 2%
LOD
LOQ
Efecto matriz
F(Cal)<F(tab)
RSD < 10%
% Recobro (90-
110)
R2=0,99
F(Cal)>F(tab)
RESID< 2%
LOD
LOQ
Efecto matriz
F(Cal)<F(tab)
RSD < 10%
% Recobro (90-
110)
R2=0,99
F(Cal)>F(tab)
RESID< 2%
LOD
LOQ
Efecto matriz
F(Cal)<F(tab)
RSD < 10%
% Recobro (90-
110)
R2=0,99
F(Cal)>F(tab)
RESID< 2%
LOD
LOQ
Efecto matriz
F(Cal)<F(tab)
RSD < 10%

% Recobro (90-
110)

R2 20,99
F(Cal)>F(tab)
RESID< 2%
LOD

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE

0,99949733
CUMPLE
CUMPLE

0,00452223

0,01370373

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE

0,99811227
CUMPLE
CUMPLE

0,00208657

0,00632294

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE

0,99962129
CUMPLE
CUMPLE

0,00293393

0,00889069

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE

0,99828019
CUMPLE
CUMPLE

0,0002729

0,00082698

CUMPLE

CUMPLE
CUMPLE

0,99810279
CUMPLE
CUMPLE

0,00286506

0,99941276
CUMPLE
CUMPLE

0,99258634
CUMPLE
CUMPLE

0,99747573
CUMPLE
CUMPLE

0,99882368
CUMPLE
CUMPLE

0,99657933
CUMPLE
CUMPLE
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Limite de cuantificacion LOQ 0,008682
. Efecto matriz
Efecto matriz F(Cal)<F(tab) CUMPLE
Especificidad RSD < 10% CUMPLE
. % Recobro (90-
Exactitud 110) CUMPLE
. _ R2 =0,99 0,9998312 | 0,99850376
L'”ea"dtf:béjfngo de F(Cal)>F(tab) CUMPLE | CUMPLE
RESID< 2% CUMPLE CUMPLE
Limite de deteccion LOD 0,00079011
Kaempfer Limite de cuantificacion LOQ 0,00239428
ol .
. Efecto matriz
Efecto matriz F(Cal)<F(tab) CUMPLE
Especificidad RSD < 10% CUMPLE
. % Recobro (90-
Exactitud 110) CUMPLE

69



5

5.1

1.

CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

El disefio experimental desarrollado permitio la validacion exitosa del método
de cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UPLC) con detector de arreglo
de diodos (DAD) para la cuantificacion de polifenoles y flavonoides en extractos
vegetales. La metodologia incluyé la optimizacibn de pardmetros
cromatograficos y la evaluacion de especificidad, linealidad, precision,
exactitud, limites de deteccion y cuantificacion, cumpliendo con los criterios
establecidos por la guia ICH Q2R2. Este disefio experimental demostrd ser
adecuado para el analisis simultaneo de multiples analitos en matrices
complejas.

La evaluacion de los parametros de validacion confirmé que el método analitico
desarrollado es altamente fiable y preciso. Los resultados mostraron una
excelente linealidad con coeficientes de correlacién superiores a 0.99 en el
rango de trabajo de 0.5 mg/L a 3.0 mg/L. La especificidad del método fue
validada, asegurando que no hubo interferencias significativas de la matriz. Los
limites de deteccién y cuantificacion fueron adecuados para la cuantificacion
precisa de los analitos, y los porcentajes de recuperacion estuvieron dentro del
rango aceptable del 90-110%, indicando una alta exactitud. La precision del
método, evaluada mediante la repetibilidad y reproducibilidad, mostré
desviaciones estandar relativas (RSD) menores al 10%, confirmando la
consistencia del método.

El método validado demostro ser idoneo para la cuantificacion de polifenoles y
flavonoides en extractos vegetales. La aplicacion del método a una matriz real
permitié corroborar su efectividad en condiciones practicas, mostrando que los
analitos de interés pueden ser identificados y cuantificados con alta precision y
exactitud. La capacidad del método para manejar variaciones en la matriz
vegetal sin comprometer la calidad de los resultados subraya su aplicabilidad
en estudios fitoquimicos y su potencial uso en la industria farmacéutica y

nutracéutica.
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5.2

Recomendaciones

Ampliar la capacidad del método para cuantificar un mayor nimero de
analitos afiadiendo otros polifenoles y flavonoides.

Ajustar el método para reducir el limite de deteccion y asi poder analizar
polifenoles y flavonoides en otras matrices de interés comercial como
alimentos, bebidas y productos farmacéuticos.

Evaluar el parametro de robustez en matrices vegetales especificas con la
finalidad de determinar la capacidad del método para resistir variaciones en
las condiciones experimentales e identificar valores criticos que afecten la
medicion.

Determinar la incertidumbre del método para identificar factores criticos que
puedan afectar la exactitud del método.

Realizar pruebas variando la acidez de la fase mévil acidulada en busca de
una mejor resolucion en los picos de los polifenoles mas cercanos al tiempo

muerto.
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7 APENDICES Y ANEXOS

ANEXO 1. Certificados de referencia polifenoles

Certificado de Analisis

MNombre del producto:
Descripcion del producto:

Gallic acid monohydrate
ACS reagent, z98.0%

Marca de producto: Sigma-Aldrich
Referencia del producto: 398225
Peso molecular: 18813

Férmula molecular:

Numero de CAS:

ENSAYO

ESPECIFICACION

(HO)3CgH,CO5H -H,0

5995-86-8

RESULTADOS PARAEL LOTE MKBB3608

Appearance (Color) Cenforms to Reguirements Off-White
Off-White to Beige
Appearance (Form) Powder Powder
Infrared spectrum Conforms to Structure Conforms
Purity (Titration by MAOH) =98.0% 101.8%
Residue on ignition (Ash) £0.05 % 0.04 %
Insoluble Matter (C = 3.3%, H20) <0.01% 0.01%
Sulfate 002 % <002 %
Meets ACS Tenth Edition Current ACS Specification Conforms
Specification Date: MAR 2009
Date of QC Release: MAY 2009
Print Date: MAY 08 2009

/gﬁ»éﬁ,‘, 5.14 7;.. —

Berbara Rajzer, Supenisor
Cruality Cortrol
Mitwaukee, Wisconsin USA

Certificado de Analisis

Mombre del producto: Chlorogenic acid

Descripcion del producto: =95% (titration)

Marca de producto: Sigma-Aldrich

Referencia del producto: C3878

Peso molecular: 35431

Numero de CAS: 327-97-9

ENSAYO ESPECIFICACION RESULTADOS PARA EL LOTE079K0991

Appearance (Color) White to Off-White Off-White
Appearance (Form) Powder Powder
Solubility (Color) Yellow Faint Yellow
Solubility (Turbidity) Clear to Hazy Clear
25 mg/mL, EtOH
Loss on Drying 6% 3%
Titration by NaOH (dry basis) =95% 99%
corrected for Loss on Drying
Specification Date: JUN 2009
Date of QC Release: JUL 2009
Print Date: JuL212009

Gulhel]

Fuodney Burbach, Manager
Cluality Contral
5t Louis. Missoun LISA
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Sigma-Aldrich.

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www sigmaaldrich.com

Email USA: techserv(@sial.com
Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Name: Certificate of Analysis

p-Coumaric acid - 298.0% (HPLC)

Product Number: Ca008 o

Batch Number: BCCGB417 rl‘ﬂ‘“*r/““/\‘OH

Brand: SIGMA o

CAS Number: 501-98-4

Formula: CoHa03

Formula Weight: 164.16 AMU

Quality Release Date: 16 NOV 2021

Test Specification Result

Appearance (Color)

Appearance (Form)
Purity (HPLC)
Solubility {Color)
Solubility {Turbidity)
S50mg/mi, Ethanol
1H NMR Spectrum

White to Yellow and Faint Beige to Beige Off White
and Faint Brown to Brown

Pow der Powder
> 98,0 % 99.9 %
Colorless to Yellow Yellow
Clear Clear

Conforms to Structure Conforms

_?r_'l_sguhr\

Dr.Reinhold Schw enninger
Quality Assurance
Buchs,Switzerland CH
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SIGMA-ALDRICH

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:
Batch Number:
Brand:

CAS Number:
Formula:

Formula Weight:
Quality Release Date:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)

PURITY (HPLC AREA %)
SOLUBILITY (COLOR)
SOLUBILITY (TURBIDITY)
SOLUBILITY (METHOD)

WATER

WAVELENGTH (1) (UV)

MOLAR ABSORBANCY INDEX (1)

SOLVENT (UV)
RESIDUAL SOLVENTS (GLC-HS)

Kaempferol

== 90 % HPLC, powder
KO133

BCCD4517

Sigma

520-18-3

CISHIDDB

286.24

29 JUL 2020

SPECIFICATION

LIGHT YELLOW TO YELLOW
POWDER

=90 %

YELLOW TO VERY DARK YELLOW
CLEAR

20MGIML IN ETHANOL

=10 %

266 - 268 NM

EMM = 17.0 TO 19.5 (ANHYDROUS
BASIS)

ETHAMOL
=3 %

Qr-.? S-Q\.,‘r———..r\

Dr. Reinhold Schwenninger
Quality Assurance
Buchs, Switzerland
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3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA

Email USA: techsarvi@isial com Outside USA: eurtechservi@lsial.com

RESULT

YELLOW

POWDER

99.8 %

VERY DARK YELLOW

CLEAR

20MG/ML IN ETHANOL

9.3 %

267 NM

EMM = 17.7 (ANHYDROUS BASIS)

ETHANOL
CORRESPOMNDS



SIGMA-ALDRICH"

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA

Email USA: techserv@sial.com Outside USA: eurtechserv@sial.com

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:
Batch Number:
Brand:

CAS Number:
Formula:

Formula Weight:
Quality Release Date:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)
PURITY (HPLC AREA %)
SOLUBILITY (COLOR)

SOLUBILITY (TURBIDITY)
SOLUBILITY (METHOD)

LOSS ON DRYING
WAVELENGTH (1) (UV)

MOLAR ABSORBANCY INDEX (1)
SOLVENT (UV)

RUTIN HYDRATE

>= 94 % HPLC, powder
R5143

BCBW7626

Sigma

207671-50-9

C,;H,,0,, * xH,O
610.52

13 APR 2018

SPECIFICATION

YELLOW OR GREEN

POWDER

=294 %

YELLOW TO VERY DARK YELLOW AND
BROWN AND YELLOW-BROWN

CLEAR TO SLIGHTLY HAZY
50MG/ML PYRIDINE

55-9.0%

256 - 258 NM

EMM = 21.8 TO 22.8 (DRY BASIS)
METHANOL

?ﬁ.fk S&JM//\

Dr. Reinhold Schwenninger
Quality Assurance
Buchs, Switzerland

80

RESULT
YELLOW
POWDER
95 %
CONFORMS

CLEAR

50MG/ML PYRIDINE
74%

257 NM

EMM = 22.6 (DRY BASIS)
METHANOL



Certificate
QUERCETIN

(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one dihydrate)

USP Catalog No.: 1592409
USP Lot No.:R120F0

CAS No.: 6151-25-3
OH
Molecular Formula: CisHi305- 2H,0
Molecular Weight: 338.27

HO o

OH

oH - 2H,0

OH o]

d

LABEL TEXT

10} REFERENCE STANDARD

QUERCETIN 200 mg

Danger! Toxic if swallowed. Wash thoroughly after handling. If swallowed: Immediately
call a poison center/doctor. Rinse mouth. Store locked up.
Dispose of contents/container in accordance with
local/regional/nationalfinternational regulations.

This is the dihydrate form(C1sH1007-2H:0). For quantitative
applications, use a value of 0.891 mg of quercetin(CssH10O7) per mg
of material on the as is basis. Keep container tightly closed. Protect
from light. Store in a freezer.

R120F0

Lot:

See certificate for any additional information.
USP, 12601 Twinbrook Piwy, Rockville, MD, +1-301-881-0666
Cat. No. 1592409 Material mid. in China

tests. Not for use as a drug. See SDS prior

For use with specified USP compendial
1o use at www.usp. org/sds.

g £ Joth

Quality Assurance
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-

Assigned Value

Please refer to the USP Reference Standard label for the assigned value of the specific lot. If the lot was developed for qualitative use, it
will not have an assigned value.

Valid Use Date

It is the responsibility of the user to ascertain that a particular lot of a USP Reference Standard has official status either as a “Current
lot” or as a “Previous lot” within the assigned valid use date. The online USP Reference Standards Catalog and the online USP Store at
www_usp.org are updated daily. USP recommends referring to one of these sources prior to using a USP Reference Standard to make
sure the lot is valid for use.

Storage

Storage conditions are lot-specific and may change from one lot to another. If no specific directions or limitations are provided on the
USP Reference Standard label, the conditions of storage shall include storage atroom temperature and protection from moisture, light,
freezing, and excessive heat.

Instructions for Use

Follow the instructions provided on this Certificate, on the label of the USP Reference Standard, and in the associated USP documentary
standard(s). Please refer to General Chapter <11> for additional information.

Non-USP Compendial Use

USP Reference Standards are for use in analytical or laboratory applications as specified in USP compendia. They are not for use in humans
or animals as drugs or medical devices. Itis the responsibility of the user to determine the suitability of the USP Reference Standard for
non-USP compendial uses.

LEGAL NOTICE

USP WARRANTS GOOD TITLE TO USP REFERENCE STANDARDS ON DISPATCH FROM USP. THE FOREGOING WARRANTY IS IN LIEU OF
ANY OTHER WARRANTIES, EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION ANY WARRANTY OF MERCHANTABILITY OR FITNESS
FOR A PARTICULAR PURPOSE, OR ANY WARRANTY THAT THE PRODUCTS, INCLUDING THIS CERTIFICATE, ARE OF MERCHANTABLE
QUALITY. USP'S LIABILITY ARISING OUT OF OR RELATING TO THE SUPPLY OF USP REFERENCE STANDARDS AND THIS CERTIFICATE SHALL
IN NO EVENT INCLUDE LOSS OF PROFITS, COST OF PROCURING SUBSTITUTE GOODS OR SERVICES, OR ANY INCIDENTAL, INDIRECT, OR
CONSEQUENTIAL DAMAGES OF ANY KIND, EVEN IF USP IS AWARE OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. WITHOUT LIMITING THE
GENERALITY OF THE FOREGOING, USP DOES NOT WARRANT THAT THE USE OR RESALE OF USP REFERENCE STANDARDS, INCLUDING
THEIR USE TO PERFORM TESTS AND ASSAYS PUBLISHED BY USP, WILL NOT INFRINGE UNITED STATES OR ANY OTHER PATENTS.

USP Reference Standards are not intended for use as drugs, dietary supplements, or as medical devices.

This certificate may not be reproduced without the express written permission of USP.

Supelco.

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www .sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Name: Certlflcate Of Al'lﬁlYSlS
Caffeic acid - matrix substance for MALDI-MS, =99.0% (HPLC)

Product Number: 60018 s}
Batch Number: BCCL6995 ="0H
Brand: SIAL HO'

CAS Number: 331-39-5 OH

Formula: C9H804

Formula Weight: 180,16 g/mol

Quality Release Date: 18 APR 2024

Recommended Retest Date: SEP 2027
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Test

Specification

Result

Appearance (Color)
Appearance (Form)
Titration with NaOH
Purity (HPLC)
Solubility (Color)

Solubility (Turbidity)
1g in 10ml Methanol
Carbon Content
60.00 % (Theory)
Hydrogen Content
4.48 % (Theory)
1H NMR Spectrum
Test by UV Spectroscopy
Corresponds to Requirements
Metal Trace Analysis (ICP)
Barium (Ba)
Calcium (Ca)
Cadmium (Cd)
Cobalt (Co)
Chromium (Cr)
Copper (Cu)
Iron (Fe)
Potassium (K)

Supelco.

White to Light Yellow
Powder

98.5 - 101.5 %

> 99.0 %

Very Light Yellow to Dark
Yellow

Clear

Conforms to Structure
Corresponds to Requirements

Corresponds to Requirements
5 mg/kg
20 mag/kg
5 mglkg
5 mg/kg
5 malkg
5 mglkg
20 maglkg
50 mg/kg

LI S " I I L I ¥

Faint Yellow
Powder
99.7 %
99.1 %

Yellow
Clear
59.78 %
4.36 %

Conforms
Corresponds

Pass

< 5 mg/kg
< 20 mglkg
< 5 mg/kg
< 5 mglkg
< 5 mglkg
< 5 mg/kg

A

20 mglkg
50 mglkg

A

Certificate of Analysis

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA

Website: www.sigmaaldrich.com
Email USA: techserv@sial.com
Qutside USA: eurtechserv@sial.com

Product Number: 60018

Batch Number: BCCLE995

Test Specification Result
Magnesium (Mg) < 5 mg/kg < 5 mg/kg
Manganese (Mn) < 5 mg/kg < 5 mg/kg
Sodium (Na) < 50 mg/kg < 50 mglkg
Nickel (Ni) < 20 mg/kg < 20 mglkg
Lead (Pb) < 5 mg/kg < 5 mg/kg
Zinc (Zn) < 5 mg/kg < 5 mg/kg

J,’Qﬁxi.sx\”ﬁ_h

Dr.Reinhold Schwenninger
Quality Assurance
Buchs,Switzerland CH
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Certificado de Analisis

Nombre del producto:
Descripcion del producto:
Marca de producto:
Referencia del producto:

Peso molecular:
Numero de CAS:

ENSAYO

Appearance [Color)

ESPECIFICACION

White to Brown

Appearance [Form) Powder
Melting Point 247-254°C
Proton NMR spectra Conforms to Structure
Purity (HPLC) =97.5%
Optical Rotation deg

Arsenic (As) <30 ppm
Cadmium (Cd) =1.0 ppm
Mercury (Hg) <1.0 ppm
Lead (Pb) =1.0 ppm
Specification Date:

Date of QC Release:

Print Date:

/{nﬁ»éuw &%) f‘;‘ -

Borbara Rajzer, Superisor
Quality Contral
Mitwakes, Wisconsin LS4
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Naringenin
natural (US), 98%
Sigma-Aldrich
W530098
27225
67604-48-2

RESULTADOS PARA EL LOTE MKAA2821

Light Brown
Powder
252°C
Conforms
98.1%

0.3 deg

< 1.0 ppm

< 1.0 ppm

< 1.0 ppm

< 1.0 ppm
MAR 2009
MAR 2009
MAR 132009
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