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Resumen

La planta Holly (Cotoneaster pannosus) originaria de China y presente actualmente en Bogota-Colombia poseen en su fruto
variedad de metabolitos secundarios, entre ellos se puede encontrar el &cido gélico, sustancia que segln estudios posee propie-
dades hepatoprotectoras. Por ello, en el presente trabajo se propone el desarrollo de un método de separacién y cuantificacion
validado para &cido galico que puede estar presente en un extracto hidroalcohdélico obtenido del tratamiento de los frutos de
Cotoneaster pannosus por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia con deteccion UV, con el objetivo de establecer las
mejores condiciones de separacién que permitan resultados precisos y robustos.
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Abstract
Development of a validated high-efficiency liquid chromatography (HPLC) method for the separation and quantifica-
tion of gallic acid in an extract of Cotoneaster pannosus fruits from Bogota-Colombia. The Holly plant (Cotoneaster pan-
nosus) native to China and currently present in Bogota, Colombia, has a variety of secondary metabolites in its fruit, including
gallic acid, a substance that according to studies has hepatoprotective properties. That is why in the present work the standardi-
zation and validation of a method of separation and quantification of gallic acid that may be present in a hydroalcoholic extract
obtained from the treatment of the fruits of Cotoneaster pannosus by means of high-efficiency liquid chromatography with UV

detection is carried out, with the aim of establishing the best separation conditions that allow precise and robust results.
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Introduccién

El uso indiscriminado de antinflamatorios no esteroideos (Al-
NES) y antibidticos ha generado una de las reacciones adversas
a medicamentos (RAM) maés frecuentes, como lo es la hepato-
toxicidad. Uno de los retos en el area de la salud es prevenir
este tipo de RAM debido a que su diagnéstico es dificil por la
falta de marcadores fiables para su uso en la practica clinical, y
el tratamiento para este tipo de afecciones esta basado en la sus-
pension de consumo de los medicamentos o en el peor de los
casos el trasplante hepéatico?.

Una de las alternativas promisorias para la prevencion de es-
tas reacciones es el uso de plantas con variedad de compues-
tos bioactivos, que permitan reducir el riesgo de sufrir estas
afecciones, entre estas se encuentran los frutos de Cotoneas-
ter pannosus conocido también como Holly liso, el cual posee
diversos metabolitos secundarios entre los que se destaca el
acido galico (AG), al que se le atribuye una actividad antioxi-
dante que le permite actuar como agente preventivo por sus
propiedades hepatoprotectoras®.

Segun literatura existen diferentes fuentes de acido galico, sin

embargo, Cotoneaster pannosus es una alternativa asequible,
debido a la facilidad de cultivo y su amplia proliferacion; adi-
cional a ello, en la actualidad se encuentra incluida en el cata-
logo de plantas invasoras de los humedales de Bogota-Colom-
bia®, promoviendo la recolecta de sus frutos sin un impacto
ambiental significativo, debido a que no es una planta endé-
mica de Colombia y su uso se limita exclusivamente a pro-
positos ornamentales. En este contexto, Cotoneaster panno-
sus es una opcion viable para la extraccion de &cido gélico.

Por otro lado, la cromatografia liquida de alta eficiencia es una
técnica analitica usada para separar determinados compuestos
en diferentes matrices, fundamentada en la naturaleza y las pro-
piedades fisicoquimicas del analito®. Del mismo modo, dicha
técnica usa alta presion para dirigir la fase movil (liquida) a tra-
vés de columnas cerradas, las cuales contienen la fase estacio-
naria (generalmente silice o silice modificado) que da lugar a la
separacion de diferentes compuestos®. Adicionalmente, pre-
senta ventajas tales como, reproducibilidad entre ensayos, sen-
sibilidad para trazas e impurezas y capacidad de separacion de
compuestos no volatiles o semi volatiles y costos considerable-
mente bajos®.

Citar como: EE Ledn-Avila, LS Ballén-Diaz, OA Vargas-Bautista. Desarrollo y validacion de un método de HPLC para la separacion y cuantificacion de acido
galico en extracto de frutos de Cotoneaster pannosus provenientes de Bogota-Colombia. Avances en Quimica, 19(1), 19-26 (2024).
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Con base en lo anterior y la previa revision bibliografica, se
propone obtener un extracto hidroalcohdlico proveniente de los
frutos de la planta Holly liso como posible fuente de &cido ga-
lico para futuros usos medicinales, soportado mediante el desa-
rrollo y validacion de un método de separacion y cuantificacion
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus si-
glas en inglés) bajo los parametros de precision, linealidad,
exactitud, robustez, reproducibilidad y estableciendo limites de
cuantificacion (LOQ) y deteccién (LOD).

Materiales y métodos
Obtencidn del extracto de los frutos de Holly liso

La recoleccion de los frutos se realiz6 en el mes de junio del
afio 2022 en la ciudad de Bogota-Colombia, especificamente
en la localidad de Usaquén, en el parque Lisboa con coordena-
das 4°42'53"N 74°01'58"W. Se realiz6 la recoleccion de 0,4539
kg de frutos por medio de la metodologia de recoleccion de
muestras en cuadrante, en la cual se establece o se enmarca una
determinada zona para realizar el muestreo’.

Para la eleccion de la metodologia de extraccion se realiza-
ron 3 ensayos: extraccion con acido férmico, extraccion por
calentamiento y extraccidn asistida por bafio ultrasénico; es-
tos ensayos se realizaron teniendo en cuenta una previa re-
vision bibliografica®!!. Las inyecciones iniciales permitie-
ron observar la posible presencia del analito y determinar
que el método de extraccion mas eficiente fue la asistida por
bafio ultrasénico.

Para la extraccién se realiz6 un tratamiento previo, el cual con-
sisti6 en macerar los frutos de Cotoneaster pannosus con 0,02
L de una solucioén etanol (75%): agua en proporcion 40:60 res-
pectivamente. Posterior a esto, se llevo a bafio ultrasénico du-
rante 50 min a una temperatura de 323,15 K. Se dejé en reposo
durante 24 h protegido de la luz y se filtr6 al vacio para eliminar
compuestos no disueltos. Finalmente, el extracto hidroalcohd-
lico se dispuso en filtros para jeringa de 0,45 um para eliminar
impurezas.

Separacion del acido galico (AG) de la matriz

La separacién del AG se realiz6 por medio de cromatografia
liquida de alta eficiencia, estableciendo como condiciones ini-
ciales las basadas en la revision bibliografical?. A partir de estas
condiciones, se realizo la optimizacion del método mediante
multiples ensayos, asegurando las variaciones de las condicio-
nes cromatografias, donde se procedi6 a identificar el posible
pico del analito de interés frente al pico de un patrén de AG,
realizando la comparacion en cuanto al tiempo de retencion de
los mismaos.

Cuantificacion del &cido galico (AG)

Para poder trabajar con un patron de referencia que permita
soportar el estudio, se adquirié con Sigma Aldrich lote
SLCL2739; N° CAS: 149-91-7 el estandar de acido galico
(CAS 149-91-7) marca TRC Canada, con una pureza de >
97,50%.

Para la cuantificacion se realiz6 una curva de calibracion, como
se muestra en la figura 2, por medio de HPLC UV-VIS utili-
zando el método de adicion estandar. Se prepararon viales de
capacidad 1,5 mL con la adicidn inicial de 400 pL extracto y
una cantidad creciente patron de AG, obteniendo 11 puntos con
concentracion conocida, donde el primer punto de la curva
(punto cero o punto sin adicién de patron) corresponde al ex-
tracto puro obtenido.

Validacion del método de separacion

Para garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de un mé-
todo analitico se lleva a cabo el proceso de validacion. El cual,
segun la FDA, es el proceso por el cual se establece mediante
estudios de laboratorio, que las condiciones de funcionamiento
del procedimiento cumplen los requisitos de las aplicaciones
analiticas previstas'®. Debido a esto, para el presente trabajo se
evallan los siguientes pardmetros de validacion:

Linealidad. Para la determinacion de la linealidad se realizé una
curva de calibracion por el método de adicion estandar. Se pre-
pararon viales de capacidad 1,5 mL con la adicion de un volu-
men de 400 pL extracto y una cantidad creciente de patron de
AG, para elaborar la curva de calibracion y obtener la ecuacién
de la recta mediante regresion lineal y a su vez el coeficiente de
determinacion.

Exactitud. Se determind por medio del porcentaje de recupera-
cién inyectando una muestra de 5,66 ppm de estandar de AG.
Finalmente se calculé el porcentaje de recuperacion entre el
dato tedrico y el resultado obtenido mediante la regresién li-
neals.

Precision. Se trabajé con un patrén de 270 ppm, el cual se corri6
5 veces en el equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia,
obteniendo 5 tiempos y 5 areas. Finalmente se calculd la des-
viacion estandar y el coeficiente de variacion.

Robustez. Para la determinacion de la robustez se realiz6 la co-
rrida cromatogréafica de un patron de concentracién conocida a
condiciones diferentes de pH. En el primer ensayo se corrié por
triplicado el patrén con una fase movil de agua: acetonitrilo,
con el gradiente de concentracion estipulado. Del mismo modo,
el segundo ensayo se corri6 por triplicado con agua acidificada
con acido férmico al 0,5% v/v. Para la evaluacion de este para-
metro se compararon los promedios de los tiempos de retencion
y las &reas bajo la curva obtenidas en cada ensayo®.

Limite de deteccién y cuantificacion. Se realizé una curva de
calibracion con patrones de AG a una concentracion bajas com-
prendida entre 1,0 a 7,0 ppm. Posteriormente, se realiz6 un ana-
lisis de datos de la regresion, donde se calcula el error tipico de
la curva de calibracion de todo el conjunto de datos, y la pen-
diente de la curva de calibracién?®.

Resultados y discusion

Separacion y cuantificacion de AG presente en frutos de Coto-
neaster pannosus por HPLC

Para definir las condiciones de separacion y cuantificacion del
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AG, se tuvieron en cuenta sus propiedades fisicoguimicas tales
como: solubilidad en agua (0,01 kg/ L), valor de Log P (0,70)
y sus grupos funcionales con el fin de determinar la afinidad
por las diferentes fases. Segln bibliografia’, la columna mas
usada para la separacién del AG mediante cromatografia li-
quida de alta eficiencia corresponde a la C18 debido a su baja
polaridad.

Del mismo modo, teniendo presente que el AG es un &cido dé-
bil, se define que el tipo de cromatografia en fase reversa a usar
corresponde a la supresion idnica. Para el desarrollo de este tipo
de cromatografia, se debe tener presente que el pKa del AG es
igual a 4,4; en donde dicho valor correspondera al punto de
equilibrio entre la especie ionizada y la no ionizada. De tal
modo, la fase mévil debe manejar un valor de pH menor a 4,4
para obtener una mayor cantidad de especie no ionizada, mejo-
rando la retencion del analito y su cuantificacion; en la literatura
se evidencia el uso de &cido formico para desplazar el equilibrio
hacia la especie no ionizada®?. Se debe tener una adecuada con-
centracién del &cido usado o un valor de pH éptimo, para no
permitir un aumento en el ancho del pico. En otras palabras, las
moléculas no ionizadas, se difunden mas lento que las molécu-
las ionizadas, generando falta de equilibrio entre la fase movil
y la fase estacionaria. Esta falta de equilibrio promueve que las
moléculas ionizadas pasen por el detector en un tiempo menor
que el de las molecular sin ionizar. De manera gue, las molécu-
las con mayor retencion haran que el ancho de base se extienda
hasta que todas las moléculas retenidas salgan®.

Finalmente, se optimizd las demas condiciones cromatografi-
cas de forma experimental, secuencial y l6gica; luego de mul-
tiples ensayos donde se modificé el flujo, concentraciones de la
composicion de la fase movil y tipos de columnas, se encontro
gue las mejores condiciones frente a selectividad, resolucién,
platos tedricos y precision corresponden a las mencionadas en
la tabla 1. En la figura 1 se evidencia al pico de AG con un
tiempo de retencién (Tr) de 11,54 min, dicho pico es el pro-
ducto de una adicién estandar. De modo que, se realiza una
comparacion entre el area bajo la curva del patrén y el area del
extracto resultante con una adicién de patron de AG en el posi-
ble tiempo de retencidn especifico. La resta corresponde a un
valor positivo, confirmando la presencia de AG en los frutos de
Holly liso recolectado en Bogota-Colombia. Como resultado se

Tabla 1. Condiciones de separacion para el AG en los frutos de Co-
toneaster pannosus.

Condicion Valor o caracteristica

Phenomenex Gemini 5 um C18,110 A (150 mm
X 4,6 mm)

Columna cromatogréafica

Composicion de fase mévil Agua acidificada con &cido formico al 0,5% vivy
acetonitrilo grado HPLC.

Velocidad de flujo 0,550 mL/ min

Tipo de flujo Gradiente tipo escalonado o step
Temperatura 303,15 K

VVolumen de inyeccion 20,00 uL

Longitud de onda 272 nm

<Sample Information> Peak® | Ret Time Area

Sample Name Eﬁ.‘DN&'IHSﬂBS“ 18-07-2023 2 I EH ]8 T ] 'l 133
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Fig. 1: Cromatograma obtenido del extracto de frutos de Cotoneaster
pannosus mas 150 pL de estandar de AG con las condiciones finales
de separacion.

determind que la concentracion de AG es de 1,54 ppm en
0,4569 kg de frutos de Holly liso tratados.

Validacién del método

Con el objetivo de que el método proporcione resultados repro-
ducibles y confiables, se realiza la validacion del método de se-
paracion y cuantificacién teniendo en cuenta los siguientes pa-
rametros:

Linealidad. Para la cuantificacion se realiz6 una curva de cali-
bracion, como se muestra en la figura 2, por medio de HPLC
UV-VIS utilizando el método de adicion estandar. Se prepara-
ron viales de capacidad 1,5 mL con 400 pL de extracto hidroal-
cohdlico resultante y cantidad creciente de AG, obteniendo 11
puntos con concentracién conocida del patrén de acido galico (
AG) de 0 ppm; 5,66 ppm; 11,30 ppm; 17,00 ppm; 22,60 ppm;
28,30 ppm; 34,00 ppm; 39,60 ppm; 45,30 ppm; 51,00 ppm y
56,60 ppm. Finalmente, se realizé la corrida cromatografica por
triplicado para obtener los resultados de area y elaborar la curva
de calibracion y la ecuacion de la recta mediante la regresion
lineal.

7000000

6000000 y=108441x + 143066 .

R?=0,9991 _
< 5000000 T
= |
5 4000000 : l
(]
‘< 3000000 1 l
1.1
2000000 1
¥
1000000 .
0 E
0 20 40 60

Concentracion (ppm)

Fig. 2. Curva de calibracion con adicion de patron de acido gélico.
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Una vez obtenida la curva de calibracion del promedio del tri-
plicado del ensayo de linealidad, tal y como indica la ICH Q214
se llevo a cabo un andlisis del grafico con el fin de determinar
los puntos que presentaban una mayor desviacion de la linea de
tendencia para hacer su respectivo descarte, sin embargo, no se
evidenciaron puntos con desviacion significativa, por tanto, se
evaluo este pardmetro con todos los puntos.

Segun la guia de validacién de métodos cromatogréaficos de la
FDA (1994), para que un método se considere lineal, su R? debe
ser mayor o igual a 0,999%3; como se observa en la figura 1, el
R? obtenido para el método fue de 0,9991; dato que cumple con
el requisito, razdén por la cual se considera un método lineal en
el rango de trabajado.

Limite de deteccion y cuantificacién (LDD-LDC). Para la de-
terminacion del LDD y del LDC se tuvo en cuenta el enfoque
basado en la desviacion estandar (o) de la respuesta y la pen-
diente. En primer lugar, la estimacion de la pendiente (m) se
puede realizar mediante la construccion de una curva de cali-
bracion (figura 3). Por otro lado, la desviacion estandar (o) se
puede estimar mediante el analisis de un blanco, el cual de
acuerdo con el método utilizado corresponde al extracto etané-
lico obtenido, mediante la desviacion estandar residual de la re-
gresion lineal®. EI programa Microsoft Excel puede realizar un
analisis de datos, especificamente una estadistica de la regre-
sion, donde se calcula datos claves relacionados con la regre-
sion lineal, entre ellos se destaca el error tipico. El error tipico
arrojado fue de 13546,5; el cual corresponde a la desviacion
estandar (o) sobre la curva de calibracion o regresion lineal de
todo el conjunto de datos. Con tal valor, y el valor de la pen-
diente (figura 3), se determina el LDD y LDC de la siguiente
manera'®;

__ 3,3xError tipico

3,3%13546,4561
LDD = =
m

91789
10 * Error tipico _ 10 * 13546,4561
m a 91789

Segun indican los calculos de LDD y LDC, se determina que el
presente método no puede garantizar resultados reproducibles

= 0,4870 ppm

LDC =

= 1,48 ppm

500000

y =91789x - 7152,6
RZ=0,9956

400000

—

>
$60000

©
L
260000

100000

0 1 2 3 4 5 6

-100000 -
Concentracion (ppm)

Fig. 3: Curva de calibracion para la determinacion del limite de cuan-
tificacion y el limite de deteccién.

a concentraciones menores a 1,48 ppm. Por otra parte, este mé-
todo puede arrojar valores poco diferenciables con la sefial de
ruido del equipo por debajo de concentraciones de 0,487 ppm,
que se considera como el limite de deteccién.

Para la determinacion de LDD y LDC mediante detectores UV-
VIS, se considera dificil asegurar la deteccion de compuestos a
bajas concentraciones debido a pérdidas graduales del com-
puesto, pérdidas en la sensibilidad de la lampara UV-VIS y au-
mento en el ruido por parte de este!®. Asimismo, una fluctua-
cion en la linea base, se puede dar por el uso de una columna
gue ya no sea apta o la variacion de las proporciones de la fase
movil, las cuales afectaran la deteccion y cuantificacion del
analito?®.

Precision. Para la evaluacion de la precision del método, se de-
termind la dispersion de los datos obtenidos al realizar 5 répli-
cas del mismo analito, este pardmetro se expresé estadistica-
mente a través de la desviacion estandar (o) y el coeficiente de
variacion, como se muestra en la tabla 2. El valor de aceptacién
para este parametro segin la guia de validacién de métodos cro-
matograficos de la FDA® debe ser menor a 1. De este modo, se
puede observar que si bien, los valores del tiempo de retencion
tienen un coeficiente de variacion que garantiza la precision del
método (0,46%), se puede decir que el método es preciso en
términos del tiempo de retencion.

Tabla 2. Resultados de precision para el patrén de acido galico.

Ensayo Tiempo de retencion (minutos)
1 11,52
2 11,49
3 11,53
4 11,62
5 11,59
Promedio 11,55
S 0,05412
CV% 0,4684

<Sample Information>
Sample Mame : PATROM AG 270 ppm (Precisiont.2)

Data Filename  : PATRON AG 270 ppm (Precisiont. 2)bcd

Method Filename : Metodo Acido Galico 30 DE JUNIO kem

Vial # 1 1-26 Sample Type Unknown

Injection Wolume 20 Wl

Date Acguired ;15072022 B:54:55 Acquired by System Administrator
Date Processed 15007/2022 10:19:56 Processed by System Administrator

<Chromatogram>
iy
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a5
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Fig. 4. Cromatograma de precision para el patron de cido galico.
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Reproducibilidad. Por medio de este parametro se evaluaron
las variaciones en la respuesta del método como consecuencia
al cambio de experimentador. Durante la evaluacion de la re-
petibilidad cada uno de los experimentadores realizé 10 corri-
das correspondientes a una curva de calibracién, de ello se
comparé estadisticamente la variabilidad de la respuesta del
método por medio del coeficiente de variacion, de alli se ob-
tuvo resultados menores a la unidad, con una diferencia de
0,012 entre cada uno de los ensayos. Asi mismo, se evidencia
que el experimentador B posee tres datos alejados al promedio:
11,60 min; 11,61 min y 11,62 min. De modo que, se realizé
una prueba Q para el dato 11,60 min y saber si es necesario
realizar el descarte de dichos datos. A continuacion, se eviden-
cia la prueba Q realizada®®.

Q

Ex _|resultado dudoso — Resultado mas préximo |
p= Resultado mas alto—Resultado mas bajo

Q

|11,60 -1158] _, ZQCn-t (de 10 datos al 95% de confianza)
11,62 —11,52
= 0,466

Se obtiene que Qsp < Qcrit, por lo que no se realiza ningn
descarte en los datos. Teniendo en cuenta lo anterior, y que la
diferencia entre el CV de cada ensayo es de 0,012; se puede
interpretar que es un método reproducible.

Exp=

Exactitud. El porcentaje de recuperacion se evalud a partir de
la curva realizada para la determinacion de los limites de cuan-
tificacion y deteccion (figura 3), con el fin de realizar la cuanti-
ficacion por medio de estandar externo. Se realizo la inyeccién
de un patrén de 5,66 ppm y por medio de la ecuacion de la recta
presentada a continuacion®, se realizd el despeje con el area
obtenida del patrén para comparar el valor tedrico con el expe-
rimental, obteniendo un porcentaje de recuperacion del
103,2%.

Y =91789 X — 7152,6 = 529032 mV

_ 529032471526 _
= 91789 = >erppm
5,84

5,66

Este valor puede estar influenciado por errores sistematicos y
por contaminacién o impurezas, razones por las que pudo pro-
vocarse el aumento del valor estimado. No obstante, se obtuvo
un valor de porcentaje de recuperacion aceptado?, por lo tanto,
se considera que este método es exacto.

* 100 = 103,2%

®
.

0 pH- 2 4 6

Fig. 5: lonizacion del AG al aumentar el pH (Badhani y Kakkar, 2017).

Robustez. En la determinacion de la robustez, se determiné que
el pH era una de las especificaciones idéneas para el sistema,
donde se decidio realizar inyecciones con agua sin acido for-
mico para evaluar la robustez del método. Al realizar la inyec-
cién sin el acido formico se evidencié un aumento en el tiempo
de retencién a 19 minutos. Los drasticos cambios en la separa-
cion eran de esperarse, ya que el pH ejerce una gran influencia
en laretencion del AG, sin embargo, la forma en que cambiaron
los resultados no eran los esperados, ya que, al no tener un pH
acido en la fase movil, se tendré al AG ionizado, el cual serd
mas a fin a la fase estacionaria, generando una disminucion en
el tiempo de retencion. Para la explicacion de este resultado, se
estudian el comportamiento del AG a distintos rangos de pH,
realizando un analisis segun el pKa en donde se ve afectada la
geometria de la molécula, las propiedades eléctricas y el estado
de ionizacién?2. De alli, se concluye que el AG se puede pre-
sentar de 3 formas distintas segin la variacion del pH. En la
figura 5 se evidencia que el AG puede formar enlaces de hidro-
geno de forma intramolecular. Lo anterior se explica debido a
una segunda ionizacién en el hidroxilo de la posicion “para”
respecto al cido carboxilico, ademéas de la redistribucién de
cargas negativas que se sitlan predominantemente en las mo-
léculas de oxigeno, esto a su vez, provoca una disminucion en
la distancia entre los OH aumentando la posibilidad de la for-
macion de puentes de hidrdégeno intramoleculares para su esta-
bilizacion (figura 5). De modo que, el AG no podra hacer los
puentes de hidrégeno con la fase movil, obteniendo un predo-
minio en las interacciones con el grupo aromatico y la fase apo-
lar, aumentando el tiempo de retencion.

Teniendo en cuenta lo anterior, se puede observar que el valor
de pH es critico para la separacion del AG en cromatografia
liquida de alta eficiencia. Ademas, para considerar un posible
rango de pH, o un rango en que el método es robusto, se debe
tener en cuenta el pKa del AG, el cual tiene un valor de 4,4.
Segun lo anterior, y teniendo en cuenta que se pretende dirigir
el equilibrio hacia el compuesto no ionizado, se podria inferir
que el rango de pH a utilizar es entre 1,0y 4,0.

Cuantificacion del AG en los frutos de Cotoneaster pannosus

Para realizar la cuantificacion de AG en los frutos de Cotoneas-
ter pannosus, se llevo a cabo un andlisis de regresion lineal ob
tenido a través del método de adicién estandar de modo que, la
adicion de patron a la muestra problema genera un incremento
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en la posible sefial del analito de interés (AG) superando la se-
fial causada por los interferentes y permitiendo la identificacion
del posible pico de interés?,

Tomando como base la curva de calibracion obtenida en el ana-
lisis de linealidad del método, se toma la ecuacién de la recta
obtenida y se extrapola al valor de concentracion obtenido en
los frutos de Holly liso de Bogot4d Colombia. Teniendo en
cuenta lo anterior, se obtuvo una concentracion de 1,536 ppm
de AG en 0,4539 kg de frutos de Cotoneaster pannosus. Segin
bibliografia, se ha reportado la separacion y cuantificacion de
AG en diferentes especies vegetales, donde se destacan aque-
Ilas obtenidas mediante HPLC, reportando concentraciones de
14,64 ppm para el té verde, 127,ppm para las avellanas y 2,72
ppm para la calabaza blanca®?4, Segin bibliografia, se ha re-
portado la separacion y cuantificacion de AG en diferentes es-
pecies vegetales, donde se destacan aquellas obtenidas me-
diante HPLC, reportando concentraciones de 14,6 ppm para el
té verde, 127 ppm para las avellanas y 2,72 ppm para la cala-
baza blanca?*?4, Se debe tener en cuenta que la concentracion
de AG depende en gran medida del método de extraccion, por
lo que se pudo tener bajos rendimientos debido a este. Teniendo
en cuenta caracteristicas del Holly liso, como lo son, la facil
proliferacién, su alta tasa de crecimiento, el facil acceso y el
bajo impacto ambiental que representa la recolecta de sus fru-
tos, se considera que los frutos de Holly liso son una posible
fuente natural promisoria de AG.

Parametros cromatogréaficos

Los parametros cromatograficos permiten saber la calidad de la
separacion del analito, donde entre mayor sea la diferencia en-
tre los tiempos de elucién, se hablara de una mejor separacién?.
Para la determinacion de dichos parametros, se deben conside-
rar algunos datos que se infieren de la figura 6. De dicha figura
se describe el tiempo muerto (t-+) = 2,46 min, el tiempo de re-
tencion del AG = 11,54 min y el tiempo de retencion del com-
puesto mas cercano al AG = 10,51 min.

<Sample Information>

Sample Name Automatizasdas 4 18-07-2023

Data Filename : E3P_ULTRA + 150 micro AG (A4).lcd
Method Filename : CURVA 1.lcm

Vial # 1-5 Sample Type
Injection Volume : 20 uL Level

Date Acquired 18/07/2022 10:05:06 Acquired by
Date Processed 10/08/2022 16:23:28 Processed by

Standard
3

System Administrator
System Administrator
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Fig. 6: Cromatograma del extracto mas patrén de AG a 17 ppm para
la determinacion de los parametros cromatograficos.

Tiempo de retencion y tiempo de retencion corregido (t,-)%
t, =t, —t, = 11,54 min — 2,45 min = 9,08 min

donde: t’,=tiempo de retencion corregido
t,= tiempo de retencién
tm=tiempo muerto

Para entender el tiempo de retencidn obtenido se debe tener en
cuenta los grupos hidroxilos que otorgan a la molécula cierta
afinidad hacia los solventes acuosos, no obstante, el Log P nos
indica un comportamiento apolar. El uso de una matriz com-
pleja requiere que cada uno de los compuestos presentes posean
diferencial de migracién a través de la columna para lograr la
separacion, por ello se increment6 la proporcion de agua en el
inicio del gradiente con el fin de eluir las otras moléculas (més
afines al solvente de mayor polaridad) presentes en el extracto.
Una vez separadas las otras moléculas, se generd una rampa de
concentracion aumentando la proporcion de acetonitrilo, de
modo que la fase mavil presentara mayor afinidad hacia el AG,
permitiendo de esta forma ajustar el tiempo de retencién del
AG justo después de salida de los otros componentes.

Factor de capacidad (k )%

t, 9,080 min

k'=—=—"—"—"—=3,700
tm 2,450 min
donde: t’; =tiempo de retencion corregido

tm = tiempo muerto

Segun Ahuja y Dong, “el factor de capacidad (k') mide el nu-
mero de veces en que el analito es retenido en relacién con un
componente no retenido?, Se debe tener en cuenta que quie-
nes tienen valores muy altos de (k) poseen tiempos largos de
ensayo y un posible ensanchamiento de los picos en la co-
lumna. Por otro lado, para obtener una retencion adecuada, la
mayoria de los analitos en los ensayos eluyen con valores de
(k") entre 1y 20. El resultado corresponde a 3,700, siendo un
valor acertado para determinar que el AG tiene una adecuada
interaccion con la fase estacionaria y la fase movil para lograr
su separacion.

Resolucion (R)?

1 (a—1) k
R=g W v
1 (1,130-1) 3,700
— 3" “5955*< 1,130 (3,700 + 1))

= 1,720

donde: N = ndmero de platos tedricos
a = selectividad

k’= factor de capacidad

Se considera de suma importancia determinar la resolucién, ya
que, segun su valor, se podra determinar si hay una separacion
y una cuantificacion solida de cada uno de los picos evaluados.
Para este caso, se determind la resolucion entre el pico de AG,
con tr de 11,54 minutos y el pico adyacente a este, con t; de
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10,51 minutos. Ahora bien, de acuerdo con el Handbook of
Pharmaceutical Analysis by HPLC el valor de resolucion obje-
tivo es > 2%, sin embargo, entre otras guias como Agilent Te-
chnologies, menciona que valores > 1,7 son los deseables para
los métodos robustos?’. Ademas, considera que el valor de 1 es
el minimo para que se produzca una separacion medible y que
permita una separacion adecuada®®. De modo que, al observar
la resolucion calculada (1,720) se observa una separacion entre
los picos mencionados.

NUmero de platos tedricos (N) y altura del plato (H)?

Ndmero de platos tedricos

5m )
0,3500 cm * m = 0,3521 min

t2 (11,54 min)?
N = 5,550 * W?S= 5,550 * m

= 5955 platos tebdricos

donde Wq s = ancho a media altura

Altura del plato®
L 150000pm
TN 5955
donde: H= Altura del plato

L= Longitud de la columna
N= Numero de platos tedricos

= 25,18 um

El nimero de platos tedricos es una medida de la eficiencia de
la columna, la cual esté relacionada con el tiempo de retencién
del analito y el ancho del pico®. Este modelo de platos teéricos
permite determinar la eficiencia de la separacion por medio de
la relacién inversamente proporcional con el ancho del pico.
En este caso se realiz6 la determinacion de los platos tedricos
por medio del ancho a media altura del pico de AG, donde se
obtuvo un valor de 5955 platos tedricos, valor que permite de-
terminar que el método es eficiente segln los lineamientos de
la FDA en su guia de validacion para métodos cromatograficos
donde el valor de aceptacion es > 2000 platos tedricos®®. La va-
riacion en este resultado puede verse influenciada por los me-
canismos de ensanchamiento de banda tales como: camino
mdltiple o difusion turbulenta, transferencia de masa y difusion
longitudinal. Donde el principal mecanismo presente en este
parametro corresponde al de camino multiple, ya que este hace
referencia a las diferentes trayectorias que puede tomar la sus-
tancia para finalmente eluir, siendo unas distancias mayores
que otras, afectando de este modo el ancho del pico y por lo
tanto influenciando negativamente el nimero de platos tedri-
cost’.

Conclusiones

En el presente trabajo de investigacion se valido la metodologia
de separacion de acido galico (AG) en Cotoneaster pannosus
de Bogota-Colombia, por medio de la determinacion de las
condiciones cromatograficas que permitieron resultados repro-
ducibles. Para la cuantificacion y la validacién del &cido galico,

se eligié como el mejor método de extraccion el asistido por
bafio ultrasdnico, esto en comparacion a la extraccion con acido
férmico y extraccion por calentamiento, la cual se considera
importante por su bajo impacto ambiental, facilidad de uso y su
innovacion al pertenecer a una técnica no convencional. Por
otro lado, la determinacion de las Gptimas condiciones de sepa-
racion se llevo a cabo a partir de un analisis secuencial, experi-
mental y 16gico. El analisis se evidencié mediante los cromato-
gramas obtenidos con las siguientes condiciones de separacion:
columna Phenomenex Gemini 5 um C18 (150 mm x 4,6 mm),
temperatura de 30°C, flujo de 0,550 mL/ min en gradiente, vo-
lumen de inyeccion de 20,00 pL, longitud de onda de 272 nm
y una fase mévil compuesta por agua acidificada con acido for-
mico al 0,5% v/v y acetonitrilo grado HPLC. Gracias a dichas
condiciones de separacion se determind que la cantidad de
acido galico presente en el fruto de la planta de Cotoneaster
pannosus es 1,536 ppm, lo cual corresponde a una cantidad pro-
misoria teniendo en cuenta sus caracteristicas. Finalmente, la
validacion de la metodologia de separacién obtuvo resultados
lineales, reproducibles (CV1 = 0,3630 % y CV2= 0,3510%),
exactos (% de recuperacion = 103,2%) y con LDD y LDC de
0,487 ppm y 1,48 ppm respectivamente. Asimismo, se consi-
dera que el método no es robusto en términos de pH, debido a
la alta influencia que tiene el mismo en la retencion del analito.
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