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Resumen

La comunidad indigena Wayuu (La Guajira, Colombia), ha tratado enfermedades con recursos naturales de su entorno. Uno
de los recursos més utilizados en esta regién para el tratamiento de enfermedades de tipo gastrointestinal, son las infusiones
de la iguaraya, un fruto de la planta cardon guajiro. Teniendo en cuenta que un buen nimero de saponinas poseen propie-
dades antiinflamatorias, el presente trabajo estudia la diosgenina, una saponina que puede estar presente en un extracto
metandlico de la pulpa del fruto, desarrollando un método de separacion y cuantificacion del analito por medio de croma-
tografia liquida de alta resolucién con un detector UV-VIS y posteriormente validando el procedimiento para garantizar la
exactitud, precision, linealidad, selectividad, reproducibilidad y robustez de los resultados.
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Abstract

Development of a high efficiency liquid chromatography (HPLC) method for the separation and quantification of dios-
genin in an extract of the iguaraya fruit of the Carddn Guajiro plant (Stenocereus griseus). The native community Wayuu
(Guajira, Colombia) has treated several body illnesses using natural resources from their surroundings. One of these resources,
used mainly for gastrointestinal matters, is the infusion of the Iguaraya, fruit from a local Tree called "Cardon guajiro”. Consid-
ering that a significant group of Saponins has anti-inflammatory properties, this research focuses on the study of the Diosgenin,
saponin which might be present on the extract of the mentioned fruit. This project intends to develop a method in order to separate
and quantity through high resolution liquid chromatography with a detector UV-VIS and subsequently, assessing the procedure
in order to quarante the accuracy, linearity, selectivity, reproducibility and the robustness of the final results.
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Introduccién

Stenocereus griseus conocido como cardén guajiro, es una
planta que pertenece a la familia Cactaceae, especie endé-
mica de Colombia, encontrado en el departamento de La
Guajira, el fruto de esta planta es conocido como la igua-
raya, consumido frecuentemente por los indigenas de la Pe-
ninsula de la Guajira (pueblo Wayuul) en infusiones con
agua, como tratamiento tradicional, debido a los conoci-
mientos ancestrales pertenecientes a esta etnia?, para el tra-
tamiento de enfermedades de tipo gastrointestinal, en
donde se destacan propiedades curativas para el dolor esto-
macal como antiespasmédico y en personas con colitis
como antiinflamatorio. Sin embargo, las propiedades que
se le han atribuido a la iguaraya corresponden al conoci-
miento empirico generado por la comunidad Wayuu y no
se cuenta con una base cientifica solida que verifique la
composicion de la iguaraya y la relacion de dichos compo-
nentes con los posibles usos farmacéuticos para el trata-
miento medicinal alternativo.

Las saponinas (glucésidos triterpenoides) han demostrado una
importante actividad antiinflamatoria? mediada por la inhibi-
cion de la sintesis y liberacion de sustancias proinflamatorias
tales como las citocinas, las cuales son proteinas reguladoras de
las respuestas inmunitaria e inflamatoria; asi como también in-
hiben la produccion de mediadores inflamatorios, la iguaraya
es un fruto que puede contener saponinas, analito de interés
para cuantificar por las propiedades anteriormente menciona-
das®.

Con base en lo anterior, este proyecto busca desarrollar y vali-
dar un método para separar y cuantificar por cromatografia li-
quida de alta eficiencia con detector UV/VIS, la diosgenina,
una saponina que posiblemente puede estar presente en la igua-
raya, validando el método de separacion por medio de parame-
tros como la exactitud, precision, selectividad, limite de detec-
cion, limite de cuantificacion, linealidad, y robustez, siguiendo
las directrices de la guia ICH Q2, validacién de procesos anali-
ticos*, a través de curvas de calibracion que permitan encontrar
la concentracion de este analito.

Cita: EE Leon Avila. Desarrollo de un método de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para la separacion y cuantificacion de diosgenina en un
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Parte experimental

Obtencidn del extracto de la pulpa y semillas de Stenocereus
griseus

Para el tratamiento de la materia prima, recolectada en la ran-
cheria Laachon del corregimiento de Mayapo, perteneciente al
municipio de Manaure, La Guajira-Colombia se decidi6 reali-
zar una extraccion por maceracion dinamica, ya que es uno de
los métodos convencionales méas usados para este fin y lograr
obtener el extracto que puede contener diosgenina (saponina).
Las saponinas poseen en su estructura quimica una parte polar
(azucar) y una apolar, sapogenina®, sin embargo, se ha demos-
trado experimentalmente que se pueden obtener extractos con
buen porcentaje de recuperacion, empleando Unicamente sol-
ventes polares. Se procedi6 a realizar la extraccion con meta-
nol, etanol, acetona y diclorometano.

Para preparar la muestra se tomo la fruta madura de iguaraya,
eliminando la céscara y obteniendo Gnicamente como fuente de
trabajo la pulpa. Posteriormente, se disminuy6 el tamafio de
particula. El producto resultante fue congelado v liofilizado, en
un equipo BUCHI Lyovapor TM L-200, a 0,100 mbar y -58,6
°C. Se pesaron 26,2433 g de la pulpa y se adiciond el disolvente
polar correspondiente. El extracto se obtuvo mediante macera-
cién dinamica a 200 rpm por 24 horas. Finalmente, los extrac-
tos fueron filtrados al vacio para eliminar impurezas y compo-
nentes no disueltos.

Para poder trabajar con un patron de referencia que permita so-
portar el estudio, se adquiri6 por Sigma Aldrich el estandar
diosgenina (CAS 512-04-9) marca TRC Canada, con una pu-
reza de > 95%. Para la curva de calibracion se prepard una so-
lucién madre con diosgenina de 1000 ppm; la solucion fue so-
metida a tratamiento con ultrasonido por 5 minutos. Se hicieron
diluciones en rango de 5 ppm a 800 ppm.

Resultados y discusion de resultados
Separacion de diosgenina de la matriz

La diosgenina es una molécula con caracter ligeramente polar
gue exhibe alta solubilidad en agua; por lo tanto, la técnica mas
adecuada para trabajar fue la cromatografia de fase inversa®
(RP-HPLC). Inicialmente, se hicieron pruebas paralelas, tanto
de la solucién madre como de los extractos de la iguaraya para
poder reconocer el comportamiento de estos, frente a diferentes
condiciones cromatograficas. Se hicieron variaciones controla-
das de componentes y las proporciones de la fase movil, del
flujo y longitudes de onda, entre otras. Se analizaron los tiem-
pos de retencion, la simetria de los picos, la selectividad, la re-
petibilidad y la reproducibilidad para comprender la compleji-
dad de la matriz’.

Dado que la polaridad de los grupos funcionales presentes en el
analito determina el orden de elucién de los compuestos y re-
conociendo la presencia de grupos funcionales organicos en la
diosgenina, se esperaba que los tiempos de retencion sean me-

nores a los 15 minutos. El tiempo de retencion puede verse al-
terado cambiando la polaridad de la fase movil, se ajusto la pro-
porcidn de acetonitrilo:agua, para reconocer la composicion de
fase moévil adecuada para lograr obtener el pico caracteristico
tanto para el patrén como para el analito dentro de la matriz de
los extractos obtenidos, sea selectivo y con una distribucién
normal superior del 95,45% de los valores en el intervalo que
presenta la forma de la campana gaussiana, que permita evaluar
estadisticamente el area bajo la curva y pueda cuantificar la
concentracion de la sustancia de estudio con una confianza y
reproducibilidac®,

Seleccion de las condiciones cromatograficas

Con una solucion de concentracion conocida del estandar, se
efectlia un barrido en el espectrofotémetro Genesys® 10S UV-
VIS marca Thermo Scientific para determinar la longitud de
maxima absorcidn, la cual es de 194 nm. Posterior se realizaron
corridas de patron y los diferentes extractos con disolventes po-
lares (metanol, etanol, acetona y diclorometano) del fruto de
iguaraya, aplicando un algoritmo para controlar las variables
segun los resultados obtenidos. Después de realizar maltiples
ensayos Yy buscando la mejor resolucion del pico de diosgenina,
separado de los demas picos correspondientes a los componen-
tes de los extractos obtenidos, se encontrd que las condiciones
que permiten una separacion y cuantificacion con alto grado de
repetibilidad, selectividad y robustez se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones establecidas en el desarrollo del método croma-
tografico.

Flujo 1 mL/min

Volumen de inyeccion 10 uL

Fase mévil 90:10 ACN:Agua

Fase estacionaria Columna Ultra AQ C18
Tiempo de andlisis 10 min

Detector UV-VISa1l94 nm
Temperatura 35°C

Para este caso de la extraccion de diosgenina en la pulpa de la
iguaraya, dada la sefial arrojada por el equipo de cromatografia
liquida de alta eficiencia y la comparacién de los resultados con
el estandar, la mayor intensidad obtenida fue dada por el ex-
tracto tratado con metanol, soportando esto en que la intensidad
de la sefial, en ese tiempo de retencion especifico, esta relacio-
nado directamente con la concentracién del analito”®.

Curva de calibracion

A partir de las deferentes concentraciones evaluadas por tripli-
cado se obtuvo una curva con un R%>0,99, como se puede ob-
servar en la gréfica 1. Con base en lo anterior, se puede inferir
que la curva de calibracion presenta buena relacion de area bajo
de curva del pico con respecto a la concentracion de patrén
diosgenina®®, lo que permite resultados confiables para cuanti-
ficar el analito en la pulpa del fruto iguaraya con base en las
areas obtenidas.
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Grafica 1. Curva de calibracién empleando el estdndar diosgenina.

Separacion y cuantificacion de diosgenina presente en Steno-
cereus griseus por HPLC:

En cuanto a la separacion y cuantificacion de diosgenina por
cromatografia liquida de alta eficiencia, se determind que en
fase reversa y con las condiciones adecuadas se puede lograr
obtener resultados con sensibilidad, exactitud, precisién y ro-
bustez.

En el cromatograma de la figura 1, se puede apreciar el pico
caracteristico en un tiempo de retencién (tg) 7,16 minutos, el
cual es el mismo tiempo de retencion obtenido para el estandar
de diosgenina (= tr = 7,20 min), posterior a esto se realizo una
adicion de patron al extracto y se evidenci6 un incremento en
la intensidad del pico en ese tiempo de retencidn, lo que posi-
blemente permite considerar que se esta encontrando una sefial
caracteristica de la diosgenina. Para este estudio se trabaj6 con
el método de estandar externo y el area bajo la curva del pico
obtenido fue de 2.642.171, determinando que la concentracion
de diosgenina (saponina) presente en el extracto metandlico del
fruto iguaraya fue de 36,36 ppm.
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Fig. 1: Cromatograma obtenido del extracto de iguaraya bajo condi-
ciones del método desarrollado a 194 nm.

Validacién del método

Se siguieron las guias para la validacién de métodos analiticos
descritos®. A partir de estas pautas, se hizo la evaluacién de los
siguientes parametros:

l. Linealidad. Se determind por medio de la curva de calibra-
cion, para la cual se prepararon diluciones en concentraciones
en un rango entre 5 ppm y 1000 ppm del estandar y se inyecta-
ron por triplicado. Se obtuvo la curva y la respectiva ecuacion
de regresioén. Los coeficientes de correlacién, y determinacion
fueron calculados. Adicionalmente, se hizo un test estadistico t
de student.

Se utilizo la ecuacion 1 para calcular el valor del coeficiente de
regresion lineal (r), el cual es un valor determinante para la li-
nealidad.

.= EX+Y — (EX*ZY/n)
VEXZ=(EX2/m)[2Y2- (V)2 /)]

(ecuacion 1)

El resultado fue para r = 0,996, y para r? = 0,993. En este
caso, se observé gue el modelo lineal se considera aceptable,
de acuerdo con lo establecido por la guia ICH Q2.

Adicionalmente, se procedio a hacer un test estadistico con los
valores de la tabla t de student, donde se compara un valor de t
calculado y con un valor de t tabulado, este test estadistico, ve-
rifica la relacion lineal directa estadisticamente significativa en-
tre las variables. Para hallar el t calculado se empled la ecuacién
2, donde se obtuvo un valor de 33,24. Al comparar ambos va-
lores, se observa que 33,24 > 2,31; demostrando que existe co-
rrelacion significativa entre la concentracion y la sefial arrojada
por el equipo, que en este caso es el area.

__ Trxyn-2

tcalculada = iz (ecuacion 2)

1. Precision. La precision se evalud por medio de dos parame-
tros: la repetibilidad, y la reproducibilidad. Se hallaron la des-
viacion estandar (S), la desviacion estandar relativa (RSD), y
finalmente se hallo el intervalo de confianza de la medida.

En el caso de la repetibilidad, se evaluaron 6 inyecciones, se
hallaron la desviacion estandar (S) y la desviacion estandar re-
lativa (RSD), las cuales se pueden observar en la tabla 2.

Tabla 2. Valores obtenidos para muestra de concentracion conocida
(1000 ppm) para evaluacién de la repetibilidad.

Muestra Concentracion (ppm)
Promedio 968,96
S 7,48
RSD 0,77

De acuerdo con lo establecido por la guia ICH Q2, RSD menor
al 2% se considera aceptable, indicando que hay una buena re-
petibilidad. Para el presente estudio, se encontr6 un RSD de
0,77%, por lo que se puede deducir que el método tiene una
buena repetibilidad.

Por otra parte, se midi6 la reproducibilidad o precision inter-
laboratorios, para lo cual se vari6 el analista y el dia. En este
caso, la RSD fue de 0,92 % para el analista 1, y 0,57 % para el
analista 2, ambos RSD son menores a 2% por lo que se consi-
deran aceptables. Los resultados de concentracion no eviden-
cian diferencias significativas estadisticamente.

I11. Exactitud. Se determin6 por medio del porcentaje de recu-
peracion con una muestra de concentracion conocida que es in-
yectada en el equipo, y por medio de la curva de calibracion de
determina la concentracion para realizar la comparacion perti-
nente.
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La determinacién de la exactitud se llevo a cabo con muestras
a tres niveles diferentes de concentracion dentro del rango es-
tablecido (80, 120 y 200 ppm). Las inyecciones de dichas
muestras se hicieron por triplicado, para un total de 9 muestras,
3 de cada concentracion. Para cada muestra, se calculé el por-
centaje de recuperacion. Se hallé el valor promedio del porcen-
taje de recuperacion para las tres concentraciones, la desviacion
estandar, y la desviacién estandar relativa.

A partir de estos datos fue posible calcular la te, usando la
ecuacion 3, como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados estadisticos para verificacion de exactitud.

Promedio 98,39
S 2,45
RSD 2,49
texp 1,94

¢ __ (100 — % recuperacion) 9
exp — RSD

(ecuacion 3]

El valor calculado para te=1,94, fue comparado con ti,, de
acuerdo con las tablas de t de student para n-1= 8 grados de
libertad, con el 95% de confianza. En este caso, el valor de tu,=
2,31. Con ambos valores, se hace una comparacion donde texp
debe ser menor at:p para que no exista una diferencia significa-
tiva, y se considere que el método tiene una exactitud aceptable.
Para este caso, efectivamente tex=1,94 < tw= 2,31, por lo que
se puede inferir que el método es exacto para dicho nivel de
confianza.

IV. Robustez. En este caso, se inyectaron muestras de concen-
tracidn conocida del analito, y se hicieron algunos cambios en
las condiciones cromatogréficas, se sometié las muestras a en-
sayos de degradacion forzada, tales como hidrdlisis alcalina (a),
hidrdlisis acida (b), y oxidacion (c). Con el fin de analizar los
resultados y reconocer interferencias en la sefial del analito. Se
tomo una solucion madre de 40 ppm, y se tomaron alicuotas y
fueron transferidas para llevar a siguientes condiciones: (a) re-
flujo a 80°C con NaOH por 1 hora; (b) reflujo a 80°C con HCI
por 1 hora; y (c) calentamiento en bafio maria con H,O, por 1
hora. Pasado este tiempo, se transfirieron las soluciones a viales
y se analizaron por cromatografia liquida a las mismas condi-
ciones, obteniéndose los siguientes cromatogramas.

En las figuras 2 y 3, correspondientes a los cromatogramas de
las muestras sometidas a hidrdlisis basica, y &cida, respectiva-
mente, se observa el posible pico caracteristico de la diosge-
nina, en un tiempo de retencion (tz) 7,17 minutos; los otros pi-
cos pueden corresponder a algin producto de degradacion, ta-
les como subproductos de esterificaciones en el C3 y C27, de
igual forma la ruptura de uno de los anillos de la estructura y la
oxidacion de la misma puede llegar a general productos como
la diosona; productos que pueden permitir la aparicion de picos
adicionales dentro del cromatograma. En la hidrolisis basica se
evidencia una alteracion en el pico de interés de nuestro analito,
pues se observa asimetria (tailing) en el pico y se evidencia un

ensanchamiento de banda del pico, como se observa en la fi-
gura 2, por lo que se sugiere mantener el extracto fuera del con-
tacto con sustancias bésicas que generen subproductos no
deseados, tal como se muestra en el cromatograma donde apa-
recen dos picos con intensidades superiores a 30 mv en los
tiempos de retencién de 3,64 miny 4,60 min. Por ultimo, no se
evidencia solapamiento de otros picos con el pico del analito de
estudio, sin embargo, para estudios posteriores sobre dicho ana-
lito se sugiere realizar extracciones y uso de fase movil con pH
cercanos a 7, para no generar asimetrias y garantizar resultados
reproducibles que permitan una cuantificacion por medio del
area bajo la curva.
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Fig. 2: Cromatograma obtenido al someter la muestra a hidrdlisis ba-
sica con NaOH en reflujo por 1h a 80 °C.
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Fig. 3. Cromatograma obtenido al someter la muestra a hidrolisis
acida con HCI en reflujo por 1h a 80 °C.

Por otra parte, a condiciones de oxidacion, se observan diversos
picos que no coinciden al compararlo con los cromatogramas
resultantes de la corrida del extracto sin tratamiento externo.
Adicionalmente, el pico de la diosgenina se puede observar con
un ensanchamiento anémalo. Por esta razon, en caso de utilizar
el presente método es recomendable proteger las muestras de
condiciones que puedan llevarlo a la oxidacion.

De igual forma, se variaron condiciones de manera controlada,
condiciones como el flujo, y la fase mévil se observa variacion
notable en los tiempos de retencion. El volumen de inyecciony
el flujo modificaron el area drasticamente. Se concluy6 enton-
ces que, el método no es robusto frente a dichas variaciones,
por lo que se recomienda mantener y controlar las condiciones
cromatograficas determinadas.
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Teniendo en cuenta que las saponinas poseen una importante
actividad antiinflamatoria mediada por la inhibicion de la sin-
tesis y liberacion de sustancias proinflamatorias y con base en
los resultados obtenidos por la cromatografia liquida de alta efi-
ciencia con el detector UV/VIS, se puede decir que la extrac-
cion de la pulpa del fruto iguaraya de la planta cardon guajiro
evidencia la posible presencia de diosgenina, sustancia con
aporte farmacoldgico de tipo antiinflamatorio3,

Il. Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion
(LOQ). Se usaron soluciones con concentraciones minimas del
analito (1,5 ppm, 3,5 ppm, 6 ppm, 8 ppm y 10 ppm) las cuales
se inyectaron cada una por triplicado y se elabor6 una curva de
calibracion con dichas concentraciones versus las areas prome-
dio encontradas.

Se realizdé mediante la preparacion de cinco diluciones en un
rango de concentraciones de 1,5 a 10 ppm, para determinar el
area bajo la curva al tiempo de retencién especifico, para cada
muestra y de esta manera poder realizar la curva de calibracion,
analizando el coeficiente de correlacion, coeficiente de deter-
minacion, error tipico y R2. Los resultados se muestran en la
tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones para curva de calibracion vs. rea promedio
para determinar LOD y LOQ.

Concentracion (ppm) Area promedio

1,50 esta 96,11
3,50 231,58

6 409,09

9 557,44

10 671,98

Por medio de la ecuacion de la recta para curvay el error tipico,
se obtiene un LOD de 0,66 ppm y un LOQ de 2,44 ppm.

Conclusiones

En cuanto a la separacion y cuantificacion de diosgenina
por cromatografia liquida de alta eficiencia se determind
que en fase reversa y con las condiciones adecuadas se
puede lograr obtener resultados con sensibilidad, exacti-
tud, precision, robustez y resolucién. Se encontr6 que el
extracto con metanol de la pulpa de la iguaraya contiene
una concentracién de diosgenina de 36,36 ppm.

La validacion del método de extraccion presento una pre-
cision con un RSD menor a 2% Yy una exactitud con un
porcentaje de recuperacion promedio de 98%; se obtuvo
un limite de deteccion de 0,65 ppm y un limite de cuanti-
ficacion de 2,40 ppm. Adicionalmente, el modelo de re-
gresion lineal obtenido en la curva de calibracién presentd
un coeficiente de correlacion de 0,99; lo cual permite ga-
rantizar confiabilidad del método para la determinacion
de la concentracion de este analito. Sin embargo, cabe

aclarar que es necesario adelantar estudios de elucidacion
estructural del analito aislado para verificar su presencia.
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