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RESUMEN

Introduccion: los extractos de Calendula officinalis se utilizan como materia prima
natural en diversidad de preparaciones farmacéuticas y cosméticas, sin embargo,
no existen métodos oficiales para el control de calidad de dichos extractos.
Objetivo: se validé una metodologia analitica por HPLC para la cuantificacién de
guercetina total en extractos glicdlicos e hidroalcohdlicos de Calendula officinalis.
Métodos: para cuantificar el contenido de quercetina total en las matrices, fue
necesario hidrolizar los flavonoides glicésidos en condiciones dptimas. La separacion
cromatografica se realizé en una columna SiliaChrom C-18 5 um 4.6x150 mm,
adaptada a una precolumna SiliaChrom C-18 5 pm 4.6x10 mm, con un sistema de
deteccion UV a 370 nm. El sistema de elucion fue en gradiente, donde la fase movil
se compuso de Metanol (MeOH) y acido fosfdrico (H3PO4) (0.08 % p/v), la
cuantificacion se efectud con el método de estandar externo y comparacién con un
estandar de quercetina de referencia.

Resultados: la selectividad de la metodologia frente los componentes del extracto
y a los productos de degradacién en condiciones de hidrdlisis acida - basica,
oxidacidn y exposicion a la luz, mostré que no hay sefales que interfieran con la
cuantificacion de la quercetina. Se comprobé estadisticamente que el método es
lineal entre 1,0 y 5,0 ug / mL. La precision intermedia expresada como coeficiente
de variaciéon fue de 1,8 y 1,74 % vy el porciento de recuperacion fue de 102.15 y
101.32 %, para los extractos glicélico e hidroalcohdlico, respectivamente.
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Conclusiones: la metodologia propuesta cumple con los parametros de calidad
requeridos para la cuantificacion de quercetina total, lo cual la convierte en una
herramienta util para el control de calidad de extractos glicélicos e hidroalcohdlicos
de C. officinalis.

Palabras clave: validacion, HPLC, quercetina, flavonoides glicdsidos, Calendula
officinalis, control de calidad.

ABSTRACT

Introduction: calendula officinalis extracts are used as natural raw material in a
wide range of pharmaceutical and cosmetic preparations; however, there are no
official methods for quality control of these extracts.

Objective: to validate an HPLC-based analytical method for quantification total
quercetin in glycolic and hydroalcoholic extracts of Calendula officinalis.

Methods: to quantify total quercetin content in the matrices, it was necessary to
hydrolyze flavonoid glycosides under optimal conditions. The chromatographic
separation was performed on a C-18 SiliaChrom 4.6x150 mm 5 pm column,
adapted to a SiliaChrom 5 um C-18 4.6x10 mm precolumn, with UV detection at
370 nm. The gradient elution was performed with a mobile phase consisting of
methanol (MeOH) and phosphoric acid (H3P0O4) (0.08 % w/v). The quantification
was performed through the external standard method and comparison with
quercetin reference standard.

Results: the studied method selectivity against extract components and
degradation products under acid/basic hydrolysis, oxidation and light exposure
conditions showed no signals that interfere with the quercetin quantification. It was
statistically proved that the method is linear from 1.0 to 5.0 mg/mL. Intermediate
precision expressed as a variation coefficient was 1.8 and 1.74 % and the recovery
percentage was 102.15 and 101.32 %, for glycolic and hydroalcoholic extracts,
respectively.

Conclusions: the suggested methodology meets the quality parameters required
for quantifying total quercetin, which makes it a useful tool for quality control of C.
officinalis extracts

Keywords: validation, HPLC, quercetin, flavonoid glycoside, Calendula officinalis,
quality control.

INTRODUCCION

La Caléndula officinalis es una planta perteneciente a la familia Asteraceae,
utilizada desde hace siglos con fines terapéuticos, dada las diversas propiedades
como antimicrobiana,!-? anti-inflamatoria,®> inmunomodulatoria,! cicatrizante,* y
antioxidante.> Sus propiedades se relacionan principalmente con la presencia de
compuestos como los esteres de faradiol y flavonoides glicdsidos. Estos ultimos se
encuentran conformados por las agliconas quercetina e isorhamnetina enlazadas a
diversos glicdsidos, los cuales se liberan por hidrélisis acida.
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La actividad y seguridad de esta planta se encuentra respaldada tanto por el uso
tradicional como por diversos estudios cientificos, lo cual la ha llevado a ser una de
las plantas con mayor volumen de comercializacidn en los Gltimos afios® y también
el material vegetal con mayor nimero de registros sanitarios vigentes y de gran
diversidad en preparaciones farmacéuticas y cosméticas,’ convirtiéndola en materia
prima con alta demanda en el mercado. Como tal, se encuentra disponible como
extracto hidroalcohdlico y glicélico, en donde el primero se utiliza en productos con
fines terapéuticos (jarabes, soluciones orales, preparaciones de uso tdpico),
mientras que el segundo se utiliza para inclusidon en preparaciones con fines
cosmeéticos.

Por lo anterior, es necesario desarrollar metodologias analiticas para complementar
el control y el seguimiento de la calidad de la materia prima comercializada, pues
de ella depende el efecto del producto determinado. Dado que la quercetina es la
base de los flavonoides glicdsidos principalmente relacionados con actividad anti-
inflamatoria y cicatrizante, en este trabajo, se validé una metodologia para su
cuantificacion en extractos glicélicos e hidroalcohdlicos de Caléndula officinalis.

METODOS
EQUIPOS Y REACTIVOS

Los analisis se realizaron en un cromatdgrafo Elite LaChrom con detector UV-VIS y
DAD, que utiliza una columna cromatografica SiliaChrom C18 de 150 x 4,6 mm vy
un tamafo de particula de 5 um, adaptado a un guarda columna C18 de 4,6x10mm
y 5um.

Los reactivos empleados fueron, metanol HPLC (Honeywell), éter etilico
(Honeywell), acido fosforico (H3PO4) 85 % (Panreac), acido clorhidrico fumante
(HCI) (Merck), estandar de quercetina (USP). Los extractos glicélico e
hidroalcohdélico utilizados como matriz blanco fueron proporcionados por Phitother
Laboratorios.

ESTANDARIZACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Por la falta de un sistema oficial para la cuantificacién de agliconas a partir de
Caléndula officinalis, el desarrollo del sistema cromatografico se basé en datos
colectados de la literatura, en los cuales se describen sistemas constituidos por una
fase organica (metanol, Acetonitrilo o mezcla de ambos) y una fase acuosa con
acido trifluoroacético (TFA) 6 acido fosférico (H3PO 4).8-12 Se realizaron
modificaciones en porcentaje de la fase organica, concentracion de acido fosfdéric
ion del pico que se corresponde a la quercetina se efectud por comparacidén con una
solucién estandar de quercetina USP. El sistema cromatografico ideal para la
elucién de quercetina total a partir de extractos de C. officinalis se muestra en la
tabla 1.
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Tabla 1. Sistema cromatografico para la cuantificacion de quercetina en extracto
glicélico e hidrealcohdélico de Calendula officinalis

Solventes F.M. Gradiente Fase Flujo Temp Vol.
estacionaria (mL/min) (°C) Inyec.
A B (ML)
HzPOD4 MeOH 0.0-1.5min; 35%B Precolumna 1.0 35 20
0.08% C-18 5pm
(p/v) 1.5-4.0min;35- 4.6x10mm
50%B

4.0-12.0min55%B

12.0-13.0min:50- ColumnacC-
100%B 18 Zpm
4.6x150mm

13.0-20.0min;
100%B

20.0-21.0min;
100%-35%B

21.0-30.0min;
359%B

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

La muestra se sometid a una hidrdlisis acida a una temperatura 6ptima de 80°C,
para obtener la quercetina a partir de los flavonoides glicdsidos presentes en el
material de partida. Las condiciones que se determinaron para la hidrolisis del
extracto glicélico fueron HCI 2,0 M por 1 hora y una relacién 1:3:3 de volimenes de
extracto:HCI:H>0 y para el extracto hidroalcohélico fueron HCI 3,5 M por 1 hora y
una relacion 1:1:1 de voliumenes de extracto:HCI:H20. Al culminar el tiempo de
reaccion, la muestra se colocé en un bafio de hielo y se extrajo con 1 volumen
equivalente de éter etilico, hasta juntar dos volumenes. El éter etilico con las
agliconas formadas, se lavd con agua destilada para remover el acido remanente y
se evapord. El residuo se llevé a un volumen adecuado con una mezcla 80:20 de
MeOH:H20 Yy filtrado a través de membrana de 0,45 um.

VALIDACION DE LA METODOLOGIA

La validacion se realizé siguiendo los lineamientos de la AOAC!3 (Validation of
Chemical Methods for Dietary Supplements and Botanicals) y la FDA!* (Guidelines
for the Validation of Chemical Methods for the FDA Foods Program); se evalluan los
siguientes parametros:

SELECTIVIDAD

La evaluacién de la selectividad se realizd,en primer lugar, frente a productos de
degradacion exclusivos de quercetina, por lo cual se partié de quercetina estandar
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de la cual se tomd un volumen para control y otro para la evaluacion de
degradacion frente a hidrdlisis acida (HCl 0,1N) y basica (NaOH 0,1N), oxidacién
(H202 3 %) y luz a 254 y 366 nm. De igual manera, se realizd la evaluacion de
selectividad frente a los productos de degradacion de los componentes del extracto
luego de su hidrdlisis para la formacién de las agliconas (quercetina, kaempferol e
isorhamnetina).

Para la evaluacidn de la selectividad frente a excipientes, se analizaron individual y
en mezcla a concentraciones usuales de trabajo en un extracto comercial como son
propilenglicol, acido ascorbico, benzoato de sodio, metilparabeno y propilprabeno,
los cuales fueron evaluados de manera directa y tras someterse al proceso de
hidrdlisis aplicado para la formacién de las agliconas.

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se analizdé el comportamiento de soluciones de quercetina estandar a cinco niveles
de concentracién y tres réplicas (1,0, 2,0, 3,0, 4,0 y 5,0 uyg/mL). Se realizé el
analisis estadistico para determinar la ecuacién de la recta, el coeficiente de
correlacién lineal (r),coeficiente de variacion de los factores de respuesta, la
significacion estadistica de la pendiente, el test de proporcionalidad (t student para
a=0,05y n-2= 13), la prueba F de Fisher y ANOVA para la linealidad del sistema.

Para la linealidad del método se prepararon soluciones de igual concentracion a las
utilizadas en la linealidad del método, a partir de los extractos glicélicos e
hidroalcohdlicos enriquecidos con quercetina. La extraccidn se obtuvo con éter
etilico tal como especifica el tratamiento de la muestra. Para la evaluacion del
blanco, se realizd la extraccidn de la misma cantidad de matriz, sin enriquecimiento
previo.

PRECISION

Para la repetibilidad del sistema se realizaron seis inyecciones consecutivas de
soluciones estandar correspondientes al punto central de la curva de calibracién y
se determina la desviacion estandar y el coeficiente de variacién para el area. La
precision intermedia se evalla por dos analistas en dos dias diferentes en el mismo
laboratorio y equipo con las condiciones de hidrodlisis éptimas para cada matriz
utilizada. Se evaluaron muestras por triplicado a un nivel de concentracion, se
determina el coeficiente de variacidon y el analisis de varianza para la precision
intermedia.

EXACTITUD

Se analizaron por triplicado soluciones preparadas a partir de los extractos glicélico
e hidroalcohdlico, enriquecidas con quercetina estandar. El porcentaje de
recuperacion se evalud a tres niveles de concentracién (1,0, 3,0 y 5,0 ug/mL). Los
valores obtenidos se compararon con los esperados por interpolacién en la grafica
de linealidad del sistema, obteniendo el valor de recuperacién medio, y se evallan
los resultados por medio del test de Cochran para confirmar la homogeneidad entre
las varianzas para los tres niveles de concentracién trabajados.

95
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2015;49(1):91-102

RESULTADOS
APTITUD DEL SISTEMA

La evaluacidn de la aptitud del sistema realizada sobre seis inyecciones de una
solucion estandar de quercetina de 3 pg/mL, permitié determinar que el factor de
capacidad (k") es 3,82, el nUmero de platos teoricos (N) es 22 284 y el factor de
asimetria (As) 1,22 con valores de coeficiente de variacion (% C.V.) menores al
2 %.

SELECTIVIDAD

Al realizar la degradacion de las soluciones estandar de quercetina se observéd
disminucién en el area de la quercetina con los tratamientos de luz a 254 nm;
hidrolisis acido-basica y oxidacidon. Al parecer el tratamiento con luz a 366 nm no
afecta la estabilidad de la quercetina. En la figura 1 se muestran los
cromatogramas correspondientes a los tratamientos de degradacién para el
extracto glicdlico de C. officinalis, donde se observa que no existen senales de
productos de degradacion que interfieran con la determinacién de la quercetina.
Esto se corrobora con los respectivos espectros UV para la sefial de quercetina, que
permiten establecer una pureza de pico del 99,9 % en todos los casos.

LINEALIDAD DEL SISTEMA Y DEL METODO

Los resultados para la linealidad del sistema y del método para los extractos, se
presentan en la tabla 2. De igual manera, los graficos correspondientes se pueden
observar en la figura 2.

PRECISION

Los valores de concentracion de quercetina presente en los diferentes extractos y
determinadas por dos analistas en dos dias diferentes y el resultados ANOVA para
la precision intermedia se muestran en la tabla 3.

EXACTITUD

Los porcentajes de recuperacion promedio de quercetina, obtenidos a partir de los
extractos evaluados y a tres niveles de concentracién, son de 102,15 para el
extracto glicélico y 101,32 para el hidroalcohdlico, con coficientes de variacion de
2,4y 0,4 % respectivamente. La varianza de cada grupo de datos se uso para
evaluar su variabilidad a travésdel test de Cochran, comparando el Geritico (k=3, n=3)
que fue 0,87, con el Gealculado, que fue de 0,53 y 0,37 para el extracto glicdlico e
hidroalcohdlico respectivamente.
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Tabla 2. Resumen estadistico para la linealidad del sistema y del método para los
extractos glicolico e hidroalcohdlico

Regresién (Y= a
+ bX)

Proporcionalidad
de factores de
respuesta

t-student para la
pendiente

t-student para el
intercepto
(Proporcionalida
d)

RZ
x/y prom
5f
% CVf

Conclusion

th
Eorit (0.05; 13)
Conclusion

ts
Eorit (0.05; 13)

Conclusion

LINEALIDAD DEL METODO

Linealidad Extracto Extracto
del glicélico hidroalcoholico
sistema
-22161.5 2558.3 -8294.0
290975.1 283858.5 286111.9
0.9981 0.9998 0.9984
281802.5 285203.9 282293.9
4472.95 1783.38 3427.71
1.59 0.63 1.21
Mo hay evidencia de falta de linealidad (%C.V. <
2%)
83.72 245.032 90.40
2.16 2.16 2.16
La pendiente es significativamente diferente de cero
(ty > tenit)
1.94 0.67 0.80
2.16 2.16 2.16

El intercepto no difiere significativamente de cero
(tz < terit)
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Fig. 1. Cromatogramas para la selectividad del extracto glicdlico de C. officinalis. (A)
Extracto control; {B) Hidrélisis acida (HCI 0.1N) (C) Hidrélisis basica (NaOH 0.1N). (D)
Oxidacién (Hz0z 3%).
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Fig. 2. Linealidad evaluada en el rango de 1.0 a 5.0 ppm para {A) Quercetina estandar
(B) Extracto glicélico (C) Extractos hidroalcoholico.
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Tabla 3. Resultados para |la precision intermedia evaluada en extracto glicélico e

hidroalcohdlico

Dia 1

Dia 2

TOTAL

F
CALCULADO

DISCUSION

Quercetina
(pg/mL)
Quercetina

(na/g
producto)

=
S CV

Quercetina
(pg/mL)
Quercetina

(na/g
producto)

S
S CV

Quercetina

(va/g
producto)

=
S CV
AMALISTA
DIA
F CRITICO

Extracto glicélico

Analista
A B
3,168 3,215
85,812 86,166
1,534 1,070
1,787 1,242
3,253 3,308
87,506 88,858
0,828 0,784
0,947 0,882
87,09
1,57
1,80
1.96x1075
1.30x10™
5.12

Extracto hidroalcohélico

Analista
A B
2,637 2,631
72,351 72,351
0,328 0,328
0,453 0,453
2,586 2,568
70,688 70,214
0,963 0,694
1,362 0,289
71,42
1,24
1,74
3.07x10%®
1.51x10%
87,09

Los resultados de los coeficientes de variacidn para el factor de capacidad, nimero
de platos tedricos y asimetria no superan el 2 %, lo cual demuestra que el sistema
cromatografico es idéneo para la validacidn. Las condiciones cromatograficas
empleadas en el método propuesto, permitieron detectar la quercetina a un tiempo
de retencién aproximado de 7,7 minutos y los compuestos kaempferol e
isorhamnetina a 10,0 y 11,0 minutos respectivamente. La elucion de distintos
componentes de ambos extractos a tiempos mayores a los de estos, hizo necesario
el aumento del gradiente hasta un 100 % de MeOH para garantizar la limpieza de la
columna y asi evitar sustancias interferentes.

Los ensayos de selectividad, muestran que la quercetina se degrada entre un 5y
un 27 %, en las condiciones descritas para la hidrdlisis acida-basica, oxidacion y
exposicion a la luz. Los resultados muestran que la exposicién a luz la 370 nm, no
genera degradacién de la quercetina. Es importante notar que la pureza de pico
para la sefal correspondiente a quercetina en todos los casos se mantuvo en un
99,9 %, lo cual indica que no hay productos de degradacién que puedan interferir
en el analisis. De igual manera los resultados de los ensayos de degradacién del
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activo que se realizd a los extractos previamente hidrolizados y a la matriz
compuesta de posibles interferentes en un extracto comercial, corroboran la
selectividad de la metodologia propuesta.

Tanto para la linealidad del sistema como la de los métodos se confirmé la
significancia estadistica de la pendiente y se demostré que no hay diferencia
significativa entre el intercepto de las linealidades trabajadas y el cero; por lo tanto
el método propuesto es lineal en el rango de concentracién de 1,0 a 5,0 ug/mL de
quercetina.

Los resultados correspondientes a la precision intermedia permiten establecer que
el coeficiente de variacion CV, para la determinacion de quercetina en extractos
glicélicos e hidroalcohdlicos es de 1,80 y 1,74 % respectivamente. De acuerdo a las
guias de la AOAC!3 y de la FDA! para validacion de métodos analiticos, el
coeficiente de variacién aceptable para concentraciones cercanas a 100 pug/mL, es
del 4 %, y para concentraciones cercanas a 10 ug/mL, hasta del 6 %. Por lo tanto,
los coeficientes de variacion hallados para la cuantificacion en ambos extractos se
encuentran dentro de los rangos permitidos para la precision intermedia. Por su
parte, el ANOVA de la precisién intermedia muestra que no hay diferencia
significativa entre realizar el analisis en dias diferentes y por analistas diferentes.

Los porcentajes de recuperacion para los extractos evaluados 102,15y 101,32 %,
para extractos glicélicos e hidroalcohdlicos respectivamente, se encuentran dentro
de los rangos establecidos por la AOAC y la FDA para muestras con concentraciones
entre 10 y 100 pug/mL, los cuales se establecen entre 85y 110 %. Ademas, de
acuerdo al test de Cochran, los valores de Gcalculados fueron menores al valor
critico, por lo cual no hay evidencia del efecto de la concentracion en la variabilidad
de los resultados.

De acuerdo con los resultados para los diferentes parametros de validacion
evaluados, el método desarrollado es selectivo, exacto y preciso para la
cuantificacion de quercetina total en extractos glicélicos e hidroalcohdlicos de
Caléndula officinalis. Este método, por lo tanto, es una herramienta util para el
control de calidad de los extractos que se utilizan como materia prima en la
fabricacién de productos fitoterapeuticos y cosméticos, ademas de servir en
estudios de estabilidad de los extractos, con la utilizacion de la quercetina como
marcador.
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