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RESUMEN

La validacién de un método es aquel proceso por el cual se establece mediante

estudios de Iaboratorio que su capacidad satisface |os requisitos para las

aplicaciones deseadas; esta capacidad se expresa en términos de linealidad,

precisién, exactitud, especi}401cidady sensibilidad. La presente investigacién es de »

tipo bésico descriptivo que tiene como objetivo validar el método analitico por

espectrofotometria UV para la cuanti}401caciénde }402avonoidestotales en las hojas

de Ca/ceolaria engleriana kraenzl �034wawillay�035,expresados como quercetina. Las

muestras fueron recolectadas de la comunidad de Huaraca, anexo de Vinchos,

provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho. Para validar Ia

metodologia se prepararon soluciones a diferentes concentraciones tanto de la

muestra como del esténdar para después evaluar |os para'metros de linealidad,

precisién, exactitud y sensibilidad. Se demostré Ia Iinealidad de| esténdar con la

ecuacién de la recta, con coe}401cientesde detenninacién y correlacién (r2 y r)

mayores de 0,995; precisién en condiciones de repetibilidad y precisién

intermedia con resultados de coe}401cientede variacién 0,260 % y 0,315 %

respectivamente; exactitud 99,802 % de recuperacién; limite de deteccién y

limite de cuanti}401caciénde 0,003 y 0,004 uglmL de quercetina respectivamente.

La aplicabilidad de| método validada se evalué en la droga vegetal �034wawi||ay",

obteniéndose una concentracién de 41,99:t0,15 % de quercetina. Se concluyé

' que el método es vélido.

Palabras claves: validacién, método analitico, quercetina, espectrofotometria.
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I. mTRoDuccIc'>N

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un recurso de

gran importancia, para cubrir Ias necesidades terapéuticas. Su uso como

agentes de la salud es ampliamente conocido en mtiltiples culturas del mundo y

ha sido transmitido a través de generaciones. Este saber tradicional se ha ido

perfeccionando a lo Iargo de| tiempo, por el rigor cienti}401code ensayos quimicos,

farmacologicos, toxicolégicos y clinicos; para explicar en forma racional el uso

- terapéutico de una planta y que permite ademés la vigencia de su empleo. Sin

embargo, a pesar de los avances, éste saber no ha perdido su importancia, por

el contrario, el desarrollo de los medicamentos modernos ha sido resultado de

formas cada vez més complejas de aprovecharlas y su produccién sigue

dependiendo en gran parte de su uso, como materia prima, la identificacién de|

valor curativo de las plantas ha provenido generalmente de la infonnacién

proporcionada por el uso de la medicina tradicional, que igualmente ha sido la

fuente para la investigacién }401toquimica.�030

El estudio }401toquimicode las plantas usadas en medicina popular es importante

ya que mediante él, es posible Ia identi}401cacionde los metabolitos responsables

de su accién terapéutica y con ella una base cienti}401capara su uso apropiado;

ademés estos trabajos de investigacién contribuyen a un mejor conocimiento de

las plantas medicinales, Ias cuales pueden ser extendidos a estudios

farmacolégicos, que justifiquen su accién bio|égica.2

Los }402avonoidesson compuestos fenélicos presentes ampliamente en la

naturaleza, son responsables del buen funcionamiento de las plantas y sus

bene}401ciospara la salud humana han sido bien reconocidos en varios estudios.

uno de estos es su conocida capacidad antioxidante, llegéndose a utilizar |os

}402avonoidespara tratar enfermedades relacionadas con procesos in}402amatoriosy

desordenes cardiovascuIares.°

1



La validacién es uno de los elementos bésicos en sistemas de calidad. El hecho

de validar trata de disminuir o controlar |os factores que llevan a la imprecisién o

inexactitud de un dato generado, a través de la realizacién de un trabajo analitico

dentro de unos parémetros de}401nidos.La validacién de un método analitico y

provoca una mayor }401abilidady aceptacién de los datos generados. Entre los

parémetros analiticos més utilizados se encuentran: exactitud, sesgo, precisién,

linealidad, repetibilidad, limite d_e deteccién y de cuanti}401cacién,sensibilidad,

entre otros.�030

La especie Calcecolaria engleriana Kraenzl, comfmmente conocida como

�034wawi||ay",es una planta que pertenece a la familia Scrophulariaceae. Se sabe

que la distribucién de Calceolaria va del sur de la Sierra Madre Occidental en

México, hasta los Andes del sur, la mayoria de las especies estén en alturas que

oscilan I05 2 ooo a 4 000 m.s.n.m.5

Teniendo en cuenta el amplio uso de| �034wawillay"para tratamientos, prevenciones

y curaciones de enfermedades y el factor de no disponer de un método de

referencia descrito en farmacopeas se hace necesario disponer de métodos

validados con}401ablesde cuanli}401caciénde la sustancia activa como es la

quercetina utilizando el espectrofotémetro UV-Vis. Los objetivos trazados en esta

investigacién fueron:

Objetivos generales

Validar el método analitico para la cuanti}401caciénde }402avonoidestotales en

Ca/ceolaria engleriana Kraenzl "wawillay" por espectrofotometria UV.

Objetivos especificos

- Identi}401carla presencia de flavonoides totales en la droga cruda de Calceolaria

engleriana Kraenzl �034wawillay�035.

o Determinar el factor de retencién del esténdar de quercetina y la muestra

mediante cromatografia en capa }401na.

- Determinar Ia linealidad, precisién, exactitud, especi}401cidad,limite de

deteccién, limite de cuantificacién de| método analitico por espectrofotometria

UV.

2



II. MARCO TE<')RIco

2.1. ANTECEDENTES

Hasta la actualidad ninguna obra oficial ni trabajos de investigacién han

desarrollado un método para la cuanti}401caciénde flavonoides totales en el

. extracto obtenido a partir de las hojas de la Calceolaria engleriana Kraenzl

�034wawi|lay"por el método espectrofotométrico UV. Sin embargo existen estudios

de validacién y cuanti}401caciénpor espectrofotometria UV desarrollada por otros

investigadores entre ellos determinan la presencia y cuantifican Ios }402avonoides

totales, fenoles en diferentes extractos vegetales utilizando diferentes

V metodologias para la obtencién de los extractos y asimismo sus resultados.

En la Universidad de la Habana se realizé el estudio de �034Validaciénde dos

métodos espectrofotométricos para la éuantificacién de taninos y

f|avonoides(quercetina)�030en Psidium Guajaba L.�035,el cual demostré que ambos

métodos espectrofotométricos cumplen con todos los requisites de validacién

propuestos por el control quimico de calidad de la especie (linealidad, precisién,

exactitud y especi}401cidad)asimismo se cuanti}401cé|os }402avonoidespor el método

especirofotométrico a una longitud de onda de 258 nm para flavonoides totales

expresados como quercetina, de Kostennikova Z. y modi}401cadopor Méndez G.5

En la Universidad Federal de Pernambuco de Brasil se realizé el estudio de

�034validaciénde procedimientos para la cuanti}401caciénespeclrofotométrica de

flavonoides totales en la hojas de Bauhinia forficata Link�035en el cual concluye que

los procedimientos para la determinacién espectrofotométrica de los flavonoides

totales validados en este trabajo presentan desempe}401odentro de las

especi}401cacionessanitarias preconizadas para el método bioanaliticos para los

parémetros de linealidad, especificidad, sensibilidad, exactitud.7

En Brasil se realizé el estudio de �034Desenvolvimientoy validacién de métodos

analiticos para cuanti}401caciénde }402avonoidestotales y canferitrina en hojas de

3



Bauhinia for}401cataLink (Fabaceae) " utilizando el método de hidrélisis écida para

cuanti}401car}402avonoidestotales expresados como quercetina por el método �030

espectrofotométrico en una Iongitud de onda de 408 nm, el cual demostré que el

método presenta adecuados parémetros de validacién como sensibiiidad,

precisién, exactitud y robustez, establecidas por las normas o}401cia|es.°

En el pais de Colombia se realizé la investigacién �034Cuanti}401caciénde }402avonoides

totales en el extracto metanélico de Glicyne max (soya) y su efecto Iarvicida

contra Aedes aegypti�035|os resultados mostraron Ia obtencién de un 16,53 % de

flavonoides totales expresados como quercetina utilizando el método

espectrofotométrico a la Iongitud de onda de 258 nm.°

En la Universidad Nacional de Trujillo se realizé el estudio de �034Cuanti}401caciénde

}402avonoidestotales y taninos presentes en el extracto acuoso de hojas de Thea

sinensis L. y su capacidad antioxidante" el cual obtuvo resultados de 1,6 % en té

verde y 1,12 % en té negro de }402avonoidestotales expresados como quercetina

por el método espectrofotométrico utilizando una Iongitud de onda de 258 nm.�035

En la Universidad Nacional de Trujillo se realizé el estudio tituiado �034Estudio

}401toquimicoy cuanti}401caciénde flavonoides totales de las hojas de Piper peltatum

L. y Piper aduncum L. procedentes de la regién de amazonas", |os }402avonoides

totales se cuanti}401caronpor el método espectrofotométrico UV a una Iongitud de

onda de 258 nm. Donde se obtuvieron valores de 1,8 y 2,5 gramos equivalentes

a quercetina por cada 100 gramos de hoja seca respectivamente.�034

2.2. VALIDACION DE METODOS ANALiT|COS

La validacién es el establecimiento de la evidencia documental de que un V

procedimiento analitico conduciré, con un alto grado de seguridad, a la obtencién

de resultados precisos y exactos, dentro de las especi}401cacionesy los atributos

de calidad previamente estab|ecidos.�0302

La validacién de un procedimiento analitico es el proceso que estabiece,

mediante estudios en Iaboratorio, que las caracteristicas de desempe}401ode|

procedimiento cumplan los reciuisitos para las aplicaciones analiticas previstas,

las caracteristicas de desempe}401oanalitico habituales que deben considerarse

en la validacién son: exactitud, precisién, especi}401cidad,limite de deteccién, limite

de cuanti}401cacién,linealidad, intervalo. robustez.�035

2.2.1. Justi}401caciénde la validacién

- Demostrar que los métodos son adecuados a los anélisis propuestos en las

condiciones descritas. La validacién es la herramienta que permite obtener Ias

�030 4



' pruebas documentales al respecto.�035

- Trabajar con métodos que ofrezcan con}401anzay seguridad en los resultados lo

cual a su vez minimizaré el n}402merode fallos y repeticiones permitiendo un

importante ahorro de costes.�035

o Trabajar con métodos validados permite nos solo el conocimiento de| método

analitico, sino también cumplir con la exigencia legal tanto de| registro de

especialidades farmacéuticas como de la Buenas Practicas de Laboratorio,

con el fin de asegurar la calidad y e}401caciade| producto."

0 La validacién es también" un paso o requisito previo de los procesos de

transferencia de método analitico."

2.2.2. Métodos susceptibles de ser validados

Son validados |os métodos analiticos clasi}401cadosen la siguiente forma:

o Ensayos de identi}401cacién.�035

- Ensayos para la determinacién de analito de interés de una materia prima 0

de una especialidad farmacéutica.�035

o Ensayos para la deterrninacién de caracteristicas inherentes (ejemplo: test de

diso|ucién).�0302 V

o Ensayos de iimite de impurezas y de cuantificacién de impurezas.�035

- Ensayos para la determinacién de analito en }402uidosbiolégicos y e productos

naturales.�035

- Ensayos microbiolc�031>gicos.�0302

2.2.3. Entorno legal V

2.2.3.1. Norma de correcta fabricacién de medicamentos

Las normas de correcta fabricacién de medicamentos en el capitulo de control de

calidad indican que los métodos de anélisis deben estar validados. De igual

forma las Buenas Précticas de Manufactura de los E.E.U.U. indican que deben

establecerse y documentarse Ia exactitud, sensibilidad, especi}401cidady

reproducibilidad de los métodos analiticos utilizados.�035

2.2.3.2. Fannacopeas

Validacién frente a los métodos o}401cialesy/o de farmacopeas:

Se puede diferenciar entre validacién de métodos de anélisis de principios activo

y especialidades farmacéuticas.�035

_ Principios activos de sintesis: los métodos o}401cialeso Farrnacopeas se

consideran validados siempre y cuando se apliquen a principios activos con la

misma ruta de sintesis y por lo tanto el mismo per}401lde impureza que aquellos

. 5 �030



para los que fuera redacta la monografia.�035 �030

Especialidadesz no es recomendable considerar ning}402nmétodo o}401cial0 de

fannacopea totalmente validado para una especi}401cacién,puesto que dificilmente

tendré |os mismos componentes ni la misma proporcién de estos.

No obstante pueden emplearse como punto de partida métodos desarrollados

para especialidades tipo, como pueden ser los de Fannacopea Europa (EP).

Farmacopea Americana (USP) 0 Farmacopea Briténica (BP), que permitan

obviar una gran parte del desarrollo analitico."

2.2.4. Criterios de evaluacién en funcién del tipo de método analitico

Los requisitos de las pruebas farmacopéicas varian desde detenninaciones

analiticas muy rigurosas hasta evaluaciones subjetivas de atributos.

Considerando esta amplia variedad, es Iégico que diferentes procedimientos de

prueba requieran diferentes esquemas de validacién. Estas categorias se

indican a continuaciénz�035

a) Categoria I. Procedimientos analiticos para la cuanti}401caciénde los

componentes principales de fénnacos a granel o ingredientes activos (incluyendo

conservantes) en productos farmacéuticos terminados.�035

�030 b) Categoria ll. Procedimientos analiticos para la detenninacién de impurezas

en férmacos a granel o productos de degradacién en productos fannacéuticos

terminados. Estos procedimientos incluyen anélisis cuantitativos y pruebas de

limite.�035

c) Categoria Ill. Procedimientos analiticos para la detenninacién de las

caracteristicas de desempe}401o(p.ej. disolucién, Iiberacién de férmacos, etc.). '3

d) Categoria IV. Pruebas de identi}401cacién.�035

AI validar métodos de propiedades fisicas, se deben considerar Ias mismas

caracteristicas de desempe}401orequeridas para cualquier procedimiento analitico.

Asimismo, se debe evaluar el uso de las caracteristicas de desempe}401opara

cada caso en particular, a }401nde detenninar que el procedimiento es adecuado

para el uso previsto. Los criterios de aceptacién especi}401cospara cada parémetro

de validacién deben ser congruentes con el uso previsto para el método.

Los métodos fisicos también se pueden clasi}401caren las cuatro categorias de

validacién. Por ejemplo. Ia validacién de un método espectroscépico cuantitativo

puede implicar la evaluacién de caracteristicas de desempe}401oanalitico de

categoria I o categoria II dependiendo de los requisitos de| método.�035

6



Tabla 1. Datos regueridos gara la validacién de métodos ana|iticos.�0303

Parémetros Categoria

de _ categoria ll Categoria Categoria

g}401i}401glcgeno I Cuantificacién El?:|?é° I" W

Exactitud Si SI " " No

Precision Si Sl No Sl No

Esgeci}401cidad Si Si Si ' Si

'|3:'t�030(:c�030i�031:nNo No Si ' No

Linealidad Si Si No �031 No

Rango Si Si " No

�030Puedenrequerirse, seg}402nIa naturaleza de la prueba

2.2.5. Parémetros de validacién de métodos analiticos

Las caracteristicas de desempe}401oanalitico habituales que deben considerarse

en la validacién son los siguientes:

2.2.5.1. Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor

que es aceptado convencionalmente como el valor verdadero 0 un valor

V referencia y el valor experimental encontrado. No debe confundirse la exactitud y

precision, la precision esté relacionada con la dispersion de una serie de

mediciones, pero no da ninguna indicacién de lo cerca que esta de| valor

verdadero. Se puede tener mediciones muy precisas pero poco exactas; sin

embargo, para que un método sea exacto se requiere un cierto grado de

precision.�035

De la de}401niciénde exactitud surge el principal problema: 4;Cué| es el valor

verdadero de| analito en la muestra?, el valor verdadero en muchos casos se

desconoce. No obstante, cuando se dispone de patrones de referencia

certi}401cados,el valor de dicho patron es el que se acepta como valor verdadero y

la exactitud puede evaluarse aplicando el método sobre dicho patron, o bien

analizando muestras de placebo 0 de problema a las que se ha a}401adidouna

cantidad conocida de dicho patron. También se acepta la comparacién de

resultados con un método de referencia validado de| que ya se ha demostrado

su exactitud; entonces el valor verdadero es el que se obtiene con dicho método

de referencia y se compara con el valor hallado con el método nuevo que se

quiere validar.�035

La exactitud de un método, también conocida como error sistemético o

tendencia, corresponde a la diferencia entre el valor obtenido (media) y el valor

verdadero.�034
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2.2.5.2. Precisién

' La precisién expresa el grado de concordancia (grado de dispersién) entre una

serie de medidas de tomas m}402ltiplesa partir de una misma muestra homogénea

en las condiciones prescritas. La procedencia de las muestras destinadas al

estudio de precisién puede ser de muestras reales o preparadas en el

Iaboratorio. El objeto del estudio de la precisién es conocer la variabilidad

método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios inherentes a

todo método de ensayo. Como consecuencia de la existencia de estos errores,

los anélisis efectuadas sobre muestras idénticas, en las mismas circunstancias,

no conducen generalmente a resultados idénticos. Los factores susceptibles a

influir sobre los resultados de un ensayo no pueden ser siempre controlados

(analista, equipo instrumental, reactivos, tiempo, entre otros.) de aqui la

importancia de| estudio de la precisién.�035

La precisién se expresa mateméticamente como la desviacién esténdar (6),

estimada analiticamente por la varianza (s) o més com}402nmentecomo la

desviacién esténdar relativa (RSD) 0 coe}401cientede variacién (CV). Ambos

estimadores, desviacién esténdar y desviacién esténdar relativa permiten evaluar

Ia incertidumbre en la estimacién de la medida (error aleatorio, correspondiente a

la dispersién de datos alrededor de la media).�034

La precisién de un método analitico deberé estudiarse sobre:

- El sistema: Evaluando Ia dispersién de al menos seis lecturas del esténdar.

- El método: Evaluando Ia dispersién de varias preparaciones de la muestra

}401nalhomogénea. La evaluacién corresponde a todo el procedimiento, desde

Ia preparacién de la muestra hasta Ia medicién del analito por parte del

instrumento.�034

Tabla 2. Variacién de factores en el estudio de la precisién.�035

Repetibilidad Precision Reproducibilidad �030

inmediata

 

Dia de anélisis lgual Diferente Diferente

Analista lgual Diferente Diferente

Otros factores lgual Diferente Diferente

Laboratorio lgual lgual Diferente

- T

Estudia la variabilidad de| método efectuando una serie de anélisis sobre la

misma muestra en las mismas condiciones operativas (por un mismo analista,
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con los mismos aparatos y reactivos, entre otros), en un mismo Iaboratorio y en

un periodo de tiempo corto.�035

La repetibilidad se expresa mateméticamente por el coe}401cientede variacién

(desviacién esténdar relativa) de una serie de medidas. Uno de los factores que

pueden in}402uiren la repetibilidad del método de anélisis es la concentracién del

analito, ya que la desviacién esténdar de las respuestas obtenidas aumenta al

disminuir Ia concentracién de| analito. Por otro lado el valor aceptado de|

coe}401cientede variacién depende de| intervalo de aceptacién especificado en el

método de anélisis. El n}402merode réplicas se deduce a partir de| coe}401cientede

variacién de repetibilidad de| método.�035

b) Repetibilidad del sistema instrumental �031 .

Este parémetro estudia Ia variabilidad debida Linicamente al instrumento y se

determina analizando repetidamente una misma muestra de forma consecutiva

de seis a diez veces. En el caso que se analice el principio activo de una materia

prima 0 de una especi}401caciénfarmacéutica se prepara la muestra a la

concentracién nominal.�035

c) Repetibilidad de| método .

El ensayo de repetibilidad de| método se efect}402asobre una serie de alicuotas de

una muestra homogénea que se analiza independientemente desde el principio�030

(preparacién de la muestra) hasta el final (Iectura de resultados) por el mismo

instrumento y mismo analista. Se proponen dos altemativas para realizar este

estudio: un minimo de seis muestras a la concentracién nominal.�035

d) Precisién inmediata

Estudia Ia variabilidad del método efectuado una serie de ana'|isis sobre la misma

muestra pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas,

aparatos, dias, entre otros) y en un mismo Iaboratorio. El objeto del estudio de

precisién inmediata es determinar Ia variabilidad de| método efectuando una

serie dé anélisis sobre la misma muestra, en un mismo Iaboratorio pero en

condiciones operativas diferentes.�035

e) Reproducibilidad

Estudia la variabilidad de| método bajo condiciones operativas diferentes y en

distintos laboratories. La reproducibilidad de dicho método de anélisis se

determina analizando una serie de alicuotas procedentes de Iotes homogéneos

en diferentes laboratories, diferentes analistas y utilizando condiciones

operativas y ambientales distintas pero siguiendo el procedimiento descrito en el
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método."

2.2.5.3. Selectividad o especi}401cidad

Es la capacidad de un método para determinar el analito sin interferencias de ~

impurezas, productos de degradacién, excipientes _u otras sustancias presentes

en la muestra, se relaciona con el término de selectividad. La selectividad es la

capacidad de un método analitico para medir ylo identi}401carsimulténea o

separadamente Ios analito de interés de forma inequivoca, en presencia de otras

sustancias quimicas que pueden estar presentes en la muestra,�035

Frecuentemente el termino especi}401cidadse utiliza como sinonimo del anterior,

aunque deberia reservarse para aquellas situacién donde Ia respuesta obtenida

solo se puede producir con una }402nicaentidad quimica, algo que no es posible

cuando se re}401ereprocedimientos analiticos que emplea instrumentacién no

especifica. Como hay pocos métodos que den respuesta solo a un }402nicoanalito,

el termino selectividad es normalmente més apropiado.�035

La presencia de interferencias puede tener distintos efectos en la determinacién

de| analito como:

- Imposibilitar su inequivoca identi}401cacién(aparicién de falsos positivos).

- Distorsionar Ia respuesta de| analito (afecta normalmente a la pendiente y

ordenada en el origen de la recta de calibrado). Este efecto puede delatar la

presencia de interferencias desconocidas, aunque también puede ser

consecuencia de recuperaciones no Iineales.

La selectividad de un método analitico se deberia determinar antes de iniciar el

estudio de cualquier otro parémetro de validacién, dado que debe conocerse en

qué grado Ia respuesta de| método es }401nicamenteproporcionada por el analito,

sin interferencia de otras sustancias relacionadas con él de una u otra forma.�035

2.2.5.4. Limite de deteccién y limite de cuanti}401cacién

Dado un método analitico determinado, se entiende por limite de cuanti}401cacion

(LQ) de dicho método, Ia minima cantidad de analito presente en la muestra que

se puede cuanti}401car,bajo las condiciones experimentales descritas, con una

adecuada precision y exactitud. El limite de cuanti}401caciénes una caracteristica

de las valoraciones cuantitativas de compuestos que se encuentran en baja

concentracion en la matriz de una muestra,�035

El limite de cuanti}401caciénse expresa habitualmente como concentracién de

analito (por ejemplo: porcentaje, panes por billén) en la muestra. Para

procedimientos no instrumentales el limite de cuanti}401caciénse determina
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habitualmente mediante el anélisis de muestras con concentraciones conocidas

de analito, estableciendo el nivel minimo, de| analito que se puede determinar

con exactitud y precisién aceptables. En el caso de procedimientos analiticos

instrumentales que presentan ruido de fondo, los documentos de ICH

(conferencia Internacional sobre Annonizacién) describen un enfoque com}402n,

que consiste en comparar las se}401alesmedidas a partir de muestras con bajas

concentraciones conocidas de analito con las de muestras blanco. Se establece

la concentracién minima a la que puede cuanti}401carsecon}401ablementeun analito.

Una relacién se}401al-ruidohabitualmente aceptable es de 10:1. Otros enfoques

dependen de la determinacién de la pendiente de la curva de calibracién y la

desviacién esta'ndar de las respuestas. lndependientemente del enfoque

utilizado, el limite de cuanti}401caciéndeberé validarse posteriormente mediante el

anélisis de un n}401meroadecuado de muestras que se sepa que estén cerca del

limite de cuanti}401caciéno fueron preparadas al limite de cuanti}402cacién.�035

El limite de deteccién (LD) se de}401necomo la minima cantidad de analito en la

muestra que se puede detectar aunque no necesariamente cuantificar bajo

dichas condiciones experimentales. El limite de deteccién es una caracteristica

de »las pruebas de limite. La cantidad minima de la muestra que puede

detectarse, aunque no necesariamente cuanti}401carse,en las condiciones

experimentales indicadas. Las pruebas de limite simplemente comprueban que

la cantidad de| analito se encuentra por encima o por debajo de un nivel

determinado. El limite de deteccién se expresa habitualmente en forma de

concentracién de analito (por ejemplo: porcentaje, pértes por millén, entre

otras).�0302

Para procedimientos no instrumentales, el limite de deteccién se detennina

generalmente mediante el ana'lisis de muestras con concentraciones conocidas

de analito, estableciendo el nivel minimo de| analito que puede detectarse

con}401ablemente.En el caso de procedimientos analiticos instrumentales que

presentan ruido de fondo, |os documentos de ICH (conferencia Intemacional

sobre Armonizacién) describen un enfoque usual, que consiste en comparar las

se}401alesmedidas a partir de muestras con bajas concentraciones conocidas de

analito con las de muestras blanco. Se establece Ia concentracién minima a la

que puede detectarse con}401ablementeun analito. Las relaciones se}401al-ruido

habitualmente aceptables son de 2:1 0 3:1. Otros enfoques dependen de la

determinacién de la pendiente de la curva de calibracién y la desviacién esta'ndar
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de las respuestas. lndependientemente de| método utilizado. el limite de

deteccién deberia validarse posteriormente mediante el anélisis de 'un numero

adecuado de muestras preparadas al limite de deteccién o que se sabe que

estén cerca de dicho limite.�035

2.2.5.5. Linealidad

La Iinealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que son

directamente (o promedio de transfomnaciones mateméticas) proporcionales a la

concentracién del analito en la muestra dentro de un rango establecido. Siempre

que sea posible se busca una respuesta de tipo lineal que facilitara su trazado,

interpolacién e interpretaci6n.�035 -

La Iinealidad en un procedimiento analitico es su capacidad para obtener

resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio

de una transformacién matemética bien de}401nida,a la concentracién de| analito

en muestras en un intervalo dado. La Iinealidad se re}401erea la relacién entre la

concentracién y la medida de valoracién. El objetivo es obtener un modelo que

describa con precisién Ia relacién de la concentracién versus respuesta, ya sea

lineal o no.�035

La Iinealidad de un método analitico se re}401erea la proporcionalidad entre la

concentracién de analito y su respuesta. Para su determinacién se prepara una

serie de al menos cinco diluciones de un esténdar, comprendiendo |os émbitos

estimados de trabajo con un exceso de al menos 50% sobre el limite superior y

un defecto de 50 % debajo del limite inferior. Estas soluciones se Ieeran al

menos por duplicado y se determina la curva de regresién: y = bx+a, donde: a

corresponde al estimador de la ordenada y b, la pendiente. lndependientemente

de la apariencia de la recta, resulta conveniente evaluar los estimadores de

regresién en un intervalo de con}401anzadado (por ejemplo, p=0,05)."�031

2.3. CROMATOGRAFiA

Las técnicas de separacién cromatogra}401cason métodos de separacién de

multiples etapas en los que los componentes de una muestra se distribuyen

entre dos fases, una de las cuales es estacionaria y la otra mévil. La fase

estacionaria puede ser un sélido, un liquido absorbido sobre un sélido 0 un gel.

La fase estacionaria puede estar empacada en una columna, extendida como

una capa, distribuida como pelicula 0 aplicada mediante otras técnicas. La fase

mévil puede ser gaseosa o Iiquida 0 un }402uidosupercritico. La separaucién puede

basarse en adsorcién, distribucién de masa (particién) o intercambio iénico; o
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puede basarse en diferencias entre las propiedades }401sicoquimicasde las

moléculas, tales como tama}401o,masa o volumen.�035

Los tipos de cromatografia Litiles en el anélisis cualitativo y cuantitativo que se

emplean en los procedimientos cromatogré}401cosde la USP (Pharmacopea de los

Estados Unidos) son: cromatografia en columna, de gases, en papel, en capa

delgada (incluyendo Ia cromatografia en capa delgada de alta resolucién) y de

liquidos presurizados (comlitnmente Ilamada cromatografia Iiquida de alta

presién o alta resolucién).�035

2.3.1. Cromatografia en capa delgada

La fase estacionaria es una capa relativamente delgada y uniforme de material

seco y reducido a polvo }401noque se aplica sobre una lamina o placa de vidrio,

plastico 0 metal (generalmente conocida como la placa). La fase estacionaria

para la cromatografia en capa }401natiene un tama}401ode particula promedio de 10-

5 �034m_13

La muestra aplicada a la regién pre adsorbente se desarrolla en forma de

bandas estrechas y definidas en la interface entre el pre adsorbente y el

sorbente. Las separaciones logradas pueden basarse en la adsorcién, la

parlicién o una combinacién de ambos efectos, segan ei tipo especifico de fase

estacionaria. A menudo se usa una fuente de luz ultravioleta (UV) adecuada

para observaciones bajo |uz UV de Iongitud de onda corta (254 nm) y Iarga (365

nm), asi como una variedad de soluciones reveladoras para visualizar Ias

manchas.�035

2.4. ESPECTROFOTOMETRM �030

La espectrofotometria de absorcién es la medicién de una interaccién entre una

radiacién electromagnética y las moléculas o étomos de una sustancia quimica.

Las técnicas que se emplean frecuentemente en el anélisis farmacéutico

incluyen Ia espectroscopia de absorcién atémica, en el espectro UV, en el visible

y en el IR. La medicién espectrofotoméirica en la regién visible anterionnente se

denominaba colorimetria; sin embargo, es mas preciso emplear el término

"colorimetria" sélo en aquellos casos en que se considera Ia percepcién humana

del color. El intervalo de Iongitud de onda disponible para estas mediciones se

extiende desde las longitudes de onda cona de| UV hasta el IR. Por

conveniencia, este intervalo espectral esté aproximadamente dividido en el UV

(190 a 380 nm), el visible (380 a 780 nm), el IR cercano (780 a 3 000 nm) y el IR

(2,5 a 40 pm 0 250 a 4 ooo cm")_�035
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En el caso de muchas sustancias farmacéuticas, las mediciones pueden hacerse

con mayor exactitud y sensibilidad en las regiones del UV y visible de| espectro

que en las de| IR cercano e IR. Cuando se observan soluciones en celdas

de

1 cm, las concentraciones de aproximadamente 10 pg de muestra por mL, a

menudo producen absorbancias entre 0.2 y 0,8 en el UV 0 la regién de luz

visible. En el IR e IR cercano, pueden ser necesarias concentraciones de 1 a 10

mg por mL y de hasta 100 mg por mL, respectivamente, para que se produzca

una absorcién su}401ciente;para estos intervalos espectrales, se utilizan celdas con

Iongitudes de 0,01 mm a més de 3 mm.�035

Por Io general, |os espectros UV y visible de las sustancias no tienen un alto

1 grado de especificidad. Sin embargo, son muy apropiados para realizar

valoraciones cuantitativas y, en el caso de muchas sustancias, son Litiles como

medios adicionales de identi}401cacién.�035

2.4.1. Ley de Beer

La potencia de un haz de luz radiante disminuye en relacién con la distancia que

recorre en un medio de absorcién. También disminuye en relacién a la

concentracién de moléculas o iones absorbentes con los que se encuentra en

ese medio. Estos dos factores determinan Ia proporcién de la energia incidente

total que emerge. La disminucién de la potencia de una radiacién monocromética

que atraviesa un medio de absorcién homogéneo se determina

cuantitativamente mediante la ley de Beer. '3

Logm = %=A= a.b.c

En donde los términos son los de}401nidosa continuacién:

2.4.1.1. Absorbancia (A). Es el logaritmo, en base 10, del reciproco de la

transmitancia (T).�035 _

A = �024Log1oT

2.4.1.2. Absortividad (a). Es el cociente de la absorbancia (A) divididobpor el

producto de la concentracién de la sustancia (c), expresada en g por L, y la

Iongitud de paso de absorcién (b) en cm, tiene unidades de Lg�034-cm �034.�0303

2.4.1.3. Absortividad Molar (5). Es el cociente de la absorbancia (A) dividido por

el producto de la concentracién de la sustancia, expresado en moles por L y la

Iongitud de paso de absorcién en cm. También es el producto entre la

abso}402ividad(a) y el peso molecular de la sustancia, tiene unidades de L.mo|�034

-cm �034,entonces la absorbancia esz�035
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A = 5. b. c

2.4.1.4. Espectro de Absorcién. Es una representacién gré}401cade la

absorbancia, o cuaiquier funcién de absorbancia, en funcién de�030la Iongitud.�035_

2.4.1.5. Transmitancia (T). Es el cociente entre la potencia radiante transmitida

por una muestra y la potencia radiante incidente sobre la muestra.�035

T = 1
1o

2.5. ASPECTOS BOTANICOS DE Calceolaria engleriana kraenzl

2.5.1. Clasificacién taxonémica de Calceolaria engleriana "wawiIlay�035.

. Divisién : MAGNOLIOPHYTA �030

o Clase : MAGNOLIOPSIDA

o Subclase 2 ASTERIDAE

. Orden : SCROPHULARIALES

- Familia : SCROPHULARIACEAE

- Género : Calceolaria

o Especie : Ca/ceolaria engleriana. Kraenzl.

- Nombre comlim : �034wawi|lay�035

. Fuente: Constancia emitida por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias

Biolégicas de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga. (Anexo 1).

�030 2.5.2. Descripcién boténica de| género Calceolaria

�030 Tradicionalmente considerada como parte de la familia Scrophulariaceae, el

género Ca/ceolaria fue elevado al rango de familia cuando Ias Scrophulariaceae

fueron encontradas poli}401léticas.Desde entonces, forma la familia

Ca|ceo|ariaceae.'5

El género calceolaria se caracteriza por que son plantas herbéceas anuales o

perennes, algunas veces arbustos 0 sub arbustos peque}401os,hojas alternas,

opuestas y verticiladas sin estipula, }402oresamarillas solitarias o dispuestas en

in}402orescenciasracimosas o cimosas, son hermafroditas, zigomorfas en mayor o

menor grado, pentémeras. Céliz con cinco sépalos iguales, Iobados 0 con el

posterior més o menos reducido; corola bilabiada, usualmente amarilla, también

tubular o embudada, labio superior formado por las dos piezas coralinas

adaxiales; labio inferior formado por las 3 piezas coralinas adaxiales, sacciforme

y de mayor tama}401oque el labio superior, normalmente con una zona de tricomas

glandulares secretoras de aceites Ilamado elaioforo. Estambres con dos o cuatro

(dinamos), raras veces cinco, insertos'en el tubo corolino. Ovario bilocular,
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bicarpelar, supero o semiinfero, estilo entero bifido. Fruto cépsula o baya

pluriseminada, dehiscente distalmente en 4 valvas. Semillas peque}401as,casi

Iineares, elipsoides y algo recuwadas, con tejido nutricio.�035

Su clasi}401caciénabarca unas 3000 especies que habitan sobre todo en regiones

de clirna templado en zonas monta}401osasalgunas tienen importancia medicinal y

otras son muy apreciadas como plantas ornamenta|es.�034�031

2.5.3. Descripcién boténica de la especie Calceolaria engleriana Kraenzl

Sub arbusto erecto que alcanza de 0,2 a 1,2 metros de altura, ramas rojizo

marrones poco rami}401cado,con inflorescencia en cimas terrninales multi}402oralesy

parte distales de las ramas finamente tomentosa, pelos ascendentes, hojas

herbéceas o subcoriaceas, lanceoladas (raramente ovado estrechamente

eliptica), aguda cuneada o redondeada en la base, mérgenes enteros deflexos

de 2,8 - 8,2 por 0,9 - 2,6 om, de color verde olivo en ambos lados, haz

tomentoso algo deslucido, envés pinnado venoso, las venas tomentosas,

interespacios glabros, gléndulas sésiles inflorescencia compuesta de 1 - 2 pares

de cimas de 8 }402ores,pedunculos primarios de 2,3 �02410 cm, pedicelos 1 �0244 cm,

Ia cima presenta brécteas. Sépalo eliptico u ovado, de color amarillo limén, con

�030 pocos pelos glandulares en la cara externa, internamente con pelos cortos,

corola profundamente amarilla con puntos amarillos en el interior de la garganta,

labio superior 3 �0245 x 5 �0247 mm labio inferior porcién incurvada 17 - 25 x 12 �02420

mm, estambres con anteras de color amarillo con tecas opuestas, con filamento

estaminal corto, fruto ca'psu|a ovoide acuminada y glandular.�035

2.5.4. Distribucién geogré}401cadel genero Calceolaria

El género Calceolaria engleriana, conocida en Peru de los departamentos de

Apurimac, Arequipa, Ayacucho, Cusco, Huancavelica y Puno entre los 2 000 �024

4 500 m.s.n.m.�035

En el Neotrépico, Calceolaria cuenta con 181 especies, siendo més abundante

en la region central andina desde el none de| Peru hasta el centre de Bolivia. En

esta region, el género es principalmente altoandino ocurriendo mayormente entre

los 2 000-4 000 m.s.n.m. aunque algunas especies herbéceas habitan al nivel

del mar en las formaciones de lomas; también se se}401aléel norte del Peru como

el centre de diversidad de este género, concretamente |os departamentos de

Amazonas y Cajamarca. Otros lugares de elevada diversidad del género

reportados por este mismo autor para nuestro pais apuntan a las Iaderas
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orientales de los Andes, concretamente en .los departamentos de Hua'nuco,

Junin, Pasco, y Cusco.�035

2.5.3. Composicién quimica de| genero Calceolaria. '

Se han realizado diversos estudios sobre la composicién quimica del género

Calceoiaria, identi}401candoalgunos compuestos quimicos, como resultado de

estudios }401toquimicos,donde se reportan la presencia de taninos, }402avonoides,

esteroles, quinolonas, cardenélidos, esteroides, anillos Iactona, triterpenos y en

los }402ltimosa}401oshan sido reportados muchos nuevos diterpenos."

Se realizaron el tamizaje }401toquimicode la especie Calceolaria engleriana donde

se demostré la presencia de compuestos fenélicos como: taninos, }402avonoidesy

catequinas; los terpenoides como monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos,

triterpenos y/o esteroides y las quinonas.�035

2.6. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenélicos se re}401erena un grupo de substancias que poseen en

com}402nun anillo aromético con uno o més substituyentes hidroxilos, y que

. ocurren frecuentemente como glicésidos, combinados con unidades de azticar.

Son relativamente polares y tienden a ser solubles en agua; pueden ser

detectados por el intenso color verde, p}402rpura,azul o negro, que producen

�031 cuando se Ies agrega una solucién acuosa o alcohélica al 1 % de cioruro férrico.

Dado la naturaleza aromética de estos compuestos fenélicos, ellos muestran

intensa absorcién en la regién UV de espectro, siendo este método espectral

especialmente importante para su identi}401caciény anélisis cuantitativa.�035

2.6.1. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fenélicos, que se encuentran como pigmentos

naturales presentes en los vegetales, semillas, frutas; son un grupo de moléculas

generadas por el metabolismo secundario de los vegetales."

Se conocen como diez clases de }402avonoides,todos contienen quince étomos de

carbono en su n}401cleoba'sico y estén arreglados bajo un sistema Cs-C3-Cs, en el

cual dos anillos arométicos llamados A y B estén unidos por una unidad de tres

carbonos que pueden o no formar un tercer anillo, que en caso de existir es

Ilamado anillo C cada una de las clases de }402avonoides,suele encontrase bajo la

forma de glicésidos con una o tres unidades de azucar, generalmente en los

carbonos 3 y/o 7, siendo |os az}402caresmés comunes Ia glucosa, galactosa,

ramnosa, xilosa y arabinosa." �030I

Los }402avonoidesen forma glicésilada se hallan presentes en su mayoria en las
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plantas, algunas clases se encuentran més ampliamente distribuidas que otras.

siendo més comunes las }402avonasy }402avanoles,y més restringidas Ias

isoflavonas, chalconas y auronas."

Los }402avonoidesse forman biogenéticamente a través de la ruta de| shikimato y

de| acetate malonato, siendo Ia chalcona el flavonoide inicialmente formado, y a

panir de la cual se derivan Ias otras clases por posteriores modi}401cacionesque

ocurran en varias etapas."

Las técnicas cromatografias usadas para la separacién de flavonoides o su

deteccién en un extracto de planta son también muy variadas, Ia cromatografias

en papel y placa son los més utilizados, en el cual se utilizan diferentes sistemas

de solventes; la deteccién de los }402avonoidesen la cromatografia, puede hacerse

por el color que desarrolla en el Vis 0 en el UV, apareciendo como manchas

fluorescentes azules, rosadas, naranjas, purpuras y otras, las cuales se

intensi}401cano cambian de color Iuego de su exposicién a vapores de amoniaco."

Las técnicas espectrofotométricas més utilizadas o usuales para el anélisis

preliminar de la estructura de un flavonoide es quizé la absorcién UV-Vis, esta

técnica es usada tanto para identi}401carel tipo de }402avonoide,los espectros de las

flavonas y flavonoles muestran dos banda de}401nidas:La banda I, de mayor

Iongitud de onda en el rango 300-390 nm asociada con la funcionalidad

cinamoilo, y la banda II, entre 250-280 nm debida al anillo aromético

(funcionalidad benzoilo), aunque a veces se observa otras bandas de absorcién.

La posicién de la banda I depende de| tipo de }402avonoides:Ias }402avonasIa

muestran 310-350 nm, |os }402avonoles3-O-sustituidos en 330-360 nm, y los

}402avonolesen 350-385 nm.�035

Los flavonoides se clasifican a partir de sus variaciones estructurales. Dentro del

grupo de los }402avonoidespropiamente dicho, |os més destacables por su interés

farmacolégico son las }402avonas,}402avonoles,}402avanonasy sus correspondientes

heterésidos. Ademés, algunos iso}402avonoidesson importantes por su efecto

estrogénico y el de los compuestos directamente relacionados con los

}402avonoides(compuestos que conservan el sistema Ce-C3-C6 pero carecen del

carbonilo en la posicién 4) come son las antocianidinas, Ias catequinas y las

Ieucoantocianidinas, destacan |os antocianésidos. 17

a) Flavonas. Como Ia diosmetina, que poseen un grupo carbonilo eh posicién 4

_ del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3. Existen tres clases

imponantes: la tricetina, apigenina, luteolina.�035 -
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b) Flavonoles. Representados por la quercetina, que posee un grupo carbonilo

en posicién 4 y un grupo -OH en posicién 3 del anillo C. Los ma's importantes

son: quercetina, miricetina y kaemferol." .

c) Flavanonas. Se caracterizan por tener saturado el anillo C del grupo

}402avonoide.

Las més importantes son naringenina y hesperetina.�035

d) lso}402avonas.Las més importantes son genisteina y rotenona."

e) Antocianidinas. Presentan unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademés

' poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C. Las més

importantes son cianidina y delfinidina.�035

f) Chalconas. Su estructura presenta el nucleo de la benzariden acetofenona y

se caracteriza por contener un grupo �024OHen la posicién 2."

g) Auronas. Se caracterizan por su estructura Ilamada benzacumarina."
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Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacién se realizara' en el Centro de Desarrollo,

Anélisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos

(CEDACMEF) de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de Ia \

Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga, durante los meses de marzo a agosto del 2016.

3.2. POBLACION

La poblacién estaré constituida por las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl

�034wawillay�035,que crecen en zonas éridas, de| centro poblado de Waraca anexo

Anchac - Huasi provincia de Vinchos de| departamento de Ayacucho.

3.3. MUESTRA

1 kg de hojas desecadas de Ca/ceolaria engleriana Kraenzl, que fueron

recolectadas durante el }401esde marzo.

3.4. METODOLOGiA Y RECOLECCION DE DATOS ' '

3.4.1. Recoleccién y desecacién de las hojas de Calceolaria engleriana

kraenzl �034wawillay"

La recoleccién de las muestras se realiza de acuerdo a las directrices de la

Organizacién Mundial de salud (OMS) sobre Buenas Précticas Agricolas y de

Recoleccién (BPAR) de plantas medicinales, en los cuales nos indica como debe

ser el proceso recoleccién, transporte y secado de las muestras.

Las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl �034wawi|Iay",fueron recolectadas al

azar, en el Centro Poblado Waracca anexo Anchac �024 Huasi en el distrito de

Vinchos, Iuego fueron Iavadas con hipoclorito de sodio, secadas a temperatura

ambiente, en un Iugar con buena ventilacién, cambiando el papel de soporte

cada 24 horas y removiendo el vegetal para evitar su descomposicién, por un

periodo de una semana.
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3.4.2. Obtencién de la muestra '

Las hojas desecadas de Calceolaria engleriana Kraenzl �034wawi||ay",serén

reducidas de tama}401outilizando el molino de martillo con malla de 1 mm aprox.

3.4.3. Tamizaje }401toquimico

Se realizarén seg}401nprocedimientos descritos por Miranda y Cuél|ar.�030°

3.4.4. ldenti}401caciénde }402avonoidestotales por el método cromatogré}401co

Se llevaré a cabo por el método de cromatografia en capa }401nadescrita en la

Farmacopea Brasi|e}401a.2°

Las condiciones cromatografias fueron: .

Fase estacionaria: siIica�024geIG.

Fase mévilz acetato de etilo, agua y a'cido férmico anhidro (80:10:10)

Procedimiento: se aplica, separadamente, en la placa, en forma de banda, 10

pL de Solucién (1) y 5 pL de la Solucién (2), recientemente preparadas.

Soluci6n(1): agitar, en ultrasonido, durante 10 minutos, una dispersién de

50 mg/mL de| extracto en etanol y agua (1:1). Filtrar.

Solucién (2): solucién de 100 pg/mL de esténdar en una mistura de etanol y

agua (1:1).

Revelarz se examina sobre |uz ultravioleta (365 nm). Las manchas obtenidas con

la Solucién (1) y la Solucién (2).

3.4.5. Cuanti}401caciénde }402avonoidestotales por espectrofotometria UV

Para Ia cuanti}401caciénde }402avonoidestotales se utilizaré el método descrito por

Kostennikova.�034

a) Preparacién de la muestra

Se re}402ujan0,5 g de muestra dos horas con 20 mL de acido sulf}402ricoal 10 % y

20 mL de etanol al 50 %, Iuego se enfria y se }401ltracon ayuda de vacio. El

residuo se lava con 30 mL de etanol al 50 %; para desecharlo }401nalmente.El

}401ltradose evapora en ba}401ode agua hasta Ia mitad del volumen inicial. se enfria

sobre ba}401ode hielo durante 30 minutos y Iuego se }401ltra,se Iava el precipitado

formado con cuatro porciones de 10 mL de agua destilada fria (10-15°C). Se

elimina el filtrado, |os Iavados, y el residuo tanto de| }401ltrocomo del recipiente, se

disuelve con 70 mL de etanol al 96 %, calentando previamente a 50°C; y

}401nalmentela solucién se trasvasa a una }401olade 100 mL y se completa el

volumen con etanol al 96 %.

b) Preparacién del esténdar A

Se pesaré 0,04 g de quercetina, Ios cuales se disuelven con etanol al 96 % hasta ~
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completar un volumen de 50 mL; de esta solucién se toma 1 mL y se diluye

a 100 mL con etanol al 50 %. Concentracién aproximada 8,0 pg/mL (solucién

stock).

c) Blanco

El blanco consistiré en una solucién de écido sulfarico al 10 % y etanol al 50 %;

éste, la muestra y el esténdar se leen a una Iongitud de onda de 258 nm.

3.4.5.1. Determinacién de| porcentaje de quercetina

Am X Pr X 5
X:T X 100 _

Donde:

X I contenido de }402avonoidesexpresados como quercetina (%).

Am : absorbancia de la solucién muestra.

Pr : peso de la sustancia de referencia en gramos.

Ar : absorbancia de la solucién de referencia.

3.4.5.2. Desarrollo de los parémetros de validacién

3.4.5.2.1. Linealidad

Se eval}402aIa Iinealidad del sistema en el cual se preparan cinco soluciones

esténdar a partir dela solucién stock correspondiente a 0,8; 1,6; 2,4; 3,2 y

4,0 pg/mL se Ieeré tres réplicas de cada concentracién. Luego se determina Ia

recta de regresién lineal, el valor de: coe}401cientede correlacién (R), coe}401ciente

de determinacién (R2), pendiente (b) y el intercepto (a).

3.4.5.2.2. Precisién

Repetibilidad: se evaltila seis absorbancias de la solucién esténdar a la

concentracién de 4,0 pg/mL. Por el mismo analista, mismo dia, mismo

instrumento. Luego se determina la media y el coeficiente de variacién.

Precisién intennedia: Ias muestras y los esténdares se preparan de acuerdo a

la metodologia, en tres etapas y en diferentes sesiones. Dia 1, 2 y 3: seis

lecturas de las muestras al 100 % y esténdar (solucién stock). Luego se

determina Ia media y el coeficiente de variacién.

3.4.5.2.3. Exactitud

Se eval}402aen funcién de porcentaje de recuperacién mediante el método de

enriquecimiento de la muestra con alicuotas de esténdar. Para tal procedimiento

se trabaja con tres concentraciones de 2,4; 3,2 y 4,0 pg/mL de quercetina. Se

determina�030el porcentaje de recuperacién utilizando Ia ecuacién de la recta

asimismo se determina Ia media, coe}401cientede variacién, texpe_ y t.a.,.a.
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3.4.5.2.4. Selectividad o especi}401cidad

Se evalua las absorbancias de nueve repeticiones de la solucién blanco o

placebo, asimismo se determina el espectro de absorcién UV del esténdar y

muestra. Luego se evalL':a la desviacién esténdar de| blanco y el recorrido de|

espectro de absorcién de| esta'ndar y la muestra.

3.4.5.2.5. Sensibilidad

Se determinaré por el método instrumental por comparacién de blanco con

blanco enriquecido a diferentes concentraciones. Se preparan el blanco

enriquecido a diferentes concentraciones bajas de 0,008; 0,016; 0,032 pg/mL

con una Iectura de triplicado de cada concentracién y el blanco solo. Luego se

construye la regresién lineal de los blancos enriquecidos para determinar Ia

pendiente, también se calcula el valor promedio de la se}401alde| blanco y su

desviacién esténdar. Con todos estos datos se detennina el limite de deteccién y

limite de cuanti}401cacién.

3.4.6. Tipo de investigacién

Bésico �024descriptivo �030

3.5. ANI-'\LlSlS DE DATOS

3.5.1. Linealidad

El estudio de Iinealidad implica una representacién gré}401cay necesariamente una

comprobacién estadistica.

Ecuacién de la recta: ,

Y = bX + a

Donde:

X: la concentracién de| analito.

Y: valor de las respuestas de| analito.

b: valor de la pendiente de la recta.

a: valor de| intercepto de la recta con el eje Y.

a) Test de hipétesis para demostrar regresién en funcién del coeficiente de

correlacién �034r�035

Ho; r = 0; No existe correlacién entre X e Y.

H1: r 96 0; Si existe correlacién entre X e Y.

Criterios de aceptaciénz "I" debe ser significativamente diferente de cero. Si el

valor de t ,.x,,e,.,,.e,..;,.,obtenido es mayor que el t ,,,.,.a para (n-2) grados de Iibertad y

un nivel de con}401anzadel 95 % (signi}401canciaa = 0,05), entonces existe

correlacién entre X e Y.

�030 . 24



tam : Irlx/(n �0242)

W

b) Test de Iinealidad (factor de correccién)
. f: X �030

X

Criterios de aceptacién: CV s 5%

c) signi}401canciaestadistica de la pendiente �034b�035

Ho: b = 0; No es signi}401cativamenteigual a cero.

H1: b a6 0; Si es signi}401cativamentediferente de cero. '

Varianza del error experimental: S2 x, y _

Szxy = 2Y2 �024aEy-blxy

n �024�0242

Varianza de la pendiente: Szb

S2b = T52�0352 A

2 X2 �024�034T�035
. Sb = J}401

Limites de con}401anzade la pendiente: .

b i ttabla- Sb

tam = H
5b

Criterios de aceptaciénz �034b"debe ser signi}401cativamentediferente de cero. Si el

valor de t e,,,e,1,..em_,.obtenido es mayor que el 1 We para (n-2) grados de Iibertad y �031

un nivel de con}401anzadel 95 % (signi}401canciaa = 0,05), entonces b es

signi}401cativamentediferente de cero y se rechaza Ia hipétesis nula.

d) signi}401canciaestadistica del intercepto �034a�035

Ho; a = 0; Es signi}401cativamenteigual a cero.

H1: a 36 O; No es signi}401cativamentediferente de cero.

Varianza de| intercepto: S�031a

sza = Szb * E �031
n

Desviacién esténdar de| intercepto: S a

Sa = M

Limites de con}401anzade| intercepto: �030 »

'1 i ttab|a- 5a
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texp. = H

S3

Criterios de aceptacién: el valor de t ex,,e..-mama. obtenido es menor que el t W.

para (n-2) grados de libenad y un nivel de con}401anzadel 95 % (signi}401canciaa =

0,05), entonces "a" no es signi}401cativamentediferente de cero y se rechaza la

hipétesis nula.

3.5.2. Precisién

La precisién de un método analitico se expresa generalmente como el

coe}401cientede variacién (CV) de una serie de mediciones y se calcula

mateméticamente de la siguiente manera:

5
%CV = §x100

Donde:

S: desviacién esténdar.

>'(: media aritmética de los resultados.

3.5.3. Exactitud

Se determina por el método de porcentaje de recuperacién:

> %R = 5 x 100
X

Donde:

X7 :Absorbancia obtenida por la muestra enriquecida;

X :Absorbancia obtenida por el esténdar.

Test de tstudent �030

Los valores de te,,,..,;,,.e,..a. y el tabulado se comparan para el intervalo de con}401anza

requerida con n-1 grados de Iibe}402ady nivel de con}401anzade a = 0,05. Si te,,,_ <

t,a.,.,, no existe diferencia signi}401cativacon el 100 % de recuperacién y la exactitud

es apropiada.

Taper = I100 - %Rpmmediol

(%CV x JIT)

3.5.4. Sensibilidad

Los limites de deteccién (LD) y cuanti}401cacién(LC) se obtienen de la siguiente

manera:

Sm = Sb, �024Ksde

LD =L�030_ S�034
m
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LC = �024�024�024�024�024s'"_ S�035
m

S... : se}401alanalitica minima distinguible.

Sb. : se}401almedia del blanco.

Sue : desviacién esténdar de| blanco.

m 2 pendiente de la curva.

K : valor establecidos (3 para LD y 10 para LC).
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IV. RESULTADOS
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' Tabla 3. Tamizaje }401toquimicode la droga cruda de Calceolaria engleriana

Kraenzl "wawillay". Ayacucho 2016.

. . Reactivos ylo .
Metabolltos secundarios reacciones Resultados Observaclones

Fenoles y/o taninos T}401clqruro +++ Qoloracion verde

férrico Intenso

. . Coloracion amarillo
Flavonoides Shinoda ++ en la fase amilica

. Formacién de
Saponinas Espuma +++ espuma

. . Fl ' d
Catequlnas Catequunas ++ caunonrzlsigegf}401vvere

Dragendorff + Opalescencia Iigera

Alcaloides Wagner - Incoloro

Mayer + Opalescencia Iigera

Azucares reductores Fehling +++ Precipitado rojo

Quinonas Borntrager H rorgasggcia de C°'°r

Leyenda:

Ausente : (-) .

Escasa : (+)

Buena : (++)

Excelente : (+++)
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Std M uestra

Figura 1. Cromatografia en capa fina de| esténdar de quercetina comparada con

la muestra. Ayacucho 2016.

�030 I 31



0.300 « V �030

. 0.240 . . .

9 0.130 0 �024 �0240 /«i
0 ;

C

01 /§

-E /

9,
.0 '4

< 0.120

y = 0,065x + 0,0088
/I�031 R�031= 0,9989

0.060

0.000

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

Concentracién (pg/mL)

_ Figura 2. Variacién de la absorbancia en funcién de la concentracién de

quercetina, para el test de Iinealidad. Ayacucho 2016.
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Tabla 4. Variacién de la medicién de absorbancia de la solucién esténdar de

quercetina 4 pg/mL, para determinar la precisién. Ayacucho 2016.

Mu(eNs.t)ras Absorbancia

- 1 0.272

2 0,272

3 0,271

4 0,271

5 0,270

_ 6 0,271

b 7 0,271

8 0,270

9 0,271

)'( 0,271

s 0,00071

%c.v. 0,26�034)

' (3)Especi}401caci6ncv s 1.5%
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Tabla 5. Variacién de| contenido de quercetina en hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl "wawillay", para detenninar Ia repetibilidad. Ayacucho 2016.

Muestra A Quercetina Quercetina

(N°) (9) (%)

1 1,097 0,422 42,20

2 1,095 0,421 42,10

3 1,098 0,422 42,20

4 1,095 0,420 42,00

5 1,095 0,421 42,10

6 1,096 0,421 42,10

)�030( 42.12

s 0,08

%c.v. o,19o�034�031

(�031)Especi}401caci6nc.v. s 1.5%
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Tabla 6. Variacién de| contenido de quercetina en las hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl "wawi||ay", para determinar la precisién intermedia. Ayacucho

2016.

. Muestra uercetina uercetina

°'�034W) V A Q (9) Q (%)

1 1,097 0,422 42,24

2 1,095 0,421 42,08

1 3 1,098 0,422 42,20

I 4 1,095 0,420 42,00

5 1,095 0,421 ' 42,08

6 1,096 0,421 42,12

1 1,096 0,421 42,12

2 1,095 0,421 42,08

2 3 1,093 0,418 41,85

4 1,095 0,420 42,00

5 1,094 0,418 41,81

6 1,094 0,420 41,97

1 1,095 0,419 41,92

2 1,093 0,418 41,85

3 3 1,095 0,418 41,84 ~

4 1,096 _ 0,419 41,88

5 1,094 0,419 41,89

' 6 1,093 0,419 41,93

X 41,99

s 0,132

°/..c.v. o,315"'

�030°�031Especmcacionc,v. s 10%
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Tabla 7. Porcentaje de recuperacién de quercetina en las hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl "wawillay". para determinar la exactitud. Ayacucho 2016.

. Quercetina

Muestra Qgzgrctgna Am ( r¢7alL Recu p;racI6n

(Hg/mL) "9 m ) ( °)

' 0,157 2,407 99,8

M�0241 2,412 pg/mL 0,155 2,376 98,5

0,156 2,391 99,1

0,211 3,237 100,7

M�0242 3,216 pg/mL 0,209 3,207 99,7

0,211 3,237 100,7

0,263 4,037 100,4

M-3 4,02 pg/mL 0,260 3,991 99,3

0,262 4,022 100,1

2 99,8

s 0,738

%C.V. 0,740

I .,,,_ o,so3""

t ...,., 2,306

G.L. 8

(a) Absorbancia obtenida de la muestra enriquecida.

(b) Especi}401cacibnzgwmm. < tuna
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Figura 3. Espectros de absorcién UV de| esténdar de quercetina y la muestra.

Ayacucho 2016.
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V. DISCUSIONES

El presente trabajo se basé en la validacién de| método analitico por

espectrofotometria UV para la cuanti}401caciénde }402avonoidestotales presentes en

las hojas de Calceolaria engleriana kraenzl �034wawillay�035,para la obtencién de|

extracto se utilizé el equipo de soxhlet, esta extraccién se define como la accién

de separar con un liquido una fraccién especi}401cade una muestra, dejando el

resto lo més integro posible el cual se encuentra dentro de| método de extraccién

descrito por Kostennikova.�034

La validacién de un método es aquel proceso por el cual se establece mediante

estudios de Iaboratorio que su capacidad satisface los requisitos para ias

aplicaciones deseadas; esta capacidad se expresa en términos de para'metros

de anélisis, donde se tiene en cuenta Ia linealidad, precisién, exactitud,

especi}401cidad,sensibilidad, entre otros, en dependencia de| objetivo que se

persiga.

En la actualidad es gran importancia la validacién de métodos, procesos, etc.,

que permitan mayor con}401abilidaden los resultados, fundamentalmente cuando

se trabaja con productos naturales, donde es necesario obtener datos y

resultados experimentales que demuestren Ia aptitud para el uso que se destina;

es por ello, que nos trazamos como objetivo Ia validacién del método

espectrofotométrico que permiten cuantificar |os }402avonoidestotales, compuesto

que segfm referencias bibliogré}401cas,estén relacionados con la accién

fannacolégica de la especie Calceolaria englerina Kraenzl.

Después de realizar el anélisis de| tamizaje }401toquimico|os metabolitos

secundarios identi}401cadosfueron. Ios fenoles y taninos con cantidades

excelentes; cantidades moderadas de }402avonoides,catequinas, Iactonas,

cumarinas y quinonas; asimismo se encontré Una escasa cantidad de alcaloides

tal como se muestra en la tabla 3.
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El proceso de identi}401caciénse realizé mediante Ia técnica de cromatografia en

capa }401na,donde se muestra que existe presencia de }402avonoidestotales como la

quercetina ya que este Ultimo se utilizé como esténdar, presentando en el

cromatograma al observarse a la cémara UV a una Iongitud de onda de 365 nm

manchas de la muestra y el esténdar a las mismas alturas, que al determinar su

Rf de| esténdar y muestra, se obtienen Rf muy cercanos con valores de Rf =

0,90 de esténdar y Rf = 0,86 (}401gura1); asimismo se puede mencionar en

investigaciones diferentes que los valores de Rf obtenidos son de 0,80 seg}402n

otrosautores.�035

AI realizar el anélisis estadistico de la Iinealidad, teéricamente es la capacidad

(dentro de un intervalo dado) para proporcionar resultados que son directamente

proporcionales a la concentracién de| analito en las muestras de examen. En

este estudio, la Iinealidad se evalué mediante el coe}401cientede correlacién de

Pearson (R) y el coe}401cientede determinacién (R2). R indica el grado de

asociacién entre dos variables (en este caso absorbancia y concentracién) y R2,

indica qué tan bueno es el modelo de regresién utilizado. Los criterios de

aceptacién para ambos parémetros son que R y R2 deben ser mayores que

�030 0,995.�035La curva se prepard dentro de| rango de cinco concentraciones que

van desde 4,0 pg/mL hasta

8,0 uglmL de| esténdar de quercetina, obteniéndose Ia ecuacién de la curva de

calibracién de y = 0,065x + 0,0088 donde Y es la absorbancia y X Ia

concentracién del esténdar y los valores de R y R2 obtenidos fueron 0,9995 y

0,9989 respectivamente los cuales se observé en la }401gura2; asimismo se realizé

Ia prueba de t student para detenninar Ia signi}401canciaestadistica de los valores

de la pendiente �034b�035,intercepto �034a�035y el test de regresién en funcién de coe}401ciente

de correlacién, con un nivel de signi}401canciade a = 0,05 (95 % de con}401anza)y n-

2 grados de Iibertad.

En el anélisis estadistico de la pendiente �034b�034por método de t student el criterio

de aceptacién que debe cumplir es que ten, > t.,,.,.a; se obtuvieron valores del texp,

igual a 13,733 el cual es mayor que el t.,,,,.a igual a 3,182 (anexo 4) entonces

cumple con la especi}401caciénpor lo tanto se acepta Ia hipétesis altema donde la

pendiente es estadisticamente diferente de cero; seguidamente se detenniné la

signi}401canciaestadistica de| intercepto �034a�035por el mismo método donde el criterio

de aceptacién que debe cumplir es que t,,.,,,.,> texp_ obteniéndose valores de tam

igual a 0,698 y t.,,b.a igual a 3,182 el cual es mayor que 0,698 (t.,,,,,e,) (Anexo 4) con
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estos resultados se acepta la hipotesis alterna donde intercepto �034a�035es

estadisticamente igual a cero; }401nalmentese deterrnino la signi}401canciadel

coeficiente de correlacion R donde se obtuvo un valor de R2 = 0,9989; tmaigual

a 3,182 y texpe, igual a 52,197 el cual cumple el criterio de que te,,,, > t.a.,.a por tanto

se acepta Ia hipotesis nula donde R es diferente de cero (anexo 2) asimismo el

valor de R2 es mayor que 0,995, este valor obtenido es muy cercano al que

obtuvo Toscano E.�035con un R2 de 0,9985; con estos resultados se a}402nnaque

existe correlacion entre x (concentracion) e y (absorbancia).

También se determino el coe}401cientede variacion a partir de| factor de respuesta

(y/x) obteniendo un valor de 4,594 % siendo menor al 5 % de| coe}401cientede

variacion establecido y comprobando se puede a}401rmarque existe Iinealidad en

el intervalo estudiada (anexo 4).

Todo lo anterior nos permite a}401rmarque existe una buena correlacién entre la

concentracion y la respuesta obtenida (valores de absorbancia), lo cual

demuestra Iinealidad en el rango de las concentraciones estudiadas. Estos

resultados demuestran que el método es lineal, se muestra de esta forma que el

ensayo cumple de modo apropiado con la Ley de Lambert-Beer, lo cual indica

que se pueda usar la absorbancia como magnitud adecuada para determinar a

partir de ella la concentracion de principio activo presente en las muestras.�034

En el anélisis estadistico para la evaluacion del parémetro de precision en

funcion de repetibilidad y precision intennedia de| método se determiné en

funcion de la cantidad y porcentaje de analito hallado en la muestra, obteniendo

|os siguientes resultados, se muestran las variaciones obtenidas en los

porcentajes de analito hallado en la muestra, la media de| analito hallado y la

desviacion esténdar relativa, obtenidos intradia (repetibilidad) e interdias

(precision intermedia) que se muestran en la tabla 4 y 5 para repetibilidad y la

tabla 6 para precision intennedia. En la repetibilidad |os resultados de|

coe}401cientede variacion fueron de 0,26 % y 0,19 %, con respecto a la precision

intermedia se obtuvo un coe}401cientede variacion de 0,315 %. Los valores de

coe}401cientede variacion por debajo de

1,5 % en anélisis de repetibilidad (intradia) y por debajo de 3 % en anélisis de

precision inlermediaria (interdias) son considerados aceptables.�035El

cumplimiento de ambos estudios nos permiten a}401rmarque el método es preciso;_

estos mismos resultados se obtuvieron en el trabajo de estudios sobre la

�034validaciénde dos métodos espectrofotométricos para la cuantificacion de
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taninos y }402avonoides(Quercetina) en Psidium guajaba L�035,donde tuvieron como

resultado un coe}401cientede variacién de 0,28 % a}401rmandoque el método es

precise.�034

Los valores referentes a la exactitud de| método obtenidos por medio de la

prueba de rec}401peracién,se encuentran en la tabla 7. El porcentaje de analito

recuperado promedio es de 99,8 % y un coe}401cientede variacién de 0,740 %

muestran que el método presenta exactitud, estos valores obtenidos en la

determinacién estén préximos al valor verdadero donde |os porcentajes de

recuperacién entre 96 % - 104 % y coe}401cientede variacién menor de| 3 % son

considerados aceplab|es.'2 Estos resultados son cercanos a los obtenidos en

otras investigaciones, seg}402nTravieso M, et al.�035|os valores obtenidos de

recuperacién fueron de 100,742 % al igual que Gutiérrez Y.�034obtuvo un 97,44 %

de recuperacién.

Asimismo se determiné Ia signi}401canciaestadistica de la exactitud por el método

de t-student para un nivel de confianza de G = 0,05 (95 % de con}401anza)y n-2

grados de libertad y especificacién que debe cumplir donde texp < t,a,,..,,, al

procesar |os resultados se obtuvo un texp de 0,803 y t.ab.a de 2,306; los cuales

cumplen con dicha especificacién. Por lo tanto con estos resultados de

coe}401cientede variacién, recuperacién promedio y el t�024studentse concluye que el

método es exacto.

En el parémetro de especificidad o selectividad |os resultados que se obtuvieron

fueron de 0,0007 1 0,0002 los cuales indican que el placebo no absorbié

signi}401cativamenteen la Iongitud de onda de trabajo. También se comparé |os�030

espectros de absorcién de| estandar desde los 200 nm hasta |os 500 nm el cual

se encuentra ilustrado en la }401gura3, y nos muestran mismos espectros de

absorcién tanto de| esténdar como de la muestra. ,

La sensibilidad de un método analitico, se de}401necomo la pendiente �034m�035de la

curva de calibracién, ya que esta de}401neIa razon de cambio de la propiedad

medida por unidad de concentracién. Una respuesta no lineal en la gra}401cade

Absorbancia vs Concentracién indica un cambio en el valor de la sensibilidad en

funcién de la concentration. Conforme la concentracién del anaiito se aproxima

a cero, la se}401aldesaparece dentro del ruido y se rebasa el limite de deteccién.

La sensibilidad aunque es independiente de la concentracién, se obtiene como el

�030 cociente de dividir la se}401almedida (absorbancia) entre su valor (rn = slc), y por lo

que se puede observar es simplemente igual a la pendiente promedio.�035
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Se puede observar Io resultados de las absorbancias y concentraciones en la

}401gura4, se prepararon tres concentraciones de| esténdar a concentraciones

bajas Ios cuales fueron 0,008; 0,016 y 0,032 pg/ml, con estos datos se realizé la

curva de regresién lineal para obtener la ecuacién de la recta y = 0,204x + 0,017

y R2 igual a 0,9944; con estos datos se procederé a calcular el limite de

deteccién y el limite de cuanti}401cacién. '

El resultado obtenido para el limite de deteccién de acuerdo al procedimiento

recomendado, fue de 0,003 uglmL de analito; |os valores de limite de

cuanti}401caciénobtenidos fueron de 0,0072 pg/mL de analito |os cuales se pueden

observar en el anexo 6.

En cuanto a los resultados de la cuanti}401caciénde }402avonoidetotales por el

método descrito por Kostennikova�034presentes en la muestra donde se presentan

|os resultados en la tabla 7, en funcién de| porcentaje de quercetina encontrado

en la muestra es de 42,0i0,12 % es decir existe 42 gramos de quercetina por

100 gramos de muestra, asimismo Ortega A.�035en su trabajo de investigacién

sobre la determinacién del contenido de compuestos fenélicos presentes en

extractos alcohélicos de semilla de chia presentan un 60,49 % de quercetina; Ia

cuanti}401caciénde }402avonoidesexpresado como porcentaje de quercetina descrita

por Mota J.�035quien reporté concentraciones de }402avonoidesen extracio

metanélico de chia con valores cinco veces menores de 60,49 %. En el trabajo

de investigacién realizado por Ruiz S.ed at�035reporla 0,48 % de quercetina;

asimismo en otra investigacién se reporté el contenido de flavonoides totales en

propoleo con un 11,45 % de quercetina.�035

En un trabajo de investigacién sobre Cuanti}401caciénde }402avonoidestotales y

taninos presentes en el extracto acuoso de hojas de Thea sinensis L. y su

capacidad antioxidante, concluye con la presencia de un 15 % de quercetina

hallado en las muestras de té.°°

Estas diferencias pueden deberse a numerosos factores como la ecologia de la�031

flora, periodo de colecta, regién de la colecta, exposicién a la luz de| extracto y el

solvente que se utiliza , los cuales pueden afectar el contenido de }402avonoides

debido a que se oxidan fa'cilmente.�030"

Todo el estudio desarrollado nos permite a}401nnarque el método

espectrofotométrico propuesto para la cuanti}401caciénde }402avonoidestotales

expresados como quercetina, validados para el control quimico de calidad de la

droga cruda de Calceolora engleriana Kraenzl, son }401ables,pues demuestran
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mantener |os criterios fundamentales de Iinealidad, precisién (repetibilidad y

precisién intermedia), exactitud yespeci}401cidad.
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VI. CONCLUSIONES

1. El método analitico para la cuanti}401caciénde flavonoides totales en

Calcelaria engleriana Kraenzl por espectrofotometria UV cumple con los

criterios de validacién establecidos.

2. Los metabolitos secundarios identi}401cadosen la droga cruda de Calceolaria

engleriana Kraenzl fueron az}402caresreductores, catequinas, flavonoides,

fenoles, taninos, quinonas, triterpenos y esteroides.

3. Se determiné el Rf de| esténdar de queroetina y Rf de la muestra

obteniéndose valores de 0,9 y 0,86 respectivamente.

4. �030Elmétodo es lineal en el intervalo de concentraciones de 0.8 a 4,0 uglmL

delesténdar, es preciso porque se obtienen resultados repetitivos (CV<3

%); es exacto ya que permite la recuperacién de casi la totalidad del analito

(recuperacién media: 99,8 %); es especi}401caya que el placebo o solucién

blanco no presenta valores de absorbancia signi}401cativas(absorbancia:

0,0007) y es sensible ya que permite detectar y cuanti}401carconcentraciones

minimas del esténdar (limite de deteccién: 0,003 pg/mL y limite de

cuantificacién: 0,007 pg/mL), para las condiciones de trabajo establecidas

en el método.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Trabajar con equipos e instrumentos veri}401cadosy calibrados para que el

estudio tenga un respalda de veracidad de los resultados.

2. Realizar el mantenimiento periédico de los equipos.

3. Determinar mediante cromatografia Iiquida de alta resolucién (HPLC) los

diferentes tipos de compuestos fenélicos presentes en Calceolaria

engleriana kraenzl �034wawi||ay".

4. Determinar la éptima extraccién de los flavonoides totales presentes en la

Calceolaria engleriana kraenzl �034wawi||ay"utilizando diferentes solventes para

obtener las cantidades méximas de metabolite.
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Anexo 1. Certi}401cadode clasi}401caciéntaxonémica de la especie Calceolaria

engleriana Kraenzl �030M/awillay�035.Ayacucho 2016.

*.5".~:'; §L JEFE on Hl.Rl3!\R|UMHUI\MI\NGENSl3I)t LMACUI I/\l.tI_Dl

_ ;�030 <:IENcIAs mot 0GIcAsm;u\ umvn HSMADNACIONM 0| M�034
�030Q. 1 LRISTOBAL DE HUAMANGA '

C g R T [ F I C A

Que. ol Bach. en Fannacia v Bioqulmica. Sr. mm Nnmoclo. CORONADO

BENDEZU. ha solicilndo In idemiflcncion de una mucslm vegolal pnm Irabujo do

tesis.

Didla muestra ha sido estudiada y deierminada seguir cl Sistema do Clasl}401cacibn

�030�0319C"°�035QuisI.A. 1988. y es como sigue:

orvssuow ; MAGNOLIOPHYTA V

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHUMRIALES

FAMILIA : SCROPHULARIACEAE

GENERO : Calceolaria

ESPECIE : Calceolaria ongleriana. Kraenzl.

N.V. : "wa\m'llay"

Se expide la ceni}401cacibncormspondientea solicitud del interesado

para los }401nesque estime conveniente.

Ayacucho, 14 de Junio del 2016

:�030;3§'t'.�030;:�030."5'.'f.',;�034,�031;-W

.7 , -.,

% =9�034 4.2:.» j
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Anexo 2. Concentracién y absorbancia requerida para la curva de calibracién de|

esténdar de quercetina. Ayacucho 2016.

Repeticiones Quercetina Am ).(

(N°) (U9/ml-)

1 0,061

2 0,804 0,058 0,059

3 0,059

1 0,117

2 1,608 0,118 0,117

3 0,1 17

' 1 0,164

2 2,412 0,164 0,164

3 0,163

1 0,216

2 3,216 0,215 0,216

3 0,216

1 0,272

2 4,02 0,271 0,271

3 0,271

MAbsorbancia.

Test de hipétesis para �034r�035

t experimental 52,197

t tabla 3,182

Grados de libertad (n-2) 13

ESpeCi}401CaCi6|'l texperimen1a|> habla
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Anexo 3. Dispersién de las tres curvas matrices de la solucién esténdar de

quercetina. Ayacucho 2016. -

0,3 -7-T�024T�024�024T

,9 *

0,24

/6

E 0,18 �024�024�024�024¥�024�024�024�024i�024�024

U

s /5
2 .'
o ;
U) I

.9 ,4

< o_12 �031  

y = 0,0648x + o,oo9 .
R�031= 0,9988

0,06 ~~*@"�024�024�024�024�0244�024�024�024¥�024T�024

0

0.0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Concentracion (pg/mL)
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Anexo 4. Variabilidad de los factores de respuesta de la solucién esténdar de

quercetina. Ayacucho 2016. '

Repeticiones Quercetina M 2 1 (1,,
_ A X.Y X Y * F X Y

(N 1 (ug/ml)(x) �030V�031 �030�031�031

1 0,804 0,059 0,048 0,646 0,004 13,551

2 1,608 0,117 0,189 2,586 0,014 13,705

3 2,412 0,164 0,395 5,818 0,027 14,737

4 3,216 0,216 0,694 10,343 0,047 14,912

5 4,02 0,271 1,091 16,160 0,074 14,816

2 12,06 0,827 2,415 35,553 0,164 71,720

)_( 14,344

D.E 0,659

%C.V 4,594

(�034Absorbanciapromedio.

(M Factor de respuesta.

Promedio de Factor 14,344

Desviacién esténdar de F 0,654

Coe}401cientede variacién de F 4,594%

Especificacién: CV S 5%

signi}401canciaestadistica de la pendiente "b"

limite de con}401anza 0,050 - 0,080

t experimental 13,733

ttabla 3,182

Grados de Iibertad (n-2) 3

Especificacién texpen-me,,.a. > t._.,,,.,.

signi}401canciaestadistica del intercepto "a"

limite de con}401anza 0,031 - 0,049

t experimental 0,698

ttabla 3,182

Grados de liberta (n-2) 3

Especi}401ca�030-'46" ttabla > texperirnemal
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Anexo 5. Variacién de la absorbancia de quercetina a concentraciones menores,

para determinar Ia sensibilidad. Ayacucho 2016. .

Quercetina Am A""

(uglmL) blanco

0,018 0,0007

, 0,00804 0,018 0,0009

�031 0,013 o,ooo5

0,021 0.0009

0,0161 0,021 0.0006

0,021 0,0007

0,023 0,0007

o,o322 0,023 0,0009

0.023 0,0007

)7 0.00073

D.E. 0,00014

W 
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Anexo 6. Obtencién de| valor de limite de deteccién (LD) y limite de

cuanti}401cacién(LC). Ayacucho 2016.

AE;E;|_..a.E.é_|.Nf,t,k;_.___,.____.__._.......__..___._._§1_;E666?_:3,;6IJ_66}401..:(fO_6}401,ZE6S._.

minima Sm = Sbl + KSBL

distinguible Sm = 0.0007 + 1o'o,ooo14 = 0,0021(LC)

LD (Sm �024Sbl)/m (0,0011 �0240,0007)/0,204 = 0,003pg/mL

Lc (Sm �024Sbl)/m (o,oo21 �0240,0007)/0,204 = 0,0072pg/mL
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�034Validaciéndel método analitico por espectrofotometria

UV para la cuantificacion de }402avonoidestotales en

Calceolaria engleriana Kraenzl wawillay�035
Autor: Bach. Raul Nemecio Coronado Bendezli

Asesor: Mg. Q.F. Marco Rolando Aronés Jara

RESUMEN

La validacién de un método es aquel proceso por el cual se establece mediante estudios de

laboratorio que su capacidad satisface los requisitos para las aplicaciones deseadas; esta capacidad

se expresa en términos de linealidad, precision, exactitud, especificidad y sensibilidad. La presente

investigacion es de tipo basico descriptivo que tiene como objetivo validar el método analitico por

espectrofotometria UV para la cuanti}401cacionde }402avonoidestotales en las hojas de Calceolaria

engleriana kraenzl �034wawillay�035,expresados como quercetina. Las muestras }401ieronrecolectadas de

la comunidad de Huaraca, anexo de Vinchos, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho.

Para validar la metodologia se prepararon soluciones a diferentes concentraciones tanto de la

muestra como del estandar para después evaluar los parametros de linealidad, precision, exactitud

y sensibilidad. Se demostrb la Iinealidad del estandar con la ecuacion de la recta, con coe}401cientes

de determinacion y correlacién (r2 y r) mayores de 0,995; precision en condiciones de repetibilidad

y precision interrnedia con resultados de coe}401cientedc variacion 0,260 % y 0,315 %

respectivamente; exactitud 99,802 % de recuperacion; limite de deteccién y limite dc

cuantificacion de 0,003 y 0,004 ug/mL de quercetina respectivamente. La aplicabilidad del método

validado se evaluo en la droga vegeta1�034wawillay�035,obteniéndose una concentracién de 4l,99;t0,l5

% de quercetina. Se concluyo que el método es vélido.

Palabras claves: validacion, método analitico, quercetina, espectrofotometria.

"Validation of analytical method by UV

spectrophotometry for quantitation of total }402avonoidsin

englertana Calceolaria Kraenzl waw1llay"

SUMMARY

The validation of a method is the process by which it is established by laboratory studies that

capacity meets the requirements for the intended applications; This capacity is expressed in terms

of linearity, precision, accuracy, speci}401cityand sensitivity. This research is descriptive basic type

which aims to validate the analytical method by UV spectrophotometry for quantitation of total

flavonoids in leaves Calceolaria engleriana kraenzl "wawillay", expressed as quercetin. Samples

were collected from the community Huaraca, annex Vinchos province of Huamanga, Ayacucho

department. To validate the methodology solutions at different concentrations of both sample and

standard for evaluating parameters a}401erlinearity, precision, accuracy and sensitivity were

prepared. linearity standard demonstrated by the equation of the line, with coefficients of

determination and correlation (12 and r) greater than 0.995; precision under repeatability and

intermediate precision results coefficient of variation 0.260 % and 0.315 % respectively; 99.802 %

accuracy recovery; detection limit and limit of quanti}401cation0.003 and 0.004 ug/mL of quercetin

respectively. The applicability of the validated method was evaluated in the plant drug "wawillay",

resulting in a concentration of 41 .99:t0.l5 % quercetin. It was concluded that the method is valid.

Keywords: validation, analytical method, quercetin, spectrophotometry. �030
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INTRODUCCION MATERIALES Y METODOS

Las plantas medicinales han constituido desde Muestra

tiempos remotos un recurso de gran 1 kg de hojas desecadas de Calceolaria

importancia, para cubrir las necesidades engleriana Kraenzl, que fueron recolectadas

terapéuticas. Su uso como agentes de la salud durante e1 mes de marzo.

es ampliamente conocido en m}401ltiplesculturas Tamizaje }401toquimico

del mundo y ha sido transmitido a través de Se realizanin seg}401nprocedimientos descritas

generaciones. Este saber tradicional se ha ido por Miranday Cuéllar.�031

perfeccionando a lo largo del tiempo, por el Identi}401cationde }402avonoidestotales por el

rigor cienti}401code ensayos quimicos, método cromatogré}401co

farmacolbgicos, toxicolégicos y clinicos; para Se llevaré a cabo por el método de

explicar en forma racional el uso terapéutico de cromatogra}401aen capa }401nadescrita en la

una planta y que permite ademés la vigencia de Farmacopea Brasile}402a.2°

su empleo.�031 Las condiciones cromatogra}401asfueron:

Los }402avonoidesson compuestos fenolieos Fase estacionaria: silica-gel G.

presentes ampliamente en la naturaleza, son Fase mévilz aeetato de etilo, agua y acido

responsables del buen funcionamiento de las férmico anhidro (80:10:10)

plantas y sus bene}401ciospara la salud humana Procedimiento: se aplica, separadamente, en la

han sido bien reconocidos en varios estudios, placa, en forma de banda, 10 p.L de Solucién

uno de estos es su conocida capacidad (l) y 5 pl. de la Solucion (2), reciememente

antioxidante, llegandose a utilizar los preparadas.

}402avonoidespara tratar enfermedades rela�024 Solucién (1): agitar, en ultrasonido, durante 10

cionadas eon procesos in}402amatoriosy minutos, una dispersion de

desordenes eardiovasculares} 50 mg/mL del extracto en etanol y agua (1:1).

La validacién es uno de los elementos basicos Filtrar.

en sistemas de calidad. El hecho de validar Solucidn (2): solueion de 100 pg/mL de

trata de disminuir o controlar los factores que esténdar en una mistura de etanol y agua (1:1).

llevan a la imprecision o inexactitud de un dato Revelar: se examina sobre |uz ultravioleta

generado, a través de la realizacion de un (365 nm). Las manchas obtenidas con la

trabajo analitico dentro de unos parametros Solucién (1) y la Solucién (2).

de}401nidos.La validacién de un método analitico Cuanti}401caci}401nde }402avonoidestotales por

provoca una mayor }401abilidady aceptacién de espectrofotometria UV

los datos generados. Entre los parémetros Para la cuanti}401caeibnde }402avonoidestotales se

analiticos mas utilizados se encuentran: utilizan�031:el método descrito por Kostennikova.7

exactitud, sesgo, precision, linealidad, a) Preparacién de la muestra

repetibilidad, limite de deteccién y de cuanti}401-Se re}402ujan0,5 g de muestra dos horas con 20

cacion, sensibilidad, entre otros} mL de acido sul}401iricoal 10 % y

La especie Calcecolaria engleriana Kraenzl, 20 mL de etanol al 50 %, luego se en}401iay se

comfmmente conocida como �034wawillay�035,es }401ltracon ayuda de vacio. El residuo se lava

una planta que pertenece a la familia con 30 mL de etanol al 50 %; para desecharlo

Scrophulariaceae. Se sabe que la distribucién }401nalmente.El }401lrradose evapora en ba}401ode

de Calceolaria va del sur de la Siena Madre agua hasta la mitad del volumen inicial, se

Occidental en México, hasta los Andes del sur, enfria sobre ba}401ode hielo durante 30 minutos y

la mayoria de las especies estén en alturas que Iuego se }401ltra,se lava el precipitado formado

oscilan 105 2 000 a4 O00 m.s.n.m.�030 con cuatro porciones de 10 mL de agua

Teniendo en cuenta cl amplio uso del destilada fria (10-15°C). Se elimina el }401ltrado,

�034wawillay�035para tratamientos, prevenciones y los lavados, y el residuo tanto del }401ltrocomo

curaciones de enfennedades y el factor de no del recipiente, se disuelve con 70 mL de etanol

disponer de un método de referencia descrito al 96 %, calentando previamente a 50°C; y

en farmacopeas se hace necesario disponer de }401nalmentela solucién se trasvasa a una }401olade

métodos validados con}401ablesde cuanti}401cacién 100 mL y se completa el volumen con etanol al

de la sustancia activa como es la quercetina 96%.

utilizando el espectrofotémetro UV-Vis. b) Preparacién del esténdar

Se pesaré 0,04 g de quercetina, los cuales se

disuelven con etanol al 96 % hasta completar

un volumen de 50 mL; de esta solucion se

toma 1 mL y se diluye a 100 mL con etanol al
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50 %. Concentracién aproximada 8,0 pg/mL del espectro de absorcién del esténdar y la

(solucién stock). muestra.

c) Blanco 3.4.5.2.5. Sensibilidad

El blanco consistiré en una solucién dc écido Se determinate�031:por el método instrumental por

sul}401iricoal 10 % y etanol a1 50 %; éste, la comparacién de blanco con blanco enriquecido

muesira y el estaindar se leen a una Iongitud de a diferentes concentraciones. Se preparan el

onda de 258 nm. blanco enriquecido a diferentes

Determinacién del porcentaje de quercetina concentraciones bajas de 0,008; 0,016; 0,032

_A"1 X PFX 5 pg/mL con una Iectura de triplicado de cada .
><�024Tx 100 .,

Ar concentracnon y el blanco solo. Luego se

D°"d"'5 construye la regresién lineal de los blancos

X: contenido de }402avonoidesexpresados como enriquecidos pm determina�030.13 pendiente�031

'-1�034C1'°°}401n3(%)- también se calcula e] valor promedio de la

AT"-' absmbancia de 13 5°]�034�0303ié�034"�030�034°5tT3- se}401aldel blanco y su desviacién esténdar. Con

P1�031?P950 de 13 sustancia de ''9fer°�034°i33�034todos estos datos se detennina e1 limite de

gmm°5- deteccién y limite dc cuanti}401cacién.

Ar: absorbancia de la solucién dc referencia.

Desarrollo de los panimetros de validacién Analisis de dams

Linealidad Linealidad
Se eval}401ala Iinealidad del sistema en el cual se E1 estudio de }401nca}401dadimplica una

Prepara�034951100 5°l�034°i°�034e5esténdar 3 Pam�031de representacién gra}401cay necesariamente una
la solucién stock correspondiente a 0,8; 1,6; comprobacién esmdfs}401Ca_

2:4; 3:2 Y Ecuacién dela recta:

4,0 pg/mL se leeré tres réplicas de cada

concentracifm. Luego se determina la recta dc Y = bx + 3

regresién lineal, cl valor de: coe}401cientede Donde;

correlacién (R), coe}401cientede determinacién x; ]a concenn-gcién de] an-,1]ito_

(R2), Pendieme (b) Y 91 ime|�030°ePt0(3)- Y: valor de las respuestas del analito.

3-4.5.2-Z Precisién b: valor de la pendiente de la recta.

Repetibilidad: se evallia seis absorbancias de 3; valor de| intercepto de 13 recta con e1 eje Y_

la solucién esténdar a la concentracién de 4,0 3) Test de hip}401fesisPam demostrar

}401g/mLP0�03131 mismo 3"3�0345t3,miSm0 dia, regresién en funcién del coe}401cientede

mismo instrumento. Luego se determina la con-elacién 6�030,-v

m°di3)�031�254lCoe}401ciemede V?�034'i3�0303i6�034- Criterios de aceptacién: �034r�035debe ser

P|�0319Ci5i'5�034i}402termediai'35 m�034e5t1'a5Y 105 signi}401cativamentediferente de cero. Si el valor

estandares se preparan de acuerdo a la de t ewedmmb, obtenido es mayo; que 3] t mm

metodologia, en tres etapas y en diferentes para (;,.2) grades de }401benady un nivel de

Sesionesv Dia L 2 Y 31 seis lecturas de 135 con}401anzadel 95 % (signi}401canciau = 0,05),

muestms 31 100 �034/0Y 35130331�031(S°1UCi'5n St°°k)- entonces existe correlacibn entre X e Y.

Luego 59 determina 13 media Y 51 C09�030-lcientede b) signi}401canciaestadistica de la pendiente

variacién. �034bu

3-4-5-2-3- Exac}401tlld Criterios de aceptaci}401n:�034b�035debe ser

39 CV31!�0359" }401mcié�034de Pmcentaje dc signi}401cativamentediferente de cero. Si el valor

recuperacién mediante el método de dg t cxwimm obtenido as mayor que 5] t �030am

enriquecimiento de la muestra con alicuotas de para (n.2) grades de libemd y un nivel dc

esténdar. Para tal procedimiento se trabaja con con}401anzade1 95 % (signi}401canciau = 0,05),

tres C0flC�254IltT3Ci0I1�254Sde 2.4; 3,2 Y 4,0 118/"IL de entonces b es signi}401cativamentediferente de

quercetina. Se determina el porcentaje de cero y Se rechaza 1a hipétesis nu1a_

recuperacién utilizando la ecuacién de la recta c) signi}401canciaestadistica de| intercepto �034aw

asimismo se determina la media, coe}401cientede criterios de acep}401aci}401n;e1va1or de t expmmmm!

Variaci6nstcxpe.yttab|a- obtenido es menor que el t �034M,para (n-2)

3.45.2.4. Selectividad o especificidad grades dc libertad y un nivel de con}401anzadel

53 eV8ll'l3 135 3bS0Fb311Ci-35 dc �034WV595 % (signi}401canciau = 0,05), entonces �034a�035no

T"-P3}401Ci°""-5de 13 5°1�034ci6�034blanco 0 P130950, es signi}401cativamentediferente de cero y se

asimismo se determina e1 espectro de absorcién rechaza 1a hipmesis nula.

UV del esténdar y muestra. Luego se evaltia la P.-ecisi}401n

desviacién esténdar del blanco y el recorrido
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La precision de un método analitico se expresa Sm = S.,, �024Ksd,

generalmente como el coe}401cientede variacién Ln = 5m �030Sb!

(CV). m .

s _ 5m �034Sm
%CV = 7x100 LC �024--T

Donde; Sm: se}401alanalitiqa minima distinguible.

S; desviacién estandan Sm: se}401almedia del blanco.

)'(: media aritmética de los resultados. Sdei d°5Via°i�0305nesténdar dc�030bl3�034°°-

Exacmud m: pendiente de la curva.

Se determina por el método de porcentaje de K3 V3107 "-5t3b]°°id°5 (3 P373 [D Y 10 Pam

recupemcién LC)-

Y
%R = i x 100

Donde:

X : Absorbancia obtenida por la muestm

enriquecida.

X: Absorbancia obtenida por el esténdar.

Test de t student

Los valores de t¢,,p,,,»,,,,,,.,, y el tabulado se

comparan para el intervalo de con}401anza

requerido con n-1 grados de libertad y nivel de

con}401anzade a. = 0,05. Si tal,�030< t,,.,1., no existe

diferencia signi}401cativacon el 100 % de

recuperacién y la exactitud cs apropiada.

Sensibilidad

Los lfmites de deteccién (LD) y cuanti}401cacién

(LC) se obtienen de la siguiente manera:

RESULTADOS

Tabla 3. Tamizaje }401toquimicode la droga cruda de Calceolaria engleriana Kraenzl �034wawi11ay".

Ayacucho 2016.

Metabolites secundarios Reumfos ylo Resultados Observacinnes
I�035C8CCI0l|�254S

Fenoles y/o taninos Triclorum férrico -H+ polomcién Verde
mtenso

Flavonoides Shinoda 4+ C°'°"�031�034"°�034, �034"�034�030�034"°°�034
la fase amilnca

Saponinas Espuma +++ Formacién de espuma

Catequinas Catequinas 4+ Verde

' Dragendorff + Opalescencia Iigera

Alcaloides Wagner - Incoloro

Mayer + Ogalcscencia Iigera

Azucams reductores Fehling +H- Precipitado rojo

Quinonas Bomtrager H fomszszma dc wk"

l.eyu:d.n�024:�034"' �030:
Ausenle :(.)

E56151 (+)
Bum :(+-+)

I-�030grmlente :(+-H)
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Tabla 4. Variacién de la medicién de

�035 absorbancia de la solucién estimdar de

quercetina 4 pg/mL, para determinar la

precisién. Axacucho 2016.

Mugsotms v Absorbancia

4}
1 0,272

2 0,272

3 0,271

4 0,271

5 0,270

6 0,271

7 0,271

Std Muestra 8 0,270

Figura 1. Cromatogra}401aen capa }401nadel

esténdar de quercetina comparada con la �031 

muestra. Ayacucho 2016. n__&EQL_

°/..c.v. 0,26�035)

0 100 �034�031Bpeci}401camc'mcv 51.5%
Q,

0240 I�031 Tabla 5. Variacién del contenido de quercetina

§' en hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
�031 u - 7) - v - -

2 ,�031 wawlllay , para determmar la repetlblhdad.

E mm F�031 Q Ayacucho 2016. I

E I,�031 Muestra A Quercetina Quercetina

�030Om , j" W�034) (E) (%)

/I I L097 0,422 42,20

noon �024�024§-�024-�024�024A�024�024�024---�024

I.�031 y = 0,065x + 0,0033 2 1,095 0,421 42,10
2 -

noon �031 R '°�0319989 3 1,098 0,422 42,20

0 0 l 0 2 0 3 0 4 D 5.0

Concentration (ug/ml) 4 L095 (L420 42�03100

Figura 2�030Variacién de la absorbancia en 5 L095 Q42�030 42�031]0

funcién de la concentracién de quercetina, para 6 1,096 0,421 42,10

el test de Iinealidad. Ayacucho 2016. )�024( 42,12

5 0,08

%C.V. 0.1901")
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Tabla 6. Variacién del contenido de quercetina en las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl

�034wawillax",Qara determinar la Qrecisién intermedia. Ayacucho 2016.

Dia Ml}401ztm A Quercetina (g) Quezzmna
 T

1 1,097 0,422 42,24

2 1,095 0,42] 42,08

I 3 1,098 0,422 42,20

4 1,095 0,420 42,00

5 1,095 0,421 42,08

6 1,096 0,42] 42,12

1 1,096 0,42] 42,12

2 1,095 0,42] 42,08

2 3 1,093 0,418 41,85

4 1,095 0,420 42,00

5 1,094 0,418 41,8]

6 1,094 0,420 41,97

1 1,095 0,419 41,92

2 1,093 0,418 41,85

3 3 1,095 0,418 41,84

4 1,096 0,419 41,88

5 1,094 0,419 41,89

6 1,093 0,419 41,93

2 41,99

s 0,132

%c.v. o,;1s"�030
' Especi}401cacibn CN. 5 3,17%

Tabla 7. Porcentaje de recuperacién de quercetina en las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl

�034wawillax�035,Ezra determina: la exactitud. Ayacucho 2016.

. Quercetina real .

Muestra teéoriuczr}401}401g/':L) A") (}401g/mL) Recu(q;'r)acl6n

0,157 2,407 99,8

M-I 2,412 pg/mL 0,155 2,376 98,5

0,156 2,391 99,]

0,211 3,237 100,7

M�0242 3,216 pgmL 0,209 3,207 99,7

0,211 3,237 100,7

0,263 4,037 100,4

M~3 4,02 pg/mL 0,260 3,991 99,3

0,262 4,022 100,1

)�030( 99,8

s 0,738

%C.V. 0,740

t .,.,, 0,803"�035

t ..,,.,, 2,306

G.L. 8

(a) Absorbancia obtenida de la muestra zmiquecida.

(b) Fspeci}401caciéuzv.,,,.,.,,,..,,.. < 1....
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�031�024jj" 

. __.__m"d�035_._>M�034.m laboI:a_tono que su (fapacidad satisface los

_ 25 I requ:§1tos para las aplicaciones deseadas; esta

capacidad se expresa en términos de

par}401metmsdc anélisis, donde se tiene en

2 ' ' �031 cuenta la Iinealidad, precision, exactitud,

especi}401cidad,sensibilidad, entre otros, en

TE 1.; dependencia de| objetivo que se persiga.

§ En la actualidad es gran importancia la

§ 1 V validacién de métodos, procesos, etc., que

permitan mayor con}401abilidaden los resultados,

fundamentalmente cuando se trabaja con

0-5 ' - productos naturales, donde es necesario obtener

datos y resultados experimentales que

0 demuestren la aptitud para el uso que se

190 258 226 394 462 destina; es por ello, que nos trazamos como

L°"I"�034�0304* °'�034�034(""') objetivo la validacibn del método

_ , espectrofotométrico que permiten cuanti}401car

}401gura3' E5P°°"?5 de ab5°r°�0306"UV de| los }402avonoidestotales, compuesto que seg}401n

esténdar dc q�034er°°""a3' 13 muestra�030Aya°�034°h°referencias bibliogra}401cas,esuin relacionados

2016- con la accién farmacolégica de la especie

Calceolaria englerina Kraenzl.

Después de realizar el anélisis del tamizaje

}401toquimicolos metabolitos secundarios

n.u2a identi}401cadosfueron, los fenoles y taninos con

0 cantidades excelentes; cantidades moderadas

/ de }402avonoides,catequinas, lactonas, cumarinas

0.022 ,1�031 y quinonas; asimismo se encontré una escasa

E /' cantidad de alcaloides tal como se muestra en

E la tabla 3.

E W El proceso de idemi}401caciénse realizé

5:�031 /' mediante la técnica de cromatogra}401aen capa

/' }401na,donde se muestra que existe presencia de

°'°�034 /0 =0 20�034*0 0165 }402avonoidestotales como la quercetina ya que

/' Y ,§2=o�030994',, este }401ltimose utiliz(> como esténdar,

presentando en el cromatograma al observarse

0'�0350 0007 mm mm 0°28 0035 a la cémara UV a una Iongitud de onda de 365

' c,,,,,,.},,,.¢,.(;,g,mL, ' ' nm manchas de la muestra y el esténdar a las

_ , , _ mismas alturas, que al determinar su Rf del
Figura 4. Vanaclén de la absorbancia en esténdar y muestra, Se obtienen Rf muy

funcién de la concentracién de quercetina, para Cercanos con valores de Rf: 0 90 de esténdm, y

determinar la sensibilidad. Ayacucho 2016. Rf = 0,86 (}401guraI); asim�031iSmoSe puede

. mencionar en investigaciones diferentes que los

DISCUSION valores de Rf obtenidos son de 0,80 segim otros

_ . ., autores.�030

El presente m�030.ba-'°Se basa en la Val'dac',°" del Al realizar el anzilisis estadistico de la

método anam.'c° p.°r esPecm�031f°m.memaUV linealidad,te('>ricamente es la capacidad (dentro
para la cuantx}401caclénde }402avonoldestotales de un intervalo dado) para proporcionar

presemes e" las ho-ias de Calceolaria resultados que son directamente proporcionales

e�035g[e�031i�035"�035kraenzl �034waWi"ay�035�031para la a la concentracién del analito en las muestras
obtencién del extracto se utilizé el equipo de de examen En este estudio, la Iinealidad Se

Soxhlet�031esta extracmén Se fie}401necomo. '3 evalué mediante el coe}401cientede correlacién
accndn de separar con un liquldo una fracclén de Pearson (R) y el coe}401cientede

espegi}401cade uga muestra, dejando el resto lo deteminacién (R2). R indica el grado de

mas lmelgm p°S'ble el cual e"°uemr_a dentro asociacién entre dos variables (en este caso

del me.�030°d°7 de extraccm" descmo Por absorbancia y concentracién) y R2, indica qué

K°5t°"_�034�030k°"a' tan bueno es el modelo de regresién utilizado.
La valldacién de un método es aquel proceso Los criterios de acepmcién para ambos

por el cual se establece mediante estudios de parémetms Son que R y R2 deben ser mayores
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que 0,995.9 La curva se preparé dentro del indica que se pueda usar la absorbancia como

rango de cinco concentraciones que van magnitud adecuada para determinar a partir de

desde 4,0 pg/mL hasta 8,0 pg/mL del ella la concentracion de principio activo

estzindar de quercetina, obteniéndose la presente en las muestras.�035

ecuacion de la curva de calibracion de y = En el anélisis estadistico para la evaluacion del

0,065x + 0,0088 donde Y es la absorbancia y X parémetro de precision en funcion de

la concentracion del esténdar y los valores de R repetibilidad y precision intermedia del método

y R2 obtenidos fueron 0,9995 y 0,9989 se determino en funcion de la cantidad y

respectivamente los cuales se observa en la porcentaje de analito hallado en la muestra,

}401gura2; asimismo se realizo la prueba de t obteniendo los siguientes resultados, se

student para determinar la signi}401canciamuestran las variaciones obtenidas en los

estadistica de los valores de la pendiente �034b�035,porcentajes de analito hallado en la muestra, la

intercepto �034a�035y el test de regresion en }401mcionmedia del analito hallado y la desviacion

de coe}401cientede currelacion, con un nivel de esténdar relativa, obtenidos intradia

signi}401canciade a = 0,05 (95 % de con}401anza)y (repetibilidad) e interdias (precision

n-2 grados de libertad. intermedia.) que se muestran en la tabla 4 y 5

En el anélisis estadistico de la pendiente �034b�035pam repetibilidad y la tabla 6 para precision

por método de t student el criterio de intermedia. En la repetibilidad los resultados

aceptacion que debe cumplir es que t,,q,_ > t,,1,,.; del coe}401cientede variacion }401leronde 0,26 % y

se obtuvieron valores del t.,q,,igua1 a 13,733 el 0,19 %, con respecto a la precision intermedia

cual es mayor que el tum, igual a 3,182 (anexo se obtuvo un coe}401cientede variacion dc 0,315

4) entonces cumple con la especi}401cacionpor lo %. Los valores de coe}401cientede variacion

tanto se acepta la hipotesis altema donde la por debajo de 1,5 % en ana}402isisde

pendiente es estadisticamente diferente de cero; repetibilidad (imradia) y por debajo de 3 %

seguidamente se determino la signi}401canciaen anélisis de precision intermediaria

estadistica del intercepto �034a�035por el mismo (interdias) son considerados aceptables.9 E1

método donde e1 criterio de aceptacion que cumplimiento de ambos estudios nos permiten

debe cumplir es que tum, > t,,q,_ obteniéndose a}401rmarque el método es preciso; estos mismos

valores de temigual 210,698 ytmhigual 213,182 resultados se obtuvieron en el trabajo de

el cual es mayor que 0,698 (�030ape�031)(Anexo 4) estudios sobre la �034validacionde dos métodos

con estos resultados se acepta la hipotesis espectrofotométricos para la cuanti}401cacionde

altema donde intercepto �034a�035es taninos y }402avonoides(Quercetina) en Psidium

estadisticamente igual a cero; }401nalmentese guajaba L�035,donde tuvieron como resultado un

determino la signi}401canciadel coe}401cientede coe}401cientede variacion de 0,28 % a}401rmando

correlacion R donde se obtuvo un valor de R2 = que el método es precisa.�035

0,9989; t,,.,.,igua1 a 3,182 y t,,,,,,_ igual a 52,197 Los valores referentes a la exactitud del método

el cual cumple el criterio de que t,,,,_ > tum, por obtenidos por medio de la prueba de

tanto se acepta la hipotesis nula donde R es recuperacion, se encuentran en la tabla 7, El

diferente de cero (anexo 2) asimismo el valor porcentaje de analito recuperado promedio es

de R2 es mayor que 0,995, este valor obtenido de 99,8 % y un coe}401cientede variacién de

es muy cercano al que obtuvo Toscano E.�035con 0,740 % muestran que el método presenta

un R2 de 0,9985; con estos resultados se a}401rmaexactitud, estos valores obtenidos en la

que existe con-elacion entre x (concentracion) e detenninacion estén proximos al valor

y (absorbancia). verdadero donde los porcentajes de

También se determino el coe}401cientede recuperacién entre 96 % - 104 % y coe}401ciente

variacion a partir del factor de respuesta (y/x) de variacion menor del 3 % son considerados

obteniendo un valor de 4,594 % siendo menor aceptab1es.9 Estos resultados son cercanos a los

al 5 % del coe}401cientede variacion establecido obtenidos en otras investigaciones, seglin

y comprobando se puede a}401rmarque existe Travieso M, et al.�035los valores obtenidos de

Iinealidad en el intervalo estudiado (anexo 4). recuperacion fueron de 100,742 %a| igual que

Todo lo anterior nos permite a}401rmarque existe Gutiérrez Y�035,obtuvo un

una buena correlacion entre la concentracion y 97,44 % de recuperacion.

la respuesta obtenida (valores de absorbancia), Asimismo se determino la signi}401cancia

lo cual demuestra Iinealidad en el rango de las estadistica de. la exactitud por el método de t-

concentraciones estudiadas. Estos resultados student para un nivel de con}401anzade (1 = 0,05

demuestran que el método es lineal, se muestra (95 % de con}401anza)y n-2 grados de libertad y

de esta fonna que el ensayo cumple de modo especi}401cacionque debe cumplir donde tap <

apropiado con la Ley de Lambert-Beer, lo cual t.,,b.,, al procesar los resultados se obtuvo un tm,
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de 0,803 y tum, de 2,306; los cuales cumplen en extractos alcohélicos de semilla de chia

con dicha especi}401cacién.Por lo tanto con estos presentan un 60,49 % de quercetina; la

resultados de coe}401cientede variacién, cuanti}401caciénde }402avonoidesexpresado como

recuperacién promedio y el t�024studentse porcentaje de quercetina descrita por Mota J.�035

concluye que el método es exacto. quien reporté concentraciones de }402avonoides

En el parametro de especi}401cidadoselectividad en extracto metanélico de chia con valores

los resultados que se obtuvieron fueron de cinco veces menores de 60,49 %. En el trabajo

0,0007 it 0,0002 los cuales indican que el de investigacion realizado por Ruiz S. ed at";

plaoebo no absorbio signi}401cativamenteen la repona 0,48 % de quercetina; asimismo en otra

longitud de onda de trabajo. También se investigacién se repom�031)el contenido de

comparé los espectros de absorcién del }402avonoidestotales en propoleo con un 11,45 %

estandar desde los 200 nm hasta los 500 nm el de quercetina.�035

cual se encuentra ilustrado en la }401gura3, y nos En nn trabajo de investigacién sobre

muestran mismos espectros de absorcién tanto Cuanti}401caciénde }402avonoidestotales y taninos

del estandar como de la muestra. presentes en el extracto acuoso de hojas de

La sensibilidad de un método analitico, se Thea sinensis L. y su capacidad antioxidante,

de}401necomo la pendiente �034m�035de la curva de concluye con la presencia de un 15 % de

calibracién, ya que esta de}401nela razén de quercetina hallado en las muestras de té.�035

cambio de la propiedad medida por unidad de Estas diferencias pueden deberse a numerosos

concentracién. Una respuesta no lineal en la factores como la ecologia de la }402ora,periodo

gra}401cade Absorbancia vs Concentracién de colecta, region de la colecta, exposicion a la

indica un cambio en el valor de la sensibilidad luz del extracto y el solvente que se utiliza , los

en funcion de la concentracién. Conforme la cuales pueden afectar el contenido de

concentracién del analito se aproxima a cero, la }402avonoidesdebido a que se oxidan

se}401aldesaparece dentro del ruido y se rebasa el fécilmente.�035

limite de deteccién. La sensibilidad aunque es Todo el estudio desarrollado nos permite

independiente de la concentracién, se obtiene a}401rmarque el método espectrofotométrico

como el cociente de dividir la serial medida propuesto para la cuanti}401caciénde }402avonoides

(absorbancia) entre su valor (m = s/c), y por lo totales expresados como quercetina, validados

. que se puede observar es simplemente igual a para el control qulmico de calidad de la droga

la pendiente promedio? cruda de Calceolora engleriana Kraenzl, son

Se puede observar lo resultados de las }401ables,pues demuestran mantener los criterios

absorbancias y concentraciones en la }401gura4, fundamentales de linealidad, precision

se prepararon tres concentraciones del estandar (repetibilidad y precision intermedia), exactitud

a concentraciones bajas los cuales fueron yespeci}401cidad.

0,008; 0,016 y 0,032 pg/ml, con estos datos se
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