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Validacién de una metodologia analitica
para la cuantificacién por HPLC
de quercetina en una matriz vegetal

Carmen Andrea Moreno-Romero y Clara Eugenia Plazas-Bonilla*

Resumen

El presente documento expone el trabajo involucrado alrededor de la implementacién de una metodolo-

gia para la cuantificacién del flavonoide quercetina en cebolla (Allium cepa). Contemplando el aporte de in-

vestigaciones previas, se optimizaron y estandarizaron las variables del método (tiempos de hidrélisis y ex-

traccién del material vegetal) y se realizé el proceso de validacién. Esta dltima, resulté exitosa, y permite

afirmar que en el material vegetal seco de cebolla blanca se encuentran 1960 mg de quercetina/ Kgyen ce-

bolla roja 2701 mg de quercetina/ Kg.
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Summary
Validation of an analytical methodology for the quantification
by high performance liquid chromatography of quercetin in a vegetal matrix

This document presents the work involved around the implementation of a methodology for the quantifica-

tion of the flavonoid quercetin in onion (Allium cepa). Considering contributions of previous related investi-

gations, it was set the conditions for hydrolysis and extraction of vegetal material as well the development of

the methodology validation was performed. This was a satisfactory process and let us to establish that 1906

mg of quercetin was enclosed per Kg of white dry onion and 2701 mg of quercetin in red onion per Kg,

Key words: Quercetin - Validation - Onion - Flavonoids — Flavonols.

Introduccién

Los flavonoides son compuestos organicos casi
universales en los vegetales (1). La quercetina es
un flavonoide del tipo flavonol que se encuentra
presente en diversos alimentos naturales, tales
como: tomate, lechuga, cebolla, apio, repollo,
brécoli, arvejas, espinacas, manzana, naranja,
fresa, durazno, pera y uva; siendo las cebollas,
uno de los vegetales mas ricos en ella. (2-13).
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Las cebollas son ricas en dos grupos quimi-
cos que han sido destacados como benéficos para
la salud del hombre: los flavonoides y los al-
quil—cistein-sulféxidos (ACSOs). Dentro de los
flavonoides se encuentran dos subgrupos: las an-
tocianidinas, las cuales imparten el color rojo/pur-
pura a algunas variedades y los flavonoles, como la
quercetina (presente mayoritariamente en el bul-
bo), el kamferol (abundante en las hojas) y sus
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derivados, responsables del color amarillo de otras
variedades.

Existe un interés especial en los flavonoi-
des debido a sus posibles efectos en la salud hu-
mana. Se sabe que al menos el 60% de los
cénceres humanos se relacionan con factores
extrinsecos identificables, los que pueden ser
de caricter fisico, quimico o biolégico (14).
Aun cuando es dificil evaluar la contribucién
exacta de cada factor, se reconoce el papel pre-
ponderante que ocupa la dieta y en general la
ingesta de ciertos compuestos en el control de
la aparicién y desarrollo del céncer. Dentro de
estos compuestos de interés, se encuentran los
flavonoides, moléculas que poseen actividad an-
ticarcinogénica, aunque estudios recientes pa-
recen contradecir esta afirmacién (15).

Se requiere por tanto, métodos de anlisis
validados que permitan la determinacién del
contenido de estas sustancias en alimentos y en
fluidos biolégicos para asi estimar la relacién de
su consumo con la incidencia de alguna enfer-
medad o proteccién contra las mismas.

Metodologia

Equipos: Cromatégrafo liquido de alta eficiencia
(HPLC) Waters: Sistema controlador 600E, de-
tector UV 486, médulo de datos 746; columna
LiChroCART (Dorck, Darmstadt, Germany) 250
x 4 mm 1.D., Purospher RP — 18 endcapped, 5
Um, guarda columna LiChroCART (Merck,
Darmstadt, Germany) 4 x 4 mm LD, LiChrosp-
her RP — 18, 5 Um. Cromat6grafo HPLC Merck
Hitachi LaChrom: Bomba L — 7100, detector de
arreglo de diodos L — 7450, automuestreador L —
7200, interfase D — 7000, programa: Chromato-
graphy data station software D — 7000 Multi —
HSM_H (este equipo fue exclusivamente usado

en la evaluacién de especificidad). Otros equipos:
Espectrémetro UV/ Visible Unicam UV2-100,
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balanza analitica Mettler Toledo AB 204, poten-
ciémetro Beckman 50, bomba de vacio Millipore
LR 37697, ultrasonido Trassonic 460/H, liofiliza-
dor Labconco.

Reactivos. Acetonitrilo y metanol (MeOH),
grado HPLC, Omnisolv. Agua destilada filtrada.
Acido clorhidrico (HCI), R.A, Merck. Fosfato
monobasico de potasio, KH,PO, R.A., Ma-
llinckrodt. Butilhidroxitolueno (BHT), R.A.,
Mallinckrodt.

Estandar. Quercetina 98% de pureza, Sigma.

Material vegetal. Cebollas de la especie Allium
cepa (16), familia Alliaceae; tipo cabezona dora-
da santandereana y cebolla cabezona roja
comun adquiridas entre agosto y diciembre del
afio 2004 en un supermercado de cadena de la
ciudad de Bogota (Colombia).

Analisis estadistico. Los datos del proceso de
validacién fueron analizados a través del progra-
ma estadistico S.A.S. versién 8. Los evaluadores
estadisticos fueron: ANOVA, para evaluar la sig-
nificancia estadistica del modelo planteado y la
influencia de las variables involucradas; compa-
raciones multiples, para evaluar la agrupacién
de datos segiin las concentraciones trabajadas y
el andlisis de regresién, para evaluar la pendien-
te, el intercepto y la correlacién del modelo.

Optimizacién y estandarizaciéon

Con base en la evaluacién de los diferentes pa-
rametros para verificar la idoneidad del sistema
cromatografico se establecieron las siguientes
condiciones de trabajo: Fase mévil: Isocrética:
309% Acetonitrilo — 70% Buffer Fosfato
(KH,PO,) 0.025 M, pH 2.4. Columna: LiCh-
roCART C18. Velocidad de flujo: 0.9 mL/min.
Temperatura: 25 °C. Longitud de onda de de-
teccién: 370 nm. El material vegetal debe ser
sometido a reduccién del tamario de particulay
liofilizacién, previo proceso de extraccién - hi-
drdlisis. La evaluacién de diversas metodologias
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para la hidrélisis permitié verificar la coinci-
dencia en el empleo de un procedimiento opti-
mizado y estandarizado hacia principios de los
aflos noventa en Holanda (7), basado en la ex-
traccién de todas las formas del flavonoide pre-
sentes en la matriz (aglicona y glicésidos) a
través de un reflujo con solucién metandélica e
hidrélisis simultinea de los glicésidos mediante
el efecto de una solucién 4cida. Hertog et al. (7)
determinaron como idéneo el uso de HCl a una
concentracién 1.2 M. Se verificé el tiempo 6p-
timo de tratamiento realizando reflujos com-
pletos variando tnicamente el periodo de
hidrélisis. (1 hora, 1.5 horas, 2horasy 2.5 ho-
ras), evaluando los resultados por HPLC y es-
pectroscopia UV. Dada la labilidad de la
molécula frente a condiciones de luz y tempera-
tura se emple6 como antioxidante el BHT (4,7,
8, 17-19).

Manejo de la muestra

Liofilizacién. Triturar el material vegetal en
un molino, poner en recipientes de fondo pla-
no, dejar en congelacién por ocho horas y llevar
al liofilizador por 24 horas. Finalmente, retirar
el material vegetal seco, pesar la cantidad obte-
nida y envasar en recipientes herméticos.
Hidrélisis y extraccién. Pesar 0.250 g. del
material vegetal liofilizado, llevar a balén de
fondo redondo, adicionar 12.5 mL de MeOH,
7.5 mL de agua, 40 mg de BHT y 5 mL de HCI
6N. Mezclar y cerrar el sistema. Dejar en reflujo
durante 1.5 horas. Enfriar hasta temperatura
ambiente protegido de la luz, llevar a un balén
volumétrico de 50 mL y completar a volumen
con metanol. Filtrar la solucién y conservarla en
frascos dmbar bajo refrigeracién. Previo al ana-
lisis, llevar la solucién a temperatura ambiente y
filtrar a través de membrana de 0.45Um antes
de inyectar en el cromatdgrafo.
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Validacion del sistema

Especificidad. Se evaluaron los cromatogramas
obtenidos al exponer la molécula de quercetina a
diferentes condiciones de estrés, empleando 5
mg del estdndar disueltos en 5 mL del medio de
deterioro o solvente. Las condiciones fueron:
Hidrdlisis alcalina, reflujo durante dos horas hi-
dréxido de sodio(NaOH) 1N; hidrdlisis dcida,
reflujo durante dos horas en 4cido clorhidrico
(HCI) IN; oxidacién, reflujo durante dos horas
en peréxido de hidrégeno (H,0,) 3%; termdli-
sis, reflujo durante dos horas en MeOH,; fotlisis,
exposicién a la luz ultravioleta durante 48 horas
de una solucién en MeOH. Para el caso del HCl,
el NaOH y el (H,0,) se efectuaron diluciones 1:
10 en MeOH previa inyeccién.

Linealidad. El intervalo de anélisis estuvo entre
2,5y 25,0 ug/mL Se analizaron cinco concentra-
ciones por triplicado: 2.5, 8.5, 14.5, 20.5y 25.0
mcg/mL. Evaluadores estadisticos: ANOVA, com-
paraciones multiples y el analisis de regresién.

Precision

Repetibilidad. Se analizaron en un mismo dfa
tres concentraciones por triplicado (2.5, 14.5,

y 25.0 Ug/mlL).
Precision intermedia. Se analizaron en tres
diferentes dias, tres concentraciones por tripli-

cado (2.5, 14.5, y 25.0 pg/mL). Evaluadores
estadisticos: Coeficiente de variacién, ANOVAy
las comparaciones multiples.

Cantidad minima cuantificable (CMC) y
detectable (CMD): La CMC se evalué a través
de la aplicacién de la férmula CMC = Ruido x
6. La CMD se evalué a través de la aplicacién de
la férmula: CMD = Ruido x 2. El ruido fue de-
terminado a través del andlisis de 10 muestras
de la solucién del blanco (MeOH). Estos dos
pardmetros se verificaron experimentalmente.
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Validacién del método

Especificidad. Se analizaron los cromato-
gramas obtenidos de soluciones de quercetina
estandar y las obtenidas del proceso de extrac-
cién-hidrélisis en cebolla usando el cromatégra-
fo que contaba con el acople al detector de
arreglo de diodos, empleando tres fases méviles
de diferente polaridad.

Linealidad. Se evalué a través del manejo de
cinco concentraciones logradas al someter dife-
rentes cantidades de una muestra homogénea
del material vegetal al proceso de extrac-
cién-hidrolisis, manteniendo la proporcién de
los demas componentes de la extraccién cons-
tantes. Las concentraciones usadas fueron 4.9,
7.4,9.8,12.2y 14.7 Ug/ mL. Evaluadores esta-
disticos: ANOVA, comparaciones multiples y el
andlisis de regresion.

Precision

Repetibilidad. Evaluado a través del anilisis
en un mismo dia, de seis muestras de una mis-
ma concentracién (0.250 g del material vegetal
homogéneo).

Tabla 1. Disefo de la prueba de Robustez.

Precisién intermedia. Se analizaron en tres
diferentes dias, dos muestras de una misma
concentracién (0.250 g del material vegetal ho-
mogéneo). Evaluadores estadisticos: El coefi-
ciente de variacién, ANOVA y las comparaciones
multiples.

Exactitud. Se evaluaron las concentraciones
obtenidas de soluciones procedentes de mues-
tras del material vegetal sometidas al proceso
de extraccién-hidrélisis, enriquecidas con di-
ferentes cantidades de estdndar (100%, 50% y
25% de la cantidad de quercetina determinada
en la matriz), una vez concluye el proceso de
extraccién—hidrélisis. Evaluadores estadisti-
cos: ANOVA; comparaciones multiples; prue-
ba t, la cual evalta la diferencia entre el
porcentaje de recuperaciény el 100 %y el Test
de Cochram que evalua la diferencia de varian-
zas segun el porcentaje de adicién.
Robustez. Se desarrollé a través de la aplica-
cién del modelo Plackett-Burman (20), en
donde se plantea la evaluacién de la influencia
que sobre la variabilidad de la respuesta tienen
pequenos cambios efectuados a siete variables

de estudio (Tablal).

Variable/ Experimento | 2 3 4 5 6 7 8
pH buffer 2.6 2.4 2.4 2.6 2.4 2.6 2.6 2.4
9% acetonitrilo 40 40 30 30 40 30 40 30

Velocidad de flujo (mL/minuto) 0.7 0.7

0.7 0.9 0.9 0.7 0.9 0.9

Longitud de onda (nm) 370 372 372 372 370 370 372 370
Temperatura (°C) 30 25 30 30 30 25 25 25
Tiempo preparacién
de la muestra (dfas) 0 ! 0 : ! : 0 0
Experimentador 2 2 1 2 1 1 1 2
61
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Resultados y discusién

Idoneidad cromatografica. La evaluacién
de cinco pardmetros cromatogréficos (Tabla 2)
del sistema de andlisis usado, permitieron evi-
denciar el cumplimiento de estos con los reque-
rimientos establecidos como valores sugeridos.
El tiempo de retencién obtenido para la solu-
cién del estindar fue de 9.5 minutos y para la
solucién producto de la extraccién de querceti-
na de cebolla de 9.6 minutos.

Tiempo de hidrdlisis. Los valores de drea
(HPLC) y de absorbancia (UV), obtenidos en los
diferentes tiempos de tratamiento permitieron
establecer 1.5 h. como tiempo éptimo (Tabla 3).

Evaluacién de la estabilidad. Las soluciones
del estandar de quercetina bajo condiciones de re-
frigeracién y envase en frascos ambar, permane-
cen estables 28 dias después de su preparacién.

Validacion del sistema

Especificidad. Hidrdlisis alcalina: La molécula
de quercetina sufre una dréstica modificacién,
resultado coherente con la bibliograffa (1), pues
se sabe que suceden una serie de transforma-
ciones que van desde estructuras quinoides hasta
la formacién de polimeros coloreados. Hidrdlisis
dcida: No produce cambics marcados sobre la
molécula, pero si reduce la cantidad inicial de

Tabla 2. Parametros cromatograficos evaluados en la estandarizacién.

Parametro Valo(rzeg,izci()aales VI;Sifli:c;ic’; Final de validacién
Factor de Capacidad > 2 4.22 4.27
Factor de Separacién >1 5.22 5.14
No de Platos Tedricos ---- 4027 4011
Resolucién > 2 3.74 3.40
Tailing <2 1.00 1.00

Tabla 3. Resultados optimizacién del periodo de reaccién.

t hidrolisis (horas)

Respuesta HPLC (éreas)

Respuesta UV-VIS

(absorbancia)
1.0 1356257 1.209
1.5 1996876 1.321
2.0 1701920 1.266
2.5 1587608 0.638
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quercetina, confirmando ser uno de los flavonoi-
des que exhibe mayor resistencia a la accién de
4cidos (9). Oxidacién: Se observa una reduccién
en el contenido de quercetina mayor al obtenido
con 4cido clorhidrico (22). Termdlisis: Ejerce un
marcado efecto de degradacién de la molécula,
razén de la necesidad de refrigerar las soluciones
(22). Fotdlisis: La quercetina exhibe grandes cam-
bios en los cromatogramas obtenidos. (22)

Linealidad

ANOVA. La variable concentracién es la dnica
de las variables del modelo planteado que posee
efecto estadisticamente significativo.
Comparaciones multiples. En tres pruebas
se observa la formacién de cinco diferentes
grupos, indicando que los valores de drea varfan
con la concentracién.

6000000 T

5000000

y = 205997x - 15875

4000000

3000000

2000000

1000000

0 5 10 15 20 25 30
Concentracién (Ug/mL)

Figura 1. Curva de regresién. Sistema.

Tabla 4. Resultados del estudio de repetibilidad.

Andlisis de regresion. El modelo lineal plan-
teado para expresar la relacién existente entre
los valores de 4rea y concentracién es estadisti-
camente significativo. Con una confianza del
99% es valido afirmar que el valor del intercep-
to no es estadisticamente diferente de cero y
que el valor de la pendiente es estadisticamente
significativo (Figura 1).

Andlisis de correlacién. La asociacién lineal
entre los valores de drea y concentracién es es-
tadisticamente significativa, por tanto es cohe-
rente utilizar un modelo de regresién lineal
simple.

Precision — Repetibilidad

Los resultados de los coeficientes de variacién
(CV) para cada una de las tres concentraciones
son menores al 2% (Tabla 4).

ANOVA. El modelo planteado explica la res-
puesta instrumental en funcién de la variable
concentracién, mientras que el efecto réplica
no afecta la respuesta

Comparaciones miltiples. En las tres prue-
bas se formaron tres diferentes grupos, uno por
cada concentracién, indicando que el 4rea varia
conforme cambia la concentracién.

Precision- Precision intermedia

Los resultados de los coeficientes de variacién
(CV) para cada una de las tres concentraciones
son menores al 2% (Tabla 5).

Concentracion

6\

2.5 tg/mL
0.10

14.5 ug/mL
0.14

25.0 ug/mL
0.06

Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 34, No. | (2005)

63



Moreno y Plazas

Tabla 5. Resultados estudio de precisién intermedia.

Dial,2y3
cv

Réplica 1,2y 3

2.5 ug/mL

14.5 Wg/mL 25.0 tg/mL
0.26 0.27

ANOVA. El modelo planteado que explica la
respuesta instrumental en funcién de la concen-
tracién y las réplicas es apropiado. La variable
concentracion es la nica de las variables del mo-
delo planteado que posee efecto estadisticamen-
te significativo.

Cantidad minima cuantificable (CMC)

Determinado  experimentalmente fue 0.6

Ug/mL. El valor determinado a través de la apli-
cacién de la relacién matemitica fue de 1.57

Wg/ mL.

Cantidad minima detectable (CMD)

Determinado experimentalmente fue 0.05

Ug/mL. El valor determinado a través de la apli-
cacién de la relacién matemdtica fue de 0.57

MUg/mL.

Se evidencia de esta manera el factor de se-
guridad que la aplicacién de las relaciones ma-
tematicas involucra.

Validacion del método

Especificidad. Los andlisis de la solucién es-
tindar de quercetina y la solucién de cebolla
producto del proceso de extraccién-hidrélisis,
en fases méviles de diferente polaridad y usando
el cromatégrafo acoplado con el detector de
arreglo de diodos, mostraron espectros idénti-
cos y la relacién de dreas muestra un bajo coefi-
ciente de variacién (Tabla 6), por tanto se
considera que la metodologfa es apropiada para
lograr una adecuada separacién de la molécula
en la matriz para su cuantificacién (22).

Linealidad

ANOVA. El modelo planteado que explica la
respuesta instrumental en funcién de la con-
centracién y las réplicas es apropiado. La varia-
ble concentracién es la tnica de las variables
que posee efecto estadisticamente significativo.
Comparaciones multiples. Se formaron cinco
diferentes grupos, indicando que los valores de
area varian conforme cambia la concentracién.

Tabla 6. Relacién de dreas. Quercetina estdndar - Quercetina cebolla blanca.

Fase movil

Relacién areas

30% Acetonitrilo - 70% Buffer Fosfato KH,PO, 0.025M, pH 2.4
40% Acetonitrilo - 60% Buffer Fosfato KH,PO, 0.025M, pH 2.4
25% Acetonitrilo - 75% Buffer Fosfato KH,PO, 0.025M, pH 2.4

Coeficiente de variacién

0.6412

0.6201

0.6539
2,67
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Analisis de regresion. El modelo lineal plantea-
do es adecuado y es estadisticamente significativo.
Con una confianza del 99% es vilido afirmar que
el valor del intercepto no es estadisticamente dife-
rente de cero y que el valor de la pendiente es esta-
disticamente significativo. (Figura 2)

Analisis de correlacion. Es coherente el uti-
lizar un modelo de regresién lineal simple.

Precision-Repetibilidad

El coeficiente de variacién obtenido de los re-
sultados en las seis replicas fue de 0.85 %, me-
nor al 2%, valor méximo permitido.

ANOVA. El modelo planteado que explica la
respuesta instrumental en funcién de la réplica
a una misma concentracién, no es estadistica-
mente adecuado. La respuesta no se explica en
funcién de la réplica.

Comparaciones miiltiples. En las tres prue-
bas se observa la formacién de un solo grupo,
indicando que sin importar la concentracién,
los resultados son estadisticamente iguales.

Precisién- Precision intermedia

El coeficiente de variacién (CV) obtenido de los
resultados en las dos replicas y en los tres dias
fue de 1.02%, menor al 2% permitido.

Tabla 7. Resultados estudio de exactitud

ANOVA. El modelo planteado que explica la
respuesta instrumental en funcién de la réplica
y los dias a una misma concentracién, no es es-
tadisticamente adecuado. La respuesta no se
explica en funcién de la réplica ni los dfas.
Comparaciones multiples. En las tres prue-
bas se observa la formacién de un solo grupo
pues solo se trabajé una concentracién.

Exactitud

ANOVA. Las medias entre porcentajes de adi-
cién son distintas. La variable porcentaje de
adicién es la tnica que posee efecto estadistica-
mente significativo, es decir, el valor del drea se
ve afectado por la cantidad de esténdar adicio-
nado; mientras que el efecto réplica no afecta la
respuesta.

1500000
!OOUUUU‘(
| ¥ = 190120 + 53961
lSUOOUUj
2000000
s
]
<
1500000]
i
1000000

suuuom‘

() e e s e
4 H 4 6 ) 10 12 14 16
Concentracién (Wg/ml)

Figura 2. Curva de regresién. Cebolla blanca.

Réplica R1, R2 y R3

Porcentaje adicionado
a la matriz vegetal

100% 50% 25%
Cantidad determinados (Ug) 962 715 598
Cantidad esperados (Ug) 980 735 612
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Comparaciones multiples. En las tres prue-
bas se observa la formacién de tres diferentes
grupos, uno por cada porcentaje de adicién, in-
dicando que los valores de area varfan con la
concentracion.

Prueba t. No existe diferencia significativa con
el 100% de recuperacién

Test de Cochram. El factor de concentracién
no influye en la variabilidad de los resultados.

Robustez

Para determinar si un factor tiene influencia
significativa sobre el resultado, se compara el
efecto de la variable con el producto de la des-
viacién estindar en el estudio de repetibilidad
del método por la raiz de dos. Los valores por
encima de este producto indican que son varia-
bles criticas, estableciéndose que dos variables
no requieren control y cinco requieren ser con-
troladas, ya que tienen influencia significativa
en el resultado obtenido (Tabla 8).

Cuantificacion de Quercetina
en Cebolla Blanca y Roja

Basados en la ecuacién de la recta obtenida en el
estudio de linealidad para el sistema y en la
respuesta promedio lograda a través del estudio
de repetibilidad, se extrapola la concentracién,
estableciéndose que hay 1960 mg de querceti-
na/ Kg de material vegetal seco de cebolla

Tabla 8. Resultados de la prueba de robustez.

blancay 2701 mg de quercetina/ Kg de material
vegetal seco de cebolla roja.

Conclusiones

Se logré la validacién de la metodologia pro-
puesta para la determinacién cuantitativa de
quercetina en cebolla mediante la evaluacién de
los pardmetros: especificidad, linealidad, preci-
sién, exactitud, cantidad minima cuantificable,
cantidad minima detectable y robustez. El uso
de diferentes evaluadores estadisticos permite
dar mayor confiabilidad en la determinacién de
cada uno de estos parametros.

Recomendaciones

Es importante considerar, basados en la eviden-
cia de estudios precedentes, que la metodologia
analitica validada puede ser aplicada a la detec-
cién de quercetina en matrices vegetales diferen-
tes a la planteada. Para su correcta aplicacién se
requiere especial cuidado en la verificacién del
pardmetro especificidad del método, pues se sabe
que pueden producirse tiempos de retencién
muy cercanos entre quercetina y luteolina con
el modificador orgénico empleado, sin embar-
go, ningin documento reporta la presencia
conjunta de estos flavonoides en matrices vege-
tales. Es de gran importancia continuar con la
realizacién de la implementacién y validacién de

Variable

Conclusién

pH Buffer, % Acetonitrilo, Velocidad de flujo(mIL/min)

Variables criticas a controlar

Temperatura (°C), Tiempo de preparacién muestra (dfas)

Longitud de onda (nm) y Experimentador

Variables no criticas
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la metodologia para identificar y cuantificar
quercetina en fluidos biolégicos, lo cual permiti-
ra correlacionar en estudios futuros la ingesta del
flavonoide y los niveles alcanzados en el organis-
mo, con efectos anticarcinogénicos o por el con-
trario genotoxicos.
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