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RESUMEN: En el presente trabajo de investigacién, se
desarroll6 y se validé un método analitico para la
cuantificacién de quercetina glucosilada en cdpsulas de
ginkgo por medio de cromatografia HPLC-DAD. La muestra
fue tratada mediante una extraccién con metanol y
ultrasonido, seguido por una hidrélisis utilizando HCI. Se
obtuvieron los pardmetros de especificidad, linealidad,
exactitud, repetitividad, precision intermedia, limite de
defeccién y cuantificacién para el método, que cumplen
con los criterios que establecen las gufas de la ICH y
AOAC. Por otro lado, se determiné el porcentaje de
quercetina glucosilada en dos marcas comerciales de
cdpsulas de ginkgo de venta en Guatemala. Se sospecha
que una de las muestras analizadas ha sido fortificada con
quercetina libre, ya que la proporcién de
aglicona/quercetina total mostré ser demasiada alta para
un extracto natural de ginkgo. Se sugiere valorar el método
propuesto por la USP, ya que no permite distinguir entre
un producto natural de ginkgo o adulterado. También se
recomienda cuantificar la concentracién de kaempferol y
la isorhamnetina, ya que es parte de los requerimientos
que establece la monografia del ginkgo.
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Design and validation of an analytical method for the
quantification of glycosylated quercetin in capsules containing
Ginkgo biloba L. extracts as active ingredient

ABSTRACT: In the present research study, an analytical method was
developed and validated for the quantification of glycosylated
quercetin in ginkgo capsules by HPLC-DAD chromatography.
The sample was treated by extraction with methanol and
ultrasound, followed by hydrolysis using HCI. The parameters of
specificity, linearity, accuracy, repeatability, infermediate precision,
limit of detection and quantification were obtained for the method,
which meet the criteria established by the ICH and AOAC
guidelines. On the other hand, the percentage of glycosylated
quercetin was defermined in two commercial brands of ginkgo
capsules sold in Guatemala. It is suspected that one of the
samples analyzed has been fortified with free quercetin, since
the ratio of aglycone/total quercetin was shown to be too high
for a natural ginkgo extract. It is suggested to evaluate the method
proposed by the USP, since it does not allow us to distinguish
between a natural ginkgo product or an adulterated one. It is
also recommended to quantify the concentration of kaempferol
and isorhamnetin, since it is part of the requirements established
by the ginkgo monograph.

KEY WORDS: Ginkgo biloba L., validation, glycosylated quercetin,
adulteration, quality control.
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Introduccion

El Ginkgo biloba L. ha sido utilizado para el tratamiento de
varias enfermedades, especialmente las que son relacionadas
con la edad. Debido a su composicién quimica, principalmente
de flavonoides y terpenoides, los extractos de ginkgo actdan
como antioxidantes y al mismo tiempo como antiinflamatorios
(Hashiguchi et al., 2015). La industria farmacéutica ha
desarrollado diversos preparados que tienen de base el extracto
EGb 761, que es el extracto estandarizado de ginkgo desde
1965, y estd constituido por 24% de flavonoides glucosilados
y 6% de terpenoides (Luo & Cao, 2009).

Para el control de calidad de los flavonoides glucosilados de
estos productos naturales, las farmacopeas oficiales, como la
USP, recomiendan cuantificarlos a partir de las agliconas del
glucésido realizando una hidrélisis dcida y multiplicando el
resultado por un factor de conversién (USP, 2019). Sin embargo,
varios autores han sospechado que este método puede opacar
la adulteracién de estos productos. En los andlisis realizados
por Demirezer et al. (2014), Dubber & Kanfer (2004), Sloley et
al. (2003) y Wohlmuth et al., (2014), en donde inyectaron la
muestra de ginkgo en medio neutro y dcido, han encontrado
que la sefal del equipo es relativamente alta cuando solamente
se trata la muestra con metanol. Por lo que se cree que los
fabricantes, o proveedores de ginkgo, afiaden la forma libre de
los flavonoides para aumentar la sefial del equipo.

Al ser un producto boténico de alto valor, los extractos de ginkgo
pueden ser objeto de adulteracién por motivos econdmicos. La
finalidad de esta investigacion consiste en desarrollar y validar
un método analitico para la cuantificacién de quercetina
glucosilada en capsulas que contienen extractos de ginkgo como
principio activo, por medio de HPLC-DAD. Por otro lado, se
cuantificé la concentracién de quercetina glucosilada en dos
marcas comerciales de cépsulas de ginkgo, utilizando dos
métodos distintos reportados en la literatura para verificar el
contenido de este principio activo en los productos comercializados
en el mercado de Guatemala.

Materiales y métodos

Recoleccion de lo muestra. Se escogi6 al azar dos muestras de
cépsulas de Ginkgo biloba L. de venta libre en las farmacias
locales de Guatemala.

Preparacion de la muestra. Para el extracto metandlico (neutro), se
vacié el contenido de 20 cépsulas de ginkgo en una caja Petri
y se mezclé homogéneamente. Se pesé cuantitativamente 1
gramo de muestra y se trasladé a un balén aforado de 100.0
mL. Se afadié 50 mL de metanol grado HPLC y se colocé en
un bafo ultrasénico por 10 minutos. Al culminar el tiempo, fue
aforado a 100.0 mL con metanol y se agité mecdnicamente.
Por Gltimo, el extracto fue colocado en una centrifuga hasta
separar ambas fases. El sobrenadante se filtré por una membrana
de poro 0.45 um y se colocé en un vial para HPLC.
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Para el extracto hidrolizado (dcido), se pesé cuantitativamente
1 gramo de muestra y se trasladé a un balén aforado de 100.0
mL. Se afiadié 50 mL de metanol grado HPLC y se colocé en
un bafio ultrasénico por 10 minutos. Al culminar el tiempo, se
agregd 40 mL de HCI 1.5 N y nuevamente fue colocado en el
bafio ultrasénico por 10 minutos. Se prosiguié a aforar a 100.0
mL con metanol y se agité mecdnicamente. El extracto fue
colocado en una centrifuga hasta separar ambas fases, y el
sobrenadante se calenté a bafio marfa a 100 °C por 15 minutos.
Al finalizar el tiempo, se dejé enfriar en un bafo de hielo. Por
Ultimo, el extracto se filtré por una membrana de poro 0.45 um
y se colocé en un vial para HPLC.

Se realizé el mismo procedimiento para ambas muestras
comerciales de cdpsulas de ginkgo analizadas.

Determinacion de los parametros cromatogrdficos 6ptimos. Se eligio
al azar una de las muestras de cépsulas de ginkgo para determinar
la fase mévil dptima. Se prosiguié a filirar el extracto metandlico
e hidrolizado de dicha muestra, y se prepard un estdndar de
quercetina a 6 ppm (aforado con metanol). Se inyecté al equipo
de cromatografia con los siguientes pardmetros:

* Cromatégrafo HPLC Perkin Elmer modelo LC300 con detector
de arreglo de diodos.

* Fase mdvil: como se muestran en la tabla no.1.

¢ Columna Waters XTerra RP18, 5 um tamaio de parficula,
4.6 x 150mm.

* Velocidad de flujo: 0.8 ml/min como inicio, y se estard
variando hasta obtener el flujo ideal.

* Volumen de inyeccién: 20 ul.

* Longitud de onda de deteccién: segin la longitud de onda
con mayor absorbancia obtenido a partir del mapa del
detector de diodos.

* Tiempo de corrida: 60 minutos para iniciar, y se estard
acortando, dependiendo de los resultados.

Se comparé los cromatogramas de las tres corridas, y se escogié
las condiciones del cromatégrafo con un menor tiempo de
refencién del analito y manteniendo una buena separacion de
los picos (R, = 1.5). A partir de estos resultados, se llevé a cabo
la validacién y la cuantificacion de quercetina en las muestras
comerciales de cépsulas de ginkgo utilizando estos pardmetros.

Validacion del método analitico. La validacion del método fue
realizada utilizando la guia de la ICH Topic Q 2 (R1) Validation
of Analytical Procedures.

Especificidad: se compard el tiempo de retencion entre el estandar
de quercetina con el de las muestras comerciales de ginkgo.
También se calculé la resolucién de la columna entre el pico
correspondiente al tiempo de retencién de la quercetina con el
pico mds cercano en el cromatograma de las muestras cdpsula
de ginkgo.



|
Tabla 1. Pardmetros de fase mévil evaluados para determinar el flujo 6ptimo del método.

Corrida Solvente fase movil Gradiente Composicion
Solvente A Solvente B
1 Isocrdtico Metanol y H4P0, 0.08% (80:20)
Gradiente De 0 a 15 min: 100% A
2 De 16 a 40 min: 100% - 80% A (0 a 20% B)
Metanol H,P0, De 41 a 60 min: 80% - 60% A (20 a 40% B)
0.08% Gradiente De 0 a 15 min: 60% - 80% A (40 a 20% B)
3 De 16 a 40 min: 80% - 100% A (20% a 0% B)
De 41 a 60 min: 100% A

Linealidad: se efectio una regresién lineal utilizando un esténdar
de quercetina dihidrato a cinco concentraciones diferentes,
aforados con metanol. Cada solucién se filiré usando una
membrana de 0.45 um para HPLC y se inyecté seis veces cada
disolucién en el equipo HPLC. Se obtuvo el modelo de regresién
lineal utilizando el método de minimos cuadrados, y se calculé
su respectivo coeficiente de determinacién (R%).

Exactitud: se preparé tres disoluciones de un estandar de
quercetina a una concentracién conocida, y se inyecté al equipo
de HPLC. Se evalué la exactitud calculando el porcentaje de
recuperacién a partir de la concentracién tedrica de quercetina
y el dato obtenido a partir de la regresién lineal.

Precision: para evaluar la repetitividad del método, las disoluciones
de quercetina utilizadas en el apartado de linealidad y exactitud
fueron inyectados seis veces en el mismo dia. Se prosiguié a
calcular el coeficiente de variacién (%CV) del drea bajo la curva

(AUC) de cada solucién hija.

Para evaluar la precision infermedia, todas las disoluciones de
estdndar de quercetina (linealidad y exactitud) fueron inyectadas
por seis veces en dos dias diferentes, siendo el dia 1 donde se
prepararon las disoluciones hijas. Estas soluciones fueron
guardadas en un balén transparente y con su respectivo tapén,
se cubrieron con parafilm y se almacenaron en condiciones
normales de refrigeracion (aproximadamente 13 °C) por 4 dias.
Al culminar el tiempo, estos fueron analizados nuevamente y los
resultados se reportaron como dia 2. Se evalué el %CV de los
datos de ambos dias y el R? de la regresion lineal.

Limite de defeccion (LOD): se inyecté 10 veces un blanco de metanol
al equipo, y a partir de los datos obtenidos del modelo de
regresion lineal y del promedio del drea bajo la curva del blanco,
se utiliz6 la siguiente ecuacién para determinar el limite de
deteccién del método.

3,
LOD = ——

Donde: 0 es la desviacién estdndar de la seiial obtenida a partir
de la medicién de un blanco, y S es la pendiente de la curva
de calibracién (ICH, 1995).

Limite de cuantificacion (LOQ): o partir de los datos obtenidos del
modelo de regresién lineal y del promedio del drea bajo la
curva del blanco, se utilizé la siguiente ecuacién para determinar
el limite de cuantificacion del método.

100
LoQ = -

Donde: 0 es la desviacion estandar de la sefial obtenida a partir
de la medicién de un blanco, y S es la pendiente de la curva

de calibracién (ICH, 1995).

Robustez del método: se evalué la estabilidad de las soluciones
esténdar de quercetina. Las soluciones hijas y madre fueron
almacenadas en condiciones de refrigeracién normal por 4 dics,
utilizando balones transparentes con su respectivo tapén y
cubiertos con parafilm. Al transcurrir el tiempo, estas fueron
filtradas e inyectadas nuevamente para evaluar el drea bajo la
curva del pico correspondiente a quercetina.

Cuantificacion de quercetina glucosilada en las muestras comerciales de
cdpsulas de ginkgo. Se llevé a cabo la extraccién de la muestra
siguiendo el procedimiento del apartado de Preparacién de la
muestra, y se inyecté al equipo en cuadruplicado. La concentracion
de quercetina en ambos extractos se calculé utilizando la regresion
lineal.

Los datos obtenidos a partir del extracto metanélico (neutro)
representan la porcién de quercetina libre, mientras que el
extracto hidrolizado (4cido) determina la cantidad de quercetina
total (glucosilada + aglicona). Para calcular el porcentaje de
quercetina glucosilada se utilizé dos métodos: 1) el uso del
factor de conversién, que se reporta en los estudios realizados
por Demirezer et al., (2014), Gray et al., (2005), Sloley et al.,
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(2003) y del método de la USP (2019), y 2) realizando una resta
entre la concentracién de quercetina fotal y de la aglicona, y
luego multiplicarlo por el factor de conversién, asi como se
muestra a continuacién:

%QQ = (%Qr — %Q,) * 2.51

Donde: %QQ es el porcentaje de quercetina glucosilada, por
unidad posolégica; %Q es el porcentaje de quercetina total,
y %Q, es el porcentaje de quercetina libre (aglicona).

Resultados y discusion

Determinacion de los pardmetros cromatogrdficos dptimos. En
la tabla no. 2 se muestra los resultados del tiempo de retencién
y la resolucién de la columna de las fases méviles evaluadas.
Segun los cromatogramas, se observé que los pardmetros mas
adecuados correspondian al de la corrida nimero 1, que consiste
en una elucién isocrdtica de una mezcla de metanol y dcido
fostérico al 0.08% en proporcién de 80:20 (ver figura no. 1).
Con estos criterios, el tiempo de retencién del analito fue de
3.330 minutos en promedio, con una resolucién de la columna
de 4.0427, indicando una buena separacion.

Tabla 2. Tiempo de retencion (t) y resolucion de la columna (Rs) de las fases méviles evaluadas.

Corrida Composicion de la fase movil t, del estandar (min) Rs del cromatograma de la
muestra
1 Isocrdtico, metanol y H3PO4 0.08% (80:20) 3.383 40427
2 Gradiente, desde 100% metanol a 60:40 No se logrd determinar No se logrd determinar
metanol y H3P04 0.08%
3 Gradiente, desde 60:40 metanol y H3P04 10.157 No se logr6 determinar
0.08%, o 100% metanol
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Figura 1. Cromatogramas de corrida no 1: isocrdtico, metanol y H3P0, 0.08% (80:20). No se observo ningdn pico después del minuto 5..

114 Revista 45 de la Universidad del Valle de Guatemala (2023)



2418
217
?-tzoos
\%t
h
N1
0

10 20 30 40 50
Min
Estandar quercetina 6ppm_2-PDA-373
e 1.765
g
‘:;0
Ea4
2
0
mll[lIII]I]II]II]IIII]I!FI
0 10 20 30 40 S0

Min

Figura 2. Cromatogramas de la corrida no 2: gradiente, metanol (A) y H3P0, 0.08% (B). De 0 a 15 min: 100% A; de 16 a 40 min: 100% - 80% A (0 a 20% B);
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Figura 3. Cromatogramas de la corrida no 3: gradiente, metanol (A) y H3P0, 0.08% (B). De 0 a 15 min: 60% - 80% A (40 a 20% B); de 16 a 40 min:
80% - 100% A (20% a 0% B); de 41 a 60 min: 100% A.

Al utilizar los pardmetros de la corrida ndmero 2, se observa en encontrado en la literatura que la concentracién de quercetina
el cromatograma de la muestra que todos los compuestos libre en el ginkgo es relativamente bajo o casi indetectable
eluyeron al mismo tiempo, por lo que no hubo una buena (Wohlmuth et al, 2014).

separacién de los analitos (ver figura no. 2). Ademés, el

cromatograma del estdndar no muestra un pico definido, En ofros métodos encontrados en la literatura, como el de Ding
haciendo que no se pudiera determinar el tiempo de retencién et al., (2006), la quercetina eluyd después de los 30 minutos;
de la quercetina. Por otro lado, en la corrida nimero 3, el en el de Dubber & Kanfer (2004), el analito eluia en el minuto
estdndar de quercetina eluia en el minuto 10.157, mientras que 19.879; y en el método de Gray et al., (2005) a los 11 minutos,
en el cromatograma de la muestra no se presentaba ningdn lo cual muestra que el método disefiado y validado posee una
pico en ese tiempo (ver figura no. 3). Derivado a estas razones, mejor eficiencia. Por ofro lado, la longitud de onda para la
se escogié los pardmetros de fase mévil de la corrida 1 para cuantificacion fue de 373 nm, lo cual concuerda con el valor
realizar la validacién del método, y se acorté el tiempo de reporfado en varios estudios encontrados en la literatura y también
corrida a 5 minutos. Cabe mencionar que se utilizé la muestra con el que recomienda la USP (A = 370 nm) (Demirezer et al.,

acidificada para realizar las pruebas, debido a que se ha 2014; Ding et al., 2006; Dubber & Kanfer, 2004; Gray et al.,
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Validacion del método analitico minima utilizable; mientras que la Administracién de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés)

Especificidad: para determinar la especificidad, se comparé el sugiere una resolucién de al menos 2. Segun los resultados de
tiempo de retencion en el cromatograma del estdndar con el de la tabla no. 6, la resolucién promedio fue de 1.544 y 1.996
la muestra, al igual que se calculé la resolucién de la columna para la muestra Ay B, respectivamente. Por lo que el método
para ambas muestras. El tiempo de retencién promedio para el consigui6 separar la quercetina de los ofros compuestos en la
estandar fue de 3.330 minutos, lo cual es un valor similar para matriz en ambas muestras.

la muestra A (3.358 minutos) y para la muestra B (3.350 minutos),

por lo que se logré identificar el analito de interés (ver tabla no. 3). Linealidud: en la figura no. 4 y 5 se muesira el modelo de regresion

utilizando los datos del dia 1y 2, respectivamente. La AOAC

La resolucién de la columna permite evaluar la separacién del recomienda que el R? sea mayor de 0.99 (>0.99) (AOAC,
analifo de los ofros compuestos en la matriz (Skoog et al., 2015). 2002). Segin los resultados, tanto las ecuaciones del dia 1y
Segin la AOAC se suele buscar una resolucién de al menos 2 cumplen con este criterio. Sin embargo, se puede observar
1.5, aunque se puede utilizar un valor de 1.0 para una separacién que el valor de R? es més alto en el dia 1.

Tabla 3. Resultados de la especificidad del método analitico para la cuantificacién de quercefin en capsulas de ginkgo.

Tiempo de refencion’ Resolucion de la columna?
Promedio (min) %V Promedio %V
Estandar 3.330 0.228 No aplica No aplica
Muestra A 3.358 0.578 2.6172 13.20
Muestra B 3.350 0.200 3.3829 3.587

1 Se obtuvo el promedio del tiempo de retencién de todas las soluciones hijas usadas para obtener la regresién lineal del primer dia, y de los extractos
neutros y cidos de la muestra Ay B, respectivamente.

2 |a Rs se calculé utilizando el cromatograma del extracto dcido, ya que el pico correspondiente a quercetina era mayor.
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Figura 4. Regresion lineal del drea bajo lo curva (AUC) respecto a la concentracion de un estandar de querceting, dia 1.

116 Revista 45 de lo Universidad del Valle de Guatemala (2023)



0 | 2 3

y =68.0394x + 8.1739
R2=0.9921

4

.

5 6 7

Concentracion de quercetina (ppm)

Figura 5. Regresion lineal del drea bajo la curva (AUC) respecto a la concentracion de un estdndar de querceting, dia 2.

Tabla 4. Resultados de la exactitud y precision del método cromatogrdfico para la cuantificacién de quercetina en capsulas de ginkgo.

Concentracion teorica Concentracion experimental (ppm) Porcentaje de
(ppm) Promedio %V recuperacion (%)
2403 2.485 0.210 103.4
Dia1 400419 40416 0.239 1009
5.606 5.685 0.452 1014
2.403 2.323 1.42 96.68
Dia 2 400419 3.926 0.533 98.043
5.606 5.615 0.499 100.2

Exactitud: se calculé el porcentaje de recuperacion del analito
utilizando tres estdndares de quercetina a una concentracién
conocida. Las mismas disoluciones fueron inyectadas en dos
dias diferentes, de la misma forma en que se llevé a cabo para
la linealidad. Segun los resultados que se muestran en la tabla
no. 4, se obtuvo una recuperacién arriba del 100% para el dia
1, por lo que se considera que el método tiene una exactitud
aceptable. Sin embargo, luego de almacenar los esténdares por
cuatro dias en condiciones de refrigeracién normal (dia 2), el
porcentaje de recuperacién disminuyd.

Los flavonoides son caracterizados por ser antioxidantes, ya que
tienen la capacidad de captar los radicales libres (Dewick, 2002).
Debido a que los esténdares se almacenaron en balones aforados

transparentes, la luz pudo haber afectado la estabilidad de la
molécula, provocando la disminucién en el porcentaje de
recuperacion. Se recomienda utilizar balones dmbar para proteger
los estandares de la luz, y asf poder determinar si es un factor
que afecta la robustez del método.

Precision: para evaluar la repetitividad, se obtuvo el %CV del
drea bajo la curva de las disoluciones estdndar de quercetina
utilizadas para la linealidad y la exactitud. Como se puede
observar en la tabla no. 4 y 5, respectivamente, el %CV del
AUC de las soluciones hijas de quercetina que se utilizé para
caleular la regresién lineal y los resultados de exactitud muestran
un valor menor al 1%. Por lo que hay repetitividad en los datos
y el valor de la media si es representativo para la muestra. Esto
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Tabla 5. Estodistico descriptiva del tiempo de refencion (r,) y drea bajo la curva (AUC) de los soluciones hijas de quercetina utilizadas para la linealidad.

Concentracion Dia 1 Dia 2

de quercefina
(ppm) t; (min) AUC t; (min) AUC

Promedio %V Promedio %V Promedio %V Promedio %V

1.602 3.337 0.110 104.8585 0.231 3.337 0.110 107.4591 2.103
3.203 3.337 0.067 211.3210 0.340 3.337 0.067 248.2841 1.529
4.805 3.330 0.057 319.5597 0.515 3.332 1.441 328.9296 0.806
6.407 3.327 0.067 426.0209 0.473 3.327 0.067 438.7536 1.240
8.008 3.327 0.341 532.4687 0.407 3.327 0.341 562.0896 0.489

Tabla 6. Limite de defeccion (LOD) y limite de cuantificacidn (LOQ) del método cromatogrdfico para la cuantificacion de quercetina en cpsulas de ginkgo.

LOD (ppm) L0Q (ppm)
Dia 1 0.00169 0.00513
Dia 2 0.00174 0.00528

Tabla 7. Promedio de la concentracion de quercetina total, aglicona y su respectiva proporcion en las muestras analizadas.

Muestra Quercetina total' (% p/p) Aglicona? (% p/p)
A 0.02761 = 0.00015 0.000104 = 0.00019
B 0.4764 + 0.0019 0.4152 + 0.0027

1 Resultado obtenido a partir del extracto hidrolizado
2 Resultado obtenido a partir del extracto metanslico

Tabla 8. Porcentaje de quercetina glucosilada en los muestras comerciales de cdpsulas de ginkgo.

Porcentaje de quercefina glucosilada (%p/p)
Quercetina total' x 2.51

Porcentaje de quercetina glucosilada (%p/p)
(Quercetina fotal' - aglicona?) x 2.51

A 0.0693 = 0.0004

0.0690 = 0.0001

1.196 =+ 0.005

0.154 = 0.002

dltimo también le da mayor validez al modelo de regresion, ya
que se calculé utilizando la media del AUC de las disoluciones
hijas de quercetina.

Para determinar la precisién intermedia del método, se determiné
el %CV del AUC y del tiempo de retencién de las disoluciones
hijas, y el R? de la regresion lineal en dos dias diferentes. Con
respecto a la linealidad del dia 2, el R? de la regresién lineal
mostré tener una disminucién en su valor, aunque todavia
cumple con el criterio de aceptacién que establece la AOAC
(R? > 0.99). La significancia del modelo de regresion siguié
siendo significativa, aunque el valor-p aumenté. Por Gltimo,
%CV del AUC y del tiempo de refencién de las disoluciones hijas
mostraron ser mayores a comparacién del dia 1 (ver tabla no.
5). Derivado al aumento de la variabilidad de los datos obtenidos
del equipo, y la disminucién de la bondad de ajuste, se
recomienda realizar el andlisis el mismo dia en que fueron
preparadas las disoluciones.
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LOD y LOQ: el LOD y LOQ para el método y se muestran en
la tabla no. 6. A pesar de que el RTCA establece que el LOD
y LOQ solamente es necesario para los ensayos de impurezas,
en esta investigacion se decidié tomarlo en cuenta ya que en
un producto herbolario la concentracién del principio activo
puede variar. Por lo que el LOD y LOQ se puede tomar como
una referencia en caso de que el porcentaje del analito se
encuentre debajo de este valor.

Concentracién de quercetina glucosilada en dos marcas
comerciales de cdpsulas de ginkgo. La concentracién de
quercetina glucosilada se calculé de dos formas: 1) multiplicar
por 2.51 la concentracién de quercetina total (extracto
hidrolizado) y 2) realizando una resta entre la quercetina total
(extracto hidrolizado) y la porcién de aglicona (extracto neutro),
por el factor de conversién. Los resultados se muestran en la
tabla no. 7y 8.



En la muestra A, se calculé que la concentracién de quercetina
glucosilada promedio es de 0.0693% = 0.0004% al utilizar el
factor de conversién. Al utilizar el segundo método (% de
quercetina total menos % de aglicona, por 2.51), se puede
observar que no hay mucha diferencia entre ambos valores. En
los cromatogramas del extracto hidrolizado y mefanélico (figura
no. 6y 7), se observa que las grdficas se asimilan mucho al de

un extracto de ginkgo natural, segin lo reportado por Wohlmuth
et al. (2014) (ver la figura no. 8). Segun la literatura, la cantidad
de flavonoides libres en el ginkgo es bajo e incluso indetectable
(Demirezer et al., 2014; Dubber & Kanfer, 2004; Sloley et al.,
2003; Wohlmuth et al., 2014). Sin embargo, en esta muestra
todavia se logré cuantificar la aglicona, ya que la concentracién
todavia estaba arriba del LOQ del método.
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Figura 6. Cromatograma del extracto hidrolizado de lo muestra A. t; promedio del estdndar de quercetina = 3.330 minutos.
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Figura 7. Cromatograma del extracto metandlico de la muestra A. t; promedio del estdndar de quercetina = 3.330 minutos.
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Figura 8. Cromatograma de un extracto de hojas naturales de Ginkgo biloba L., antes de hidrolizar (B-pre) y después de hidrolizar (B-post) (Wohlmuth et al., 2014).
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Figura 9. Cromatograma del extracto metandlico de lo muestra B (extracto neutro), defectado a 373 nm. t; promedio del estandar de quercetina = 3.330 minutos.

Caso contrario con la muestra B, hay una gran diferencia en el
valor de la concentracién de quercetina glucosilada obtenido
entre los dos métodos utilizados. Como se puede observar en
la tabla no. 8, al multiplicar por el factor de conversién la
cantidad de quercetina obtenida a partir del extracto hidrolizado,
se reporfa que el porcentaje de quercetina glucosilada es de
1.196% = 0.005%. Al utilizar el segundo método, el valor
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disminuye a 0.154% + 0.002%, debido a que la cantidad de
quercetina detectado en el extracto metandlico e hidrolizado es
muy similar: 0.4152% = 0.0027% y 0.4764% + 0.0019%,
respectivamente. Estos valores se pueden evidenciar en los
cromatogramas de la muestra B, donde el drea bajo la curva
correspondiente al pico de la quercetina es muy similar entre
ambos extractos (ver figura no. 9y 10).
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Figura 10. Cromatograma de la muestra B luego de la hidrdlisis dcida, detectado a 373 nm, t; promedio del estdndar de querceting = 3.330 minutos.
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Figura 11. Cromatograma de un producto comercial de ginkgo adulterado, antes de hidrolizar (A-pre) y después de hidrolizar (A-post) (Wohlmuth et al., 2014).

Segun Wohlmuth et al. (2014), los productos de ginkgo que
han sido adulterados muestran un perfil cromatogréfico en
donde se puede observar un pico notorio en el extracto que no
ha sido hidrolizado, por lo que se puede deducir que el producto
ha sido fortificado con la intencién de aumentar la sefal del
equipo, luego de que haya sido tratado en medio 4cido, tal
como se observa en la figura no. 11. Debido a que los métodos

oficiales, como el de la USP, solamente se inyecta al equipo
cromatogréfico la muestra hidrolizada, las aglicona que se le
aflade intencionalmente al producto resultan ser opacados.

Entre las principales limitantes de este estudio es que solamente
se contaba con un estdndar de los tres flavonoides que debe
tener los productos de ginkgo, al igual que no se considerd las
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concentraciones de los ginkgélidos debido a la falta de recursos.
Para poder determinar si las muestras analizadas cumplen con
los criterios de un extracto de ginkgo en su monografia, este
debe contener mds de >24% de flavonoides glucosilados de
kaempferol, quercetina e isorhamnetina, y >6% de ginkgélidos.

Se recomienda evaluar si el método propuesto también permite
separar, identificar y cuantificar el kaempferol y la isorhamnetina
con una buena resolucién y en el menor tiempo de corrida. Por
ofro lado, para los futuros andlisis de calidad de los productos
de ginkgo, se propone efectuar el tratamiento de la muestra
tanto en medio 4cido como neutro, con la finalidad de disfinguir
entre un producto natural o adulterado con la aglicona del
flavonoide. Para calcular la concentracién real de quercetina
glucosilada, se sugiere multiplicar por el factor de conversién
(2.51) luego de efectuar la resta entre el flavonoide total y la
aglicona.

Conclusiones

Se disefié y se validé un método analitico para cuantificar
quercetina en cdpsulas comerciales de ginkgo con una buena
resolucién de columna y con un tiempo de corrida menor que
los otros métodos encontrados en la literatura, al igual que se
logré determinar la especificidad, linealidad, exactitud, precisidn,
LOD y LOQ del método, que cumplen con los criterios que
establecen las gufas de la ICH y AOAC para la validacién de
métodos analfticos.

Se cuantificé la concentracion de quercetina glucosilada en dos
muestras comerciales de cépsulas de ginkgo de venta libre en
Guatemala. Se sospecha que la muestra B puede estar adulterado
con quercetina libre, ya que la concentracién de aglicona mostré
ser demasiada alta para un exiracto de ginkgo natural. Para los
futuros andlisis de calidad de los productos de ginkgo, se propone
efectuar el tratamiento de la muestra tanto en medio dcido como
neutro, con la finalidad de distinguir entre un producto natural
o adulterado con la aglicona del flavonoide.
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