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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion intitulado Validacion de una metodologia analitica para determinar
Taninos (Catequina) en pepa de palta (Persea americana Miller var. Hass) por cromatografia liquida de
alta resolucion” (HPLC), tiene por objetivo validar una metodologia por HPLC para determinar la
concentracion de estos analitos, haciendo uso de un cromatografo Agilent 1100 con arreglo de diodos, se
utiliz6 un detector UV-Visible con una columna Octadecilsilano (C18) de 150 mm de longitud y 4,6 mm
de diametro interior; como fase movil se empleé una solucion A (metanol) y una solucion B (4cido
acético glacial al 0.1%), con un tiempo de recorrido de 15 minutos, en una gradiente isocratica de 15% de
A'y 85% de B; leyéndose a una longitud de onda de 210 nm, con una velocidad de flujo de 1 mL/min, se
inyectd una muestra de 10 pL, a una temperatura de 35 °C. Encontrandose que los parametros evaluados:
linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, precision del método y exactitud, estan dentro de
los valores aceptados para una validacion.
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ABSTRACT

In the present research work entitled Validation of an analytical methodology for determining tannins
(catechin) in pit (integument) avocado (Persea americana Miller var. Hass) by high resolution liquid
chromatography "(HPLC), is to validate a methodology HPLC to determine the concentration of these
analytes, using an Agilent 1100 gas chromatograph with diode array detector was used with a UV-Visible
octadecylsilane column (C18) of 150 mm length and 4.6 mm internal diameter; was used as mobile phase
solution A (methanol) and solution B (glacial acetic acid 0.1%), with a travel time of 15 minutes, in an
isocratic gradient of 15% A and 85% B; read at a wavelength of 210 nm, with a flow rate of 1 mL / min
was injected 10 uL sample at a temperature of 35 °C. Finding that the evaluated parameters: linearity,
limit of detection, limit of quantification, precision and accuracy of the method are within accepted values
for validation.

Keywords: Validation, Tannins (Catechin), HPLC.

1. Introduccion talmente por su escasa toxicidad, bajos
En las ultimas décadas los fitofarmacos costos y por utilizar tecnologias de
han ido ganando terreno dentro del bajos niveles de inversion e insumos.
arsenal terapéutico mundial, fundamen- Lo cual a su vez ha incidido podero-
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samente en la expansion, desarrollo y
consolidacion de la produccion de
dichos medicamentos. Se dice que el 80
% de la poblacion mundial utiliza
plantas para el tratamiento de las
enfermedades y en los paises
industrializados el 35 % de los
medicamentos  prescritos  contienen
principios activos de origen natural.
Todo lo anterior da una medida de la
importancia de los fitofarmacos para los
paises del tercer mundo.

En Cuba se le ha dado una importancia
estratégica a la palta y se ha ido
desarrollando todo un sistema que
abarca desde la agrotecnia de la especie
vegetal (palta), hasta la confeccion del
producto terminado y su registro. La
parte activa de dicho producto es el
extracto acuoso de la pepa (Persea
Americana Millar Var. Hass) (Garcia-
Fajardo, 1999).

El presente trabajo tuvo como objetivo
validar un método analitico en HPLC de
alta resolucién para la cuantificacion de
los taninos el mismo, que sustituya al
método volumétrico actualmente en
uso, el cual no es preciso, tiene una alta
dependencia del analista y es muy
laborioso.

2. Materiales y métodos

Material de estudio: se utilizd un
estandar de Taninos (catequina) en el
tegumento y muestras de pepa de palta
hass.

Material de vidrio: fiolas de 25, 50, 100,
500 y 1000 mL, matraces Erlenmeyer
de 250 y 500 m, pipetas graduadas de 1,
2, 5y 10 m, probetas de 25 y 100 m,
vasos de precipitacion de 50, 100, 500 y
1000 m, viales ambar de 1,5 mL.
Reactivos: acido acético glacial, agua
destilada, agua ultra pura, catequina y
metanol grado HPLC (Griffith vy
Collison, 2001).

Equipos: balanza Analitica Sartorius
2942, Sensibilidad 0,0001g, cromato-
grafo Agilent 1100 series, filtro de
vacio SANAILAB, micropipeta 100-

1000 uL, micropipeta 20-200 uL y
sistema de purificacion para obtener
agua ultra pura: Modelo: EASY PURE,
marca: Barnsted.

Las muestras de pepa de palta fueron
adquiridas en el centro de acopio
(mercado  mayorista de  Trujillo,
proveniente de la sierra del departa-
mento de La Libertad).

Se prepar6 una soluciéon madre de
Catequina de 1 mg/mL, de la cual se
tomo 10, 50, 100, 150, 200 y 250 pL y
se les adicion6 a cada una de ellas en
fiolas de 10 mlL, llevandose a su
respectivo aforo con agua ultrapura. De
la cual se obtuvieron soluciones de 1, 5,
10, 15, 20 y 25 pg/mL respectivamente.
Se peso 0,5 g de polvo de tegumento de
la pepa de palta y se le colocod en un
tubo de ensayo, se le agregd 4 mL de
agua ultra pura y se llevo al ultrasonido
por 15 minutos, luego se centrifugo a
3500 rpm por un lapso de 10 minutos,
se tom6 2 mL del sobrenadante y se
filtré haciendo uso de filtros jeringa de
celulosa regenerada de 25 mm de
diametro y 0,2 um de poro; colocandose
en viales ambar de 1,5 mL.

Para determinar la linealidad del
método, se evaluaron 6 soluciones
estandares comprendidas entre 1 y 25
ng/mL de Catequina empledndose un
cromatografo Agilent 1100 con arreglo
de diodos, se utilizd un detector UV-
Visible con wuna columna Octade-
cilsilano (C18) de 150 mm de longitud
y 4,6 mm de didmetro interior; como
fase movil se empled una soluciéon A
(metanol) y una solucion B (4&cido
acético glacial al 0,1%), con un tiempo
de recorrido de 15 minutos, en una
gradiente isocratica de 15% de A y 85%
de B (Hutabarat et al., 1998); leyéndose
a una longitud de onda de 210 nm, con
una velocidad de flujo de 1 mL/min., se
inyectd una muestra de 10 pL, a una
temperatura de 35 °C.

Se prepararon soluciones estandares de
Catequina menores a 1 pg/mL, hasta
encontrar la concentracion, a la cual en
el cromatograma aparezca un pico en el
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tiempo de retencidon caracteristico del
analito (Cala et al., 2011), pero que no
sea cuantificable por el equipo, usando:
L.C.=(10/3) L.D.

Doénde L.C.: Limite de cuantificacion;
L.D.: Limite de deteccion.

Para determinar la precision del método,
se evalud mediante nueve determina-
ciones con tres niveles de concen-
tracion. Se prepararon muestras de 8
pg/mL, 10 pg/mL y 12 pg/mL de
Catequina por triplicado, y se analizaron
mediante un cromatografo Agilent 1100
con arreglo de diodos, se utilizd un
detector UV-Visible con una columna
Octadecilsilano (C18) de 150 mm de
longitud y 4,6 mm de didmetro interior;
como fase moévil se empled una
solucion A (metanol) y una solucion B
(acido acético glacial al 0,1%), con un
tiempo de recorrido de 15 minutos, en
una gradiente isocratica de 15% de A 'y
85% de B; leyéndose a una longitud de
onda de 210 nm, con una velocidad de
fluyjo de 1 mL/min, se inyectd6 una
muestra de 10 pL, a una temperatura de
35°C.

La exactitud del método se evalud
mediante nueve determinaciones con
tres niveles de concentracion. Se
afiadieron cantidades conocidas de
Catequina a la muestra problema
analizada previamente para obtener
concentraciones finales de 10 pg/mL,
12 ng/mL y 14 pg/mL por triplicado y
se analizaron mediante un cromatografo
Agilent 1100 con arreglo de diodos, se
utilizd un detector UV-Visible con una
columna Octadecilsilano (C18) de 150
mm de longitud y 4,6 mm de didmetro
interior.

Como fase movil se empled una
soluciéon A (metanol) y una solucion B
(acido acético al 0,1%), con un tiempo
de recorrido de 15 minutos, en una
gradiente isocratica de 15% de A y 85%
de B; leyéndose a una longitud de onda
de 210 nm, con una velocidad de flujo
de 1 mL/min., se inyectd una muestra
de 10 uL, a una temperatura de 35 °C.

3. Resultados y discusion

En la Tabla 1 y Figura 1 se presentan
los resultados de la linealidad de
Taninos (Catequina), empleando con-
centraciones de 1; 5; 10; 15; 20; 25;
ug/mL, obteniéndose areas de pico que
van desde 32,13851 a 947,67609;
obteniéndose una pendiente de 38.454 y
un coeficiente de correlacion de 0,9998;
lo cual nos indica la sensibilidad del
método aplicado por HPLC (Franke,
1994), asi como de una excelente
linealidad entre la concentracion de los
estandares y el area de los picos
(Klejdus, 1999).

Tabla 1. Linealidad de las concentraciones
en pg/mL de taninos (Catequina)

Nivel Concentracion Area Pico
pg/mL (mUA*s)

1 1 32,13851
2 5 180,08177
3 10 375,92230
4 15 572,80670
5 20 767,45276
6 25 947,67609
2 1200
2 1000 Y =38.454 - 7.7433
o 800 R2 =0.9998
T 600
o 400

0 5 10 15 20 2
CONGENTRACION {ugimL)

Figura 1. Curva de calibracion de Taninos
(Catequina).

En la tabla 2 se presenta el limite de
deteccion de Taninos (Catequina),
encontrandose que el limite de
concentracion es 0,21 pg/mL. El limite
de deteccion puede ser establecido de
diferentes maneras dependiendo del tipo
de método: no instrumentales o
instrumentales, y dentro de los
instrumentales el de comparacion del
comportamiento de blanco con blanco
enriquecido a diferentes concentra-
ciones. Se  preparan  soluciones
independientes de blanco y de blanco
enriquecido a diferentes niveles de
concentracion bajos, cercanos al limite
de deteccion esperado.
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El comportamiento lineal de un método,
debe ser demostrado dentro del
intervalo en el cual es probable que se
trabaje, este intervalo varia dependiendo
del tipo de determinacién a realizar, en
esta investigacion el intervalo debe estar
entre 33,3% y 166,6% de la concen-
tracion de trabajo y el coeficiente de
correlacion de la regresion lineal debe
encontrarse entre 0,98 y 1,00; el
coeficiente de correlacion al cuadrado
debe ser mayor de 0,995; en nuestro
caso la correlacion para Taninos
(Catequina), es de 0,9998.

Tabla 2. Limite de deteccién de taninos
(Catequina)

.y Area
. Concentracién :
Analito (sl pico
HE (mUA*s)
Catequina 0,21 0,33204

En la tabla 3 se presenta el limite de
cuantificacion de Taninos (Catequina),
obteniéndose que el analito se pueda

cuantificar a partir de la concentracion
de 0,7 pg/mL. La TUPAC (1995) lo
designa por Lo y lo define como el
valor verdadero de la sefal de Ia
concentracion del analito que conducira
a estimaciones (o medidas) con una
desviacion estandar relativa especifi-
cada; puede realizarse por métodos no
instrumentales e instrumentales, y den-

tro de estos Ultimos la comparacion de
sefial/ruido es de 10:3.

Tabla 3. Limite de cuantificaciéon de
taninos (Catequina)

., Area
) Concentracion )
Analito (ug/MI) Pico
HE (mUA*S)
Catequina 0,7 30,71070

En la tabla 4 se presenta la evaluacion
de la precision del método en la
determinacion de Taninos (Catequina),
en donde se analizaron tres
concentraciones: 8 pg/mL (80%), 10
pug/mL (100%) y 12 pg/mL (120%);
obteniéndose valores de desviacion
estandar relativa inferiores al 2%, lo
cual nos afirma que la precision de la
metodologia aplicada.

Existen diferentes formas de evaluar la
precision:  repetibilidad,  precision
intermedia, reproducibilidad. En
términos generales la precision, debe
determinarse, analizando un nUmero
suficiente de alicuotas, que permitan
calcular estadisticamente la desviacion
estindar y la desviacion estandar
relativa (Miller y Miller, 1993).

Se recomienda llevar a cabo un total de
nueve determinaciones, que cubran el
intervalo especificado en el proce-
dimiento.

Tabla 4. Precision del método en la determinacion de taninos (Catequina)

Cantidad .,
., ( . Cantidad Recuperada . Y Desvylacmn
Es Concentracion Area Pico R (%) Promedio Desvy1ac1on Estan_dar
(ug/mL) (mUA*s) o (%) Estandar Relativa
(ug/mL) (98,0%- (%) (2,0%)
102,0%) i
294,70282 7,86 98,31
1 8 (80%) 305,12030 8,13 101,70 99,71 1,76 1,77
297,24002 7,93 99,13
376,56897 9,99 99,94
2 10 (100%) 383,63437 10,17 101,77 100,36 1,25 1,24
374,43006 9,93 99,38
452,04816 11,95 99,64
3 12 (120%) 449,36517 11,88 99,05 99,83 0,89 0,89
457,43646 12,09 100,80
Promedio (%) 99,97
Desviacion Estandar 1,20
Desviacion Estandar Relativa (%) (2,0%) 1,20
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Tabla 5. Exactitud del método en la determinacion de Catequina en pepa de palta

o ' Cantidad Cantidad . o Desvriacién
Eae Concentracion Area Pico . Recuperada Promedio Desviacion Estgndar
(ng/mL) (mUA*s) i) (%) (98,0%- (%) Estandar Relativa (%)
(hg/m 102,0%) (2,0%)
10 377.7282 10.02 100.24
1 372.6649 9.89 98.92 99.55 0.66 0.66
374.8385 9.94 99.49
12 460.7505 12.18 101.52
2 454.8950 12.03 100.25 100.78 0.66 0.65
456.2718 12.06 100.55
538.6695 14.20 101.49
3 14 531.64719  14.02 100,19 101.07 0.76 0.75
538.81268  14.21 101.52
Promedio (%) 100.46
Desviacion Estandar 0.92
Desviacion Estandar Relativa (%) (2.0%) 0.91

Para ello se trabajaron tres niveles
diferentes de concentracion (80, 100,
120 %), con tres muestras indepen-
dientes de cada nivel. Datos con los que
se cuenta si al evaluar la exactitud, se
llevé a cabo por el método de Adicion
estandar

En la tabla 5 Se presenta la evaluacion
de la exactitud del método en la
determinacion de Taninos (Catequina),
en donde se analizaron tres concentra-
ciones: 10 pg/mL, 12 pg/mL y 14
pg/mL;  obteniéndose valores de
desviacion estandar relativa inferiores al
2%, lo cual nos afirma que la exactitud
de la metodologia aplicada (Careri et
al.,2001).

La exactitud es uno de los pardmetros
de calidad basicos que desde un punto
de vista metrologico, depende de la
trazabilidad de las medidas (Sanchez et
al.; 2010). Mongay-Fernandez (2011)
define la exactitud como “el grado de
concordancia entre el resultado de un
medida y el valor real del mesurando”,
en una nota asociada a esta definicion
anade que se trata de un concepto
cualitativo utilizado para describir el
error asociado a un resultado.
Efectivamente se suele decir que un
valor es muy exacto o poco exacto; sin
embargo, hace falta un parametro que
permita medir cuantitativamente la
exactitud; este pardmetro es el error que

se define como “la diferencia entre el
resultado de la medida y el valor real
del mesurando”. Se determina la con-
centracion de una muestra por triplica-
do. Luego conocida su concentracion
promedio, se le enriquece con estandar
de analitos a tres niveles de concen-
tracion diferentes, valores sugeridos en
la literatura son 80, 100 y 120 % de la
concentracion normal de trabajo del
método. ICH (International Conference
Harmonization), recomienda preparar
muestras independientes por triplicado a
cada nivel de concentracion q.

4. Conclusiones

La curva de calibracion para Taninos
(Catequina) esta regida por la ecuacion
Y = 38,454X - 17,7433 con un
coeficiente de correlacion de 0,9998. El
limite de deteccion para Taninos
(Catequina) es de 0,21 pg/mL. El limite
de cuantificacion para taninos (Cate-
quina) es de 0,7 pg/mL. La precision
del sistema en la determinacion de
Taninos (Catequina) obtuvo una desvia-
cion estandar relativa menor al 2%. La
precision del método en la determina-
cién de taninos (Catequina) obtuvo una
desviacion estandar relativa menor al
2%. La exactitud del método en la
determinacion de Taninos (Catequina),
obtuvo una desviacion estandar relativa
menor al 2%.
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