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Las exigencias para establecer la calidad de productos de origen natural de acuerdo a requisitos
internacionales RTCA 11.03.56.09 (Verificacion de la calidad de Productos de Origen natural )
justifica la necesidad de establecer métodos analiticos confiables de acuerdo a las capacidades de
los fabricantes , de lo anterior se plantea que existen métodos analiticos para la determinacion de
componentes activos en extractos de jengibre pero su determinacion requieren necesidades
instrumentales, confiables, accesibles y de rapida respuesta que garanticen resultados fiables de

acuerdo a requerimientos de autoridades reguladoras para la industria que elabora fitofarmacos .

El presente trabajo de investigacion pretendio ser una muestra de los ensayos posibles para la
verificacion de la calidad de productos naturales de consumo humano utilizando la combinacion
de técnicas analiticas instrumentales cuantitativas como HPLC ,la cual permite cuantificacion
fiable de 10-gingerol con buena resolucion y separacion de 10-gingerol de otros componentes de
jengibre y cualitativas como TLC para la verificacion de contenido de componentes activos del
producto en estudio y demostrar asi que la verificacion de calidad de dichos productos de manera

analitica de alto nivel puede ser una realidad y no una utopia.

Se evidencia en los cromatogramas obtenidos de HPLC y Rf de TLC Cuali-cuantitativamente,

los métodos ensayados, apto para ser validado y demostrar la confiabilidad del mismo.
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General:

1. Evaluacion Cuali-cuantitativa de 10-gingirol por métodos analiticos y cualitativos HPLC
TLC en matriz vegetal y producto terminado.

Especificos:

1. Comparar la eficiencia del método de extraccion en metanol y tolueno para la matriz de
ensayo (rizoma de Zingiber officinalis ).

2. Evaluar el contenido de 10-gingirol por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC en
matriz vegetal (rizoma de Zingiber officinalis ) y producto terminado (Jarabe de jengibre).

3. Evaluar el contenido de 10-gingirol por cromatografia plana TLC en matriz vegetal (rizoma
de Zingiber officinalis) y producto terminado (Jarabe de jengibre).
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M#ARCO TEORICO

Evaluacién Cuali-Cuantitativa de 10-gingirol por HPLC-TLC pdg. 5



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN-Le6n

1. Desarrollo De Métodos Analiticos

La quimica analitica comprende la separacion, identificacion y determinacion de las cantidades
relativas de los compuestos que forman una muestra. El analisis cualitativo nos muestra la
presencia o ausencia de los analitos o sustancias a analizar, mientras el analisis cuantitativo nos
indica la cantidad de unos o mas analitos. En general se requiere una separacion de fracciones

para obtener la muestra adecuada para el analisis. ()

1.1 Etapas de un método analitico
En el diagrama siguiente se ilustran las etapas o pasos en el desarrollo de un método analitico
cuantitativo (y):
Figura N°1.

Eleccion del método ;
|

Obtencion de una muestra representativa
]

Preparacion de la muestra ;
|
Definicion de las repeticiones

|

Disolucion de las muestras ;
i

[
Eliminacion de interferencias
I

M edicion de la propiedad del analito %

|

| Calculo de losresultados i

[

Evaluacion de Ia contabilidad de losresultados

2. Plantas medicinales, extractos y especialidades fitoterapeuticas (2)

Las plantas medicinales son productos vegetales de origen natural y de composicion variable no
totalmente definida. Es decir, son seres vivos que varian constantemente su composicion. En el
transcurso de la vida de una determinada planta, dependiendo de la naturaleza, del tiempo de
insolacién, de la cantidad y calidad del agua de riego, de las caracteristicas del suelo, de la época
de recoleccién, etc., su composicion quimica varia cualitativamente y cuantitativamente.
Ademas, las distintas partes de una misma planta (hojas, raices, etc.) tambien tienen distinta

composicion.

Por todo ello resulta bastante utopico suponer que se conoce la composicion quimica exacta de
todos y cada uno de los componentes de una planta. No obstante gracias a recientes estudios

exhaustivos se ha logrado determinar la composicién quimica de mucho de ellos.
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2.1 Ambito de aplicacion y caracteristicas de las plantas medicinales

Segun la EMEA (agencia europea del medicamento) cuando se habla de plantas medicinales se
refiere a:

v" Planta medicinal propiamente dicha (materia prima)

v" Preparados a base de plantas medicinales, como son extractos, infusiones, etc.

v’ Especialidades farmacéuticas elaboradas con plantas medicinales o con preparados de estas.
La composicion quimica y la calidad de la planta medicinal como materia prima son un factor
determinante para la composicion y la calidad final de sus preparados y especialidades
farmacéuticas. Por ello, es fundamental el control de calidad de la planta medicinal (materia

prima).

Frecuentemente se desconoce con exactitud que principios activos (generalmente méas de uno)
son los responsables de la accion terapéutica. En estos casos se elige la determinacion de un
“marcador de calidad”. Es decir un analito presuntamente estable que esta presente en la planta

aunque no necesariamente deba tener una actividad terapéutica definida.

También ocurre que al no existir patron de referencia en el mercado o ser de muy dificil
localizacion se estipule el control de calidad de una materia prima mediante la valoracion de un
conjunto de sustancias quimicas con el mismo grupo funcional intrinsecamente comporta una
falta de selectividad especificaciones de calidad de muchas plantas medicinales, desde el punto

de vista de materias primas, en distintas monografias presentes en farmacopeas.

Los analitos presentes en las placas medicinales se hallan en el interior de su estructura y no de
forma aislada como sucede en una mezcla de analitos y excipientes, por lo que deben ser
extraidos de su interior. La principal dificultad de extraccion del analito no radica en el
tratamiento del preparado a base de plantas medicinales, sino en el de la propia materia prima. A
causa de esta caracteristica, a menudo deben aplicarse tratamientos de muestra largos y
agresivos, lo que puede provocar perdidas importantes de analito. Todo ello hace que los

porcentajes de recuperacion sean generalmente bajos.

En las plantas medicinales no se pueden aplicar el concepto de matriz entendido como el
conjunto de todos los componentes exceptuando el analito, ya que es imposible separar el propio
analito (principio activo o marcador) del resto de componentes. Es decir por ello que el término

matriz se utiliza como sinénimo de muestra representativa.
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Una dificultad adicional en los estudios de validacion de métodos analiticos de plantas
medicinales radica en la falta de homogeneidad y representatividad de la muestra. Las distintas
partes de una misma planta tienen una composicion quimica diferente, que ademas se ve
modificada segun la época de recoleccion, el corte y las condiciones de almacenamiento. Por
tanto es primordial efectuar un muestreo adecuado y homogeneizar la muestra a analizar al
objetivo de conseguir la maxima representatividad. Aun cuando se utilizan extractos
normalizados de plantas medicinales que han pasado por una fase previa de homogeneizacién
(ej. Estado liquido), continta persistiendo la incertidumbre sobre si su composicién quimica es

realmente homogénea.

Dado que el estudio de calidad de los preparados a base de plantas medicinales como materia
prima, se considera logico e interesante intentar aplicar los mismos métodos analiticos
(utilizados en la identificacion y valoracion de analitos) al control de calidad de los productos
finales preparados con la misma planta. Con ello se consigue una correlacion en las
especificaciones de materia prima y producto acabado que favorecerd el seguimiento y la
comprobacion de un adecuado y constante método de fabricacion de los productos elaborados.

4. Situacion actual y tendencias del control de calidad de las plantas medicinales.)

El creciente interés en el uso de plantas medicinales estd dando lugar a un mercado de réapido
crecimiento para los productos fitoterapéuticos, suplementos dietéticos y alimentos funcionales.
Esta importante expansion en el uso de plantas medicinales plantea muchas inquietudes
acerca de su control de calidad, ya que podria dar lugar a la recoleccion masiva y sin
supervisién, sin ninguna consideracion de la calidad de las plantas usadas como materias primas
. La seguridad en el consumo de un producto fitoterapéutico debe ser garantizada por un proceso
completo de control de calidad. Este debe ser un proceso estandarizado, detallado, conciso y
reproducible que pueda ser utilizado para evaluar a otros productos de la misma naturaleza. El
aseguramiento de calidad de productos fitoterapéuticos, es un prerrequisito para realizar ensayos
clinicos con resultados reproducibles y es necesario con el fin de identificar adulteraciones,

falsificaciones o confusiones entre plantas.
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Una gran parte de los productos fitoterapéuticos son clasificados como suplementos dietéticos,
por lo que no estan sujetos a los mismos procesos de monitorizacion de los medicamentos; es por
ello que en Estados Unidos, la FDA (Food and Drug Administration) emitio la guia DSHEA
(Dietary Supplement Health and Education Act of 1994) para la regulacion de este tipo de
productos. La guia permite a las compafiias hacer afirmaciones sobre los beneficios de sus
productos en la conservacion de la salud. Sin embargo, no revisa que se cumplan los estandares

de control de calidad en cuanto a seguridad, eficacia y pureza.

La OMS, en su manual de métodos de control de calidad para plantas medicinales, la FDA y las
Farmacopeas de diversos paises presentan una coleccion de procedimientos recomendados para
evaluar la identidad, pureza y contenido de los materiales de plantas medicinales; con estos
procedimientos intentan proporcionar a los laboratorios una herramienta para llevar a cabo el
control de calidad de los productos fitoterapéuticos. Los pardmetros que incluyen estas
referencias para describir la calidad de los productos a base de plantas usados como
medicamentos son: a) pruebas de identidad, donde consideran las caracteristicas macroscépicas,
microscopicas y organolépticas, asi como el perfil obtenido por cromatografia en capa fina; b)
pruebas de pureza para determinar humedad, cenizas, materia extrafia, disolventes, la presencia
de contaminantes microbianos, metales pesados y residuos de plaguicidas; y c) la valoracion de

principios activos y/o marcadores.

La mayoria de las plantas medicinales han sido autenticadas tradicionalmente por medios
morfolégicos e histoldgicos. Sin embargo, este enfoque puede no ser fiable porque las plantas de
la misma familia son morfoldgicamente similares y los productos comerciales elaborados con
plantas se preparan de diversas maneras que hacen mas dificil su identificacion a través de una
inspeccion sensorial. Actualmente, es una practica comun entre los analistas de productos
naturales la seleccion de uno o més compuestos como marcadores para la identificacion y
evaluacion de la calidad. Sin embargo, es reconocido que este tipo de determinaciones no
proporciona por si una idea completa de un producto farmacéutico a base de plantas, ya que son
multiples los constituyentes responsables de sus efectos terapéuticos y a veces la seleccion de

marcadores adecuados es dificil y subjetiva.
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Estos constituyentes pueden trabajar sinérgicamente y pueden variar dependiendo no
unicamente de la especie, sino también de las condiciones de crecimiento, de la época de
cosecha, del origen, de los métodos de proceso y secado y del tiempo de almacenaje, entre otros
factores. Por otra parte, algunos productores sin escripulos continuamente estan tratando de
desarrollar maneras de hacer el perfil quimico de sus productos similar al perfil auténtico
presentado por la planta medicinal en cuestion. En estas circunstancias especificas, el uso de

compuestos marcadores es incapaz de confirmar la identidad de una planta.

Es por estas razones que se hace necesario determinar la mayoria de los constituyentes de las
plantas medicinales con el propésito de asegurar la confiabilidad y  precision de las
investigaciones farmacoldgicas y clinicas, para conocer su bioactividad y los posibles
efectos colaterales de los compuestos activos, asi como mejorar el control de calidad de sus

productos.

El establecimiento de huellas dactilares para las plantas medicinales es un enfoque relativamente
reciente adoptado por los investigadores para hacer frente a la complejidad quimica de los
productos fitoterapéuticos y los problemas relacionados con el uso de pocos compuestos
marcadores. La huella dactilar de una planta medicinal podria ser un espectro o un
cromatograma obtenido por un procedimiento definido para caracterizar la composicién quimica
de una muestra; se supone que es una caracteristica Unica para la identificacion de las plantas,
extractos de plantas o preparados en cuestion. Asi pues, el perfil cromatogréafico o el perfil
espectroscopico de la planta medicinal, parece ser la herramienta mas conveniente para llevar a
cabo el control de calidad de los productos de uso farmacéutico a base de plantas. Normativas
actualizadas sobre plantas medicinales publicadas por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Agencia de Medicinas y Alimentos de los Estados Unidos (Food and Drug
Administracion, FDA) y la Agencia Europea del Medicamento (EMA) se pronuncian por el uso
de las huellas dactilares; indican que la identificacion de la planta medicinal debe ser una de las
primeras pruebas aplicadas para garantizar la calidad y para discriminar entre especies

relacionadas o muestras adulteradas.
5. Desafios en el control de calidad de las plantas medicinales (3)

La huella dactilar debe proporcionar las atribuciones fundamentales de integridad y semejanzas o
diferencias para representar quimicamente el producto fitoterapeutico investigado, permitiendo

autenticar el material vegetal.
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Las huellas dactilares han de ser capaces de demostrar las semejanzas y diferencias entre varias
muestras de una planta medicinal en particular, incluso si el nimero y/o la concentracion de los
componentes quimicamente caracteristicos no son exactamente iguales entre ellas, de tal manera
que, al analizar la huella dactilar de una planta medicinal, se consideran los multiples
constituyentes y no solamente uno o dos marcadores durante el proceso de evaluacion de la
calidad de estos productos. Sin embargo, en cualquier producto herbal existen cientos de
componentes desconocidos y muchos de ellos se encuentran en baja concentracion. Ademas,
normalmente existen variabilidades entre muestras de la misma planta medicinal; en
consecuencia, obtener huellas dactilares confiables que representen componentes quimicamente
caracteristicos de un producto fitoterapeutico no es tarea facil. Por ello, en el desarrollo de

métodos para el analisis de plantas medicinales aparecen una serie de desafios:

El andlisis de marcadores o componentes activos en una matriz compleja y algunas veces
desconocida.

Los analitos buscados pueden tener problemas en su extraccion con disolventes o ser
térmicamente labiles.

La falta de sustancias quimicas de referencia y/o materiales de referencia certificados.

La seleccion adecuada del método de extraccion.

La variacion en la composicion de la planta obtenida entre lote y lote.

Ademas, la seguridad, eficacia y calidad de productos finales a base de plantas medicinales
dependen de la calidad de las materias primas y de como se manejan a través de procesos de

produccion.

6. Procedimientos analiticos empleados en el control de calidad de las plantas
medicinales.)

En general, los métodos de control de calidad de las plantas medicinales deberian incluir, ademas
de la inspeccion sensorial, ensayos analiticos tales como la cromatografia en capa fina, la
cromatografia de gases, la cromatografia de liquidos de alta resolucion, espectros de infrarrojo
medio y analisis mediante otras espectrometrias diversas, como el infrarrojo cercano o
resonancia magnética nuclear. En la presente memoria se han utilizado las técnicas de la
espectroscopia de infrarrojo cercano y de la cromatografia de liquidos de alta resolucion y se
hace énfasis en sus aplicaciones para el control de calidad de las plantas medicinales.
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5.1 Procedimientos de extraccion. (3

El método de extraccion y preparacion de muestra es muy importante para obtener buenos
resultados, ya que si se quiere tener una buena informacion del perfil de una planta medicinal es
necesario contar con un método que extraiga la mayoria de los componentes activos de las
plantas, que garantice la integridad de la actividad farmacoldgica y, a la vez, que sea un método
preciso y ofrezca buenas recuperaciones. En los productos fitoterapéuticos, los compuestos de
interés suelen presentar grandes diferencias en cuanto a polaridad y termo estabilidad. Por ello,
adn con una misma técnica de extraccion las condiciones de trabajo (solvente, temperatura, etc.)
pueden variar de un material vegetal a otro, lo que hace indispensable evaluar cuidadosamente la
eficiencia del método empleado. El calentamiento con reflujo y la extraccion soxhlet se
encuentran entre los métodos mas empleados para productos naturales. Sin embargo, este
tipo de meétodos son lentos, requieren grandes cantidades de solventes y pueden tener

eficiencias de extraccion bajas.

En la dltima década, se han desarrollado técnicas como la micro extraccion en fase soélida
(SPME) o la micro extraccion en fase liquida (LPME) cuyas principales ventajas son la
disminucion en el consumo de disolventes y en los tiempos de analisis, su relativo bajo costo, su
simplicidad y en muchos casos la posibilidad de obtener factores de enriquecimiento mayores.
La SPME fue introducida en los afios 90 y se ha convertido en una técnica muy utilizada para la
preparacion de muestras para cromatografia de gases y en menor medida para cromatografia
liquida. En el andlisis de productos fitoterapéuticos esta técnica ha sido empleada principalmente

para caracterizar compuestos volatiles.
5.2 Técnicas instrumentales empleadas con los productos fitoterapéuticos. (3)

Con respecto a las técnicas de analisis de las plantas medicinales, las cromatograficas tienen una
muy poderosa capacidad de separacion para los complejos componentes quimicos de los
extractos, siendo posible separarlos en muchas sub- fracciones relativamente simples. La
cromatografia de capa fina (CCF) ha sido la técnica de eleccion para el analisis de plantas
medicinales y es adn usada con mucha frecuencia .Con las limitaciones habituales de la
técnica, la CCF es usada como un método de rastreo y semicuantitativo que provee perfiles

cromatograficos caracteristicos y permite identificar adulteraciones en los productos.
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Las principales ventajas de esta técnica es que es sencilla, rapida, versatil y permite analizar
muchas muestras a la vez. No obstante, su aplicacion regularmente se limita a la identificacion

de compuestos marcadores, con las desventajas que ello conlleva.

Es bien conocido que muchos de los principios farmacolégicamente activos en las plantas
medicinales son compuestos volatiles, por lo que su estudio es de gran importancia en el analisis
de medicinas tradicionales a base de plantas. La cromatografia de gases (CG) ha sido empleada
en el andlisis de compuestos volatiles de las plantas medicinales con propdsitos de establecer
perfiles de identificacion de las mismas, ya que la composicion y concentracion relativa de los
compuestos organicos volatiles (aceites) son caracteristicos de algunas plantas. Cambios en la
composicion de aceites volatiles pueden indicar adulteraciones o cambios enziméticos de
oxidacion o fermentacién. EI empleo de acoplamiento por espectrometria de masas (CG-EM)
para establecer perfiles cromatograficos de plantas ha sido empleado por varios autores. El
establecimiento de estos perfiles se realiza mediante comparacion de los tiempos de retencion y
los espectros de masas de los componentes comunes en los especimenes. La CG-EM tiene la
ventaja de que proporciona, ademas, informacion de identidad de los compuestos. La principal
desventajade la CG es que no puede ser empleada para andlisis de compuestos polares y

no volatiles, a menos que se realice una derivatizacion previa de la muestra.

La electroforesis capilar (EC) fue introducida a principios de los 80 como una poderosa técnica
analitica de separacion que ha sido desarrollada rapidamente. Los métodos electroforéticos,
especialmente la EC, han sido empleados en el andlisis de plantas medicinales en la Gltima
década. La EC permite la separacion y analisis de los ingredientes activos en las plantas
medicinales; tiene la ventaja de que requiere poca cantidad de muestra y permite realizar analisis
rapidamente con muy buena capacidad de separacion. También es una buena herramienta para la
generacion de huellas dactilares de las plantas medicinales. Estudios recientes de alcaloides y
flavonoides en plantas medicinales han empleado la EC.

5.3 Espectroscopia en el infrarrojo cercano. (3)

La region del infrarrojo cercano (NIR), se extiende entre 800 y 2500 nm o, expresado en nimero
de onda, de 12 500 a 4000 cm-1. Es la primera region espectral que muestra bandas de absorcion
relacionadas con las vibraciones moleculares y se caracteriza por las bandas armonicas y las
bandas de combinacidn. Esta region se utiliza ampliamente para el analisis de la composicion de

diversos productos, incluyendo los alimenticios.
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La espectroscopia NIR recoge la informacion de las estructuras quimicas, a través de la
valoracion de los enlaces moleculares reflejados en el espectro obtenido (p. ej. C-H, N-H and O-
H, que son los principales componentes estructurales de las moléculas organicas). La
composicion quimica de la muestra origina diferencias que quedan reflejadas en las
vibraciones armonicas y de combinacion, construyendo de esta manera un espectro caracteristico
que sirve como huella dactilar. La relacion entre la huella dactilar y la composicion quimica de la
muestra puede parecer poco evidente pero el hecho es que, aplicando el mismo procedimiento
experimental, el espectro obtenido puede considerarse como una caracteristica determinada
Unicamente por los componentes quimicos presentes en la planta medicinal y en estas
circunstancias es aplicable el concepto de Fito equivalencia, ya que este no exige el aislamiento e

identificacion de los componentes de la muestra.
5.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR). (3)

La CLAR es un método popular empleado en el anélisis de plantas medicinales debido a que es
una técnica relativamente sencilla y muy versatil, ya que permite analizar compuestos tanto
volatiles como no volatiles, polares, no polares y hasta iénicos. En general, la CLAR puede ser
empleada para analizar la mayoria de los compuestos en las plantas medicinales, tal y como lo
revelan las publicaciones a este respecto. Entre los métodos cromatograficos para la toma de
huellas dactilares de las plantas medicinales, el mas popular sigue siendo la cromatografia
liguida de alta resolucion acoplada a un detector de diodos (CLAR-DAD). El uso de
detectores de diodos en linea proporciona informacion adicional a los perfiles cromatograficos
obtenidos a longitudes de onda simples, ya que se pueden obtener ademas los espectros
relacionados con cada uno de los picos, lo cual puede ser empleado como criterio de
identificacion y andlisis de pureza de cada uno de los picos.

Otros acoplamientos, tales como: CLAR-EM, CLAR-RMN, también han sido utilizados con
estos mismos propositos; en particular, los acoplamientos CLAR-EM se han convertido en una
herramienta ampliamente utilizada en el analisis de productos fitoterapéuticos ya que
proporcionan también informacion espectral adicional, que es muy Util para el analisis cualitativo
y para la elucidacién estructural. Aunque tradicionalmente este tipo de acoplamientos han sido
utilizados para la identificacion de compuestos especificos, en la actualidad existe un interés

creciente en su aplicacion a la obtencion de la huella dactilar del producto completo.
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7. Quimiometria (3

Se pueden emplear muchas técnicas cromatograficas y espectroscopicas, incluyendo técnicas
con acoplamientos, para el andlisis de los productos fitoterapéuticos y para construir los perfiles
tipicos de éstos. El problema es cdmo se evalla la informacion obtenida con estas técnicas.

La quimiometria es un campo interdisciplinario que involucra el analisis multivariable, los
modelos matematicos, la informatica y la quimica analitica. Algunas de las areas de aplicacion
mas importantes de la quimiometria incluyen (1) la calibracion, validacion y pruebas de
significacion, (2) la optimizacion de las mediciones quimicas y procedimientos experimentales y
(3) la extraccion del maximo de informacion quimica a partir de datos analiticos. El perfil
cromatografico o espectroscépico de una planta medicinal es un sistema multivariable, tanto por
la manera en que los instrumentos actuales realizan el registro de las sefiales analiticas, como
porque se involucra en el perfil a la mayoria de los componentes fitoquimicos de la planta
medicinal. Con ayuda de la quimiometria se puede afrontar, con mayores posibilidades de éxito,
las dificultades que surgen al emplear técnicas cromatograficas o espectroscopicas para el
control de calidad de las plantas medicinales, como son las sefiales no resueltas, la gran cantidad

de componentes en las plantas y la complejidad de los espectros del infrarrojo cercano.

La quimiometria abarca diversos objetivos como la aplicacion de pre tratamientos a los datos
experimentales para mejorar la calidad de la sefial, la construccién de modelos para el

reconocimiento de pautas y la determinacién cuantitativa.
7. Aplicaciones de la cromatografia (s

7.1 Anélisis Cualitativo

Un anélisis cromatogréfico puede dar una amplia informacion cualitativa si se escoge el sistema
de deteccion adecuado para determinar y evaluar los analitos separados, asi si se utiliza un
detector que permita obtener un espectro de cada compuesto separado y a su vez contenga una
base de datos que pueda realizar su comparacion con una biblioteca de espectros se podria, de
una forma muy precisa, establecer la identidad de los componentes de una muestra, de hecho
esto se logra facilmente con cromatdgrafos que contienen sistema de deteccion como el

Infrarrojo (IR), el de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) o el espectrometro de Masas (MS).
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Sin embargo, estos sistemas son muy costosos, es por ello que la mayoria de los laboratorios
cuentan con cromatografos con sistemas de deteccidn sencillos como el detector de ionizacion a
la llama (siglas en inglés, FID) o el detector de conductividad térmica (siglas en inglés (TCD) en
el caso de cromatografia de gases o detectores de absorbancia o indice de refraccion para los
casos de cromatografia de liquidos. La Unica informacion cualitativa que pueden ofrecer estos
sistemas es el tiempo de retencion del analito, el cual, solo puede ser usada controlando bien las
condiciones cromatograficas como: flujo, temperatura, tipo de fase estacionaria en el caso de
gases 0 composicion quimica de la fase movil ademés de las otras variables mencionadas
anteriormente para el caso de cromatografia de liquida, ademés de que se debe tener
conocimiento de los posibles compuestos de la muestra y una amplia variedad de patrones para
realizar comparaciones. Sin embargo, se puede dar el caso que dos compuestos tengan el mismo
tiempo de retencion, lo que imposibilita su identificacion. Por supuesto que, a partir de
cromatogramas obtenidos con diferentes fases moviles (para cromatografia liquida) y
estacionarias y a diversas temperaturas de elusion (para cromatografia gaseosa), se puede obtener

datos adicionales.
7.2 Analisis Cuantitativo

El uso de la cromatografia se ha extendido en todo el mundo, en las Gltimas cuatro décadas, no
solo por su capacidad de separar compuestos sino porque se puede realizar un analisis
cuantitativo de las especies proporcionadas. En la cromatografia en columna, el analisis
cuantitativo se basa en la comparacion de la altura, o del area, del pico del analito con la de uno
0 mas patrones inyectados bajo las mismas condiciones cromatogréficas. El uso de una u otro
termino dependera de las caracteristicas de la banda obtenida, aunque en la actualidad con el uso
de sistemas de integracion de area computarizados, la precision es muy alta para el célculo de
area, sin embargo siempre es importante conocer las otras herramientas a utilizar para calcular el
area de una banda y en qué momento es mejor usar altura en vez de area por si llega a faltar el

sistema computarizado.

Para lograr un analisis cuantitativo de los componentes separados de una muestra existe una gran

variedad de métodos de analisis entre los que se pueden mencionar:

1. Calibracién absoluta
2. Método del estandar interno.
3. Normalizacion de area (con y sin factor de respuesta)
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8. Técnicas Cromatograficas (s
8.1 Cromatografia En Capa Fina

Hasta 1987, la principal utilizacion de la cromatografia en capa fina era basicamente cualitativa
0 semi-preparativa. El desarrollo de los densitdbmetros modernos permitié la utilizacion de esta

técnica para los analisis cuantitativos.

El densitdmetro mide el area y la intensidad de las manchas de un cromatograma en capa fina

presentando registros en forma de picos.

La lectura de una placa puede ser llevada a cabo por tramitancia o reflectancia en la regién
ultravioleta y visible o por fluorescencia. Para cuantificar una sustancia utilizando esta técnica es
necesario primero construir una curva de calibracion de concentraciones conocidas de un patron
de la sustancia q va a ser analizada. Sustancias incoloras pueden ser cuantificadas, siempre y
cuando se utilicen reactivos cromogenicos, los cuales van a permitir la lectura en el
densitdmetro. En este caso deben tenerse precauciones pues pueden presentarse una distribucién
desigual de la coloracion, dependiendo de la cantidad y de la forma de aplicacion del revelador
utilizado, de la cantidad y de la forma de aplicacién del revelador utilizado, de la temperatura
utilizada durante el calentamiento que pude volatilizar la muestra y del tiempo empleado entre el
revelado y la lectura de la placa .la presencia de manchas difusas e irregulares puede presentarse
cuando se aplican sustancias en baja concentracion que necesitan de la aplicacion de un volumen
mayor de la solucion que va a ser analizada. Estos factores pueden afectar la eficiencia de esta
técnica. Existen otros factores que pueden ocasionar errores en la lectura y estan relacionados
con la falta de reproducibilidad de la aplicacion de la muestra y con variaciones de las
condiciones cromatograficas. Entre estos factores podemos citar: la homogeneidad del
adsorbente empleado o la migracion del solvente de forma irregular.

8.1.2 Utilizacion de la Cromatografia en Capa Fina para el analisis de productos Fito
terapéuticos. (s

Para obtener un producto Fitoterapeutico estandarizado y de calidad debe asegurarse la
uniformidad de todos los lotes de su produccion. Para lograr este objetivo es indispensable que
cada etapa del proceso de produccién sea rigidamente realizada. Factores como el origen del
material vegetal, la época en que fue realizada la recoleccion, el proceso de secado y
almacenamiento son de una importancia crucial para garantizar un producto final de buena

calidad.
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La cromatografia en capa fina es una técnica importante en todo el proceso ya que permite
proporcionar informaciones sobre la homogeneidad de los componentes quimicos del producto y
asi garantizar que las sustancias responsables de la actividad farmacologica esten presentes en

los niveles adecuados.

El primer paso a seguir en el control de calidad de un producto fitoterapeutico es definir cuales
grupos de sustancias pueden estar presentes, para de esta manera lograr la identificacion de la
planta (marcadores) y de aquellas sustancias capaces de ejercer las actividades farmacoldgicas

(principios activos).

El primer paso para realizar el analisis de un determinado producto fitoterapeutico, es definir las
sustancias quimicas que van a ser investigadas, lo que permitira identificar cual sera el mejor
solvente para extraer estas sustancias, asi como, determinar el mejor sistema de eluyentes para la
migracion en la cromatoplaca e incluso identificar los reveladores méas adecuados que seran

utilizados para detectar las sustancias presentes. Estas sustancias son las Illamadas marcadores y

los marcadores ideales son los propios principios activos. No siempre en el analisis se hace

posible la utilizacion de los principios activos debido a los siguientes factores:

v Desconocimiento de las sustancias responsables de la actividad de la planta.

v" Los principios activos son dificiles de detectar o estan presentes en pequefias cantidades en la
planta (catharanthusroseus contiene vincristina y vinblastina solamente en una proporcion de
0.005 %).

En estos casos es imposible utilizar los principios activos como marcadores, siendo necesario
seleccionar otras sustancias que caracterizan sin duda alguna a la droga.
El analisis sera llevado a cabo comparando determinado producto fitoterapeutico con una
sustancia estandarizada definida de antemano como marcadora. En algunos casos la sola
comparacion con el patrén no es suficiente, por esta razon es necesario que ademas de ser
comparada con la sustancia marcadora sea comparada tambien con un extracto autentico revela
no solamente la presencia de los principios activos sino tambien la proporcidn entre estos y otras
sustancias presentes en el extracto.

No siempre se conoce la constitucion quimica de la planta; cuando esto sucede es indispensable

realizar su perfil cromatografico; el extracto, en condiciones definidas de analisis, formara un

disefio caracteristico debido a la migracion diferencial de sus constituyentes, llamado huella

digital (finger print) de la planta.

Evaluacién Cuali-Cuantitativa de 10-gingirol por HPLC-TLC pdg. 18



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN-Le6n

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme, de un adsorbente
manteniendo sobre una placa de vidrio u otro soporte. Los requisitos esenciales son, pues un
adsorbente, placas de vidrio, un dispositivo que mantenga las placas durante la extension, otro
para aplicar la capa de adsorbente, y una cAmara en la que se desarrollen las placas cubiertas. Es
preciso tambien poder guardar con facilidad las placas preparadas y una estufa para activarlas. ()
La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un solido. La fase estacionaria sera un
componente polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la fase estacionaria, de

forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos polares. ()

8.1.3. Ventajas de la cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a otros métodos
cromatograficos (en columna, en papel, en fase gaseosa) ya que el utillaje que precisa es mas
simple. El tiempo que se necesita para conseguir las separaciones es mucho menor y la
separacion es generalmente mejor. Pueden usarse reveladores corrosivos, que sobre papel
destruiran el cromatograma. ElI método es simple y los resultados son facilmente reproducibles,
lo que hace que sea un método adecuado para fines analiticos. )

8.1.4. Adsorbentes

Al realizar la eleccion del adsorbente se debe tener en cuenta el tamafio de las particulas del
adsorbente, cuanto mas finamente divido este mayor sera su adhesion al soporte, aunque tambien

se le puede afiadir un adherente (yeso).

Algunos de los adsorbentes mas utilizados son ():

e e
LRV ERY

0 SN uf

.- am T aa a=
Figura N. 2 Almidon (7 Figura N. 3 Celulosa (8)
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8.1.5 Eleccion del eluyente
La eleccion del eluyente dependera l6gicamente del componente que se va a separar y del
material en que la separacion se lleva a cabo. Principales eluyentes en orden creciente de

polaridad ():

Vo OEer de PetrOIEO. ... oo (CH3)3COCHs3

VO EterdietiliCo. .. ..u e C4H100, CH3-CH2-O-CH>-CH3
V' CICIO NEXANO. ... CeH12
v Acetato de etilo. ... ..o CH3-COO-CH3-CHs
v Tetracloruro de CarboN0. ... ....ooirini i CCly
Vo BENCENO. ... CeHs
Vo B ANO. . C2HesO
Vo CIOrOTOIMO. . CHCI3
Vo MEBIANOL . ., CH30OH
V' DICIOrOMELANO. ... CH2Cp2
Vo AGUAL . H20

V' ACIHO ACETICO. ... CH3-COOH (C2H402)

En la eleccion del eluyente influyen varios factores ():

v' Pureza

v No utilizar mezclas de eluyentes (reproducibilidad).

v No utilizar compuestos.

8.1.6 Desarrollo de la cromatografia

El desarrollo de los cromatogramas en capa fina se realiza normalmente por el método
ascendente, esto es, al permitir que un eluyente ascienda por una placa casi en vertical, por la
accion de capilaridad. La cromatografia se realiza en una cubeta. Para conseguir la maxima
saturacion posible de la atmosfera de la cAmara, las paredes se tapizan con papel impregnado del
eluyente. A veces pueden obtenerse separaciones mejores sin poner papeles en las paredes, cosa

que no debe olvidarse ().

Generalmente el eluyente se introduce en la cdmara una hora antes del desarrollo, para permitir

la saturacion de la atmosfera. El tiempo de desarrollo, por lo general, no llega a los 30 minutos.
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El tiempo de una cromatografia cualitativa suele ser de un par de minutos, mientras que el

tiempo de una cromatografia preparativa puede llegar a un par de horas ().

Las placas pueden desarrollarse durante un tiempo prefijado, o hasta que se alcance una linea
dibujada a una distancia fija desde el origen. Esto se hace para estandarizar los valores de Rf.
Frecuentemente esta distancia es de 10 cm; parece ser la mas conveniente para medir valores de
Rf. Después del desarrollo, las placas pueden secarse rdpidamente con una corriente de aire

caliente ().

La mejor posicién de desarrollo para un componente es el punto medio entre el origen y el frente
del eluyente, ya que permite separar las impurezas que se desplazan con mayor y menor

velocidad. El frente del eluyente nunca debe llegar a tocar el borde de la placa ()

Si la placa se estropea por accion del aire o de la luz, se sacara en una cdmara gque contenga un

gas inerte o aislado de la luz ).

8.1.7 Constante Rry Rx

La contante RF (Ratio of Front) es simplemente una manera de expresar la posicion de un
compuesto sobre una placa como una fracciéon decimal, mide la retencién de un componente. Se
define como )

La distancia recorrida por el compuesto se mide generalmente desde el centro de la mancha, los

calculos se simplifican Si el denominador es 10

Bf= Dinsederserideperbmusive

Diaremrie reaprride o el relveese
-

Figura N.6 Ecuacion de Bf

Para que los RF sean reproducibles deben ser fijadas una serie de condiciones (espesor de la
placa, fase movil, fase estacionaria, cantidad de muestra). EI maximo valor de RF que se puede

alcanzar es de 1, lo ideal es un RF entre 0.65 y 0.7. ()

8.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (11

8.2.1 Generalidades

La cromatografia es una técnica que permite separar los diferentes componentes de una mezcla
compleja. La separacién se logra por diferencias en la movilidad relativa de los solutos, lo cual
se logra por las distintas interacciones fisicas y quimicas entre los componentes de la

cromatografia
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Componentes Bésicos de una Cromatografia:
v’ Fase estacionaria
v Fase movil

v" Soluto o muestra

8.2.2 Clasificacion
8.2.2.1 Se aplican varios criterios
v" De acuerdo al soporte

v Al tipo de equilibrio que se establece en la separacion

v Al estado de agregacion de la fase movil

8.2.2.1. a. Segun el soporte.
la cromatografia plana tiene las ventajas de ser una de las mas sencillas, rapidas y de bajo costo
sin embargo solo se aplican con fines analiticos, tienen poca eficiencia en la separacién y no se

adaptan a sistemas automatizados.

Las cromatografias en columna tiene la caracteristica de ser mas verstiles, a diferencia de la
cromatografia plana esta si se adapta a un sistema automatizado y poseen una mayor resolucion y
capacidad de carga; poseen las desventajas de tener un alto costo inicial, necesidad de

equipamiento y requieren de un personal capacitado para su aplicacion.

8.2.3 Clasificacion.

v Cromatografia de reparto: El soluto esta en equilibrio entre el liquido de la fase moévil y el de
la fase estacionaria por diferencias de solubilidades.

v Cromatografia de adsorcion: Fendmeno superficial en el cual las particulas del soluto son
adsorbidas por la fase estacionaria.

v Cromatografia de intercambio i6nico: Los iones del soluto son retenidos por los grupos
funcionales que se encuentran en la fase estacionaria.

v Cromatografia de exclusion molecular: No hay equilibrio de separacion. Se separan por el
tamafo particulas.

v Cromatografia de afinidad: reaccién inmunolégica donde el soluto es el antigeno y los

anticuerpos se encuentran adsorbidos en la fase estacionaria.
8.2.4 Parametros a Considerar en Cromatografia

tr Tiempo de retencion: tiempo que transcurre desde la inyeccion de la muestra hasta que el

soluto alcanza el detector( a veces esta magnitud se mide en volumen de elucion.
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tm Tiempo muerto: es el tiempo necesario para que una

especie que no se retiene en la fase estacionaria |

alcance el detector.

oo ionr

W Ancho del pico en la base: es el tiempo

Saefial dal

-

transcurrido desde que el soluto alcanza el detector

.
hasta que lo abandona. : [
0 Tiempo—s

Kc Constante de distribucion: Valor tedrico que  FiguraN.7

relaciona la concentracion de un soluto entre la fase movil y la fase estacionaria.

K¢ = (5 — Concentracion molar
K Factor de retencion: ¢p delanalitosnlafase  factor que se  puede
determinar J Estacionaria. experimentalmente y
permite  comparar la Concentracion molar del velocidad de migracién de
Analito en la fase movil.

los diferentes solutos.

aFactor de selectividad: relaciona los tiempos de retencion de dos solutos y por lo tanto me
permite saber la eficacia de la columna para separarlos.

a = (Trb) —Tm = Valor siempre > 1

(Tra)-Tm
Este factor no toma en cuenta el ancho del pico

N Plato teérico: Altura de la fase estacionaria

t
- N=16(2)
(W)
As Asimetria: b Ideal =1
a Aceptable= 0
R resolucion: 8a 1.3 Ates —las)
R=—m—— =

Wy + W,

IP indice de polaridad: Magnitud que permite cuantificar la

polaridad relativa de una mezcla de solventes que componen la fase movil.

IPag = (vol. relativo de A x IP de A) + (vol. relativo de B x IP de B)
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El valor de IP de cada solvente lo obtengo de tabla; es conveniente trabajar, como minimo, con
dos solventes de polaridad diferente y es un pardmetro a considerar cuando necesito aumentar la

resolucion, por ejemplo, en una cromatografia de adsorcion.

8.2.4.1 Factores que afectan la eficiencia de la Cromatografia
v' Difusion longitudinal

v' Efectos de trayectorias multiples

8.2.4.1. a Difusion:

v Tamafio de particula de la fase estacionaria
v’ Sobrecarga del sistema
v Uniformidad del sistema

8.2.4. b Técnicas de Optimizacion:

v Reducir la altura de plato
v" Modificar la fase movil

v" Aumentar la velocidad de flujo

v" Aumentar el diametro de la columna.

9. HPLC (High Performance Liquid Chromatography) o CLAR (Cromatografia Liquida
de Alta Resolucion).(1)

Es el método mas moderno para realizacion de cromatografias.

Para pesos moleculares mayores a 10000 se utilizan cromatografias de permeacion por geles y

cromatografia de fase reversa.

Para pesos moleculares menores a 10000 y especies ionicas se utiliza Cromatografia por

Intercambio l6nico.
Para especies no ionicas, polares y pequefias se utiliza la cromatografia por particion o reparto.

Para especies no polares e isomeros estructurales, hidrocarburos alifaticos y alcoholes alifaticos

se utiliza la cromatografia por adsorcion o liquido sélido.

El HPLC es un método caro para el analisis de muestras, pero por otra parte es sumamente
efectivo; Optimiza cientos de veces la velocidad de la cromatografia en columna y es altamente
reproducible (siempre que utilicen las mismos condiciones de corrida se obtendran los mismos

resultados). Excelente para la cuantificacion debido a los detectores on-line que utiliza.
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Tiene una alta sensibilidad: en la cromatografia en columna de vidrio se utilizaban grandes

cantidades de solvente, lo que diluia la muestra, disminuyendo la sensibilidad del método.

9.1. Fase Movil
El tipo y la composicion de la fase movil (eluyente) son variables que influyen en la separacion.
Las propiedades comunes a los diversos disolventes que se emplean son:

Alta pureza (del orden de 99,999%).

Comepatibilidad con el detector.

Solubilidad de la muestra.

v

v

v

v' Baja viscosidad.
v" Inercia quimica.
v

Precio razonable

9.2 Instrumentos:
Son 8 componentes basicos:

Reservorios de la fase mévil.
Sistema de suministro de solvente.

Elemento para introducir la muestra.
Columna.

Detector.

Reservorio de residuos.

Tuberias de conexion.

N N N N N N NN

Integrador o computadora

En la cromatografia se pueden usar eluciones con un solo solvente (elucion ISOCRATICA) o
con diferentes solventes que varian sus concentraciones con el tiempo (elucion en gradiente).
Esta segunda forma de suministrar solvente suele generar mejores separaciones. Para poder
realizar una elucién en gradiente es necesario contar con una computadora para programar la
variacion de solventes en funcion del tiempo de corrida.

Las propiedades de los eluyentes que se pueden variar para producir elucion en gradiente son:

v" Fuerza ionica.
v' ph.

v" Constante dieléctrica

9.2.1 Bombas.
Son un sistema de suministro de disolvente, deben asegurar un suministro de caudal libre de

pulsos, constante, reproducible y preciso; si se provocan pulsos en los flujos estos son
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indeseables ya que causan problemas a la hora de la deteccion e impiden un buen anélisis
cuantitativo y conducen a una temprana falla de la columna

Existen actualmente 3 tipos de bombas para los equipos de HPLC:

v" Reciprocantes o a piston.

v" Tipo jeringa o de desplazamiento.

v Neumatica o de presion constante

9.2.1. a Bombas de piston

Se usan en el 90 % de los equipos y consisten generalmente en una camara pequena (35 uL a 400
uL), en la que el disolvente se bombea hacia delante y hacia atras mediante un piston movido por
un motor. Dos valvulas que se abren y cierran alternadamente, controlan el flujo del disolvente
hacia adentro y fuera de un cilindro. En el movimiento hacia atras, el piston aspira el eluyente
desde el reservorio y debido a las valvulas de chequeo se cierra la salida a la cdmara de
separacion. Durante el avance, el eluyente es empujado dentro de la columna y la entrada del
reservorio se cierra, el movimiento de bombeo del piston produce un flujo de pulsos que requiere
atenuacion.

Estas bombas generan una alta presion de salida con caudales constantes y la posibilidad de usar
la elucion por gradiente.

9.2.2 Muestras:

Antes de inyectar la muestra en el equipo, hay que tenerla en estado liquido o en solucién, y
tener en claro que sea compatible tanto con la fase mdvil como con la fase estacionaria. Se
pueden inyectar cantidades que varian entre 1 ul a 100 ul; generalmente se inyectan entre 5 ul y
10 ul. Las cantidades inyectadas varian dependiendo de la sensibilidad y el rango dinamico del
detector.

El tiempo de analisis puede variar entre 5 min y 2 h dependiendo del tiempo de preparacion de la

muestra, entre otras cosas.

La preparacion de cada muestra es totalmente diferente, y puede consistir en una hiperfiltracion,

dilucion, pre concentracion, extraccion, etc.

9.2.3 Pre columnas:

Se colocan antes de la columna analitica para incrementar su vida, eliminando el material
particulado y los contaminantes del solvente.

Ademas, sirven para saturar la fase mdvil con la fase estacionaria de manera de minimizar las

pérdidas del solvente de la columna analitica.
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La composicion del relleno de la columna de guardia debe ser similar a la de la columna
analitica, pero el tamafio de particulas es generalmente méas grande. Cuando se contamina, se

rellena nuevamente o se descarta y reemplaza por una nueva del mismo tipo.
9.2.4 Columnas:

Se construyen de acero inoxidable, plastico, aunque a veces hay de vidrio. En el caso de ser de

vidrio (menos comun), la presion maxima de trabajo es 600 psi.

v" Columnas analiticas: La mayoria de las columnas tiene entre 10 cm y 30 cm. Normalmente
son rectas y pueden tener largos adicionales como acoples de una 0 mas columnas. Su
diametro interior estd comprendido entre 4 mm y 10 mm y los tamafios de particula del
relleno mas comunes son 3 um, 5 um 6 10 um.

9.2.5 Detectores:

El rol més importante del detector de HPLC es monitorear los solutos a medida que eluyen.

Genera una sefal eléctrica, proporcional al nivel de alguna propiedad de la fase maévil o de

solutos.

Las caracteristicas necesarias de un buen detector de HPLC son:

Sensibilidad.
Linealidad.

v

v

v Confiabilidad.

v' Fécil de usar.

v" Bajo volumen muerto

Existen dos grandes grupos de detectores:

v De propiedades masivas, moduladas por la presencia de solutos, como por ejemplo, el indice
de refraccion o la densidad de la fase movil.

v De propiedades del soluto, como por ejemplo absorbancia de radiacién UV, fluorescencia o
corriente de difusion. Estos son mas sensibles que los primeros en el orden de 1000 veces 0
mas.

9.2.6 Detectores de absorbancia al UV

v" Es utilizado en mas del 70 % de los equipos HPLC.

v' Lasefal es proporcional a la concentracion del soluto.

v’ Se detectan alquenos, compuestos aromaticos y aquéllos que tienen uniones multiples C,O,N,
yS.

v" La fase movil no debe interferir en la deteccién

v" Otros detectores:
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v De conductividad: es un detector universal de iones, pero no sirve para elucion en gradiente.

v' Electroquimicos: miden la corriente eléctrica asociada a la oxidacion o reduccion de los
solutos a la salida de la columna, y son especialmente sensibles, pero no sirven para elucion
en gradiente.

9.2.7 Columnas mas utilizadas en HPLC

v Cromatografia de reparto: es la mas utilizada y se puede subdividir en liquido - liquido y de

fase unida segiin como se une la fase estacionaria a las particulas de relleno.

En liquido — liquido, la fase estacionaria es mantenida sobre la superficie de las particulas del
relleno por adsorcion fisica. En la fase unida, se une quimicamente a las particulas del soporte.La
desventaja mas importante de la liquido — liquido es la pérdida de fase estacionaria por

disolucién en la fase movil, lo que requiere recubrimientos periodicos del soporte

9.3 Fase Normal y reversa

Dentro de este equilibrio se trabaja con dos tipos de fases estacionarias:

9.3.1 Fase Normal: el componente principal de la fase estacionaria es muy polar (ej. silice) y la

fase movil es poco o medianamente polar.

Bajo estas condiciones los compuestos poco polares eluyen primero, no obstante pueden
cambiarse las condiciones variando el IP del solvente. Actualmente en desuso ya que ciertos
solventes modifican de a poco la fase estacionaria, perdiendo reproducibilidad.

9.3.2 Fase Reversa:

La fase estacionaria es poco polar, normalmente silica tratada (siloxano) con cadena carbonada
de CgHi7.

La fase mdvil es polar. En estas condiciones los compuestos menos polares son mas retenidos
eluyendo primero los més polares junto con la fase mévil son actualmente las mas utilizadas y su

vida media es mayor a las de fase normal.
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10. Informacion De La Especie De Estudio (12

10.1_Zingiber officinale roscoe (Zingiberaceas). Partes de la planta de uso médico: la raiz (el
rizoma), pelada y sin corcho. Denominacion farmacoldgica: Raiz de jengibre Rhizoma Zingiberis
(también Radix zingiberis).

10.2. Botanica y obtencion
10.2.a. Presencia y descripcion de la planta:

Originaria, probablemente, del archipiélago de las Bismarck, aunque no se esta seguro sobre
este punto. Se cultiva desde la India hasta Malasia, en China y en otras regiones de los trépicos,
siendo utilizada principalmente como especia. El rizoma crece horizontal en el suelo y se
ramifica en un solo plano. Los elementos cortos se comprimen a veces lateralmente. El tallo
llega a medir mas de 1 m. Las espigas florales en posicion terminal son coniformes y van
provistas de grandes bracteas verdes. Sobre un céaliz en forma de embudo aparece una corola
tubuliforme con 3 puntas lanceoladas, muy similares. En la flor destaca un labelo trilobulado y

con manchas de color amarillo-violeta-pardo

10.1.b. Recoleccién y preparacion:

El jengibre de uso medicinal y culinario procede exclusivamente de cultivos. En primavera se
entierran en un terreno bien abonado trozos de rizoma y al cabo de unos 10 meses se hace la
recoleccion. Tras un cuidadoso lavado y pelado se dejan en reposo las raices por espacio de unas

24 horas y se las deseca al sol.

10.1.c. Sustancias activas: Aceite esencial (al menos un 1.5%) con zingibereno, el gingerol de

sabor picante y shogaol.

10.1. d. Accidn curativa y uso: El jengibre es un medio excelente para estimular el apetito y
activar los procesos digestivos. Contra los dolores de estobmago e incluso para las ulceras
gastricas un tratamiento con esta planta puede tener éxito. Suele prescribirse casi siempre la

tintura, de la que se administran 20 gotas 3 veces al dia; el uso del té es mucho menos frecuente.

10.1. e Empleo como condimento: El jengibre no solamente es muy apreciado en China y en la
India, sino que se utiliza asimismo para preparar frutas escarchadas, principalmente calabaza y
pepino. También en las sopas, salsas, platos de volateria, caza y arroz de diversos tipos esta
especie aromatica y de sabor intenso y refrescante enriquece los alimentos. Pero muestra
asimismo ventajas para la salud: es beneficioso para las personas que padecen de un estbmago
nervioso, meteorismo y nada les gusta. El jengibre esta también permitido en las ulceras de

estomago.
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10.1. f. Utilizacion en homeopatia: EI homeopético Jengibre se utiliza en las potencias una a
seis (D1 a De) para la atonia gastrica, los trastornos digestivos y el asma bronquial. Se le
administra también contra la flatulencia que se presenta al comer pan, asi como contra la

retencion de la orina. La dosis adecuada son de 5 a 15 gotas entre 2 y 3 veces al dia.

10.1. g. Efectos secundarios: No se conocen.

10.2. Identificacion quimica (13)

Para la identificacion quimica de articulos botanicos se preparan extractos, los cuales son
mezclas complejas de varios constituyentes quimicos. Para la gran mayoria de extractos
boténicos, se puede decir que no se conoce certeza cuél de los componentes es el responsable
del efecto farmacoldgico reportado. Generalmente se cree que varios constituyentes actlan
sinérgicamente para proveer el efecto reportado. Para el material vegetal que posee una
monografia, ciertos constituyentes quimicos son elegidos y se describen ensayos cuantitativos
para evaluar su contenido. La eleccion de tales componentes, generalmente conocidos como
marcadores, estd basada en ciertas consideraciones. Actualmente, los siguientes tipos de

marcadores son especificados en las monografias y pueden ser identificados en la materia prima.

10.2. a Principios activos: Son constituyentes que tiene actividad clinica probada. EI contenido
minimo o rango para los principios activos es especificado usualmente en la monografia
individual. Una determinacion cuantitativa de los principios activos durante los estudios de
estabilidad de las formas de dosificacion botanicas proporciona la informacion necesaria para

llegar a la fecha de vencimiento conveniente.

10.2. b. Macerados activos: son compuestos que tienen actividad farmacoldgica conocida y
contribuyen en cierto grado a la eficacia. Sin embargo, la eficacia clinica para estos
constituyentes puede no estar demostrada. Un contenido minimo o rango de marcadores activos
es especificado usualmente en la monografia individual. Una determinacién cuantitativa de los
marcadores activos durante los estudios de estabilidad de las formas de dosificacion boténicas,

proporciona la informacion necesaria para llegar a la fecha de vencimiento conveniente.

10.2.c. Marcadores analiticos: Cuando los principios activos ni los marcadores activos son
definidos, otros constituyentes son utilizados para la determinacion cuantitativa. Estos
marcadores ayudan en la identificacion del material. Manteniendo un contenido minimo o rango
especifico de los marcadores analiticos podemos llevar a cabo la estandarizacion del extracto

vegetal y obtener la fecha de vencimiento conveniente durante los estudios de estabilidad.

Evaluacién Cuali-Cuantitativa de 10-gingirol por HPLC-TLC pdg. 30



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua UNAN-Le6n

10.2.d. Marcadores negativos: son constituyentes que pueden tener propiedades toxicas o
alergénicas, siendo indeseable su presencia en el extracto botanico. Ejemplo de estos son los
acidos ginkgolicos del ginkgo. Un limite riguroso de estos marcadores puede ser especificado en

la monografia individual.

10.2. e. Determinacion cualitativa de metabolitos secundario: El cribado fitoquimico tiene
como objetivo general la determinacion cualitativa de los principales grupos quimicos presentes
en el material vegetal y que por lo general son los grupos responsables de la actividad
farmacoldgica. Estos ensayos son simples y pueden utilizarse de forma general para la
caracterizacion de extractos obtenidos de material vegetal pero no son ensayos cuantitativos, por

lo tanto, no indican por si solos la calidad de material vegetal.
11. 10-Gingirol

Formula

C17H2604

Estructura

Formula
C17H2604
Masa
294.39
Punto de fusion , °C

30-32

Punt de ebullicon, °C

453

Vapor pressure, mmgyg

5.4E-9 (25 C)

Densidad

1.083 g/cm3 (20 C)
Solubilidad en agua

Insoluble

indice de refraccion

1.5224

PKa/PKb

10.02 (pKa)

Coeficiente de particion, pKow
2.49

Temperature de vaporizacion
75.1 kJ/mol
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Y METODO
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MATERIAL Y METODO
Tipo de estudio: Experimental

Universo: 7 productos fitomedicinales conteniendo extracto de jengibre, Alcachofa-Jengibre
extracto, ginger root, glucosamina completa, ginger, gengibre formula forte, vein-tain, gastritix ,
jengibrol nifios , jengibrol adulto.

Muestra: Jarabe Fitomedicinal conteniendo extracto de jengibre para nifio y forte para adultos

Criterios de exclusion: Productos fitomedicinales conteniendo extracto de jengibre que
procedan de un fabricante que no contengan licencia sanitaria

Criterios de inclusién: Productos fitomedicinales conteniendo extracto de jengibre que
procedan de un fabricante que contengan licencia sanitaria.

Criterios de Seleccion: Producto Fitomedicinal conteniendo extracto de jengibre mas
comercializado de acuerdo a consulta en establecimientos de comercializaciéon

Variables de estudio:

v" 10-gingirol
v" Tiempo de retencion de Picos cromatograficos
v' Area de Pico Cromatografico

Tabla No.1 Operacionalizacion de las variables

Variable Definicion Unidad de medicién

10-gingirol Es el componente activo de Ucg /ml

la fresca del jengibre.(14)

Tiempo de retencion de Es el tiempo que transcurre minutos
picos cromatograficos después de la inyeccion de
la muestra para que el pico
del analito alcance el

detector. )

Area de pico cromatografico  Es la comprendida entre el Milimetros
pico y la prolongacion de la

linea de base (15
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1.1Extraccion de principios activos por reflujo de la materia prima (referencia)

v Se pes6 10 g de materia prima de jengibre en un bal6n fondo redondo 250 mL

v Se adiciono 100 mL de Tolueno y se realiz6 la extraccion por reflujo durante una hora.
v Sefiltr6 y evaporo hasta aproximadamente 20 mL a temperatura baja (50°c)

v Seenfrid atemperatura ambiente para hacer la siembra en CCF.

1.2 Extraccion de principios activos de muestra de ensayo (Separacion liquido-liquido)
v Se coloco 240 mL (2 jarabes) en un embudo separador de 500mL

Se adiciono 40 mL de metanol .

Se extrajo por inversién o agitacion durante 5 min.

Se dejo reposar para que se dé la separacion de capas

Se decantd la fase organica en un Beaker se 250 mL

Se realizé la extraccion por triplicado

Evaporar todo el extracto recogido a temperatura baja (50°C) hasta aproximadamente 20 mL

SR N N N N S

Enfriar a temperatura ambiente para hacer la siembra en CCF e inyeccién en HPLC

1.3 Identificacion. TLC

Preparacion de la fase mavil
Se realiza la preparacion de la fase mavil utilizando una mezcla de Tolueno: Acetato de
etilo70:30.

v Se procedi6 a la saturacion de la camara una vez incorporada la fase movil en la camara
cromatografia, por un tiempo no menor a 1 hora

v' Se procedié a calentar la placa a 100 °C por espacio de 15 minutos para su activacion previo
a utilizacion ,y se realiz6 la siembra

v Se procedié a disolver 5 mg de gingirol en 5 ml de fase mévil para una concentracion de
1000 pg/mi

v Se procedio a la siembra, con ayuda de un capilar sobre la superficie de la placa
cromatografica, se seco con una pistola de aire , y se aplico un segundo capilar de 100 pl de
muestra (se realiz6 la siembra por triplicado , secando con aire seco).

v Se Introdujo en la cAmara cromatografica por espacio de 45 min y se efectué la corrida
cromatografica.

v" Serealizd la identificacion de la muestra vs estandar Rf aproximadamente: 0.6 £ 0.03 cm.
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1.4 Ensayo de HPLC ,Condiciones de Ensayo

Columna Fase reversa BIO-SIL-10 Cyg, 10um 250x4 mm
Fase mdvil Agua : Acetonitrilo (150:100)

Flujo 1ml/min

Longitud de onda 282-nm

Detector : UV/Vis

Volumen de inyeccion 20 pL

Tiempo de retencidn aproximadamente 6.5 min

AN NN
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Extraccion de principios activos por reflujo de la materia prima (referencia B)

En la extraccion del principio activo por reflujo de la materia prima (referencia) en metanol y
tolueno, se obtuvo individualmente, un volumen final de 100 ml de ambas extracciones, las
cuales posteriormente fueron filtradas para inyeccion en HPLC y corrida en TLC, para lo cual la
extraccion con metanol evidencio mejor capacidad de extraccién en funcion de la constante
dieléctrica del solvente (33.6), para el caso de tolueno (2.38), Metanol, esto en base a que el

gingirol es un terpeno (monoterpeno) cilicio, aromatico de PKa 10.02 lo cual justifica su

solublidad en la extraccién con alcohol absoluto .

Extraccion de principios activos de muestra de ensayo (Separacion liquido-liquido) y Evaporacion
inclusive

Para la extraccion liquido-liquido del principio activo gingirol a partir de la matriz del jarabe, se
realizd la extraccion con tolueno (Constante dieléctrica 2.38), teniendo como base que el
compuesto en estudio posee coeficiente de particion de 2.49. Lo que justifica la solubilidad
relativa en el solvente seleccionado, en base al principio de solubilidad de igual disuelve igual.
Posterior a la extraccion liquido-liquido se procedi6 a evaporar el tolueno a temperatura de 60 °C
considerando su temperatura de inflamacion de 159 °C, para redisolver posteriormente en

metanol (Constante dieléctrica 33.6). Para ser utilizado posteriormente, en la inyeccién en HPLC

y corrida en TLC.
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Identificacion T.L.C

La identificacion cualitativa en cromatografia en capa fina evidencio que la fase movil 70:30
(constante dieléctrica de 3.472) compuesta por Tolueno (Constante dieléctrica 2.38): Acetato de
etilo (Constante dieléctrica 6.02), utilizada , muestra capacidad de separacion del analito de
interés para su identificacion cualitativa , siendo que la referencia A 10-gingirol presenta un Rf
de 0.71 mm , referencia B en tolueno Rf de 0.70 mm , muestra de jarabe de jengibre para nifio
0.70 mm, muestra de jarabe de jengibre para adulto 0.72 mm , estandar de referencia A 10-
gingirol en metanol Rf de 0.51 mm, siendo que la constante dieléctrica de la mezcla de fase
movil es de 3.472 y el valor de la constante dieléctrica del metanol es de 33.6 se muestra el
menor valor de Rf a fin a la fase estacionaria por las caracteristicas del disolvente metanol en el
cual se encuentra el analito , y siendo que el coeficiente de reparto del analito es de 2.49 ,

justifica la solubilidad relativa en la mezcla de solventes seleccionados para el ensayo y afinidad

a la fase movil ensayada
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Tabla N° 2. Resultados de Tiempos de retencion, area, altura, ancho, simetria y concentracion de
perfiles cromatograficos

) Simetria Numero de Factor de
Tiempo de Area del Altura Ancho del pico capacidad Concentracion
Compuesto i . - - - p platos
Retencion pico del pico del pico (simetria P K ucg/ml
<1) tedricos N 1-20

Estandar de
Referencia-A 10- 6.29 26469.2 982.8 0.4089 0.851 3786.05 2.75 1666.6
Gingirol (en metanol)

Estandar de
Referencia-A 10-
Gingirol (en metanol/ 6.521 28871 1061.1 0.4135 0.874 3979.2 2.95 1817
estabilidad del
estandar)

Estandar de
Referencia-A 10-
Gingirol(limite de
deteccion/ metanol) *

6.467 2850 80.8 0.5223 1.169 2452.9 2.84 48.54

Estandar de
Referencia-B (en 6.351 2037.2 73.4 0.4097 0.907 3844.7 4.11 128.26
tolueno) *

Estandar de
Referencia-B (en 6.521 1767.4 60 0.431 0.842 3662.6 3.26 1112.82
metanol) *

Muestra A Jarabe de
Jengibre para 5.83 15946.5 508.2 0.4578 0.833 2594.8 3.7 1003.68
adultos(Eter) *

Muestra A Jarabe de
Jengibre para adultos

(re disuelto metanol)
*

6.545 7567 242.6 0.4557 0.943 3300.5 2.7 476.4

Muestra B Jarabe de
Jengibre para nifios 5.833 4909 153.5 0.4677 0.789 2488.6 3.7 309.08
(Eter)

Muestra B Jarabe de
Jengibre para nifios 6.584 3166.7 1125 0.4201 0.955 3930.0 25 199.38
(re disuelto metanol)

Para el caso de los tiempos de retencion de la referencia B extraida en metanol (6.521 min ) y extraida
tolueno (6.351 min ) , estos muestran ser préximos entre si , afirmando la huella del analito contenida en
la matriz de ensayo ,en comparacién con el tiempo de retencion estandar de referencia A (6.29 min )
disuelto Gnicamente en metanol ; lo anterior en vista que las condiciones de fase mavil (polar constante
dilectrica de 48.5) y columna (empaque no polar ) sitdan la elucion de los compuestos mas polares en
primer orden; para el caso de las muestras de jarabes de jengibre extraidos con tolueno redisueltos en
metanol evidencian mantener la huella de los tiempos en comparacion con el estandar de referencia Ay la
referencia B obtenidas en matriz de metanol y tolueno , no obstante las muestras de jarabes de jengibre
extraidos Unicamente con éter sin redisolver en metanol manifiestan tiempos de elucion menor en relacion
a la huella del tiempo de retencion estandar de referencia A (6.29 min ) y referencia B en tolueno y
metanol, lo anterior en base que el éter posee una constante dieléctrica de 4.34 , difiriendo las

condiciones de fase movil (polar constante dilectrica de 48.5) y columna (empaque no polar) .
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Para la simetria se observa que exceptuando la muestra de Referencia-A 10-Gingirol (limite de deteccion/
metanol) que presenta una simetria de 1.169 rango de simetria < 1 los restantes cromatogramas se
exciven dentro de dicho rango de simetria < 1, No obstante Unicamente el cromatograma del Estandar de
Referencia-A 10-Gingirol (en metanol) evidencia un pico simétrico (picos gaussiano), los restantes
muestran caracteristica de cola (asimetria positiva) y distorsion frontal (asimetria negativa), excluyendo la
Muestra B Jarabe de Jengibre para nifios (Eter) , que mostro la menor simetria y exhibié picos no
resueltos , lo que refuerza lo enunciado en el parrafo anterior en cuanto a la elucién de compuestos

dandose una saturacién de columna.

Para el caso del calculo del nimero de platos tedricos y su efecto sobre la simetria y tiempos de retencién
de los cromatogramas, la tabla evidencia que el menor numero de platos tedricos (menor de 3000)
corresponde al Estdndar de Referencia-A 10-Gingirol (limite de deteccion/ metanol), que presento
simetria >1 , manteniendo su tiempo de retencion huella ; la Muestra A Jarabe de Jengibre para
adultos(Eter) y Muestra B Jarabe de Jengibre para nifios (Eter) si bien presentaron simetria < 1 , no
mantuvieron su huella de retencién siendo el valor de N =2594.8, para la Muestra A Jarabe de Jengibre
para adultos(Eter) y N=2488.6 , Muestra B Jarabe de Jengibre para nifios (Eter) mostrando que el
disolvente en el cual se encontraba el analito (éter constante dilectrica de 4.34) influye sobre las

condiciones de fase mévil (polar constante dilectrica de 48.5) y columna (empaque no polar) .

El factor de capacidad K de los cromatogramas de las muestras de Estandar de Referencia-A 10-Gingirol
referencia B extraida en metanol y tolueno , asi como muestras problemas jarabes de jengibre muestran
rangos de 2.5-4.11 , lo cual indica que la velocidad de migracion de los solutos (analitos) en la columna
utilizada BIO-SIL ODS 10 micrometro de fase reversa 250 mm x 4 mm es aceptable en base a qué
valores menores de la unidad eluyen con demasiado rapidez y no evidencian buena resolucion y mayores
de 20 los tiempos de retencion son excesivamente prolongados favoreciendo al aparecimiento de

distorsion frontal o cola en los picos de los cromatogramas obtenidos .
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CONCLUSIO
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El presente andlisis de resultado expone la caracteristica de la muestra, empaque de la fase

estacionaria y solvente (fase movil) utilizados.

Para lo cual se puede evidenciar en los cromatogramas que el analito (10-gingerol/ sesquiterpeno)
bien puede ser extraido con tolueno o metanol para matrices de referencia de jengibre (Zingiber
officinalis ) , asi como estandar puros de calidad conocida, esto en base a que , el compuesto de
interés, posee un PKa 10.02, soluble tanto en alcohol absoluto como solventes organicos de

polaridad baja .

En el presente estudios no pudieron ser determinadas como es debido todas las variables de un
método analitico cromatografico, considerando las limitantes de poca cantidad de ensayo de
referencia que se disponia (estandar de referencia A 10-gingirol) , columna envejecida, falta de
cualificacion de equipo , falta de calculo de incertidumbre de cristaleria , balanza y otros
instrumentos utilizados ,si bien la limitacion mencionada, ya se ha descrito en otros trabajos
publicados sobre técnicas cromatogréficas instrumentales en el analisis de productos naturales ,
igualmente es conocido que los parametros de retencion (tiempo o volumen) de un compuesto,
constantes para un sistema cromatografico dado, pueden ser utilizados de forma cualitativa para

identificar compuestos.

Una dltima consideracion sobre la utilizacion de las técnicas cromatografias para el analisis
cualitativo, es que estas técnicas permiten realizar una identificacion negativa, es decir, permiten
asegurar con absoluta certeza que un compuesto determinado no se encuentra presente en una
mezcla ,pero, por el contrario, no permiten nunca asegurar la presencia de un compuesto, ya que no
se puede excluir la posibilidad de que dos compuestos diferentes presenten los mismos parametros
de retencion sobre un sistema dado. Este problema puede soslayarse en parte realizando la
identificacion sobre diversas columnas, con diferentes fases estacionarias. Por supuesto, es obvio
que los resultados cualitativos son mas fiables cuanto mayor nimero de columnas se utilicen, pero el
método es largo y tedioso; como norma general se puede decir que la identificacién de un
compuesto sobre tres columnas, aungue no proporciona una certeza absoluta, ofrece una fiabilidad

suficiente a todos los efectos.
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El presente estudio evidencia que la extraccion bien sea en metanol o tolueno para la matriz d
ensayo (rizoma de Zingiber officinalis) muestran ser eficientes para su valoracion bien sea el caso
por TLC en base los valores de Rf anteriormente expuestos en los resultados en las condiciones de
ensayo, o por cromatografia liquida de alta resolucion HPLC tanto matriz vegetal (rizoma de

Zingiber officinalis) y producto terminado (Jarabe de jengibre).
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RECOMENDACIONES
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Retomar el estudio para su validacion, con la medicion de pardmetros algunos para tal efecto

como cualificacion de equipo e incertidumbre.

A la hora de realizar las comparaciones, utilizar determinados pardmetros, que si bien no
eliminen totas las posibilidades de variabilidad de los resultados, permiten al menos corregir la
variabilidad inducida por determinadas condiciones ; como parametros de retencion utilizados
frecuentemente para analisis cualitativo, Tiempos o volimenes de retencién corregidos, Factores

de capacidad. Tiempos de retencion relativos.

Valorar en el andlisis de productos Fitomedicinales como minimo las recomendaciones emitidas

por el RTCA 11.03.56.09 (Reglamento Técnico centro americano de verificacion de la calidad

de productos naturales) Anexo 2. Tabla N4

Garantizar al menos un estandar de referencia de pureza conocida al trabajar en la verificacion
de la calidad de productos de origen natural, que soporten la validez de la identificacion
cualitativa del analito de interés.

Incentivar la investigacion cualicuantitativa en las empresas que elaboraran productos
Fitomedicinales con la finalidad de contribuir a garantizar la calidad y eficacia de los productos

elaborados, consumidos por la poblacién Nicaragiense.
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Anexo 1 Tabla N. 3 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades Mar | Ab | Ma | Jun | Jul | Agos | Sept | Oct | Nov
r y
Recoleccion de X X

informacioén para
realizacion del protocolo

de investigacion.

Realizacion de X X X X X
Protocolo de

Investigacion

Entrega del Protocolo X

de Investigacion

Preparacion de las X
Muestras e Extractos

inclusive

Parte Experimental X
(Ensayo)

Obtencion de resultados X

y Procesamientos

Entrega de informe X
final
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Anexo 2 Tabla N°4 Evaluacion Técnica
Recomendaciones de la RTCA 11.03.56.09

Pruebas fisicas, quimicas y microbioldgicas

Forma Farmacéutica Pruebas

v' Caracteristicas Organolépticas.
Volumen de entrega.

Ph.

Densidad.

v
Soluciones, Suspensiones y Emulsiones v
v
v

Identificacion general o especifica.
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Anexo 3 Tabla N°5 Indice de polaridad

Refractive Viscnsly, Belting Polaity Eluent
Salvent Eridex® 1 Folnt, “C Index, Strengths o°
Flporoalkanes? 1.5=1.19 0426 174 =1 =025
Cycioheaanc 143 0.90 CH 0 -0
n-Hezane L322 030 8 0.1 0.01
- hlorobutane L. 400 0.42 78 14 03X
Catbon 18trachlonde 1457 .90 H 1.6 0.18
i-Fropy| cther 1368 0.3 o8 24 028
Toluene L4y 0.55 110 24 028
Diicihyl ether 1,350 034 35 28 038
Tetrahydofuran LADs .46 6 4.0 (it 1)
Chivesform 1443 0.53 il 4.1 .40
Ethanet 1358 L8 T8 i3 0.83
Exhyl aceialz 1310 i43 7 44 034
Diexane 1420 .2 [ 48 056
Methancl 1.326 054 65 5l 093
Acronitrils .21 0.34 2 5.5 055
Nitromethan: 1360 0.1 101 69 0.64
Ethylers glycol 1431 16.5 182 a9 111
Waier 1333 059 100 10.2 Large
AL TN,
e contigolie bt comenim omit of vicokity: dn Slanles, 1 ¢P o b on o med,
"0 ALy Mulintionion by 08 e Fon i,

“Pripertiek depend imon molooylic wipht. Rabge of cafd pivets
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