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OPINION DEL TUTOR

Existe una diferencia marcada entre un trabajo monografico basado en la
experimentacion instrumental y cualquier otra forma de culminaciéon de estudios. En el
proceso formativo del trabajo de tesis, el cual es el objetivo del presente documento, exigio el
desarrollo de habilidades y destrezas por parte de las autoras que solo por medio de un

proceso de analisis instrumental se pueden desarrollar.

En esta afirmacion, las bachilleras autoras del presente estudio, desplegaron un sin
namero de responsabilidades académicas que incluy6 desde la busqueda y caracterizacion de
un quimico estandar hasta el dominio de aplicaciones informaticas de programas
espectrofotométrico, claro esta que también pasando por los requerimientos académicos de un

muestreo y el procesamiento quimico de las mismas.

Ni las limitantes tecnoldgicas y presupuestarias lograron amilanar los esfuerzos
mostrados por Iris y Rosa. En este aspecto ellas buscaron el apoyo de instituciones
academicas que les brindaron el soporte técnico y completaron el trabajo con recursos propios
en la adquisicién de quimicos estandares.

Es debido a este conglomerado de aptitudes y esfuerzo desplegado por las autoras que
con beneplécito y regocijo manifiesto mi total respaldo al trabajo de tesis presentado por las

bachilleras.

Para concluir, sugiero que en el mediano plazo la universidad desplegue esfuerzos en
la apropiacion tecnoldgica adecuada para que los estudiantes de la UNAN puedan realizar este
tipo de estudio en nuestra casa mater y no exponer a los estudiantes al vaivén de las

voluntades de instituciones exdgenas.

A nuestras bachilleras, Iris y Rosa, oportunamente abrieron el camino para entender
las propiedades medicinales de la hoja verde o seca del Guarumo, este es el tipo de

conocimiento que demanda nuestra sociedad. Continuad por esta senda.
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RESUMEN

Palabras claves: Acido Clorogénico, Cecropia Peltata, Cromatografia de Capa

Fina, Espectrofotometria UV-Vis.

La especie Cecropia Peltata (Guarumo) se utiliza como planta medicinal para el
tratamiento de diversas enfermedades, el acido clorogénico e isoorientina son los principales
constituyentes activos de las hojas. En éste estudio se determind el contenido de acido
clorogénico en hojas secas y verdes de tres arboles de 10, 15 y 20 m de altura de la especie
Cecropia Peltata que crecen de manera silvestre en la Reserva Natural Laguna de Apoyo en
Masaya, para ello se realizaron ensayos preliminares en hojas secas (extractos hidroalcohdélico
y alcohdlico) desarrollando varias placas cromatograficas donde no se observaron manchas

que demostraran la presencia del &cido clorogénico.

Se prepararon infusiones de hojas secas y verdes de Guarumo Yy se desarrollaron placas
para cromatografia de capa fina con el fin de identificar el compuesto, resultando que en hojas
verdes hay manchas que demuestran la presencia de acido clorogénico no asi en hojas secas.

Se determind el contenido de acido clorogénico por espectrofotometria Uv — Vis en
infusiones de hojas secas y verdes, resultando en hojas secas un espectro diferente al del
estandar con longitud de onda de méaxima absorcion diferente por lo que no fue posible
determinar el contenido de &cido clorogénico y en hojas verdes se determiné que en el arbol
de 20 m mayor cantidad de &cido clorogénico. Para la cuantificacion se realiz6 una curva de
calibracion con acido clorogénico estandar en agua destilada entre 30- 110 ppm, donde la

pendiente y su intercepto se ajustan a la linealidad.

De ésta manera fue identificado el acido clorogénico por cromatografia de capa fina 'y
espectroscopia uv / vis en hojas verdes de la especie Cecropia Peltata, sin embargo en hojas

secas no pudo ser determinado.
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Apartado I:
Aspectos Generales




Determinacion del contenido de acido clorogénico por espectroscopia Uv-vis en hojas secas y verdes
de Guarumo en arboles silvestres en la Reserva Natural Laguna de Apoyo, Masaya Marzo- Junio 2013.

1.1- INTRODUCCION

En el presente estudio se realiza la determinacion del contenido de &cido clorogénico
en infusiones de hojas secas y verdes en la especie Cecropia Peltata de crecimiento silvestre
en la Reserva Natural Laguna de Apoyo en Masaya, Nicaragua durante el periodo Marzo a
Junio 2013.

Se considera de gran importancia ésta investigacion porgue constituye una alternativa
en la medicina tradicional para el procesamiento de éste principio activo ya que los altos
costos de la sintesis quimica de compuestos novedosos presenta una barrera entre pacientes e
industria farmacéutica porque obliga al incremento en los precios y por tanto menor

accesibilidad a los mismos.

Primeramente en el apartado | se describen los aspectos generales, objetivos
propuestos, planteamiento del problema, justificacion y antecedentes principales. En el
apartado Il se describen las especies de Cecropia en Nicaragua, las caracteristicas de
Cecropia Peltata y su uso popular.

En el apartado Ill se describe la hip6tesis del estudio, en la que se plantea que la
especie Cecropia Peltata de crecimiento silvestre en la Reserva Natural Laguna de Apoyo
contiene é&cido clorogénico en hojas verdes y secas, el cual varia su concentracion

dependiendo de la altura del arbol.

Posteriormente en apartado 1V se describe el procedimiento de recoleccion de las
muestras, identificacion y cuantificacion de acido clorogénico en hojas secas y verdes de
Cecropia Peltata por cromatografia de capa fina y espectrofotometria Uv/Visible a 324 nm,

en la cual se realizé una curva de calibracién con el estandar de referencia frente al agua.

En el apartado V se discuten los resultados obtenidos, donde las infusiones de hojas
verdes contienen el compuesto de interés no asi en hojas secas; por lo que se concluye que en
las hojas verdes se determina el acido clorogénico por los métodos mencionados y en el
apartado VI se mencionan algunas recomendaciones para respaldar y aportar nuevos
conocimientos sobre el contenido de acido clorogénico en Cecropia Peltata y su uso en la

medicina tradicional.
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Determinacion del contenido de acido clorogénico por espectroscopia Uv-vis en hojas secas y verdes
de Guarumo en arboles silvestres en la Reserva Natural Laguna de Apoyo, Masaya Marzo- Junio 2013.

1.2- OBJETIVOS

1.2.1- Objetivo General

Determinar el contenido de acido clorogénico por espectrofotometria Uv-Vis en
hojas secas y verdes de la especie Cecropia Peltata (Guarumo) en arbol silvestre de 10, 15y
20 m de altura de la Reserva Natural Laguna de Apoyo, Masaya durante el periodo Marzo-
Junio, 2013.

1.2.2- Objetivos Especificos

1- Realizar la prueba de identificacion de fenoles a partir de las infusiones de hojas
secas y verdes de Cecropia Peltata silvestres de 10, 15y 20 m de altura recolectados

la Reserva.

2- ldentificar la presencia de acido clorogénico en las infusiones obtenidas de hojas

secas y verdes usando cromatografia de capa fina (CCF).

3- Cuantificar el contenido de éacido clorogénico en las infusiones de hojas secas y

verdes de Cecropia Peltata mediante espectrofotometria Uv/Visible.
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Determinacion del contenido de acido clorogénico por espectroscopia Uv-vis en hojas secas y verdes
de Guarumo en arboles silvestres en la Reserva Natural Laguna de Apoyo, Masaya Marzo- Junio 2013.

1.3- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la basqueda de nuevos Agentes Terapéuticos, la industria Farmacéutica y la
comunidad cientifica consideran a las plantas medicinales como una de las alternativas
naturales a explorar que cubran las expectativas del sector salud. Este proceso ha propiciado
el desarrollo de numerosas investigaciones sobre las propiedades farmacoldgicas y quimicas

de las plantas.

La Flora de Nicaragua es muy variada y cuenta con numerosas especies de plantas que
pueden ayudar al control de enfermedades. Tal es el caso del Guarumo, cuyo principio activo,
acido clorogénico, posee propiedad hipoglucemiante la cual ha sido confirmada mediante
numerosas investigaciones en Universidades de México, Guatemala, Colombia, entre otros
paises. En Nicaragua aun no se cuentan con registros de investigacion. También se mencionan
otros usos en la medicina tradicional como tratamiento para asma, afecciones renales,

afecciones nerviosas, dolor de estomago, afeccion bronquial, entre otros.

En Nicaragua se encuentran ocho (8) especies de la familia de los Guarumos, de ellas
la especie Cecropia Peltata, es la Gnica que ha sido identificada en la Reserva Natural Laguna
de Apoyo. En ciertos sitios de ésta reserva ha sido cortada la vegetacion para lefia o para la
siembra de cultivos en pendiente, lo cual es un atentado no sélo contra el bosque sino contra
la Laguna misma, al exponer sus aguas al arrastre y erosion de los suelos que la rodean. El
interés respecto a los beneficios de las plantas en la terapéutica actual ha suscitado la
blsqueda de estrategias para proteger y preservar aquellas especies en riesgo de

sobreexplotacion o de extincion.

Por ésta razon se plantea: ¢ Varia la concentracion de acido clorogénico en la especie
Cecropia Peltata (Guarumo), en relacion al secado de las hojas y a la altura en arboles

silvestres antes de su floracion en la Reserva Natural Laguna de Apoyo, Masaya?
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1.4- JUSTIFICACION

La Medicina Tradicional desempefia un papel esencial en la asistencia sanitaria,
especialmente en el ambito de la atencion primaria de salud. Se calcula que los medicamentos
tradicionales son utilizados por el 60% de la poblacion Mundial y en algunos paises estan
ampliamente incorporados al sistema publico de salud. Segun las encuestas realizadas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2003, el 60% de la poblacion Nicaragiiense
hace uso de la Medicina Tradicional, el cual se ha incrementado debido a los bajos costos que

representa.

El Guarumo ha sido estudiado en multiples investigaciones en varios paises debido a las
diversas propiedades terapéuticas del acido clorogénico (AC). Dado que la altura del arbol
influye en el contenido de principios activos, la presente investigacion esta dirigida a la
determinacion del contenido de &cido clorogénico en infusiones de hojas adultas secas y
verdes de la planta Guarumo en la especie Cecropia Peltata de crecimiento silvestre en
arboles de 10, 15 y 20 m de alto en la Reserva Natural Laguna de Apoyo en Nicaragua
durante el periodo Marzo-Junio 2013.

Se considera de gran importancia ésta investigacion porque constituye una alternativa en la
Medicina Tradicional para el procesamiento de éste principio activo ya que los altos costos de
la sintesis quimica de compuestos novedosos presenta una barrera entre pacientes e industrias
farmacéuticas porque obliga al incremento en los precios y por tanto menor accesibilidad a los
mismos. Ademas los métodos aqui utilizados son sencillos, rapidos, de bajo costo y accesibles
para laboratorios nacionales dedicados a la produccidn de fitofarmacos.

Los resultados de ésta investigacion podran ser utilizados para futuras investigaciones de
estudiantes y profesionales de la Universidad Nacional Autdnoma de Nicaragua, con el fin de
fortalecer los conocimientos y utilizacion adecuada de los Recursos Naturales que presenta

Nicaragua en la Terapéutica Nacional.
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1.5- ANTECEDENTES

Diferentes estudios de la composicion quimica el género Cecropia han reportado la
presencia de &cido clorogénico en C. Peltata, C Obtusifolia, C. Pachystachya, y C. Glaziovii,
tal como Hernandez Carvajal en el 2012 en Colombia. La especie Cecropia Peltata ha sido
reportada en México como una de las plantas principales usadas en la medicina tradicional
con actividad hipoglucémica segun Cetto A. & Heinrich, 2005 al igual que la especie

Cecropia Obtusifolia.

Entre los estudios realizados a ésta especie se encuentra el publicado por Cetto A. &
Céardenas en el 2010, donde estudiaron la composicion fitoquimica e inhibicion de la
gluconeogénesis en la especie Cecropia Peltata y Cecropia Obtusifolia. En éste estudio se
encontrd el mecanismo por el cual producen efecto hipoglucemiante en modelos animales,
examinando sus efectos in vivo y la actividad de la enzima Glucosa-6-fosfato translocasa in
vitro. Para ello se analizaron los extractos butandélico y acuoso de las dos especies por HPLC-
DAD para comprobar su composicion fitoquimica, confirmandose que los principales

componentes de ambas especies son el &cido clorogénico e isoorientina.

Los resultados in vivo sugieren que la administracién de ambas plantas puede mejorar
el control glicémico mediante el blogueo de la produccion de glucosa hepatica, especialmente
en estados de ayuno. Estos datos apoyan el uso tradicional de la planta como “agua de uso”,
usando 15 g de hojas secas y hervidas en 500 mL de agua, la infusion resultante se enfria

antes de ser filtrada y se consume en el transcurso de un dia.

Cetto, Cérdenas y Ramirez en el 2007 evaluaron el efecto hipoglucémico de los
extractos acuoso y butandlico de hojas secas de Cecropia Peltata en ratas diabéticas inducidas
por estreptozotocina (STZ-N5), el extracto acuoso mostrd un efecto hipoglucemiante mas
bajo que el observado previamente con Cecropia Obtusifolia incluso cuando se utilizaron
extractos mas concentrados, conteniendo concentraciones mas bajas de acido clorogenico

(AC) y comparando el perfil fitoquimico de ambas especies. Los autores de éste estudio
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suponen que el efecto hipoglucémico de las dos especies esta relacionado con la cantidad de
acido clorogénico e isoorientina presente en los extractos, ademas que el extracto acuoso tiene
la misma composicion fitoquimica que el butandlico pero los compuestos activos son mas

concentrados en el primero.

Sin embargo, estos resultados no estan de acuerdo con los presentados por Nicasio P.
en el 2005 en México donde se evaluo el efecto hipoglucemiante de extractos metandlicos de
hojas a partir de Cecropia Obtusifolia y Cecropia Peltata en ratones sanos.

Los resultados muestran una reduccion significativa en los niveles de glucosa en
plasma. Este efecto se correlaciond con el contenido de acido clorogénico en ambas especies,
C. Peltata, que contiene 19.84 + 1.64 mg de acido clorogénico/g de hojas secas produciendo
una disminucion superior de los niveles de glucosa en plasma (52,8%). Los extractos de C.
Obtusifolia, mostraron efectos hipoglucémicos similares (33,3% y 35,7%, respectivamente) y
el contenido de &cidos clorogénicos (13,3 +3,2mg/gy 13,1 + 1,6 mg/ g, respectivamente).
Estos resultados sugieren que C. Peltata es un mejor agente hipoglucemiante de C.
Obtusifolia, y que podrian ser considerados para el desarrollo de un producto fitomedicinal

para llevar a cabo los ensayos clinicos.

En otro estudio en el que también participa (Erazo C. Aguilar Santamaria L. Aranda E.
& Nicasio) se estudid el contenido de &cido clorogénico (AC) e isoorientina (ISO) en
extractos metanolicos en hojas de arboles silvestres y micropropagados, fue determinado por
HPLC utilizando una columna RP-18. El efecto hipoglucemiante de los extractos se evalud en
ratones hembra Balb-C sanos (22 y 24 g) a los que se administrd v.o. una dosis unica de 0.5
o/kg de peso, utilizando glibenclamida como control positivo, la glucemia se evalu6 cada 2 h

tomando muestras de sangre.

Las plantas micropropagadas de C. Obtusifolia y C. Peltata conservaron la capacidad
de producir los 2 compuestos hipoglucemiantes (AC e ISO), en concentraciones semejantes a
las poblaciones silvestres (mg/g de hoja): C. Obtusifolia (micropropagada 6 meses: AC-1.6 +
0.8 e ISO-1.3£ 0.6), (Silvestre AC: 2.2+ 0.1, I1SO: 1.1+ 0.1) y C. Peltata (6 meses: AC-0.7+
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0.04 e ISO- 1.6+ 0.2), (Silvestre AC: 1.9+ 0.2, 1SO: 0.9+ 0.2). Ademas, las plantas generadas
conservaron el efecto hipoglucemiante al verificarse la reduccién de la glucemia: C.
Obtusifolia (micropropagada 6 meses: 13.2 y 0 %), (Silvestre: 27.6 y 24.1 %) y C. Peltata (6
meses: 7.1 y 19.7 %), (Silvestre 25.0 y 37.9 %) a las 2 y 4 h de su administracion. La
metodologia generada es una alternativa viable para la produccion continua y controlada de

ambas especies vegetales.

En el afio 2007 se realiz6 la cuantificacion de acido clorogénico en hojas secas de
Cecropia Obtusifolia, en extractos acuosos preparados usando 13.5 g de hojas en 1L de agua
y cuantificado por HPLC, obteniendo 2.91 mg de acido clorogénico. Se administrd los
extractos en pacientes diabéticos tipo Il recientemente diagnosticados (2+ 0.8 afios) con una
edad media de 48 + 4 semanas por 32 semanas a 12 pacientes controlados solo con dieta y
gjercicio, detectandose una reduccion significativa de glucosa después de 4 semanas, la
reduccion fue significativa y sostenida después de 18 semanas de administracion, no se
observaron efectos colaterales (Revilla Monsalve Ma C Cetto A. Palomino M. A Wiedenfeld
H. & Islas Andrade, 2007).

El efecto de las diferentes fracciones por ensayos biodirigidos de los extractos acuoso
y metandlico de Cecropia Obtusifolia en ratones fue evaluado por Aguilar Santamaria en el
2004, caracterizaron los constituyentes quimicos mas abundantes de las fracciones con
actividad bioldgica por HPLC. Se utilizaron hojas secas y extraidas por maceracion en n-
hexano durante 48 horas a Temperatura ambiente por 2 ocasiones. El material remanente fue
secado para ser extraido nuevamente por percolacion en n- metanol 3 veces, concentrado a

presion reducida mediante un rotaevaporador.

En dicho estudio se administré oralmente AC puro, no disminuyendo la hiperglucemia
en ratas pretratados con alozana o estreptozotocina (STZ), en dosis de 10 o 20 mg/Kg de
acuerdo por lo reportado por Andrade-Cetto y Wiedenfeld (2001). Este hecho refuerza que a
menor complejidad en las fracciones, es menor la actividad hipoglucemiante inducida.
(Aguilar Santamaria, 2004).
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Se demostro que los extracto metandlico y acuoso poseen actividad hipoglucemiante
en ratones sanos, se formulé un fitofarmaco a partir del extracto acuoso de ésta especie y se
estandarizo en acido clorogénico disminuyendo significativamente la hiperglucemia en ayuno
en pacientes con DM, después de su administracion por 21 dias, quien ademas presento efecto

hipolipemiante en pacientes diabético con pobre control metabolico.

Sin embargo, el &cido clorogénico ha sido evaluado en muestras diferentes a la de la
especie que es de interés en este estudio, tal es el caso del estudio realizado por Solis y
Herrera en Costa Rica en el afio 2005, quienes desarrollaron y validaron un método de analisis
para la cuantificacion de acidos clorogénicos por espectroscopia ultravioleta de segunda
derivada en café, mediante la extraccion acuosa del &cido clorogénico siguiendo la
metodologia de extraccion de cafeina. Utilizaron soluciones estandares de acido clorogénico
en concentraciones comprendidas de 10-70 ppm. Se evalud los efectos de diferentes variables
en el andlisis: temperatura de extraccion, tiempo de extraccion, estabilidad del acido
clorogénico en solucién acuosa con el tiempo, cambio de pH, y efecto de interferencias en el

anélisis.

La extraccion de &cido clorogénico es mas efectiva a temperaturas altas (mayor a 78
°C), ésta no ejerce efecto sobre la estabilidad del acido en disolucion acuosa; a 60 minutos la
extraccion del acido clorogénico es completa. Respecto a la estabilidad de las disoluciones
acuosas con el tiempo debe determinarse el espectro de segunda derivada como maximo a 24
h después de realizada la extraccion; pH mayores y menores que 5.5-6 afecta el analisis. Las
sustancias presentes en el café tostado y crudo como sacarosa, acido tanico, cafeina y

albumina no presentan efectos interferentes en el anlisis a diferentes longitudes de onda.

En café tambien se ha realizado la caracterizacion oOptica y determinacion de acidos
clorogénicos en granos verdes y tostados por espectroscopia Uv/Vis (Belay A. & Gholap,
2009), donde eliminan la interferencia de la cafeina usando diclorometano. Se compard el
método de espectroscopia Uv/Vis con HPLC, las muestras fueron preparadas con agua

destilada y se midio frente al agua. Los resultados obtenidos a partir de ambos métodos
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estaban en excelente acuerdo evaluadas por la T student al 95% de confianza, no mostrando

diferencias significativas (p < 0.02) entre los resultados de ambos métodos.

El analisis de 4acidos cafeolquinicos también ha sido evaluado en especies de
Baccharis por HPLC en 1999 por S. Palacios P. G. Wilson E. L. & Debenedetti, 1999 en
Argentina en extractos hidroalcohdlicos de la droga seca con metanol 70 %, secado en
rotaevaporador y redisuelto en el metanol, lavado con éter de petréleo: éter etilico y vuelto a
secar en rotavapor, analizaron ademas del &cido clorogénico (&cido 3 cafeolquinico), los
acidos cafeico, isoclorogénico (&cido 4, 5 dicafeolquinico, 3,5- dicafeolquinico y 3, 4-
dicafeolquinico), cuyo alto contenido justifican el uso de éstas especies como digestivas,

hepatoprotectoras y antirreumaticas

La determinacién espectrofotométrica de acidos cafeolquinicos fué realizada en 1989
por Martino V.S Ferraro G. E Debenedetti S.L & Coussio, quienes valoraron infusiones y
extractos de 11 plantas de la familia de las Compuestas, las que se sometieron a cromatografia
en papel Whatman N°1 usando como solvente de corrida HCI 0.1 N y detectandose la
presencia de acido clorogénico. Las mediciones espectrofotométricas fueron realizadas en un
aparato Shimadzu UV 240, la curva de calibracién se hizo con soluciones estandar de acido
clorogénico entre 0.33-5pg, a 322 nm. Encontrdndose que el extracto alcohdlico de

Pterocaulon Virgatum tiene un contenido superior en acidos cafeolquinicos al de la alcachofa.
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2.1- USO DE PLANTAS MEDICINALES

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Medicina Tradicional desempefia un
papel esencial en la asistencia sanitaria, especialmente en el ambito de la atencién primaria de
salud. Se calcula que los medicamentos tradicionales son utilizados por el 60% de la
poblacion mundial y en algunos paises estan ampliamente incorporados al sistema publico de
salud (Mayorga S.V Gutiérrez M.C & Rueda Pereira, 2007) (OMS-OPS, 1999)

El uso de plantas medicinales es el medio de tratamiento mas comun en la Medicina
Tradicional y la Medicina Complementaria en todo el mundo. Estas se obtienen mediante la
recoleccion de variedades silvestres o el cultivo de variedades domesticadas. Muchas comu-
nidades dependen de los productos naturales recolectados en los ecosistemas para fines

medicinales y culturales, ademés de alimentarios.

La OMS define la Medicina Tradicional como practicas, enfoques, conocimientos y
creencias sanitarias diversas que incorporan medicinas basadas en plantas, animales y/o
minerales, terapias espirituales, técnicas manuales y ejercicios aplicados de forma individual o
en combinacion para mantener el bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir
enfermedades (OMS- Ginebra, 2002).

La Medicina Tradicional (MT) tiene como fundamento el saber médico ancestral de la
poblacion, ésta es transmitida por la tradicion familiar o comunitaria, que tienen sus propios
agentes de salud y sus ideas especificas sobre la enfermedad y la curacion. Es muy extendido
en los paises en vias de Desarrollo, mientras que el uso de la Medicina Complementaria y
Alternativa (MCA) esta aumentando rapidamente en los paises desarrollados. En muchos
lugares del mundo, los responsables de las politicas, profesionales sanitarios y el publico se
debate con preguntas sobre la seguridad, biodisponibilidad, preservacion y el desarrollo de

éste tipo de atencion sanitaria.

Aungue se cuenta con medicamentos sintéticos para los fines mas diversos, persisten la

necesidad y la demanda mundial de productos naturales para usarlos como medicamentos y
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para investigaciones biomédicas que dependen de las plantas, los animales y los microbios

para conocer la fisiologia humana, entender y tratar las enfermedades humanas.

Las plantas han jugado un papel importante en el desarrollo de medicamentos de la
farmacéutica moderna. Aun en la actualidad, se retorna con interés a este recurso como una
alternativa para el descubrimiento de moléculas prototipos novedosos que sirvan de modelo

en la produccién de agentes terapéeuticos.

Los metabolitos secundarios tienen gran importancia farmacéutica al ser aislados
directamente del vegetal y constituyen investigaciones mas econdémicas en comparacién a la
sintesis quimica que representa un costo alto no deseable, debido a que se trata de moléculas

complejas.

En Nicaragua los medicamentos de origen vegetal, animal y mineral forman parte del
arsenal terapéutico del pais. Segun encuestas realizadas por la Organizacion Mundial de la
Salud en el 2003, el 60% de la poblacién nicaragiiense hace uso de la Medicina Tradicional,
cuyo uso se ha incrementado debido a los bajos costos que representa (Mayorga S.V Gutiérrez
M.C & Rueda Pereira, 2007).

Nicaragua cuenta con instituciones de apoyo e investigacién que promueve el desarrollo de

la Medicina Tradicional tales como:

a)- Centro Nacional de Medicina Popular Tradicional, Esteli (CNMPT), promueve
acciones de produccion, servicios, docencia e investigacion con la medicina indigena o

tradicional.

b)- Cecalli- Esteli: Contribuye a la aplicacion de la medicina natural a través de

capacitaciones, fabricacion de medicamentos.
¢)- Red Nacional de Terapias Alternativas.

d)- TRAMIL-Enda-Caribe, es un programa de investigacion cientifica aplicada y usos

populares de plantas medicinales en el Caribe, enlazada con UNAN Ledn.

e)-UPONIC, Carrera de Medicina Natural.
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g)-Centro de Informacién y Servicios de Asesoria en Salud (CISAS): adopta
metodologia de educacion popular con énfasis en la comunicacion social para la salud

como estrategia de atencion primaria en salud.

h)-Instituto de Medicina Tradicional (Universidad de las Regiones Auténoma de la
Costa Caribe Nicaragiuense, URACCAN), Costa Atlantica, cuyo objetivo es la
promocion, prevencion, tratamiento y rehabilitacion de las enfermedades cronicas no

transmisibles en la medicina natural y tradicional.

i)-UNAN Ledn, divulgan formas alternativas de terapias y creacion del primer jardin de

plantas medicinales de la Ciudad de Leon.

J)-Red nicaragiiense de Sistema Tradicional, Leon.

k)- Centro de Desarrollo de la Medicina Tradicional Natural (CEDEMETRA)
I)- Ministerio de Salud (MINSA) de caracter publico

m)- Renacer (OMS-OPS, 1999)

Con respecto a las plantas medicinales en Nicaragua, existe un registro de plantas y
medicamentos de Medicina Tradicional, el cual esta organizado por instituciones ubicadas en
Esteli. En Nicaragua no existe control en la venta y recoleccion, ni existen remedios de
Medicina Tradicional en la lista esencial de medicamentos de las instituciones oficiales de
salud (OMS-OPS, 1999).

En el aspecto etnobotanico, el Centro Nacional de Medicina Popular Tradicional (CNMPT)
en Esteli, ha realizado una enorme labor de rescate de reconocimiento popular que la

poblacién local posee sobre la diversidad genética de las plantas.

Actualmente cuenta con una coleccion de cerca de 800 especies de las cuales 300 han sido

identificadas taxondmicamente (Estrategia Nacional de Biodiversidad, 2002).
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El Centro Nacional de la Medicina Popular, mejor conocido por la marca de sus productos
ISNAYA que significa en el idioma Nahual “Arbol Alegre”, cuenta con tres unidades dentro
de su estructura: laboratorios, produccién, compra y venta de productos, (Eke, 2000) que
apoyan las investigaciones, proteccion, control y cultivo de plantas medicinales asi como el

rescate, conservacion y divulgacion de la practica y capacitacion en la Medicina Tradicional.

Las estimaciones efectuadas por el Ministerio de Ambiente y Recursos Naturales de
Nicaragua (MARENA) plantea que pueden existir en el pais un aproximado de 9,000 especies
de plantas, de ellas 73 son endémicas. En Nicaragua se encuentran reportadas con material de
respaldo en herbarios unas 5,796 especies de plantas vasculares, agrupadas en 1,699 géneros,
que incluyen helechos, gimnospermas y angiospermas distribuidas en 225 familias (Rueda
Pereira, 2007).

La familia de plantas existentes agrupa 5,354 especies que son definitivamente conocidas,
mientras que la presencia de las restantes es considerable probable o esperada por los autores.
Sin embargo a la fecha, no se conocen datos exactos del nimero de plantas utiles en
Nicaragua, pero se sabe que son muchas las especies utilizadas por la poblacion para
satisfacer sus necesidades basicas. Tampoco se cuenta con un registro exacto de cuéles y
cuantas especies se encuentran amenazadas o0 en peligro de extincion, pero es conocido que
hay situaciones y procesos que estan poniendo en riesgo nuestro patrimonio vegetal (Rueda
Pereira, 2007).

Cecropia Peltata (Guarumo) se menciona como una de las especies arbdreas mas
investigadas en el Sistema Agroforestal de Nicaragua, ademas de otras especies como el
Gliricidia Sepium (Madero Negro), Leucaena Leucocephala (Leucaena), Mangifera indica
(Mango), Persea Americana (Aguacate), Switenia Humilis (Caoba), Inga spp (Guaba) y
Guazuma Ulmifolia (Guacimo) (Mendieta Lopez M. & Rocha Molina, 2007).

El Guarumo es utilizado en la Medicina Tradicional para diversos usos, se utiliza la
coccion de las hojas como antiasmatica, antirreumatica y contra enfermedades de la piel que

producen insoportable escozor.
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2.2- FAMILIA DE LOS GUARUMOS

Son arbustos o arboles con savia acuosa oxidandose a negra, hojas simples enteras o
lobuladas, alternas u opuestas, con estipulas. Inflorescencia en espiga, cabezuelas o cimas.

Frutos en aquenios (Grijalva Pineda, 2006).

2.2.1. Cecropiaceae

Arboles o trepadoras lefiosas, plantas dioicas. Hojas alternas, simples, enteras o
profundamente lobadas, nervios terciarios mas o menos paralelos; pecioladas, estipulas largas,
completamente connadas, rodeando los tallos y envolviendo los &pices, dejando en ellos

cicatrices circulares evidentes.

La familia Cecropiaceae esta formada por 6 géneros: Cecropia, Musanga, Myrianthus,

Pourouma, Coussapoa y Poikilospermun; y cerca de 180 especies, todas tropicales.

En Nicaragua se conocen 3 géneros (Coussapoa, Pourouma y Cecropia) y 8 especies
(Coussapoa Villosa, Coussapoa Glaberrima, Pourouma Bicolor, Pourouma Minor, Cecropia
Insignis, Cecropia Peltata, Cecropia Obtusifolia, Cecropia Sylvicola y se espera encontrar la
especie Coussapoa Nymphaeifolia en Rio San Juan) de la familia Cecropiaceae (familia de los
Guarumos), siendo el género mas comin Cecropia con 4 especies: Sylvicola, Obtusifolia,
Peltata, Insignis (Berg, 1978) (Grijalva Pineda, 2006).

2.2.2- Especies presentes en Nicaragua
Coussapoa Villosa

Son éarboles de hasta 25 m de alto cuando crecen independientemente, tallos a veces
vellosos. Hojas ovadas de 10-30 cm de largo y 7-20 cm de ancho, agudas a obtusas o
redondeadas en el apice, truncadas o levemente cordadas en la base, con 10-17 pares de

nervios secundarios rectos, glabras y lisas en la haz, extremadamente variable en el tamarfio de
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las hojas y en la presencia de tricomas vellosos; peciolo 3-9 cm de largo, a veces velloso. Pe-
dunculos estaminados 1-2.7 cm de largo. Extremadamente variable en el tamafio de las hojas.
(Poepping, 2009).

Esta especie se extiende desde el sur de México hasta Sudamérica. En Nicaragua es comun
en bosques siempreverdes, zona Atlantica y Rivas, Granada, ausente en Volcdn Mombacho

(dado que es considerado un sitio de alto endemismo de especies vegetales) (Poepping, 2009).

Coussapoa Glaberrima

Son éarboles de hasta 30 m de alto cuando crecen independientemente, esencialmente
glabros pero diminutamente sericeos en las estipulas. Hojas elipticas a obovadas, 7-14 cm de
largo y 2.3-6 cm de ancho, abrupta y cortamente acuminadas a redondeadas en el apice,
agudas en la base, con 2—-3 pares de nervios secundarios arqueados, lisas en el haz, glabras;
peciolos 0.6-1.5 mm de largo, glabros. Pedunculos estaminados de 2.5-4 cm de largo;

pedunculos pistilados de 1.5-4 cm de largo.

Se extiende desde Nicaragua hasta Panama. En Nicaragua se encuentra principalmente en
Rio San Juan y en el Atlantico Sur (Burger, 1973).

Cecropia Obtusifolia

Habita en climas tropicales, calidos, semicalidos y templados, desde el nivel del mar hasta
los 1500 m.

Es un arbol de 5-20 m de altura. Hojas profundamente lobadas, de 10-13 l6bulos,
escabrosas a casi glabras y asperas en el haz, aplicado-tomentosas en el envés, con 28-43
pares de nervios secundarios partiendo de los nervios primarios mas largos, peciolos de 7 dm
de largo, uncinado-puberulentos. Pedinculos estaminados 9-12 cm de largo, espatas 14-17 cm
de largo y 1.5-2 cm de ancho antes de abrirse. Se reconoce por sus hojas con haz aspero y por

tener mayor nimero de I6bulos que las otras especies (Bertoloni, 1840).

Se usa en Nicaragua como planta potencialmente alimenticia, especie de importancia

ecologica, fibra, y uso en medicinal popular como remedio antidiabético, para lo cual se
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realiza una infusion de las hojas, ramas, cortezas y raiz como “agua de uso”. Aunque también
puede ser utilizado para: afecciones renales, destruccion de verrugas, asma, afecciones

nerviosas, dolor de estdmago, tosferina (Bolt, 2010).

Se encuentra desde México hasta el norte de Sudamérica. En Nicaragua se encuentra en las
zonas altas y montafiosas, comun en bosques siempreverdes, conocido como “Guarumo de
Altura”. Se encuentra en general en todo el territorio, pero mas en las zonas intervenidas o
con cierto proceso de recuperacion (Bolt, 2010). Ha sido encontrado en zona Atlantica y
Norcentral (Bertoloni, 1840).

Cecropia Insignis

Es un éarbol de hasta 10-30 m, las hojas presentan de 7-8 l6bulos, glabrescentes y lisas en el
haz, aplicado-aracnoides en el envés, con 18-22 pares de nervios secundarios partiendo de los
nervios primarios mas largos; peciolos de hasta 9 dm de largo, persistentemente aplicado-
lanosos. Pedunculos estaminados cerca de 10 cm de largo, espatas 10-15 cm de largo y 2-4
cm de ancho antes de abrirse ,espigas 5-7, 6-16 cm de largo y 6-15 mm de grueso (Liebmann,
1851).

Se extiende de Honduras al Ecuador. En Nicaragua se encuentra ubicada en Rio San Juan,

Atlantico Norte y Jinotega (Zona Atlantica y Norcentral) (Liebmann, 1851).

Cecropia Peltata

Caracterizada por hojas peltadas, redondeadas, coriaceas, de 30-40 cm de diametro,
divididas en 7-11 Iébulos unidos cerca de la base (cerca de %% de la distancia entre el borde y
la base), enteros o algo sinuosos; tienen el haz aspero al tacto, y el envés blanco-tomentoso,
con la nervadura sobresaliente en el envés. Peciolo de 30-50 cm de longitud, tomentoso.
Pedunculos estaminados 4- 12 cm de largo, espatas 2.5-6.5 cm de largo y 1.5- 3.5 mm de
ancho antes de abrirse, espigas de 20- 40, 1.5- 4.5 cm de largo y 2-3 mm de grueso;
Peddnculos pistilados 1.7- 9.5 cm de largo, espata de 1.5-4 cm de largo y 5- 15 mm de ancho

antes de abrirse, espigas 4- 5, 4- 7 cm de largo y de 3-10 mm de grueso (Linnaeus, 1759).
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Se encuentra ampliamente distribuida en América tropical desde el Sur de México, de
donde es nativa hasta el Norte de Suramérica incluida Las Antillas. En Nicaragua es comun
en bosques secos en la zona pacifica y ocasional en las zonas Norcentral y Atlantica
(Linnaeus, 1759).

Cecropia Sylvicola

Arboles del dosel de 8-15 m de alto. Sus hojas presentan 11-12 ldbulos, glabras pero
asperas en la haz, pilosas y aplicado-aracnoides en el envés, con 30-40 pares de nervios
secundarios en el nervio primario mas largo; peciolos hasta 6 dm de largo, pilosos.
Pedlnculos pistilados 0.7-2 cm de largo, espatas 3—6 cm de largo y 12-30 mm de ancho antes

de abrirse, espigas 4-5, 67 cm de largo y 8— 10 mm de grueso.

Se localiza en nebliselvas de Jinotega y Matagalpa en Nicaragua y en Guatemala 1200-
1400 m; de las especies que se encuentran en Nicaragua, es la Unica que no es habitada por
hormigas. Una especie rara vez colectada cuya distribucion probablemente refleja la dificultad
de colectarla en vez de la verdadera abundancia o distribucion. Esta probablemente
relacionada con Cecropia Polyphlebia de Costa Rica y Panama y con Cecropia Angustifolia
Trécul de Sudameérica (Standley, 1963).

Pourouma Bicolor

Arbol de hasta 30 m de altura, hojas palmatilobadas de 12-50 cm de largo y 10-40 cm de
ancho, con 16-24 pares de nervios secundarios en el nervio primario mas largo, escabrosas en
la haz, aplicado-aracnoides en el enveés; peciolos de 12-32 cm de largo, levemente
acostillados, aplicado-pilosos. Flores pistiladas en paniculas de glomérulos, pedicelo

cupuliforme en el apice. Antacarpos 1.2-1.5 cm de largo (Martius Karl, 1843)

Llamada popularmente “Pasica”, se extiende de México hasta Perd. En Nicaragua se
encuentra en bosques de la zona Atlantica Norte y Sur, Jinotega, Nueva Guinea y Rio San
Juan (Martius Karl, 1843).
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Pourouma Minor

Son arboles hasta 25 m de alto. Hojas enteras, angostamente elipticas, 10-30 cm de largo y
4-12 cm de ancho, con 15-25 pares de nervios secundarios, aplicado-aracnoides en el envés;
peciolos 2-8 cm de largo, acostillados, aplicado-pubescentes. Flores pistiladas en umbelas,

pedicelo no cupuliforme en el &pice. Antocarpos 1.5-2.2 cm de largo.

Se encuentra en Nicaragua, Perd, Amazonia Brasilefia y las Guayanas. En Nicaragua se

encuentran en Jinotega y Rio San Juan (Benoist, 1924).

Coussapoa Nymphaeifolia

Generalmente epifitas o a veces arboles de hasta 20 m de alto, tallos pubérulos, estipulas
densamente sericeas. Hojas oblongas o a veces obovadas u ovadas, 20-37 cm de largo y 15—
29 cm de ancho, redondeadas a redondeado-apiculadas en el apice, cordadas, subcordadas o a
veces redondeadas en la base, con 7-10 pares de nervios secundarios rectos, glabras y lisas en
la haz, adpreso-aracnoides en el envés; peciolo 3.5-15 cm de largo, pubérulo a glabro.
Pedunculos estaminados 2.5-4 cm de largo, capitulos numerosos (15 a mas de 50) por
inflorescencia, 4-7 mm de didmetro cuando estan en flor; peddnculos pistilados hasta 0.5 cm
de largo, 1-2 cm de diametro cuando esta en flor, 1.5-2 cm de largo y 2.5-3 cm de ancho en

fruto.

Se espera encontrar en Rio San Juan ya que se conoce al otro lado de la frontera en las

provincias de Heredia y Alajuela, Costa Rica; endémica de Costa Rica (Standley, 1963).
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2.3- DESCRIPCION DE LA ESPECIE CECROPIA PELTATA

2.3.1.- Clasificaciéon Taxon6mica

Tabla 2.1: Clasificacion taxondmica de la especie Cecropia Peltata

Reino Plantae

Divisién Spermatophyta
Subdivision Angiospermae

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Urticales

Familia Cecropiaceae

Género Cecropia Peltata L
Nombre comun en Nicaragua Guarumo blanco, Pasica
Sinonimia C. amphiclora

Fuente: (www.una.edu.ni)

2.3.2- Caracteristicas

Tallo: arbol dioico de rapido crecimiento de 5-10 m de altura, en sus zonas de origen
puede alcanzar méas de 20 m, tronco derecho, hueco, produce con el tiempo raices zancudas,
corteza lisa, gris clara, con grandes cicatrices circulares de las estipulas caidas y abundantes
lenticelas. Ramas gruesas, horizontales. Ramillas huecas, tabicadas, con numerosas cicatrices

anulares y lenticelas. Yemas cubiertas por una estipula, pubescente, caediza.

Los tallos tienen huecos llenos de hormigas donde viven protegiendo al arbol del ataque de

animales y de ciertas especies de plantas, tales como lianas (Mutualismo).
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Frutos: Infrutescencia formada por numerosos agquenios muy pequefios junto con el
perianto persistente. Desarrolla flores y frutos durante todo el afio, especialmente durante

Junio- Octubre.

Flores: Flores masculinas dispuestas en espigas y éstas en grupos de 15-40, sobre
pedunculos de 4-12 cm de largo, con espatas de flores femeninas dispuestas en espigas, sobre

pedunculos, con espatas (Www.una.edu.ni)

Hojas: Peltadas, redondeadas, coridceas de 30-40 cm de diametro, divididas en 7-11
I6bulos unidos cerca de la base, enteros o algo sinuosos; tienen el haz aspero al tacto, y el
envés blanco-tomentoso, con la nervadura sobresaliente en el envés. Peciolo de 30-50 cm de

longitud, tomentoso. Las estipulas envuelven las hojas; caedizas (www.una.edu.ni).

2.3.3- Ecologia

Es una especie de crecimiento rapido. Requiere climas suaves, con humedad ambiental y
suelos medianamente fértiles y que drenen bien. Sus raices son superficiales y su vida es
corta. Su latex al parecer es algo toxico y en sus ambientes nativos forman alianzas con las
hormigas (mirmecofilia). Es un arbol tipico de la vegetacion pionera, crece en los rastrojos,
por lo que es ideal para proyectos de reforestacion. Pueden crecer en cualquier parte,
incluyendo las paredes y pilares de cemento de los puentes y otras construcciones

(www.una.edu.ni).

2.3.4- Distribucién Geograéfica

Es un arbol representativo de la zona intertropical Americana y se extiende desde México a
través de Ameérica Central y las Antillas hasta Venezuela y Colombia. Es comdn en tierra
caliente, aunque puede llegar a alcanzar mas de 2000m de altura en las laderas montafiosas
formando parte de lo que se conoce como selva nublada. Las pocas colecciones de ésta
especie que se han realizado en ambientes mas humedos, presentan hojas mas grandes y
profundamente lobadas, las cuales son apenas discoloras; puede ser confundida con Cecropia
Obtusifolia (Linnaeus, 1759).
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En Nicaragua es comun en bosques secos en la zona pacifica, ocasional en las zonas
Norcentral y Atlantica (www.una.edu.ni). Se encuentra en Bluefields, Bilwi, Juigalpa, Rio
San Juan de Nicaragua, Rivas, Granada, Laguna de Masaya (Seymour, 1970), Managua,
Ledn, Chinandega, Esteli, Madriz, Reserva Natural Bosawéas (Bolt, 2010), Jinotega, Boaco,
Nueva Segovia, Chontales y Matagalpa y en general en todo el territorio, pero mas en las

zonas intervenidas y con cierto proceso de recuperacion (Linnaeus, 1759).

2.3.5- Componentes Quimicos

Estan presentes en las hojas los alcaloides, cecropina y ambaina; policarpol, kylopina y
sitosterol; acidos fumarico, cafeico, miricilico, miristico, clorogénico; beta sitostenona,
glucosa, celobiosa, leucocianidina, isoorientina (Haiek Gerard, 2010). Sus hojas ademas
contiene amabaina, camphol, gerantol, limoneno, linalool, 2-pineno, compuestos fendlicos,

acido ursolico, acido hambélico, lupeol (Bolt, 2010)

Se han evidenciado leucocianidinas en la hoja, &cido ursélico en la corteza y alcaloides en
la savia (Cabrera, 2005). Algunos estudios fitoquimicos sugieren la presencia de aminas,
lipidos, saponinas, flavonoides, fenoles, taninos, triterpenos y esteroides. En un estudio previo
realizado con el grupo de control “Principios Bioactivos de Plantas Medicinales” empleando
hojas con peciolo, se detectaron esteroides y triperpenos, antraquinonas, flavonoides, taninos
y se evidencio la ausencia de alcaloides, saponinas y cumarinas (Hernandez Carvajal, 2012).

En otro estudio se realizé el andlisis fitoquimico y actividad antimalarica de dos especies
de Cecropia por Hernandez Carvajal en el 2012, en el cual se elaboraron extractos etanoélicos
a partir de los cuales se obtuvieron fracciones en éter de petréleo, acetato de etilo, butanol y
agua, estos fueron caracterizados fitoquimicamente y se determind su actividad in vitro frente
a plasmodium falciparum cepa FCB-2 (cloroquina resistente). Se detectd la presencia de
flavonoides, taninos, esteroides y terpenos, ausencia de alcaloides, saponinas, quinonas,
derivados antracénicos, cumarinas y lactonas terpénicas. Los perfiles cromatograficos por
cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (FR-CLAE) de los extractos,

mostraron compuestos de alta, mediana y baja polaridad.
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En las sub-fracciones en éter de petroleo de Cecropia Metensis (C. Peltata) y de
Cecropia Membranaceae se identificaron: B sitosterol y y- sitosterol y estigmasterol. En las
sub fracciones obtenidas por cromatografia de columna (CC) a partir de las fracciones
butandlicas de las dos especies, se identificaron por CLAE (Cromatografia Liquida de alta

eficacia) los acidos protocatéquico y clorogénico, ademas de los flavonoides rutina y vitexina.

Segun Cetto A. & Cardenas, 2010 contiene acido clorogénico, un inhibidor de la glucosa-
6- fosfatotranslocasa.

2.3.6- Propiedades Terapéuticas

El primer estudio cientifico realizado sobre las propiedades medicinales del Guarumo se
debe al médico Venezolano Dr Michelena, quien en 1862 lo recetaba con magnificos
resultados contra las enfermedades bronquiales. Afios més tarde el Dr. Antonio Rodriguez,

Profesor de la Universidad de Caracas, comprobd ésta accion (Cabrera, 2005).

Las leucocianidinas son factor vitaminico P, es antihemorragico. La decoccién de la hoja
tiene actividad diurética en ratas al administrarla por intubacion orogastrica en dosis de
1g/Kg. Los extractos de hoja y rama, entre ellos el extracto acuoso a dosis de 0.33mL/L,
mostraron actividad espasmogénico sobre ileon aislado de cobayo (Cabrera, 2005).

En 1889 el Botanico de Campanema, como fruto de sus investigaciones realizadas en
Brasil, prepard un jarabe al cual dio nombre de Cecropina, muy eficaz contra el asma.

El Guarumo como medicamento merecio el estudio de los doctores P. Carnot y Gilbret
quienes le encontraron propiedades muy parecidas a las del digital (sin ser acumulable). Actla
principalmente aumentando la energia de las contracciones del musculo cardiaco y como

diuretico, puede triplicar o cuadruplicar la cantidad de orina.

Segun investigaciones realizadas por el Dr. Langen esta plenamente comprobada su accion
terapéutica sobre las afecciones pulmonares, cardiohepaticas y cardiorenales. También el Dr.
Hossel ha comprobado su accion en las enfermedades del corazon, en donde puede remplazar

al digital con muchas ventajas (Cabrera, 2005).
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Las hojas y corteza son astringentes y antiblenorragicas; las hojas se han empleado en
cocimiento para combatir convulsiones y movilidad nerviosa. El extracto acuoso en dosis de 1
g/Kg i.p, determinaron al cabo de un corto tiempo una disminucion de la actividad locomotriz
y una discreta prolongacion del suefio inducido por barbital.

También se mencionan actividad analgesica, actividad antimicotica in vitro del extracto
etanolico preparado a una concentracion del 50 % contra Neurospora crassa. Sin embargo, los
extractos acuosos y cetonico se mostraron inefectivos. La tintura de la hoja de Cecropia
Peltata ha demostrado su ineficacia in vitro frente a Neisseria Gonorrhoae resistentes a la
penicilina y contra enterobacterias del género Salmonella. Los extractos acuosos y etanolicos
de corteza y hojas mostraron actividad contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus.
Ensayos farmacoldgicos demuestran actividad depresora del Sistema nervioso central (Gil
Contreras, 2005).

Los extractos acuoso, alcohdlico y cetdnico de la planta exhibieron actividad citostéatica in
vitro, pero ésta actividad no fue corroborada posteriormente sobre el modelo experimental de
carcinoma de colon humano con diferentes extractos de hojas incluido el acuoso (Cabrera,
2005).

Su efecto hipoglucémico ha sido demostrado por Cetto A. & Cardenas en el 2010,
indicaron que el posible mecanismo de la actividad de la planta es por la reduccién hepatica
de glucosa en la inhibicién de glucosa-6-fosfatasa por el acido clorogénico simultdneamente

con la gluconeogénesis y glucogendlisis.

Se utiliza la coccion de las hojas como antiasmatica, antirreumatica y contra enfermedades
de la piel que producen insoportable escozor. Las hojas se usan como alcaloides, como
sustancias toxicas y en la medicina popular. Se menciona entre las especies mas investigadas

en el Sistema Agroforestal de Nicaragua.

Se han indicado diferentes actividades farmacoldgicas: actividad cicatrizante del extracto
etanolico de las hojas, efecto hipoglucemiante del extracto acuoso y fraccion butanodlica de las
hojas, correlacionando ésta actividad con la presencia de acido clorogénico. El cocimiento del

fruto administrado por ingestion oral, genera un efecto laxante (Hernandez Carvajal, 2012).
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2.3.7- Usos en Nicaragua

Se usa como lefia, sombra de café. Algunos campesinos lo usan para envolver

alimentos, para expulsar placenta con sal, en coccion buena para el asma, y las cascaras en

remojo por 2 dias, es usada para el tratamiento de los rifiones. Los tallos huecos son utilizados

por los campesinos para hacer cafieria para transportar agua, las hojas son utilizadas para

empaque de cuajadas, el carbon de la madera se dice que es excelente para la fabricacion de

polvora (Grijalva Pineda, 2006).

2.3.8- Recetas populares

Las hojas con sal son aceptadas por las vacas y comidas con avidez. Si las vacas
después del parto no han podido expulsar la placenta, se les da hojas de guarumo con
sal y son expulsadas muy facilmente (4 onzas de hojas frescas trituradas en 1 L de
agua, 3 veces al dia).

Para el tratamiento de infecciones en los rifiones, se utilizan unos 8 pedazos de
cascaras, de 10 cm cada uno, en remojo por 2 dias en un litro de agua, 3 veces al dia.
El liquido lechoso y caustico que produce el tallo lo usan para destruir verrugas.

El cocimiento de las hojas (1 hoja /L de agua) opera bien en el asma y otras afecciones
nerviosas, 3 tazas al dia de ésta infusion.

Para tratar el dolor de estbmago y para calmar los nervios se hace horchata de las
hojas y se bebe cuando hace falta.

Para tratar afecciones urinarias y tos ferina se usa decoccién de la raiz. Como en todas
las infecciones, se requiere un tratamiento sistematico de al menos 5 dias, 3-4 veces al
dia. Se utiliza un pedazo de la raiz de unos 20 cm, bien picados, por litro de agua
(Bolt, 2010).

La tintura en proporcién de una parte de hojas frescas de Guarumo Yy tres partes de
alcohol de 40° se prescribe a dosis de 5 gotas cada 2 horas contra las siguientes
enfermedades: bronquiales y pulmonares, asma, hidropesia, tosferina y afecciones
nerviosas; facilitar la menstruacion y regularizar funciones del corazén (Cabrera,
2005)
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2.3.9- Toxicidad

La DL 5o del extracto acuoso de hoja y rama administrada intraperitoneal en cobayos es de
0.1mL/animal (Cabrera, 2005).

Los estudios de toxicidad aguda a partir del suministro a ratones de la infusion de corteza
de ésta especie resultaron negativos en dosis de 1-5 g/Kg. Unicamente los extractos acuoso y
etandlico de las hojas y corteza demostraron ser altamente toxicas para peces del género
Millinesia sp a las 24 horas de la administracion (Alonso, 2004).

2.4- ACIDOS CLOROGENICOS

Son ésteres del &cido quinico, no se debe confundir el &cido clorogénico con el término
"acidos clorogénicos™ que se refieren a acidos derivados del &cido cinamico por esterificacion
con é&cido cafeico, ferdlico, p-cumarico o quinico. Este Gltimo - cido cafeoilquinico- es el

acido clorogénico como tal (1QB, 2010).

2.4.1- Biosintesis de compuestos fendlicos

Las estructuras fendlicas son metabolitos secundarios que pueden proceder de la ruta

del 4cido shikimico o de la ruta del acetato.

La ruta de shiquimato es la mayor fuente de formacidn de compuestos aromaticos tales
como fenoles sencillos, acidos fenolicos (benzoicos, cindmicos, etc.), cumarinas, lignanos,

flavonoides, antocianos y taninos (Kuklinski, 2000).
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llustracién 2.1: Ruta de formacion de fenoles
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2.4.2- Acido clorogénico (AC)

El &cido clorogénico pertenece a los acidos fenolicos derivado del acido cinamico, el

cual se encuentra formando éster con el &cido quinico.

lustracion 2.2: Férmula estructural del &cido clorogénico

HQ CO.H

OH
OH

Fuente: (http://www.lineaysalud.com, 2013)

El &cido clorogénico es derivado de un éster fendlico entre el acido cafeico y el acido
quinico, nombres alternativos: é&cido 3- O- cafeolquinico é&cido 1, 4, 5,
trihidroxiciclohexanocarboxilico 3- (3, 4- Dihidroxicinamato), 3[[3-(3, 4-Dihidroxifenil)-1-
oxo- 2-profenil] oxi]; Su férmula quimica es Ci5 Hig Og, de peso molecular = 354.3 g/mol
(Acros Organics, 2009).

Se han atribuido al acido clorogénico numerosas propiedades farmacoldgicas, tales como
antioxidantes, analgésicas, antipiréticas y actividad quimioprotectora (Enzo Life Sciences,
2013).

Se han dirigido estudios metabdlicos para establecer la correlacion entre el consumo de
café, que presenta un alto contenido en éste componente y la diabetes, demostrando que los
polifenoles existentes y principalmente el acido clorogénico que se encuentra en

concentraciones elevadas en ésta bebida, tiene gran poder antioxidante. Asi mismo se ha
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postulado que éste actla protegiendo a las células beta del pancreas y ademas, disminuye la
absorcion intestinal de glucosa aumentando los niveles del péptido tipo glucagén-1(GLP-1) y
disminuyendo los del polipéptido insulinotrépico glucosa- dependiente (GIP), fendbmenos que
se traducen en disminucion de la glucosa plasmatica (Nicasio Torres, 2009).

El 4cido clorogénico es un inhibidor especifico de la glucosa-6-fosfatasa en los cromoso-
mas de los higados de las ratas. Simultdneamente esta focalizado en la gluconeogénesis y
glucogendlisis resultando una reduccion de la produccion de la glucosa hepética. El efecto
hipoglucémico observado en ratas después de 5 h puede ser debido a una produccion de
glucosa hepatica resulta un estado hipoglucémico (Cetto A. & Heinrich, 2005).

2.5- BREVE DESCRIPCION DE METODOS UTILIZADOS

2.5.1- Cromatografia de capa fina

La cromatografia es un poderoso método de separacion que tiene aplicaciones en todas las
ramas de la ciencia. Su nombre se deriva del griego chroma que significa “color” y graphein

que significa “escribir” (Skoog, 2001).

La cromatografia se define como un procedimiento mediante el cual se separan solutos por
un proceso dinamico de migracion diferencial en un sistema que consta de dos 0 mas fases,
una de las cuales se mueve continuamente en una direccién dada y en la que sustancias
individuales presenta diferentes movilidades a causas de diferencias de adsorcion, particion,
solubilidad, presion de vapor, tamafio molecular o densidad de carga ionica. Las sustancias
individuales asi separadas se pueden identificar o de terminar mediante procedimientos

analiticos.

En la cromatografia en capa delgada, el adsorbente es una capa relativamente delgada y
uniforme de material seco, reducido a polvo fino, que se aplica sobre una lamina o placa de
vidrio, plastico o metal, las que se utilizan mas comdnmente son las de vidrio (United States

Pharmacopeia, 2007).
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La cromatografia en capa delgada de capas de intercambio ionico puede emplearse para
separar compuestos polares. La identificacion presuntiva se puede efectuar mediante la
observacion de las manchas o zonas con valores de Rf idénticos y de magnitud
aproximadamente igual, obtenidos respectivamente cromatografiando una muestra

desconocida y una muestra de referencia en la misma placa.

Una comparacion visual del tamafio o intensidad de las manchas o zonas puede servir para
una estimacion semicuantitativa. Las mediciones cuantitativas se pueden efectuar mediante
densitometria (mediciones de absorbancia o de fluorescencia) o bien pueden retirarse
cuidadosamente las machas de la placa, luego eluirse con un disolvente adecuado y medirse

espectrofotométricamente. (United States Pharmacopeia, 2007)
2.5.2- Espectrofotometria de absorcion

La espectrofotometria de absorcion es la medicion de una interaccion entre la radiacion
electromagnética y las moléculas o atomos de una sustancia quimica. Las técnicas que se
emplean frecuentemente en el analisis farmacéutico incluyen la espectroscopia de absorcién
atomica, en el espectro Uv, en el Visible y en el Infrarrojo (United States Pharmacopeia,

Espectrofotometria y dispersién de luz, 2007).

La espectroscopia de absorcién molecular se basa en la medida de la transmitancia (T) o de
la absorbancia (A) de disoluciones que se encuentran en cubetas transparentes que tienen un
camino éptico de b (en cm). Normalmente la concentracion de un analito absorbente esta

relacionada linealmente con la absorbancia como representa la ecuacion:
Py
A= —logT = log? = Ebc

Donde € representa la absortividad molar o coeficiente de extincién molecular.
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Instrumento de haz sencillo: Consta de una fuente de radiacion, un filtro o un
monocromador para la seleccion de la longitud de onda, cubetas contrastadas que pueden
interponerse alternativamente en el haz de radiacion, detector, amplificador y un dispositivo
de lectura. Normalmente, un instrumento de haz sencillo necesita una fuente de alimentacion
estabilizada para evitar errores como resultados de los cambios en la intensidad del haz
durante el tiempo requerido para ajustar el 100 por 100 T y determinar el porcentaje T del
analito (Skoog, 2001).

El equipo utilizado en éste estudio consta de un sistema Optico mostrado en la ilustracion
2.3, su fuente de radiacion consiste en una combinacion de una lampara de descarga de
deuterio para el rango de longitudes de onda ultravioleta (Uv) y una lampara de walframio
para el rango de longitudes de onda visible y de onda corta de infrarrojo cercano (SWNIR).
(Agilent Technologies, 2003).

La ventaja de una matriz de diodos en éste equipo junto con una potente evaluacion de
datos basada en Agilent ChemStation, ofrece numerosas ventajas en comparacion con los

sistemas tradicionales de espectrofotometria. Tales como:

» NuUmero practicamente ilimitado de patrones: gracias a esto, los patrones se pueden
medir antes o después de las muestras y ademas del nimero de patrones necesarios,
es posible utilizar tantos patrones como se desee en la calibracion.

» Sencilla optimizacion: la disponibilidad de los datos sin procesar (muestras y
patrones) permite optimizar facilmente los valores del método eligiendo una
longitud de onda de calibracion diferente y volviendo a calibrar el sistema.

» Métodos de calibrado: cuando se guarda el método, los estandares que se
encuentran en ese momento en la memoria siempre se guardan con el método.

» Optimizacion para una muestra concreta: Se pueden optimizar los valores de
longitud de onda para una muestra situada fuera del rango lineal de la calibracion

real.
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lustracion 2.3: Sistema oOptico del espectrofotometro Agilent 8453

Obturador/filtro de
dispersion luminosa

.

( Lampara de
Lente de la fuente | < O Ry

Cubeta | e
wolframio

Lampara de
Rendija 1 deuterio

Red de difraceidn ‘j — Lente de la fuente

Matriz de
fotodiodos

Fuente: Agilent Technologies, 2003

El espectrofotometro dispone de un compartimiento de muestra abierto para facilitar el
acceso a las celdas de muestra, por su disefio 6ptico no necesita una cubierta para la zona de la
muestra (Agilent Technologies, 2003)
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HIPOTESIS

La especie Cecropia Peltata de crecimiento silvestre en la Reserva Natural Laguna de
Apoyo, Masaya contiene acido clorogénico en hojas secas y verdes, el cual varia su
concentracion dependiendo de la altura del &rbol y puede ser determinado por el método de
cromatografia de capa fina y espectroscopia Uv/Vis.
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4- DISENO METODOLOGICO

4.1- TIPO DE ESTUDIO

Estudio Experimental cuantitativo ya que se basa en un estudio en el cual se
manipulan una o mas variables independientes como altura del arbol y el secado de las hojas
para analizar sus consecuencias en el contenido de acido clorogénico en las hojas de Guarumo

Cecropia Peltata (H. Sampiere, 1997).

4.2- AMBITO DE ESTUDIO

Reserva Natural Laguna de Apoyo Masaya, Nicaragua, ubicada a aproximadamente 42
Km de la ciudad de Managua y a 8 km al sureste de la ciudad de Masaya, entre las
coordenadas 86° 05°10.5” longitud Oeste y 11° 50° 27.6”-11°58°45.4” latitud Norte.

4.3- UNIVERSO
Todas las especies de Guarumo de crecimiento silvestre en la Reserva Natural Laguna
de Apoyo de Masaya, Nicaragua.

4.4- MUESTRA

Se seleccionaron de manera intencional hojas adultas verdes, sanas y en buen estado
fisico de tres arboles vigorosos con aproximadamente 10, 15 y 20 m de altura
respectivamente, de la especie Cecropia Peltata de crecimiento silvestre en el Sector La Pila
de San Juan de la Reserva Natural Laguna de Apoyo en Masaya, Nicaragua durante el periodo
Marzo-Junio 2013.

4.5. CRITERIOS DE SELECCION
45.1 Criterios de inclusion
v Hojas adultas en buen estado fisico de Cecropia Peltata
v Hojas de arboles vigorosos con aproximadamente 10, 15 y 20 m de alto,
v' Arboles de crecimiento silvestre en la Reserva Natural Laguna de Apoyo
Masaya Nicaragua.

v Hojas recolectadas en el periodo de Mayo-Junio 2013.
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4.5.2 Criterios de exclusion

Hojas con diametros menores a 40 cm,
Hojas en mal estado fisico (hojas con manchas o signos de enfermedades)

Hojas secas caidas del arbol

D N N NN

Arboles fuera de la Reserva Natural Laguna de Apoyo y recolectadas fuera del

periodo Mayo-Junio, 2013.

4.6. VARIABLES DE ESTUDIO

4.6.1- Variable independiente
Altura de arbol
4.6.2- Variable dependiente

Concentracion de acido clorogénico, Absorbancia

4.7. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES
Variable
independiente Concepto Indicador Valor
Altura Distancia que mide un arbol desde su raiz Cualitativo y 10,15y 20 m
hasta la parte mas elevada de un arbol cuantitativo de alto
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Variable
independiente Concepto Indicador Valor
Compuesto quimico formado por un éster Cualitativo y 19 + 0.2, mg
Acido del acido cafeico y acido quinico, también Cuantitativo AC /g hoja
clorogénico conocido como &cido -3-O-cafeolquinico.
Absorbancia | Medida de la absorcion de luz por una Cuantitativo 324 nm

sustancia.

4.8- MEDIOS

4.8.1-Recursos Institucionales:

» Asociacién de Municipios Integrados por la Cuenca y Territorios de la Laguna de

Apoyo de Nicaragua, AMICTLAN Masaya.
= Laboratorio ISNAYA, Esteli.
= Laboratorio de Quimica, UNAN- Managua.

» Laboratorio Nacional de Residuos Quimicos y Bioldgicos LNRQB, MAGFOR.

Managua.

4.9- MATERIALES Y EQUIPOS

Tabla 4. 1: Lista de materiales y equipos utilizados en la fase experimental

Materiales utilizados para la toma de muestra Cantidad
GPS Navegador Etrex Venture HC 1
Tijeras de jardin 1
Papel Kraft 10
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Materiales utilizados en Pérdida por secado

Balanza Analitica Marca Mettler AE100

Cépsulas de vidrio de poca profundidad con tapon de cristal

Desecador

Espatula

Guantes

Horno eléctrico Marca Memmert UM 500 Serie 910798

RPN PRk

Pinzas

Materiales y equipos utilizados en extraccion Cantidad

Balanza Analitica OHAUS Adventurer AR0640 1

Bafio Maria JPSelecta 1

Beaker 50 mL Pyrex 10

Beaker 500 mL Pyrex

Espatula

Embudo de filtracion

Matraz aforado de 100 mL Clase A

Matraz aforado de 50 mL Clase A

1
1
3
Malla de asbesto 1
1
9
1

Mechero Bunsen

Papel Filtro de celulosa CFP40 de velocidad de filtracion media, 28
Thomas Scientific

Probeta 50 mL

Soporte universal

Termdmetro de mercurio

Tripode

WL FPINDN

Varilla de vidrio

Materiales utilizados para identificacion de fenoles Cantidad
Beaker de 50 mL 6
Pipeta 10 mL 1
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Materiales y equipos utilizados para cromatografia de capa fina | Cantidad

Balanza Analitica OHAUS Adventurer AR0640 1
Camara cromatogréafica de fondo plano con tapa de cierre hermético 1
Capilares desechables calibrados 10 pL Fisherbrand 1
Guantes de latex 2

Micropipeta automatica 500 pL

(o]

Placa para cromatografia en capa fina preparada en gel silica 60 Fs4
20 x 20 cm sobre un soporte de Aluminio Merck

Secadora de aire caliente

Probeta 50 mL

Regla milimetrada en cm

PR w| e

Ultraviolet Fluorescence Analysis Cabinet Spectroline

Espectrofotometria UV/vis Cantidad

Balanza Analitica Mettler AE 200 serie 1113230494 1

Beaker de 50 mL

Beaker 1000 mL

Bureta Clase A de 25 mL + 0.03mL

Cubetas de cuarzo longitud de paso 1 cm

Espatula

Espectrofotémetro Uv/Vis Agilent 8453 Serie N° CN 22806643

PR RN R R -

Frasco lavador o piseta

Guantes de Latex

Matraz aforado 250 mL + 0.12 mL Clase A 1

Matraz aforado 50 mL + 0.05 mL Clase A 10

Papel de Aluminio

Papel kleenex
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4.10- REACTIVOS

Tabla 4. 2: Lista de reactivos a utilizar en la fase experimental

Reactivos Formula Especificaciones
Agua Destilada H, O Agua tetradestilada CAM, WB-4EA
Acido Acético Glacial CH 3 COOH MERCK, 1099440009
Acido Clorogénico C16 His Og ACROS Organics, AC109240010-EA
Amoniaco NH3 MERCK, 1054325000
1-Butanol CH3 (CH,); OH MERCK para analisis, 1019901000
Cloruro Férrico FeCl; MERCK, 8039450500
Eter dietilico C4H100 MERCK, 1009211000
Eter de petrdleo Mezcla de compuestos | J.T BAKER, 8116.1000
Metanol CH; OH MERCK Grado HPLC, 106018400

4.11- FUENTES PARA OBTENER LA INFORMACION
Fuentes bibliogréficas:

= Primarias: libros, revistas cientificas.

= Secundarias: Sitios web

4.12- MATERIALES PARA OBTENER INFORMACION
= Tablas

= Tarjetas de control

4.13- MATERIALES PARA PROCESAR INFORMACION
= Graficos
= Esquemas

= Figuras
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4.13- DESCRIPCION DEL METODO

El método analitico aplicado para la determinacion de acido clorogénico en hojas de
Cecropia Peltata se basa en el utilizado por Solis L. D & Herrera, 2005 y Belay A. & Gholap,
2009, los cuales fueron aplicados en una matriz de café, por lo cual se adapté a las

condiciones disponibles.

4.13.1- Seleccion y recoleccion del material vegetal

Las muestras se tomaron a partir de tres arboles de la especie Cecropia Peltata de
aproximadamente 10, 15 y 20 m de alto, respectivamente (Anexo I: Figura 1), en el sector de
La Pila de San Juan, en la Reserva Natural Laguna de Apoyo en Masaya (Anexo I, Figura 2).

Se seleccionaron 20 hojas adultas completas, no dafiadas y sanas de cada arbol, de
manera representativa, cortadas con tijera de jardin desinfectada. Se elimin6 manualmente
cualquier tipo de impurezas o material ajeno al de interés y se llenaron las fichas de
recoleccion de muestras (Anexo Il: Fichas). Las hojas fueron sumergidas en solucién de
hipoclorito de sodio al 0.5 % durante 5 minutos y enjuagadas con agua potable (Lérida, 2002),

luego fueron secadas con papel toalla, sin dafiarlas.

Las hojas destinadas al secado, se colocaron en tres pliegues de papel Kraft dobles
debidamente rotulados, esparciéndolas y procurando que unas quedaran por el haz y otras por
el envés y no sobresalieran por fuera del papel (Anexo I: Figura 3). Se armé un arreglo en
forma de “T”, en donde se acomodaron los duplicados del material vegetal, orientado de tal
manera que la menor longitud de la hoja quedara en la abertura del paquete. Se cerraron y
amarraron los papeles. Este proceso se repitid con las tres muestras. A continuacion se realizé
el montaje de todas las muestras colectadas, armando bloques de material alineados. Se rotuld
adecuadamente y colocaron los arreglos dentro de una bolsa de nylon (Herbario Virtual
UDBC, 2006) fueron envueltas en papel Kraft durante ocho dias, mientras que las hojas

verdes se utilizaron inmediatamente después de su recoleccion.
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El material vegetal se sec6 a temperatura ambiente y protegido de la luz directa del
sol. Las hojas secas se transportaron a las instalaciones del Laboratorio ISNAYA en Esteli
para realizar ensayos preliminares y se redujeron de tamafio a través de un tamiz (Anexo I,

Figura 4).

Las hojas verdes fueron cortadas en trozos pequefios con ayuda de una tijera
desinfectada, se utilizaron inmediatamente después de su recoleccion y se analizaron en el
Laboratorio del Departamento de Quimica en la UNAN Managua y posteriormente en el
Laboratorio MAGFOR.

4.13.2- Pérdida por secado (Método gravimétrico)

Se peso con exactitud 1 g de muestra de hojas secas trituradas en una capsula vidrio
con tapén de cristal de poca profundidad, tarada en una balanza analitica Mettler AE 100
(previamente secada durante 30 min a 105 °C), se tapd y pes6 con exactitud la capsula y su
contenido. Se distribuy6 la muestra de manera uniforme y se colocé la capsula en el horno

eléctrico Memmert UM500, retirando el tapon y dejandolo en el horno.

Transcurrido el tiempo se abri6 el horno cerrando rapidamente la capsula, permitiendo
que llegue a temperatura ambiente en un desecador con ayuda de pinzas y pafio seco,
dejandose enfriar durante 20 minutos antes de pesarlo. Se realiz6 el mismo procedimiento en
hojas verdes. La operacion fué realizada por triplicado para cada muestra, expresandose los
resultados como porcentaje m/m (Anexo I, Figura 5) (United States Pharmacopeia, Articulos
de Origen Botanico, 2007) (Marchantes C. Pilar, 2004).
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4.13.3- Ensayos Preliminares

Utilizando hojas secas se realiz6 extraccion hidroalcohdlica por reflujo, segun lo
indicado por S. Palacios P. G. Wilson E. L.& Debenedetti (1999), en el Laboratorio ISNAYA
en Esteli; sin embargo no se obtuvieron resultados satisfactorios en la identificacion por
cromatografia de capa fina ain usando amoniaco como revelador, aunque la mancha del
estandar (AC) podia verse a simple vista (Anexo V: Resultados de Ensayos Preliminares,

Esquema D).

También se realizd extraccion alcohdlica de acuerdo a Hildebert Wagner, 1996
(Anexo V, Esquema E), la cual sigue la metodologia general de extraccion de flavonoides
para analisis por cromatografia de capa fina, dado que esté estructuralmente relacionado a los
mismos, pero al igual que la solucion hidroalcoholica, resultd negativa la presencia de acido

clorogénico en su identificacion a traves de éste método.

Asi mismo se realiz6 en ambas extracciones la prueba de identificacion de fenoles con

FeCl; metandlico, dando negativa ésta prueba.

En la Figura D y E en Anexo V se observan las placas en luz Uv de longitud de onda
larga (365 nm) de extractos hidroalcohdlico y metandlicos de hojas secas, respectivamente,
donde no se observa ninguna mancha de las muestras mas que solo la del estandar (AC).

Otro ensayo de interés que se realizé fue determinar la concentracion adecuada del
estandar acido clorogénico para aplicar en las placas de CCF, diluyendo varias veces la
solucion estandar (preparada inicialmente de 100 mg/ 0.5 mL, hasta llegar a una
concentracion de 0.033 mg/ mL). Para evitar la pérdida de placas se realizaron algunas
pruebas en placas de 10 cm de largo por 5 cm de ancho y otras en placas tamafio normal de 20

x 20 cm.

Finalmente se realizo el mismo procedimiento de identificacion en infusiones de hojas
verdes en una placa 10 x 5 cm dando positiva la presencia del &cido clorogénico, el cual sirvid
como punto de partida para el analisis de acido clorogénico en hojas verdes y secas de

Cecropia Peltata (Figura F, Anexo 5).
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4.14 -PREPARACION DE LAS INFUSIONES

Se tom0 1 g del material vegetal seco y otra muestra de material vegetal verde, pesado
con exactitud en una balanza analitica OHAUS Adventurer AR0640 (Anexo Ill, Tabla G) se
transfirié a un beaker de 50 mL, al cual se le agregé 50 mL de agua hirviendo y se colocé en
un bafio Maria a 78 °C por 60 min. Se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se llevé a
volumen en un matraz aforado de 100 mL con agua tetradestilada CAM y posteriormente se
filtr6 usando papel filtro de celulosa Thomas Scientific, en un embudo de filtracion,
trasvasando con ayuda de una varilla de vidrio. La solucion resultante se diluyé 10 veces,
tomando 5 mL del mismo y se llevé a volumen en un matraz aforado de 50 mL clase A con

agua tetradestilada para posterior analisis (Anexo I: Figura 6).

4.15- PRUEBA DE IDENTIFICACION DE FENOLES

Se afiadio 0.5 mL de solucion de Cloruro Férrico MERCK (FeCl3) metandlico al 5% a
1 mL de los extracto obtenidos. Se evidencié la presencia de compuestos fendlicos por la
aparicion de color azul verdoso resultante (Anexo I: Figura 7) (Modificada de J. Duefias,
2011).

4.16- IDENTIFICACION DE ACIDO CLOROGENICO POR CROMATOGRAFIA DE
CAPA FINA

Se prepard la solucién del estandar acido clorogénico ACROS Organics de 99% de
pureza predominantemente trans, disolviendo 40 mg del mismo en 3 mL de fase movil usando

una micropipeta.

La fase movil fué constituida por una mezcla de alcohol butilico MERCK, agua
tetradestilada CAM, acido acético MERCK (60:25:15), (United States Pharmacopeia, 2007;

Lopez_ Gallegos 45




Determinacion del contenido de &cido clorogénico por espectroscopia Uv-vis en hojas secas y verdes
de Guarumo en arboles silvestres en la Reserva Natural Laguna de Apoyo, Masaya Marzo- Junio 2013.

“Especificaciones de Reactivos’), mezclandose 72 mL butanol, 30 mL de agua tetradestilada
y 18 mL de acido acético glacial para obtener 120 mL de fase mdvil necesarios para que la
misma cubra 5 mm de la superficie de la placa en la cAmara cromatogréafica. Se saturd la
camara cromatografica con la fase movil y dejé que se equilibrara el sistema con los vapores

del disolvente durante 1 hora 30 min aproximadamente.

Se marcaron las placas para cromatografia en capa delgada preparada en silica gel
60F,s4 sobre un soporte de Aluminio MERCK 20 x 20 cm, delineando suavemente, con un
l&piz de grafito, una linea recta a 1.5 cm del borde inferior de la placa y se sefial6 ligeramente
el punto de aplicacion de la muestra y del estandar dejando 1.5 cm de distancia entre cada
punto de aplicacion. En el caso de las placas de 10 x 5 cm, se cortdé con una cuchilla por el

lado del soporte para no dafar el adsorbente.

Se aplicd un aproximado de 10 uL de las infusiones obtenidas usando microcapilares
Fisherbrand calibrados para cada muestra y de la solucion de acido clorogénico estandar para
obtener manchas circulares de 2- 5 mm de diametro. Se realizé 3 aplicaciones en cada punto
dejando secarse antes de la siguiente aplicacion, y acelerando el proceso de secado con la

ayuda de una secadora manual (United States Pharmacopeia, 2007; ”Cromatografia”).

Se colocd la placa en la cAmara de manera que estuviera tan vertical como fuera
posible y que las manchas de las aplicaciones estuvieran por encima de la superficie de la fase
movil, se cerrd la camara y se dej6 que el sistema se equilibrara. Se desarrollé el
cromatograma a temperatura ambiente permitiendo que la fase mdvil ascendiera a una
distancia de corrida de 7-10 cm, luego se retird la placa, se marcé la posicion del frente del
disolvente y se secd utilizando una secadora de aire caliente (United States Pharmacopeia,
2007; Cromatografia”) (Anexo I: Figura 8).

Se observaron las placas secas bajo luz UV de longitud de onda larga (365 nm) en
Ultraviolet Fluorescence Analysis Cabinet Spectroline. Se observd una sola mancha

fluorescente de color verde con trazas de impurezas. No se usé revelador.

Se compar6é el cromatograma de los extractos con el del estandar (AC),

documentandose los resultados de la placa después de cada observacion, midiendo y
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registrando la distancia hasta cada mancha desde el punto de origen. Se determinaron los
valores de Rf para las manchas principales usando la formula mostrada en el Anexo IlI,
Célculo 3.2 (World Health Organization, 1998).

4.17- CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA

Previo al analisis se verifico que las cubetas estuvieran limpias, luego fueron lavadas
con agua destilada y secada bien por fuera con papel kleenex y endulzadas con la solucion a

medir.

Se construy6 una curva de calibracion con el estandar acido clorogénico (AC) en agua
tetradestilada, para ello se prepard una solucién madre inicial a 80 ppm pesando con exactitud
20 mg del mismo, se disolvi6 y llevo a volumen en un baldn aforado de 250 mL. Se rotularon

adecuadamente y se envolvieron los balones con papel aluminio (Anexo I, Figura 9).
Medicion en el espectrofotometro Agilent 8453
1. Procesamiento Espectral

En la modalidad STANDARD (estandar) de la barra de herramientas se seleccion¢ la
tarea SPECTRUM/ PEAKS (espectros/ picos) en el cuadro de seleccion del panel de analisis

y SETUP (configuracion) para abrir el cuadro de didlogo de parametros.

"% B45x UV-Visible System[1] (Online) [Iris Lopez]
File Edt Method Measure Instrument Math VYiew Mode Config Help

‘ Clear

Ly

~u
\\\!E? \\\! Method: _|- Hode: ‘Standard j| @

Task

|5|||s|:||uln‘Penkx ;l Setup __. I
4

&

4
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Se escribid 3 para el nimero de picos y valles a localizar y el tipo de datos de
Absorbancia, se ajustd la presentacion espectral a un rango de longitud de onda entre 190-480
nm en la seccion DISPLAY SPECTRUM (mostrar espectro) del cuadro de diélogo.

Seleccionar OK.

Spectium/Peaks Parameters B

Peak/VYalley find
[X Find and annotate up to |3 peaks
[” Find and annotate up to I valleps

‘ " Prompt for sample information |

Datatppe — Display spect

IAhsnrhance J Emm:l 190 nm To: I.qﬂl] nm

Se lleno con agua tetradestilada la celda de cuarzo con una longitud de ruta de 1 cm, y
se insertd adecuadamente moviendo la palanca de blogueo hacia arriba, comprobando que
quedara orientada correctamente y se inmovilizo la celda de muestra empujando la palanca de
blogueo hacia abajo. Se dio clic en la opcion BLANK del panel del instrumento para iniciar la

medida.

Llenamos la celda con el estandar &cido clorogénico y pulsamos SAMPLE (muestra). Se
presento el espectro del estandar con los tres picos marcados y anotaron con la longitud de

onda (A de maxima absorcién =324 nm).

2. Longitud de Onda fija

Task

lFiued ‘Wavelengths L" Setup ... I

N

Se introdujo la longitud de onda de interés (324 nm) en WAVELENGTHS (longitudes de
onda) del cuadro de didlogo FIXED WAVELENGTH (S) PARAMETERS (pardmetros de

longitudes de onda fijas). Se ajustd la presentacion espectral a un rango de longitudes de onda
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de 190- 480 nm en la seccion DISPLAY SPECTRUM (mostrar espectro). Se dio clic en
ACEPTAR para definir los parametros.

Se llend con agua tetradestilada la celda de cuarzo con una longitud de ruta de 1 cm y se
pulsé BLANK (en blanco) situado en la parte frontal del equipo.

Retiramos la celda y se endulzé tres veces con la solucién estandar de acido clorogénico.
Se cerrd la palanca del soporte de celda y se puls6 SAMPLE (muestra) situado en la parte
frontal del espectrofotdmetro. Se presento el espectro del estandar &cido clorogénico con una
linea vertical que indica la longitud de onda de interés. Debajo del espectro aparece
SAMPLE/ RESULT TABLE (muestra/ tabla de resultados).

Configuracion para calibrar con patrones

En la modalidad STANDARD (estandar) seleccionamos la tarea QUANTIFICATION
(cuantificacion) en el cuadro de seleccion del panel de andlisis.

Task

Quantification ;] Setup ... I

Fized Wavelengths
Spectrum/Peaks
Ratio/E guation

(Quantification |

Se abrié automaticamente el cuadro de didlogo QUANTIFICATION PARAMETERS
(parametros de cuantificacion). Se seleccion6 SETUP (configuracion) del panel de analisis

para abrir el cuadro de didlogo de parametros.

Configuramos la longitud de onda del analisis a 324nmen USE WAVELENGTH
(utilizar longitud de onda), se escribi6 ACCLOR como ANALYTE NAME (nombre del
analito), se definié el tipo de curva de calibracion como LINEAR (lineal), se seleccioné la
entrada CONCENTRATION (concentracion) y mg/L como UNIT (unidad). Se seleccion0
ABSORBANCE (absorbancia) como tipo de datos y se seleccion6 DISPLAY SPECTRUM
(mostrar espectro) desde 190- 480 nm, clic en ACEPTAR (Agilent Technologies, 2003).
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Calibracion

Inicialmente se preparé una solucion madre (SM) a 80 ppm del estandar &cido
clorogénico ACROS. A partir de ésta solucion se prepararon 9 diluciones (4- 40 ppm)
tomandose el volumen adecuado de SM y se transfirié a un matraz aforado de 50 mL, se llevo
a volumen con agua tetradestilada y se envolvié en papel de aluminio rotulando

adecuadamente (Anexo I, Inciso 3.3.2).

Se construyd la curva de calibracion con las diluciones del estandar. Llenamos con
agua tetradestilada CAM la celda de cuarzo y se coloc en su posicién asegurando el soporte.
Pulsamos el boton BLANK (en blanco), retiramos la celda, y se llené nuevamente con el
blanco, retiramos la celda y endulzamos 3 veces con la solucién estandar y se llend con la
misma, pulsamos el botdbn STANDARD (patron). Se realiz6 el mismo procedimiento con las
diluciones restantes, cada lectura de absorbancia se realizd por triplicado (Agilent
Technologies, 2003).

Se llend la informacién requerida del cuadro STANDARD INFORMATION
(Informacion del patrén) y se selecciond OK. La curva de calibracién apareci6 en verde en el

panel de tarea.

Se guardo el método eligiendo SAVE METHOD AS... (Guardar método como...) en
el mend FILE (archivo), se escribié el nombre del método (ACCLOROG) en el campo FILE
NAME (nombre del archivo) y se pulsd OK (Agilent Technologies, 2003).

Analisis de muestras

Se coloco en la celda la muestra a analizar, se pulso el boton SAMPLE (muestra), y se
escribio la informacion de la muestra en el cuadro de didlogo SAMPLE INFORMATION
(informacion de la muestra) y ACEPTAR. Se realizd el mismo procedimiento con las 9

muestras obtenidas.

Se guardd los datos de la muestra seleccionando SAVE (guardar), SAMPLE AS...
(muestras como...) en el menu FILE (archivo), se escribi6 el nombre del archivo en el cuadro
de edicion FILE NAME. Seleccionar OK (Agilent Technologies, 2003).
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Dado que las concentraciones de las muestras no cubrian el rango de concentracion
preparada de estandar, se construy0 otra curva de calibracion preparando otra solucién madre
a 100 ppm vy diluciones de 10-70 ppm (Anexo IlI: Inciso 3.3.3). Se tratd de ajustar
nuevamente seleccionando la opcion calibrate, sin embargo las diluciones preparadas no
cubrian el rango de las muestras y se volvié a preparar otra solucion madre de 200 ppm y
diluciones de 30-110 ppm, ajustandose las muestras a la curva (Anexo Il1I: Inciso 3.3.4).

Método de minimos cuadrados

Se encontrd la ecuacién de la recta de calibrado y las incertidumbres relacionados a
cada uno de los valores obtenidos usando el programa Microsoft Excel 2010 (Resultados y

Discusion).

A(ESy) = [m(ESp)1X + [b(£Sp)]

A—b
Concentracion de acido clorogénico[AC] = —
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V- RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis y discusion de resultados se fundamenta en los objetivos planteados y

variables del estudio.

5.1- DETERMINACION DE PERDIDA POR SECADO EN LAS MUESTRAS

Las hojas se secaron a la sombra protegida de la luz directa del sol para que las
muestras conserven su color original, ya que segin Maiocchi M.G & Avanza, 2003, la
degradacion de los acidos clorogénicos va acompafiada de cambios en la coloracion de la
hoja, por ser sustrato de las enzimas polifenoloxidasas, quienes catalizan una reaccion que
transforma o- difenoles en o-quinonas, éstas quinonas son muy reactivas y atacan a una gran
variedad de componentes celulares favoreciendo la formacion de polimeros negro- marron

responsables del oscurecimiento de los tejidos vegetales cuando se dafian. (www.rua.ua.es).

Como regla general las hojas se recolectan cuando la fotosintesis es méas activa, es
decir, cuando estan verdes, principalmente antes de la floracion, durante y antes de la
maduracion de los frutos (Kuklinski, 2000), por tal razon las hojas se recolectaron en el mes
de Mayo, inicio del periodo humedo en nuestro pais en que los Guarumos se encuentran
vigorosos y antes de su floracion que inicia especialmente durante Junio a Octubre,

(www.una.edu.ni)(antes de éste periodo los arboles presentaban hojas caducas).

Hay que tener en cuenta también que los vegetales, al ser arrancados de su medio
natural ven alterado su equilibrio metabdlico y proliferan reacciones y fendmenos que
degradan la droga vegetal recolectada; la reaccion enzimatica es una causa de alteracion
interna en el que las enzimas propias de las plantas catalizan reacciones que conllevan a su
degradacion (hidrolisis de glucidos, ésteres, oxidaciones, condensaciones, isomerizaciones,
etc.) la cual es especialmente activa cuando la droga recolectada posee cantidades de agua
superiores al 10%, (Kuklinski, 2000). La Tabla 5.1 muestra los resultados obtenidos de
porcentaje de pérdida por secado (compuestos volatiles) en hojas secas se encuentran dentro
del rango, por lo cual se evita dicha alteracion.
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Tabla 5. 1: Datos de % de pérdida por secado de hojas secas*

Cddigo de % Pérdida por Pérdida por secado
Muestra secado promedio

1.1S 5.6489

1.2S 5.6467 5.6462 + **
1.35 5.6432 2.8746e~°
2.1S 5.0484

2.2S 5.0486 5.0483 + 3.6055¢ 3
2.3S 5.0479

3.1S 5.2293

3.2S 5.2273 5.2269 + 2.6764e~3
3.3S 5.2240

“En el Anexo 111, Tabla Ay B se muestran los datos necesarios para el calculo de pérdida por secado y
en el inciso 3. 1 se resuelve un ejemplo.

** Representa la desviacion estandar (s) (Ecuacion 6, Anexo IlI).

Asi mismo se determind pérdida por secado en hojas verdes (Tabla 5.2) que al igual de
las secas estan dentro del rango (Hojas: 20-75 %) (Sharapin, 2000).

Tabla 5. 2: Datos de % de pérdida por secado de hojas verdes

Cadigo de %  Pérdida Pérdida por secado
Muestra por secado promedio

1.1V 72.1490
1.2V 72.2139 72.1540 + *5.7510e 2
1.3V 72.0992
2.1V 61.8285
2.2V 61.8257 61.8262 + 2.1851e~3
2.3V 61.8242
3.1V 67.2943
3.2V 67.3015 67.2990 * 4.0496¢ 3
3.3V 67.3011

"Representa la desviacion estandar (s).
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La pérdida por secado se utiliza para determinar la cantidad de materia volatil que se
elimina en las condiciones referidas (30 min 105° C) ( (United States Pharmacopeia, Articulos
de Origen Botéanico, 2007). Fue necesario utilizar hojas verdes por ser éstas utilizadas por la
mayoria de la poblacién y dado que no obtuvimos resultados satisfactorios con hojas secas en

los ensayos preliminares (Anexo V).

Para la extraccion se redujo el tamafio de la muestra, esto facilita la difusion celular y
mejorar el proceso de extraccion, al facilitar la disolucion de los constituyentes celulares en el
liquido extractor (Sharapin, 2000). Los datos de los pesos de hojas secas y verdes tomados
para éste proceso se muestran en el Anexo Ill: Tabla G, los cuales serdn tomados en cuenta en

el andlisis de espectrofotometria Uv/ Vis.

Respecto a la preparacion de las infusiones, la desventaja que presenta éste método
(extraccién acuosa) es que el disolvente es poco selectivo y la estabilidad de los extractos es
poco duradera (como méaximo 24 h después de realizada la extraccion del analito) (Solis L. D
& Herrera, 2005) (Enzo Life Sciences, 2013); por lo cual se realizo el analisis inmediatamente
después de realizada la extraccion. Sin embargo, en la poblacion resulta muy util porque el
agua es el solvente mas accesible y de uso universal, y las personas acostumbran a preparar
las infusiones y tomarlas inmediatamente o a lo largo del dia como “agua de uso” (Cetto A. &

Cérdenas, 2010).

5.2. RESULTADOS DE PRUEBA DE IDENTIFICACION DE FENOLES

A las infusiones obtenidas de hojas secas y verdes se les realizd la prueba de
identificacion de fenoles, dado que el acido clorogénico es derivado de un éster fendlico
(Acros Organics, 2009); Sin embargo no necesariamente indica la presencia del compuesto
(AC). Esta prueba consistio en agregar cloruro férrico al 5% en metanol, observandose un
viraje de color de amarillo claro a azul verdoso en ambas infusiones, resultando positiva dicha
prueba (Modificada de J. Duefias, 2011) (llustracion 5.1).
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llustracion 5. 1: Resultados de prueba de identificacion de fenoles en las infusiones
obtenidas

Fuente: Fotografia tomada por autoras

En ésta reaccion el Fe*® se une al grupo fenéxido, més reactivo que los fenoles hacia la
sustitucién aromatica electrofilica, al tener carga negativa reaccionan con electréfilos (Fe*®)
para formar complejos (llustracion 5.2). Esta respuesta se debe al ataque producido por el i6n
cloruro al hidrogeno del grupo OH" provocando la ruptura del enlace y la union del grupo

fenoxido (formacion de complejo).

llustracion 5. 2: Reaccidn de acomplejacion usada en la prueba de identificacion de fenoles

— -

“]
A N

OH :EI: ‘\-. 0 0 '.00

. ‘ Fe, ; Hy  + 3HCI

6 P + /e\ — ? 600 ) 3

Y

Fuente: (https://docs.google.com/document/preview?hgd=1&id=12e-
gcU0zthW86VjRx7zMGOLDv447Sy-twlpQ8L5YNn9A&pli=1)
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5.3- RESULTADOS OBTENIDOS EN CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

En el estudio cromatografico para identificar acido clorogénico en las infusiones de

hojas secas y verdes de Cecropia Peltata, se obtuvieron los siguientes resultados:

Se desarroll6 una banda de color verde del estandar acido clorogénico en las placas
observadas bajo luz ultravioleta de longitud de onda larga (365 nm) sin necesidad de aplicar

revelador (llustracion 5.3).

lHustracion 5. 3: Desarrollo de banda coloreada del estandar acido clorogénico (banda 1y 2)

172

Fuente: Fotografia tomada por autoras

La forma de las manchas de los estandares (llustracion 5.3) fue comparada con
Hildebert Wagner, 1996 y Aldana Cerna, 2007 (AC encerrado en el circulo, llustracion 5.4)
observandose que son muy parecidas entre si, por lo que no cabe duda de la identidad del

compuesto.
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llustracion 5. 4: Comparacion de banda de acido clorogénico estandar con referencias
bibliogréficas

Fuente: (Hildebert Wagner, 1996) (Aldana Cerna, 2007)

En los extractos acuosos de muestras de hojas secas se observa la presencia del
compuesto acido clorogénico en la posicion del estandar (ST) mostrado en la Ilustracion 5.5.
Sin embargo, no se observan manchas en la posicion de la muestra (enumeradas en la parte
inferior de la ilustracién), indicando la ausencia del compuesto en estudio, ain utilizando

extractos mas concentrados (5 g de hojas en 100 mL de agua destilada, Ilustracion 5.6).
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lustracion 5. 5: Visualizacion en luz Uv de placa con infusion de hojas secas diluido (1 g de

hoja / 100 mL agua tetradestilada)

lustracion 5. 6: Visualizacién en luz Uv de placa con infusion de hojas secas concentrada
(5g de hoja/ 100 mL de agua tetradestilada) (Placa 1)

Fuente: Fotografias tomadas por autoras

Nota: Los numeros indicados en la parte inferior de cada placa corresponden a las muestras y

las abreviacion en la parte superior (ST) al estandar.
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En las infusiones de hojas secas (llustracion 5.5 y 5.6) no se observan manchas en la
posicion de la muestra indicando la ausencia de acido clorogénico, solamente en la posicion

del estandar (ST) es observado.

Por lo que se deduce que pudieron haber estado implicados algunos errores en estos

resultados como:

> Aplicacion de cromatografia de capa fina. No se uso otros metodos como
densistometria, cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en
inglés) dado que estos métodos son mas sensibles y de mejor resolucién para la
deteccion de cantidades pequefias y el acido clorogénico en estas muestras
debio estar en cantidades muy minimas incapaces de detectar con este método.

» El secado de las hojas empleando un método artesanal: A pesar de realizar el
método de secado respaldado bibliograficamente, provocé cambios en la
coloracion de la hoja pudiendo ocasionar alteracién del compuesto de interés
dado que los acidos fenodlicos son inestables, se hidrolizan con facilidad en
medio basico o por accion enzimatica (S. Palacios P. G. Wilson E. L. &
Debenedetti, 1999).

En los extractos acuosos de hojas verdes se muestran manchas de color verde con Rf
de 0.6388 al igual que el estandar, indicando la presencia del acido clorogénico en las
muestras. Primeramente se realizd cromatografia de capa fina (CCF) a los extractos a usar
para espectrofotometria Uv /Vis (extracto diluido 10 veces) observandose manchas tenues (en
las muestras N° 3 se observa manchas con mayor intensidad mostrados en la llustracion 5.7,
indicando de manera predictiva mayor concentracion en el arbol 3). Debido a esto se decidio
concentrar la muestra desarrollando otra cromatoplaca (placa 2) usando mayor cantidad de

hojas verdes, observandose manchas mas definidas (llustracion 5.8).
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lustracion 5. 7: Visualizacion de placa en luz Uv de muestras de infusion de hojas verdes

usando extracto diluido (1g de hoja / 100 mL agua tetradestilada).

Fuente: Fotografias tomadas por autoras

llustracién 5. 8: Visualizacion de placa en luz Uv de muestras de infusion de hojas verdes
usando extracto acuoso mas concentrado (5 g hoja / 100 mL de agua tetradestilada) (placa 2)

Fuente: Fotografias tomadas por autoras
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En éstas placas se observa un arrastre de componentes en la muestra desde su punto de

aplicacion hasta la mancha formada, debido a que la muestra no fue purificada.

En la Tabla 5.3 se muestran los valores de Factor de Retencion (Rf) del estandar y
muestras, los cuales varian un poco con cada experimento en funcién de las condiciones de
saturacion en la camara cromatogréfica, la actividad de la capa de adsorbente, composicion de
la fase movil, variaciones de temperatura del medio ambiente, y/ o variaciones de
homogeneidad de las diferentes placas de capa fina, por ello la importancia de utilizar siempre
el estandar de referencia (Kuklinski, 2000), (World Health Organization, 1998).

Tabla 5.3: Valores de Rf de Muestras (M) y Estandar (ST) de acido clorogénico en infusiones

de hojas secas y verdes.

Distancia recorrida Distancia recorrida

Muestras Extractos desde el punto de hasta el frente del Rf
Aplicacién eluyente
Hojas secas | Acuoso (ST) 6.2cm 9.7cm 0.6391

(placa 1) Acuoso (M) - - -

Hojas verdes | Acuoso (ST) 4.6 cm 7.2cm 0.6388
(placa 2) Acuoso (M) 4.6 cm 7.2cm 0.6388

“Los célculos para obtener estos valores se muestran en el Anexo 111 (Inciso 3.2). No se
reflejan los Rf de las muestras (M) en hojas secas debido a que no se observan manchas en ésta
posicidn. Solamente se muestra un valor de Rf en las muestras dado que todas recorrieron la misma

distancia (Se realiz6 a las 9 muestras obtenidas).
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5.4- RESULTADOS DE LA DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA

El &cido clorogénico presenta una gran cantidad de enlaces conjugados, los cuales son
responsables de las transiciones n—n Yy de la absorcién en la regién ultravioleta de éste
compuesto (Solis L. D & Herrera, 2005). Esto fundamenta el uso de éste método en el

presente estudio.

La cuantificacion se realiza a 324 nm, longitud de onda de méaxima absorcion del acido
clorogénico en disolucion acuosa. El grafico 5.1 muestra que el espectro de absorcion del
acido clorogénico obtenido experimentalmente (A) y el espectro mostrado por Belay A. &
Gholap, 2009 (B) tienen la misma resolucion.

Gréfico 5. 1: Comparacion de los espectros de absorcion Uv/Vis de acido clorogénico en
agua con referencia bibliogréfica
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Fuente: Elaborado por autoras Belay A. & Gholap, 2009

En base a los datos mostrados por el espectrofotometro Agilent 8453 se construyeron
los espectros de absorcion de las muestras y estandar, los cuales se observan en los graficos
52y5.3:
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Graéfico 5. 2: Espectro de absorcion de las infusiones de hojas secas a 324 nm
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Fuente: Elaborado por autoras

Gréfico 5. 3: Espectro de absorcion obtenida de las muestras de hojas verdes a 324 nm
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Fuente: Elaborado por autoras
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Para verificar la presencia de &cido clorogénico en hojas verdes se superpone su
espectro de absorcion con el estdndar en agua tetradestilada, grafico 5.4, en el cual se logra
observar el pico de méxima absorcion en hojas verdes a 324 nm. El otro pico mostrado en el

rango 250-300 nm, se forma posiblemente por interferencias en la matriz.

Gréfico 5. 4: Espectro de absorcion superpuesto de hojas verdes y estandar AC en agua
tetradestilada CAM

0.40 +
0.35 -
0.30 -
0.25 -

= Estidndar

A (UA)
o
N
o

0.15 A e Ho0jas

0.10 - verdes

0.05 -

0.00
200 250 300 350 400 450

A (nm)

Fuente: Elaborado por autoras

La presencia del acido clorogénico en las muestras de hojas secas y verdes se comparo
mediante la superposicion de sus espectros de absorcion en la region Uv con el espectro de

absorcion del estandar, mostrado en el Grafico 5.5:
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Grafico 5. 5: Espectros de absorcion superpuestos de estandar, infusiones de hojas secas y

verdes.
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Fuente: Elaborado por autoras

La muestra de hojas secas forma un espectro diferente al del estdndar y su méaxima

absorcion corresponde a una longitud de onda a 322 nm, por lo que se deduce que:

e por el método de secado de las hojas el &cido clorogénico se haya unido a otro
compuesto presente en la hoja provocando interferencias.

e al secar las hojas el acido clorogénico se haya degradado en acido cafeico y
acido quinico (1QB, 2010).

e El método utilizado no permite separar los componentes en la muestra.

No se puede concluir que el acido clorogénico no esté presente en las infusiones de
hojas secas debido a que los antecedentes (Cetto A. & Céardenas en el 2010),(Cetto, Cardenas

y Ramirez en el 2007) y otros muestra resultados positivos de acido clorogénico por HPLC.

Lopez_ Gallegos 66




Determinacion del contenido de cido clorogénico por espectroscopia Uv-vis en hojas secas y verdes
de Guarumo en arboles silvestres en la Reserva Natural Laguna de Apoyo, Masaya Marzo- Junio 2013.

Dado que el espectro de absorcion de la infusion de hojas verdes corresponde al del
estandar, se trazo una curva de calibracion de &cido clorogénico (ACROS Organics) en agua
tetradestilada CAM, mostradas en el gréfico 5.6 a partir de una solucion madre de 200 ppm
usando 9 diluciones comprendida entre 30-110 ppm (Anexo 3.3.4), los datos fueron
procesados en Microsoft Excel 2010 para encontrar los errores y limites de confianza de la

pendiente y ordenada en el origen.

Gréfico 5. 6: Curva de calibracion del estandar acido clorogénico (AC) en agua tetradestilada
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Fuente: Elaborado por autoras

Para estimar el ajuste de los puntos experimentales a la linea recta, se calcula el
coeficiente de correlacion (r), obteniendo un valor de 0.99980 lo que describe una correlacion
significativa es decir, que los puntos experimentales estan sobre una recta de pendiente

positiva y que los puntos se ajustan linealmente.

La ecuacion de la recta de calibracion se calcula utilizando los datos de la Tabla E y

las ecuaciones 8 -20 del Anexo I11, obteniendo los siguientes resultados:

r = 0.99980
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r2 = (0.99980)% = 0.99960

A —3.39355x1073

[AC] = —157915x10-3

Los errores de la recta que pasa por los puntos experimentales fueron calculados

usando las ecuaciones mostradas en Anexo Il1, inciso 3.5:
Sy/x = 3.620069x1073
S, = 3.19525x107°>
S, = 2.26163x1073
Los limites de confianza de la recta de calibrado
b = 4.52915x1073 + 3.19525x10°

a = 3.39355x1073 + 2.26163x1073

Los errores de la concentracion:
Sy, = 0.65312

La menor sefial de analito que puede detectarse al 95 % de confianza se calcula de la

siguiente manera:

LOD =y, + 3S, = 2.51306x107*

Y la menor concentracion que pude ser calculada a partir de la recta de calibrado:

LOQ =y, + 108, = 4.74974x10~*
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Los resultados del analisis espectrofotométrico cuantitativo de las infusiones de hojas
verdes son mostrados en la Tabla 5.4, donde se muestra que el arbol de mayor tamafio (&rbol
3) contiene mayor cantidad de acido clorogénico en hojas verdes, calculadas a partir de la

ecuacion de la recta encontrada.

Tabla 5. 4: Contenido de cido clorogénico en infusiones de hojas verdes

Nombre de Concentracién mg AC/g hoja| mg AC/g promedio
muestra (ppm)
Acidguaru 1.1 59.63293 2.97272
Acidguaru 1.2 60.55142 3.02182 2.77686 + 0.38253
Acidguaru 1.3 46.99700 2.33606
Acidguaru 2.1 56.00090 2.78279
Acidguaru 2.2 48.75672 2.42812 2.66492 + 0.20507
Acidguaru 2.3 56.08922 2.78386
Acidguaru 3.1 81.79824 4.07037
Acidguaru 3.2 94.84704 4.73335 4.58244 + 0.45575
Acidguaru 3.3 99.13924 4.94361

Anexo 111, Célculo 3.6.
Anexo IV: Tabla t student.

Esto se explica debido a que los arboles de mayor tamarfio (20 m) estdn mas expuestos
a la luz solar que los demas arboles de su entorno, donde hay competencia por la cantidad de
luz que llega a sus hojas con poblaciones de plantas de la misma especie o comunidades de
especies con necesidades de luz similares (Gliessman, 2002) y por tanto la intensidad
fotosintética de la mayoria de las hojas aumenta con la intensidad de la luz (Elias Castillo,
2001)

El proceso fotosintético tiene lugar unicamente en las células que contienen clorofila,

donde la energia solar es utilizada por estas células, la cual se concentra en los cloroplastos.
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Los productos inmediatos de la absorcion de energia luminica son ATP y el reductor NADPH,
compuestos que mas tarde se utilizan en el proceso de fijacion de carbono con la formacion de
enlaces carbono- carbono y la reduccion del CO, para formar carbohidratos, grasas y
proteinas (metabolitos primarios) (Arango, 2010) y almacenan estos compuestos para

utilizarlos cuando el crecimiento les obliga a consumir grandes cantidades de energia.

El acido clorogénico es un fenol (producto del metabolismo secundario) que procede
de la ruta de acido shikimico, el cual es el precursor de la mayoria de los contituyentes
vegetales que contienen anillos aromaticos. El acido shikimico da lugar a la fenilalanina
donde interviene la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) que cataliza una reaccion que
convierte a la fenilalanina en amoniaco y acido cindmico, éste ultimo sintetiza fenoles
sencillos y acidos fenolicos. La fenilalanina amonio liasa estd implicado en la biosintesis de
los compuestos polifenolicos tales como los flavonoides, fenil propanoides y la lignina en las

plantas.

Al comparar los resultados obtenidos con los mostrados por (Erazo C. Aguilar
Santamaria L. Aranda E. & Nicasio) en hojas secas de Cecropia Peltata tanto silvestre como
micropropagada usando HPLC, la cantidad de AC obtenida (Silvestre AC: 1.9+0.2,
micropropagada: 0.7+ 0.04 mg AC /g hoja) y los resultados de éste estudio por
espectrofotometria Uv/Vis (2.77686 + 0.38253, 2.66492 + 0.20507, 4.58244 + 0.45575, mg
AC/g hoja verde, en arboles de 10, 15 y 20 m de alto, respectivamente), nos muestra un mayor
contenido del componente en las muestras analizadas. Mientras que en hojas secas se presume
una degradacion del compuesto durante el secado, o a la existencia de contaminantes que
pudieran interferir en la absorcion de radiacién, y/o cantidades pequefias en éstas muestras

gue no pueden ser detectadas por éste método por lo cual no fue determinado
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VI- CONCLUSIONES

Se confirm6 la presencia de fenoles en infusiones de hojas secas y verdes de
Cecropia Peltata que motivaron la busqueda del &cido clorogenico en dichas infusiones por

cromatografia de capa fina y espectroscopia Uv.

El &cido clorogénico fué identificado por cromatografia de capa fina (CCF) en
extractos acuosos de hojas verdes de la especie Cecropia Peltata, mientras que en las hojas

secas no se demuestra la presencia del compuesto, ni en extractos mas concentrados.

La determinacion del contenido de acido clorogénico en infusiones de hojas secas y
verdes fué realizada por espectrofotometria Uv/Vis, encontrando mayor contenido en el arbol
mas alto (4.58244 + 0.45575 mg AC /g hoja), mientras que en las hojas secas no se afirma con
precision la presencia del compuesto, debido a que el espectro de absorcion difiere del

estandar y longitud onda de méxima absorcion varia.
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VII- RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en muestras de hojas secas y verdes se sugiere
continuar ésta investigacion realizando estudios méas especificos para respaldar, analizar los
factores ambientales que influyen en el contenido de &cido clorogénico y aportar nuevos

conocimientos sobre su contenido en Cecropia Peltata.

En cuanto a los resultados obtenidos en infusiones de hojas secas hay que tomar en cuenta
que la industria Farmacéutica utiliza plantas secas, lo cual facilita su conservacion por
periodos de tiempos prolongados ya que interrumpe los procesos de degradacion por enzimas,
impide el desarrollo de microorganismos y las reacciones de oxidacion e hidrdlisis, por tanto

se sugiere involucrar diferentes variables:

e Lavar las hojas con hipoclorito de sodio 0.5 % en diferentes intérvalos de tiempos.

e Variaciones en el periodo de secado en las muestras.

e Diferentes grados de division de las muestras.

e Utilizar otra metodologia mas sensible y capaz de separar las sustancias como HPLC
debido a que algunos antecedentes de Cecropia Peltata de interés se basan en éste
método. Sin embargo, el método aqui utilizado ha sido aplicado a muestras de café
orientado a la cuantificacion de acido clorogénico.

Para determinar su influencia sobre el contenido de acido clorogénico en las muestras.
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ANEXOS

ANEXO I: FIGURAS

Figura 1: Fotografias de los arboles de Guarumo muestreados en la Reserva Natural Laguna
de Apoyo, Masaya.
Figura 1.1

Fotografia de arbol de Guarumo # 1

Fuente: Fotografia tomadas por autoras
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Figura 1.2

Fotografia de arbol de Guarumo # 2

Fuente: Fotografias tomadas por autoras
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Figura 1. 3

Fotografia del arbol de Guarumo # 3

Fuente: Fotografias tomadas por autoras
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Figura 2

Laguna de Apoyo

GSgh_16N '

il de damMICTW

Figura 2: Ubicacion geografica de las muestras de Guarumo tomadas en la Reserva Natural
Laguna de Apoyo, Masaya.

Nota: Los tridngulos rojos indican la ubicacion de las muestras.

Fuente: Base de datos AMICTLAN
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Figura 3

Figura 3: Etiquetado y secado de las hojas del arbol Guarumo
Fuente: Fotografias tomadas por autoras

Figura 4

Figura 4: Tamizaje de hojas secas de Guarumo

Fuente: Fotografias tomadas por autoras
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Figura 5

Balanza Analitica Mettler AE100 Balanza Analitica Mettler AE100

Horno eléctrico Memmert UM 50 Desecador

Figura 5: Equipo utilizado en la determinacion de pérdida por secado en hojas de Guarumo

Fuente: Fotografias tomadas por autoras
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Figura 6

Balanzs snslitics Chaus_idventursy ambudo da filtracion

Bario Maris JP Selecra mastracas aforados d=2 30w 230 mL

Figura 6: Equipo utilizado en la preparacion de infusiones de Guarumo

Fuente: Fotografias tomadas por autoras.
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Figura 7

Figura 7: Prueba de identificacion de fenoles

Fuente: Fotografias tomadas por autoras.
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Figura 8

Capilares desechables Fisherbrand Placas para CCF Merck

Figura 8: Equipo utilizado en cromatografia de capa fina (CCF)

Fuente: Fotografias tomadas por autoras.

Lopez_Gallegos 9



ANEXOS

Figura 9

Balanza analitica Mettler AE200 Espectrofotometro Uv/vis Agilent 8433

Celda de cuarzo longitud de paso 1ecm Matraces aforadosde 50y 250 mL

Figura 9: Equipo utilizado en cuantificacion espectrofotométrica

Fuente: Fotografias tomadas por autoras.
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ANEXO Il FICHAS

2.1- Ficha informativa de la muestra

Ficha 1: Datos Generales

N° de muestra: 1 Cadigo de la muestra: 1S
Fecha de recoleccion: 13/05/13

Lugar de recoleccion: Sector La Pila, RNLA, Nic.

Hora recoleccion: 06:15 am

Lugar exacto de recoleccion (GPS) posicién 16 P 0602396
UTM 1315814
Altura 370 m, desde el puntero SW 1m

Caracteristica del arbol

Altura (m): 10m

Grosor (cm): 32cm

Vigor: 1g20:040:51
1 —>5 mayor vigor

Flores y frutos: Presencia [[] Ausencia .

Caracteristicas de la hoja

Ndmero de lébulos: 9-11
Estado de las hojas: B/E
Diadmetro 42cm

Condiciones ambientales

Periodo de recoleccidn Seco O Himedo R

Topografia de la zona de recoleccion de la muestra
Plana O Ondulada [ Accidentada B

Destino:  Usadas para secar (s) Usadas verdes (v) O
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Ficha 2: Datos Generales

N° de muestra: 2 Cadigo de la muestra: 2S
Fecha de recoleccion: 13/05/13

Lugar de recoleccion: Sector La Pila, RNLA, Nic.

Hora recoleccion: 6:40 am

Lugar exacto de recoleccion (GPS) posicién 16 P 0602387
UTM 1315792
Altura 376 m, desde el puntero N1m

Caracteristica del arbol

Altura (m): 15m

Grosor (cm): 53 cm

Vigor: Q20001
1 —>5 mayor vigor

Flores y frutos: Presencia D Ausencia .

Caracteristicas de la hoja

Namero de l6bulos: 9-11
Estado de las hojas: B/E
Diadmetro 45 cm

Condiciones ambientales

Periodo de recoleccion Seco O Hdmedo .

Topografia de la zona de recoleccion de la muestra
Plana O Ondulada (] Accidentada

Destino:  Usadas para secar (s) B Usadas verdes (v) 0O

Lopez_Gallegos
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N° de muestra: 3

Fecha de recoleccion:
Lugar de recoleccion:
Hora recoleccion:

Lugar exacto de recoleccion (GPS)

Altura (m):
Grosor (cm):
Vigor:
1 —>5 mayor vigor
Flores y frutos:

Numero de I6bulos:
Estado de las hojas:

Diadmetro

Periodo de recoleccion Seco

Ficha 3: Datos Generales

Caodigo de la muestra: 3S

13/05/13

Sector La Pila, RNLA, Nic.

07:10 am

posiciéon 16 P 0601637
UTM 1316077
Altura 476 m, desde el puntero S 2m

Caracteristica del arbol

20m
82cm

1[0 2 3 4 5

Presencia [] Ausencia .

Caracteristicas de la hoja

9-11

B/E

46 cm

Condiciones ambientales

O Himedo W

Topografia de la zona de recoleccion de la muestra

Plana (|

Destino:

Ondulada 0

Usadas para secar (S) [

Usadas verdes (v)

Accidentada [ |

a

Lopez_Gallegos
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Nota: Para hojas verdes la informacién es la misma, solamente varia el destino

(usadas verdes) y la fecha a 27 de Mayo de 2013.

2.2- Etiquetas de las muestras

Ficha informativa de la muestra

Cddigo 1.1S

Fecha recoleccion

Hora

Lugar

Vigor del arbol

Altura del arbol

Diametro del arbol

Estado de las hojas

Topografia de zona de

recoleccion

Georeferencia

Lopez_Gallegos 14
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ANEXO I11: DATOS Y CALCULOS

3.1- Calculo de pérdida por secado

L materia volatilizada
% Pérdida por secado = ——x100
masa de la muestra tomada para analisis

De la que se deduce que:

Peso incicial de muestra inicial—Peso final residuo seco

x100% Ecuacioén 1

% Pérdida por secado = —
Peso muestra inicial

P.Ej.:

o 1.0179g — 0.9604g
% Pérdida por Secado = 10179 x 100% = 5.6489%

Nota: En todo el documento se realiza un ejemplo de cada célculo
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Tabla A: Datos de pérdida por secado de hojas secas

Cddigo de | Pesocépsula | Peso cépsula Peso capsula + | Peso muestra | Peso muestra | % Pérdida % Promedio
Muestra vacia (q) + muestra (g) | material seco (g) (9) seca (q) por secado
1.1S 52.5606 53.5785 53.5210 1.0179 0.9604 5.6489
1.2S 58.9935 59.9994 59.9426 1.0059 0.9491 5.6467 5.6462+ 0.002874 %’
1.3S 51.8487 52.9013 52.8419 1.0526 0.9932 5.6432
2.1S 60.0440 61.0562 61.0051 1.0122 0.9611 5.0484
2.2S 50.6025 51.5909 51.5410 0.9884 0.9385 5.0485 | 5.0483%0.00036055%
2.3S 48.4639 49.4762 49.4251 1.0123 0.9612 5.0479
3.1S 49.3490 50.3587 50.3059 1.0097 0.9569 5.2293
3.2S 58.0841 59.0827 59.0305 0.9986 0.9464 5.2273 5.2269+ 0.0026764 %
3.3S 57.2213 58.2014 58.1502 0.9801 0.9289 5.2240
Tabla B: Datos de pérdida por secado de hojas verdes
Cddigo de | Peso capsula | Peso capsula+ | Peso capsula+ | Peso muestra | Peso muestra | % Pérdida % Promedio
Muestra vacia (g) muestra (g) material seco () (9) seca (Q) por secado
1.1V 57.2213 58.0184 57.4433 0.7971 0.2220 72.1490
1.2V 58.0841 59.0846 58.3621 1.0005 0.2780 72.2139 72.1540+ 0.05751%
1.3V 49.3490 50.3522 49.6269 1.0032 0.2799 72.0992
2.1V 48.4639 49.4636 48.8455 0.9997 0.3816 61.8285
2.2V 50.6025 51.5906 50.9797 0.9881 0.3772 61.8257 61.8261 + 0.002182%
2.3V 60.0440 61.0428 60.4253 0.9988 0.3813 61.8242
3.1V 51.8487 52.8366 52.1718 0.9879 0.3231 67.2942
3.2V 58.9935 59.9911 59.3197 0.9976 0.3262 67.3015 67.2989+ 0.004014%
3.3V 52.5606 53.5588 52.8870 0.9982 0.3264 67.3011

Nota: Los pesos mostrados equivalen al promedio de tres pesadas

*Representa la desviacién estandar (s)

Lopez_Gallegos
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ANEXOS

3.2- Datos y célculos en cromatografia de capa fina (CCF)

3.2.1- Factor de Retencion (Rf) en cromatografia de capa fina

(World Health Organization, 1998)

_ @ -/
Rf = ® Ecuacion 2

Donde:

Rf: Relacion de la distancia recorrida en el adsorbente por un determinado compuesto

a la recorrida por el borde de ataque del disolvente.

a: Distancia entre el punto de aplicacion y el centro de la mancha del material que esta

siendo examinado.

b: Distancia entre el punto de aplicacion y el frente del disolvente.

Placa 1: Infusiones de hojas secas

(@) 62cm
Rf Estandar — m - 9.7 cm = 0.6391

No se calcula Rf en las muestras de hojas secas debido a que no se formé ninguna mancha.

Placa 2: Infusiones de hojas verdes con extracto concentrado

(@ 46cm
RfEsténdar - m - 9.4 cm = 0.6388
(a) 4.6cm
RfMuestra = (b) = 9.4 cm = 0.6388
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3.3- Datos y calculos en cuantificacion espectrofotométrica

3.3.1- Preparacion de curva de calibracion de estandar acido clorogénico ACROS
Célculo de preparacion de estandar (Solucién Madre)

mg soluto

ppm = ———— Ecuacion 3

El espectrofotometro Agilent 8453 ofrece numerosas ventajas en comparacion con
los sistemas tradicionales de espectrofotometria como: nimero practicamente ilimitado de
patrones y gracias al concepto de analisis de datos, los patrones se pueden medir antes o
después de las muestras por lo cual se realizaron tres curvas de calibracién de acido
clorogénico en agua tetradestilada para interpolar las muestras con la curva que mejor se
ajustaba. A continuacion se describen los célculos de una dilucién para cada curva (cuadro en

rojo en cada esquema) y los resultados de dicha calibracion.

3.3.2- Primera curva de calibracién

Todas las soluciones madres (SM) de &cido clorogénico estandar se prepararon a un
volumen de 250 mL (£ 0.12 mL) y las diluciones a 50 mL (+ 0.05 mL). La concentracion 0

ppm equivale al blanco (agua tetradestilada CAM).

[ Solucion Madre (SM) a 80 ppm

Usando la ecuacion 3 se obtiene:

m m m
80 ppm (—g)AC =9 g Ac =0.250£x80Tg= 20 mg AC

L 0.250 L
> Preparacion de diluciones
V,xCy =VyxC, Ecuacion 4

Dilucién a 4 ppm partir de SM de 80 ppm, usando la ecuacion 4:

_ VoxCy  50mL x 4 ppm

= 2.5mL de SM
! Cy 80 ppm meae
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Esquema A: Representacion esquematica de diluciones realizadas para la construccion de

primera curva de calibracion de acido clorogénico en agua tetradestilada comprendida entre 4-

36 ppm
|

40 ppm.
[ Solucion || | soucion ||| Solucion || [ Solucién || Soucion ||| Sohucion || Sohucion || [ Sohucion || [ Solucion a || [ Sohucién
a4 ppm aSppm (||2l2ppm |||216 ppm ||| 220 ppm (|| 224 ppm (|| 228 ppm || | 232 ppm 240 ppm
1 | 1 | | 1 1
8|

S e

Fuente: Elaborado por autoras

Figura 10: Fotografia de diluciones realizadas en la primera curva de calibracion con

estandar acido clorogénico.

Fuente:Fotografia tomada por autoras

Lopez_Gallegos
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ANEXOS

Gréfico A: Curva de calibracion de &cido clorogénico estdndar en agua tetradestilada

comprendida entre 4- 40 ppm.

3.5E-01 +

3.0E-01 -

2.5E-01 -

2.0E-01 -

A =0.0081[AC]

1.5E-01 R?=0.9983

Absorbancia (UA)

1.0E-01

5.0E-02

0.0E+00

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
ppm (mg/L)

Nota: Los valores de absorbancia (A) referidos en todo el documento equivale al
promedio de 3 mediciones.

Fuente: Elaborado por autoras

3.3.3. Segunda curva de calibracion

> Soluciéon Madre 100 ppm

mg _ mg _ @ _
100ppm(T)AC—O.250L ~mg AC = 0250 £ x 100 ( n ) =25mg AC

> Preparacion de diluciones
Dilucién a 10 ppm a partir de SM de 100 ppm

_ VoxCy  50mL x 10 ppm

= = 5mL de SM
1T 100 ppm m-ae
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ANEXOS

Esquema B: Representacion esquematica de diluciones realizadas para construccion de
segunda curva de calibracion de acido clorogénico en agua tetradestilada entre 10-70 ppm.

P
Solucion
Madre a 100
L
| ) T | 1 1 1
r 1 Y 1 1 1 L i
SOM31C1 Solucion a 20 Sohicion a 30 Sohicion a Sohicion 35ﬂ1 Sohicion a 60 Sohicion a 70
et ppm ppm ppm ppm ppm ppm
g ¥ ) o - /J g - ’J . - - - ) - - /J o - o
| | | | | | |
A N A i ] A )
- )
Sml 10 mL 15 mL 20 mlL I 25 mlL 30 mL 35 mlL
g - P - et et - " p-

Fuente: Elaborado por autoras.

Figura 11: Fotografia de diluciones realizadas en la segunda curva de calibracion con

estandar acido clorogénico.

Fuente: Fotografia tomada por autoras
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Gréfico B: Curva de calibracion de acido clorogénico estandar en agua tetradestilada

comprendida entre 10- 70 ppm

1.5£-01 A =0.0053[AC]
RZ=0.999
1.0E-01
5.0E-02
0.0E+00 T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

ppm (mg/L)

Fuente: Elaborado por autoras

3.3.4. Tercera curva de calibracion (curva final)

> Soluciéon Madre a 200 ppm

200 ppm (@)AC =9 g AC = 02504 x200 =2 = 50 mg AC
ppm 7 0250L MY ' L g

[ Preparacion de las diluciones

Dilucién a 30 ppm a partir de SM de 200 ppm

_ VaxC,  50mL x 30 ppm

_ = 7.5mL
1=, 200 ppm m
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Esquema C: Representacion esquematica de diluciones realizadas para la construccion de

tercera curva de calibracion de acido clorogénico en agua tetradestilada entre 30-110 ppm

:
Solucion
Madre a

v _mm. /
\_l_l'

) \ \ ) ) : 1 . \ : \ . )
Solucion || | Sofucion a || | Sohucion a || | Sohucién a || | Solucion a || | Solucién a || | Solucion a 5;’3]'6‘*""“ Solucién a
30 ppm 40 ppm 1 50 ppm 60 ppm _ T0ppm 80 ppm 0ppm P]Jml 110 ppm

, 4 b, \ oy . 4 \ S J L oy \

[ 1 [ 111’ -‘1’ -"1F \.1r 111’ -\1’ 11 \.1

7.5mL 10 mL 125 mL 15 mL 17.5mL 20 mL 225 mL 25 mlL 27.5 mL

J , \ ! L S \ ! J \ o "

Fuente: Elaborado por autoras

Figura 12: Fotografia de diluciones realizadas en la tercera curva de calibracion con estandar

acido clorogénico.

Fuente: Fotografia tomada por autoras
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Tabla C: Datos espectroscopicos usados para construir tercera curva de calibracion con

solucion estandar de acido clorogénico en agua tetradestilada.

[AC] mg/L

0
30.0000
40.0000
50.0000
60.0000
70.0000
80.0000
90.0000

100.0000
110.0000

1

1.55E-04
1.47E-01
1.82E-01
2.29E-01
2.76E-01
3.18E-01
3.65E-01
4.13E-01
4.55E-01
5.02E-01

Absorbancias
2

1.55E-04
1.47E-01
1.82E-01
2.29E-01
2.76E-01
3.18E-01
3.65E-01
4.13E-01
4.55E-01
5.02E-01

3

1.55E-04
1.47E-01
1.82E-01
2.29E-01
2.76E-01
3.18E-01
3.65E-01
4.13E-01
4.55E-01
5.02E-01

A

1.55449E-04
1.46890E-01
1.82390E-01
2.29430E-01
2.75570E-01
3.18010E-01
3.65110E-01
4.12700E-01
4.54910E-01
5.02180E-01

Nota: La lectura de A de cada estandar se realiz6 por triplicado.

Los datos de absorbancias mostrados por el espectrofotdmetro Agilent 8453

corresponden a la referencia medida (agua tetradestilada), es decir, el equipo muestra las

absorbancias corregidas.
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Gréfico C: Curva de calibracién de &cido clorogénico estdndar en agua tetradestilada

comprendida entre 30-110 ppm

A (UA)

6.00E-01

5.00E-01

4.00E-01

3.00E-01

2.00E-01

1.00E-01

0.00E+00

y = 0.0046x
R? =0.9995r
a=0.003397579

0 20

40

60
ppm (mg/L)

80 100

120

Fuente: Elaborado por autoras

Para realizar los célculos de errores asociados a la curva, es necesario tomar en cuenta la tabla

a continuacion.

ST [AC] mg/L

0
30
40
50
60
70
80
90

100
110

Tabla D: Valores de “y ajustados”

Acorregida

1.55449E-04
0.14689
0.18239
0.22943
0.27557
0.31801
0.36511
0.4127
0.45491
0.50218

~

y
0.0033936
0.13927
0.18456
0.22985
0.27514
0.32043
0.36573
0.41102
0.45631
0.50160

yi—y
-3.23810E-03
7.62195E-03
-2.16955E-03
-4.21050E-04
4.27450E-04
-2.42405E-03
-6.15550E-04
1.68295E-03
-1.39855E-03
5.79950E-04

SUMA

(yi —y)?

1.04853E-05
5.80941E-05
4.70695E-06
1.77283E-07
1.82714E-07
5.87602E-06
3.78902E-07
2.83232E-06
1.95594E-06

3.36342E-07
8.50259E-05
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Tabla E: Datos estadisticos usados para la determinacion de las incertidumbres asociadas a la ecuacion de la recta de calibracion

con &cido clorogénico estandar a 324 nm

xi yi xiyi xi? xXi—X (xi — x)% yi—y
0 1.55449E-04 0.0000 0.0000 -63.0000 3969.0000 -0.28858
30 0.14689 4.4067 900.0000 -33.0000 1089.0000 -0.14184
40 0.18239 7.2956 1600.0000 -23.0000 529.0000 -0.10634
50 0.22943 11.4715 2500.0000 -13.0000 169.0000 -0.05930
60 0.27557 16.5342 3600.0000 -3.0000 9.0000 -0.01316
70 0.31801 22.2607 4900.0000 7.0000 49.0000 0.02928
80 0.36511 29.2088 6400.0000 17.0000 289.0000 0.07638
90 0.41270 37.1430 8100.0000 27.0000 729.0000 0.12397
100 0.45491 45.4910 10000.0000 37.0000 1369.0000 0.16618
110 0.50218 55.2398 12100.0000 47.0000 2209.0000 0.21345
> 630 2.88735 229.0513 50100 0 10410 0.00000
X 63 0.28873 22.90513 5010 0 1041 0.00000
Lopez_Gallegos 26

(yi — y)*
0.08328

0.02012
0.01131
0.00352
0.00017
0.00086
0.00583
0.01537
0.02761
0.04556
0.21363
0.02136

(xi —x)(yi—y)
18.18048

4.68087
2.44592
0.77096
0.03949
0.20493
1.29838
3.34707
6.14849
10.03194
47.14854
4.71485



ANEXOS

3.4- Formulas estadisticas para tratamiento de datos
(Miller J. N.& Miller, 2002)

Media aritmética X = Z%i Ecuaciéon 5
. i— )2
Desviacion estandar s = /Z‘(;C%lx) Ecuacion 6
Limite de confianza de la media LC; = X #+ t"ﬁs Ecuacion 7
*Anexo 1V: Tabla de t student, usados al 95% de confianza
3.5- Métodos de Minimos Cuadrados
(Miller J. N.& Miller, 2002).
Ecuacidn de la recta: y=a+bx Ecuacion 8
Pendiente de la recta: b=w Ecuacion 9
Yi(xi—%)?
Ordenada en el origen: a=y—bx Ecuacion 10
Coeficiente de correlacion: = — 20 Gi-y) e Ecuacion 11
{[Zi(xi—2)2] [ Z:vi-¥)*]}

Errores aleatorios en y: Sy/x = /Z(’Z—:;”)z Ecuacién 12
Y p . . _ Sy/x ..
Desviacion estandar de la pendiente: Sp = i Ecuacion 13
- -7 ; - _ Zixiz -z
Desviacion estandar del intercepto Sa = Sy/x /—n SN Ecuacion 14
L . Sy 1,1 (=92 .
Desviacion estandar de X Sxg ==, \/m +-+ PN i) Ecuacion 15
Limite de confianza de la pendiente: +LCh(959) = tn-2)Sh Ecuacion 16
Limite de confianza de ordenada en el origen: +LCq95%) = t(n-2)Sa Ecuacion 17
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Limite de confianza para un valor X, +LCyy(95%) = tn-2)Sx, Ecuacion

18

Limite de Deteccion LOD =y, + 35, Ecuacion 19

Limite de cuantificacion LOQ =y, +10S, Ecuacion 20
Donde:

a: Intercepto
b: Pendiente de la recta
x: Concentracion de la muestra

v : Puntos sobre la recta de regresion calculada correspondientes a los valores
individuales de X, es decir los valores de y «ajustados».

Sy /x- Desviacion de la absorbancia

Sp: Desviacion de la pendiente

S,: Desviacion del intercepto

r: Coeficiente de regresion

t: se obtiene para un nivel de confianza deseado y (n-2) grados de libertad
n: NUumero de muestras

m: Analisis replicados

LOD: Limite de deteccion

LOQ: Limite de cuantificacion
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CALCULOS

» Ecuacion de la recta de calibrado

o Z{i D) ¢ =) _ 47.14854 _ 099980
{[Xi(xi = 0)2][X:(vi —)?]}2  (10410)(0.21363)2

r2 = (0.9998015)2 = 0.99960

T %) (i =)} 47.14854

= = 4.52915x1073
.(xi — 7)2 10410 52915x10

b

a =7y —bx =0.28873 —4.52915x1073(63) = 3.39355x103
y=a+ bx
y = 3.39355x1073 + 4.52915x1073( x)
x = 3.39355x1073

__ A-3.39355x1073

[AC] = ———— Ecuacion 21

4,52915x1073

» Errores asociados a la recta de calibrado

_ [Zi-9D)2_ [8.50259E-05 _3
Syjx = BTz [P0 _ 396009510

Sy/x _ 3.26009x1073

S, = =
* Sk —%)? V10410

S.=S 2 356000510 |—00_ _ 5 26163x103
Ty S xi— )2 X 10x10410 x

# Limites de confianza de la recta de calibrado

= 3.19525x107°

+LCp 050 = tin_2)Sp = £(2.31 x 3.19525x1075) = + 7.38102x10
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b = 4.52915x1073 + 3.19525x107°
+LCq o509y = Ft(n-2)Sa = +(2.31x 2.26163x1073) = + 5.22436x1073

a = 3.39355x1073 + 2.26163x1073

» Errores y limites de confianza de la concentracion:

S}’/x\/1 1 (Vo — ¥)?

m o n o bEy(xi—x)?

Sxo = b

3 10 (4.52915x1073)2(10410)

3.26009x1073 |1 1 (1.55449x10~%—0.28873)2
= =4 — = 0.65312
4.52915x1073

» Limite de deteccién (LOD)

LOD =y, + 35S, = 1.55449x10~* + 3(3.19525x107°) = 2.51306x10~*

» Limite de cuantificaciéon (LOQ)

LOQ =y, + 10S, = 1.55449x10™* + 10(3.19525x107°) = 4.74974x10™*

Para calcular la concentracién de &cido clorogénico presente en las muestras de hojas

verdes, se sustituye la Absorbancia (A) medida en la ecuacion 21:

. A-3.3935x1073
Ej: [AC] = ———=
4.52915x10~3

Sustituyendo A:

A —3.3935x1073 _0.27348 — 3.3935x1073

AC] = — _ 0632
A = = 52915%10 4.52915x10-3 59.63293
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Tabla F: Concentracion de AC en hojas verdes de Guarumo a partir de la ecuacion de

calibrado encontrada.

Absorbancia

0.27348
0.27764
0.21635
0.25703
0.22420
0.25743
0.37387
0.43297
0.45241

Concentracion (mg/L)

59.63293
60.55142
47.01908
56.00090
48.75230
56.08922
81.79824
94.84704
99.13924

Dado que las diluciones de las muestras estan en relacién 1: 1, la concentracion
mostrada por el espectrofotdmetro es la que corresponde a cada muestra.

3.6. Calculo de mg acido clorogénico/ g hoja

Para éste calculo se toma en cuenta los pesos de muestras de hojas secas y verdes

tomados para la preparacion de las infusiones, los cuales se muestran a continuacion (Tabla

G):

Tabla G: Pesos de muestras de hojas de Guarumo tomados en la preparacién de infusiones

# Muestra

11
1.2
1.3
2.1
2.2
2.3
3.1
3.2
3.3

Peso (g) hojas secas

1.0039
1.0030
1.0020
1.0086
1.0081
1.0035
1.0056
1.0052
1.0012

Peso (g) hojas verdes

1.0030
1.0019
1.0059
1.0062
1.0040
1.0074
1.0048
1.0019
1.0027

Lopez_Gallegos

31



ANEXOS

Dado que no se encontrd AC en hojas secas solamente se utilizan los datos de hojas verdes de
la tabla G

A c]%x V(L)

[AC] % =—t Ecuacion 22
Ej:
mg IAC] %x V() 59.63293 %xo.OSOL mg AC
[AC]— = = =2.97272 :
g m(g) 1.0030 g g hoja

Tabla H: Contenido de &cido clorogénico en mg AC / g de hojas verdes de Cecropia Peltata

Nombre de Concentracion mg AC/g mg AC/g promedio

muestra (ppm) hoja
Acidguaru 1.1 59.63293 2.97272
Acidguaru 1.2 60.55142 3.02182 2.77686 £ 0.38253
Acidguaru 1.3 46.99700 2.33606
Acidguaru 2.1 56.00090 2.78279
Acidguaru 2.2 48.75672 2.42812 2.66492 £ 0.20507
Acidguaru 2.3 56.08922 2.78386
Acidguaru 3.1 81.79824 4.07037
Acidguaru 3.2 94.84704 4.73335 4.58244 + 0.45575
Acidguaru 3.3 99.13924 4.94361

Utilizando la ecuacion 6, se obtiene la desviacion estandar (s) de la concentracion de AC en hojas

verdes expresadas en mg/g AC.
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ANEXO IV: TABLA T STUDENT

Tabla A.2, La distribucion £

Valor de t para un infervalo de confianza de 90% 95% 98% 99%
Valor crtico de | f| para valores de P de nimero

de grados de libertad o 005 002 ao01
1 6.31 12.71 31.82 6366
2 292 4,30 6.96 9.92
3 2.35 3.18 454 584
4 213 2.78 3.75 4,60
5 2.02 2.57 3.36 4,03
6 1.94 245 3.14 3n
7 1.89 2.36 3.00 3.50
8 1.86 2.31 2.90 3.36
9 1.83 2.26 2.82 3.25
10 1.81 2.23 276 317
12 1.78 2.18 268 3.05
14 1.76 2.14 262 2.98
16 1.75 2.12 2.58 2.92
18 1.73 2.10 2.55 2.88
20 1.72 2.09 2.53 2.85
30 1.70 2.04 246 2.75
50 1.68 20 2.40 268
o 1.64 1.96 233 2.58

Fuente: Miller J. N.& Miller, 2002

Lopez_Gallegos

33



ANEXOS

ANEXO V:RESULTADOS DE ENSAYOS PRELIMINARES

Esquema D: Procedimiento de extraccion hidroalcohdlica

A

Extraccion por Secado en
reflujo rotavapor y
o 0 lavado

Y

Filtracion

Fuente: Elaborado por autoras

Esquema E: Procedimiento de extraccién alcohdlica

agegar 10 mL metanol

y bafio Maria a 60°C 5

Pesar 1g muestra

</

Fuente: Elaborado por autoras

Dilucion a 25
m\/

Cromatografia de
capa fina
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Figura D: Visualizacién en luz uv a 365 nm de placa con extracto hidroalcohdlico de hojas

secas (Placa 20 x 20 cm), usando estandar (AC) concentrado.

ST 11 1213 2.1 22 23 31 32 33

Fuente: Fotografia tomada por autoras

Figura E: Visualizacion en luz uv a 365 nm de placa con extracto alcohdlico de hojas secas

(Placa 20 x 20 cm), usando estandar (AC) concentrado.

ST SSESTS 1RSI ] 208 3031 322 33

Fuente: Fotografia tomada por autoras
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Figura F: Visualizacion en luz uv a 365 nm de placa con infusién de hojas verdes (Placa 5

x10 cm), usando estandar (AC) diluido.

ST M M MMM

Fuente: Fotografia tomada por autoras

Tabla I: Valores de Rf encontrados en cada uno de los extractos obtenidos en Ensayos

Preliminares.

Distancia recorrida  Distancia recorrida

Extractos desde el punto de  hasta el frente del
Aplicacion eluyente

Hidroalcohdlico (hojas W 14 cm 0.6428
secas) - (M) - -

6 cm (ST) 9.5cm 0.6315
Alcohélico (hojas secas) - (M) - -

4 cm (ST) 6.3cm 0.6349
Acuoso (hojas verdes) 4 cm (M) 6.3cm 0.6349
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ANEXO VI: GLOSARIO

Absorbancia: Medida de la absorcion de luz por una sustancia. Medida del nimero de
fotones que pasa a través de una muestra.

Acido clorogénico: Compuesto quimico formado por un éster del acido cinamico y acido
quinico, también conocido como acido -3-O-cafeolquinico.

Acidos shikimico: Intermediario bioquimico importante en las plantas y microorganismos.
Acuminada: Aguzado, puntiagudo

Analito: Componente especifico de una muestra, a medir en un analisis.
Antihipertensivo: Sustancia o procedimiento que reduce la presion arterial

Antioxidante: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas.
Apices: Extremo superior o punta de la hoja.

Aquenios: Tipo de fruto seco producido por numerosas especies de plantas. Indehiscente

(que no se abre espontaneamente) que contiene una sola semilla.

aducas: Hoja o planta (bot): temporal que pierde las partes verdes generalmente en

otofio.

iabetes: Conjunto de trastornos metabdlicos que afecta a diferentes 6rganos y
tejidos, caracterizado por un aumento de los niveles de glucosa en sangre.

Dosel: coronamiento de un tronco.

nvés: Cara inferior, posterior o cara abaxial de la ldmina o limbo de la hoja de una

planta.
Epifito: Dicese de una planta fijada sobre otra, sin ser parésita.

Escabrosas: Aspero, duro.
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Espatas: Bractea generalmente amplia y a veces coloreada que envuelve una inflorescencia.

Espigas: Tipo de inflorescencia racemosa en el cual el eje o raquis es alargado y las flores

son sésiles

Estaminados: Cualquier flor que se caracteriza por tener los estambres muy largos,

delgados y llamativos.
Estipulas: Estructura usualmente laminar que se forma a cada lado de la base de la hoja

Factor de retencion (Rf): Relacion de la distancia recorrida en el adsorbente por un

compuesto dado a la recorrida por el disolvente.

Fenilalanina: Aminoacido esencial precursor de la tirosina e interviene en la produccién de

neurohormonas y algunas sustancias quimicas.

Fenoles: Metabolitos secundarios que pueden proceder de la ruta del acido shikimico o de la

ruta del acetato, poseen un grupo hidroxilo unido al anillo bencénico

Fitoquimica: Disciplina cientifica que tiene como objeto el aislamiento, analisis,
purificacién, elucidacion de la estructura y caracterizacion de la actividad bioldgica de

diversas sustancias producidas por los vegetales.

Flavonoides: Metabolitos secundarios de los vegetales a través de la ruta del acido

shikimico y la ruta de los policétidos

G labro (a): Denominacion dado a organismos 0 sus partes, que no presentan pelos,

tricomas o estructuras similares en su superficie externa.

Gluconeogénesis: Ruta anabdlica que permite la sintesis de glucosa y glucdgeno a partir de

precursores no glucidicos.

Glucogendlisis: Proceso catabdlico llevado en el citosol que consiste en la remocién de
glucosa de una molécula de glucogeno mediante fosforilacion para producir glucosa 1-

fosfato
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I Iipocolesterolémica: Sustancia capaz de provocar disminucion de colesterol en la

sangre, propiedad de producir hipocolesterolemia.
Hipoglucemiante: Sustancia que reduce los niveles de glucosa en sangre.

I nflorescencia: Disposicion de las flores sobre las ramas o la extremidad del tallo. Su

limite esta determinado por una hoja normal.
Infrutescencia: Conjunto de frutos que remplazan a las flores de una inflorescencia.

imite de deteccidn: En términos generales, el limite de deteccion de un analito se
Lpuede describir como aquella concentracion que proporciona una sefial en el
instrumento (y) significativamente diferente de la sefial del “blanco” o “ruido de fondo”
(Miller J. N.& Miller, 2002)

Obovado: De forma inversamente ovada, con la parte ancha en el &pice, de forma

semejante a la de un huevo.

Panl’cula: Inflorescencia compuesta formado por racimos cuya longitud disminuye, de

aspecto piramidal.
Pedunculo o pedicelo: Rama que sostiene una flor o inflorescencia.

Perdida por secado: Procedimiento que determina la cantidad de materia volatil en las

condiciones especificadas.
Perianto: Conjunto de envolturas florales, céliz y corola que rodean los estambres y pistilo.

I\/I edicina tradicional: Tiene como fundamento el saber médico ancestral de la
poblacidn, ésta es transmitida por la tradicion familiar o comunitaria, que tienen sus

propios agentes de salud y sus ideas especificas sobre la enfermedad y la curacion.

Metabolitos primarios: Se producen en el curso de reacciones metabdlicas anabdlicas o
catabolicas que tiene lugar durante las fases de crecimiento y contribuyen a la produccion de

biomasa o energia por las celulas
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Metabolitos secundarios: Compuesto organicos sintetizados por los organismos que no

tienen el rol directo de crecimiento o reproduccion del mismo.
Muestra: Porcion del material a evaluar

Palmatilobada: Hoja palmeada en la que las divisiones llegan a la mitad del limbo o

parte membranosa de la hoja
Peciolo: Organo de la hoja que la une a la ramita que la sostiene.

Pedicelos: Pedunculo; es la ramita que sostiene una inflorescencia o un fruto tras su

fecundacion.
Peltada: Peltata; lamina redondeada y con el peciolo inserto en el centro.

Pistilados: Dicese de flores femeninas o flores hembras. Son las que tienen un pistilo
funcional capaz de producir semillas, pero o no tiene estambres o tienen estambres con

anteras que son incapaces de producir polen.

Polifonoloxidasas: Enzimas que catalizan una reaccion que transforma o- difenoles en o-
quinonas, que son muy reactivas y atacan a una gran variedad de componentes celulares
favoreciendo la formacién de polimeros negro- marron, responsables del oscurecimiento de

los tejidos vegetales cuando se dafian fisicamente.

Planta medicinal: Cualquier vegetal que contenga, en cualquiera de sus érganos, alguna
sustancia con actividad farmacoldgica que se pueda utilizar con fines terapéuticos o que se
pueda emplear como prototipo para obtener nuevos farmacos por sintesis o0 hemisintesis
farmacéutica (Kuklinski, 2000)

Planta silvestre: Planta que crece espontaneamente (Kuklinski, 2000)

Principio activo: Sustancia quimica con actividad farmacologica y del uso terapéutico de
una droga. (Kuklinski, 2000)

Puberulentos: Estado de una superficie cubierta de vello, pelo fino, suave.
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avia: Liquido que circula por las diversas partes de los vegetales.
Sinuosos: Se aplica al trayecto que tiene curvas, ondulaciones o recodos.

Taxonoml'a: Ciencia de la clasificacion, es la ciencia de ordenar la diversidad bioldgica

en taxones anidados unos dentro de otros, ordenados de forma jerarquica, formando

un sistema de clasificacion.

Tomentoso: Término utilizado para describir los pelos de plantas que se doblan y son

enmarafiados, formando capas de lana.
Truncado: Incompleto

l l mbelas: Inflorescencia cuyos pedicelos parten todos de un mismo punto para elevarse

al mismo nivel.
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ANEXO VII: HOJA DE SEGURIDAD DEL ACIDO CLOROGENICO

I ORGANICS — |

Material Safety Data Sheet

Chlorogenic Acid, 99% Predominantly Trans (Ex Coffee Seeds)

MSDS# 09255

ESTANDAR

Section 1 - Chemical Product and Company lIdentification

MSDS Name:

Chlorogenic Acid, 99% Predominantly Trans (Ex Coffee Seeds)

Catalog Numbers: AC109240000, AC109240010, AC109240050

Synonyms:

Company ldentification:

Company ldentification: (USA)

For information in the US, call:

For information in Europe, call:
Emergency Number, Europe:
Emergency Number US:
CHEMTREC Phone Number, US:
CHEMTREC Phone Number, Europe:

3-[[3-(3,4-Dihydroxyphenyl)-1-Oxo-2-Propenyl]Oxy]; 1,4,5-trihydroxycyclohexanecarboxylic acid.

Acros Organics BVBA
Janssen Pharmaceuticalaan 3a
2440 Geel, Belgium

Acros Organics One
Reagent Lane Fair
Lawn, NJ 07410

800-ACROS-01
+32 14575211
+32 14 57 52 99
201-796-7100
800-424-9300
703-527-3887

Section 2 - Composition, Information on Ingredients

CAS#: 327-97-9
Chemical Name: Chlorogenic Acid
%: 99%
EINECS#: 206-325-6
Hazard Symbols: None listed
Risk Phrases: None listed

Section 3 - Hazards Identification
EMERGENCY OVERVIEW

Caution! The toxicological properties of this material have not been fully investigated. May cause eye and skin irritation.
May cause respiratory and digestive tract irritation. Target Organs: None known.

Potential Health Effects

Eye: May cause eye irritation.

Skin: May cause skin irritation.

May cause irritation of the digestive tract. The toxicological properties of this substance have not been fully
investigated.

May cause respiratory tract irritation. The toxicological properties of this substance have not been fully
investigated.

Chronic: No information found.

Ingestion:

Inhalation:

Section 4 - First Aid Measures

Eves: Flush eyes with plenty of water for at least 15 minutes, occasionally lifting the upper and lower eyelids. Get

yes: - -
medical aid.

Get medical aid. Flush skin with plenty of water for at least 15 minutes while removing contaminated

clothing and shoes. Wash clothing before reuse.

Never give anything by mouth to an unconscious person. Get medical aid. Do NOT induce vomiting. If

Skin:
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Ingestion: conscious and alert, rinse mouth and drink 2-4 cupfuls of milk or water.
— Remove from exposure and move to fresh air immediately. If not breathing, give artificial respiration. If
Inhalation: L : ; -
breathing is difficult, give oxygen. Get medical aid.
Notes to
Physician:
Section 5 - Fire Fighting Measures

Asinany fire, wear a self-contained breathing apparatus in pressure-demand, MSHA/NIOSH (approved
General - . . A . .
Information: or equivalent), and full protective gear. During a fire, irritating and highly toxic gases may be generated by

thermal decomposition or combustion. Runoff from fire control or dilution water may cause pollution.

Extinguishing  Use agent most appropriate to extinguish fire. Use water spray, dry chemical, carbon dioxide, or
Media: appropriate foam.

Autoignition
Temperature:
Flash Point: Not applicable.

Explosion Limits:
Lower:

Explosion Limits:
Upper:

NFPA Rating: health: 1; flammability: 0; instability: O;
Section 6 - Accidental Release Measures

Not applicable.

Not available

Not available

General . . - . .
Information: Use proper personal protective equipment as indicated in Section 8.
Vacuum or sweep up material and place into a suitable disposal container. Clean up spills immediately,
Spills/Leaks: observing precautions in the Protective Equipment section. Avoid generating dusty conditions. Provide
ventilation.
Section 7 - Handling and Storage

Wash thoroughly after handling. Remove contaminated clothing and wash before reuse. Use with adequate
Handling: ventilation. Minimize dust generation and accumulation. Avoid contact with eyes, skin, and clothing. Keep

container tightly closed. Avoid ingestion and inhalation.

Store in a tightly closed container. Store in a cool, dry, well-ventilated area away from incompatible substances.

Storage: .
g Keep refrigerated. (Store below 4f C/39f F.)
Section 8 - Exposure Controls, Personal Protection

o —— o o o +
| Chemical Name | ACGIH | NIOSH |OSHA - Final PELs|
[=m—mmmmm o | ==—==mmmmmmm oo | =====mmmmmmm oo |==—=—mmmm oo I
| Chlorogenic Acid |none listed |none listed |none listed |
o R e e e L o +

OSHA Vacated PELs: Chlorogenic Acid: None listed
Engineering Controls:

Facilities storing or utilizing this material should be equipped with an eyewash facility and a safety shower. Use
adequate ventilation to keep airborne concentrations low.

Exposure Limits

Personal Protective Equipment

Wear appropriate protective eyeglasses or chemical safety goggles as described by OSHA's eye and face
protection regulations in 29 CFR 1910.133 or European Standard EN166.

Skin: Wear appropriate protective gloves to prevent skin exposure.

Clothing: Wear appropriate protective clothing to prevent skin exposure.

Follow the OSHA respirator regulations found in 29 CFR 1910.134 or European Standard EN 149. Use a
Respirators: NIOSH/MSHA or European Standard EN 149 approved respirator if exposure limits are exceeded or if
irritation or other symptoms are experienced.

Eyes:

Section 9 - Physical and Chemical Properties

Dl H L Cigio. D ol
Ty Srearotate. T Ovwoet
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Color: white to yellow-beige
Odor: None reported.
pH: Not available
Vapor Pressure: Not available
Vapor Density: Not available
Evaporation Rate: Not available
Viscosity: Not available
Boiling Point: Not available
Freezing/Melting Point: 207.00 - 209.00 deg C
Decomposition Temperature: Not available
Solubility in water: soluble in hot water
Specific Gravity/Density:
Molecular Formula: C16H1809
Molecular Weight: 354.30
Section 10 - Stability and Reactivity

Chemical Stability: Stable under normal temperatures and pressures.
Conditions to Avoid: Incompatible materials, dust generation, excess heat, strong oxidant
Incompatibilities with Other Materials Not available
Hazardous Decomposition Products Carbon monoxide, carbon monoxide, carbon dioxide.
Hazardous Polymerization Has not been reported.
Section 11 - Toxicological Information
RTECS#: CAS# 327-97-9: GU8480000

LD50/LC50: RTECS: Notavailable.
Carcinogenicity: Chlorogenic Acid - Not listed as a carcinogen by ACGIH, IARC, NTP, or CA Prop 65.
Other: No information found.
Section 12 - Ecological Information
Not available
Section 13 - Disposal Considerations
Dispose of in a manner consistent with federal, state, and local regulations.
Section 14 - Transport Information
US DOT
Shipping Name: Not regulated as a hazardous material
Hazard Class:
UN Number:
Packing Group:
Canada TDG
Shipping Name: Not available
Hazard Class:
UN Number:
Packing Group:
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Section 15 - Regulatory Information
European/International Regulations
European Labeling in Accordance with EC Directives
Hazard Symbols:Not available
Risk Phrases:
Safety Phrases:

S 24/25 Avoid contact with skin and eyes.
S 28A After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

S 37 Wear suitable gloves.
S 45 In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where
possible).
WGK (Water Danger/Protection)
CAS# 327-97-9: Not available
Canada

Canadian WHMIS Classifications: Not available

This product has been classified in accordance with the hazard criteria of the Controlled Products Regulations
and the MSDS contains all of the information required by those regulations.

CAS# 327-97-9 is not listed on Canada's Ingredient Disclosure List.

US Federal
TSCA

CAS# 327-97-9 is not listed on the TSCA Inventory. It is for research and development
use only.

Section 16 - Other Information
MSDS Creation Date: 9/02/1997
Revision #7 Date 7/20/2009

The information above is believed to be accurate and represents the best information currently available
to us. However, we make no warranty of merchantibility or any other warranty, express or implied,
with respect to such information, and we assume no liability resulting from its use. Users should make
their own investigations to determine the suitability of the information for their particular purposes. In no
event shall the company be liable for any claims, losses, or damages of any third party or for lost profits
or any special, indirect, incidental, consequential, or exemplary damages howsoever arising, even if the
company has been advised of the possibility of such damages.
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ANEXO VIII: CERTIFICADO DE CALIBRACION DE EQUIPOS

2

ORGOMA
\\g&;%‘é; REPORTE DE SERVICIO
EMPRESA: LNRB-MAGFOR FECHA: 23 de Mayo del 2013

RESPONSABLE: | jc. Aura Estela Mendoza
Reporte numero MQ-008-09SN

ASUNTO: GARANTIA
EQUIPOS: Nimeros de Serie:
ESPECT. 8453, AGILENT CN22806643

Dia de Inicio : 23 de Mayo del 2013 Dia finalizacién : 23 de Mayo del 2013

DESCRIPCION DE LABOR REALIZADA
Se realiz6 mantenimiento preventivo. Limpieza interna y externa del equipo. Limpieza
de paso dptico, Calibracién de Longitud de Onda. Primera visita de Contrato de
Mantenimiento.
Al equipo se le realizaron pruebas para verificar estado electrénico y desempeiio
analitico con los resultados esperados que dejan al equipo listo para ejecutar andlisis
de acuerdo a las especificaciones exigidas por Ia USP y otras Normas Internacionales
en las cuales el fabricante reconoce que este equipo cumple.
Se adjuntan 4 péginas que reportan como pruebas que pasan: Estabilidad, Intensidad
de Limparas, Filtro y Cortador, Corriente oscura, Ruido RMS, Deriva de Linea Base
RMS. 4 horas de labor. Recibe el equipe Lic. Yelba Ayerdis, Sub-Directora Técnica de
LNRB,

RECOMENDACIONES O NOTAS

Cliente

<. Yeba del Socorro/Ayerdis
LNRB-MAGFOR

Ing. Alejandro Saavedra R
J' MTO MAGFOR

Pigina 1 de 1 ¢ Departamento de Soporte Técnico
: Tel : 268-77-48/ Fax : 268-77-48

Famail * manirav@arooma com
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Z2Costado Sut Villa Progreso

UNI - RUPAP
Managua, Nicaragua.
#Telefax: (505) 248 — 0851
e-Mail: lanamet@ibw.com.ni
2 http/: www.mific.gob.ni/dtnm.index.htm

Laboratorio Nacional de Metrologia

CERTIFICADO DE CALIBRACION

Calibration Certificate

Registro: Numero de Servicio:

Register RCB-5060-13 Service Number OP-2528-13-03
Pagina 1 de 3 Paginas
Page of Pages

Balanza electrénica

Objeto
Device
Marca Mettler-Toledo GmbH
Manufacturer CH-8606 Grifensee, Suiza
Modelo AE200 Numero de Serie 1113230494
Model / Type Serial Number Inv: 014-10-5-076-092
Rango de Calibracion Max:: 0ga200g Division de Escala 0.0001 g
Scale Division e= 0.001g

Range of Calibration

Cliente
Costumer

Fecha de Calibracién

Laboratorio Nacional de Residuos Quimicos y Biolégicos (LNRQB)
ENEL Central 300 m al Sur
Managua, Nicaragua.

2013-04-23

Date of Calibration

Este Certificado de Calibracion expresa fielmente el resultado de las mediciones realizadas. Podra ser reproducido total pero no parcialmente, excepto cuando se haya
obtenido previamente permiso por escrito del Laboratorio Nacional de Metrologia. Los datos contenidos en el presente Certificado se refieren solo al instrumento descrito
en ésta pagina. Estos conciernen al resultado de la calibracién realizada en éste instrumento en el momento y bajo las condiciones en que se realizaron las mediciones
El Laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios que puedan derivarse del uso inadecuado de los instrumentos calibrados o de éste documento. El
Certificado de Calibracién no es valido sin firma y sello autorizados.

This Calibration Certificate expresses the result of realized measurements. It shall not be reproduced other than in full, except with prior written permission of the issuing laboratory. The data

contained on the present certificate refer only to the instrument described on this page and concem the result of P on this i at the moment and under test
conditions. The issuing laboratory is not responsible for any damage from the inappropiate use of the cali or of this This Calil Certificate is not valid
without authonized signature and seal.
Fecha de Emisién Calibro y
Date of Issue Calibrated by S MR e
/& MIFIC - UNI
e :
2013-05-02 fEsET 18
/ ~\ A 8 g
~ S
al ° )
e, A / .
. Majnor Ortega O} &, \o <t Alig"Gustavo Montiel
Responsable de Calibracion._ 74, anes /;lj/lrector
Person in Charge ) 2 -~ Head of Laboratory

I

e
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