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RESUMEN

Esta investigacion versa sobre el estudio de cuantificacion de metabolitos
secundarios, escopoletina en Persea schiedeana Ness, y cafeina y trigonelina
en Coffea arabica L. Para conseguir este proposito, se llevo a cabo la recoleccién
de dos especies vegetales de la flora salvadorefia seleccionadas, y fueron
identificadas por un botanico experto.

Se llevé a cabo la extraccion por el método de maceracién y decoccion, con hojas
y corteza de P. schiedeana Ness, utilizando diferentes solventes de extraccion,
luego, se elimind el solvente para obtener los extractos secos. Se desarrollo una
metodologia analitica mediante cromatografia liquida de alta eficiencia, acoplada
a un arreglo de diodos, y se determinaron los paradmetros de validacién, utilizando
la guia de la Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH), los resultados
de la verificacion del método mostraron valores que cumplieron los criterios de
aceptacion de los parametros evaluados. Posteriormente, se procedio a la
cuantificacion, y segun los resultados obtenidos (4.8792-5.079 + 0.0075 mg/100
g de hoja seca), fue el extracto etandlico de hojas, quien presento mayor cantidad
del metabolito secundario de escopoletina.

Con Coffea arabica L, se llevo a cabo la metodologia analitica, y posteriormente
se verifico los parametros de validacion, se comprobé que cada criterio de
aceptacion fue cumplido, por lo que el método es Util para su proposito empleado.
Seguido de esto, se cuantifico las infusiones de “Café”. Y con los resultados
obtenidos, se encuentra el contenido de cafeina, entre los rangos de 0.612-
0.660% y se compar6 con los limites minimos permitidos por el Reglamento
Técnico Salvadorefo, que es de 0.4% sobre base seca de “Café”, y para
trigonelina los rangos obtenidos fueron entre 0.601-0.712%, que se encuentran

entre los rangos conocidos para la especie Arabica, que oscilan entre 0.6-1.3%.
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1.0 INTRODUCCION

Desde la antigtiedad, el ser humano ha utilizado las plantas para tratar y/o curar
diferentes padecimientos. El amplio espectro de actividades farmacoldgicas de
las plantas se debe a los metabolitos secundarios que son multiblanco
macromoleculares especificos, es decir, que pueden interaccionar con las
proteinas, las membranas celulares y acidos nucleicos debido a la presencia de
grupos funcionales con pares de electrones libres como los carbonilos, hidroxilos
y amino. Ademas, existe un creciente interés en la industria farmacéutica de
productos fitoterapéuticos, que empieza su camino a la innovacién y desarrollo
tecnolégico. Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, diversas
investigaciones han sido orientadas al desarrollo de nuevas metodologias
analiticas para la cuantificacibn de metabolitos secundarios, puesto que son
indispensables para la formulacion, control y aseguramiento de calidad de
fitofarmacos a base de especies vegetales. En este sentido, este trabajo versa
sobre trabajar un método de cuantificacion de cafeina y trigonelina, de acuerdo
al método descrito (L6épez Bdbeda, 2008), por cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplado a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) en una
muestra de “Café” (Coffea arabica L, Rubiaceae) de la variedad Bourbon,
ademas, desarrollar el método de cuantificacion de escopoletina por HPLC-DAD
en 3 extractos (acuoso, etandlico y hexanico) de dos 6rganos de la especie
vegetal “Shucte” (Persea schiedeana Ness, Lauraceae). En ambas metodologias
analiticas, se llevdé a cabo la verificacion de los parametros de validacién,
mediante una serie de pruebas normalizadas y experimentales proporcionada por
la Guia de Armonizacion de la Conferencia Internacional (ICH Q2), y se
obtuvieron datos para la determinacion de los parametros de linealidad, exactitud,

repetibilidad, precision intermedia, limite de deteccion, -cuantificacion vy
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selectividad. Cuyo cumplimento fue necesario para verificar que el método
analitico es apto para el propésito establecido.

En la especie vegetal Persea schiedeana Ness (Lauraceae), se han realizado
estudios previos, en el que se determin6 su propiedad analgésica y
antiinflamatoria, se demostrdé que los extractos de las hojas de P. schiedeana
Ness tienen buena actividad antiinflamatoria relacionada con la inhibicion de
prostaglandina y esto se relaciona principalmente con la presencia de
escopoletina. Validando la importancia etnobotanica de esta especie vegetal
como una alternativa terapéutica para tratar el dolor y la inflamacion. Convirtiendo
el metabolito y especie vegetal de importancia para la industria farmacéutica. Al
realizar la cuantificacién de escopoletina, en los diferentes extractos de hojas y
corteza, se documenta que existen diferencias significativas al comparar la
cantidad de metabolito, y segun los resultados obtenidos, fue el extracto etandlico
de hojas, con un rango entre 4.879-5.079 mg/g, quien presenté una mayor

cantidad del metabolito secundario de escopoletina.

Para la especie vegetal Coffea arabica L, son atribuidas propiedades
farmacolégicas, como actividades antioxidantes y antiinflamatoria, gracias a la
presencia de compuestos como la cafeina y trigonelina. Ademas, importantes
efectos estimulantes en el cerebro, asi como en los sistemas cardiovascular,
respiratorio, renal, gastrointestinal, y en el tejido adiposo. Por estos motivos se
cuantificé los metabolitos cafeina y trigonelina presentes en C. arabica. Segun
los datos obtenidos, para la cuantificacién de cafeina, los rangos encontrados
oscilan entre 0.612-0.660%, y son comparables con el limite minimo permitido
por el Reglamento Técnico Salvadoreiio, el cual es 0.4%, sobre base seca. Para
la cuantificacion de trigonelina, los valores se encuentran entre los rangos de
0.601-0.712%, lo que indica que se encuentran dentro de los valores conocidos

tradicionalmente para la especie Arabica, que van de 0.6-1.3%.
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Se busca también que las técnicas analiticas especificadas y desarrolladas en
esta investigacion puedan ser aplicadas a futuros estudios en especies vegetales
que contengan los metabolitos secundarios de interés, teniendo en cuenta,
concentraciones, posibles interferencias y todos aquellos factores que se deben

tomar en cuenta en un desarrollo de método.

La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Investigacion en Productos
Naturales (LIPN) de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El

Salvador, entre los meses de marzo a noviembre del afo 2022.
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2.0 OBJETIVOS

2.10bjetivo General

Cuantificar por HPLC-DAD los metabolitos secundarios de cafeinay trigonelina

en Coffea arabica L y escopoletina en Persea schiedeana Ness.

2.20bjetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

Preparar extractos de hojas y corteza de Persea schiedeana Ness
e infusiones de granos de “café” tostado de Coffea arabica L, en

muestras previamente recolectadas y tratadas.

Desarrollar y verificar los parametros de validacion de una
metodologia HPLC-DAD, para la cuantificacion de escopoletina,

cafeina y trigonelina.

Determinar los parametros de desempefio de la validacion en el
método analitico para la cuantificacion de escopoletina, cafeina y
trigonelina, aplicando los lineamientos descritos en la Conferencia

Internacional sobre Armonizacion Q2 (ICH).

Analizar e interpretar los resultados obtenidos en la determinacién
de los parametros de desempeiio de la validacion del método
analitico para la cuantificacion de escopoletina, cafeina y

trigonelina.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de las plantas

Las plantas son organismos vivos y como tal se comportan. Para poder vivir,
desarrollan diferentes rutas metabdlicas mediante las cuales obtienen la energia
necesaria para poder vivir, desarrollarse y reproducirse. El proceso mediante el
cual la planta obtiene la energia necesaria para su vida se conoce con el nombre
de fotosintesis.

La fotosintesis convierte el didxido de carbono y el agua en glucosa y oxigeno.
La planta se encuentra expuesta a las inclemencias del medio que le rodea, y
unida al suelo a través de su sistema radicular por el cual obtiene gran cantidad
de nutrientes necesarios para su vida y desarrollo. Por lo que, al analizar las rutas
metabdlicas que sigue la planta para la produccién de metabolitos primarios y
secundarios, es de considerar muchos factores externos como por ejemplo luz,
agua, temperatura, suelos y factores internos como la genética y hormonas, que

afectan al crecimiento de la planta y, por ende, su metabolismo.

3.1.2 Naturaleza quimica de las plantas

Los componentes quimicos de las drogas vegetales son generalmente
abundantes y de estructura diversa. Segun su naturaleza quimica (Ver Tabla N°
1) se pueden clasificar en: Inorganicos y Organicos, los compuestos organicos
qgue se hallan presentes en el vegetal y pueden proceder del metabolismo

primario o del metabolismo secundario. ¢
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Tabla N°1. Clasificacion de drogas vegetales segun su haturaleza quimica ()

Compuestos Organicos

Compuestos :
L Procedentes del metabolismo _ _
Inorgéanicos o Procedentes del metabolismo secundario
primario
* Gldcidos (osas simples, | Isoprenoides:  terpenos, aceites
oligosacaridos) esenciales, polisacaridos)
+Lipidos y ceras vegetales saponinas, cardioténicos
A * Aminoacidos y proteinas * Derivados fendlicos:
gua - . o L .
) + Acidos nucleicos Shikimatos: fenoles y &cidos fendlicos,
Minerales

+ Compuestos nitrogenados:
glucosidos cianogenéticos,

glucosinolatos, enzimas

cumarinas, lignanos, flavonoides,
antocianinas, taninos
Acetatos: quinonas, antracendsidos

*Alcaloides

3.1.3 Rutas biosintéticas de las plantas.

Existen dos tipos fundaméntales de metabolismo:

e Metabolismo primario: Se considera esencial para la vida y es comdn a

todos los seres vivos del mundo.

e Metabolismo secundario: No se considera esencial para la vida y

Ganicamente se produce en ciertos grupos vegetales.

En los vegetales en los que se producen metabolitos secundarios son muy

importantes puesto que da lugar a productos que resultan de sumo interés desde

el punto de vista farmacol6gico. La mayoria de los principios activos que se

obtienen de las plantas medicinales proceden, de hecho, de metabolitos

secundarios. ()
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3.2 Metabolitos secundarios.

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo
primario, pero de limitada distribucion en el reino de las plantas, restringidos a un
grupo taxonomico particular. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma

generalizada. ¢

Los compuestos secundarios no tienen una funcion aparente en el metabolismo
primario, pero si tienen una implicacion ecolégica como defensa contra
herbivoros, virus, hongos, bacterias, como sustancias alelopaticas, fitoalexinas o
disuasorios nutritivos. Otros tienen una funcion fisiolégica, por ejemplo, los
alcaloides, las pectinas que pueden servir para el transporte de nitrégeno téxico
y compuestos de almacenamiento, mientras los compuestos fenélicos como los
flavonoides realizan una funcibn como protectores de rayos ultravioletas.
Ademas, son una fuente importante de principios activos de medicamentos y de

valiosos productos quimicos

Se agrupan en cuatro clases principales, estos son: Terpenos, compuestos

fendlicos, glicésidos y alcaloides.

3.2.1 Generalidades de alcaloides.

La diversidad estructural y la gama de actividades farmacoldgicas hacen de los
alcaloides uno de los grupos de compuestos mas importantes entre las

sustancias naturales con interés terapéutico. @

Los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas con caracter basico y
mayoritariamente de origen vegetal, dotados de actividades fisiolégicas diversas,

asi como de presentar toxicidad a determinadas dosis.
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3.2.1.1 Estructura quimica.

Los alcaloides son compuestos que contienen uno o varios &tomos de nitrégeno
en su estructura, son de bajo peso molecular y se encuentran principalmente en
las plantas. El nitrégeno esta presente en forma de amina 1°, 2° o 3° el cual
generalmente confiere la basicidad, lo que facilita el aislamiento y la purificacion.
Sin embargo, el grado de alcalinidad es muy variable, dependiendo de la
estructura de la molécula del alcaloide y la localizacion de otros grupos
funcionales. En la naturaleza también se encuentran alcaloides conteniendo una

amina cuaternaria, de esta funcién depende su actividad biologica. i)

3.2.1.2 Acciones farmacoldgicas y drogas con alcaloides de interés.

Los alcaloides son sustancias que suelen tener actividad incluso a dosis muy
bajas. Muchos de ellos son sustancias muy toxicas, por lo que se deben extremar
las precauciones cuando se utilicen terapéuticamente. Hay muchos tipos de
alcaloides vy, por ello, sus aplicaciones son muy variadas. De acuerdo con su
origen biosintético, los alcaloides muestran una gran diversidad estructural en
una homogeneidad bioquimica, es decir, se puede agrupar los alcaloides
naturales conocidos por sus precursores biogenéticos. (Ver Figura N°1).

Las bases xanticas son alcaloides derivados de la purina. Las mas importantes
son las metilxantinas como la cafeina, la teobromina y la teofilina. En general,
todas las bases xanticas presentan las siguientes actividades farmacoldgicas:
Estimulante nervioso, Accion antidepresiva, accion diurética., actividad digestiva,
accion estimulante cardiaca, accion vasoconstrictora, accion broncodilatadora y
accion lipolitica. Otras propiedades de las bases xanticas son: actividad

vasodilatadora periférica, efecto antiagregante plaquetario y efecto antioxidante.
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Son estructuras hidroxiladas (OH) en el anillo aromatico y, por lo tanto, son

polifendlicas. ¢

Clasificacion de Alcaloides

A A N
Alcaloides alifaticos Alcaloides arométicos AIcaI0|((jJI_e s de origen
iverso
J/ J J
( . \ 4 N\ 4 N\
Derivados de la Derivados del Alcaloides
— PR — acido nicotinico —  terpénicosy
(Pirrolidina, (Piridinas) esteroidales
tropanicos)
. J/ . J . J
s A 'Y A 'Y N
Derivados de la Derivados de Alcaloides
Lisina | [ fenilalaninay | diversos
(Piperidinas, tirosina (Purinas,
quinolizidinicos) (isoquinoleinas) macraciclos)
. J/ . J . J
'Y N
Derivados de
| triptofano
(indolicos,
qguinoleinas)
. J

Figura N°1. Clasificacion de Alcaloides segun su origen. )

Se pueden encontrar como aglicones libres o en forma de O-heterésidos o C-
heterdsidos, unidos generalmente a glucosa, que es el azicar mas frecuente. De
los tres anillos, el anillo A se biosintetiza a través de la ruta de los policétidos y el
anillo B y la unidad C; (que forma el anillo C) proceden de la ruta del &acido

shikimico.
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3.2.2 Generalidades de las cumarinas

Las cumarinas son compuestos ampliamente distribuidos en las plantas,
principalmente en la familia Umbiliferae y Rutaceae, se encuentran en todas las
partes de las plantas, desde la raiz a flores y frutos, siendo mas abundante en
estos ultimos, se presentan a menudo como mezclas, en forma libre o glicésidos.

®

3.2.2.1 Estructura y clasificacion

Las cumarinas de las cuales solo el 5% carece de oxigeno en su estructura en la

posicion -7, pueden clasificarse como se muestra en la Figura N°2.

3.2.2.2 Propiedades farmacoldgicas

Los compuestos que se engloban bajo la denominacién de cumarinas tienen
estructuras muy variadas y, debido a ello, se observa una gran variabilidad en
sus acciones farmacolégicas. Las principales acciones que se han apreciado
para las diferentes cumarinas son accién vitaminica p: disminuyen la
permeabilidad capilar y refuerzan los capilares, ténicos venosos, foto
sensibilizadoras, antinflamatorios, antiespasmaodicos, vasodilatadores
coronarios, ligero efecto hipnético, sedantes, anticoagulantes (dicumarol). «
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/

Cumarina subtituida
en anillo de pirona

Figura N° 2. Clasificacion de Cumarinas segun su estructura. as

3.3 Purificacion y aislamiento de metabolitos en plantas

La purificacién y el aislamiento de los principios activos se puede llevar a cabo
por métodos fisicoquimicos no cromatogréaficos o por métodos cromatograficos.

Métodos fisicoquimicos no cromatograficos: Incluyen toda una serie de
operaciones como la sedimentacion, decantacion, centrifugacion, filtracion,

precipitacion selectiva, cristalizacion, particion, etc.

Métodos cromatograficos: consisten en la separacion de los componentes de una
mezcla debido a la diferente velocidad de eluciéon a través de una fase

estacionaria (un sélido poroso o un liquido retenido en un soporte solido) cuando
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la mezcla es transportada por una fase movil (eluyente: puede ser liquido o

gaseonso). ()

Las técnicas cromatograficas, ademéas de ser métodos para purificar y aislar
productos, tienen utilidad cualitativa (Identificacion) porque el tiempo de retencion
cromatografico es una caracteristica de cada sustancia, y cuantitativa
(determinacién), porque es posible recoger las diferentes fracciones de un
cromatograma y determinar la cantidad de componente. La diferente velocidad
de elucién de los componentes se debe a uno de los siguientes fendbmenos:

adsorcion, particion, intercambio iénico o exclusion molecular.

Cuando la cromatografia se utiliza para separar mezclas mas o menos complejas
se determina cromatografia preparativa. Cuando permite recuperar los productos
de partida separados para su posterior identificacion y cuantificacion se

denomina cromatografia analitica. o

Las principales técnicas cromatogréficas utilizadas son:
- Cromatografia en capa fina, CCF o TLC
- Cromatografia liquida:
- Cromatografia liquida en columna, CL
- Cromatografia de alta resolucién, HPLC-DAD

- Cromatografia de gases, CG

3.4 Especies vegetales de estudio

3.4.1 Coffea arabica L.

El “Café” es un arbusto que pertenece a la familia de las rubiaceae y del género
Coffea. Son arbustos que tienen una altura entre los 10-12 metros, pero para
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facilitar su manejo, se poda entre los 2 y 4 metros, ademas son plantas que
requieren de climas y suelos tropicales. El fruto del “café” es una cereza que
cuando nace es de un color verde y luego cambia a amarillo o hasta tomar un
color rojo, lo que significa que ha alcanzado su plena madurez, en el interior de
cada cereza, hay dos semillas separadas por un surco y rodeadas de una pulpa
amarilla. Estos granos estan protegidos por una pelicula plateada llamada

mucilago y recubiertos por una piel de color amarillo.as

3.4.2 Variedades de “café” salvadoreio.

El Salvador es un pais con “café” 100% arébica. Cerca del 68% del territorio
dedicado a la produccion de “café” estda sembrado con cafetos de la variedad
Bourbon, el 29% con Pacas y el 3% restante con variedades como el Pacamara,
el Caturra, Catuai, Catistic y el Pacamara, un hibrido obtenido en El Salvador

resultado del cruce de la variedad Pacas y Maragogipe R0j0. 2

3.4.3 Propiedades de la variedad PACAS de “café” salvadoreno.

Se origin6é de una mutacién del Bourbon tradicional, descubierta en 1949 en la
finca San Rafael, cantén Palo Campana (Volcan de Santa Ana), departamento
Santa Ana, propiedad de la familia Pacas. En esa época la planta llamé la
atencion de los caficultores por su aspecto morfolégico compacto y la llamaron
de varias formas: Hibrido de Ardbigo con San Ramén, Cafeto del Norte y Cafeto
del Viento, posteriormente se le asigné el nombre variedad PACAS, en honor al
apellido de la familia en cuya propiedad se identifico la variedad.

En el afio 1960, el ISIC inici6 el estudio del PACAS, con el objetivo de observar
las diferencias morfolégicas con respecto a los cultivares CATURRA ROJO
(Brasil) y VILLA SARCHI (Costa Rica), concluyendo que genéticamente son

similares. La variedad PACAS esta distribuida en el 27% del total del pais.
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Sus principales caracteristicas son: Porte bajo, con ramas laterales que forman
un angulo de 45 grados. Follaje abundante, hojas de color verde oscuro con brillo
y ligeramente consistentes y entrenudos cortos que le dan un aspecto compacto.
Tolerancia a los problemas de sequia, viento y sol. El fruto es de color rojo, de
excelente calidad de bebida. Se adapta mejor a altitudes de 500 a 1,000 msnmy

tolera suelos de baja capacidad de retencion de agua.as

3.4.4 Areasy bosques cafetaleros.

El cultivo de “café” en El Salvador se encuentra distribuido en pequefias areas
por todo el pais (Ver Figura N °3), muchas de las cuales concentradas en la parte
nororiental. Sin embargo, la mas extensa se encuentra en los alrededores del
volcan de San Vicente, desde los 500 metros sobre el nivel del mar hasta mas

de 1.500 metros. aa

La maxima produccién unitaria que se puede encontrar en ciertas partes del area
es de 10 a 11 quintales por hectarea, aunque es mas comun obtener solamente
de 8 a 9. En total, actualmente se estima que el cultivo del “café” en el pais ocupa
una superficie de 152.339 ha, localizadas, por lo general, en zonas de pendiente
muy pronunciada y alta susceptibilidad a la erosion, por lo que los bosques
cafetaleros se han convertido en una excelente herramienta para preservar el
cultivo de “café” en el pais. Estos bosques se encuentran en diferentes zonas del
territorio salvadorefio, erigiéndose como importantes zonas de desarrollo para las

comunidades que viven a su alrededor: as)

1. Sierra Alotepec, Metapan,
2. Sierra Apaneca, llamatepec,

3. Cordillera del Balsamo, Quezaltepec,
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4. Volcan Chinchontepec,
5. Cordillera Tecapa, Chinameca

6. Cordillera Cacahuatique.

CAFE DE EL SALVADOR

jTomelo... y sonria!

(1
Y

. Cafe de El Salvador

Tomelo . ..y sonria

Alotepec El Bdlsamo Apaneca Tecapa
aliietepes SlS Elinaniees S

Figura N°3. Regiones cafetaleras de El Salvador @s

3.4.5 Composicion quimica del “café”.

El “café” tiene compleja composicion quimica, que incluye compuestos volatiles
y no volatiles, di terpenos, alcaloides, fenoles, azlUcares, aminoacidos, etc., los
cuales son importantes para el sabor del café, la calidad y los efectos para la
salud. Los compuestos quimicos presentes en el café presentar una relacion
directa con las caracteristicas organolépticas (Ver Tabla N°2).¢
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Tabla N° 2. Relacion organoléptica de los compuestos quimicos
presentes en el café.

Compuestos Caracteristicas organolépticas
Azlcares reductores Sabor, aroma y color
Acidos alifaticos Acidez, aroma y cuerpo
Acidos clorogénicos Otorga sabor amargo, cuerpoy astringencia en la
bebida
Cafeina Amargor
Lipidos Transporte de aromas y sabores
Polisacaridos Retencion de aromas, da cuerpo a la bebida
. Contribuyen al amargor y sabor, formacion de
Proteinas
espuma
Sacarosa Amargo, color, acidez, aroma y sabor
Trigonelina Contribuye al amargor y aroma deseable

Fuente: Elaboracion propia.

3.5 Persea schiedeana Ness,

3.5.1 Origeny Generalidades

Llamado comunmente “coyo”, “coyocte”, “chal te”, “chinini”, “chucte”, “chupte”,
“aguacate de monte”,” aguacatén”, “pera salvaje” y “yas”; crece de forma natural
en bosques desde el sur de México hasta Panama, en altitudes entre los 700 y
1900 msnm. Persea schiedeana Ness, es un arbol perteneciente a la familia de
las lauraceas, El arbol mide usualmente entre los 15 a 20 m de alto, muy
ocasionalmente hasta los 50 m. Las ramas jévenes son densamente cafés-
castafias, el arbol posee hojas ovaladas, generalmente curvadas en la base de
12.5a30cmde largoy 7 a 15 cm de ancho. Es usualmente blanco en el envés.
La fruta, tiene generalmente forma de pera, pesa aproximadamente en promedio

de 227 - 397 g con una piel o cascara gruesa, cueruda y flexible.

Varios autores la describen de color como café blanquecino, café claro, verde
palido, café verdoso o café oscuro. La pulpa es aceitosa con un jugo muy lechoso,
con pocos o muchos hilos fibrosos, pero con un muy marcado sabor como a

aguacate y coco. La semilla es bien larga. Los cotiledones a diferencia de los del
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aguacate son internamente rosados. Las mejores frutas de los arboles nativos
son comercializadas en los mercados locales. La madera es usada para la

construccion y para carpinteria. s

3.5.2 Composicion quimica y propiedades farmacoldgicas

Varios metabolitos secundarios de este género se han reportado, como
alcaloides, terpenoides, flavonoides y cumarinas, que poseen actividades
biolégicas como antiinflamatoria, antiparasitaria, antifangica e insecticida, entre
otros. Estudios anteriores indican que el género Persea muestra actividad
analgésica en ensayos in vivo en animales modelos, como los tratamientos

terapéuticos convencionales como los AINE.

Tiene usos etnobotanicos para la hipertension, diarrea, vomitos, dolor de cabeza,

sistema nervioso, relajante, enfermedades de la piel, entre otros. a7

3.6 Desarrollo de métodos analiticos
La validaciéon de un método analitico es un proceso por el cual se establece,
mediante estudios de laboratorio, en las cuales las caracteristicas de desempefio

del método cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.

(18).

3.6.1 Tipos de procedimientos analiticos a ser validados

La discusion de la validacion dirige a los cuatro tipos mas comunes de

procedimientos analiticos:

- Pruebas de identificacion.

- Ensayos cuantitativos de contenido de impurezas.
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- Ensayos de limite para el control de impurezas.
- Pruebas cuantitativas del resto activo en muestras de sustancia o producto

farmacéuticos u otro(s) componente(s) seleccionado(s).

Las pruebas de identificacién estan destinadas a garantizar la identidad de un
analito en una muestra. Este es normalmente logrado por comparacion de una
propiedad de la muestra (por ejemplo, espectro, comportamiento cromatégrafico,

reactividad quimica, etc.) al de un patron de referencia.

La validacion de un método de andlisis requiere la realizacion experimental de
los diversos parametros de desempefio los cuales son: Exactitud, Precision,
Especificidad / Selectividad, Limite de deteccion, Limite de cuantificacion,

Linealidad, Intervalo / Rango, Robustez. g

3.6.2 Paradmetros de desempefio

Son caracteristicas de validacion que necesitan ser evaluadas aplicandolas al

método, equipo o sistema en estudio. 0,21

3.6.2.1 Exactitud

Es la proximidad entre resultados de la prueba, obtenidos mediante dicho
método y el valor verdadero. La exactitud de un método analitico debe
establecerse en todo su intervalo, entre mas pequefia es dicha diferencia la
exactitud es mejor. En el cual se debe de evaluar experimentalmente un minimo
de tres niveles de concentracion, cada uno por triplicado realizando asi nueve

determinaciones en total reportando el resultado como porcentaje de recobro.
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3.6.2.2 Precision.

Es la cercania o grado de concordancia entre los resultados de las pruebas
individuales cuando se aplica el método repetidamente a multiples muestreos
de una muestra homogénea. La precision se puede expresar matematicamente
con tres variables (Ver Tabla N°5); la desviacion estandar o, estimada
analiticamente por S 0 comunmente como porcentaje de coeficiente de variacion
(%CV). En el presente estudio se utilizard como porcentaje de coeficiente de

variacion (%CV).

Tabla N° 3. Medidas de expresion de Precision. (021

Variables de expresién para la Precision

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de
analisis sobre la misma muestra en las mismas condiciones

Repetibilidad ; . . . ;
operativas (un mismo analista, mismos aparatos y reactivos,
entre otros.) en un mismo laboratorio.

Estudia la variabilidad del método efectuando una
Precisién intermedia serie de analisis sobre la misma muestra, pero en condiciones

operativas
Estudia la variabilidad método bajo condiciones
operativas diferentes y en distintos laboratorios

Reproducibilidad

3.6.2.3 Selectividad /Especificidad.

La selectividad se define como la capacidad de evaluar de manera inequivoca
el analito en presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta
previsible, como impurezas, productos de degradacién y componentes de la
matriz. La falta de especificidad de un procedimiento analitico individual puede
compararse utilizando otros procedimientos analiticos complementarios. Otras
autoridades internacionales de reconocido prestigio (IUPAC, AOAC-I) han
preferido el término selectividad reservando especificidad para procedimientos
que resulten completamente selectivos. Para las pruebas que se indican a

continuacion, la definicién anterior tiene las siguientes consecuencias:



35

- Pruebas de identificacion: garantiza la identidad del analito.

- Pruebas de Pureza: garantiza que todos los procedimientos analiticos
efectuados permiten declarar con exactitud el contenido de impurezas de
un analito.

- Valoraciones: proporcionan un resultado exacto, que permitan una

declaracion exacta del contenido o potencia del contenido en una muestra.

3.6.2.4 Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD) se define como la minima cantidad de analito en la
muestra que se puede detectar, aunque no necesariamente cuantificar bajo
dichas condiciones experimentales. El limite de deteccion es una caracteristica
de las pruebas de limite, que simplemente comprueban que la cantidad del
analito se encuentra por encima o por debajo de un nivel determinado. El limite
de deteccidn se expresa habitualmente en forma de concentracion de analito

(por ejemplo, porcentaje, partes por millon, entre otras).

3.6.2.5 Limite de cuantificacion

Corresponde a la minima concentracién de analito que puede determinarse con
precision y exactitud razonable en las condiciones de operacién, en este caso
generalmente se mide la sefial de fondo relacion sefial/ruido, efectuando
mediciones repetidas sobre un blanco.

3.6.2.6 Linealidad

La linealidad en un procedimiento analitico es su capacidad para obtener

resultados de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por
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medio de una transformacion matematica bien definida, a la concentracion del
analito en muestras en un intervalo dado. La linealidad es obtener un modelo
que describa con precision la relacion de la concentracidon versus respuesta, ya

sea lineal o no.

La linealidad puede ser aplicada de dos maneras:
- Linealidad del sistema: Capacidad del sistema de medicion para
proporcionar una indicacion que tenga una relacion lineal con una

magnitud determinada distinta de una magnitud de influencia.

- Linealidad del método: habilidad del método para obtener resultados de la

pruebas proporcionales a la concentracion del analito.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

4.1.1 Estudio bibliografico

Una investigacion del material bibliografico, tomando como base estudios
anteriores, donde se cuantifico el contenido de metabolitos de especies vegetales
de interés en publicaciones cientificas, utlizando fuentes diversas de
informacion, bases de datos, como: ResearchGate, The Pharmaceutical Journal,
Royal society of chemistry, Google académico, ScienceDirect, Academia.edu,
PubMed, European Pharmacopea, previas investigaciones y articulos cientificos
en internet, al mismo tiempo, se llevé a cabo una busqueda de la informacion

pertinente en el sistema bibliotecario de la Universidad de El Salvador.

4.1.2 Estudio experimental de laboratorio

El desarrollo y validacion de metodologias por HPLC-DAD de cuantificacion de
metabolitos secundarios de interés en especies vegetales seleccionadas de
Persea schiedeana Ness (escopoletina) y la adaptacion de una metodologia para
Coffea arabica L. (cafeina y trigonelina), se llevé a cabo en el laboratorio de
investigacion en productos naturales (LIPN) de la Facultad de Quimica y

Farmacia de la Universidad de El Salvador.

4.1.3 Estudio prospectivo

Las metodologias y resultados obtenidos en esta investigacion seran utilizados

en estudios adicionales, tanto por el LIPN y/o en otras investigaciones
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independientes al LIPN, que desee cuantificar los metabolitos secundarios de

cafeina, trigonelina y escopoletina.

4.1.4 Estudio retrospectivo

Debido a que se tom6é como base muestras que con anterioridad habian sido
recolectadas, se llevd a cabo la recoleccion de hojas y corteza de P. schiedeana
el dia 21 de Julio de 2021 y la recoleccion de los granos de C. arabica el 20 de
febrero de 2022.

4.2 Investigacion de campo

4.2.1 Universo

Las especies vegetales Coffea arabica L y Persea schiedeana Ness, en las que
estdn presentes los metabolitos secundarios de interés investigativo,

farmacéutico o cosmético.

4.2.2 Muestra

Para la investigacion, se tomé en cuenta la disponibilidad, el acceso al lugar, el
estado de la especie vegetal y la delimitacién de las zonas seleccionadas. Dos
especies vegetales de la flora salvadorefa, fuentes de metabolitos secundarios

de interés (Ver Tabla N°4) fueron seleccionadas.
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Tabla N° 4. Especies vegetales de flora salvadorefia seleccionadas
recolectadas.

Especie Vegetal Org_ano Familia Sitio de Recoleccion Fecha d.Ef
estudiando Recoleccion
Frutos . Finca “El Zapote”, La
Coffea arabica L rojos Rlélzﬁrc;;? / Palma, 20 fez%rze;o de
maduros Chalatenango.
Persea Hojas & Lauraceae c(:?g;?g eEluJé)Cg;%Té 21 de Julio de
schiedeana Ness Corteza pAqna ’ 2021

Fuente: Elaboracion propia.

4.2.3 Meétodos e instrumentos.

4.2.3.1 Seleccion y recoleccion de especies vegetales.

Se recolectaron las especies vegetales descritas en Tabla N°1. Las hojas y
corteza de la especie vegetal, Persea schiedeana y los frutos maduros de color
rojo para Coffea arabica. Ambas especies en su estado 6ptimo, es decir que no
estuvieran afectadas por enfermedades, parasitos o materiales extrafios, y asi
lograr una mejor obtencion de metabolitos secundarios de cafeina, trigonelina y
escopoletina. Las especies vegetales recolectadas fueron identificadas por Jenny
Menjivar, curadora del herbario del Museo de Historia Natural de El Salvador,
quien asigné un numero correlativo para las especies vegetales, con el propdsito
de establecer la trazabilidad si se desea continuar con el estudio. Por lo que, se
registré los siguientes datos: nombre comun, nombre cientifico, fecha de
recolecta, lugar de recolecta y persona que recolectd, coordenadas,
caracteristicas, altitud, etc.

4.2.3.2 Recoleccién, identificacion y preparacion del material vegetal Persea

schiedeana Ness.
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Siguiendo el proceso descrito en el apartado 4.2.4.1, se constatd que la muestra
proporcionada corresponde a P. schiedeana Ness y se asigno una constancia de
identificacion y un numero de voucher (Ver Tabla N° 5), la cual sirve para

mantener una correcta trazabilidad del estudio.

Tabla N°5. Datos de Recoleccién de Persea schiedeana Nees “Shucte”.

Familia Lauraceae

Fecha 21-Julio-2021

Finca Quinta Marisol, Cantén EI Jocotén, Municipio de Coatepeque,
Departamento de Santa Ana.

Latitud 13.917726, 13°55°3.81”N

Longitud -89.519575, 89°31°10.47"W

No. de Voucher | J Menjivar et al Marvin J Nifez 4205

Fuente: Elaboracion propia.

Lugar

Coordenadas

4.2.3.3 Recoleccidn, identificacién y preparacion del material vegetal Coffea

arabica L.

Siguiendo el proceso descrito en el apartado anterior, se realiz6 la seleccion de
los granos maduros de color rojo de “café”, fue importante evitar la recoleccién
de material que estuviera afectado por enfermedades, parasitos o materiales
extrailos que puedan interferir en las determinaciones de metabolitos
secundarios de cafeina y trigonelina.

Se constatd, que la muestra proporcionada corresponde a C. arabica L y se
asigno un numero de voucher (Ver Tabla N°6), la cual nos sirve para mantener

una correcta trazabilidad del estudio.

Tabla N°6. Datos de Recolecciéon de C. arabica L.

Familia Rubiaceae
Fecha 20-febrero-2022
Lugar Finca “El Zapote”, La Palma, Chalatenango.

Latitud: 14° 18° 33° N:
Longitud 89° 15 8’ 45” O: 11340 msnm.
No. de Voucher | J. Menjivar y K. Contreras 5206.

Fuente: Elaboracion propia.

Coordenadas
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4.3 Parte experimental

Los materiales, reactivos y equipos utilizados en esta investigacion, estan

descritos en Anexo N°1.

4.3.1 Cuantificacion de escopoletina en extractos secos de P. schiedeana

Ness.

Se presenta un esquema de trabajo, en Anexo N°2, en el cual se muestra
resumido las operaciones mas importantes realizadas con la especie vegetal

durante el desarrollo del trabajo de investigacion.

4.3.1.1 Preparacion de extractos hexanico y etanodlico de hojas y corteza de

Persea schiedeana Ness.

- Lavar cuidadosamente las hojas y corteza de especie P. schiedeana Ness
con agua destilada.

- Fraccionar las hojas y corteza en pequefias partes.

- Secar las hojas y corteza en horno a 40°C durante 56 horas.

- Cumplido el tiempo de secado, retirar las hojas y corteza del horno y moler
hasta la obtencion de un polvo fino menor a 2 mm.

- Pesar por separado, 200 g. de hojas y 200 g. de corteza de P. schiedeana
Ness.

- Adicionar 5,000 mL de hexano a las hojas de P. schiedeana Ness.

- Adicionar 5,000 mL de hexano a la corteza de P. schiedeana Ness.

- Macerar los extractos obtenidos durante 10 dias.

- Filtrar y concentrar las muestras bajo presidn reducida en un

rotaevaporador (Yamato serie RE301) a 40°C.
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- Los extractos secos son pesados y almacenados en desecador hasta su

analisis.

NOTA: Se realiz6 el mismo procedimiento, tanto para hojas y corteza, por
separado y para preparar el extracto etandlico, solamente se cambio de solvente.

4.3.1.2 Preparacion de extracto acuoso de hojas y corteza de Persea

schiedeana Ness.

- Lavar cuidadosamente las hojas y cortezas de especie P. schiedeana
Ness con agua destilada.

- Fraccionar las hojas y cortezas en pequefias partes.

- Secar las hojas en horno a 40°C durante 56 horas.

- Cumplido el tiempo de secado, retirar las hojas y cortezas del horno y
moler hasta la obtencién de un polvo fino menor a 2 mm.

- Pesar 20 g. de hojas y 20 g. de corteza de P. schiedeana Ness y extraer
cada uno con 400 mL de agua preservada con propilparabeno (0.02%),
metilparabeno (0.18%) y bisulfito de sodio (0.5%).

- Realizar a ambos extractos una decoccién por 10 min, para la correcta
disolucién de los preservantes.

- Macerar los extractos obtenidos durante 10 dias.

- Filtrar los extractos obtenidos y concentrar las muestras, utilizando un
evaporador (Genevac™, Serie EZ-2). Para eliminar el solvente y obtener

el extracto seco.
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4.3.1.3 Preparacion de muestra para HPLC-DAD.

- Empleando el solvente organico metanol. Preparar una solucion a partir
de los extractos etandlicos, hexanicos y acuosos de hojas y corteza de P.
schiedeana Ness a una concentracion de 1 mg/mL.

- Agitar las muestras hasta alcanzar la disolucibn completa. De ser
necesario utilizar un bafio ultrasonido para lograr su disolucion y mantener
la temperatura inferior a 25°C.

- Retirar el vial del ultrasonicador y filtrar las soluciones a través de un filtro
de 0.45 pm.

- Recibir en un vial de HPLC de 1mL y rotular.

NOTA: Este procedimiento se realiz por triplicado en cada extracto dando como

resultado 24 muestras.

4.3.1.4 Preparacion de soluciones estandar de escopoletina.

- Pesar 10 mg de escopoletina en balanza de precision (Ohaus Explorer ®,
Precision Balance, modelo OBX-223), con capacidad de 220 g y legibilidad
de 0.001 g.

- Adicionar 9 mL de metanol y disolver con ayuda de un bafio ultrasonido.

- Transferir a un bal6n volumétrico de 10 mL.

- Realizar lavados con metanol al beaker y transferir al balon.

- Aforar el balén empleando el mismo disolvente.

- Almacenar y rotular como solucién stock de escopoletina (1000 ppm).

- A partir de las soluciones estandar de 1000 ppm de escopoletina y con
ayuda de una micropipeta, tomar volumenes adecuados para preparar 5
niveles de concentraciones (100; 75; 50; 6.25; 1.0 ppm) (Ver anexo N°3)

- Filtrar cada nivel de estandar por un filtro de nylon de 0.45 pm.
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Recibir la solucion filtrada en un vial para HPLC de 1 mL.

Rotular cada nivel de concentracion.

Nota: Se prepararon diferentes soluciones stock, para cada curva realizada.

4.3.1.5

Preparacion de fase movil para cuantificacion de escopoletina por
método HPLC-DAD

Preparar una mezcla filtrada y desgasificada de solucién A: agua: &cido
acético y solucién B: metanol

Para Solucion A: Medir 10 mL de acido acético HPLC, y agregarlos a una
probeta de 1000 mL, conteniendo agua ultrapura.

Utilizar un kit de filtracion por succion al vacio, el cual consta de un embudo
de vidrio, filtro de 0.2 ym y un frasco de recepcion de vidrio.

Filtrar la solucion, pasandolo por el frasco de recepcion de vidrio y aplicar
vacio al frasco.

Sonicar la solucién filtrada por 15 min y rotular. (Ver Anexo N°4)

Para Solucién B: Medir 1000 mL de metanol HPLC en una probeta.

Filtrar la solucion, pasandolo por el frasco de recepcion de vidrio y aplicar

vacio al frasco, luego sonicar la solucion filtrada por 15 min y rotular.

4.3.1.6 Método analitico desarrollado para cuantificacion de escopoletina.

El mismo procedimiento fue aplicado para las lecturas de los estandares, blanco

(metanol) y muestras.

Encender HPLC-DAD modelo Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific,
Alemania).

Programar el equipo de HPLC-DAD a la longitud de 366 nm. Utilizar una
columna analitica Hypersil GOLD (C18, 150mm x 4.6 mm, 5 pm)
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Ajustar el volumen de inyeccion de 20 L.

Realizar un método de gradiente. Utilizando la fase mévil A: agua: acido
acético (1:10) y B: metanol.

Ambientar el equipo al menos 30 min con la fase movil a emplear
Realizar la corrida a un flujo de fase mévil 1ml/min.

El gradiente a utilizar se realizé con un tiempo de corrida del minuto 0 a 6,
con la fase movil A: 70% y B:30%, manteniendo el flujo hasta el minuto 6,
al minuto 6-10 se aplicé una corrida con gradiente desde B: 30% hasta
90%. Del minuto 10-11 se mantuvo constante con B: 90%. Del minuto de
11-11.30 se aplico otra gradiente llevando la fase movil del 90% al 30%.
Del minuto de 11.30-12.30 se mantuvo constante a una fase movil de
A:70% y B:30%.

Programar la secuencia de inyeccién de cada estandar, blanco y solucion
de muestra, por triplicado en el automuestreador.

Cuantificacidon de cafeina y trigonelina en café tostado de C. arabica L.

Se presenta un esquema de trabajo, en Anexo N°5, en el cual se muestra

resumido las operaciones mas importantes realizadas con la especie vegetal

durante el desarrollo del trabajo de investigacion.

4.3.2.1 Preparacion de infusiones de especie vegetal

Moler el grano “Café” tostado con molino de marca Mahlkénig, modelo
K32510. Usando un tamafio medio-grueso y preparar 3 extractos de C.
arabica de la siguiente manera:

Pesar la cantidad de 8.250 g de “Café” molido, en un pocillo de porcelana
de capacidad de 150 mL, en balanza analitica (marca Shimadzu, modelo

TWA423L) realizar 3 pesadas individuales para cada muestra.
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- Adicionar 150 mL de agua ultrapura a T° de 94.4°C en cada pocillo de
porcelana que contiene la muestra.

- Filtrar el extracto, a través de un filtro de 0.45 pm.

- Unavez filtrada la muestra, realizar 3 lavados al pocillo con 5 mL de agua

ultrapura y rotular.

4.3.3 Preparacion de muestras y soluciones estandar de C. arabica L.

4.3.3.1 Preparacion de muestra para HPLC-DAD

- Empleando la fase mévil organica (metanol) preparar una solucién a 1
mg/mL, a partir de la infusion realizada de Coffea arabica L.

- Agitar las muestras hasta alcanzar la disolucién completa.

- De ser necesario utilizar un bafio ultrasonido para lograr su disolucion y
mantener la temperatura inferior a 25°C.

- Retirar el vial del ultrasonicador y rotular.

- Filtrar las soluciones a través de un filtro de 0.45 pm.

- Recibir en un vial de 1mL de HPLC y rotular.

- Realizar el procedimiento por triplicado, a partir de esta muestra,
determinar cafeina y trigonelina simultdineamente. Dando un total de 3

muestras.

4.3.3.2 Preparacion de la solucion stock de cafeina.

- Pesar 10 mg de cafeina en balanza de precision (Ohaus Explorer ®,
Precision Balance, modelo OBX-223).

- Adicionar 9 mL de la fase mévil (metanol) y disolver con ayuda de un bafio
ultrasonido. Tomando en cuenta, que se debe mantener la temperatura

inferior a 25°C.
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- Transferir a un balon volumétrico de 10 mL.
- Realizar lavados con metanol y se transferir al balon.
- Llevar a afor6é empleando el mismo disolvente.

- Almacenar y rotular como solucién stock de cafeina (1000 ppm).

Nota: Se prepararon diversas soluciones stock, para cada curva realizada.

4.3.3.3 Preparacion de la solucion stock de trigonelina.

- Pesar por triplicado, 10 mg de trigonelina en balanza de precision (Ohaus
Explorer ®, Precision Balance, modelo OBX-223).

- Adicionar 9 mL de la fase movil (metanol) y disolver con ayuda de un bafio
ultrasonido. Tomando en cuenta mantener la temperatura inferior a 25°C.

- Transferir a un balén volumétrico de 10 mL.

- Realizar lavados con metanol y se transferir al balon.

- Llevar a aforé empleando el mismo disolvente.

- Almacenar y rotular como solucién stock de trigonelina (1000 ppm).

Nota: Se prepararon diversas soluciones stock, para cada curva realizada.

4.3.3.4 Preparacion de soluciones combinadas de cafeina y trigonelina.

- A partir de las soluciones estandar de 1,000 ppm de cafeina y trigonelina
(Ver Anexo N°) y con ayuda de una micropipeta medir voliumenes
adecuados para preparar 5 niveles de concentraciones tanto para cafeina
(5-100 ppm) como para trigonelina (50-400 ppm) en la misma solucién.

- Filtrar las soluciones través de un filtro de membrana de 0.45 pm.

- Disponer la solucién filtrada en un vial para HPLC-DAD de 1 mL.

- Rotular cada nivel de concentracion.
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4.3.3.5 Preparacion de fases méviles para cuantificacion de cafeina y

trigonelina por método HPLC-DAD

Se realizé el mismo procedimiento que en el apartado 4.3.2.5 utilizando
los solventes descritos en el meétodo analitico propuesto para

cuantificacion de cafeina y trigonelina.

4.3.3.6 Método analitico propuesto para cuantificacion de cafeina y

trigonelina.

El mismo procedimiento fue aplicado para las lecturas de los estandares, blanco

y muestras.

Encender el HPLC-DAD modelo Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific,
Alemania).

Programar el equipo de HPLC-DAD a la longitud de onda de 266 nm.
Realizar un procedimiento isocratico. Utilizando la fase moévil A: Agua
ultrapura; acido acético (1:10) y B: Metanol.

Utilizar una columna analitica Hypersil GOLD (150mm x 4.6 mm, 5 um)
Ambientar el equipo al menos 30 min con la fase movil.

Ajustar el volumen de inyeccion de 10 pL.

Programar la secuencia de inyeccién de cada estandar, blanco y solucién

de muestra, por triplicado en el automuestreador.
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4.3.4 Verificacion de parametros de validacion en métodos analiticos para

cuantificaciéon de metabolitos secundarios.

4.3.4.1 Selectividad

- Realizar de acuerdo con el método de andlisis establecido por la ICH Q2
(R1).

- Determinar el parametro, comparando los resultados de andlisis e
identificar una sefial representativa del metabolito.

- No debe mostrar interferencias con posibles artefactos de la linea de base,

solventes, residuos u otras impurezas relacionadas.

4.3.4.2 Linealidad

- Preparar por triplicado, las soluciones stock del metabolito secundario con
una concentracion de 1000 ppm

- A partir de las soluciones stock, preparar tres curvas de calibracién con 5
niveles de concentracion correspondiente al rango (5-100 ppm) (Ver anexo
N°7).

- Realizar de acuerdo con el método de analisis Q2(R1), una determinacién
de cada solucion de estandar para cada una de las 3 series.

- Calcular el valor de la pendiente (b1), ordenada de origen(bo), coeficiente
de determinacion (r?) e intervalo de confianza para la pendiente 1C(b1).

4.3.4.3 Repetibilidad, precision intermedia y exactitud.
- Preparar por triplicado, tres niveles de concentracion que cubran el rango

especificado en la metodologia analitica a desarrollar (por ejemplo; 1, 50

y 100 ppm para escopoletina).
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Realizar de acuerdo con el método de andlisis las determinaciones y
manteniendo las condiciones del dia, analista, materiales y equipo.
Realizar la determinacién del método con el calculo del porcentaje de
coeficiente de variacion (CV) de las respuestas que se obtengan y el
calculo de la desviacion estandar (SD).

Para la exactitud determinar el porcentaje de recobro de la cantidad
conocida del analito agregado a la matriz y comparara el valor real
obtenido con el valor tedrico esperado, tomando en cuenta el nivel de

porcentaje utilizado.

4.3.4.4  Limite de deteccion y cuantificacién

Calcular la desviacion estandar basada en la respuesta que se obtenga de
la preparacion de una serie de blancos, analizados segun las condiciones
especificas del método analitico.

Determinar el limite cuantificacién y limite de deteccion mediante las

formulas matematicas reflejadas (Ver Anexo N°7)



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados y discusion de resultados obtenidos
de los parametros de desempefio de métodos analiticos para la cuantificacion de
metabolitos secundarios en las especies vegetales de Coffea arabica L y Persea
schiedeana Ness.

5.1Seleccién y recoleccion de especies vegetales de Persea schiedeana Ness.

5.1.1 Recoleccidn, identificacion y preparacion del material vegetal Persea
schiedeana Ness.

Las muestras recolectadas e identificadas fueron utilizadas para llevar a cabo, la
preparacion de los extractos, tal y como se describe en los numerales 4.3.2.1y
4.3.2.2. Aplicando la ecuacion N°1, se determinaron los porcentajes de
rendimiento, de cada uno de los extractos realizados (Ver Figura N°4 y Tabla
N°7).

Se presentan los datos de los porcentajes de rendimiento (p/p) para cada extracto
vegetal realizado (Ver Tabla N°7), se puede apreciar que el porcentaje de
rendimiento de extraccion mas alto se obtuvo con el extracto etanélico de hojas
con 15.40%, por el contrario, la muestra con menor porcentaje fue del extracto
hexanico de corteza con 1.15%. Con respecto a los rendimientos de los extractos

vegetales realizados, fue comparado con los resultados obtenidos de extractos
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realizados en el LIPN, donde su promedio oscilaba entre los rangos 5.8-18.1%,

2.7-11.5%, 10.4-48.8%, y 6.3% para partes aéreas, hojas y cortezas.(22)

Lavar hojas de P. schiedeana
con agua destilada y fraccionar

N -
Secar las hojas a 40 °C por 56 horas,
y moler hasta obtener un polvo fino, menor a 2 mm.

u =~
N\ = v
Adicionar agua preservada. Transferir a un balén Pesar las hojas
de 1,000 mL. secas y molidas.
- >

Pesar y almacenar

Evaporar muestra e
~— - el extracto hasta analisis

Figura N°4. Preparacién de extractos acuoso de hojas de P. schiedeana
Ness.
Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla N°7. Datos obtenidos de los rendimientos de extractos de P. schiedeana

realizados.

Extracto etandlico de hojas de Persea schiedeana Ness
Peso extracto seco Pesaje muestra % p/p
30.7766 g 200 g 15.40%
Extracto etandlico de corteza de Persea schiedeana Ness
Peso mx. vegetal Pesaje inicial ext. Rendimiento
36.8737g 1000 g 3.69%
Extracto hexénico de hojas de Persea schiedeana Ness
Peso mx. vegetal Pesaje inicial ext. Rendimiento
5.9904 g 250 ¢ 2.39%
Extracto hexanico de corteza de Persea schiedeana Ness
Peso mx. vegetal Pesaje inicial ext. Rendimiento
2.8892 g 250 ¢ 1.15%
Extracto acuoso de hojas de Persea schiedeana Ness
Peso mx. vegetal Pesaje inicial ext. Rendimiento
247909 50 g 4.96%
Extracto acuoso de corteza de Persea schiedeana Ness
Peso mx. vegetal Pesaje inicial ext. Rendimiento
0.5326 g 409 1.33%

Fuente: Elaboracion propia.

- Ejemplo de célculo para porcentaje de rendimiento, de extracto etandlico

de hojas de P. schiedeana.

% de rendimiento =

% de rendimiento =

Extracto seco

Peso de mx

30.7766 &
200 g-

x 100

(Ecu N°1)

x 100 = 15.40%
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Se presentan los datos de los porcentajes de rendimiento (p/p) para cada extracto
vegetal realizado (Ver Tabla N°7), se puede apreciar que el porcentaje de
rendimiento de extraccion mas alto se obtuvo con el extracto etandlico de hojas
con 15.40%, por el contrario, la muestra con menor porcentaje fue del extracto

hexanico de corteza con 1.15%.

Con respecto a los rendimientos de los extractos vegetales realizados, fue
comparado con los resultados obtenidos de extractos realizados en el LIPN,
donde su promedio oscilaba entre los rangos 5.8-18.1%, 2.7-11.5%, 10.4—

48.8%, y 6.3% para partes aéreas, hojas y cortezas. ()

5.2 Descripcion del método analitico a desarrollar para cuantificacion de

escopoletina en Persea schiedeana Ness.

5.2.1 Desarrollo de la metodologia HPLC-DAD

Se logré establecer en este estudio las mejores condiciones para el trabajo en
HPLC-DAD, realizando previos estudios bibliogréaficos, y probando diferentes
situaciones, se desarroll6 el método. EI método seleccionado fue cromatografia
en fase reversa (RP). Y de acuerdo con la naturaleza y las propiedades
fisicoquimicas del metabolito (como su estructura quimica, solubilidad, etc.) se
escogio el uso de una columna Ci8150mm x 4.6 mm, 5 um, por la superficie que
posee, mejora la selectividad al momento de separar sustancias polares, el cual
es el caso del metabolito de interés en el estudio, ademas posee la ventaja de
tener una gran capacidad de retencion, alta selectividad y un largo tiempo de

retencion. s 24

Para el desarrollo del método, se utilizé un detector con arreglo de diodos (DAD),

lo cual permitio realizar un andlisis a multiples longitudes de ondas, es asi como
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se realizd un barrido entre 200 a 800 nm para poder obtener los espectros de

absorcion de escopoletina, y seleccionar las longitudes de ondas a utilizar.

Se tomaron como referencia métodos que estan descritos en la bibliografia, con
respecto a la cuantificacion de compuestos fendlicos ¢s2¢, con el objetivo de
obtener una fase mévil que nos proporcionara una retencion adecuada para el
metabolito en estudio. Inicialmente, se probaron diferentes solventes, para
solucién A, fue Unicamente agua y para la solucién B, acetonitrilo, y una fase
movil isocratica, es decir, las condiciones de las fases moviles se mantenian
constantes y la proporcién utilizada era de A:60% y B:40%, al analizar bajo estas
condiciones, el metabolito no eluia correctamente, y la resolucion cromatografica
mostraba picos superpuestos, ademas los tiempos de retencidbn que se
mostraban no eran reproducibles. Para mejorar la resolucion cromatografica,
finalmente se propone entonces una fase mévil polar constituida por una mezcla
de agua con acido acético al 1% y como solvente organico, metanol. El método
se realiz6 por gradiente de elucion, en donde la composicién de la fase movil se
fue cambiando, por lo que se tuvo que determinar la composicién inicial y final

del solvente y ajustar los tiempos de elucion.

También se realizaron diferentes pruebas para la determinacién de volumen de

inyeccion, temperaturas y posibles interferencias.

Realizado todo este proceso, se muestra en la Tabla N°8, las mejores

condiciones que se encontraron experimentalmente.
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Tabla N°8. Condiciones cromatograficas de analisis por HPLC-DAD.

Columna Hypersil GOLD (C18, 150mm x 4.6 mm, 5 um)
Fase movil A: Agua: acido acético (1;10)
B: Metanol
Minuto FM
0-6 A: 70% y B:30%,
. . 6-10 B: 30% hasta 90%.
Método de Gradiente 10-11 B 90%
11-11.30 B: 90% al 30%.
11.30-12.30 A:70% y B:30%.
Flujo 1 mL/min
Blanco Metanol
Longitud de onda 366 nm
Volumen de inyeccién 20 uL
Temperatura 25°C
Tiempo de corrida 12.30 min

Fuente: Elaboracion propia.

5.3 Verificacién de parametros de validacion para metodologia analitica

de cuantificacion de escopoletina en P. schiedeana Ness.

Se incluyen los datos obtenidos en dicho analisis: graficas, conclusiones,
observaciones y aptitud del método. El andlisis se llevd a cabo haciendo uso del

procedimiento por cromatografia liquida de alta eficiencia. (Ver Tabla N°8)

Para comprobar la efectividad del método cromatégrafico, se establecen
parametros de validacion a evaluar, con el procedimiento, calculos vy

especificaciones requeridos en cada uno de los parametros.

Los parametros para evaluar son: Linealidad, selectividad, precisién intermedia,

repetibilidad, exactitud, limite de cuantificacion y deteccion.
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5.3.1.1 Linealidad

En la evaluacion del pardmetro linealidad, se evalud la proporcionalidad que
existe entre la cantidad de metabolito versus la respuesta obtenida. Para esta
determinacidn se prepararon tres curvas de calibracion independientes y cada
una con cinco niveles de concentracion de los estandares (entre rango de 0.1-

100 ppm), este proceso se realizd por triplicado.

Una vez preparadas las soluciones, se filtran e inyectan en el HPLC-DAD, y se
procede con la cuantificacion de escopoletina. Se obtuvieron en total 45 datos de
areas cada uno con sus respectivos cromatogramas, en la Tabla N°11, se
expresan los promedios de las tres repeticiones realizadas de cada una de las
soluciones inyectadas. Y son estos datos los que se utilizan para calculos y
determinaciones especificas como: valor de la pendiente (b1), ordenada de origen
(bo), coeficiente de determinacion (r?), ecuacion de la recta (y=mx+b) e intervalo
de confianza para la pendiente IC(b1). (Ver Anexo N°7)

Con las respuestas obtenidas, y el calculo de las concentraciones finales reales,
se realiza la regresion lineal, esto con la ayuda de herramienta de hojas de
calculo del programa Microsoft Excel ®. Se presentan los datos estadisticos de

la evaluacion del parametro de validacion en la siguiente tabla:

Tabla N°9. Datos de regresion lineal de parametro de linealidad.

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacién mdltiple 0.99996
Coeficiente de determinacion (r 2) 0.99992

r 2 ajustado 0.99990

Error tipico 0.43235

Fuente: Elaboracion propia.
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El valor obtenido para el coeficiente de determinacion fue de 0.99996. Los
resultados obtenidos indican que el método desarrollado es capaz de explicar la
respuesta (areas) a partir del uso de la variable concentracién. Y el estadistico r?
indica que el modelo ajustado explica el 99.9924% de la variabilidad. De manera
que, en el intervalo de concentracion comprendido entre 0.1 a 100 ppm, se
satisfacen las condiciones de linealidad del método analitico, ya que, indica una
relacion relativamente fuerte entre las variables, por lo que se cumplen los
requerimientos de un coeficiente de determinacion lineal (r) mayor que 0,98 y de

un coeficiente de determinacion (r?): mayor de 0,95 (Ver Tabla N°9).

Tabla N°10. Anélisis de Varianza.

Grados de Suma de Promedio de = Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 7376.489 7376.489
Residuos 3 0.561 0.187 39462.736 2.8E°97
Total 4 7377.050

Fuente: Elaboracion propia.

Puesto que el valor critico de F (Ver Tabla N°10) es menor que 0.05, existe una
relacion estadisticamente significativa entre el area y la concentracion, con un

nivel de confianza de 95.0%.

Se obtiene la gréfica que indica el comportamiento de los datos de &rea vs.
concentracion de los 5 niveles de la curva de calibracion realizada y
simultdneamente, se estimo el intercepto y la pendiente de acuerdo con estos

datos la ecuacion ajustada es Y = 0.8724x + 0.0919. (Ver Figura N°5).
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Curva de calibracion para evaluar linealidad.
y =0.8724x + 0.0919
R2=0.9999
20.000 40.000 60.000 80.000 100.000 120.000 140.000
[ug/mL]

Figura N°5. Curva de calibracién para evaluacion del parametro de

desempeiio de linealidad.
Fuente: Elaboracion propia.

Tabla N°11. Resultados de la evaluacién para linealidad de método.

Nivel [ ug/mL] Area 1 Area 2 Area 3 CV
1 100 115.091 115.080 115.009 0.04
2 75 85.973 85.973 84.2947 1.13
3 50 57.010 57.425 55.925 1.36
4 6.25 7.260 7.088 7.496 1.45
5 1 1.141 1.176 1.183 1.90

Fuente: Elaboracion propia.

En cuanto a los criterios de aceptacion para métodos cromatograficos se

estipula que el CV obtenido a partir de los resultados debera ser menor o igual

a 2.0%. «7.2¢). En la tabla N°11, se expresan los valores promedios de las lecturas

de las areas realizadas. Y utilizando las ecuaciones N°2 y N°3, se realizan los

célculos para obtener los siguientes datos:

Desviacién estandar

V2(xi —x)?

n—1

(0]
DS — (Ecu N°2)
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Coeficiente de variacion cv =22 100 (Ecu N°3)

Se observé que los coeficientes de variacion (CV) en cada nivel de concentracion
son menores a 2%, lo cual es importante tomar en consideracion, ya que cumple
con los criterios de aceptacion estipulados por la guia de validacion (ICH) @
confirmando que, las soluciones fueron adecuadamente preparadas e indica

también el correcto funcionamiento del equipo.
5.3.1.2 Selectividad

En cuanto a la selectividad del método de las pruebas realizadas, se evaluaron
las posibles interferencias con el metabolito a cuantificar, cambiando las
condiciones como fases méviles y tiempos de retencion, y no se mostraron picos
de interferencia a un tiempo de retencion cercano a 5.2 min y a una longitud de
onda de 366 nm (Ver anexo N°8). De igual manera se corrobor6 que no hubiera
picos superpuestos considerables con la adicion de un material de referencia.
(Ver Tabla N°12)

5.3.1.3  Exactitud, repetibilidad y precision intermedia.

La exactitud del método se verifica mediante el analisis de un material de
referencia certificado. (Ver Anexo N°9). La exactitud se expresa como el
porcentaje de recuperacion en un método analitico como la diferencia entre el
valor medio obtenido en la valoracion y el valor aceptado como real. Para
determinar el pardmetro de exactitud se empled el método de adicion y

recuperacion (7.2s).
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Para la determinacién de la precision del método, la Conferencia Internacional
sobre Armonizacion (ICH), recomienda llevar a cabo un total de nueve
determinaciones que cubran el intervalo especificado en el procedimiento. Para
ello se trabajan tres niveles diferentes de concentracion (altos, medios y bajos)
con tres muestras. (Ver Tabla N°12). Si la exactitud se evalta por el método de
adicion estandar, se pueden obtener de una vez estos datos para el andlisis de

la precision.

De acuerdo con lo antes sefialado, para los estudios de exactitud y precision se
analizé por triplicado, las muestras de extracto etandlico de hojas de P.
schiedeana Ness, por el método desarrollado y se determind el contenido
promedio del analito. Una vez conocido el contenido promedio de escopoletina
en la muestra real, se procedié a enriquecer la muestra, por triplicado, con el
analito de interés (escopoletina) a diversas concentraciones empleando para ello
soluciones estandar de concentraciones iguales a 1, 50 y 100 ppm. Para preparar
las soluciones en este caso se mantiene constante la cantidad de muestra y se

agregan cantidades variables de la solucion estandar.

Estas soluciones se leyeron a 366 nm en el HPLC-DAD vy el procedimiento se
repitid tres veces en el mismo dia y por el mismo analista, es decir, en condiciones
de repetibilidad. De igual forma se repitid el procedimiento en tres dias diferentes
con el mismo analista, a fin de utilizar los datos obtenidos para la determinacién
de la precisién intermedia. El % de recuperacién del método se calculd a partir

del promedio de las recuperaciones individuales con la siguiente ecuacion:

) C
Porcentaje de %R = —=%__x100 (Ecu N°4)

Cadicionada

recuperacion
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%R= Porcentaje de recuperacion.
Crea= Concentracion real encontrada experimentalmente.

Cadicionada= Concentracion adicionada.

Segun los criterios de aceptacion especificados en la ICH, para porcentajes de
recobro tomando en cuenta que es un meétodo analitico cromatégrafico, es del
98.0% al 102.0% de la cantidad anadida. En la Tabla N°12 se muestran los
resultados del analisis de la exactitud y los porcentajes de recobro obtenidos, que
indican que el método propuesto muestra la exactitud necesaria para

considerarlo adecuado para las determinaciones de escopoletina.
Para los estudios de la precision, que son repetibilidad y precision intermedia, se
realizo el calculo la desviacion estandar relativa para evaluar la precision del

meétodo y el coeficiente de variacion (Ver Ecuacion N°2 y N°3).

Tabla N°12. Resultados del parametro de desempefio de exactitud.

Con. ) Can. real Can.
N° de Conocida a Areas : adicionada :
) - encontrada %R Promedio
replica | adicionar de | encontradas encontrada
: [ug /mL]
escopoletina [Mg/mL]

1 0.582 1.438 1.475 97.48

2 1 0.591 1.445 1.462 98.86 98.7%

3 0.601 1.453 1.454 100.00

1 54.264 49.111 49.972 98.27

2 50 54.757 49.559 49.969 99.17 98.5 %

3 54.189 49.043 49.963 98.16

1 110.016 99.707 100.038 99.67

2 100 110.801 100.420 100.038 100.38 99.8 %

3 109.819 99.529 100.036 99.49

Fuente: Elaboracion propia.

El valor del coeficiente de variacién segun las especificaciones aceptables de la

ICH debe ser menor o igual al 2%.
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Ademas, siguiendo los criterios de la ICH, se determin6 también la precision
tomando en consideracion, las lecturas de areas, para lo cual se seleccionaron
soluciones con concentraciones de 1, 50 y 100 ppm y se leyeron a 366 nm en el
HPLC-DAD en condiciones de repetibilidad.

Para el estudio de la repetibilidad, tal como se sefial6 anteriormente, el analisis
se realiz6 utilizando los resultados obtenidos para el estudio de la exactitud, y
como se puede observar en la Tabla N°13. Se obtuvieron coeficientes de

variacion que se encuentran por debajo del 2%.

Tabla N°13. Resultados de Repetibilidad.

Repetibilidad
[ug / mL] Area Promedio Xi-X (xi — X)? DS cv
0.582 -0.013 0.0002
1 0.591 0.5913 -0.004 0.0000 0.0095 1.607
0.601 0.010 0.0001
Total 1.774 0.008 0.0005
54.264 -0.1393 0.0194
50 54.757 54.403 0.3536 0.1251 0.3086 0.5672
54.189 -0.2143 0.0459
Total 54.264
110.016 -0.196 0.0384
100 110.801 110.212 0.589 0.3469 0.5195 0.4714
109.819 -0.393 0.1544
Total 330.636

Fuente: Elaboracion propia.

Para la determinacion de la precision intermedia se prepararon igualmente estas
soluciones con estas mismas concentraciones en distintos dias y se leyeron por

triplicado, por el mismo analista.
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Los resultados obtenidos para la precision intermedia se muestran en la Tabla
N°14. Se reflejé que el coeficiente de variacion calculado fue inferior al valor de
2% aceptable segun la ICH. Los resultados obtenidos para la repetibilidad en los
andlisis realizados y para la precision intermedia demuestran que el método

cumple con las especificaciones y puede ser aplicado con seguridad y eficiencia.

Tabla N°14. Resultados de precision intermedia.

Precision Intermedia
[ug / mL] Area Promedio Xi-X (xi — X)? DS CcvVv
1.044 0.449 0.2016
1 1.038 1.047 0.443 0.1962 0.0108 1.0331
1.059 0.464 0.2153
Total 3.141
54.642 0.131 0.0173
50 54.089 54.510 -0.421 0.1774 0.3732 0.6847
54.800 0.290 0.0839
Total 163.531
110.390 0.178 0.0316
100 110.326 111.156 0.114 0.0131 1.3818 1.2431
112.751 2.539 6.4455
Total 333.467

Fuente: Elaboracion propia.
5.3.1.4 Limite de deteccion y cuantificacion

Para conocer la cantidad minima y maxima en la que se puede cuantificar el
método de analisis, se determino el limite de deteccion y limite de cuantificacion
se prepararon diez muestras blanco, con metanol y se realizaron las respectivas
lecturas de areas aplicando el método desarrollado. Estas determinaciones se
hicieron a lo largo de la realizacion de la investigacion, y con las formulas
expresadas se obtuvieron los resultados siguientes (Ver Anexo N°7) (Ver Tabla
N°15):



Tabla N°15. Resultados de los parametros para limite de deteccion y
cuantificacion.
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Z
"o

Area Blanco

Promedio

DS

LD

LC

0.0021

0.0107

0.0252

0.0157

0.0269

0.0114

0.018

0.0375

OO |IN[(O|O | |[W|N]|F

0.0443

10

0.0046

Total

0.1964

0.0196 pg /mL

0.0137 pg /mL

0.0609
pg /mL

0.1023
pg /mL

Fuente: Elaboracion propia.

5.4  Cuantificacion del metabolito secundario de escopoletina en Persea

schiedeana Ness.

Se analizaron las muestras de extractos de hojas y cortezas de P. schiedeana,

se observd que los picos correspondientes al metabolito de interés se

encontraron libres de interferencias, por lo que demuestra que el método fue

eficiente para separar los compuestos. En la tabla N°16, se muestran los valores

obtenidos de escopoletina (Ver Anexo N°10).

Si bien es cierto, en el caso de P. schiedeana Ness, es la primera vez que se

estudia la cuantificacion de metabolitos secundarios, se han registrado

previamente estudios cualitativos en especies pertenecientes a la familia

Lauraceae, en hojas de Persea americana Milli, se estudia la composicion

guimica, que es caracterizada por diferentes grupos de metabolitos y entre estos,

se encontraron cumarinas, y fue, escopoletina el representante aislado (2930,



Tabla N°16. Datos obtenidos de las muestras de P. schiedeana Ness.
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Extracto acuoso

Parte Area ug/mL + SD mg de escopoletina/ | mg de escopoletma/lOO g
Vegetal g extracto de hoja seca
0.039 0.3300 +£0.0036 0.3301 +0.0036 1.6366 +0.0036
Hojas 0.041 0.3318 £+ 0.0036 0.3318 +0.0036 1.6452 +0.0036
0.033 0.3248 £+ 0.0036 0.3249 +0.0036 1.6108 +0.0036
0.007 0.3023 £ 0.0018 0.3023 £ 0.0018 0.4025 £ 0.0018
Corteza | 0.011 0.3057 £ 0.0018 0.3058 + 0.0018 0.4071 £ 0.0018
0.008 0.3031 + 0.0018 0.3032 £ 0.0018 0.4037 £ 0.0018
Extracto etandlico
Parte Area ug/mL + SD mg de escopoletina/ | mg de escopoletma/loo g
Vegetal g extracto de hoja seca
0.024 0.3170 £ 0.0075 0.3171 £ 0.0075 4.8792 £ 0.0075
Hojas 0.039 0.3300 £ 0.0075 0.3301 £+ 0.0075 5.0796 + 0.0075
0.024 0.3170 £ 0.0075 0.3171 £ 0.0075 4.8792 £ 0.0075
0.003 0.2988 + 0.0009 0.2988 + 0.0075 1.1617 + 0.0075
Corteza | 0.004 0.2997 + 0.0009 0.2997 £ 0.0075 1.1651 + 0.0075
0.002 0.2979 + 0.0009 0.2980 + 0.0075 1.1583 + 0.0075
Extracto hexénico
Parte Area ug/mL + SD mg de escopoletina/ | mg de escopoletlna/lOO g
Vegetal g extracto de hoja seca
0.052 0.3500 £ 0.0048 0.35006 + 0.0048 0.83880 + 0.0048
Hojas 0.047 0.3457 £ 0.0048 0.34572 + 0.0048 0.82840 + 0.0048
0.041 0.3405 + 0.0048 0.34051 + 0.0048 0.81592 + 0.0048
0.155 0.4394 £ 0.0036 0.43949 + 0.0048 0.50791 + 0.0048
Corteza | 0.149 0.4342 + 0.0036 0.43428 + 0.0048 0.50188 + 0.0048
0.147 0.4325 + 0.0036 0.43254 + 0.0048 0.49988 + 0.0048

Fuente: Elaboracion propia.

Por igual en estudios realizados en extractos etandlicos de Persea caerulea, en

la se reporto, utilizando el método de Cromatografia de Masas, por primera vez
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cumarinas, y entre ellas fue la escopoletina uno de las estructuras identificadas
mas importantes @, , tomando como base estas investigaciones, fueron de gran
importancia, ya que dieron lugar a realizar la busqueda de metabolitos
secundarios pertenecientes a la familia de la especie vegetal de interés para la

investigacion.

En general, el contenido de escopoletina detectado, tanto en hojas como en
corteza de P. schiedeana, fue més alto que el reportado en literatura, que fue con
la especie de Argyreia speciosa, en la que se ha llevado a cabo la cuantificacion
de escopoletina mediante HPLC-DAD, en los cuales los niveles reportados del
estudio fueron de 0.0246 a 0.0016 mg/ g de base seca @». Estas discrepancias
observadas posiblemente se ven reflejadas por las diferencias entre las familias
y géneros de las especies vegetales, las técnicas cromatograficas utilizadas y el
tratamiento previo de la muestra para la cuantificacion. A pesar de estas
diferencias, se toma en cuenta el estudio del método desarrollado, debido a que
sirve como base, para tener una estimacion de cuantificacién de escopoletina en
una especie vegetal. En la Tabla N°16, se reflejan los resultados para P.
schiedeana, en donde se encuentra la cantidad de miligramos de escopoletina
que hay en relacion con cada uno de los diferentes extractos realizados. Cuando
se comparan los datos obtenidos de las cuantificaciones de cada extracto, se
demuestra que existen diferencias significativas atribuidas el empleo de los
distintos solventes, y se observa que existe mayor cantidad de escopoletina,
cuando el solvente empleado es etanol, con un rango de 4.8792-5.0796 mg / 100
g de hojas seca y de 1.1583-1.1651 mg / 100 g de corteza seca, pero es de
interés observar que fue posible detectar por igual, cantidades importantes de
escopoletina, tanto para los extractos acuosos y hexanicos de hojas y corteza de

P. schiedeana Ness.
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Los resultados en la cuantificacion del metabolito secundario, da la importancia
etnobotanica a la especie vegetal de P. schiedeana, gracias a que escopoletina
ha sido descrita como un compuesto con diverso rango de propiedades
farmacoldgicas @334 .Por ello la especie vegetal puede utilizarse en el desarrollo
de nuevos Fito medicamentos, que pueden ser una fuente importante de
farmacos mas seguros para el tratamiento del dolor e inflamacion, ya que gracias
a sus propiedades farmacoldgicas poseen actividad antiinflamatoria, analgésica
y antiespasmadica, entre muchas otras. O utilizarse para el desarrollo de
fitocosméticos, por sus propiedades antifiUngicas y antibacterianas ideales para

el tratamiento de eccemas, dermatitis y acné s,

5.5 Seleccion y recoleccion de especie vegetal de Coffea arabica L.

Las muestras recolectadas e identificadas fueron utilizadas para llevar a cabo, la

preparacién de las infusiones, tal y como se describe en el numeral 4.3.3.1.

A la muestra recolectada de los granos de “Café”, se les aplicé el proceso de
tueste, que se divide en diferentes etapas, se empezd por un tratamiento de
despulpado realizado por los trabajadores de la Finca “El Zapote” y luego fue
secado, durante esta etapa el contenido de agua del “Café” se evaporo, una vez
secos los granos de “Café”, se sometieron al tostado y se obtuvo un grano oscuro
y brillante (Ver Figura N°6), de aroma intenso y sabor dulce caracteristico de la

variedad Bourbon.uy
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Figura N°6. “Café” tostado de variedad Bourbon.

Fuente: Elaboracion propia.

Como siguiente paso se procedié a la molienda de la muestra de “Café” tostado
(Ver Figura N°7), siguiendo las especificaciones establecidas por la Specialty
Coffee Association (SCA) @s), para obtener un tamafo medio-grueso de los

granos de “Café”.

Figura N°7. Molienda de “Café” tostado.

Fuente: Elaboracién propia.
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5.6 Preparacion de infusiones de Coffea arabica L.

Una vez terminado el proceso de molienda, se pudo llevar a cabo la elaboracion
de las infusiones por método de vertido, con los granos de “Café” molido. En la
Figura N°8, Se refleja el proceso realizado tal cual se describi6é en el apartado
4.3.3.1.

Figura N°8. Preparacion y filtracién de extractos de C. arabica L.

Fuente: Elaboracion propia.

5.7  Descripciéon del método analitico para cuantificacion de cafeina y

trigonelina en Coffea arabica L.

En el caso del método para cuantificaciéon de cafeina y trigonelina, se hizo la
adecuabilidad de un método establecido y reportado previamente en la literatura
(37). Existen otros estudios en los que se ha realizado la cuantificacién simultanea
de estos dos metabolitos, pero para adaptarlos a las condiciones del laboratorio
y de la investigacion, se han realizado cambios, inicialmente, el método se trabajo
con una elucién isocratica de A:60% y B:40%, pero los cromatogramas revelaban

que la muestra no era capaz de eluir correctamente.
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Se refleja en la Tabla N° 17, las mejores condiciones cromatograficas por las

cuales se realiz6 el estudio para la cuantificacion de cafeina y trigonelina:

Tabla N°17. Condiciones cromatogréaficas de analisis por HPLC-DAD.

Columna Hypersil GOLD (C18, 150mm x 4.6 mm, 5 um)
L A: Agua ultrapura; acido acético
Fase movil j
B: Metanol
Método Isocrético A: 95% B:5%
Flujo 1 mL/min
Blanco Metanol
Longitud de onda 200-400 nm
Volumen de inyeccion 10 uL
Temperatura 25°C
Tiempo de corrida 14 min

Fuente: Elaboracion propia.

5.8  Verificacion de parametros de validacion en metodologia analitica

para cuantificar cafeina y trigonelina en C. arabica L.

El método utilizado para determinar cafeina y trigonelina fue validado para

verificar que su realizacion y rendimiento cumpliera con los requerimientos de

rutina, y se evaluaron los parametros de desempefio como: selectividad,

linealidad, precision intermedia, repetibilidad, exactitud, limite de cuantificacion y

deteccion. El método fue validado de acuerdo con los lineamientos dictados por

la Conferencia Internacional sobre Armonizacion Q2 (ICH) (7

Nota: La cuantificacion y la verificacion de los parametros de validacion se

llevaron a cabo en una sola corrida para ambos metabolitos. Pero los resultados

obtenidos se reflejan por separado para una comprension y representacion mas

ordenada.
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5.8.1 Validacion de metodologia analitica para cuantificar cafeina en C.

arabica L.

5.8.1.1 Linealidad

Con las respuestas obtenidas, y el calculo de las concentraciones finales reales,
se realiza la regresion lineal, esto con la ayuda de herramienta de hojas de
calculo del programa Microsoft Excel ®. Se presentan los datos estadisticos de

la evaluacién del parametro de linealidad

La linealidad fue evaluada construyendo una curva de calibracion con un
estandar de cafeina en el rango de 1-100 ppm. Al realizar la regresion lineal se
indica la relacion entre los valores obtenidos con la recta de ajuste y los obtenidos
experimentalmente. En la Tabla N °18 se indica el estadistico r? ajustado que
explica 99.9327% de la variabilidad. EIl coeficiente de correlacion es igual a
0.9997, indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables. El error
estandar del estimado indica que la desviacion estandar de los residuos es
0.9254. Con los valores obtenidos podemos confirmar que se cumplen los
requerimientos de un coeficiente de determinacion lineal (r) mayor que 0.98 y de
un coeficiente de determinacion (r?): mayor de 0.95, establecidos por la ICH. ¢

Tabla N°18. Datos de regresion lineal de parametro de linealidad.

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacién mdultiple 0.9997
Coeficiente de determinacion (r 2) 0.9993

r 2 ajustado 0.9991

Error tipico 0.9254

Fuente: Elaboracion propia.
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Enla Tabla N °©19, podemos observar que el valor critico de F, es menor que 0.05,

por lo que existe una relacion estadisticamente significativa entre las variables,

con un nivel de confianza del 95.0%.

Tabla N°19. Analisis de Varianza.

Grados de Suma de Promedio de = Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados deF
Regresion 1 3813.720 3813.720
Residuos
3 2569 0.856 4453394 | 0.000007
Total 4 3816.290

Fuente: Elaboracion propia.

Se obtiene la gréfica que indica el comportamiento de los datos de &rea vs.

concentracion de los 5 niveles de la curva de calibracion realizada y

simultdneamente, se estimo el intercepto y la pendiente, de acuerdo con estos
datos la ecuacion ajustada es Y = 0.7336x + 0.1956. (Ver Figura N°9).
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Figura N°9. Curva de calibracion de la linealidad de cafeina.

Fuente: Elaboracion propia.
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En cuanto a los criterios de aceptacion para métodos cromatogréaficos se estipula
qgue el CV obtenido a partir de los resultados debera ser menor o igual a 2.0%.
@9. En la Tabla N°20, se expresan los valores promedios de las lecturas de las
areas realizadas para cafeina. Se realizan los célculos para obtener los

siguientes datos. (Ver Ecuacidon N°2 y N°3).

Tabla N°20. Resultados de la evaluacion para linealidad de método de cafeina.

Nivel [ ug/mL] Area 1 Area 2 Area 3 CcVv
1 1 0.770 0.756 0.7592 0.786
2 10 7.071 7.316 7.3031 1.557
3 50 37.130 36.829 37.5237 0.765
4 75 56.340 57.384 55.446 1.404
5 100 72.421 73.631 71.6306 1.134

Fuente: Elaboracion propia.

Se observé que los coeficientes de variacion (CV) en cada nivel de concentraciéon
son menores a 2% @2, I0 cual es importante tomar en consideracion, ya que
cumple con los criterios de aceptacion estipulados por la guia (ICH) confirmando
qgue, las soluciones fueron adecuadamente preparadas e indica también el

correcto funcionamiento del equipo.

5.8.1.2 Selectividad

En cuanto a la selectividad del método de las pruebas realizadas, se evaluaron
las posibles interferencias con el metabolito a cuantificar (Ver anexo N°11),
cambiando las condiciones como fases moviles y tiempos de retencion, y no se
mostraron picos de interferencia a un tiempo de retencién de 11.3 min a 266 nm.
De igual manera se corroboro que no hubiera picos superpuestos considerables

con la adicién de un material de referencia. (Ver Tabla N°21)
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5.8.1.3 Exactitud, repetibilidad y precision intermedia

La exactitud del método se verifica mediante el andlisis de un material de
referencia certificado de cafeina. (Ver Anexo N°12). La exactitud se expresa
como el porcentaje de recuperacion en un método analitico como la diferencia
entre el valor medio obtenido en la valoracion y el valor aceptado como real.
Como se explica en el apartado 5.4.1.3 la determinacion de los parametros de
exactitud y precision se realizd siguiendo los mismos lineamientos, tomando en

cuenta, concentraciones diferentes y condiciones cromatograficas.

En la Tabla N°21 se muestran los resultados del analisis de la exactitud y los
porcentajes de recobro obtenidos para cafeina, que indican que el método
propuesto muestra la exactitud necesaria para considerarlo adecuado en las
determinaciones. Esto segun los criterios de aceptacion especificados, para
porcentajes de recobro tomando en cuenta que es un meétodo analitico

cromatografico, es del 98.0% al 102.0% de la cantidad afiadida. ¢s)

Tabla N°21. Resultados de exactitud para cafeina.

i Can.
_ Con._C_onomda Areas Can. real adicionada
N° de replica | a adicionar de encontrada % R
escopoletina encontradas g /mL] encontrada
[ug/mL]
1 98.291
2 100 98.259 126.9870 124.5261 101.98
3 97.711
1 48.627
2 50 48.956 63.3055 63.7959 99.23
3 49.287
1 0.9843
2 1 0.9911 1.1409 1.1500 99.21
3 1.0147

Fuente: Elaboracion propia.
Para los estudios de la precision, que son repetibilidad y precision intermedia, se
realizo el calculo tal y como se describe en el apartado 5.4.3. Para el estudio de

la repetibilidad, tal como se sefialé anteriormente, el analisis se realizé utilizando
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los resultados obtenidos para el estudio de la exactitud, y como se puede
observar en la Tabla N°22. se obtuvieron coeficientes de variacion que se

encuentran por debajo del 2%.

Tabla N°22. Resultados de repetibilidad para cafeina.

Repetibilidad
[ug / mL] Area Promedio Xi-X (xi — %)? DS cv
98.29 98.29 9661.12
100 98.26 98.09 98.26 9654.83 0.33 0.33
97.71 97.71 9547.44
Total 294.26 0.01 28863.39
48.63 -0.33 0.11
50 48.96 48.96 0.00 0.00 0.33 0.67
49.29 0.33 0.11
Total 146.87 0.00 0.22
0.98 0.92 0.85
1 0.99 0.99 0.93 0.86 0.02 1.54
1.01 0.95 0.90
Total 2.98 2.80 2.61

Fuente: Elaboracion propia.

Para la determinacién de la precision intermedia se prepararon igualmente estas
soluciones con estas mismas concentraciones en distintos dias y se leyeron por
triplicado, por el mismo analista. Los resultados obtenidos para la precision

intermedia se muestran en la Tabla N°23.

Se reflejé que el coeficiente de variacién calculado fue inferior al valor de 2%
aceptable segun la ICH (233. LOS resultados obtenidos para la repetibilidad en los
analisis realizados y para la precision intermedia demuestran que el método

cumple con las especificaciones y puede ser aplicado con seguridad y eficiencia.
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Tabla N°23. Resultados de precision intermedia para cafeina.

Precision Intermedia

[ug / mL] Area Promedio Xi-X (xi — %)? DS CcVv
0.861 0.861 0.741
1 0.861 0.869 0.861 0.741 0.014 1.595
0.885 0.885 0.783
Total 2.607 0.008 2.266
37.015 0.059 0.003
50 37.015 36.956 0.059 0.003 0.102 0.275
36.839 -0.117 0.014
Total 110.869 0.000 0.021
73.915 73.855 5454.522
100 73.915 73.820 73.855 5454.522 0.164 0.222
73.631 73.571 5412.653
Total 221.461 221.280 16321.696

Fuente: Elaboracion propia.

5.8.1.4 Limite de deteccion y cuantificacion

Para conocer la cantidad minima y maxima en la que se puede cuantificar el
método de andlisis, se determinoé el limite de deteccion y limite de cuantificacion

preparandose como se describi6 en el apartado 5.4.1.4.

Estas determinaciones se hicieron a lo largo de la realizacion de la investigacion,
en la Tabla N°24 se presentan los resultados obtenidos para el parametro

determinado.
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Tabla N°24. Resultados de los parametros para limite de detecciony
cuantificacion de cafeina.

Area Blanco Promedio DS LD LC

0.001
0.011
0.006
0.018
0.027

Z
)

0.0258 0.0236 0.0969 0.1680
0.025 pg /mL pg /mL pg /mL Mg /mL

0.027
0.080

0.051
10 0.012

Total 0.258
Fuente: Elaboracion propia.

OO (N |~|W|IN|F

5.8.2 Validacion de metodologia analitica para cuantificar trigonelina en C.

arabica L.

5.8.2.1 Linealidad

Con las respuestas obtenidas, tal y como se realiz6 en el apartado 5.10.1.1. Se

presentan los datos estadisticos de la evaluacion del parametro de linealidad.

La linealidad fue evaluada construyendo una curva de calibracion con un
estandar de trigonelina en el rango de 5-400 ppm. Al realizar la regresion lineal
se indica la relacion entre los valores obtenidos con la recta de ajuste y los

obtenidos experimentalmente.

En la Tabla N °25 se indica el estadistico r? ajustado que explica 99.876% de la

variabilidad. El coeficiente de correlacion es igual a 0.9995, indicando una
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relacion relativamente fuerte entre las variables. El error estandar del estimado
indica que la desviacion estandar de los residuos es 2.1245 Con los valores
obtenidos podemos confirmar que se cumplen los requerimientos de un
coeficiente de determinacién lineal (r) mayor que 0.98 y de un coeficiente de

determinacion (r?): mayor de 0.95, establecidos por la ICH. ¢2:33

Tabla N°25. Datos de regresion lineal de parametro de linealidad.

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion mdaltiple 0.99953
Coeficiente de determinacion (r 2) 0.99907
r 2 ajustado 0.99876
Error tipico 2.12455

Fuente: Elaboracion propia.
En la Tabla N °26, podemos observar que el valor critico de F, es menor que 0.05,
por lo que existe una relacién estadisticamente significativa entre las variables,

con un nivel de confianza del 95.0%.

Tabla N°26. Analisis de Varianza.

Grados de Suma de Promedio de = Valor
libertad cuadrados los cuadrados criticode F
Regresion 1 14539.62 14539.62
Residuos
3 13.54 4.51 3221.22 1.2E05
Total 4 14553.17

Fuente: Elaboracion propia.

Se obtiene la grafica que indica el comportamiento de los datos de area vs.
concentracion de los 5 niveles de la curva de calibracion realizada y
simultdneamente, se estimd el intercepto y la pendiente (Ver Tabla N°27) de
acuerdo con estos datos la ecuacion ajustada es Y = 0.3738x + 1.2158 (Ver
Figura N°10).
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Curva de calibracion para linealidad de trigonelina
160.00

140.00
120.00
100.00

80.00
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60.00 y=0.3738x + 1.2158

2 _
40.00 R*=0.9991

20.00

0.00

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

ug/mL
Figura N°10. Curva de calibracién para linealidad de trigonelina.

Fuente: Elaboracion propia.

En cuanto a los criterios de aceptacién para métodos cromatograficos se estipula
gue el CV obtenido a partir de los resultados debera ser menor o igual a 2.0%. (-
33. En la Tabla N°27, se expresan los valores promedios de las lecturas de las

areas realizadas para trigonelina.

Tabla N°27. Resultados de la evaluacion para linealidad de método.

Nivel [ ug/mL] Area 1 Area 2 Area 3 cVv
1 5 2.144 2.104 2.093 1.037
2 25 8.881 8.884 8.8967 0.077
3 100 40.931 40.9660 40.2804 0.774
4 200 79.277 75.8380 78.3677 1.870
5 400 148.955 151.2600 147.9326 0.932

Fuente: Elaboracion propia.

Se observé que los coeficientes de variacion (CV) en cada nivel de concentraciéon
son menores a 2% 112, lo cual es importante tomar en consideracion, ya que

cumple con los criterios de aceptacion estipulados por la guia (ICH) confirmando
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que, las soluciones fueron adecuadamente preparadas e indica también el

correcto funcionamiento del equipo.

5.8.2.2 Selectividad

En cuanto a la selectividad del método de las pruebas realizadas, se evaluaron
las posibles interferencias con el metabolito a cuantificar, cambiando las
condiciones como fases méviles y tiempos de retencion, y no se mostraron picos
de interferencia a un tiempo de retencion de 3.2 min a 266 nm. De igual manera
se corroboro que no hubiera picos superpuestos considerables con la adicién de

un material de referencia. (Ver Tabla N°28)

5.8.2.3 Exactitud, repetibilidad y precision intermedia.

La exactitud del método se verifica mediante el andlisis de un material de
referencia certificado de trigonelina. (Ver Anexo N°13). Como se explica en el
apartado 5.4.1.3 la determinacién de los parametros de exactitud y precisioén se
realizd siguiendo los mismos lineamientos, tomando en cuenta, concentraciones

diferentes y condiciones cromatograficas.

En la Tabla N°28 se muestran los resultados del analisis de la exactitud y los
porcentajes de recobro obtenidos para trigonelina, que indican que el método
propuesto muestra la exactitud necesaria para considerarlo adecuado en las
determinaciones. Los resultados son aceptados guiandonos de los criterios de
aceptacion especificados, para porcentajes de recobro tomando en cuenta que
es un método analitico cromatografico, es del 98.0% al 102.0% de la cantidad

anadida. (32,33)



Tabla N°28. Resultados de exactitud para trigonelina.
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. Can.
Con. Conocida " Can. real .
. . Areas adicionada
N° de replica | a adicionar de d encontrada d % R
escopoletina encontradas [ug /mL] encontrada
[ug/mL]

1 162.005
2 400 161.098 425.928 429.0 99.07
3 161.820
1 43.924
2 100 42.479 112.593 112.0 100.55
3 43.292
1 1.700
2 5 1.682 2.631 2.66 98.78
3 1.650

Fuente: Elaboracion propia.

Para los estudios de la precision, que son repetibilidad y precision intermedia, se
realiz6 el calculo tal y como se describe en el apartado 5.4.3. Para el estudio de
la repetibilidad, el analisis se realizé utilizando los resultados obtenidos para el
estudio de la exactitud, y como se puede observar en la Tabla N°29. se obtuvieron

coeficientes de variacion que se encuentran por debajo del 2%.

Tabla N°29. Resultados de repetibilidad para trigonelina.

Repetibilidad
[ug / mL] Area Promedio Xi-X (xi — X)? DS cv
1.70 1.70 2.89
5 1.68 1.68 1.68 2.83 0.03 1.51
1.65 1.65 2.72
Total 5.03 0.01 8.45
43.92 0.69 0.48
100 42.48 43.23 -0.75 0.57 0.72 1.67
43.29 0.06 0.00
Total 129.70 0.00 1.05
162.01 161.94 26226.10
400 161.10 161.64 161.04 25933.41 0.48 0.30
161.82 161.76 26166.37
Total
484.92 484.74 78325.88

Fuente: Elaboracion propia.




85

Para la determinacion de la precision intermedia se prepararon igualmente las
soluciones con estas mismas concentraciones en distintos dias y se leyeron por
triplicado, por el mismo analista. Los resultados obtenidos para la precision

intermedia se muestran en la Tabla N°30.

Se reflejé que el coeficiente de variacion calculado fue inferior al valor de 2%
aceptable segun la ICH. 233 Los resultados obtenidos para la repetibilidad en los
andlisis realizados y para la precision intermedia demuestran que el método

cumple con las especificaciones y puede ser aplicado con seguridad y eficiencia.

Tabla N°30. Resultados de precision intermedia para trigonelina.

[ug / mL] Area Promedio Xi-X (xi — X)? DS cVv
2.144 2.144 4.597
5 2.104 2.114 2.104 4.427 0.027 1.270
2.093 2.093 4.381
Total 6.341 0.008 13.404
40.966 0.240 0.058
100 40.281 40.726 -0.445 0.198 0.386 0.947
40.931 0.205 0.042
Total 122.178 0.000 0.298
151.260 151.200 22861.359
400 147.933 149.383 147.872 21866.227 1.704 1.141
148.955 148.895 22169.642
Total 448.148 447.967 66897.228

Fuente: Elaboracion propia.

5.8.2.4 Limite de deteccion y cuantificacion.
Para conocer la cantidad minima y maxima en la que se puede cuantificar el
método de analisis, se determind el limite de deteccion y limite de cuantificacion

para trigonelina preparandose como se describio en el apartado 5.4.1.4.
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Estas determinaciones se hicieron a lo largo de la realizacion de la investigacion,

en la Tabla N°31 se presentan los resultados obtenidos para el parametro

determinado.

Tabla N°31. Resultados de los parametros para limite de deteccion y

cuantificacion de trigonelina.

Z
G

Area Blanco

Promedio

DS

LD

LC

0.0561

0.1894

0.1475

0.1467

0.0130

0.0640

0.0468

0.1960

OO |IN|OoO|O |~ [W|IN|F

0.1947

10

0.1946

Total

1.2488

0.12488
Mg /mL

0.07226
Mg /mL

0.3417
Mg /mL

0.1249
Mg /mL

Fuente: Elaboracion propia.

5.9 Cuantificacion de los metabolitos secundarios de cafeina y trigonelina en

C. arabica L.

Para comprobar la efectividad del método cromatégrafico, se analizaron las

muestras de “Café” tostado de la variedad bourbon, se observd que los picos

correspondientes a los metabolitos de interés se encontraron libres de

interferencias, por lo que demuestra que el método fue eficiente para separar los

compuestos, se realizaron los calculos correspondientes (Ver Anexo N°14) y en

la tabla N°32, se muestran los valores obtenidos de cafeina y trigonelina en

“‘Café’.
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Tabla N°32. Cantidad de cafeina y trigonelina determinada por HPLD-DAD.

Muestra Peso de Area [ug/mL] Promedio Ca}‘fg;r}guen % cafeina
“Café” muestra Cafeina H9 (ng/mL) en “Café”
tostado
Q) 8.253 254,723 336.96 6.124 mg/g 0.612
(2) 8.251 275.093 363.90 354.83 6.615 mg/g 0.661
©) 8.253 274.884 363.62 6.608 mg/g 0.660
- - . 5
Muestra Peso de Area Promedio Tngenellrrla ; % ;
e . . [mg/mL] en “café trigonelina
café muestra Trigonelina (Mg/mL) o ern
tostado en “café
1) 8.253 g 168.007 392.25 7.129 mglg 0.712
2) 8.258 ¢ 140.783 331.11 352.67 6.014 mg/g 0.601
3) 8.252 g 144.038 336.66 6.119 mg/g 0.611

Fuente: Elaboracion propia.

Existen variaciones importantes en la concentraciéon de los componentes del
“Café”, segun su variedad y el tostado de grano. Es por ello por lo que los valores
con los cuales se comparan los resultados son especificos de la variedad
seleccionada para el estudio. En la determinacién del contenido de cafeina en la
muestra de “Café”, los rangos presentaron valores entre 0.612 a 0.661 %. De
acuerdo con el Reglamento Técnico Salvadorefio, se exige un minimo de cafeina
de 0.4% en cafés sin descafeinar,@=s.41) por lo que se puede decir que los datos
obtenidos concuerdan con los valores aceptados que se presentan en la especie

de Coffea arabica L.

Para trigonelina, se documenta que existe a mayor nivel en las especies
Arabicas, para “Café” tostados, los rangos aceptados oscilan entre 0.6-1.3 %. En
la determinacion del contenido de trigonelina, se presentaron valores que van
desde 0.796-1.398%, lo que demuestra que los resultados del analisis realizado,

se encuentra dentro de los valores tipicos aceptados segun la literatura. 2,44
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Los estudios de cuantificacion de metabolitos secundarios en la especie de
Coffea arabica L, da un mayor enfoque a la relacion directa que existe entre la
composicién quimica del “Café” y sus caracteristicas organolépticas, ya que
gracias a la presencia de cafeina se determina significativamente la calidad, el
aroma y el sabor del “Café” us), y en cuanto a la presencia de trigonelina, es el

amargor del “Café”, la principal caracteristica que se le es atribuidages).

Entre las principales acciones asociadas al uso del “Café”, se mencionan el
proteger al cuerpo humano de enfermedades neurodegenerativas Yy
cardiovasculares por el efecto antioxidante, también puede reducir el riesgo a
desarrollar diabetes mellitus y estimula el sistema nervioso central, aumentando
la capacidad de alerta, mejora la concentracion y disminuye la somnolenciau).
También tiene capacidad vasoconstrictora, evitando coagulos sanguineos y
ayudando en el tratamiento de la migrafia. Por otro lado, es analgésico,
broncodilatador s, ayuda en la digestién, tiene propiedades diuréticas y ayuda

prevenir infecciones urinariasas).

Es por esto por lo que el estudio del contenido de los metabolitos secundarios de
cafeina y trigonelina desde el punto de vista farmacolégico también es muy
importante, ya que, mediante el desarrollo del método de cuantificacién, se puede
llevar a cabo una segura utilizacion de los principios activos responsables de las
propiedades terapéuticas, de la especie vegetal. Y da paso al futuro desarrollo y
formulacion de medicamentos y cosmeéticos que en su composicion tengan como

base a cafeina y trigonelina.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

1. Un total de 6 extractos, 3 de hojas y 3 de corteza de P. schiedeana Ness,
evidencian en los resultados, la obtencion de porcentajes de rendimiento,
con una clara distincion entre los extractos y fue el extracto etandlico de
hojas que presento un rendimiento del 15.40%, lo que indica afinidad con
el solvente de extraccion utilizado. A partir de los resultados obtenidos, se
cuantifico la cantidad de escopoletina encontrada en los extractos, y se
encontro que fue el extracto etandlico de hojas de P. schiedeana Ness el
gue presento una mayor cantidad del metabolito secundario.

2. A partir de los resultados obtenidos en el LIPN, para el desarrollo del
método para cuantificar escopoletina en P. schiedeana Ness, se
seleccionan las condiciones experimentales méas favorables para llevar a
cabo esta determinacion, las cuales son: fase mévil A: agua: 4cido acético
(1:10) y B: Metanol, método gradiente, longitud de onda a 348 nm y un
flujo de 1 mL/min.

3. Para evaluar la efectividad de la metodologia analitica, se verifican los
principales parametros de validacion para el método de cuantificacion de
escopoletina en P. schiedeana Ness, y de cafeina y trigonelina en C.
arabica L, se realizaron empleando las recomendaciones de la ICH, los
resultados obtenidos permiten concluir que el método es lineal, exacto y
preciso, en los rangos de concentraciones escogidos respectivamente
para cada metabolito, es por ello que se puede afirmar que el método

presenta caracteristicas que verifican la capacidad del proceso analitico.
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4. Para la determinacion cuantitativa de cafeina y trigonelina en Coffea
arabica L, se adaptd, una metodologia analitica por HPLC-DAD, que
desarrollada con anterioridad por el departamento de Agroindustria en
Universidad Zamorano, Honduras, tomando en cuenta las mejores
condiciones experimentales, tales como el uso de fase movil A: agua:
acido aceético (1:10), método isocratico A:95% y B:5%, longitud de onda de
266 nm vy flujo de 1 mL/ min. Y se demostré que el método fue aplicable
para las condiciones y muestras del LIPN.

5. Para cafeina y trigonelina, con las areas de los cromatogramas obtenidos
y la ecuacion de la curva calibracion obtenidas, se obtuvo la cantidad de
cafeina contenida en las muestras de café tostado, con un porcentaje de
rendimiento que oscila entre 0.660-0.612%. Y para trigonelina, se obtuvo
la cantidad contenida en las muestras de café tostado, con un porcentaje

de rendimiento que oscila entre 0.601-0.712%.
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7.0RECOMENDACIONES

A fin de conseguir el mayor rendimiento en la obtencién de metabolito
secundario de escopoletina en P. schiedeana Ness, se recomienda utilizar

como solvente de extraccion etanol.

Para la recoleccion y almacenamiento de las especies vegetales de P.
schiedeana Ness y C. arabica L, es importante mantener las condiciones
adecuadas, como la ausencia de luz y calor, para que las muestras no

sufran alteracion en su composicion quimica.

Estandares, blancos, fases méviles y muestras, deben ser filtrados con
filtro de 045 pm, al no realizarlo, el filtro de entrada de HPLC puede ser
obstruido, lo cual reduce el rendimiento de la bomba, se observan picos

superpuestos y se mueve el tiempo de retencion.

Fundamental desgasificar las fases mdviles, mediante un sistema
desgasificador por vacio, para evitar saturacion y formacion de burbujas
que afecte la linea base del andlisis.

Para la cuantificacion de cafeina y trigonelina, se recomienda preparar las

infusiones el mismo dia que se lleva a cabo la determinacién.

En futuras investigaciones, realizar cuantificacién de cafeina y trigonelina
por HPLC-DAD en diferentes especies de café, y hacer comparacion con
los resultados obtenidos segun su especie, con finalidad de evaluar la

calidad sensorial del café.
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ANEXOS



ANEXO Ne°1.
Tabla N° 33. Material, equipos y reactivos a utilizados en laboratorio de

investigacion de productos naturales.

Materiales

Equipos

Reactivos

Embudos

Beakers 100 mL, 250

Molino de café marca

Etanol >96%

mL y 500 mL Mahlkénig, modelo K32510.
Viales para Evaporador rotativo digital
muestras de Termémetro (marca Yamato serie Agua ultrapura
HPLC RE301)

Jeringas de 1
mLY 5 mL

Papel filtro Whatman
poro grueso

Cromatdgrafo Liquido de
Alta Presion modelo Dionex
Ultimate 3000 (Thermo
Scientific, Alemania).

Acido acético glacial
>99.9%

Filtros de Nylon
0.45 pL Thermo
scientific

Balones volumétrico
10 mL

Horno marca Thermo
Scientific N° de serie
41677777

Hexano >99.9%

Equipo de
Filtracion de
solvente

Probetas de 10 mL

Sonicador marca VWR
modelo 97043-940

Acetonitrilo HPLC

Micropipeta
100-1000 pL

Micropipeta 10-100
puL

Balanza analitica marca
Shimadzu, modelo TW423L

Balanza de precisién
Ohaus Explorer ® Precision
Balance modelo OBX-223

Embudo

Micropipeta 1-10 pL

Genevac™, Serie EZ-2

Metanol HPLC

Fuente: Elaboracion propia.




ANEXO N°2.
Esquema de trabajo de parte experimental con especie

vegetal Persea schiedeana Ness.

Recoleccion de Persea schiedeana Ness

Secado, pulverizado y pesado de hojas y

corteza

Preparacion de extractos de material vegetal

Obtencién de extractos secos de hojas y

corteza

Preparacion de muestras para HPLC-DAD

- | J
I I
Desarrollo de método y verificacion de Cuantificacion de escopoletina
parametros de validacion segun ICH Q2 mediante HPLC-DAD

Figura N°11. Esquema de trabajo con P. schiedeana Ness

Fuente: Elaboracion propia.



ANEXO N°3.
Preparacion de curva de calibracién para cuantificacion de

escopoletina

——

SIn stock de
escopoletina 1000 ppm

1000 uL 500 uL 125 uL 10 uL luL

3D

—

100 ppm 50 ppm 12. 5 ppm 1.0 ppm 0.1 ppm

Figura N°12. Curva de calibracién para cuantificacion de escopoletina.

Fuente: Elaboracion propia.



ANEXO N°4.

Preparacion de fases moviles.

Medir 10 mL de &cido acético
y agregarlos a una probeta de 1,000 mL

Preparar una mezcla para fase movil, utilizando
acido acetico HPLC y Agua ultrapura

Armar kit de filtracion
por succién al vacio

o\

)
L?

| —

Filtrar la solucién

Sonicar la sIn. filtrada Colocar la sIn. filtrada y desgasificada en
por 15 min equipo HPLC

Figura N° 13. Elaboracién de fase mavil.
Fuente: Elaboracién propia.




Anexo N°5.
Esquema de trabajo de parte experimental con especie

vegetal Coffea arabica L.

Recoleccion de Coffea arabica L

Molienda de café tostado y pesado

4 2\
Preparacion de infusiones de café segun la
SCA.

AN I J
4 M\

Preparacion de muestras para HPLC-DAD

- J
Verificacion de pardmetros de Cuantificacion de cafeina 'y
validacion siguiendo guia ICH Q2 trigonelina mediante HPLC-DAD

Figura N°14. Esquema de trabajo con C. arabica L.
Fuente: Elaboracion propia.



ANEXO N°6.
Preparacion de curva de calibracion para cuantificacion de

cafeina y trigonelina

Alicuotas a tomar a partir de soluciones stock para preparacion simultdnea de estandares

Trigonelina 1000 ppm cafeina 1000 ppm

SIn Stock Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5

Cafeina 1000 uL 750 uL 500 uL 100 pL 10 yL

Trigonelina 4000 pL 2000 uL 1500 yL 1000 pL 500 uL
Sin stock de H " Sin stock de

§
N 6

-

|

| |
AL AA

.

——

1 2 3 4 5

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 Nivel 5
Figura N°15. Curva de calibracién para cuantificacion de cafeina y

trigonelina.

Fuente: Elaboracion propia.



ANEXO N°7.

Tabla N°34. Parametros a determinar en validacion de métodos analiticos

Parametros a

. Determinacion Formulas
determinar
[Nivel] N° Reps. ] )
1 3 Comportamiento lineal en la
grafica de concentracién vrs
Linealidad g 2 respuesta analitica, positiva.
4 3 r’z 0. 98
5 3
[Estandar] N° Reps.
Repetibilidad ——
P JEGi =)
Utilizar un minimo DS = n—1
. de 3 niveles de |
Precision concentracion que Debe evaluarse
Intermedia cubran el rango utilizando un
especificado de la minimo d.e 9
. determinaciones.
metodologia DS
Exactitud analitica. CV = 7x100
3xDS
~Xb
Limite de DS =Desviacién estandar de
deteccion la respuesta
X,= Promedio de lectura de
Preparar una serie de blancos y analizar | 10 blancos
segun el método que se esté evaluando.
Se calcula la desviacion estdndar de las
respuestas. 6 x DS
L Xb
Limite de

cuantificacién

DS =Desviacion estandar de
la respuesta

X,= Promedio de lectura de
10 blancos

Selectividad de
método

Utilizar los resultados de las técnicas confirmatorias para evaluar la
capacidad del método y confirmar la identidad del analito y su capacitad
para medir el analito aislado de otras interferencias.

Fuente: Elaboracion propia.




Anexo N°8.
Cromatogramas de extracto etandlico de hojas de P.

schiedeana Ness.

Blanco
:
.
Estandar Nivel 1 —
004 /\
—
EZOO-
g
Estandar Nivel 5 g
10.0
00 .1ﬁpolenna -5217 ‘_J\\M\—

|1 - escopoletina - 5277

Muestra de P.

¢

schiedeana Ness

:

con estandar de

Absorance [mAU]

§

escopoletina.

o

Figura N° 16. Cromatogramas de extracto etanélico de hojas de P.

schiedeana Ness.

Fuente: Elaboracion propia.



ANEXO N°9. Certificado de andlisis de estandar de escopoletina.

SIEMA -A LDH’CH ) sigma-aldrich.com

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Name: Certificate of Analysis

Scopoletin - =99%

Product Number: $2500

Batch Number: MKCMO0255
Brand: SIGMA

CAS Number: 92-61-5

MDL Number: MFCDO00006872
Formula: C10H804
Formula Weight: 192.17 g/mol
Quality Release Date: 10 MAR 2020

Test Specification Result

Appearance (Color) Faint Yellow to Yellow Light Yellow
Appearance (Form) Powder Powder
Solubility (Color) Yellow to Yellow-Green Dark Yellow
Solubility (Turbidity) Clear to Very Slightly Hazy Very Slightly Hazy
50 mg/mi, Pyridine
Purity (TLC) > 99 % > 99 %
EmM 12.2 - 13.2 13.1
in BEOH
Wavelength 345 - 347 nm 347 nm
Lambda Max

P r
Michael Grady, Manager

Quality Control
Milw aukee, WI US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact
Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing
slip for additional terms and conditions of sale.

Version Number: 1 Page 1 of 1



ANEXO N°10

Célculo para cuantificacién de escopoletina.



ANEXO N°10.

Calculo para cuantificacion de escopoletina.

Para comprobar la efectividad del método cromatografico, se analizaron las
muestras. De los datos obtenidos de las lecturas de HPLC-DAD, se realizan los
respectivos célculos para determinar el contenido de escopoletina que hay en

cada extracto.

Donde:

Area=0.039

Conc. Escopoletina= 0.3300 pg/mL
SD=0.0036

Concentracion de extracto = 1mg / mL

- Cantidad de escopoletina en cada gramo de extracto seco de hojas de P.

schiedeana

ug 1mb _ g
0.3300 —x = 0.3300 —extracto seco
mb  1mg de ext.seco mg

0.3300 pg = 1 mg extrac. seco
X ug - 1,000 mg

Hg . mg
x = 330.0 60.3300 ——
g de ext.seco g extr.seco

- Cantidad de escopoletina presente en 100 g de hojas secas de P.

schiedeana



mg 2.4790 g de ext.seco
0.3300 —x , x 100 g
mL 50 g de hoja seca

mg de escopoletina

1.6361
100 g de hoja seca

Nota: Se realizo el mismo procedimiento, para cada uno de los extractos,

utilizando sus respectivos datos.



ANEXO N°11.
Cromatogramas de muestras de granos tostados de C.

arabica L.



Blanco

Estandar
Nivel 1

Estandar
Nivel 5

Muestra

C. arabica L

ANEXO N°11.
Cromatogramas de muestras de granos tostados de C.

arabica L.

Absorb

100

0.0 A

1 - trigonelina - 3.163

15.0 4

Py

1 - trigonelina - 3,163

Absorbance [MAU]
5
-]

]
o

AUVILAIG [1AV]

] L

12 - Cafeina - 11.420

12 - Cafeina - 11.363

11 - trigonelina - 3.160

Absorbance [mAU]

12 - Cafeina - 11.347



Muestra C.
arabica L
con %
]

estandar de

cafeina o — e

1 - trigonelina - 3.157

Muestra C.

2,000

arabica L

1,500

con

Absorbance [mAU]

1,000

estandar de o s LA

500 4
trigonelina /
o] ,

Figura N° 17. Cromatogramas de muestras de granos tostados de C.
arabica L.

Fuente: Elaboracion propia.



ANEXO N°12. Certificado de analisis de estandar de cafeina.

Certificate of Analysis Page 1 of 1

ThermoFisher
SCIENTIFIC

Certificate of Analysis

1 Reagent Lane

Fair Lawn, NJ 07410
201.796.7100 tel
201.796.1329 fax

This is to certify that units of the lot number below were tested and found to comply with the specifications of the grade listed. Certain data have been
supplied by third parties. Thermo Fisher Scientific expressly disclaims all warranties, expressed or implied, including the implied warranties of
merchantability and fitness for a particular purpose. Products are for research use or further manufacturing. Not for direct administration to humans or
animals. Itis the responsibility of the final formulator and end user to determine suitability based upon the intended use of the end product. Products are
tested to meet the analytical requirements of the noted grade. The following information is the actual analytical results obtained.

Quality Test / Release Date 06/11/2021

Thermo Fisher Scientific's Quality System has been found to conform to Quality Management System
Standard 1SO9001:2015 by SAl Global Certificate Number CERT — 0120632

Catalog Number 01728

Lot Number 211689
CAFFEINE, ANHYDROUS, USP/FCC
Country of Origin India

Description

Suggested Retest Date Jun/2024

Chemical Origin Organic - non animal

FCC Grade

Test Value

Result Name

Specifications

APPEARANCE REPORT WHITE POWDER
ASSAY % Inclusive Between 98.5 - 101.0 100.2
CARBONIZABLE SUBSTANCES PASS/FAIL =PASS TEST PASS TEST
IDENTIFICATION (ALL LISTED) PASS/FAIL =PASS TEST PASS TEST
IGNITION RESIDUE % <=0.1 0.1

LEAD (Pb) MG/KG <=1 1

OTHER ALKALOIDS PASS/FAIL =PASS TEST PASS TEST
WATER % <=0.5 <0.5

USP Grade

Result Name Specifications Test Value
APPEARANCE REPORT WHITE POWDER
ASSAY % Inclusive Between 98.5 - 101.0 100.1
IDENTIFICATION (ALL LISTED) PASS/FAIL =PASS TEST PASS TEST
IGNITION RESIDUE % <=0.1 <0.1

RESIDUAL SOLVENTS PASS/FAIL =PASS TEST PASS TEST

USP INDIVIDUAL IMPURITY % <=0.1 <0.1

USP TOTAL IMPURITY % <=0.1 <0.1

WATER % <=0.5 <0.5

Residual Solvents No Class 1 or Class 3 solvents are used in the manufacturing process. Class 2 solvent chloroform is used in
the process but is not detected in the final product due to the process used.

Judian burton.

Julian Burton - Quality Control Manager — Fair Lawn

Note: The data listed is valid for all package sizes of this lot of this product, expressed as an extension of this catalog number listed above.
If there are any questions with this certificate, please call at (800) 227-6701.
*Based on suggested storage condition.



ANEXO N°13. Certificado de analisis de estandar de trigonelina.

SIGMA-ALDRICH'

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA
Email USA: techserv@sial.com Outside USA: eurtechserv@sial.com

Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:
Batch Number:
Brand:

CAS Number:
Formula:

Formula Weight:
Quality Release Date:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)
ARGENTOMETR. TITRATION
SOLUBILITY (COLOR)
SOLUBILITY (TURBIDITY)
SOLUBILITY (METHOD)
CARBON CONTENT
NITROGEN CONTENT

Trigonelline hydrochloride
analytical standard

T5509

BCCB9514

Sigma-Aldrich

6138-41-6

C,H;NO, * HCI

173.60

02 SEP 2019

SPECIFICATION RESULT
WHITE WHITE
POWDER POWDER
97.5-102.5% 100.2 %
COLORLESS COLORLESS
CLEAR CLEAR

100 MG/ML OF WATER 100 MG/ML OF WATER
47.2-496 % 479 %
77-83% 78%

QF.R S.Q\._,M//—\

Dr. Reinhold Schwenninger
Quality Assurance
Buchs, Switzerland

Sigma-Aldrich wamrants that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in this publication. The current

specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product

for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.

Sigma-Aldrich

Certificate of Analysis - Product T5509 Lot BCCB9514 Page 1 of 1



ANEXO N°14.
Calculo para cuantificar contenido de cafeina en

infusion de granos de café tostado de Coffea arabica L.

Para comprobar la efectividad del método cromatégrafico, se analizaron las
muestras. De los datos obtenidos de las lecturas de HPLC-DAD, se realizan los
respectivos calculos para determinar el contenido de escopoletina que hay en
cada extracto.

Donde:

Area=254.723

Conc. Cafeina = 336.96 pg/mL

Pesaje inicial de café molido=8.253 g

Volumenwzoultrapura= 150 mL

- Cantidad de cafeina en infusién de café realizada.

336,96 18 0L 20 _ (1431818
7% LY 8253 g decafé " gdecafé

6124.318 pg > 1 mg
X ug - 1,000 mg

mg de cafeina
6.124

g de café

6.124mg - 100 g
xpug — 1,000 g

0.614 % cafeina en café tostado

Nota: Se realizo el mismo procedimiento para cafeina y trigonelina, con cada una

de las infusiones realizadas.



