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Las especies vegetales desde la década de los 80 han tenido relevancia como fuentes
alternativas de origen natural por hacer referencia a todos aquellos alimentos que se

proclaman como poseedores de un efecto beneficioso sobre la salud humana .

Segun cifras de la FAO, de 1990 a 2006 se consiguié reducir de 53 a 45 millones las
personas que pasaban hambre, pero de 2006-2009 se desvanecieron los avances logrados
durante mas de un decenio. En América Latina y el Caribe se registraron 53 millones de

personas con hambre, un aumento del 12.8 por ciento con respecto al afio anterior.

En Nicaragua la mayoria de la poblacion de escasos recursos muestran indices de
deficiencia nutricional y segun estadisticas que sefialan que se han incrementado en los
ultimos afios la ingesta de alimentos caléricos pero no de los alimentos ricos en minerales
y vitaminas; por lo cual la verificacion cientifica del uso de especies medicinales son un
aporte al proponer de manera segura eficaz y confiable que dichas especies sean una

alternativa alimenticia en contenido de minerales en nuestra dieta diaria. (2

En un estudio realizado por la universidad Nacional agraria (UNA) determino que todas
las partes de la planta de marango son comestibles, El sabor es agradable y las diversas
partes se pueden consumir crudas (especialmente las hojas y flores) para el caso de las
especies Smilax dominguesis que tradicionalmente ha sido utilizadas como depurativa de la

sangre o en estados anémicos en pacientes que aquejan este tipo de enfermedad. (3,

Basado en lo anteriormente mencionado se procedid a la cuantificacion de Fe, en hojas de
Moringa oleifera y raices de Smilax domingesis para lo cual los resultados obtenidos
mostraron un valor significativo en la cantidad de Fe para el caso de S.domingesis y

S.reguelli.
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Valoracion cuantitativa de hierro en tres especies vegetales Moringa oleifera, y Smilax

domingesis, Smilax reguelli durante el periodo Enero -octubre 2011.
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OBJETIVOS
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Generales:

Valoracion cuantitativa de hierro en tres especies vegetales Moringa oleifera, Smilax

reguelli 'y Smilax domingesis.

Especificos:

v" Valorar el contenido de hierro por espectrofotometria de absorcion atomica en tres
especies vegetales Moringa oleifera, Smilax domingesis. Smilax reguelli.
v" Evaluar las caracteristicas de desempefio del método para la determinacion de hierro en

matrices vegetales
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MARCO TEORICO
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Informacion de las especies en estudio
a) Marango:
Nombre cientifico: Moringa oleifera.
Familia: Moringacea
1. Denominacion:
Marango
2. Sinonimos:

v’ Guilandina moringa L.

v Moringa pterygosperma Gaertn.

v Moringa Millsp.

3.Nombres comunes: Figura N°1

v’ Resedd, arbol de rabano picante.
Arbol de bequeta.

Arbol de los espdrragos.

Arbol de las perlas.

Tamarindo cimarron

Arbol "ben"

AN N N N NN

Marango y por varios otros nombres.

El marango es un arbol originario del sur del Himalaya, noreste
de la India, Bangladesh, Afganistdn y Pakistan. Actualmente se
encuentra diseminado en gran parte del planeta. Segln estudios

de la universidad nacional de ingenieria (UNI), el arbol fue

introducido en 1920 a Centroamérica como planta ornamental y Figura N°2

como cerca viva. Moringa Oleifera, conocido en Nicaragua como Marango, el arbol que
cura, purifica el agua y nutre al hambriento, reconstruye huesos fragiles, enriquece la
sangre anémica, y permite a la madre mal nutrida alimentar al lactante. Moringa contiene

mas nutrientes que cualquier fruta o vegetal. (4
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4. Descripcion botanica Moringa oleifera lam.

Un arbusto grande o arbol pequefio y frondoso, rara vez de 7 a 12 metros de altura, la
corteza blanquecina, el tronco generalmente es espeso 20 a 40cm de de didmetro. Las hojas
compuestas, alternas imparipinadas; son hojuelas delgadas, oblongas u ovaladas de 1 a 2
cm de largo y de color verde claro. Las flores de color crema son muy numerosas y
fragantes, mide de 1 a 1.5 cm de largo y se encuentran agrupadas, las semillas son
carnosas, cubiertas por una cascara fina de color café, endospermo blanquecino y muy

oleaginoso. La raiz principal mide varios metros y es carnosa en forma de radbano.

5. Datos agrotecnolégicos:

v' Habitat y Distribucion geografica:
Es una planta de origen tropical, se desarrolla en climas semidridos, semi hiimedos y
himedos. Puede crecer en todo tipo de suelos, desde suelos acidos hasta alcalinos (pH 4.5-
8), aunque la mejor respuesta en desarrollo y productividad se obtiene en suelos neutros o
ligeramente alcalinos, bien drenados o arenosos y donde el nivel fredtico permanece
bastante alto por todo el afio, tolera suelos arcillosos, pero no encharcamientos
prolongados. Crece en la india y se distribuye en paises como Afganistan, Pasquitan y

Centroamérica.

v" Propiedades medicinales:
En Africa, Asia y el Pacifico, las flores, hojas y raices se usan en una gran variedad de
medicinas tradicionales: curan diabetes, presion alta, tumores, usan las semillas para
tumores abdominales. Las raices son amargas y sirven como tonico para el cuerpo y los
pulmones, también son expectorantes, diurético suave y estimulante para paraliticos,
epilépticos e histéricos. Las raices en Nicaragua son usadas cocidas en té para la gota. Las
hojas frescas molidas se aplican sobre piel y se puede restregar sobre partes irritadas con

comezon. ()

PROPIEDADES VITAMINICAS COMPARADAS DEL MORINGA:
7 Veces mas Vitamina C que en las Naranjas

4 Veces mas Vitamina A que en las Zanahorias

4 Veces mas Calcio que en la Leche

3 Veces mas Potasio que en los Platanos.
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v" Definicién:
Hojas secas y molidas de color verde claro.

v Obtencion:
Se obtiene por siembra directa, colocando directamente la semilla en el suelo preparado o
por propagacion vegetativa las estacas de marango se cortan a finales de la época seca las
que se dejan enraizar con sus propias reservas y posteriormente se transplantan al terreno
definitivo, el cual debe tener un buen régimen de humedad. Las hojas jovenes se
recolectan, lavan con agua clorada y se secan en horno artificial. Para su procesamiento

industrial, las hojas son molidas obteniendo un polvo fino.

6. Descripcion macroscopicas:

v Tallo aéreo: Tiene un didmetro de 20-40cm, es irregular en tamafio y forma, de
color blanquecino y puede alcanzar una altura de 1.5-2m antes de que empiece a
ramificarse.

v Fruto: El fruto es una capsula colgante color castafio, triangular, con 30 cm de
largo y 1.cm de diametro.

v" Semilla: Las semillas son de color castafio oscuro con tres alas blancas delgadas.

v' Raiz: gruesa con engrosamiento tuberoso y muy larga lo que hace que este arbol

soporte largos periodos de sequia.

7. Descripcion microscopicas

El fruto en corte transversal presenta una seccion triangular con varias semillas dispuestas
a lo largo, las semillas presentan en la zona del parénquima paredes celulares y numerosos
huecos, con una apariencia reticulada, luego aparece una regioén de fibras que contienen
cristales .El endospermo es una capa simple con gotas de aceite y asociado a este hay dos 2
o 3 capas de cé€lulas aplanadas, en el tallo se observan fibras de paredes espesas (2,63m)
que reducen el colapso (aplastamiento de las fibras) ademas, son fibras anchas (76,03um) y
cortas (0,78 um) de longitud, asi mismo la raiz en corte transversal produce una goma de

color rojizo parduzco.
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8. Composicion quimica:

Estudios toxicoldgicos y fitoquimicos demuestran que la planta de moringa contiene como
principios toxicos benzil, acido moringico y acido cianhidrico, asi como pequefias trazas de
alcaloides, presenta glucosido cianogénico, las hojas principalmente contienen cantidades
poco significantes de taninos(1.4%),no se observan taninos condensados ,presentan un
contenido de fenol total de 2.7% . A esta concentracidon, estos fenoles sencillos no

producen efectos adversos. ()

by Nombre cientifico: Smilax domingensis Willd
Familia: Smilacaceae
1. Denominacion:Zarzaparrilla.
2. Sin6nimos:
v’ Smilax caudata Lundell
v’ Smilax lanceolata L.

v Smilax microscola ( Robinson ) Killip y Morton.

3. Nombres comunes:

v’ Bejuco de canasta

Figura N°3

v' Raiz de china

V' bejuco chino,

v’ zarzaparrilla ( Cuba, Gua.)

v' Corona de cristo

v’ Chiquihuite, zarzaparrilla (Mex.)

V' bejuco de membrillo.
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4. Descripcion botanica

Tallos teretes, escasamente armados en la parte
inferior con aguijones robustos recurvados, hojas
de 10 cm de longitud, 1.4-6 veces mas largas que
anchas, avadas lanceolado-ovadas, o lanceolada,
umbrelas pistiladas solitarias, pedinculo 1-5 cm,
mas corto que el peciolo subyacente, subterete.
Tépalos de las flores estaminadas 4-6 mm,

filamentos 2- 4 mm.anteras 1-2 mm. Bayas 7-10

mm, rojas purpureas o negras.

Figura N°4

5. Datos agrotecnoldgicos

v Habitat y Distribucion geografica:
Es una planta comun en los terrenos pedregosos de las montafias y colinas calcareas,
bosques humedos. Crece en el Caribe, México, Honduras, El Salvador, Costa Rica,

Panama, y en Guatemala.
v Propiedades medicinales:

Tiene propiedades antiblenorrdgica, sudorifica, antiasmadtica, y antihipertensiva. El
cocimiento del rizoma se usa como depurativo y sudorifico. Se usa contra la sifilis,
afecciones de origen reumatico y enfermedades crénicas de la piel. Se le considera un
eficiente depurativo, por lo que se utiliza para tratar enfermedades de la sangre y los
rifiones, asi como tonico para fortalecer diversas funciones del organismo, topicamente
se utiliza cuando hay picazon en inflamacion de la piel. Se emplea en afecciones

gastrointestinales y nerviosas.

v" Definicion:

Rizoma seco y molido de color marrdn claro

v Obtencién:
La planta se obtiene por cultivo de repoblacion natural o semilla, las plantulas de 2-3
afos se trasplantan al pie de un tutor arboreo. El rizoma de 6-8 afios se colecta después
de las ultimas lluvias, se lava profusamente y aun fresco se corta en finas rodajas que
se secan al sol y se guardan en recipientes herméticos. Para su procesamiento

industrial, las rodajas son molidas como un polvo grueso.
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6. Descripcion macroscopica:

v' Tallo aéreo: terete con entrenudos de 4-6 cm de longitud y
0.5 cm de diametro con aguijones triangulares, robustos,
punzantes, recurvados. Se observan ramas Vigorosas y un
profuso sistema de ramas mas débiles con hojas, a veces de
menor tamafio, la mayoria son floriferas, de color castafio

oscuro.

v' Rizoma: algo lignificado, voluminoso con engrosamientos

tuberosos, de color castafio-rojizo.

v" Raices: adventicias naciendo de los rizomas, rectas muy Figura N°5

lignificadas, largas de un didmetro de 0.3-0.4 cm de color pardo grisaceo.

7. Descripcion microscopica:

v' Tallo aéreo: en corte transversal es de contorno circular. La cuticula es gruesa, la
epidermis uniestrata con estomas a la misma altura de las células epidérmicas. El
parénquima con células de paredes muy gruesas y esclerosadas. Parénquima central
con taninos, granos de almidén de hilio céntrico, simples o reunidos en 3 unidades. En
el material disociado se observan: fibras de paredes engrosadas de aproximadamente
300 um de largo, vasos de 10 pm de ancho, con apéndice, placas de perforacion simple
mas bien oblicua, células parenquimaticas de paredes muy engrosadas, células del
parénquima axial del xilema no engrosadas y células del parénquima xilematico o

floematico no engrosadas.

v" Rizomas: en seccidon transversal es circular, la corteza estd constituida por una
epidermis de paredes sinuosas, engrosadas. Las células del parénquima cortical son
alargadas y se disponen tangencialmente en ellas se observan idioblastos con rafidios
de oxalato de calcio y mucilagos, mientras que en la zona mas interna las células del
parénquima, se disponen radialmente. Estas células poseen paredes no muy engrosadas
y una gran vacuola repleta de almidon que estd compuesto por 2,3 hasta 6 o mas
componentes, los granos individuales son poliédricos, con hilo céntrico. Dispersos en
el parénquima se encuentran los haces colaterales cerrados cuya vaina de fibras es poco

desarrollada.
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8. Composicion quimica:

Los trabajos de tamizaje fitoquimico mediante ensayos macro y semicro y por CCF,
han evidenciado la presencia de esteroides mediante las pruebas de Salkowsky
Burchard y la prueba de espuma, lo cual es indicativo de posibles saponinas
esteroidales, asi presencia de flavonoides, antocianos y taninos. El rango de RF de las
muestras se encuentra entre 0.24-0.89. No se evidencia alcaloides. El estudio de la
composicion quimica del rizoma demostrd el siguiente contenido mineral: potasio
(3,375-3.751ppm), calcio ( 7.343-8.075 ppm ), manganeso ( 1.4 ppm ), hierro ( 1.6-1.8
ppm ), niquel ( 2.8-7.6 ppm ), cobre ( 28-34 ppm ), zinc ( 48-51 ppm ). (7

MOLIENDA:

La molienda tiene como objetivo la disminucion del tamafio de las particulas de la droga
vegetal para adecuarla a la etapa siguiente del proceso de extraccion. La extraccion de una
droga entera o dividida en fragmentos gruesos seria incompleta, debido a la pobre
penetracion del solvente en el tejido vegetal, y seria igualmente muy lenta, una vez que las
membranas celulares actian como verdaderas barreras que dificultan el proceso de
extraccion .En el caso especifico de la droga previamente dividida, tales membranas se
encuentran particularmente destruidas, lo que facilita la disolucion de los constituyentes

celulares en el liquido externo.

El proceso de molienda es precedido de la seleccion para aislar las impurezas .En esta
operacion se separan manualmente los materiales extrafios como pedazos de madera, de
metal o materiales de otra naturaleza .La tierra ,la arena y el polvo muy fino son separados

por medio de tamices .

La molienda del material vegetal, independientemente de su naturaleza y del tipo de
molino usado, da como resultado la produccién de una cierta cantidad de particulas muy
finas, deben ser separadas ,por lo cual la operacion de molienda debe ser seguida por el
tamizaje del material obtenido .Las particulas que exceden el tamafio adecuado deben
retornar al molino para ser reducidas aun mas , descartdndose también el polvo muy fino o
cuando las condiciones lo permiten ,este polvo debe ser almacenado y extraido aparte ,y
reunirse el material proveniente de varios lotes ,en condiciones diferentes de

procesamiento . s
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Especiacion de metales en plantas con espectrometria de masas

Las moléculas complejantes de metales juegan un papel fundamental en la adquisicion,
transporte y homeostasis de metales tanto en plantas hiper acumuladoras como en plantas

normales.

La espectrometria de masas es una técnica que ofrece grandes posibilidades para la
especiacion de metales en plantas. La combinacion de técnicas de analisis atdmico y
molecular parece ser la mejor estrategia para abordar el tema. Primero se hace una
separacion cromatografica y con técnicas de determinacion atomica se localiza la fraccion
donde fluye el metal de interés. Posteriormente se concentra la fraccion que contiene el
metal y después se analiza con técnicas de determinaciéon molecular para determinar la
estructura. Normalmente los metales aparecen en la naturaleza con distintos isétopos con
distintas abundancias. Por ejemplo en el caso del hierro: 54 Fe: 5.8%; 56 Fe: 91.7%; 57 Fe:
2.2; 58 Fe: 0.3%. Cuando un metal forma un complejo con pequeilas moléculas la huella

isotopica del metal se ve reflejada en la del complejo.

La utilizacion de la espectrometria de masas para la determinacién de metales permite la
observacion directa de los metales en solucion y permite probar hipotesis que se
planteaban a partir de simulaciones con programas informaticos acerca de las distintas

especies metalicas que pueden aparecer en unas determinadas condiciones. ()

Determinacion de hierro en matrices vegetales
Fe:

El hierro es el metal mas abundante en el universo, y el cuarto elemento en frecuencia en la
corteza terrestre. Se lo encuentra naturalmente en el suelo, formando parte de diversos

minerales, en el agua y en muchos alimentos.

En 1713, Lemery y Geoffry demostraron por primera vez que el hierro se encontraba
presente en las cenizas de la sangre, relacionando directamente a este tejido con dicho
metal, estableciendo de esta manera las bases cientificas en la terapéutica de su deficiencia.
En 1832 el médico francés Pierre Blaud inicid el tratamiento de la clorosis mediante la
administracion de hierro por via oral, utilizando una pildora compuesta por sulfato ferroso

y carbonato de potasio, la cual fue denominada "pildora de Blaud". (19
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Usos importancia en la terapéutica

v El hierro forma parte de la hemoglobina, proteina esencial que transporta oxigeno y se
encuentra en los glébulos rojos.

v' También funciona como parte de la mioglobina, que ayuda a las células de los
musculos a almacenar oxigeno.

v' Ayuda a elaborar ATP (trifosfato de adenosina, la principal fuente de energia del

cuerpo), producir ADN o llevar a cabo muchos otros procesos vitales.

La deficiencia de hierro provoca:
v' Anemia

v" incapacidad de aprendizaje

v funcién inmunoldgica dafiada

v’ fatiga y depresion. apy

Funciones generales de los minerales:

- Constituyentes esenciales de huesos y dientes, asi como de tejidos blandos.
- Transmision de impulsos nerviosos y contraccion muscular.

- Mantenimiento de la actividad osmdtica.

- Equilibrio acido-base corporal.

- Constituyentes de enzimas, vitaminas, hormonas y pigmentos.

- Cofactores y activadores enzimaticos.

Clasificacion:

1. Esenciales y No Esenciales

La esencialidad se basa en los siguientes requisitos:

Debe estar en los tejidos vivos

La concentracion corporal debe ser similar y constante de individuo a individuo
Deben tener un papel bioquimico

Su ausencia debe conllevar a anormalidad fisiologica

NN N N N

Luego de una carencia la administracion aliviara la anormalidad.
2. No esenciales
Segun su funcion bioldgica:

- Estructurales:

v' Ca, P, Mg, Mn, Cu, Si, Na
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- Electrolitos:
v" Componentes de fluidos y tejidos corporales que intervienen en el mantenimiento

de la presion osmotica (K— Na), equilibrio acido-basico (Cl, K, Na).

- Cataliticos :
v’ Catalizadores enzimaticos: Citocromo (Fe)

v También como componentes de sistemas hormonales: Tiroides (I), Vitaminas (C o
B12).

v Componentes de RNA (P, Fe, Mn, Ni, Zn, Cr, )

v" Transporte de Oxigeno: (Fe)

v’ Permeabilidad de la membrana: (Ca, P, Mg, Na, K, Cl)

v" Funcién neuromuscular: (Ca, Mg)

3. De acuerdo a la concentracion requerida en el alimento.
- Macro minerales: Requerimiento y concentracion tisular > 100 ppm

- Micro minerales: Requerimiento y concentracion tisular < 100 ppm (2,

Tabla N°1 provisiones dietéticas diarias recomendadas de hierro.

Edad Peso Minerales
(afios) (Kg) Fe (mg)
Lactantes 0-0,5 6 10
0,5-1 9 15
Nifos 1-3 13 15
4-6 20 10
7-10 28 10
11-14 45 18
Varones 15-18 66 18
19-22 70 10
23-50 70 10
51+ 70 10
11-14 46 18
Mujeres 15-18 55 18
19-22 55 18
23-50 55 18
51+ 55 18
Embarazadas +10

Determinacion de cenizas

Cenizas totales. Son las cenizas de los productos alimentarios que estan constituidas por el
residuo inorganico que queda después de que la materia orgdnica se ha quemado. Las

cenizas obtenidas no tienen necesariamente la misma composicion que la materia mineral
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presente en el alimento original, ya que puede haber habido pérdidas por volatilizacion o

alguna interaccion entre los constituyentes quimicos.

El valor de las cenizas puede considerarse como una medida general de la calidad, y a

menudo es un criterio Gtil para determinar la identidad de un alimento. (13)

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.,

La espectrofotometria de absorcion atdmica es una técnica capaz de detectar y determinar
la mayoria de los elementos de la tabla periddica, metales que estan presentes en una gran
variedad de muestras, este método consiste en la medicion de las especies atdmicas por su
absorcion a una longitud de onda particular, las especies atomicas se logran por la
atomizacion de la muestra ya sea por llama que se encarga de nebulizar la muestra y
diseminarla en forma de aerosol a través de una llama de aire acetileno o bien por horno
de grafito que se encarga de calentar, solvatar y atomizar la muestra aumentando su

sensibilidad .

La concentracion del analito se determina por la cantidad de absorcion. Aplicando la ley de

Lambert—Beer directamente en la espectroscopia.

Ley de Lambert- Beer

A= a (00*b*c)

A, es la absorbancia medida.

a (00, es la longitud de onda que depende del coeficiente de absorcion
b, es la longitud de la muestra

¢, s la concentracion del analito

Instrumentacion absorcion atomica:

Instrumento

Tubo Amplificadorde  Para la lectura

Monocromador Detector ca
’(tied Desviador
catodo  rotatorio
hueco ! Flama m m
§£H i 7 VU] U]
E Motor / T \
Combustible Oxigeno
& FIGURA N°6

Fuente de Muestra
energia

Fuente de Luz: La fuente de luz utilizada es una lampara de cdtodo hueco que esta
limitada a detectar solo un metal, es decir de aquel que esta en la superficie del catodo o
por aquel con el que esta fabricado.

v" Flama: Los iones 6 atomos de la muestra deben de estar disueltos y vaporizados en

una fuente de alta temperatura como una llama u horno de grafito.
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v" Ventajas de llama:
- Lallama puede analizar solamente disoluciones.
- Utiliza un quemador tipo slot para incrementar la longitud de paso y por lo tanto para

incrementar la absorbancia total.

- Con la atomizacién de flama es posible la operacion manual del espectrofotdmetro.

v" Ventajas de horno de grafito:
- El horno de grafito puede analizar disoluciones, muestras solidas y semisoélidas.
- Utiliza un atomizador el que es mas eficiente que una llama y puede aceptar cantidades
muy pequefias de muestra.
- Suministra un ambiente reductor para elementos facilmente oxidables.
Se han desarrollado hornos especiales para reemplazar la llama en la espectro
fotometria de absorciéon atomica debido a los serios problemas cinéticos que se
presentan con la atomizacion en la llama y porque su sensibilidad disminuye en forma
considerable por la dilucion de la poblacion de dtomos de analito que ocurre con los

gases en la llama.

Monocromador: El proposito més importante del monocromador es aislar la linea de

absorcion de la luz de fondo debida a las interferencias.

Detector: Se encarga de captar la sefial Optica proveniente del monocromador y la

transforma en sefial electronica capaz de convertirse en un valor legible.

Amplificador sintonizado: Se combina con la modulacién del haz, liberando las
mediciones de absorcion atomica de la interferencia de la luz que proviene de fuentes
indeseables, como la de la llama o el quemador o incluso un poco de luz que se puede
filtrar desde el laboratorio.

Instrumento para la lectura: puede ser un galvandémetro sencillo, un voltimetro 6 un

potencidometro registrador con pluma y tinta
Aplicaciones de la absorcion atomica

Esta técnica se ha aplicado a cerca de 60 elementos y es una herramienta primordial para
los estudios en donde se determinan vestigios de metales en muestras bioldgicas o del
medio ambiente. Con frecuencia, también es util en los casos en donde la muestra contiene
un nivel elevado del metal pero solo se cuenta con una muestra pequefa para el analisis,

como es el caso algunas veces con las metaloproteinas.
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Tabla N°2 Algunos limites de deteccion aproximados en absorcién atdmica

Elemento Flama acetileno-aire Horno de grafito
Ca 0.002 0.0003"
Cd 0.005 0.0001
Cr 0.005 0.0005
Cn 0004 00001
Fe 0.004 0.003
K 0.004 0.001
Mg 0.003 0.00005
Ni 0.005 0.001

Existen algunas interferencias en la absorcion atomica como son: los efectos de matriz
que tienen influencia sobre el proceso de atomizacion. El grado en el que se disocian los
atomos a cierta temperatura, también es comun la formacion de aniones que producen
compuestos de baja volatilidad con el analito, disminuyendo la velocidad de

atomizacion lo que origina resultados menores a los esperados. 14

Curva de calibrado:

La curva de calibrado es un método de quimica analitica empleado para medir la
concentracion de una sustancia en una muestra por comparacion con una serie de
elementos de concentracion conocida. Se basa en la existencia de una relacion en principio
lineal entre un caracter medible (por ejemplo la absorbancia en los enfoques de

espectrofotometria) y la variable a determinar (la concentracién).

Para ello, se efectian diluciones de unas muestras de contenido conocido y se produce su
lectura y el consiguiente establecimiento de una funcion matematica que relacione ambas;
después, se lee el mismo caracter en la muestra problema y, mediante la sustitucion de la
variable independiente de esa funcidn, se obtiene la concentracion de esta. Se dice pues
que la respuesta de la muestra puede cuantificarse y, empleando la curva de calibracion, se
puede interpolar el dato de la muestra problema hasta encontrar la concentracion del

analito. s
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Desempeiio de Métodos Analiticos
El desempefio de un método es considerado aceptable cuando la magnitud de los errores
obtenidos en el estudio de validacion es menor a los errores maximos tolerables segtin los
requerimientos de calidad establecidos.
Error (TE) < TEa Aceptable
Error (TE) > TEa Rechazado
TE: Error total
TEa: Requerimiento de calidad
Los errores calculados son:
- Error Aleatorio: A partir de los protocolos de Precision SD y CV
- Error Sistematico: A partir del protocolo de Comparacion de Métodos.
Y = Pendiente .X + Interseccion
v" De la combinacion de conceptos y errores surge la decision acerca de la aceptabilidad
del método en estudio.
v’ Existen varios modelos para esta combinacion. Los mas apropiados son:

-Method Decision Chart

-Six Sigma
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Desempeiio de Métodos Analiticos: Estd dirigida al mejoramiento de procesos. El
nombre de Six Sigma deriva de un “gold standard” de calidad que apunta a lograr que
entre los limites de tolerancia de un proceso dado se puedan alojar seis unidades de desvio

estandar
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Six Sigma
- Si reemplazamos en la definicidn anterior el término “telerancia del proceso” por el de

“requerimientos de calidad” hemos logrado trasladar el concepto Six Sigma a la
evaluacion de desempefio de los métodos analiticos.
Six Sigma= (TEa-Bias)/CV
Six Sigma= (TEa-Bias)/SD
Interpretacion (del desempeiio):
Por debajo de 2o: Inaceptable
Entre 2 6 y 3 6: Marginal no valido para procesos de rutina
Entre 3 oy 4 o: Pobre
Entre 4 6 y 5 o: Bueno
Entre 5 6 y 6 6: Muy Bueno

Por encima de 6 o: Gold Estandar, (6
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HIPOTESIS
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Las concentraciones de hierro en las especies Moringa oleifera (Marango) , Smilax.
Domingesis(Zarzaparilla) y Smilax reguelli (Cuculmeca)son suficientes para dar respuestas

a estados anémicos
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DISENO
METODOLOGICO
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TIPO DE ESTUDIO:

Experimental y descriptivo.

UNIVERSO:

Especies vegetales con alto contenido de hierro Ortiga mayor, Rosmarinus medicinales,
Cassia grandis, Cassia angustifolia, Equisetum arvense, Salvia officinalis, Moringa
oleifera. Smilax dominguensis.

MUESTRA:

Especie vegetal de Moringa oleifera. Smilax dominguensis, Smilax reguelli
AREA DE ESTUDIO:

Departamento de Farmacia Industrial area de Laboratorio de Farmacognosia de la Carrera
de Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas, Laboratorio de suclos de escuela de

Agroveterinaria.

UNIDAD DE ANALISIS:

Hojas de la especie Moringa oleifera, Raices de Smilax domingesis y Calices de Hibiscus

rosasinensis.

Criterios de inclusion de las especies:
- Para la especie Moringa oleifera Hojas sanas recolectadas durante el periodo previo a
la floracién de la especie.

- Para la especie Smilax domingensis raices no menores de 15 cm de longitud

Criterios de exclusion de las especies:

- Para la especie hojas Moringa Oleifera ennegrecidas recolectadas durante el periodo
previo a la floracion de la especie:

- Para la especie Smilax domingensis raices jovenes menores de 15 cm de longitud

- Para la especie Hibiscus rosasinenis calices desecados con mas del 5 % de humedad

PROCEDIMIENTO:

Inicialmente para el trabajo experimental se procedi6é a la revision bibliografica de las
especies para justificar como antecedentes nuestro estudio, posteriormente se recolectaron
y procesaron las muestras y se ensayaron las muestras espectrofotométricamente seglin se

detalla a continuacion:
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Recoleccion del Material vegetal

Hojas de marango (Moringa oleifera) BPM pos- cosecha.

las hojas principalmente se recolectan al comienzo de la floracion, preferiblemente se
recolectaron por la mafiana ,considerando que es el momento en que se encuentran
presente la mayor cantidad de principios activos ; eligiendo siempre las suculentas y
jovenes, ausentes de manchas, enteras, sin dafios y carentes de insectos.

finalmente se lavan con agua clorada (5 gotas de cloro por cada litro de agua).

Raices de Smilax dominguensis y Smilax Reguelli :

Para la seleccion del material vegetal se procede a recolectar las raices del material
vegetal eligiendo las mas suculentas no menores de 10 cm de longitud.

La hora de recoleccion se realizara en las primeras horas de la mafiana

Proceder a eliminar tierra y demas contenido de las muestra

Posteriormente lavar el materia vegetal con abundante agua previo al secado

Secado del material vegetal:

Para el secado de material vegetal de marango se procedera a realizar secado artificial
en el herbario UNAN-Le6n a 37 °C, por 24-72 horas hasta un porcentaje de humedad
de no mayor al 3 %.

En las especies Smilax dominguensis y Smilax Reguelli ,se procedid a realizar secado

solar por 24-72 horas hasta un porcentaje de humedad de no mayor al 3 %.

Trituracion:
Realizar la molienda de las hojas y raices, con el objetivo de obtener la mas grande

porcién de elementos nutritivos de la fibra no digestibles, lo cual
se procedid a realizar en molino de martillo (Thomas Wiley,

Model 4) hasta polvo homogéneo.

Se procedi6 a la determinacion de cenizas en las especies Moringa

oleifera y Smilax dominguensis, y Smilax reguelli para su posterior

tratamiento y determinacion de hierro.

Figura N° 7
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el método general para determinar las cenizas totales consiste en pesar una muestra de
5 g en una capsula de silice previamente calcinada y enfriada antes de ser pesada.
Posteriormente la capsula y su contenido se calcinan previamente a la obtencion de
cenizas lo cual se llevara a cabo colocando la muestra y adicionando una pequena
cantidad de acido sulfurico.

Posteriormente se adiciona la muestra calcinada en un horno de mufla a 500-550 °C.
por 3-4 horas hasta la obtencion de las cenizas.

Posterior se retiran las muestras y se adicionan en un desecador hasta lograr peso
constante .Se debe tener cuidado al mover las capsulas por el residuo esponjoso
Ensayo de cuantificacion

Se utilizo un equipo: Perkin Elmer con detector de llama y grafito ,
Acetileno para la combustion con una P° externa de 60 PSI y una P°
interna de 20 PSI * longitud de onda de lectura de calibracion del
equipo 324.8 nm , longitud de onda curva de calibracion 248.9 nm.
Calibracion del equipo se utilizo solucion madre de cobre hasta la

obtencion de una solucion final obteniendo concentraciones de 1, 2,

3,4, 5, 6, ppm respectivamente para la elaboracion de la curva de .
calibracion. Figura N°8
Preparacion de las muestras, la especies previamente calcinadas son re disueltas en
solucion de acido sulfurico concentrado posteriormente se preparan diluciones de la

muestra hasta la quinta dilucion para su posterior lectura.

Curva de calibracion de estandares

Estandares de hierro preparados a partir de solucion madre de 1000 mg/L.

Estandar de 5 mg/L: tomar 0,5 mL del estandar concentrado de 1000 mg/L

y adicionar 5 mL de HCL concentrado y aforar a 100 mL con agua desionizada.
Estandar de 2 mg/L: tomar 0,2 mL del estandar concentrado de 1000 mg/L y adicionar
5 mL de HCL concentrado y aforar a 100 mL con agua desionizada.

Estandar de 1 mg/L: tomar 0,1 mL del estdndar concentrado de 1000 mg/L y adicionar

5 mL de HCL concentrado y aforar a 100 mL con agua desionizada.

Pag. 33




Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua Unan —Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas Carrera de Farmacia

7. Cuantificacion de las muestras para el ensayo

a. Inicialmente para la cuantificacion de las muestras se procede
a tomar 5 gramos de ceniza de Moringa oleifera previamente
calcinada y disuelta en acido sulfurico concentrado 100 ml ,
posteriormente se realizan 2 diluciones posteriores de la
muestra 1/100 la cual finalmente serd valorada en la lectura

del espectrofotémetro

b. Se repite el procedimiento anterior para las especies Smilax

Figura N°9
dominguensis y Smilax reguelli 1a cuales finalmente seran valoradas en la lectura del

espectrofotometro.

c. Ingresar al equipo de Absorcion Atdmica en método Hierro en harinas que contiene la
curva de calibracion obtenida de concentracion (C) en ug/mL, calcular el coeficiente de
correlacion lineal e intercepto e interpolar la muestra para cuantificar el resultado de la

absorbancia vs concentracion. Valor C (ug/mL).
d. Leer en triplicado cada muestra y cada punto de los estandares y promediar las lecturas.

8. Calculo e informe de resultados

Hierro mg Kg = -—memmev
a

Donde: ¢ = concentracion en ug/mL obtenidos por la interpolacion en la curva de

calibracion de la muestra.

v = volumen de la muestra final

a = masa de la muestra en gramos
Limite de deteccion: 0,11 ug/mL
Limite de cuantificacion: 0,38 ug/mL

Informar mg/Kg de Hierro sin decimal
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RESULTADOS Y ANALSIS
DE LOS RESULTADOS
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Las tablas 3 muestra el valor obtenido en la valoracion de la curva de calibracion

respectivamente.
Tabla N°3  Estimacion de la curva de calibracion

Concentracion
A Analito  Puntos de X STDI1 Corr. STD Dev

Calibracion ppm) Absorvancia %RSD
52875 1 0.026075 0.0004 mg/L 1.3972
52;9 2 0.067893 0.0002 mg/L 0.3637
52;9 3 0.078425 0.0004 mg/L 0.5476
52;9 4 0.1034 0.0005 mg/L 0.5179
52;9 5 0.127675 0.0006 mg/L 0.4611
52;9 6 0.150225 0.0012 mg/L 0.8040

Grafico N°1 Curva de Calibracion:

0.16
= 0150225
014 [ ¥ =0.0236%+0.0098
= 0127675
= 0.12
]
g
£ 0.1
g 0.08 0.078425 b
= 067893 A absorvancia
= 0.06 .
3 Lineal (absorvancia )
= 0.04
0.02 A 0.026075
0] . ; : .
0 2 4 6 g

Puntosde calibracion 1, 2, 3, 4, 5, 6, ppm respectivaimnente

La recta de calibracion es del tipo:

v x = corresponde a la concentracion

v’y = corresponde a la respuesta

v b = el valor de la pendiente o variacion de respuesta por unidad de concentracion.
v a= el termino independiente o intercepto sobre el eje Y.

El grafico muestra que el modelo ajustado corresponde a un modelo lineal que describe la
relacion entre lo esperado y lo obtenido y que responde a una linea recta y que permite hacer
predicciones sobre otros valores corregidos .Como el P-valué en la tabla ANOVA es menor
que 0.01, existe una relacion estadisticamente significativa entre la concentracion del material

de referencia y el resultado obtenido sobre las soluciones, a un nivel de confianza del 95%.
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Tabla N°4 Cuantificacién de muestras

Condiciones Analito Concentracion X STD1 Concentracion ~ STD Dev %RSD
(Calibracion) Corr. Absorvancia  de la muestra

Hoja d
S . 0372 -0.0076 1357mg/L  0.0134mg/L 3.5920

Fe ) 248.9 Raiz de

S.dominguensis

Fe L2489  Raizde
S.reguelli

-0.365 -0.0074 1.27 mg/L 0.024mg/L 6.7650

-0.377 -0.0077 027 mg/ L 0.0154mg/L 4.0789

Grafico N°2 Cuantificacién de muestras

16
14 H—
12 ¢

1
08
05
04

0 027

Concentracion de la muestra ppm

0
Hojude M Oleifera Ruiz de S.dominguensis Ruizde S.regueiii

=0=Hojnde M. Oleifera ={=Raiz de S.dominguensis
Rai; de S.reguelli
La tabla y grafico anterior muestran el resultado para la cuantificacion del contenido de
hierro de las matrices vegetales de las especies M. oleifera, S reguelli y S.dominguensis
respectivamente para lo cual se muestra que la especie M.oleifera presenta la mayor
concentracion de hierro en comparacion con las especies S reguelli y S.dominguensis , no
obstante para la especie S.dominguensis muestra el mayor valor de STD dev y % RSD lo
cual indica que existe menor afinidad entre la variable estudiada y la respuesta , lo cual
pudiera atribuirse a sustancia interferentes en el analito concluyendo la ausencia de

repetibilidad para los valores obtenidos de la concentracion de hierro en dicha especie.
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Desempeiio del método

Para el desempefio del método se considero la precision intermedia de las mediciones
analiticas para lo cual se prepararon soluciones estadar de solucion de hierro a
concentracion 10 ppm , se midieron las concentraciones por 3 dias los resultados se

muestran en la tabla siguiente:

Tabla N°5 Absorbancias del estandar de Hierro

Concentracion  Dia 1 Dia2 Dia 3
ppm

10.36 0.25504 0.24355 0.24658
10.23 0.24678 0.25342 0.24589
10.32 0.24378 0.25342 0.25567
10.33 0.25345 0.24378 0.24556
10.12 0.24563 0.25673 0.24557
10.23 0.24562 0.25633 0.25114
10.41 0.24770 0.24663 0.25335
10.09 0.25669 0.25447 0.25080
10.21 0.25802 0.25733 0.25622

El desempeiio fue establecido en base a las varianzas segln el test de Hartley para el estudio
de homogeneidad de las varianzas de 0.2348 siendo el de la tabla al 95 % de 6.83 por lo que
las varianzas entre los dias son homogéneas y por lo tanto existe repetiblidad entre las

mediciones.
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CONCLUSIONES
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v" En la Valoracion cuantitativa de hierro de tres especies vegetales Moringa oleifera, mostro ser
la especie con mayor contenido de hierro , lo cual valida su utilizacion etomedica en pacientes

con anemia ferropenica.

v' La Valoracion del contenido de hierro por espectrofotometria de absorcién atomica en
matrices vegetales muestra ser una técnica efectiva y eficiente considerando el valor P-valué
en la tabla ANOVA el cual es menor que 0.01, por lo cual se evidencia existe una relaciéon
estadisticamente significativa entre la concentracion del material de referencia y el resultado

obtenido sobre las soluciones, a un nivel de confianza del 99%.

v El desempeio del método descrito seglin el test de Hartley para el estudio de homogeneidad
de las varianzas muestra un valor del 95% por lo cual la varianzas entre las mediciones por

dia son homogéneas y por lo tanto existe repetiblidad.
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Continuar validando el uso de especies medicinales en base al contenido de minerales
contenidos para ser utilizados como alternativa medicinal por personas de escasos recursos

para resolver los problemas que los aquejan

Elaborar propuesta de disefio de productos fitomedicnales con las especies analizadas
como alternativa de productos que permitan dosificar posologicamente la ingesta de

minerales contenidas en especies medicinales

Continuar con las investigaciones de cuantificacion y estandarizacién de extractos a las
especies estudiadas, para establecer bases cientificamente validadas para un uso adecuado

y racional en la terapéutica tradicional.

Realizar estudios fitioquimicos mas exhaustivos en otras partes de las plantas estudiadas
tales como: tallo, raiz, flor, fruto y corteza, para un mejor aprovechamiento de estas

especies.

Seguir con estudios de estas especies para valorar la actividad biologica que estas
presentan, monitorear y detectar la mayor cantidad de compuestos con posible actividad

fitomedicinal .
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