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EL ACIDO CLOROGENICO ¥ SU DETERMINA-
CION FOTOMETRICA
POR

RAMON SAN MARTIN CASAMADA
Leido en la sesion del dia 16 de diciembre de 1935

Aungue alguna vez (1) me he ocupado de este acido organico pero
estudiado unicamente bajo un punto de vista particular, en el analisis
del café, vuelvo a ocuparme nuevamente como consecuencia de la
importancia grande que a este dcido se ha concedido y prologando asi
¢l estudio que de ¢l veniamos haciendo. pudiendo dar a conocer como
resultado algunos datos nuevos. Datos, que principalmente interesan
a aquéllos que se ocupen de la quimica y fisiologia vegetales sesiin po.
demos ver por los estudios que de ¢]1 se han hecho.

Empezaremos el trabajo presente haciendo un bosquejo histérico
rrimero, y estudiando sus propiedades quimicas después, para de esta
manera conocer de ello cuanto nos pueda interesar.

El acido clorogénico. fué aislado primeramente en el calé, habién-
dose descrito después en numerosos vegelates, Donde primilivamente
interes6 su estudio, fué¢ en dicho material debiéndose su descubri-
miento a Payen (2) sobre la mitad del siglo pasado y lo encontrd bajo
Ia forma de sal doble de cafeina y de potasio. Aunque como a prime-
ra vista pudiera indicar que por su nombre fuera alglin compuesto de
cloro, no es asi. Su nombre, clorogénico, se lo didé su descubridor por
que la solucién amoniacal del acido era coloreada en verde por la ac-
cion del aire. Pasados unos cincuenta anos de su descubrimiento Grie-
kel y Gorter (3 y 4) lo estudiaron mas detenidamente y realizaron
algunas experiencias encaminadas a conocer su verdadera constitu-
cidn quimica, que hasta entonces era tolalmente desconocida. Sola-
‘mente se conocia una sustancia tanica en el café, que fué Hamada
Gerbersaure o acido tanico de los alemanes,.

Gorter, reconoci6 que este dcido tanico no era tal acido, sino una

(1) R. San-Martin. Tesis Doctoral. Junio 1934

(2) Payen.—Arch. de Chemich. et Phys. (3) 26 (1848)

(3) ‘Grichel.—Dissert Miincheu (1903)

(4) Gorter.—Arm. 358, 327 (1908): Arch. Pharm. 247, 184 (1909)
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mezcla de distintas sustancias en las que el componente principal
era el acido clorogénico. Prosicuiendo sus estudios, enconiré una se.
gunda sustancia que presentaba también naturaleza tanica cristali-
zable, llamada acido cofilico. Finalmente, el que pudo dar a conocer
su conslitucion quimica fué Freundemberg ayudado por Fischer
e incluyeron al dcido que nos ocupa, entre las sustancias denomina_
das por este ultimo dépsidos, de la palabra griega que significa tanino.

Sexiin Freundemberg, el dépsido acido clorogénico, esta formado
por los acidos caféico y quinaico uniéndose un grupo carboxilico de
aquél a un grupo oxidrilo de éste. La féormula de constituciéon asig-
nada es la siguiente:

OH\ . /COOH

CH, CH,
Qil
CHOH CHO—CO—CH=CH @ ol
CHOH

Hemos senalado hace un momento, que el acido clorogénico pre-
sentaba gran importancia particularmente en fisiologia vegetal. Asi
¢qen efecto.

A Oparin, (5) se le deben los primeros estudios sobre el meca-
nismo que juega el clorogénico en la [lisiologia vegetal. Se le consi-
derd de gran imporlancia en el ciclo de la respiracion de las células
vegelales, como portador de oxigeno para llevarlo a los aminoacidos
procurando su combustién. Asi mismo, se ha considerado como un
cromageno respiratorio ya que con el oxigeno molecular produce una
materia colorante oxidada de color verde (pigmento respiratorio}. a
la vez que este oxigeno es transformado de nuevo en clorogénico, ha-
biéndose comprobado ademas, que cuantitativamente. el clorozénico
no variaba deduciéndose de esto. por consiguienie, que actuaba como
catalizador. En la oxidacidén por el oxigeno del clorogénico, tiene im.
portancia la concentracién del hidroxiliones asi como también. la
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(6) Oparin— Nicchvm. Zditsch. 1820 1585 (1927)
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presencia en los vegetales de feno-oxidasa y reductasa. El Sistema
formado por las oxidasas acido clorogénico y reductasas, es segau
Oparin, el modelo natural de la respiracion de las plantas.

Esto es lo méas caracteristico de su funcion fisio-vegetal v aun-
que se ha trabajado muchisimo sobre ello, no vamos aqui a detener-
nos hacer un profundo estudio sobre tan importantes cuestiones, pa-
sando a hacerlo de sus mas importantes propiedades quimicas, algu_
nas de las cuales sirven para distinguirlo y determinarlo cuantitati_
vamente.

Cristaliza el acido clorogénico del agua en laminitas anhidras.
P. F. 206-207°. Sabor astringente débilmente acido y poco soluble en
agua. Mas soluble en alcohol etilico, isobutilico y acetona; débitmen-
te soluble en éter acético y en el cloroformo, insoluble en el sulfuro
de carbono. Desvia el plano de la luz polarizada y el valor encontra_
do por Gorter para su poder rotatorio es de 33°. Es mas fuerte que
el acético, pudiéndose valorar con legia de sosa sin emplear indica-
dores ya que el punto neutro se acusa por el color amarillo que toma
la solucion.

Por el Mucor mucedo y el Penicillium, se transforma en acido
caféico.

Freundemberg. indic6 que por las levaduras se forman tannasas
y que el acido clorogénico, no era segin Gorter un compuesto car.
Lonado. sino una combinacién estérea producida por los dcidos ea-
féico y quinaico. El desdoblamiento en ¢stos.

OH CH=CH.C0.0 ; C,H,. (OH),. COOH +4 H O

OH

H | OH

s produce por los alcalis. Por la accion de los acidos se descom-
pone. P

Se encuentra, generalmente, bajo la forma de sal doble de cafei
na y de potasio y estd muy repartido en el mundo vegelal.
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Después de conocer su constitucion y saber que esta contenido
¢n muchos materiales que contienen bases xdanticas, fuimos a in-
vestigarlo en aquellos que por su composicion quimica (valga la
frase) se asemejaban al café ya estudiado. advirtiendo, desde luego.
jgue no tomamos esto como una razon poderosa y (ue no sacamos
de ello ninguna consecuencia.

Asi pues, se pensd, primeramente, en el material Camellia theife-
ra o Thea sinensis (thé de la China), puesto que conliene como el
eafé, ademas de cafeina, teofilina, etc., acido cafeico, que ya sabe-
mos es constituyente del clorogénico. Después se penso en el llex
praraguayensis o hierba mate de los americanos, que también contie-
ne cafeina y llegamos al mismo resultado, Existen, por dltimo. olros
materinles vegetales en los cuales tampoco se habia investigado el
clorogénico y que también tienen bases xanticas como la urea y que
son la Lens esculenta o lenleja y Phaseolus o judias. Se indica solo
eV género Phaseolus porque no todas las especies que hemos exa.
minado contienen el #acido. En efecto, el Phaseolus vulgaris o judia
blanea corriente. carece de ¢l o si lo tiene es en tan escasisima pro-

creién, que escapa a nuestras pruchas posibles. Lo hemos encon.
frado, sin embargo, en la especie Phaseolus multiflorus conocida
valgarmente con el nombre de judia pinta.

Es curioso que, siendo dos especies del mismo género. difieran
en no tener una de las dos el clorogénico. Nosotros deducimos de
¢sto, que pueda tener alzuna relacion con la presencia o no del color
externo y natural del material cosa que no parece nada absurda,
despucs de cuanto hemos expuesto anteriormente respecto a la fun-
cion del acido como cromdgeno respiratorio. Pero es que, ademas,
lemos podido observar dos hechos que vienen a apoyar nuestra sujpo-
<ieion y son los siguientes. En primer lugar, se ha ensayado tam-
bicn el malerial Cicer arietinus o garbanzo que, como sabemos. es
exteriormente también easi incoloro y con ¢l hemos obtenido el mis.
me resultado que eon el Phaseolus vulgaris, es decir, que no hemos
encontrado elorogénico. Por olra parte. de la investigacion del Lens
esculenta, hemos podido ver. que el dcido clorogénico estaba conte-
nido en la cuticula o corteza exterior ¥ no. o al menos escasisima-
mente. en la parte interior. De esta forma podemos apoyar atin con
méas decidido empeiio cuanto hemos dicho antes.

Manera de proceder—Primeramente se ha estudiado su extrac.
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cion, empleando para ello diversos medios. Se ha probado su solu-
Lilidad en agua y alcohol frio y calientes, haciendo pruebas cualita_’
tivas, para comprobar el agotamiento total del material y. aunque
las preporciones del acido varian de unos materiales a otros, se lle-
ga, sin embargo, ripidamente a ¢éI, con pocas extracciones, sean con
alcohol o sean con agua. Es muy praclico el método que ya emplea_
mos cuando lo estudiamos en el café, consistente en iener el mate-
rial primeramente en maceraciéon algunas horas, con un volumen de-
terminado de una disolucién concentrada de sal comun.

Reacciones de identificacion.—En primer lugar, tenemos la reac-
cién de W. Hoepfener (6) que, aparte de ser reacciéon caracteristica
del clorogénico, es la que nos sirve para su determinaciéon fotomé.
trica. Es la que sigue: el acido o sus sdles en disolucion acida trata-
dos por los nitritos alcalinos toma una coloracidon intensa que en
presencia de sosa pasa a carmin o rojo.

Con el acetato de plomo, forma un precipitado amarillo. caracte-
ristico de clorogenato de plomo.

Con el amoniaco, toman sus soluciones una coloracion verde.
Recuérdese a qué es debido el nombre que tiene el dcido.

Entre otras reacciones, no tan caracteristicas, tenemos: con el
cleroruro férrico toma unas coloraciones que varian enire verdes,
azules y violetas. Con la sal de urano coloracion o precipitado rojo,
seglin la proporcion.

Ensayadas estas reacciones todas, con nuestros materiales, he-
mos tenido resultados positivos con ellos y, pudiendo juzgar o priori,
que el material que parece que contiene mas acido clorogénico, es el
mate. Con respecto a ¢ste, diremos, ademds, que ha habido aulores
quc han seiialado que las hojas de male, tratadas por el amoniaco,
coloreaban a ¢éste de un verde intenso, pero sin atribuir la causa a nin.
guna razoén concreta. y creo podemos asegurar nosotros ya a cual es
debida.

.Determinacion cuantitativa.— Entre los métodos de  determina.
cién cuantitativa, debemos senalar el de Gricbel, (7) que estd funda-
d6 en el desdoblamiento del a. clorogénico. para valorar volumdétrica.
mente el caféico que queda libre.

i) Heepicner.— Chiom. 7o £91 (1932)
(T Griehel—Z.an. Che. 96 230 (1934)
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Los de W. Pliicker y W. Keilholz (8), que han estudiado detenida-
mente Ia determinacion en el café y que son los siguientes: Prepa-
ran primeramente unos liquidos extractivos, en los cuales hacen la
determinacion por los métodos Hamados por ellos A, B, C,, C,, C3 ¥
C,. El A, estd fundado en la precipitacién con el acetato de plomo,
siendo método gravimétrico. El B, por el sulfato de plomo, igual-
mente. Con el C;, hacen una valoracién electrométrica, en €, deter-
minan el residuo seco, en el C; pesan el acido caféico aislado y en ei
C; titulan éste volumétricamente.

También ¢éstos han estudiado la delerminacién polarimétrica ya
efectuada por H, Junary (9).

Por ultimo, existe el método fotométrico. que es el que hemos
aplicado y estudiado, método que creemos muy cémodo y preciso.
Ademas. hemos empleado este método, para poder comparar facil-
mente los resultados obtenidos, operando en igualdad de condicio-
nes con todos nuestros materiales y ya veréis como llegamos, con
cierta preecision al fin que nos proponemos, pues determinamos no
solo la proporeiéon cuantitativa del clorogénico en cada uno de los
moteriales, sino que también, como tiene por fundamento una colo-
rimetria, podemos efectuar a la vez las colorimetrias relativas o exa.
men de color de los liquidos coloreados, comparando unas solucio-
nes con otras, indicindonos, a la vez, datos muy precisos sobre las
condiciones en que se opera, como cantidad de sustancia. filtros de
color, tamaio de cubetas, etc.

Aunque todos conocéis la fotometria y su fundamento, me per-
miliréis. sin embargo, que haga algunas aclaraciones para mejor po-
der daros cuenta de lo que significa cuanto se ha hecho y que pa-
SQmMOos &t exponer.

Se ha empleado el llamado fotometro gradual de Pulfrich, basado.
como sabéis, en poder realizar colorimelrias sin necesidad de tener
presente para efectuar las determinaciones el liquido coloreado patron.
Es decir, que se funda en la absorcion de la luz al atravesar ésta las
custancias coloreadas, siendo, como es natural. mayor o menor la
absorcién que experimenta la luz. segin sea la concentracion de la

() W. Pliicker v W. Keilholz Z. an. Che. 96, 231 (1934)
(9) Z. an. Che. 96 249 (1934)
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sustancia y teniendo, por consiguiente, que. a mayor concentracion
mayor absorcion.

Bunsen y Roscoe. que estudiaron detenidamente la absorcion de
la luz, fueron los que idearon lo que se conoce por Coeficiente de
Extincion, entendiéndose por tal, el valor reciproco del espesor de
una capa trasparente de una sustancia que es necesario para que la
intensidad de la luz que atraviesa quede reducida a 1/10.

Para deducir esto y determinarlo practicamente, se han deducido
formulas que no voy a exponer, pues las conocéis, recordando si,
unicamente, que como resuliado de ellas, para determinar el coefi-
ctente de extincién de cualquier sustancia hay que hacer pasar la luz
por una capa de 1 centimetro de espesor, medir su intensidad, bus.
carc su logaritmo y darle a éste un signo contrario. Resulta que a ma-
yor absorciéon corresponde un menor coeficiente de extincion.

En la practica, esto no se hace asi. pues se han ideado unas tablas
en las que para cada valor de absorcion de la luz por ciento, se en-
cuentra su respectivo coeficiente de extincion. O bien, en lugar de
ellas, se construyen las llamadas curvas de reduccion.

Conociendo el coeficiente de extincién, podemos determinar Ia
concentracion del acido clorogénico, aplicando la ley de Beer, que
dice: Las concentraciones de las disoluciones de un mismo cuerpo
son proporcionales a sus coeficientes de extincion. Si os fijiis bien
en ella, facilmente se comprende que. ademas de determinar la con.
centracion partiendo de los coeficientes, podemos y debemos para
una concentracion y coeficientes tipos, determinar la de varias di-
soluciones distintas y comparar, ademas, éstas entre si.

Por otra parte, como empleamos el fotémetro espectral, forma.
dos estos. como sabéis. por la combinacién de un fotometro con un
aparato espectral, sustituida en el nuestro con el empleo de los lla-
mados filtros de luz. que representan los colores del espectro, corres-
pondiendo, por consiguiente. a cada uno de ellos una determinada
longitud de onda, es imprescindible se efectuen las determinaciones,
en primer lugar, con el filtro de luz mas adecuado y en segundo
‘vgar que todas las determinaciones para una misma sustancia se
»gan con el mismo filtro. con mas razon alin, si queremos comparar
colorimétricamente las disoluciones. pues facilmente se comprende
Fue la ahsorcion de la luz vy, por consiguiente el coeficiente de extin-
¢ion, han de variar notablemente para ada filtro.
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Estos filtros de la serie espectral, llamados filtros S; 43, 47, 50, 53,
57, 61. 72 y 75, abarcan la gama de colores del espectro y tienen sus
respectivas longitudes de onda de 435, 462, 494, 530, 572, 617, 728,
750.

El primer cuidado que habra que tener para la determinacion
coloriméirica, sera la eleccion del filtro de luz mas conveniente., Para
esto basta tener en cuenta que lo serd, aquél que tenga propiedades
imas absorventes de la disolucion o, dicho de otra manera, el que
conduzea a la menor transparencia. Para nuestro caso, acido cloro.
génico, reaccion coloreada de Hoepfener, ya fué determinado por los
Thiel (10) asi como’”también el coeficiente de extinciéon para una de-
terminada cantidad de sustancia pura.

Con los datos que poseemos, tenemos lo suficiente para practicar
nuestras determinaciones cuantitativas fotomélricas.

Debo advertir, que ¢éstas han sido practicadas, no con._todos los
matleriales que hemos estudiado, pues lo han sido solo con el mate,
café (mezela de Moka y Puerto Rico) the, belladona y, por ulumo,
despreciando los airos dos indicados, por no tener tanta importancia
yara nosotros, hemos incluido la hoja de Nicotiana tabacum o Taba
co, ya que habiéndose senalado como indicios en ella el clorogénico,
no ha sido indicada la proporeion.

Condiciones en que se ha operado- En todos los materiales de
ignal manera. En primer lugar, el método de extracciéon, ha sido el
mismo y ya descrito antes, llevando los liquidos extractivos a un vo-
lumen fijo de 250 ¢. ¢. Aunque podiamos haber variado las condicio-
nes, dada la distinta riqueza de clorogénico en los diversos mate-
riales, se ha hecho asi para facilitar e igualar los cdleulos v poder
comparar los resultados obtenidos posteriormente.

Después de haber extraido el clorogénico y llevado al volumen
fijo de 250 c. ¢. se tomd una parte del liquido. agitando con tierra de
infusorios y se filtré. En el liquido filtrado se hizo la fotometria de
ln manera siguiente: 5 ¢. ¢. del liquido. con 0’5 e¢. ¢. de una disolu-
civn saturada de nitrito sddico, 7 grs. de urea, O’ 5 c. ¢. de acido acético
concentrado, agitando, dejando depositar unos segundos v anadien-
do de golpe & ¢. c. de sosa al 337, coloracidon roja mas o menos in-

(10 A, Thiel y W. Thiel Chem, Fabr, 400 (1932)

EL ACIDO CLOROGENICO Y SU DETERMINACION FOTOMETRICA 45

lensa segln proporeion de clorogénico. Completar a 100 c. c. y lie-
var el liquido coloreado al fotémetro.

Antes de hacer las medidas y después los caleulos. hay que tener
en cuenia que segun la definicion de Coeficiente de Extincién, hay
que observar o hacer la relacion del liquido coloreado a 1 cmi. de espe.
sor. Claro estd. que se puede usar un espesor cualquiera seglin la in-
tensidad de color del liquido.

Finalmente, con los datos obtenidos podemos verificar las cuanti-
tativas.

En primer lugar tenemos. Coeficiente de extinciéon para la subs-
tancia pura, 0,78 para 0,05 grs. de acido clorogénico,

Designando a estos por las letras Cy Ey €'y E’, 4 las concentra-
viones que se buscan y sus respectivos coeficientes de extincion, ten_
dremos aplicando la ley de Beer,

C=— . E

pero teniendo en cuenta, que como hemos observado el liquido colo-
reado de 100 c,c, y el valor de E=0"78 es para un litro de disolucion,
nosotros lo tenemos que hacer igual a 7°8.

O sea que para buscar nuestras concentraciones nos bastard mul_
tiplicar el coeficiente de extincion hallado y referido a 1 cm; por el
coeliciente 0°0064.

Los coeficientes de extincion hallados y por lo tanto las concen-
traciones de acido clorogénico en nuestros materiales son:

MATE: 0°24 y 7 %. CAFE (mezcla): 0’143 y 50 % (crudo) y 0,081
y 2’50 % (toste.)

THE: 009 y 2°50%. BELLADONA: 0’076 y 1'81%. TABACO:
0652 y 054 %.

MATERIAL: 1 gr. Filtro S 47 y cubeta 1 ¢m,

Observando las graficas representativas de los coeficientes de ex-
tincion, se aprecian claramente las diferencias de color de los liquidos
v ia variacion de los coeficientes segun los filtros.




=

LR

Emmmm%g

W p?l!!!ﬁﬂ%ﬂb" Ll
L'd bﬁ."’“@iﬂaiﬁn' /

Figura 2.




Figura 4.2



R |
BEEFE&E

BEDEn e

S g i a1
BigE s mm e o s
B ik

S Kl

il ﬂlu*'i‘lﬁlﬂl
i A i
I N R iR i FHER O A
S ) il mammmmmmmwm-
'] miwwmmmmwm-

Sl
s mmmmmmﬂmmw 1 0 0 v

S T P SR A O R A 0 e
E@wmwmﬁﬂmamumm~mmnnmmmmmmm*

m@@ﬁﬁ@waﬁgmﬁammmmmmmmm R T L I

Eﬁﬂ@@ﬂﬁﬁﬂﬁﬁ
e

mﬂ@&mﬁammmmﬁmMu umnmmmmwmwm
EEE mmmgﬂmmﬂmm mmmwmmmm!
b G wwmmmm=

almmnnmﬂmmm*wmm EWWWMW’
IR R T OO i A WW_AMHHHMMMWMJ




	37
	38-39
	40-41
	42-43
	44-45
	46-47
	48-49
	50-51

