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.  INTRODUCCION

El presente trabajo describe el estudio quimico de las hojas de P. caimito
recolectadas en la ciudad de Quibdd, Departamento del Chocé. Se caracterizaron
dos compuestos triterpénicos, correspondientes a un acetato y a un éster de acido
graso al igual que dos compuestos hidrocarbonados aciclicos. Es el primer
estudio donde se reportan estos metabolitos secundarios en la especie.

Las investigaciones sobre P. caimito han estado centradas en estudios fenoldgicos
(De Aguiar et al, 1998) y quimicos de frutos (Pelliciari et al, 1972), corteza (Ardon
et al, 1973) y hojas (Ramos et al ,2006). El estudio quimico previo de las hojas de
P. caimito, provenientes de la region Amazonica, realizado por Ramos reporta la
presencia de compuestos diferentes a los caracterizados en la presente
investigacion, dando indicios del fenomeno de variabilidad intraespecifica en la
produccion de metabolitos secundarios, relacionado con los diferentes factores
bidticos y abidticos del entorno de la planta.

P. caimito pertenece al género Pouteria de la familia Sapotaceae divida en 53
géneros y 1250 especies, distribuidas en el mundo entero, principalmente en
regiones tropicales y subtropicales de Asia y América del Sur (Swenson &
Anderberg, 2005).

En Colombia P. caimito se encuentra distribuido principalmente en Caqueta,
Choco, Meta, Narifio, Huila, Amazonia y Valle recibiendo distintas denominaciones
segun la region.

.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun estudios preliminares del grupo GIPAB, linea de productos vegetales, los
extractos polar y no polar de las hojas de P. caimito provenientes del Choco,
presentan un compuesto mayoritario, del cual no se conoce estructura molecular
ni propiedades fisicoquimicas. Ademas, se indica la presencia de varios
compuestos y algunos de ellos apuntan a estructuras triterpénicas adn no
identificadas.
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Este seria el primer estudio fitoquimico de un individuo de P. caimito del Choco y
en forma particular el primero realizado de un extracto hexanico.

.  OBJETIVOS
Objetivo General

Caracterizar dos metabolitos secundarios presentes en las hojas de P. caimito
para contribuir al conocimiento quimico de la especie.

Objetivos Especificos

Purificar dos metabolitos secundarios del extracto hexanico de las hojas de P.
caimito para determinar sus propiedades fisicoquimicas.

Caracterizar los metabolitos aislados de las hojas de P. caimito por técnicas
instrumentales (CG-EM, FTIR, HPLC), para determinar su estructura molecular.

Sintetizar al menos un derivado de los metabolitos aislados con el fin de
complementar su caracterizacion.

Evaluar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de las hojas de P.
caimito, obtenidos por lixiviacion, para determinar la concentracion inhibitoria
media del radical DPPH.

Realizar curvas de calibracion, por HPLC, para la cuantificacion de los dos
metabolitos secundarios aislados de las hojas de P. caimito.

Establecer la importancia de los productos obtenidos de las hojas de P. caimito
para promover su propagacion.
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IV. JUSTIFICACION

Aspecto cientifico

El conocimiento de los metabolitos secundarios de una especie vegetal es de vital
importancia ya que estos presentan propiedades bioldgicas, desempefian
funciones ecologicas, tienen aplicaciones como medicamentos, insecticidas,
herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros (Avalos et al, 2009). Es importante
investigar P. caimito debido a que se ha reportado actividad biolégica para
algunas especies de la familia Sapotaceae, a la cual pertenece P. caimito, como
antioxidante (Castro et al, 2006), anti-inflamatoria (Pal et al, 1999; Falc&o et al,
2005), antibacteriana (Kudi et al, 1999; Ogunwande et al, 2001), y antifungica
(Ogunwande et al, 2001). De las hojas de Pouteria gardnerii ha sido aislado
naturalmente el acetato de amirina (Silva et al, 2007). Este compuesto reduce los
niveles de azlcar en la sangre (Narender et al, 2009).

Aspecto econémico

El mercado mundial de medicamentos derivado de plantas ha sido estimado en
aproximadamente 30.69 billones de dolares durante la dltima década, donde los
terpenos y esteroides representan la fraccion mas importante, con ventas anuales
estimadas en 12.4 billones de doélares (Muffler et al, 2010). Se debe profundizar
la investigacion fitoquimica en especies del género Pouteria debido a que los
compuestos principalmente aislados de este han sido triterpenos, esteroles y
flavonoides, haciendo de este modo al género Pouteria fuente importante de
productos naturales con alto valor agregado en los mercados internacionales.

Aspecto ambiental

Actualmente, el arbol es talado para su aprovechamiento como fuente maderable
y los frutos son comercializados como fuente comestible, por lo que un mayor
conocimiento fitoquimico de las partes del arbol contribuird a que se puedan
descubrir alternativas de utilizacion frente a las convencionales, previniendo de
este modo la tala y pérdida de biodiversidad.

En 2006 wun grupo empresarial canadiense obtuvo wuna licencia de
aprovechamiento forestal, otorgada por Codechocé, para explotar durante 15
aflos més de cinco millones de metros cubicos de madera; unos US$1.500
millones. La empresa ha comenzado a talar arboles en Bahia Solano para
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exportar a China, las maderas mas finas del Chocé. algarrobo, sande, cedro
amargo, balsamo, caimito, chanul y virola.

Aspecto social

La pérdida de biodiversidad de una region conlleva a que se disminuya su
potencial socioecondémico, su desarrollo sostenible y halla menos oportunidades
para mejorar la calidad de vida de sus habitantes, por lo tanto, es necesario
aprovechar los recursos con los que contamos y esto sélo puede hacerse si
tenemos claro lo que poseemos y su potencial.

El Departamento del Chocé se caracteriza por su amplia biodiversidad, la cual
puede ser aprovechada para alcanzar un desarrollo sostenible que beneficie a los
habitantes de esta regién. Esta alta diversidad reporta diferentes usos promisorios
de importancia para la economia del departamento y del pais en general,
especialmente en la parte alimenticia y medicinal (Medina et al, 2002, Castro et al,
2003). Al tenerse un mayor conocimiento de los productos de alto valor que
pueden ser extraidos de P. caimito, los cultivadores podrian aumentar su calidad
de vida debido a que su fuente de ingresos no sélo seria la venta de frutos y
material maderable.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Metabolitos secundarios

Las plantas producen una gran variedad de productos naturales con estructuras
muy diversas. Estos productos se denominan comunmente “"metabolitos
secundarios”, en contraste con los “metabolitos primarios " (Springob et al, 2009),
gue son de caracter universal ya que estan presente tanto en hombres, animales y
plantas. Los metabolitos primarios estdn involucrados en la respiracion,
asimilacién de nutrientes, crecimiento y desarrollo siendo los principales lipidos,
carbohidratos, acidos grasos y proteinas (Homero, 2008). Los metabolitos
secundarios son productos naturales que cumplen funciones importantes en la
interaccion entre plantas y su entorno biético y abidtico. (Springob et al, 2009).

Entre las principales funciones de los metabolitos secundarios se destacan:

« Defensa contra bacterias, hongos, amebas, virus y plantas competidoras.

« Mediadores quimicos en la simbiosis entre la planta-microbios, planta-
insecto 0 planta- animales.

« Agentes protectores contra el medio, como la radiacién ultravioleta y
congelamiento. (Bennet et al, 1994; Demain et al, 2000).

« Senfalizadores para atraccion de polinizadores y dispersores de semillas
(Croteau et al, 2000).

En la figura 1, se presentan las estructuras de algunos metabolitos

secundarios.
=
s
S5

H

Micatina Brassilexina

Zeaxantina

Figura 1. Metabolitos protectores.

Los metabolitos secundarios en las plantas se conciben como el resultado de la
adaptacion durante los procesos evolutivos.
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Sobre la base de su origen biosintético, los metabolitos secundarios de las plantas
se pueden dividir en tres grupos principales. flavonoides (i) compuestos fendlicos y
polifendlicos, (ii) los terpenoides. (iii) alcaloides y compuestos que contienen
azufre (Crozier, 2006).

La habilidad de sintetizar metabolitos secundarios es restringida a ciertos tipos de
plantas, siendo el proceso evolutivo el garante de esta selectividad y
diferenciacion. Cada especie cuenta generalmente con un conjunto de genes
responsables por los metabolitos secundarios, los cuales permiten montar mapas
fitogenéticos que alejan 6 aproximan una especie de otra (Pichersky et al, 2000).

La cantidad de metabolitos secundarios en las plantas no es un fendémeno lineal
ya que pueden existir variaciones estacionales o temporales en el contenido de los
metabolitos, estas variaciones se establecen en tres niveles; intra-planta,
interespecifico e intraespecifico.

La variacion intraespecifica de los metabolitos secundarios de la planta se puede
presentar como se describe a continuacion:

« Variacion dentro diferentes partes de la planta.

« Variacién de un mismo individuo en la misma poblacion.
« Variacion para un mismo individuo entre habitats.

« Variacion estacional.

Debido a que los metabolitos secundarios representan una interfaz quimica entre
la planta y sus alrededores, estos se ven afectados por las condiciones
ambientales.

La figura 2, muestra los principales factores que afectan la variabilidad cualitativa y
cuantitativa de los metabolitos secundarios en las plantas, entre los que se
encuentra; la humedad, altitud, disponibilidad de agua, composicion del aire,
indice pluviométrico, disponibilidad de micro y macro nutrientes, ataques de
herbivoros y patégenos, ritmo circadiano, temperatura y edad de la planta, siendo
los dos Uultimos los factores principales en la comprension de la variacion
cualitativa (Gobbo et al, 2007).

17



Ritmo circadiano
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indice pluviométrico
* Rodiacao UV

/ Composicao co. so.
/ atmosférica NO, O,

Herbivoria
Ataque de patdgenos

Figura 2 . Factores que influyen en la acumulacion de los metabolitos en las
plantas.

En la tabla 1, se describen algunos ejemplos sobre la variabilidad de metabolitos
secundarios en las plantas por efectos estacionales, radiacién UV, temperatura,
disponibilidad hidrica, contaminacién atmosférica, altitud, edad de la planta,
estimulos mecéanicos y por el ciclo dia/noche.
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Tabla 1. Ejemplos de variacion de metabolitos secundarios por factores bidticos y abidticos.

Factor

Compuesto

Estructura

Variacion

Referencia

Estacional

Hipericina

Las concentraciones de
Hipericina en Hypericum
perforatum, aumentan de
100 ppm en verano a mas
de 3000 en invierno.

Southwell et al, 2001.

Ciclo Dia/Noche

Eugenol

En el aceite esencial de la
albaca, el eugenol alcanza
Su concentracion maxima al
medio dia, correspondiente
al 98% del aceite esencial,
en contraste con un 11% a
las 17 horas.

Silva et al, 1999

Edad

Morfina

En Papaver Soniferum el
contenido de Morfina
aumenté de 20 pg/g en el
dia 50 a mas de 120 ug/g
en el dia 75 después de la
germinacion.

Williams et al, 1989.
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En hojas de tabaco
(Nicotiana Tabacum),
aumenté el contenido de

Koeppe et al, 1970

Temperatura Escopolamina i oH escopolamina de 4 a 5
H ° veces, durante la temporada
de baja temperaturas.
En Hypericum Perforatum
o 2 existe un aumento del
" contenido del acido
Disponibilidad Acido \/JR/ clorogénico con el aumento Gray et al ,2003
de Hidrica clorogénico N de las precipitaciones.
oo L
OH OH
Las hojas bajo condiciones
de dia largo contienen
Mentol mentol, mentona y
Radiacion UV Mentona pequeias cantidades de Voirin et al, 1990.
Mentofurano OH 7N mentofurano, mientras que

en dias cortos el
componente mayoritario es
el mentofurano.
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Contaminacion
Atmosférica

Digoxina

En Digitalis Lanasa, una
atmosfera enriquecida con
1000 ppm de CO2,
producen 3.5 veces mas
digoxina por hectarea que
plantas cultivadas en el
campo.

Evans et al, 1996.

Estimulos
Mecénicos

Nicotina

\

En un estudio sobre
Nicotiana sylvestris en el
cual se varié el numero de
heridas artificiales, al ser
cuantificada la
concentracion de nicotina
después de 5 dias se
encontr6 una correlacion
positiva entre el niumero de
heridas y la acumulacion de
nicotina en toda la planta.

Baldwin et al, 1997.

Altitud

Catalpol

Estudios efectuados en
altas y Dbajas altitudes
demostraron que la
concentracion de catalpol
en Plantago lanceolata,
aumenta con la altitud.

Darrow et al, 1997.
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1.1.1 Triterpenos

Los terpenos son compuestos diversos que tienen esqueletos formados por
unidades de isopreno (Cp). Se clasifican en hemiterpenos (Cs), monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cz), sesterpenos (Czs), triterpenos (Cso) Y
tetraterpenos (Cyo) (Silva et al, 2007).

Los monoterpenos son constituyentes de aceites volatiles, actian como atrayentes
de polinizadores. Los sesquiterpenos en general presentan funciones protectoras
contra hongos y bacterias, algunos dan origen al desarrollo de hormonas de
origen vegetal (Silva et al, 2007). Los triterpenos y sus derivados presentan
funciones de proteccion contra herbivoros, favorecen la germinacion de semillas e
inhiben el crecimiento de raices (Oliveira et al, 2003). El esqueleto de carbono de
los triterpenos puede ser aciclico o estructuras mono, bi, tri, tetra y penta ciclicas
(Muffler et al, 2010).

Muchos productos naturales se derivan de los terpenos, a pesar de que no tengan
esqueletos de carbono formados exclusivamente por unidades Cs de isopreno. A
estos compuestos, similares a los terpenos, se les denomina terpenoides. Estos
pueden haber sido alterados a través de reordenamientos, pérdida de atomos de
carbono o por introduccion de atomos adicionales de carbono (Wade, 2004).
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La figura 3, presenta el mecanismo biosintético de formacién de terpenos, la cual
se da a partir de la adicion de unidades de isoprenos.
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-  Triterpenos (Ca)

!

Esterdides (Cys — Caa)

-  Tetraterpenos (Can)

(1 L]

Figura 3. Esquema biosintético de formacion de terpenos.

La forma de triterpeno mas sencilla, respecto a la complejidad de su estructura
carbonada es el escualeno, este compuesto aislado por primera vez a partir de
aceites de higado de pescado, también se encuentra en los aceites vegetales y
grasas de mamiferos (Catchpole, 1997). Debido a sus enlaces no saturados, la
estructura del escualeno presenta caracteristicas de reactividad. El escualeno es
el precursor del grupo diverso de triterpenos policiclicos (Pietsch, 2007).
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La figura 4, describe el proceso de ciclacion del escualeno para la formacion de
esteroles y triterpenos.

Cation Protosteril

Lanosterol

H Cicloartenol

Figura 4 . Esquema de ciclacién del escualeno.

24



La diversidad estructural de los triterpenos es catalizada por la enzimas
triterpenosintaza, en donde a partir del 6xido de escualeno se sintetizan diversos
triterpenos.

La figura 5, describe la formacion de alcoholes triterpénicos y glucosidos a partir
del oxido de escualeno.

Outros esqueletos de Triterpeno

B-sitosterol

& Ginsenosideo
OGlc  Panax Ginseng

Taraxasterol

.

|

HO HO GicA-GlcA-O

Glicirrizina
Glicirriza Glabra

= gFanarina " B—;ln!il'i!lil

28-COOH - acido oleandlico

Figura 5. Sintesis de triterpenos a partir del éxido de escualeno.

Desde una perspectiva bioldgica, se supone que la mayoria de las estructuras
importantes de triterpenoides son los oleanano, ursano, lupano, y dammarano
(Eggersdofer, 2005) cuyas estructuras se muestran en la figura 6. Estas
estructuras policiclicas pueden ocurrir como triterpenoides libres o glucosidos
triterpénicos, asi como sus precursores. Los efectos bioldgicos de los terpenoides
son muy diversos y pueden resumirse de la siguiente manera; anti-inflamatorios,
hepatoprotectivos, analgésicos, antibidticos, antimicoticos, virostaticos,
inmunomoduladores, y algunos tienen efectos ténicos (Dzubak, 2006).
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Figura 6 . Estructura molecular de oleanano, ursano, dammarano y lupano.

1.2 Actividad bioldgica de la amirina y derivados

Los alcoholes de las estructuras del oleanano y ursano son llamados comunmente
3 amirina y a amirina respectivamente. Estos triterpenos son mencionados
conjuntamente porque comparten similares caracteristicas estructurales y
actividades farmacolégicas. En la tabla 2, se resumen las actividades biologicas
reportadas en la literatura, para los isbmeros a y B de la amirina, el acetato de
amirina y octanoato de amirina.

Tabla 2. Actividad biolégica de la amirina y derivados.

Compuesto Actividad Biologica Referencia
Neurofarmacolégica
Anxiolitico Gislei et al, 2009.
Ac. ay 3 Amirina Anticonvulsionante
Sedativo
Antiinflamataorio Okai et al, 2000.

Antiartritico

Antidepresivo

o Anxiolitico Aragdo et al, 2006
a'y B Amirina Inhibicién de Plaquetas
Humanas
Antinociceptiva Soldi et al, 2008

Octanoato ay 3
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1.3 Actividad bioldgica del lupeol y derivados

El lupeol y algunos de sus derivados han sido reportados en hongos, animales y
en diversidad de familias de plantas. El mango, la zanahoria, melon, uva y la
corteza de quebracho son fuentes de lupeol.

Algunas plantas medicinales presentan como componente activo el lupeol o sus
derivados, como la corteza de Careya arbdrea, esta es usada en terapias para
tratar tumores y como antidoto ante picaduras de serpientes (Senthilkumar et al,
2008), las raices de Echinops echinatus se utilizan para tratar desordenes del
sistema reproductivo (Padasshetty et al ,2007), en cuanto el Aspidosperma nitidum
es usado por nativos amazoénicos para inflamaciones del Utero y ovarios, como
anticancerigeno, antireumético y para terapias contra la malaria (Pereira et al,
2006). Otras actividades son reportadas para el lupeol y sus esteres en la tabla 3.

Tabla 3. Actividad bioldgica del lupeol y derivados.

Actividad Compuesto Referencia

Lupeol Gupta et al, 1969
Lupeol Lineato

Antiinflamatorio Lupeol Acetato Nikiéema et al, 2001

Lupeol Palmitato

Lupeol
Lupeol Palmitato
Lupeol Linoleato

Antiartritico Kweifio et al, 1995

Lupenona Hata et al, 2002
Lupeol Acetato
Anticancerigeno Betulin Gauthier et al, 2006
Betulinato de Metil

Anticancer igeno Lupeol Prasat et al, 2008
prostata

Anticancerigeno Lupeol Saleem et al, 2005
pancreas

Anti proteasa

Lupeol Palmitato

Lynn D. Hodges et al,

Lupeol Linoleato 2003
Lupeol Kim et al, 2003
Inhibicion de Enzimas (Neurodaminasa)
Lupenona Na et al, 2009

(Tirosinasa Fosfatasa)
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Lupeol Acetato Chaturvedula et al,
(DNA Polimerasa R) 2004
L _ Lupeol Palmitato Rajic et al, 2000
Inhibicion de Enzimas (Trypsin)
Lupeol Linoleato Hasmeda et al, 1999
(PKC) Rajic et al, 2009
(Trypsin)
Lupeol Saleem et al, 2003
Cardioprotector Lupeol Acetato
Luperol Linoleato Sudhahar et al, 2006
Lupeol
Antimicrobiana Acido Betulinico Shai et al, 2008
Betunil Aldehido
Lupeol
Antifingica Acido Betulinico Shai et al, 2008

1.4 Género Pouteria

El Género Pouteria consiste de 9 secciones y 325 especies (Triono et al, 2007),
Las especies del género Pouteria han sido utilizadas como fuente de alimentos, en
la medicina popular y como fuente maderable. Varias especies producen frutos
comestibles y conocer la composicibn de sus aceites esenciales seria una
informacion valiosa para la industria alimenticia, ya que podrian ser usados para el
desarrollo de nuevos aromas y sabores. Sin embargo, a s6lo cuatro especies del
género se les ha analizado el contenido de aceites esenciales (Silva et al, 2009).

A pesar del potencial que pueden tener las especies del género Pouteria como
fuente de nuevos farmacos, hasta el afio 2008, solo el 4% de las especies del
género habian sido estudiadas biologicamente (Silva et al, 2009).

1.5 Pouteria caimito

Arbol originario del norte de América del Sur, cultivado ampliamente en Brasil y
Colombia e introducido en otras areas de América tropical. P. caimito (Lucuma
Caimito R. y P.), en Ecuador se conoce como luma, en Venezuela como temare,
otros nombres comunes son madura verde, avio, y en Brazil es conocido como
abieiro. En Colombia se conoce como Caimo (Morton, 1987). En la tabla 4 se
presentan los nombres comunes dados a P. caimito segun la region.
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Tabla 4. Nombres vulgares de P. caimito en regiones del pais.

Dispersion Geogréfica Nombres vulgares
Caqueta, Choco, Meta, Narifio, Vaupés | Caimito

Caqueta Caimito amarillo
Huila, Valle Caimo

Meta Madura-verde

P. caimito crece mejor en areas que tienen suelo humedo, selvas humedas
tropicales, durante todo el afio. En la actualidad se pueden encontrar la mayor
parte en la Amazonia; este es un arbol que crece en patios pero no suele ser
cultivado comercialmente; en el Per( no crece por encima de 610 msnm, en
Colombia se ha encontrado que crece hasta los 1.800 msnm (Morton, 1987).

El arbol presenta una altura entre 5- 15 metros, de porte irregular (Ledn, 2000), la
primera ramificacion se produce entre 1- 1.5 m, tronco de 30 cm de diametro,
recto, externamente de color marron y con abundante secrecion de latex
blanquecino (Arotoma, 2009). Imagenes del tronco, hojas, semillas y frutos se
muestra en la figura 7.

Figura 7 . Planta (A), Hojas (B), Semillas (C), Frutos (D).

Hojas
Las hojas brillantes varian considerablemente en forma, oblanceoladas en la
mayoria de los cultivos, tienen una longitud que va desde 10 — 20 cm (Ledn,
2000).

Flores

Las flores que aparecen en las ramillas, tienen el pedicelo fino y corto, céliz
verdoso y corola mucho mas larga; las flores son pequefas, céliz con cuatro
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sépalos, corola con cuatro pétalos, estos son cilindricos y de color blanco verdoso
(Arotoma, 2009). Las flores son hermafroditas, presentan ambos sexos por cada
flor, generalmente se abren por la mafiana y pueden permanecer abiertas durante
dos dias (Morton, 1987).

Frutos

Los frutos son esféricos o elipsoidales, de superficie lisa y brillante amarillo
dorado en ciertas areas, verdoso en otras, de 6-12 cm de largo por 4-10 cm de
diametro (Arotoma, 2009). El interior de la fruta es transltcido y blanco, de textura
cremosa, gelatinosa y sabor dulce como el caramelo, cada arbol puede producir
alrededor de 100-1000 frutos cada afio con peso promedio de 200- 250 gr
(Calzavara, 1970). Existen dos periodos de floracion, estos se dan en los meses
donde las lluvias son muy intensas, mientras que el periodo de fructificacion
ocurre en épocas con menos intensidad de lluvia (Vélez, 1992).

Variedades

En Puerto Ospina, a lo largo del rio Putumayo en Colombia, el arbol produce frutos
a partir del cuarto afio, cerca del rio Inirida. En el Vaupés, Colombia, hay un tipo
de P. caimito que produce frutos a partir del primer afo, pero los frutos son
pequefios y con poca pulpa. (Morton, 1987).

Semillas

Los frutos contienen de 1-4 semillas, la mayor germinacién se obtiene cuando la
siembra se realiza inmediatamente después de extraida la semilla y retirando el
mucilago que la cubre; este procedimiento posibilita la germinacion relativamente
rapida y uniforme, iniciandose la emergencia de las plantulas 22 dias después de
la siembra, con el 90% de germinacion a los 50 dias (Arotoma, 2009).

Usos

En Brasil, se consume la pulpa con el fin de aliviar la tos, bronquitis y otros
problemas pulmonares, P. caimito también se usa para mitigar la tos, diarrea y
fiebre, como medicamento ha sido utilizado contra la anemia, como purgante y
anti-inflamatorio (Morton, 1987).

La madera del arbol de P. caimito es densa, pesada y dura y se utiliza
principalmente en la construccion de muebles, armarios y casas (Morton, 1987).
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1.6 Métodos cromatogréficos, espectroscopicos y es pectrométricos

En todo trabajo de investigacion sobre productos naturales es preciso extraer
cuidadosamente los componentes del vegetal en estudio y luego aislar y purificar
los compuestos presentes en los extractos obtenidos. Los compuestos puros se
analizan con técnicas espectroscopicas y métodos quimicos, lo que permite
obtener las estructuras quimicas correspondientes (Gros, 1985).

1.6.1 Cromatografia de capa fina

Técnica utilizada para la separacion y determinacion de los compuestos presentes
en una mezcla. La cromatografia de capa fina consiste en aplicar una capa
delgada de un adsorbente en placas de vidrio o principalmente de aluminio, la cual
es la fase estacionaria.

La naturaleza de la placa, polaridad de los compuestos presentes en la mezcla y
el tipo de eluente son los factores predominantes en estos andlisis.

En este tipo de cromatografia, la accion capilar permite empujar los solventes a
través de la placa y separar los compuestos, estos se mueven a velocidades
distintas debido a las diferencias de solubilidad en el solvente y atraccion ejercida
por el material adsorbente.

El factor de retencion (Rf) es utilizado en cromatografia de capa fina como
indicativo cuantitativo de como un compuesto viaja a través de la fase estacionaria
(Waksmundzka et al, 2011). El factor de retencion es definido como se presenta
en la ecuacion 1.

D1
Rf =Dz (1)
Ecuacion 1. Factor de retenciéon CCF.
Donde,

D,= Distancia recorrida por el soluto desde el punto de referencia o aplicacion.
D,=Distancia viajada por el frente del solvente.
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1.6.2 Cromatografia de columna

Se usa para separar y purificar los componentes de una mezcla. La cromatografia
de columna utiliza como fase estacionaria un adsorbente en polvo que se coloca
en una columna vertical de vidrio. Para el andlisis se carga el material en la parte
superior de la columna. La fase movil es un disolvente que se vierte en la parte
superior de la columna. El flujo de este a lo largo de la columna, hace que los
componentes de la mezcla se distribuyan entre el adsorbente en polvo y el
disolvente, separando asi los componentes, como resultado del proceso algunos
compuestos descienden con las primeras fracciones Yy otros al final.

El esquema clasico consta de un tubo de vidrio con un diametro de 10 a 100 mm y
una altura de 10 cm a 1 m, que se llena con materiales adsorbentes como silica
gel o alumina (Waksmundzka et al, 2011).

1.6.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia

Técnica utilizada para la separacion, identificacion y cuantificacion de compuestos.
El HPLC utiliza una columna en la cual se empaca la fase estacionaria, una
bomba que mueve la fase movil a través de la columna y un detector que muestra
los tiempos de retencion (R;) de las moléculas monitoreadas. EIl tiempo de
retencion varia dependiendo de la interaccion entre la fase estacionaria, moléculas
analizadas y el eluente. La cromatografia en fase normal consiste de una columna
de naturaleza polar (silica) y un eluente no polar (hexano).

La cromatografia en fase reversa consiste de una fase estacionaria no polar y una
fase moévil moderadamente polar, generalmente se utiliza silica tratada con
RMe,SIiCl, donde R es una cadena larga alkil que puede ser CigHs; 0 CgHy7. La
fase estacionaria empleada conlleva a que el tiempo de retencién sea mas largo
para moléculas que son menos polares mientras que facilita la elucién de las
moléculas mas polares.

En estos procesos suele utilizarse gradientes de elucion para el cambio de
polaridad durante el andlisis de los procedimientos.

1.6.4 Espectroscopia UV - Visible

Se basa en las transiciones electronicas y proporciona informacién sobre el tipo y
la naturaleza (electronica) de los enlaces en la molécula de la muestra. La
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muestra se disuelve en un solvente y se coloca en una celda de cuarzo y parte
del solvente se coloca en una celda de referencia. El espectrofotometro opera,
entre 200-400 nm y 400-800 nm, comparando la cantidad de luz transmitida a
través de la muestra con la cantidad de luz del haz de referencia. El haz de
referencia pasa a través de la celda de referencia para compensar cualquier
absorcion de luz debida a la celda y al solvente. (Wade, 2004).

1.6.5 Espectroscopia infrarrojo

La espectroscopia infrarrojo se debe a las vibraciones de los enlaces y
proporciona informacién de los grupos funcionales presentes y opera en
longitudes de ondas de 2.5 X10*y 25 X10* cm ™. Las vibraciones dependen de
las masas de los atomos y de la rigidez del enlace, en donde los atomos mas
pesados vibran méas lentamente que los mas ligeros. En un espectro infrarrojo se
mide las frecuencias de luz infrarroja que es absorbida por un compuesto. Los
espectros infrarrojos utilizan generalmente 2 haces de luz. El haz de luz de la
muestra que pasa a través de la celda que contiene la muestra y el haz de luz de
referencia que contiene el solvente 6 no contiene nada en el caso de sélidos o
gases. Un espejo rotario hace que la luz de cada una de las fuentes pase a un
monocromador, el cual permite que sélo entre una sola frecuencia de luz en el
detector, en este se explora y se hace un barrido en el intervalo de frecuencias; el
registro de éstas es conocido como espectro. (Wade, 2004).

La siguiente tabla presenta las absorciones correspondientes a distintos grupos
funcionales en la regidén del infrarrojo.
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Tabla 5. Vibraciones de enlaces IR (Skoog et al, 2001).

Intervalo de
Enlsce Tipo de compuesto frecuenclas, cm™ Intensidad
C—H Alcanos LB50-2.9T0 Fuerle
1.540-1.470 Fuerte
C—H Alquenos ( >C=C‘5) 30003095 Media
. 673993 Fuerte
Alguinos (—C=C-—-H] 330 Fuerte
C—H Anillos arormdtheos 003, 11D Media
0900 Fuerie
O—H Aleoholes v fenodes (mondmernos) 35503550 Wariahie
Abcoholes y fencles (unkdos por puenes  3.200-3.600 “ariable, & weces ancha
de hidrdgenn)
Acidos carboxilicos (mondmeros) 3.500-3.650 Mediz
Acudos carboxilicos (amdes por puentes  2.500-2.700 Ancha
de hidrigenn)
N—H Armdias, anmddas 3 300-3.500 Medis
= Akguenig 1 &10-1.6380 W ariable
C=C Anillos aromdticos L 5HD- 1 600 Yarizhle
= Abguings 2 10HD-2.260 Yariable
C—M Aminas, amidas 11501360 Fuserte
=N Mitribos 2210-2.280 Fiesrie
[y Alcoholes, éteres, dcidos carboxilioos, 1 050-1_30H0 Fusers |
£sieres |
s Addehidos, cetonas, deldos carboxllicos,  1.690-1.760 Fuserie |
| fxlerms |
| NO, Mitrederivados 13001570 Fueerte |
| 1.300-1.370 Fucrte |

1.6.6 Cromatografia de gases acoplada a espectromet ria de masas

La espectrometria de masas proporciona la masa molecular e informacion
importante sobre la formula molecular, utilizando una pequefia cantidad de
sustancia. Un espectrometro de masas ioniza moléculas a alto vacio, separa los
iones de acuerdo con sus masas y mide la abundancia de los diferentes iones
segun sus masas. La técnica combinada de cromatografia de gases y
espectrometria de gases permite realizar andlisis de mezclas de compuestos,
como las mezclas que se obtienen en las reacciones o las muestras que se
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recogen en el medio ambiente. El cromatégrafo de gases utiliza una columna
capilar incluida en horno termostatizado. Esta columna esta revestida en su
interior con gel de silice (u otra fase estacionaria), cuya diferente interaccion con
las sustancias de la mezcla permite separar los componentes de la misma. Esta
poderosa combinacion de GC-EM permite que el cromatdgrafo de gases separe
los componentes de la mezcla y que posteriormente sean identificados por su
espectro de masas (Wade, 2004).
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2 ANTECEDENTES

2.1 Género Pouteria

2.1.1 Compuestos aislados

Los compuestos aislados del género Pouteria han sido principalmente triterpenos
en forma de ésteres 0 cadenas largas, esteroles y flavonoides los cuales se
muestran el figura 8 (Silva et al, 2009).

R R1 R2

H Me H oamirina R
Ac Me H  Acetato de aamirina H Lupeol Taraxasterol Pseudotaraxasterol
H H Me B amirina Ac Acetato de lupeol

Ac H Me Acetato de { amirina

R
H Eritrodiol
Cicloartenol Lanosterol Lanosta-7,24-dieno CO(CHz)4CH; Palmitato de eritrodiol

R R1 3 a-OH friedelinol

gy s . e Dammarenediol
Acido betulinico Me H Acido ursélico 3 B-OH friedelinol
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R
3-H Taraxerol

R R1 R2 R3
a-OH ¢-OH OH OH Acido miriantice

3-OAc Acetato de taraxerol B sitoesterol Espinasterol B-OH

H OH OH Acido 190,23-dihidroxi ursélico
3-oxo Taraxenona

H H OH
COH
@m @V . .
HO. 4] HD 0 »

| S R | RN TTOH - S (a1

HO
OH
P o o P
H Qutham
ou OH O oH O
R R1
OH B-OH Galocatequina
i H E-OH Catequina
Acido galico H  a-OH Epicatequina Dihidromiricetina Miricetrina
H p-O-galate Catequina-3-O-galato
M’\)%:
\DH
G copaeno cis, trans a farnesol
e HO -
Isofitol trans fitol

Figura 8. Algunos de los compuestos aislados de especies del género Pouteria.

2.1.2 Actividad bioldgica

Las especies del género han mostrado tener actividad antiinflamatoria, anti-
fungica, antioxidante y antibacterial por la presencia de metabolitos secundarios
en sus frutos, madera, tallo, hojas y corteza (Silva et al, 2009). Las actividades
biolégicas investigadas para las especies del género Pouteria se resumen en la
tabla 6.
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Tabla 6. Actividad biologica de especies del género Pouteria, (Silva et al, 2009).

Especie Parte Actividad bioldgica Referencia
Pouteria caimito Hojas Antioxidante (Castro et al, 2006)
Pouteria Inmunomodulatorio
cambodiana Corteza Antiploriferador de células (Manosroi et al, 2006)
Antioxidante
Pouteria Fruto Antioxidante y antinitrosativo (Franco, 2006)
campechiana Antimitético (Hernandez et al, 2008)
Pouteria grandiflora Hojas Produce dafio del DNA (Agripino et al, 2004)
Antimicrobial
Pouteria guianensis  Madera Embriotoxicidad subcrénica para Crassostrea (Libralato et al, 2007)
gigas
Pouteria Madera Fungicida (Costa et al, 2003)
psamophila Hojas Antimicrobiano (Agripino et al, 2004)
Antioxidante (Fontes- Junior, 2004)
Pouteria ramiflora Hojas Anti-inflamatorio y antinociceptivo (Nufies, 2004)
Toxicidad a larva Artemia Salina (Castro et al, 2006)
Pouteria reticulata Corteza Antimicobacterial (Graham et al, 2003)
Pouteria sapota Fruto Antioxidante (Franco, 2006)
Tallo Actividad Tripanocidal in Vitro (Abe et al, 2002)
Pouteria splendens Hojas Inhibicién a germinacion (Bustamante et al, 2007)
(Franzotti, 2004)
(Perfeito et al, 2005)
Toxicidad a larva Artemia Salina (Lopez,2005)
Pouteria torta Semillas Inhibicién a germinacion y crecimiento (Alves et al 2000)
Antibacterial y Antifungico (Nascimento et al, 2007)
Antioxidante
Antifungico (Boleti et al, 2007)
Pouteria venosa Hojas Antioxidante, actividad antimalarial in vivo (Montenegro et al, 2006)
Anti-HIV (Bedoya et al, 2008)
Pouteria viridis Fruto Antioxidante (Franco, 2006)
Tallo Antitermita (Barbosa et al, 2007)
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2.2 Pouteria caimito

2.2.1 Compuestos aislados

Los principales compuestos aislados de P. caimito han sido monoterpenos,
esteroles, triterpenos y acidos grasos.

2.2.1.1 Frutos

La investigacion fitoquimica del extracto bencénico de la fruta de P. caimito reveld
la presencia de a amirina, lupeol, eritrodiol y dammarenediol (Pelliciari et al, 1972),
cuyas estructuras son presentadas en la figura 9.

R1 K.
t‘\,}.“‘.__‘
st ] :
LT P
20 \\ ~ RO
R R1 R2 R
H Me H a-amirina H Lupeol

. . Dammarenediol
H  Eritrodiol

Figura 9. Compuestos aislados del fruto de P.caimito.

En la figura 10, se presentan las estructuras quimicas de los compuestos volatiles,
mas abundantes, aislados de los frutos, el a-copaeno (30.5%), hexadecil acetato
(20.9%) y acido palmitico (13.6%) (Maia, 2003).
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1-hexadecanol acetato

a copaneo oH Acido palmitico

Figura 10 . Compuestos volatiles aislados del fruto de P. caimito.

2.2.1.2 Corteza

De la corteza de P. caimito se aislaron, taraxerol, acetato de taraxerol, taraxeno-3-
ona, y B sitoesterol (Ardon et al, 1973), cuyas estructuras quimicas se presentan
en la figura 11.

18) 3-H Taraxerol

J_,f"'
i\tLj(
g R
19) 3-OAc Acetato de taraxerol

20) 3-oxo Taraxenona p sitoesterol

Figura 11 . Compuestos aislados de corteza de P.caimito.

2.2.1.3 Hojas

Del extracto metandlico de la hojas se aislaron e identificaron 3 nuevos ésteres de
acidos grasos triterpénicos, junto con palmitato de betulin, palmitato de eritrodiol,
palmitato de uvaol, a-amirina, a-tocoferol, y-tocoferol, E y Z fitol, &cido fitanico y
crocetano (Ramos et al ,2006), cuyas estructuras son presentadas en la figura 12.
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R R1

CO(CH1aCH; CH,OH Palmitato de betulin CO(CH;)1,CH;  Palmitato de eritrodiol
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CO(CHz44CHs CH;0H  Palmitato de uvaol H Me H o-amirina

a-tocoferol y-tocoferol

COOH

Acido fitinico Crocetano
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Figura 12 . Compuestos aislados de hojas de P. caimito.

2.2.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante de las hoja s

La evaluacion de la capacidad antioxidante de hojas de P. caimito fue realizado
por Castro et al en el afio 2006, por el método de inhibicién del radical DPPH.
Como control positivo utilizaron BHT, para el cual reportaron una CE 5o de 15 ug /
ml. Los resultados se muestran en la tabla 7, para los extractos obtenidos con los
diferentes solventes.

Tabla 7. Concentraciones efectivas medias para inhibicion del radical DPPH
(Castro et al, 2006).

Especie Solvente CE 50 (ug/ ml)
Hexano 1570
P. caimito Etanol 20,2
Agua 72,9
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3 METODOLOGIA

3.1 Recoleccion e identificacion de material vegeta |

El material vegetal se recolecto en el barrio Jardin, en la ciudad de Quibdd, Choco
en las coordenas 05°41™N 76°39"0O. Botanicos del Herbario de la Universidad de
Antioquia establecieron que el material vegetal recolectado correspondia a P.
caimito, mediante la comparacion con especimenes presentes en el herbario.

3.2 Materiales y Reactivos

HPLC Agilent 1200 Series
Espectrofotometro infrarrojo
Perkin, Elmer Spectrum BX.
FTIR

Espectrofotometro Ultravioleta
Spectronic Genesys 2 pc
Fusiébmetro Buchi 510 Melting
Point Tottoli B-210

Extractor Soxhlet fabricado en
vidrio capacidad 3 L.

Horno Hareaeus. Modelo UT6
120 V Hareaeus Instruments
Camara extractora de vapores
C4 Modelo C1800X
Condensador de vidrio.
Plancha de calentamiento y
agitacion, Corning Stirrer Hot
Plate

Papel filtro, grado. 3 hw; 65
g/cm2.

Placas TLC Aluminio en silica
gel 60, F254 Merck

Pinzas quirurgicas

Termometro de vidrio de -10°
hasta 410° C paso de 2°C
Erlenmeyers de 50, 100 vy
250mL
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Beakers de 10, 50, 250, 1000
mL

Embudo de vidrio

Embudo de decantacion 5000
mL

Agitador magnético de 25,4
mm

Balanza OHAUS Modelo TS
600 S, OHAUS Corporation
capacidad 600 g, presicion
0.01g

Balones de fondo plano de 6L
y 250 mL.

Columna de cromatografia 1.5
cm diametro. Longitud. 1.3 m.
Bomba de vacio BUCHI,
Modelo B-169

Soporte universal

Capilares, Diametro. 1.15 mm,
Longitud . 75 mm.

Molino de discos

Silica Gel 60 63-200 micras
Etanol 96% marca Merck
Cloroformo grado analitico
marca Merck

Anhidrido acético grado
analitico marca Merck

Agua desionizada



Bencina (Disolvente 10:20)
marca Merck

Acetonitrilo grado analitico
marca Merck

Metanol grado analitico marca
Merck

Acido sulfurico concentrado
marca Merck

Acetato de etilo grado analitico
marca Merck

Revelador universal, acido
acético, anhidrido acético y
acido sulfarico.
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3.3 Tratamiento de hojas de P. Caimito

3.3.1 Secado

Las hojas fueron expuestas al sol durante 2 semanas, en canastas de aluminio
con la finalidad de aprovechar el calor concentrado por el material, aumentado de
esta forma la tasa de remocion de humedad.

3.3.2 Molienda

Se utilizé un molino de discos giratorios acoplado a un tamiz con el cual se obtuvo
un tamafio de particula aproximado de 1 mm.

3.3.3 Extraccion Soxhlet

Se sometieron a extraccion 896 gr de hojas obtenidas de la molienda, con 5 L de
hexano, debido a que esta es la capacidad maxima por batch para el equipo
soxhlet utilizado. Durante la extraccion se agreg0 frecuentemente solvente para
compensar la pérdida por evaporacion evitando de este modo la adhesion del
material extraido al fondo del balon.

El proceso de extraccion Soxhlet se realiz6 durante 10 horas, con la finalidad de
extraer la mayor cantidad de los metabolitos presentes en las hojas. El extracto se
concentré hasta un volumen de 160 ml. Los metabolitos secundarios se aislaron
del extracto obtenido, combinando técnicas de extraccion solido-liquido,
cromatografia de columna vy cristalizaciones sucesivas variando la polaridad del
solvente Hex: AcEt. En la figura 13, se presenta el montaje utilizado para realizar
las extracciones y el extracto obtenido luego de ser concentrado.
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Figura 13. (a) Extraccion Soxhlet (b) Material Obtenido de la Extraccion.

En la presente investigacion no se llevo a cabo disefio de experimento debido a
gue el fin dltimo del proyecto era la caracterizacion de los metabolitos presentes
en las hojas y no la evaluacion de factores que pudieran tener incidencia en el
proceso de extraccion, tales como temperatura, relacion solvente: material, tipo de
solvente y agitacion. Sin embargo, se recomienda desarrollar disefio de
experimento para optimizar las condiciones de extraccion en estudios posteriores
gue tengan como finalidad, el escalamiento del proceso para explotacion
comercial.

3.3.4 Extraccion a reflujo

Cada extraccion se realizé a 1 gr de hojas utilizando como solvente hexano y
metanol durante cuatro horas. Las condiciones de extraccion se describen en la
siguiente tabla.

Tabla 8. Condiciones de extraccion a reflujo.

Tipo de extraccion Solvente Tiempo extraccion (h)
Hexano
Caliente 20ml
(80 C) Metanol 4
20 ml

Al extracto metanolico (EM) obtenido durante cuatro horas de procesamiento, se le
evaluo la capacidad antioxidante por el método DPPH y el extracto hexanico se
analiz6 por HPLC, segun lo descrito en la seccion 3.7.3.
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Imagenes de los extractos obtenidos se presentan en la figura 14, donde extractos
metanodlicos y extractos hexanicos presentan coloraciones negras y verdes
respectivamente.

Figura 14 . Extractos metandlicos (negro) y hexanicos (amarillo-verdoso) en
caliente.

3.3.5 Purificacion y seguimiento cromatografico

En el proceso de purificacion se emplearon columnas de cromatografia con silica
gel como fase estacionaria y gradientes de Hex:AcEt como fase movil. Se utilizé
un sistema de bombeo al vacio, como se presenta en la figura 15, para la
compactacion de la silica dentro de la columna evitando el fraccionamiento de ésta
durante el proceso de separacion.

Las soluciones que contenian los metabolitos secundarios de interés se eluyeron
en columnas de cromatografia de las cuales se tomaron fracciones de 10 ml. El
seguimiento de las fracciones por cromatografia de capa fina permitié determinar
cualitativamente los compuestos presentes en ellas, para unir las fracciones con
similar contenido.

Para completar el proceso de separacion y purificacion de los compuestos, fueron
llevadas a cabo cristalizaciones sucesivas, las cuales consisten en disolver, en
caliente, los soélidos en solventes con polaridad contraria. Esto permite la remocién
de impurezas y favorece la cristalizacién de compuestos con baja solubilidad en el
solvente empleado.
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Figura 15 . Empacado de fase estacionaria.

3.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante radical DPPH

Se empled el método de Brand-Williams et al (1995) con algunas modificaciones
(Rojano et al, 2008). El 1,1-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH®), es un radical libre
estable que presenta una coloraciobn purpura en medio metandlico, como
consecuencia de la donacion de un electron o un protdn por un compuesto con
poder antioxidante, la tonalidad desaparece. Este procedimiento se lleva a cabo
utilizando 10 pL del compuesto estudiado y 990 pL de la solucidbn metandlica de
DPPH® (20 mg/L). Como referencia se usé la misma cantidad de DPPH® y 10 uL
del solvente de la muestra (MeOH). Luego de 30 minutos de reaccion a
temperatura ambiente y en la oscuridad, se lee la absorbancia a una longitud de
onda de 517 nm (Gaviria et al, 2009). Para cada concentracion se calcula el
porcentaje de inhibicion del radical y se determina el CEsg, concentracion a la cual
se obtiene el 50% de inhibicion. Las mediciones se realizaron por triplicado.

3.5 Preparacion de derivados

Con base en un conocimiento previo de la molécula asilada, la preparacion de los
derivados permite obtener informacion adicional sobre la molécula y asi completar
Su caracterizacion.

3.5.1 Hidrdlisis alcalina de compuesto 2 (CP2) y es terificacion del acido
graso.

Se pusieron a reflujo en 50 ml de etanol, 100 mg de CP2 y 40 mg de hidroxido de
sodio (NaOH) en escamas segun lo descrito por lwagawa et al, 1982. Después de
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8 horas de seguimiento cromatografico por CCF se observaron trazas del
compuesto inicial y una mancha que indicaba alta concentracion de un compuesto
con un Rf de 0.3 similar al Rf del estdndar de a-B amirina obtenida en el
laboratorio.

La mezcla reaccionante se dejé enfriar a temperatura ambiente y se concentro
hasta sequedad para retirar el etanol. El material resultante se redisolvié en agua
con agitacion.

Para la recuperacion de los productos de hidrdlisis (acido graso, alcohol del
triterpeno, NaOH en exceso) se realizd una extraccion liquido-liquido de la fase
acuosa, en un embudo de separacién, con éter dietilico, permitiendo de este modo
la particion de los productos de menor polaridad en la fase organica y los de
mayor polaridad en la fase acuosa. Este procedimiento se llevo a cabo tres veces
para remover trazas de compuestos menos polares aun presentes en la fase
acuosa.

Las fases organicas fueron reunidas y cromatografiadas. Por CCF se determind la
remocion total del compuesto con Rf de 0.3, de la fase acuosa lavada.

Debido a que el acido graso presente en la fase acuosa se encontraba en forma
de sal, se acidul6 la fase con &cido clorhidrico (HCI), obteniendo de este modo el
acido graso libre y trazas de cloruro de sodio (NaCl). La fase acuosa se lavo tres
veces con éter dietilico para extraer el &cido graso, estas se juntaron y se llevaron
a sequedad.

El solido obtenido se redisolvio en etanol, con calentamiento, y se adicionaron
unas gotas de HCI para realizar la esterificacion. Este procedimiento fue adoptado
para obtener una buena resolucién del espectro en CG-EM.

Los cristales se filtraron, dejando de este modo el compuesto de interés retenido
en el papel de filtro y las impurezas en solucion.

3.5.2 Hidrdlisis alcalina de compuesto 3 (CP3)

Se disolvieron 500 mg de CP3 en 50 ml de etanol comercial y a esta solucién se
agregé 50 mg NaOH en escamas segun lo descrito por lwagawa et al, 1982. La
mezcla resultante se coloco a reflujo. Después de media hora con base en un
monitoreo cada 10 minutos por CCF, el derivado de CP3 mostré una mancha con
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un Rf igual a un estandar de a —3 amirina obtenida en el laboratorio. La mezcla de
reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agrego suficiente cantidad de
agua hasta obtener un solido casi blanco debido al cambio de polaridad. El sélido
se separ6 por filtracion y se lavd tres veces con agua para su posterior
cristalizacion.

3.6 Liebermann Burchard

El ensayo de Liebermann — Burchard, permite identificar estructuras triterpénicas
y esteroidales. Para la realizacion de la prueba se agregan 1.5 mg de muestra en
1 ml de cloroformo, posteriormente se afiade 1 ml de anhidrido acético y 1 gota de
acido sulfarico concentrado (98%). La solucidon se agita y se espera luego el
cambio de color. La prueba se considera positiva cuando se obtiene un cambio
de color a violeta, rojo 6 marrén.

3.7 Métodos cromatograficos, espectroscépicos y esp ectrométricos

3.7.1 Cromatografia de capa fina

En los procesos de purificacion y separacion de los compuestos se utiliz6 como
herramienta clave la cromatografia de capa fina, a partir de la cual se
determinaron los metabolitos e impurezas presentes en los extractos y fracciones
obtenidas. El seguimiento a través de cromatografia de capa fina se llevé a cabo
durante todo el desarrollo experimental hasta constatar la pureza de los
metabolitos obtenidos.

Las cromatografias fueron realizadas en placas TLC de Aluminio impregnadas
con silica gel 60 F254 Merck, estas fueron dispuestas en una cAmara Cammag de
dos compartimientos de 10 X 7 cm. Se utilizO como agente visualizador una
mezcla de acido acético y acido sulfarico que una vez esparcido sobre la placa se
revela en el horno a 110°C durante 3 minutos. Las eluciones se realizaron con
hexano:acetato de etilo (1:0,05).

3.7.2 Cromatografia de columna

Se usaron columnas de 1.3 m de longitud y 1 cm de didmetro empacadas con
silica gel 60, hasta 1 m de altura. La elucién se realiz6 con gradientes de
Hex:AcEt en proporciones de 1:0 y 1:0,05. Se utilizaron dos columnas de
cromatografia, CC1 y CC2. En CC1 se eluyo el extracto hexanico (EH) y en CC2
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la reunién de fracciones 13-34, las cuales mostraban por CCF mezcla de
compuesto 1 (CP1) y compuesto 2 (CP2).

En el proceso de separacion por columna se recolectaron fracciones de 10 ml, al
tiempo que se les hacia seguimiento cromatogréafico por CCF.

Con el fin de eluir el menor volumen de extracto posible dentro de la columna, se
siguid el siguiente procedimiento; el extracto que debia ser purificado se llevo a
sequedad y se le agrego silica gel, se homogeniz6 y se dejo caer sobre la capa
superior de silica pura dentro de la columna cromatogréfica.

3.7.3 Cromatografia liquida de alta eficacia

Las curvas patron de dos metabolitos secundarios, aislados de las hojas de
P.caimito, se realizaron en un cromatégrafo liquido de alta eficacia, Agilent Series
1200, con columna de fenilo como fase estacionaria y ACN (90%): H,O (10%),
como fase movil. El rango de concentraciones de los metabolitos usado para
construir la curva patron fue de 0.1 a 1 mg/ml empleando como solvente
isopropanol. Se utilizé detector de arreglo de diodos DAD a una longitud de onda
de 210 nm. ElI método y las condiciones adoptadas permitieron la identificacion y
cuantificacion de los compuestos de interés de manera confiable.

3.7.4 Cromatografia de gases acoplada a espectromet ria de masas
Las pruebas de cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa fueron

realizadas en la Sede de Investigacion Universitaria — SIU — de la Universidad de
Antioquia con las condiciones descritas en el anexo 1.

3.7.5 Espectroscopia infrarrojo
Los espectros de infrarrojo fueron tomados en un espectrémetro FT-IR Perkin

Elmer modelo Spectrum BS. El software utilizado en los analisis fue Spectrum V.
5.3.1 Perkin Elmer 2005.

3.7.6 Espectrofotometria Ultravioleta - Visible

Los metabolitos obtenidos se diluyeron en acido sulfurico en una concentracion de
0,4% relacion peso /volumen, la mezcla se calenté a bafio Maria a 60 °C durante
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15 minutos y se dejé en reposo durante 12 horas antes de medir su absorcién en
el espectro ultravioleta segun lo descrito por Oganesyan (1968) para la
identificacion de estructuras de naturaleza triterpénica. Este procedimiento se
realizé en un espectrofotometro UV/Vis Genesys 2 PC Spectronics 30 Instruments.
El software asociado al equipo es Winspec Version 1.23. Spectronics Instruments
1997.
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4  ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Evaluacion de la capacidad antioxidante  por inhibicion del radical DPPH

El butilhidroxianisol (BHA), y el butilhidroxitolueno (BHT) son los antioxidantes
sintéticos de mayor uso en la industria de alimentos y farmacéutica; sin embargo,
se han encontrado efectos secundarios en humanos, como el aumento del
colesterol, induccion de céancer hepético, entre otras. Debido a la creciente
importancia de los antioxidantes en la industria farmacéutica y alimenticia es
necesaria la busqueda de moléculas alternativas de origen natural con gran
actividad y que no tengan efectos citotdxicos ni genotoxicos (Rojano et al, 2008).

El ensayo de DPPH es un modelo ampliamente usado para evaluar la rapidez que
tiene un antioxidante para atrapar radicales (Brand-Williams, 1995). El ensayo de
DPPH refleja la habilidad que posee un antioxidante para donar protones en un
medio metandlico (Rojano et al, 2008), como se describe en la figura 16, donde la
coloracion de la mezcla cambia de purpura a amarilla.

DPPHs+ AOH —» DPPH-H + AO-

v Pdrpura | Amarillo

Figura 16. Ensayo DPPH (Oliveira, 2011).

La inhibicion del radical DPPH por parte del extracto metandlico de las hojas de P.
caimito, tiene un comportamiento lineal desde concentraciones de 5 a 15 mg/ml,
por lo que esta region se utilizé para hallar la CEsp. La ecuacion de la recta para
esta region, y = 15.048x + 2.2653, tiene un ajuste del 0.97. Los datos
experimentales utilizados para construir el modelo se presentan en la tabla 9.
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Tabla 9. Datos de concentracion, inhibicion DPPH y absorbancia para el ensayo
con el EM.

Extracto [mg/ml] % Inhibicion ABS
30 94% 0.025
25 92% 0.031
20 87% 0.05
15 81% 0.075
10 57% 0.166
5 16% 0.3276

Nota. ABS Control = 0.390

La figura 17, describe el % de inhibicion del radical DPPH al variar la
concentracion del extracto, presentandose mayores tasas de inhibicion en el rango
de concentraciones de 5 a 10 mg/ml.

Inhibicion DPPH - P. caimito

100% -~
90% -
80% -
70% -
60% -
50%
40% -
30% -
20% -
10% -
0% T L . . T T )
0 5 10 15 20 25 30 35

Extracto [mg/ml]

% Inhibicion DPPH

Figura 17 . Comportamiento inhibicion DPPH vs concentracién EM.

El acido ascoérbico es un potente antioxidante que se utiliz6 como control positivo
de la prueba. Se presenta comportamiento lineal entre la inhibicién del radical y la
concentracion de ASC de 0.0125 a 0.025 mg/ml, region que comprende inhibicion
del DPPH de 0 a 60 %. La ecuacion lineal que la representa, y = 0.0216x + 0.012,
tiene un ajuste del 0.99. Los datos experimentales utilizados para construir el
modelo se presentan en la tabla 10.
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Tabla 10. Datos de concentracion, inhibicion DPPH y absorbancia para el ensayo
con ASC.

ASC [mg/ml] % Inhibicion ABS
0.4 85% 0.072

0.2 83% 0.080

0.05 73% 0.127
0.025 60% 0.188
0.018 27% 0.345
0.0125 3% 0.461

Nota. ABS Control = 0.473

La figura 18, describe el % de inhibicion del radical DPPH al variar la
concentracion del acido ascérbico, presentandose mayores tasas de inhibicién en
el rango de concentraciones de 0.0125 a 0.025 mg/ml.

Inhibicién DPPH - Acido ascérbico

90% -

80% - —
o 70% -
& 60% -
S 50% -
2 40% -
<€ 30% -
R 20% -
10% -

0% L : : : .

0 0.1 0.2 0.3 0.4

ASC [mg/ml]

Figura 18 . Comportamiento inhibicion DPPH vs concentracion ASC.

El extracto metandlico (EM) de las hojas de P.caimito, recolectadas del Choco,
presentd una capacidad de inhibicion del radical DPPH muy inferior a la
presentada por el acido ascorbico. La CEsp del ASC es 426 veces menor que la
del EM. Los resultados para el EM, ASC expresados en CEsg, se presentan en la
tabla 11.
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Tabla 11. Concentraciones efectivas medias de EM y ASC para inhibir DPPH.

Sustancia CE 50 [mg/ml]
Extracto P. caimito 9.8
Acido ascorbico 0.023
Reportado en literatura extracto 0.0201
hojas P.caimito (Castro, 2006)

La CE 5o del extracto evaluado en este trabajo es 467 veces mayor al reportado
por Castro en 2006 para un individuo de P. caimito recolectado en Brasil. Lo
anterior se debe a la variabilidad intraespecifica en la produccion de metabolitos
secundarios, compuestos fendlicos, afectada por los factores bibticos y abiéticos
del entorno de la planta.

4.2 Cromatografia de capa fina y de columna

El analisis por CCF de EH mostro, cualitativamente, 6 compuestos. Los
compuestos de menor polaridad estan en la parte superior de la placa, como se
muestra en la figura 19, debido al alto poder de arrastre de la fase mévil y la poca
interaccion de estos con la fase estacionaria.

Figura 19 . CCF Extracto hexanico
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Los compuestos de menor polaridad se encuentran en mayor concentracion, esto
es determinado con base en la intensidad de las manchas por CCF, ver figura 19.
Otra caracteristica observada es la diferencia de colores en las manchas lo cual
indica la presencia de compuestos de naturaleza diferente.

Imagenes del proceso de separacion se muestran en la figura 20, donde se
observa la distribucion de los compuestos en la fase movil y estacionaria en CCly
las fracciones recolectadas en dicho proceso.

Figura 20 . Proceso separacion de compuestos a) CC1 b) CC2 c) fracciones
recolectadas.

De CC1 fueron obtenidas 54 fracciones, para las cuales se presenta un analisis
detallado en la siguiente tabla.

Tabla 12. Informacion de proceso de purificacion por CC1.

Fracciones (FR) Constituyentes Color de fraccion
1-12 CP1 Incoloro
13-34 CP2+CP1 Amarillo
35-38 CP2 Amarillo
39-49 CP2+CP3 Rojiso
50-52 CP3 Rojiso
53-54 CP3 y contaminantes Negro

La siguiente figura describe el seguimiento cromatogréfico realizado a las
fracciones obtenidas del proceso de separacion en CC1.

57



-

Figura 21 . Seguimiento por CCF a las fracciones recolectadas de CC1 a)FR 1-12
b) FR 13-34 c) FR 35-38 d) FR 39-49 e) FR 50-52 f) FR 53-54 .

Las primeras 12 fracciones recolectadas muestra solamente CP1, compuesto de
menor polaridad del extracto de P.caimito, que por su cadena hidrocarbonada y
ausencia de grupos funcionales tiene gran afinidad con el eluente, Hex:AcEt (1:0),
y baja interaccién molecular con la fase estacionaria.

De la segunda columna de cromatografia (CC2), donde se eluyeron las fracciones
13 a 34 con hexano, se obtuvieron 94 fracciones. Imagenes del proceso de
separacion se muestran en la figura 22.

Figura 22 . Proceso separacion de compuestos a) CC2 b) fracciones recolectadas.

La siguiente tabla describe la cantidad de compuestos y el color de las fracciones
obtenidas del proceso llevado en CC2.
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Tabla 13. Informacion de proceso de purificacion por CC2.

Fracciones Constituyentes Color
1-64 CP1 Incoloro
65-94 CP2 Amarillo

La figura 23, describe el seguimiento cromatografico realizado a las fracciones
obtenidas del proceso de separacion por CC2, donde se separaron CP1 de CP2.

A B
[

[ |

Figura 23 . Seguimiento por CCF a las fracciones recolectadas de CC2 a) FR 1-64
b) FR 65-94.

Los procesos de separacion de los compuestos en CC1 y CC2 fueron eficaces ya
gue permitieron obtener soluciones enriquecidas con CP1, CP2 y CP3.

La separacion de CP2 y CP3 no fue posible por CC, por lo que se realizd6 por
cristalizaciones sucesivas.

El andlisis por CCF de los metabolitos aislados y purificados de las hojas de P.
caimito se muestran en la figura 24.

CP1 CP2 CP3

o =

Figura 24 . CCF de compuestos aislados de P. caimito.
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4.3 Caracterizacion de Compuestos Aislados

4.3.1 Compuesto 1

Se obtuvo 173 mg de un solido blanco y ligero presentando un rendimiento de
extraccion del 0.02%. En otra investigacion CP1 fue aislado de las hojas del
repollo, presentando un rendimiento de extraccion del 0.000681% (Channon et al,
1929).

4.3.1.1 Punto de fusion

El nonacosano (Cy9Hgp) Yy el triacontano (CsoHg2) funden a 63.7°C y 65.8°C,
respectivamente. CP1 obtenido de las hojas de P. caimito, que es una mezcla de
nonacosano y triacontano, funde a 65 °C.

4.3.1.2 Espectroscopia infrarrojo

El espectro obtenido muestra seis picos representativos los cuales se comparan,
con datos reportados en la literatura, en la tabla 14.

Tabla 14. Espectro IR compuesto 1.

Longitud de onda | Reportado*
(cm™) (cm™)
2914.18 2917
2847.38 2849
1472.12 1473
1462.23 1462
729.86 730
719.12 719

*Longitud de onda reportada en (Silva et al, 2007) (KBr).

Las absorciones presentadas en el espectro infrarrojo obtenido y presentado en la
figura 25, son caracteristicas de hidrocarburos. Las bandas a 2914, 2847 cm™ son
debidas a estiramientos C-H, las absorciones a 1472 y 1462 cm™ son
caracteristicas de deformaciones angulares de enlaces C-H de hidrocarburos
alifaticos 6 aliciclicos y las bandas a 729 y 719 cm™® corresponden a la
deformacién asimétrica de enlaces C-H.

Las bandas presentes en el espectro infrarrojo coinciden en su totalidad con
espectros reportados en la literatura para hidrocarburos saturados.
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Con base en el espectro se puede determinar que el compuesto corresponde a
una parafina, los cuales son compuestos que se encuentra en la superficie de las
plantas, estas se extraen facilmente con solventes organicos como cloroformo 6
hexano. Generalmente son mezclas complejas de cadenas largas (>C18) tales
como &cidos grasos, hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
compuestos alifaticos, fendlicos y otros que presenten masas moleculares altas.
(Silva et al, 2007).
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Figura 25 . Espectro infrarrojo de CP1.

4.3.1.3 Cromatografia de gases acoplada a espectrom etria de masas

El espectro, presentado en la figura 26, muestra dos picos los cuales presentan
tiempos de retencion de 36.379 y 40.24 min, respectivamente.
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Abundance [100%] 2 targets (7), 59 components (~)

7S5

o =
Time: 5.11 6.96 8.81 11.18 13,55 15.91 18.27 20.64 23.00 2537 27.73 30.10 3246 34.82 37.19 39.55 41.92 4428 46.65 49.01 5137 53.74 56.11

Figura 26 . CG compuesto 1.

4.3.1.3.1 Andlisis CG-EM en tiempo de retencion ( Rt) 36.50 min

El espectro de masas, presentado en la figura 27, indica como sefiales de
fragmentacion méas importantes, las siguientes; m/z (int. rel.). 43(55) 57 (100),
71(78), 85(57), 99(20), 113(10), 127 (8), 141(7).155(6), 169(4), 183(4), 197(3),
211(3), 225(2), 240(2), 253(2), 267(2), 281(2), 291(1), 309(1), 323(1), 337(1),
351(1), 365, 408.

Abundance [350] | Scan 4482 (36.382 min) and Extracted spectrum (36.379 min)

100

m/z: 75 100 125 150 175 200 225 275 300 325

Figura 27 . Espectro de masas parafina Rt = 36.5 min.
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La sefial a 57 corresponde al pico base de los compuestos reportados como
hidrocarburos. Para el actual compuesto se detecté como i6n molecular m/z 408.
Los hidrocarburos presentan como caracteristica principal, fragmentaciones que
aumentan cada 14 unidades de masa, lo cual es observado en el espectrograma
presente. Este tipo de fragmentacion se presenta cuando todos los enlaces C-C
del ion molecular de un alcano tiene igual fuerza.

En la figura 28, se presenta el modo de fragmentacion de alcanos.

| . * H
[CH, ——CH; ——CHy——CHy —— - - - -~~~ 1* ——— [C Hay,, 1"
= = E . d
T, Y . .
—‘J-—-—-—--—-ﬂ E
- DR
14 14 14

Figura 28 . Patrones de fragmentacion hidrocarburos.

La base de datos pherobase reporta el nonacosano (CxgHeo) con ion molecular de
m/z 408, el espectro de masas reporta como los iones mas representativos m/z
(int. rel.) 43(68), 57 (100), 71(73), 85(60), 99(24), 113(22), 127 (15),
141(12).155(11), 169(10), 183(10), 197(9), 211(8), 225(6), 240(4), 253(4), 267(4),
281(3), 291(3), 309(3), 323(3), 337(2), 351(2), 365(1), 408(1). La validacién de
estos iones con los obtenidos en el espectrograma permite establecer que
corresponde al honacosano.

Lo anterior es confirmado por el software de analisis de espectros de masa NIST,
en el cual se indica que existe alrededor de un 90% de similitud entre el espectro
obtenido y el espectro del nonacosano reportado en esta base de datos. La figura
29, presenta el espectro de masas del compuesto vs el compuesto de mayor
similitud presente en la libreria NIST, correspondiente al nonacosano.
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Figura 29 . Comparacion espectro obtenido y libreria NIST — parafina
Rt = 36.5 min.

4.3.1.3.2 Andlisis del CG-EM en tiempo de retencion  (Rt) 39.878 min

Las sefiales de fragmentacibn mas importante presentadas por el reporte,
mostrado en la figura 30, fueron m/z (int. rel.) 43(49), 57 (100), 71(78), 85(53),
99(23), 113(15), 127 (12), 141(7).155(6), 169(4), 183(4), 197(3), 211(3), 225(2)

Fiura 30. Especto de masas parafina Rt = 39.87 min.
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La sefial a 57 corresponde al pico base de los compuestos reportados como
hidrocarburo. En el espectro no se logra apreciar el ion molecular, esto se puede
deber a la poca abundancia relativa del ion, a pesar de lo anterior, el software de
analisis de espectros de masas NIST establece que el compuesto en estudio se
asemeja en un 90% al triacontano. La figura 31, presenta el espectro de masas
del compuesto vs el compuesto de mayor similitud presente en la libreria NIST,

correspondiente al triacontano.

40 50 60 70 a0 30 100 110 120 1320 140 150 160 170 180 190 200 210 220
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E15 816K 0.22F
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Figura 31 . Comparacion espectro obtenido y libreria NIST - parafina
Rt = 39.9 min.

A pesar de no contar con el ion molecular el reporte es muy coherente debido a
gue en el analisis del tiempo de retencion, se detectd un compuesto de 29 dtomos
de carbono a 36.5 min, por lo cual en este tiempo de retencién mayor, 39.87 min,
deberia aumentar el nUmero de atomos de carbono.

La base de datos pherobase reporta el triacontano (CsoHez) con i6n molecular
m/z 422, el espectro de masas reporta como los iones mas representativos m/z (
int. rel.) 43(52), 57 (100), 71(75), 85(52), 99(20), 113(22), 127 (18),
141(15).155(12), 169(10), 183(10), 197(9), 211(8), 225(6), 240(4), 253(4), 267(4),
281(3), 291(3), 309(3), 323(3), 337(1), 351(12), 422(3).

4.3.2 Compuesto 2

Se obtuvo 170 mg de un sdlido blanco, presentando un rendimiento de extraccion
del 0.019%. EIl rendimiento de extraccion para CP2, aislado de las hojas de
Viburnum urceolatum fue del 0.003 % segun reporta lwagawa et al, 1982. Para la
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corteza de Populus tremuloides se reporta un rendimiento de extraccion del
0.0338% (Serreqi et al, 2000).

4.3.2.1 Punto de fusion

El palmitato de lupeol tiene un punto de fusion de 74-78°C (lwagawa et al, 1982).
El punto de fusion del producto obtenido de las hojas de P. caimito fue de 75.6 °C.

4.3.2.2 Ensayo Liebermann — Burchard

CP2 dio positivo la prueba de LB presentando cambio de color a rojizo, como se
presenta en la figura 32, indicando la presencia de una estructura triterpénica.

Figura 32 . Prueba de Liebermann Burchard (LB) a) compuesto CP2 - positivo LB,
b) a-B amirina - positivo LB, ¢) compuesto CP1 - negativo LB.

4.3.2.3 Espectrofotometria UV - Visible

El espectro, presentado en la figura 33, muestra la absorcién caracteristica de
estructuras triterpénicas en el UV a 310 nm (Ponomarev et al, 1971), por la
reaccion del triterpeno con el &cido sulftrico, en la cual se forman derivados de la
molécula con dobles enlaces conjugados en los anillos C y D (Oganesyan et al,
1981).
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Figura 33 . Espectro UV — reaccion CP2 y H,SO,.

El pico a 224 nm, observado en la figura 33, corresponde a remanente de CP2,
gue no reacciono con el &cido sulfarico. Lo anterior fue corroborado al disolver
CP2 en etanol y realizar un barrido de absorbancia de 200 a 500 nm, ver la

siguiente figura.
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Figura 34 . Espectro UV —CP2 en etanol.

4.3.2.4 Espectroscopia infrarrojo

4.3.2.4.1 CP2

El espectro obtenido muestra 5 picos representativos los cuales se comparan, con
datos reportados en la literatura, en la tabla 15.

Tabla 15. Espectro IR compuesto 2.

Longitud de onda | Reportado*
(cm™) (cm™)
2917.47 2924
1728.96 1728
1462.16 1468
1381.43 1382
1172.56 1180

*Longitud de onda en literatura (KBr) (Serreqi et al, 2000).

Las absorciones presentadas en el espectro infrarrojo obtenido y presentado en la
figura 35, a 2917 y 2850 cm™ son caracteristicas de tensiones C-H de grupos
metilicos y metilénicos, la banda a 1729 cm™ es originada por las vibraciones de
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tensién C=0, las cuales vinculadas a las bandas a 1243 y 1172 cm™, que
corresponden a la vibracion de tension C-O, han sugerido la presencia de un
grupo funcional tipo éster. Las bandas a 1462 cm™ y 1381 cm™ se asignan a las
vibraciones de flexién de los grupos metilénicos y metilicos y las banda a 979 y
718 cm™ se asignan a flexion fuera del plano y a flexion asimétrica de enlace C-H.

4
I'“l,,f"-.
|1r y

bl

I AL
51 | |\{ -\\‘\ JL

138143

1482 14
\ 124796

| 1T %

&T

@0 m

1800
sl

L]

Figura 35 . Espectro infrarrojo de CP2.

4.3.2.4.2 Producto de hidrolisis — Fase organica an  tes de acidulacion

El espectro IR del producto de hidrdlisis recuperado en la fase organica muestra 4
picos representativos los cuales se comparan, con datos reportados en la
literatura, en la tabla 16.
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Tabla 16. Espectro IR producto de hidrdlisis CP2 — fase orgénica antes de

acidulacion.

Longitud de onda | Reportado*
(cm™) (cm™)
3304 3308
2850 2872
1453 1468
1380 1380

*Longitud de onda reportada (KBr) (Kovac, 2009).

La figura 36, muestra el

espectro obtenido, con banda a 3304 cm™

correspondiente a vibracién de tension de grupo hidroxilo, bandas a 2920 y 2850
cm™ caracteristicas de tensiones C-H de grupos metilicos y metilénicos, bandas a
1453 cm™ y 1380 cm™ que se asignan a las vibraciones de flexién de los grupos

metilénicos y metilicos.
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Figura 36 . Espectro infrarrojo producto hidrdlisis — fase organica antes de

acidulacion.
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4.3.2.5 Preparacion del derivado

La recristalizacién del producto crudo de etanol dio 40 mg de lupeol con punto de
fusion de 180°C. El rendimiento de la hidrdlisis fue del 62 %. El punto de fusién
reportado en literatura es de 213-215°C (lwagawa et al, 1982; Fotie et al, 2006).
La diferencia en el punto de fusidén se debe a que el producto obtenido tiene trazas
de palmitato de lupeol con p.f. de 75°C, debido a que la hidrdlisis no fue completa
y el analisis por CCF del producto asi lo determina, ver figura 37.

| Sl
Figura 37 . CCF para progreso de hidrdlisis CP2.

4.3.2.6 Cromatografia de gases acoplada a espectrom etria de masas

El analisis de cromatografia gaseosa y espectrometria de masas de los productos
de hidrolisis de CP2 se presenta a continuacion.

4.3.2.6.1 Andlisis CG-EM - Producto de hidrdlisis -  Fase organica antes de
acidulacion

El cromatograma de gases del producto de hidrdlisis extraido en la fase organica,
con dietil éter, presentado en la figura 38, muestra un pico a 47 min
correspondiente al alcohol triterpénico.
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Figura 38 . CG producto de hidrdlisis — fase organica.

4.3.2.6.1.1Analisis CG-EM en tiempo de retencion ( Rt) 47 min

Las sefiales de fragmentacion mas abundantes para el producto de hidrolisis
extraido en la fase organica, presentadas en la figura 39, son m/z (int rel). 426

[M+] (25), 207 (75), 189 (96), 107 (95) y 95(100), en donde el i6bn 426 corresponde
al ibn molecular con férmula C3pHs00.

Abundance [66.3] | Scan 5971 (47.443 min) and Extracted spectrum (47.446 min)

75

275 300 325 350 375

. Espectro de masas del producto de hidrélisis — Lupeol.

175

-Eigara 39
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La serie lupano, presentada en la figura 40, se caracteriza por un anillo de cinco
miembros (E) en el que un grupo isopropilo o isopropenilo esta presente. La
pérdida de 43 unidades de masa (C3H;) es muy pronunciada en ciertas
estructuras, pero se convierte en un minimo en los derivados altamente sustituidos
0 cuando hay presencia del grupo isopropenilo (Assimopoulou et al, 2005).

23

Figura 40 . Estructura quimica del lupeol.

La fragmentacion de lupeol, que se presenta en la figura 41, se inicia por la
escision de C-14—C-27 y la consiguiente eliminacion del radical ¢ CHs. Los
fragmentos de iones m/z 411 y m/z 383 no se observan abundantemente, ya que
facilmente se descomponen en iones con menor m/z. Por lo contrario, los
fragmentos de iones m/z 207 y m/z 189 son abundantes y son formados como
resultado de dos vias competitivas, que pueden ser utilizados para diagnosticar la
presencia de sustituyentes en los anillos A,B,C,D ¢ E (Carvalho et al, 2010).

Los EIMS muestra abundantes picos de fragmentos de iones a m/z 218, 207, y
189. Estos datos espectrales sugieren que el triterpeno con esqueleto de lupano
posee un grupo hidroxilo. Ademas, los EIMS muestra un pico del fragmento de ion
a m/z 207, lo que indica que el grupo hidroxilo se encuentra en el anillo A o B del
esqueleto (Ogihara, et al, 2010).
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1,2-methyl
shift

m/z 189 mz 189

Figura 41 . Patrones de fragmentacion Lupeol (Carvalho et al, 2010).

La comparacion del espectro obtenido con la libreria NIST da un acoplamiento del
92 % con el espectro del lupeol.
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La figura 42 presenta los picos del espectro de masas del compuesto de hidrolisis
extraido en la fase organica vs el compuesto de mayor similitud presente en la
libreria NIST, correspondiente al lupeol.
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[aComponent at scan 2971 (27,445 min) [Model = =120 Headto Tail MF=024 EMF=326 hd Lupeol

Figura 42 . Comparacion espectro producto de hidrolisis-fase orgénica y libreria
NIST.

4.3.2.6.2 Andlisis CG-EM - Producto de hidrdlisis - Fase organica después de
acidulacion

El cromatograma de gases del producto de hidrdlisis extraido en la fase organica
después de acidulacion, presentado en la figura 43, muestra un pico mayoritario
correspondiente al etil palmitato con Rt de 15.91 min. EI producto de hidrdlisis
extraido en esta fase presenta remanente del alcohol triterpénico, lupeol, y asi lo
evidencia el cromatograma de gases que presenta el pico del lupeol a 47 min.
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Figura 43 . CG producto de hidrdlisis — fase organica después de acidulacion.

4.3.2.6.2.1Analisis CG-EM en tiempo de retencion ( Rt) 16.13 min

Las sefiales de fragmentacion mas abundantes para el producto de hidrolisis
extraido en la fase etérea luego de la acidulacion, presentadas en la figura 44,
son m/z (int rel). 284 [M+] (25), 241 (23), 157 (25), 101 (62), 88 (100), donde el i6n
284 corresponde al ién molecular con formula C;gH360;.

Se presenta el pico base a m/z 88, un ion a m/z 255 por la pérdida del grupo etilo,
el pico a m/z = 241 surge de un reordenamiento que involucra la expulsion de un
fragmento de tres carbonos y el ion a m/z = 239, representa la pérdida de un ion
etéxido ([M-45]").
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Abundance [2516] | Scan 1756 (16.132 min) and Extracted spectrum (16,132 min)

0 #
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Figura 44 . Espectro de masas del producto de hidrdlisis — etil palmitato.

La comparacion del espectro obtenido, con la libreria NIST, da un acoplamiento
mayor al 93 % con el espectro del etil palmitato. La figura 45 presenta las
sefiales de fragmentacion del compuesto de hidrélisis extraido en la fase organica
luego de acidular vs el compuesto de mayor similitud presente en la libreria NIST,

correspondiente al etil palmitato.
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Figura 45 . Comparacion espectro obtenido y libreria NIST para etil palmitato.

Los espectros de masa para el etil palmitato extraidos de la libreria, lipid library y
de pherobase, se muestran en la figura 46 y 47 respectivamente, los cuales tienen
un 96% de similitud con el obtenido en la presente investigacion.
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Figura 46 . Espectro de masas para el etil palmitato (Ryhage and Stenhagen,

1959).
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Figura 47 . Espectro de masas para el etil palmitato de pherobase.

4.3.3 Compuesto 3

Se obtuvo 1000 mg de un soélido blanco, presentando un rendimiento de extraccion
del 0.1%.
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Los rendimientos de extraccién del compuesto CP3 no son igualados por los
reportados para otras especies; de la corteza de Pouteria gardenrii se reporta un
rendimiento de extraccion del 0.015 % (Silva et al, 2009). De las hojas de
Ambrosia artemisiifolia se reporta un rendimiento de extracciéon del 0.0008 %
(Yasumori et al, 2004).

4.3.3.1 Punto de fusion

Se reporta para una mezcla de acetato de a y B amirina (64%:36%), un punto de
fusion de 179-181°C (Gislei et al, 2009). EIl punto de fusion de la mezcla obtenida
de las hojas de P. caimito fue de 190°C. EI punto de fusidén del acetato de a
amirina es de 224-226°C (Chenniappan et al, 2011) y del acetato de B amirina es
de 237°C (Iwagawa et al, 1982). La mezcla de los acetatos presenta un punto de
fusion menor a los de cada uno de los componentes. Esto es debido a que las
propiedades coligativas de la mezcla se ven afectadas por las composiciones de
los isomeros, generando un punto de fusion menor a los individuales, especifico
para cada composicion (Carvajal, 2010). Datos de puntos de fusion para mezclas
de isbmeros de acetato de amirina se presentan en la tabla 17.

Tabla 17. Puntos de fusion mezcla de acetato de o y p amirina

Mezcla Punto de fusion (°C) Relacion % Referencia
190 89:11 *
Acetato de ay B 179-181 64:36 Gislei et al, 2009
amirina 220 60:40 Carvajal et al, 2010
192-193 No reportado | Bandeira et al, 2007

* Punto de fusion obtenido en la presente investigacion.

4.3.3.2 Ensayo Lieberman — Burchard

CP3 dio positivo la prueba de LB presentando cambio de color a rojizo, como se
presenta en la figura 48, indicando la presencia de una estructura triterpénica.
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Figura 48 . Prueba de Lieberman Burchard (LB) a) compuesto CP3 - positivo LB,
b) a-B amirina - positivo LB, ¢) compuesto CP1 - negativo LB.

4.3.3.3 Espectrofotometria UV — Visible

El espectro, presentado en la figura 49, muestra la absorcion caracteristica de
estructuras triterpénicas en el UV a 310 nm (Ponomarev et al, 1971), por la
reaccion del triterpeno con el &cido sulfurico, en la cual se forman derivados de la
molécula con dobles enlaces conjugados en los anillos C y D (Oganesyan et al,

1981).
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Figura 49 . Espectro UV — reaccién CP3 y H,SO,.
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La figura 49 muestra el pico a 224 nm correspondiente a remanente de CP3, que
no reacciond con el acido sulfurico. Lo anterior fue corroborado al disolver CP3 en
etanol y realizar un barrido de absorbancia de 200 a 500nm, ver figura 50.
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Figura 50 . Espectro UV —CP3 en etanol.

4.3.3.4 Espectroscopia infrarrojo

4.3.3.4.1 CP3

1 L] L] I
400.0
WWL (nmm)

El espectro IR obtenido muestra 10 picos representativos los cuales se comparan,
con los datos reportados en la literatura, en la tabla 18.

Tabla 18. Espectro IR compuesto 3.

Longitud de Reportado*
onda (cm™) (cm™)
2925.43 2923.91
1733.85 1734.71
1453.94 1453.98
1386.99 1387.32
1378.9 1378.12
1366.34 1366.19
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T

1243.4 1242.86
1024.85 1022.83
1002.6 1004

985.79 986.41

*Longitud de onda reportada en la literatura (Carvajal, 2010).

La figura 51 muestra el espectro obtenido, con bandas de absorcion a 2925,
1733, 1454, 1387, 1378, 1366, 1243, 1024 y 1002 y 985 cm™ .La banda a 1733
cm™, originada por las vibraciones de tensién C=0, vinculada a la banda a 1243
cm™ que corresponde a la vibracién de tensién C-O, han sugerido la presencia de
un grupo funcional tipo éster. Por otro lado, las bandas a 2925 cm™ corresponden
a vibraciones de tensién C -H. Estas bandas tanto como las de 1454 cm™ y 1387
cm™ asignadas a las vibraciones de flexién de los grupos metilénicos y metilicos,
han demostrado la naturaleza hidrocarbonada del compuesto.
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Figura 51 . Espectro infrarrojo de CP3 — Acetato de a y B amirina.

82



4.3.3.4.2 Producto de hidrélisis CP3 — Alcohol triterpénico

El espectro IR del producto de hidrdlisis, correspondiente al alcohol triterpénico,
muestra 7 picos representativos los cuales se comparan, con los datos reportados
en la literatura, en tabla 19.

Tabla 19. Espectro IR producto de hidrolisis CP3.

Longitud de onda | Reportado*
(cm™) (cm™)
3263.45 3269.84
2944 2944.98
2921.6 2919
1466.65 1463
1384.7 1386.77
1036.68 1036.79
995.78 992.49

*Longitud de onda reportada en literatura (Carvajal, 2010).

La figura 52 muestra el espectro obtenido, con banda a 3263 cm™ correspondiente
a un grupo hidroxilo, bandas a 2944 y 2921 cm™ caracteristicas a tensiones C-H
de grupos metilicos y metilénicos y bandas a 1466 cm™ y 1384 cm™ asignadas a
vibraciones de flexion de los grupos metilénicos y metilicos.
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Figura 52 . Espectro IR producto de hidrélisis CP3 — Alcohol triterpénico.
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4.3.3.5 Preparacion del derivado

La recristalizacion del producto crudo de etanol dio 300 mg de a —3 amirina (p.f.

170°C). La figura 53 muestra el progreso de la hidrdlisis cuyo rendimiento fue de
66 %.

Figura 53 . CCF para progreso de hidrolisis CP3.

4.3.3.6 Cromatografia de gases acoplada a espectrom etria de masas

La figura 54 muestra el cromatograma de gases, del compuesto 3 purificado, con
un pico a 49 min y uno a 50.41 min, correspondientes a sus isomeros.
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Figura 54 . CG compuesto 3.
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4.3.3.6.1 Andlisis del CG-EM en tiempo de retencion  (Rt) 49.092 min

Las sefales de fragmentacidon mas abundantes para el compuesto, presentadas
en la figura 55, son m/z (int rel.) 189(25), 203(50), 218(100), 257(5), 468(2), 408
(5), 468(2), ver figura 55.

Abundance [60.0] | Scan 6193 (49.092 min) and Extracted spectrum (49.092 min)

100

75

0 T
m/z: 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 120 200 210 220 230 240 250

Figura 55 . Espectro de masas CP3 con Rt 49.092 - Acetato 3 amirina.

Comparado con los datos de la literatura los cuales presentan como principales
sefiales m/z (int. rel.) 189 (85), 203 (70), 218 (100), 468(2) caracteristicas de
triterpenos tipo amirina, se determind que las sefales presentadas por el
compuesto se acoplan perfectamente al espectro reportado por la literatura (Silva
et al, 2007). Aunque el porcentaje de abundancia es diferente, esto se debe
principalmente al método empleado en el proceso de bombardeo de electrones.

El espectro muestra la sefial de fragmentaciéon m/z 189 menos intensa que la m/z
203, caracteristicas de los derivados del oleanano (B amirina), esta relacion es
inversa para los derivados del ursano (a amirina)

El proceso de fragmentacién se da bajo la reaccion RETRO-DIELS-ALDER para
triterpenos pentaciclicos, como se muestra en la figura 56.
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Figura 56 . Patrones de fragmentacion acetato 3 amirina.

En este proceso se pierde el acetato( (M*) - CH;COO(68) ) dando origen al grupo
ursano m/z 408, otro de los rompimiento sugiere la pérdida de los anillos A-B,
pérdida de 4 grupos metilicos, el acetato y reordenamiento del enlace doble en el
anillo C, con lo cual se obtiene m/z 218, a partir de este rompimiento se presentan
dos subsecuentes, uno de los cuales puede originar m/z 203 por la pérdida del
grupo metilico unido al anillo E y C-H del anillo C, a partir de esta pérdida en este
anillo se genera un reordenamiento del mismo dando origen a un nuevo doble
enlace. La otra fragmentacion presentada por m/z 218 conlleva a la obtencion del
i6n m/z 189, en donde se pierden grupos C-H en los anillos C, Dy E y al mismo
tiempo se generan dobles enlaces.

El espectro de masa, referente al isbmero con Rt= 49.01 fue sugerido por el
banco de datos NIST como acetato de [3 amirina, lo cual es corroborado por la
similitud casi en un 100% de los iones de fragmentacion con los datos reportados
por la literatura para el acetato de 3 amirina.
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4.3.3.6.2 Andlisis del CG-EM en tiempo de retencion  (Rt) 50.291 min

Las sefales de fragmentacion mas abundantes, presentadas en la figura 57, son
m/z (int. rel.) 189(30), 203(23), 218(100), 257(5), 468(2), 408 (5), 468(2), ver figura
57.

| Scan 6354 (50,288 min) and Extracted spectrum (50.291 min)

A A

mz 30 73 100 125 150 175 200 215 150 75 300 35 350 375 400 415 430
| Library Hit 1/2: alpha amyrin acetate and Extracted spectrum

Figura 57 . Espectro de masas acetato a amirina.

Comparado con los datos de la literatura, se presentan como principales sefiales
m/z (int. rel.) 109(8), 189 (60), 203 (55), 218 (100), 468(2) (Silva et al, 2007). De
igual modo que en la literatura se observa que para el acetato de a amirina el ién a
m/z (int. rel.) 189 (30) presenta una abundancia relativa mayor al m/z (int. rel.) 203
(23).

La fragmentacion del acetato de a amirina se presenta bajo el siguiente
mecanismo.

87



RETRO-IMELS-ALDER = : : T

Ty < s
[ CIp T~
P P [ [ - CH.CO0] P N P
i ; R L
,--'J“u.\ /l__ e J T T
CH,CO07 /"._ il e
m'z 468 m'z 408
o P R
E J E |
I N _’__._/,""‘-__\___J_,-f S
S ———— Yo
e e
m'z 203
m'z 218
s
E ||
e S
C | D
e
m/z 189

Figura 58 . Patrones de fragmentacién acetato a amirina.

El proceso de fragmentacion del acetato de a amirina ocurre de igual modo al
descrito anteriormente para el acetato de 3 amirina.

El espectro de masas referente al isbmero con Rt= 50.291, fue sugerido por el
banco de datos NIST como acetato de a amirina, lo cual es corroborado por la
similitud en un 99% de los iones de fragmentacidn con los datos reportados por la
literatura para el acetato de a amirina.

4.4 Cromatografia liquida de alta eficiencia

Las curvas patrén construidas por HPLC permitirAn determinar a qué
concentracion se encuentra los dos metabolitos secundarios aislados de la
presente investigacion, en cualquier extracto que se realice a las hojas de P.
caimito provenientes del Choco.

CP3 es una mezcla de isomeros de acetato de B y a amirina, los cuales tienen
tiempos de retencion de 5.86 y 6.25 min, respectivamente, bajo las condiciones
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descritas en la seccion de metodologia para HPLC. En la figura 59 se presenta el
cromatograma donde se identifican los isbmeros.

DAD1 B, Sig=210,16 Ref=360,100 (ACET000008.D)

Figura 59 . HPLC para el acetato de a y B amirina — ACN (90%).H,0O.

El palmitato de lupeol presenta un tiempo de retencion de 26.3 min por HPLC,
como se muestra en la figura 60, mucho mayor al de la mezcla de acetato de a y B
amirina, debido a su baja polaridad por su estructura hidrocarbonada y a su alto
peso molecular.

DAD1 B, Sig=210,16 Ref=360,100 (ACET000006.D)
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Figura 60 . HPLC para el palmitato de lupeol — ACN(90%). H,O.

Una mejor separacion de los picos correspondientes al acetato de g amirina y al
acetato de o amirina, se logré con una mezcla de ACN (80%) y H,O en columna
de fenilo, obteniéndose tiempos de retencion de 14.4 y 15.7 min respectivamente,
ver figura 61.
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DAD1 B, Sig=210,16 Rel=360,100 (ACET000006.D)
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Figura 61 . HPLC para el acetato de a y B amirina - ACN (80%).H-0.

El andlisis por HPLC, de un extracto hexanico de las hojas de P. caimito, se
muestra en la figura 62, donde se pueden identificar por sus tiempos de retencion
los compuestos aislados en esta investigacion, acetato de g amirina (Rt=5.9 min),
acetato de a amirina (Rt=6.3) y palmitato de lupeol (Rt=26.8), al igual que varios
compuestos que se les desconoce su estructura molecular.

DAD1 B, Sig=210,16 Ref=360, 100 (ACE 1000006 D)

26.812

Figura 62 . Andlisis, por HPLC, de extracto hexanico - ACN (90%).H,0.

Los ajustes de las curvas patron obtenidas, fueron superiores al 98%, como se
presenta en la figura 63, asegurando de este modo la fiabilidad de los modelos
para la predicciéon del contenido de los metabolitos secundarios en cualquier
extracto que se le realice a las hojas de P. caimito.
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A) €l

Compuesto [mg/mi] [ A (mAU*s) Rt (min) Curva patron acetato de @ amirina (Rt=6.2 min)
0.11 990.01 2000
Acetato de B amirina 0.09 733.36 5.8 8000 y=B5853.9x
0.04 40209 7000 R*=0.9935
0.00 0.00 5000
0.89 7958.86 8 sooo
Acetato de o amirina 071 £187.45 6.2 = 3000
0.36 3129.84 3000
0.00 0.00 2000
130 | 943051 1009
Palmitato de lupeol C.80 5843.98 23 0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
0.40 2509.11 [me/mi]
0.00 0.00
B) D)
Curva patron acetato de B amirina (Rt=5.8 min) Curva patron palmitato de lupeol (Rt=23 min)

1200 10000
1000
800
600
400
200
0 -+ [
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 000 020 040 060 080 100 1.20 140
[mg/mi] [mg/mi]

y=8780.2x

R'=0.9981 8000

6000

A pico
A pico

4000
2000

Figura 63 . a) datos curvas de calibracion b) acetato de 3 amirina c¢) acetato de a
amirina d) palmitato de lupeol.

La relacion de los isomeros del acetato de amirina se determiné a partir del area
bajo la curva de los picos a 210 nm, segun la siguiente ecuacion.

Aa AP
% CP3a =— , %Cpgﬁzm

Aa+ AP
Ecuacion 2. Calculo relacién de isbmeros acetato de amirina.

La relacion del acetato de a y B amirina, para el producto aislado es de 8:1,
equivalente a 89% y 11%, respectivamente. EIl extracto hexanico evaluado tiene
una relacion de 12:11, equivalente al 53% y 47%.

La variacion de la relacion del acetato de a y B amirina, del producto utilizado para
construir la curva patron y del extracto evaluado, se debe a la variabilidad en la
produccion de los metabolitos de las hojas ya que estas fueron recolectadas en
diferentes épocas del afo.

La concentracion del acetato de a amirina, acetato de 3 amirina y palmitato de
lupeol, en el extracto evaluado, es de 0.36, 0.34 y 0.19 mg/ml respectivamente.
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CONCLUSIONES

Se purificé una mezcla de compuestos parafinicos, una mezcla de isémeros
triterpénicos y un éster de acido graso triterpénico, con puntos de fusién de 65,
190y 75 °C, respectivamente.

Se caracterizaron cuatro metabolitos secundarios aislados por primera vez de las
hojas de P. caimito, correspondientes a una mezcla de acetato de a y B amirina,
palmitato de lupeol, nonaconaso y triacontano. El palmitato de lupeol es el primer
éster de acido graso de lupeol reportado en el género Pouteria.

El extracto metandlico de las hojas de P. caimito presenta una CE 5o, para la
inhibicion del radical DPPH, 426 veces mayor a la presentada por el control
positivo ASC.

Los alcoholes obtenidos mediante el proceso de hidrdlisis permitieron constatar la
naturaleza triterpénica de los compuestos aislados, permitiendo complementar su
caracterizacion.

Se obtuvieron productos de alto valor comercial debido a las propiedades
anxioliticas, antiinflamatorias y antiartriticas reportadas para los ésteres
triterpénicos aislados.

Las curvas patrén, obtenidas por HPLC, presentan ajustes superiores al 98%,
permitiendo de este modo la prediccion del contenido de los metabolitos
secundarios en cualquier extracto que se le realice a las hojas de P. caimito con
fiabilidad y de una manera rapida.
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RECOMENDACIONES

Evaluar las condiciones Optimas de extraccion del acetato de a y B amirina
mediante disefio de experimentos.

El metabolito secundario de mayor abundancia encontrado en este estudio es el
acetato de oy 3 amirina, isbmeros que presentan un gran valor comercial si se
obtienen individualmente, por lo que se recomienda encontrar un método eficaz de
separacion.

Determinar la estructura de costos para extraer 1 mg de compuestos.

Evaluar la incidencia de factores ambientales y ecoldgicos, tales como el indice
pluviométrico y el ataque de herbivoros, en la variabilidad de produccion del
acetato de a y B amirina para las hojas de P. caimito.

La capacidad antioxidante fue medida bajo el método DPPH el cual es un radical
libre no producido por el cuerpo, por lo cual se recomienda el andlisis de esta
actividad por métodos que involucren radicales presente en el cuerpo.

Datos de literatura reportan que los derivados de alcoholes triterpénicos presentan
actividad biolégica en algunos casos superior a la reportada para los alcoholes,
por lo tanto, seria pertinente evaluar actividades biolégicas tales como
antiinflamatoria, sedativa, antiartritica, entre otras para los ésteres triterpénicos
obtenidos.
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ANEXO

Anexo 1. Condiciones de operacion CG-EM.

| . CONDICIONES DE REALIZACION DEL ENSAYOD

Registro de Ensayo No: 12-004
Fecha de Inicio: 2012-02-22
Fecha de Finalizacion: 2012-02-22

Condiciones Ambientales: Humedad: 37 Temperatura: 25
Técnica de Analisis: HPLC [] 6C-M5 [ 6c-AD [ uvvis [J ABS. ATO [ FHR[]

Condiciones del Equipo

OVEN
infttal femp: 100 °C (On M aximum - 325°C
I'IIIIIIIIBE 1.HZIIII"':I':I } qull:ll:lﬂunhil:B: 0.50 min
Ramps:
# Rate Final tamp Final tima

1500 200 J.00
2300 250 4.00
3500 300 533
4 0.0{0m
Post temp: 100 °C
Post tima: 0.00 min
Run tima: &0.00 min

FRONT IMLET [SPLIT/SPLITLESS) BACK INLET [UNKNOWN)
Mode: Spilitless
Injittal femp: 150 °C (On)
Preezure: 0.50 pal [On)
Purge flow: 10.0 mLimin
Purge time: 1.00 min
Total Now: 14.1 mLimin
Gas saver: On
Saver Now: 200 mLimiln
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Saver fime: 2.00 min
Gag type: Halum

COLUMN 1 COLLUMHN 2
Caplilary Column [not Inatalled)
Model Humber: Agllent 19031J-113
HP-5 5% Phenyl Mathyl Slloxane
Max temperature: 325°C
Hominal length: 30.0 m
Hominal diameter: 320000 um
Hominal Mim thickness: 0.50 um
Mode: constant Now
inittal Now: 1.0 mL/min
Hominal intt preasure: 0.51 ped
Average velochy: 37 cmiésec
Inket: Front inbet
Outiel- MSD
Ouitel pressura: vacuum

THERMAL AUX 2
Ugs: MED Transfer Ling Haatar
Description:
initial femp: 350 °C (On)
inbtial fime: 000 min

£ Rate Final temp Final tima
1 0.0jom
POST RUN
Post Time: 0,00 min
GC Injecior
Front Injector:
Sample Washas 3
Sample Pumpa 5
injection Volume 5.00 microltters
Syringe Sikzs 10.0 microfters

Prein| Solvent A Washes 4
Prein| Solvent B Washes 0
Postin] Solvent A Wazhes 4
Postin] Solvent B Waghes 0
Viscoslty Dalay 3 seconds
Phunger Spead Fast
Preinjection Dwell 000 minutes
Postinjaction Dwell  0.00 minutes
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Acquistion Mode: Scan

M5 Information

Solvent Delay: 4.00 min
EM Absoluts: False

EM Ofeal: 0
Resulting EM Voltage: 1835.3
Parameters]

[Scan
Low Masa: 30.0

High Mass: B00.0

Threshobd: 340

Sample#:2 A Sampls 4
Plot 2 low mass; 30.0

Plot 2 high mass: 800.0

[M5Zones]

ME Guad: 150 C maxhmum 200 C
ME Source: 230 C maximum 250 C

Método de Analisis

Acaftes. M
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