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Resumen

En este trabajo se realiz6 el aislamiento del 4cido oleandlico y un glicésido
del mismo, donde el azucar que forma el derivado es el éster metilico del acido
glucorénico de un conjunto de fracciones ( 239 a la 245) las cuales se obtuvieron
de una columna eluida con metanol; asi mismo, con los datos espectroscopicos de
estos dos compuestos se facilitd la elucidacion estructural del éster 3-O-B-
glucoronil-28-(1,4-glucopiranosil) ramnosil oleanato. Otro glicésido del &cido
oleandlico, el cual se obtuvo en la fraccion 215 de la misma columna de las partes
aéreas de Stenocereus zopilotensis. Esta especie fue reclasificada
taxonomicamente en el afio 2004, debido a esta situacion no existen estudios

fitoquimicos reportados en la literatura.

El procedimiento consistio en realizar reacciones de acetilacion e hidrolisis
acida a microescala, ya que se tenian 2.3 g de sustancia de trabajo, sin embargo
solo la reaccion de hidrolisis permitié la separacién por cromatografia en columna

de los dos compuestos obtenidos.

La elucidacion estructural se realizO una vez que se obtuvieron las
sustancias puras, se procedié a determinar sus propiedades fisicas —punto de
fusion (p.f.), rotacion optica, factor de rtencion (Ry) por sus siglas en inglés, entre
otras—, después se realizaron las diferentes pruebas para conocer las
propiedades espectroscépicas, tales como, UV, IR, RMN *H y RMN **C con sus
correspondientes experimentos bidimensionales —COSY, NOESY, NOE, HMBC,
HMQC— ademas se determind su peso por medio de espectrometria de masas
(EM) con la técnica de impacto electrénico e ionizacion quimica de baja y alta

resolucion.

Por ultimo se compararon los resultados que arrojaron los espectros y sus
propiedades con la literatura llegando a la elucidacion total de las estructuras del
acido oleandlico y dos glicésidos del mismo.

Erick Gabriel Lascarez Alcantara ix
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1. Introduccidn

La diversidad de climas que posee México ha propiciado el nacimiento y
distribucion de un gran niamero de especies vegetales. Asi en el norte del pais, el
cual se caracteriza por climas desérticos y semidesérticos se ubican especies
adaptadas a la falta de agua, como por ejemplo, las especies de la familia de las
cactaceas. En el centro del pais, con clima templado se localizan, entre otras,
varias especies de la familia de las compuestas y en el sureste, con clima
subtropical y tropical, se desarrollan especies como las anonas y las ipomeas

entre otras.

La rigueza de la flora en México se ubica en aproximadamente 26,000
especies, lo cual lo hace un pais rico en recursos vegetales. Esta abundancia de
especies ha permitido el florecimiento de una medicina herbolaria muy importante,
la cual se ha practicado desde tiempos prehispanicos. Sin embargo, el
conocimiento sobre este recurso es muy deficiente y fragmentado, aun en sus
aspectos basicos como serian la descripcion botanica y su relativa abundancia,
asi como la falta de estudios sisteméticos acerca de la composicion quimica,

toxicidad y farmacologia entre otros.

En general, las especies vegetales han sido utilizadas por siglos tanto como
alimento asi como para la procuracién de la salud'. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) aproximadamente el 80 % de la
poblacién mundial depende principalmente de la medicina tradicional®.
Tradicionalmente, los habitantes de los paises llamados del tercer mundo o pobres
eran los principales consumidores de las plantas medicinales, sin embargo, el uso
de las plantas medicinales, por los llamados paises desarrollados o ricos, se ha
incrementado en los Ultimos afos. Las mas usadas son plantas con propiedades
hipolipidémicas, antiplaquetarias, antitumorales o que fortalezcan el sistema
inmunologico. Propiedades que pueden ser Utiles para prevenir enfermedades
cardiovasculares y cancer, tipicos padecimientos de sociedades maduras o

viejas®.

Erick Gabriel Lascarez Alcantara 2
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Es conocido que las propiedades terapéuticas de las plantas medicinales se
deben a los componentes quimicos que ellas mismas sintetizan. Dentro de la gran
variedad de compuestos quimicos que producen las especies vegetales destacan
los llamados metabolitos secundarios, los cuales son responsables de las

propiedades biologicas que se les atribuyen.

Bajo este contexto es clara la necesidad no solo de obtener principios
activos puros, sino de conocer su estructura ya que ésta nos permitira conocer su
comportamiento quimico. De aqui que los profesionales de la quimica juegan un
papel central, ya que al ser esta ciencia la disciplina que estudia la estructura de la
materia y sus transformaciones, resulta evidente que tales conocimientos son
esenciales para el desarrollo de proyectos donde se involucre el estudio de

metabolitos secundarios.

El estudio quimico de especies endémicas de nuestro pais, han
proporcionado una serie de sustancias caracteristicas del taxdn bajo estudio, por
ejemplo de algunas especies de la familia de las Cactaceas, se han aislado
principalmente triterpenos. Estos metabolitos secundarios (MS) han mostrado
poseer diversas actividades biolégicas, entre las cuales se pueden mencionar su
actividad antiviral contra el VIH, asi como sus propiedades anticancerosas y
antimalaricas entre otras. De ahi la importancia del estudio y la obtencién de estos

compuestos a partir de sus fuentes naturales.

Por lo anterior, se enmarca el estudio de Stenocereus zopilotensis, especie
perteneciente a la familia de las Cactaceas. Esta especie es de reciente
descripciéon botanica y que no se ha estudiado desde el punto de vista quimico.
Por todo lo anterior, se decidio realizar el estudio quimico del extracto metandlico

de las partes aéreas de ésta especie.

Erick Gabriel Lascarez Alcantara 3
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2. Plantas Medicinales

2.1 Definicion

Cada zona geogréafica del mundo tiene una vegetacion local con la que se
obtienen diferentes preparados con fines curativos. A principios del siglo pasado el
desarrollo de la quimica y el descubrimiento de procesos de sintesis organica
permitieron la obtencion de varios medicamentos. Sin embargo, para la fabricacion
de muchos de ellos se utilizaron los principios activos de determinadas plantas
medicinales®. La Organizacién Mundial de la Salud defini6, en un congreso
realizado en China en 1980, a la planta medicinal como “todo vegetal que contiene
en uno o mas de sus Organos, sustancias que pueden ser utilizadas con fines

terapéuticos o preventivos o que son precursores de semisintesis quimica”?.

La misma organizacion defini6 a la medicina tradicional como “las
practicas, manejo, conocimientos y creencias de la salud que incorpora
medicamentos basados en plantas, animales y minerales; es la terapia espiritual,
técnicas manuales y ejercicios aplicados en combinacion o solas para tratar,

diagnosticar y prevenir una enfermedad”®.

Tradicionalmente, las plantas medicinales se usan en forma de infusién, de
extracto, aceite esencial o resina, la mayoria de estas formas se administran como

mezclas complejas de un gran nimero de constituyentes.

Es recomendable la obtencién de los principios activos de estos preparados
vegetales. Hoy en dia se conocen diferentes métodos para la obtencion de

principios activos a partir de las plantas® (Figura 1).

Erick Gabriel Lascarez Alcantara 4
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Figura 1. Diagrama de procedimiento general para la obtencién de principios activos a partir
de plantas medicinales.

El estudio de las plantas medicinales no sélo se limita al conocimiento de su
actividad biolégica, sino que también se enfoca en la purificacion y la elucidacion
estructural de los principios responsables de la actividad bioldgica®.

2.1 Historia

A través del tiempo, las diferentes culturas ha creado todo un conocimiento
de remedios vegetales que ha constituido la base de la medicina moderna®. Una
de las referencias mas antiguas que se conocen del uso de plantas medicinales se
refiere a la civilizacion China, donde ya se utilizaba la herbolaria como remedio
para diferentes enfermedades. Civilizaciones posteriores emplearon numerosas
drogas animales y vegetales, bien para embalsamar a sus muertos o bien para
curar enfermedades. Posteriormente, en Grecia, surgid el padre de la medicina,
Hipocrates quien fue un gran conocedor de los remedios naturales de su tiempo.
En la época romana se escribe la obra: “De Materia Médica”, la cual incluye el
estudio de 600 plantas medicinales, de las cuales se describen sus aplicaciones y
forma de administracion®. Durante la Edad Media el estudio de las plantas
medicinales estaba en manos de algunos monjes, que en sus monasterios,
plantaban y experimentaban sobre las especies descritas en los textos clasicos.
En el continente Americano, los conocimientos de las civilizaciones prehispanicas,

acerca de la flora medicinal, estuvieron en peligro de perderse en la época de la
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicésidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

conquista por el rapido descenso en la civilizacion indigena, afortunadamente

estos conocimientos quedaron plasmados en varios codices’.

2.3 Importancia

Més de un tercio de la poblacion de los paises en vias de desarrollo carece
de medicamentos esenciales para mantener la salud. Ante este panorama, la
OMS ha declarado que “la provision de terapias tradicionales que sean seguras y
efectivas puede ser una herramienta exitosa para incrementar el acceso a

medidas de salud para los que carecen de ellas™.

Por ejemplo, en algunos paises de Africa, Asia y América Latina se utiliza la
medicina tradicional para cubrir las necesidades béasicas de salud. Aun mas, la
medicina tradicional ha mantenido su popularidad en todos los sectores del mundo
moderno y su uso se ha esparcido rapidamente a paises industrializados. El uso
creciente de la medicina tradicional es evidente en las diferentes estadisticas

recolectadas por la Organizacién Mundial de la Salud en el afio 2000°.

Adicionalmente, entre los afios 1995 al 2000 el nUmero de médicos que se
han especializado en medicina a base de remedios naturales se ha duplicado
hasta llegar a 10800°.

En Estados Unidos, de acuerdo a la Comisién para Medicina Alternativa y
Complementaria de este pais, 158 millones de personas adultas usan medicina
complementaria con un gasto de 17 mil millones de délares en remedios

tradicionales en el afio 2000° Figura 2.
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Figura 2 .Organizacién Mundial de la Salud (OMS)®.

3. Metabolitos secundarios

3.1 Definicion

Las plantas sintetizan dos tipos de metabolitos: los basicos y los
secundarios. En 1891 Kossel Stahls® investigando sobre la bioquimica de las
plantas, sugirié una distincion entre el metabolismo basico y secundario. Definio, el
metabolismo béasico a los procesos anabdlicos y catabdlicos requeridos para la
respiracion, la asimilacion de nutrientes y el desarrollo o crecimiento. En contraste
el metabolismo secundario se refiere a los componentes presentes en células
especializadas que aparentemente no son necesarias para la supervivencia de la

célula pero son requeridos para la supervivencia de las plantas en su ambiente®.

Las funciones mas relevantes que puedan desempeifiar los metabolitos

secundarios son®:

1. Prevenir los ataques de insectos herbivoros asi como también de
patdgenos.
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2. Atraccion de polinizadores por medio de las coloraciones de las flores o
también por su aroma floral.

Actualmente se conocen cientos de miles de metabolitos secundarios, pero
tal vez existan millones, y lo que es importante recalcar, es que se siguen
biosintetizando nuevos esqueletos hidrocarbonados, los cuales originaran varios
metabolitos novedosos. Esta dinamica se establece gracias a las interacciones

biéticas dentro y entre especies a la continua evolucién de los organismos®.

Los metabolitos secundarios se caracterizan a grandes rasgos, por®:

1. Una gran heterogeneidad de su estructura quimica.
2. Una distribucién restringida.
3. El control estricto de su biosintesis, por medio de la regulacién de la

cantidad de enzimas involucradas y de la actividad de estas.

Los principios activos de las plantas medicinales son generalmente
metabolitos secundarios. Por lo tanto la sintesis de estos productos en las
especies vegetales depende de la etapa vegetativa de la especie. La produccién
de los metabolitos secundarios en las plantas medicinales también depende de
varios factores abidticos como; la temperatura, la humedad, la radiacion solar en
sus dos vertientes, luz y calor, asi como el régimen de vientos y la quimica del
suelo. La competencia por nutrientes con otros organismos es otro factor que
influye en la produccion de metabolitos secundarios al igual que la proteccion de
insectos y otros animales®. El metabolismo secundario también produce polimeros
especiales como los taninos condensados, taninos hidrolizables, ligninas, resinas,

cutina, suberina y ceras.

La mayor parte de los compuestos de interés terapéutico se sintetizan por

alguna de las siguientes tres grandes ramas biosintéticas:

Erick Gabriel Lascarez Alcantara 8



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicésidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

1) Rutas del acido shikimico y de los poliacetatos conducentes a la
sintesis de sustancias aromaticas.
2) Ruta del acido mevaldnico que da lugar a terpenoides.

3) Rutas del metabolismo del nitrégeno, principalmente aminoacidos, que

llevan a la sintesis de alcaloides® ( Figura 3).
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Figura 3. Rutas metabdlicas secundarias®.
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Varios de los metabolitos secundarios son toxicos y son almacenados, en
Su mayoria, en vesiculas especificas o en vacuolas. Varios estudios indican que
esta funcion de almacenamiento tiene dos funciones; una es la desintoxicacion de
la planta y la otra es de reserva de energia, por ejemplo, de moléculas ricas en
nitrogeno. Algunos metabolitos secundarios pueden ser reingresados al
metabolismo primario’®. Una de las caracteristicas de los metabolitos secundarios
es su distribucion restringida. Algunos metabolitos son caracteristicos de una sola
especie y otros a grupos relacionados. La mayor parte de las veces se encuentran
en una planta y un 6rgano especifico de ésta, en un tipo de célula 6 se genera en
un periodo especifico del desarrollo de la planta. Es importante especificar que la
presencia de ciertos compuestos quimicos en las plantas es una forma de
adaptacion a su medio, aunque esto no siempre es cierto como en el caso de los

pigmentos de las flores™®.

La estructura quimica de los metabolitos secundarios es mucho mas
compleja que los productos del metabolismo primario. Esto lo explica el hecho de
gue la mayoria son sintetizados a partir de aminoacidos o nucleétidos. La mayoria
de los compuestos encontrados pertenecen a unas pocas familias de sustancias
identificadas. Solo se pueden observar pequefias modificaciones quimicas como
metilaciones, hidroxilaciones, intercalacion con iones metalicos, etc. Esto conduce

a un amplio espectro de sustancias biolégicamente funcionales™®.

3.2 Funcioén

Muchos metabolitos secundarios tienen funcién de sefializacion, modulan la
actividad de otras células, controlan la actividad metabdlica y coordinan el
desarrollo de toda la planta. Otras sustancias dan color a las flores para poder

atraer polinizadores o proteger a la planta de ser consumida por animales.
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Actualmente se conoce el papel desempefiado por algunos metabolitos
secundarios por ejemplo se sabe que las antocianidinas participan en la coloracion
de las flores y los frutos mientras que algunos flavonoides estan involucradas en la
polinizacién para insectos y sirven como protectores frente a la radiacion solar.
Varios metabolitos secundarios tienen varias funciones dentro de la planta en los
que podemos destacar a los taninos que tienen capacidad de precipitar proteinas,
produciendo dificultades de digestion en los herbivoros.

En cuanto a los monoterpenoides, algunos son citotoxicos, inhiben la
respiracion y la germinacion, propiedades que los hacen agentes alelopaticos.
Adicionalmente, varios de ellos han sido descritos como agentes implicados en la
defensa contra agentes fitopatbgenos y finalmente, podemos citar a los
fitosteroles, los cuales son elementos importantes en la estructura de las

membranas, y a los cardendlidos que son protectores frente a la foto-oxidacion®.

3.3 Importancia

Como se ha mencionado, existen varios ejemplos que ilustran la
importancia de los metabolitos secundarios en la obtencion de farmacos de
primera linea. Entre estos podemos mencionar la aspirina, el glucésido del alcohol
salicilico obtenido del sauce blanco (Salix alba) o el farmaco anticanceroso taxol,
un diterpeno aislado del tejo del pacifico (Taxus brevifolia), entre otros. Por otro
lado, durante los dltimos 30 afios el analisis de metabolitos secundarios ha
progresado bastante. El uso de técnicas modernas como la cromatografia (en
todas sus variantes), espectroscopias, espectrometrias, electroforesis, técnicas
isotopicas y la enzimologia, ha permitido elucidar tanto estructuras quimicas

exactas como las rutas biosintéticas mas importantes™*.
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4. Fitoguimica

4.1 Objetivo de la fitoquimica

La fitoquimica o la quimica de las plantas esta enfocada a la biosintesis,
metabolismo, aislamiento, elucidacion estructural, distribucion y funcién biologica
de los componentes quimicos, sintetizados por medio del metabolismo secundario

en las especies vegetales'.

El interés por aislar y conocer las sustancias quimicas de los vegetales ha
sido uno de los quehaceres que han ocupado los quimicos de todos los tiempos.
La fitoquimica tiene mdltiples aplicaciones en varias &reas del conocimiento,
destacando entre ellas la obtenciébn de principios activos de las plantas

medicinales.
4.2 Principios activos de las plantas

El uso de plantas con fines medicinales, ha prevalecido durante miles de

afos y la medicina herbolaria ha sido la fuente de farmacos Uutiles.

Un gran numero de productos terapéuticos han resultado del estudio
cientifico de remedios tradicionalmente empleados por varias culturas. Ejemplo de
ello son: pilocarpina [1], Atropina [2], Quinina [3], Vincristina [4], Digitoxina [5] y
Reserpina [6]* (Tabla 1).
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Tabla 1. Estructuras de algunos alcaloides importantes™.
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HsCO

Reserpina [6]

Tabla 2. Actividades fisioldgicas de algunos alcaloides™.

ALCALOIDE FUENTE ACCION
NATURAL | FISIOLOGICA

Emetina Cephaelis Emético
ipecacuana

Cocaina Erythroxylhum | Anestésico local
coca

Atropina Atropa Antiespamadico
belladona

Morfina Papaver Naristico
somniferum

Yohimbina Pausnystalia | Afrodisiaco
yohimba

Reserpina Rauwolfia Tranquilizante
serpentina

Quinina Cinchona Antimalarico
officinalis

Vincristina Vincarosea |Anticanceroso

Por otro lado, la labor del etnobotanico coadyuva a el acercamiento del
fitoquimico con los usuarios y practicantes de la medicina tradicional (yerberos,
parteros, hueseros, médicos tradicionales, curanderos, etc.). Esto ha permitido

abordar mas atinadamente su investigacion. Estudiar una planta usada en la
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medicina tradicional ha conducido al aislamiento de sustancias con actividad

bioldgica, tal es el caso del estudio de plantas con actividad antitumoral.

Los alcaloides son el principal tipo de metabolito secundario aislado de
plantas medicinales, aunque también se ha obtenido una gama de estructuras
entre las cuales se encuentran los terpenos, esteroides, flavonoides, cumarinas,
quinonas, aminodacidos, naftalenos, lignanos, acidos fendlicos, isocianatos,

compuestos alifaticos, fenilpropanoides, cianoderivados, tiofenos y xantonas™®.

4.3 Fitoquimica en México

La investigacion fitoquimica en México se desarroll6 a partir de la busqueda
de fuentes naturales ricas en esteroides o precursores de estos*, asi mismo con
el estudio de plantas tales como el Helenium mexicanum que es una planta
amarga, estornutatoria y con propiedades insecticidas™ de la que se aislaron seis
lactonas sesquiterpénicas a las que se les dio el nombre de mexicaninas®®. A partir
de este estudio y otros mas, la investigacion fitoquimica en México se caracteriz
por su contribucion en el estudio de las lactonas sesquiterpénicas, aislados
principalmente de la familia de las compuestas®’. Asi mismo cabe sefialar que a
pesar de contar con la infraestructura instrumental y con investigadores de alta
calidad, generalmente los estudios fitoquimicos se han realizado en forma

independiente de los trabajos de actividad bioldgica®’.

Sin embargo, la investigacion de las plantas medicinales debe realizarse de
manera interdisciplinaria, en donde deben concurrir la etnobotanica, la
farmacologia y la fitoquimica. Por lo que, una vez que se ha seleccionado la planta
medicinal (segun la etnobotanica), y se ha demostrado un efecto biologico positivo
(segun la farmacologia), entonces se procedera a su aislamiento quimico en base
a el seguimiento de la actividad biolégica, utilizando las técnicas de separacion y

los métodos de identificacion?®.
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A continuacion se describen algunos de los métodos mas usuales para la
extraccion y separacion de los metabolitos secundarios a partir de las especies
vegetales.

5. Técnicas de extraccion y separacion

5.1 Extracciodn

Las técnicas de extraccibn mas comunes, para el estudio de las plantas
son: maceracion, decoccion, percolacidén, extracciéon acido-base y la extraccion
sélido-liquido. Tales técnicas dependeran de la textura y del contenido de agua en
el vegetal, por lo que primero es recomendable “inactivar” el tejido vegetal para
prevenir oxidacion enzimatica o hidrolisis, en el caso de trabajar con material
fresco (ej. hojas y flores), se realiza una extraccion sélido-liquido utilizando alcohol
en ebullicién y se continua extrayendo con otros disolventes'®. Los disolventes
empleados con mayor frecuencia son: hexano y/o éter de petréleo para separar
los componentes de menor polaridad; cloroformo y/o benceno, para extraer
componentes de polaridad intermedia; acetato de etilo y/o acetona, para los de

polaridad mayor y etanol, metanol y/o agua para los mas polares*?.

Para las plantas medicinales es recomendable preparar los extractos de la
forma siguiente, sin embargo, otra metodologia que se usa es la correspondiente a

la Figura 4.

1.- Primero extraer con éter de petrdleo o hexano.
2.- Extraccion del residuo con metanol o etanol .
3.- Particibn del extracto metandlico entre cloroformo y agua, y una

extraccion del extracto acuoso con 1-butanol®?,
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Por otro lado debe evitarse en lo posible el calentamiento al momento de
preparar los extractos, para prevenir una posible descomposicion de los principios

activos.

Colectae identificacidn del material
vegetal

Preparacion de extractos

Organicos

7, Hexano, Acetatod
Separacion de compuestos por Slrlisarle s

; y P etilo y Metanalico
métodos fisicos y guimicos

Identificacion de compuestos

Figura 4. Diagrama que muestra la preparacion de los extractos de plantas medicinales.

5.2 Separacién

Una vez que los extractos se han preparado, se someten a un proceso de
identificacion y separacion utilizando una o la combinacion de dos o mas técnicas

cromatogréficas, de las cuales las mas comunes son*?:
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1.- Para identificacion:

e

*

Cromatografia en papel (PC)

X/
°

Cromatografia en capa fina (CCF)

7
A X4

Cromatografia gas-liquido (GLC)

X Cromatografia de liquidos de alta eficiencia 6 resolucién (CLAR)

2.- Para separacion:

<> Principalmente la cromatografia en columna.

Relacionando estas dos clasificaciones entre si, sélo la cromatografia de
liguidos es la que puede llevarse a cabo en columna o sobre superficies planas.
Por otra parte, tanto la de gas como la de fluidos supercriticos estan restringidas a

los procedimientos en columna de tal manera que las paredes de la columna

contienen la fase movil.

5.3 Identificacion

Después de los pasos mencionados anteriormente, se realiza la
identificacion de los compuestos obtenidos mediante la ayuda de diferentes

técnicas: espectroscopia, espectrofotometria, cristalografia, etc.™ (Ver anexo II).

6. Obtencién de derivados

Para la correcta elucidacion estructural de los compuestos aislados,
adicionalmente a los datos espectrales, es una practica comun la obtencién de
derivados. Generalmente se realizan transformaciones sencillas como la
acetilacion, hidrogenacion e hidrolisis. A continuacion se describen brevemente

algunas de las reacciones utilizadas en este trabajo.
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6.1 Derivados de alcoholes

6.1.1 Formacion de ésteres

La reaccion de acetilacion es una reaccion muy comdn y se realiza por
adicion de piridina hasta disolucion de la muestra seguido por la adicion de

anhidrido acético.

En la figura 5 se puede observar la esterificacion se realiza con un alcohol,
en el primer paso del esquema de reaccion se forma el acetato de piridonio que al
hacerlo reaccionar con el alcohol se trans-esterifica con la parte del acetato, como
subproductos se forman el ion acetato y el ion piridonio, lo cual por equilibrio
finalmente obtenemos el producto esterificado, acido acético y piridina.

O

'_,,.H piridina

R—O - R—0
anh. acehico |
0 —
o i %
\'\_ N o+ (CHCORD ——— H—C— b CHCO0
HCH
é :%—H - CH,O00 + ROCOCH,

Figura 5. Esquema de reaccion de formacion de ésteres.
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6.1.2 Hidroélisis de ésteres.

Una forma de simplificar la elucidacion estructural de un nuevo metabolito
secundario es someterlo a una reaccion de hidrolisis. De esta forma los datos

espectroscopicos de los productos obtenidos seran mas faciles de interpretar.

La hidrdlisis se puede llevar a cabo en medio acido o basico, para los
ésteres hidrolizados en medio acuoso se obtienen acidos carboxilicos y alcoholes

(Figura 6). La hidrdlisis basica recibe el nombre de saponificacion y transforma
ésteres en carboxilatos.

0

—_—

T’ Acido 6 Base
/L f‘ﬂf“\“\‘\ ®
G_C-H!.

» Agua R OH HO ——CH;y

Ezquama da reaccion hidrolisis an madio acido
o

I r —_

: R —

Eszquama da reaccidon hidrdlisis an madio basico

0
H—{ + NaOH H—{ + HO—R

O—R Agua O Na'

Figura 6. Esquema de reaccion de Hidrdlisis.
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6.1.3 Hidrolisis de glicésidos del carbono anomeérico.

El glicosido se disuelve en una solucion acida por ejemplo HCl acuoso 2N y
se pone a reflujo por una hora. Las agliconas obtenidas se extraen con éter etilico,
la parte acuosa se investiga para azucares conocidos, el mecanismo de reaccién

es similar a los descritos anteriormente como en la ecuacion 3.

Ecuacion 3. Hidrolisis de glicosidos d el carbono anomeérico.

Hidrolisis

7. Las Cactaceas

7.1 Generalidades de las Cactaceas.

La familia de las cactaceas esté integrada por alrededor de 2000 especies
distribuidas en lugares de clima desértico o muy seco®. Las condiciones
geograficas de nuestro pais debido a su relieve tan particular, han favorecido la
diversificacién de estas plantas, dando lugar a zonas con gran riqueza biolégica™.
México es el mas importante centro de concentracién de cactaceas, con un alto
indice de endemismo a nivel genérico (73 %) y especifico (78 %)?°. La mayor parte
de las especies habitan en las regiones aridas y semi-aridas del pais,
particularmente en la porcién sureste del desierto chihuahuense, incluyendo la
zona arida queretano-hidalguense e incluso pueden mencionarse las regiones de

tehuacan — Cuicatlan, y el valle de Meztitlan en el centro del pais®.
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Entre los géneros representativos de esta familia en México podemos

encontrar: Echinocactus, Lophophora, Myrtillocactus, Opuntia y Stenocereus)™®.

En los ultimos afios se han realizado estudios acerca de la composicion
quimica de la familia Cactaceae, estos estudios revelan que especies de esta

familia en su mayoria sintetizan glicésidos de triterpenos?.

7.1 Distribucidn de las Cactaceas en México

Uno de los grandes obstaculos para evaluar la distribucion geografica de las
cactaceas a nivel mundial es la falta de informacion sobre su presencia en varios
paises, asi como la gran inestabilidad taxondémica del grupo. Sin embargo, muy
recientemente han sido publicados listados de géneros y especies cuyos
conceptos taxonomicos reflejan los puntos de vista de la Organizacion
Internacional para el Estudio de las Plantas Suculentas®®. Estos listados
representan una excelente base para conocer la distribucion geografica de las
cactaceas. En el caso de Meéxico, por otra parte, la obra monumental “Las
cactaceas de México” representa el mejor y mas completo tratado sobre la familia,
aunque la sistematica de esta obra difiere de los conceptos taxondmicos mas

modernos?®, particularmente en lo que se refiere a la delimitacién genérica®.

Tomando como base los datos proporcionados por Hunt?®, México es sin
duda el mas importante centro de concentracion de cactaceas, con un total de 48
géneros y 563 especies reconocidas. Del total de los géneros que existen en este
pais, 15 (31.3 %) estan estrictamente restringidos a sus limites territoriales, y 20
mAas son casi endémicos. En este Ultimo caso, una o varias de las especies de un
género determinado extienden su distribucion en areas adyacentes al territorio
mexicano, especialmente en el suroeste de los Estados Unidos por ejemplo los
géneros Ariocarpus, Astrophytum, Bergerocactus, Carnegiea, Echinocactus, entre

otros?3 24V 25,
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Los Estados con mayor numero de especies de dicha familia son:

Aguascalientes, Baja California, Chihuahua, Coahuila, Durango, Estado de

México, Nuevo Leén, Sinaloa, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, entre otros'®

(Figura 7).
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08. CHIHUAHUA
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30. VERACRUZ
31. YUCATAN
32 ZACATECAS

Figura 7. Estados en México donde se encuentran distribuidas las Cactaceas™®.

7.2 Quimica de las Cactaceas

Hasta el momento la quimica de la familia Cactacea se distingue por

sintetizar triterpenos pentaciclicos asi como esteroles.

Por mencionar algunos metabolitos secundarios aislados de cactaceas

tenemos al acido oleandlico ( 6 ), chichipigenina ( 1 ), &cido ursolico ( 7 ), entre

otros, cabe mencionar que se han aislado en forma libre o como glicésidos®

(Figura 8).
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En los afios cincuentas los cactus del genero Lemaireocereus habian
demostrado ser una rica fuente de triterpenos libres y en forma de glicosidos. Se
aisl6 de L. dumortieri una lactona dihidroxi-triterpenica denominada
dumortierigenina (4), cuya férmula molecular corresponde a Cg3oHs604, este
compuesto mostré en IR bandas a 3570 cm™ y 1745 cm™ caracteristicas de grupo
hidroxilo, por otro lado, en L. chichipe se aislaron en grandes cantidades los
triterpenos de chichipegenina (6), acido oleandlico (11), y longispinogenina (10)%
(Figura 8).

El género Myrtillocactus posee 5 especies todas ellas endémicas de
México y Guatemala, el estudio de la totalidad de las especies permitié conocer el
perfil fotoquimico particularmente de triterpenos de este género. Myrtillocactus
cochal proveniente de Baja California proporcion6 una gran cantidad de triterpenos

derivados de la chichipigenina entre otros?¥ ?° (Figura 8).

Continuando con los estudios dirigidos a la busqueda de triterpenos de
plantas mexicanas, en 1956 se publico el estudio de siete especies
correspondientes a los géneros Lemaireoceus, Tichocereus y Escontria
(Cactaceae). El estudio fitoquimico de B. crassifolia y B. ipicata, empleadas en la
medicina tradicional durante el parto, permitié obtener en grandes cantidades de

B-amirina (7), maniladiol (8)?* (Figura 8).

Figura 8. Esquema de compuestos triterpénicos aislados de la familia Cactaceae “ *"***.

Chichipegenina (6) B-amirina (7)
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Longispinogenina (10)

Acido ursélico (12)

8. Generalidades del género Stenocereus

El género Stenocereus comprende aproximadamente 25 especies que se
distribuyen en los Estados Unidos de Norteamérica, México, Centroamérica, las
Antillas y Venezuela?®. La mayoria de estas especies tienen frutos comestibles
que son objeto de recolecciéon desde hace cientos de afios®*. Como parte del

estudio monogréafico sobre el género Stenocereus se realizaron recolecciones de
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material en el campo y se revisaron diferentes herbarios. Recientemente se
encontré una poblacién de Stenocereus en el estado de Guerrero que no pudo ser
identificada con las claves disponibles para el género. De manera simultdnea se
encontré un ejemplar de esta especie en el herbario MEXU, con una observacion
de Sanchez-Mejorada, en la que se considera como especie nueva para la
ciencia. Por lo anterior, se describe con el nombre de Stenocereus zopilotensis.
De 1998 a 2002, se recolectaron ejemplares con estructuras reproductoras para

completar su estudio®.

8.1 Generalidades de Stenocereus zopilotensis y su
relacion fitogenética con otras especies de la misma

familia.

Stenocereus zopilotensis Arreola-Nava y Terrazas®, es una nueva especie
reclasificada en México, la descripcion botanica fue realizada por Arreola-Nava y
Terrazas. Dicha especie fue recolectada en la Cafiada del Zopilote en el municipio
de Zumpango del Rio en el centro del estado de Guerrero. Botanicamente a S.
zopilotensis se le encontraba morfolégicamente parecida a Stenocereus
quevedonis (J. G. Ortega), S. fricii (Sanchez-Mej.) y S. pruinosus (Otto Buxb.).
Cabe seialar que a S. zopilotensis se le asocia con S. pruinosus. Sin embargo se
distinguen perfectamente por el numero de costillas donde S. pruinosus presenta
cinco costillas, mientras S. zopilotensis presenta seis costillas de mayor tamafio,
ademas esta ultima alcanza alturas mayores que S. pruinosus® (Ver fotos en
Tabla 3).
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Tabla 3. Fotos de S. zopilotensis™ y S. pruinosus

S. zopilotensis S. pruinosus

Clasificacién taxonémica
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Tribu: Pachycereeae
Género: Stenocereus

Especie: S. zopilotensis Arreola-Nava & Terrazas.
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La descripcion botanica de Arreola-Nava y Terrazas, se refiere a un cactus
columnar arborescente de 4 a 5m de altura, tronco definido de 40 a 45 cm de
altura, de 19 a 20 cm de diametro, numerosos talos verde claro, rectos, paralelos y
juntos de 6 a 10 cm de diametro, tiene 7, 8 0 9 costillas redondeadas y obtusas de
aproximadamente 1 cm, areola de 5 a 6 mm y de 10 a 14 espinas de 0.3 a 4.5 cm
blancas que se torna grises con la edad segun la posicién, presentan floracion en
junio-agosto con flores blancas de 5, 6 6 7 cm de longitud y 4 a 5 cm de diametro,

frutos esféricos de 5 a 6 cm de diametro®? Y+,

8.2 Triterpenos aislados del género Stenocereus.

Es importante mencionar que aparentemente la quimica del género
Stenocereus esta caracterizada por la presencia de algunos triterpenos como la
estelatogenina (9), acido betulinico (10) y &cido queratéico (11) entre otros®®
$L(Figura 9).

Compuesto Género y especie
5. eruca,
5. stellatus
5 hystrix
Acido oleandlico S thurberi

5. longispinus

5. treleasi

5. eruca,
5. stellatus

5. treleasi

Estelatogenina

Figura 9. Compuestos aislados del género Stenocereus 2.

Erick Gabriel Lascarez Alcantara 29



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicésidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

...Continuacién Figura 9

Compuesto Género y especie
S. eruca
S. stellatus
5. hystrix
Acido betulinico S griceus

5. gueretaroensi
3. benckey
3. guevedonis

Acido queratoico

Recientemente se dio a conocer las propiedades antiinflamatorias y
citotoxicas de glicésidos de triterpenos aislados de M. geometrizans (Figura 10) lo
que indica la posibilidad de obtener posibles farmacos citotoxicos y/o
antiinflamatorios a partir de este tipo de metabolitos secundarios de M.

geometrizans®,

Cabe mencionar que estudios de relacién filogenética realizados por la Dra.
Teresa Terrazas sobre la familia Cactaceae sefialan una relacion préxima entre
los géneros Myrtillocactus y Stenocereus. Por lo que se decidio realizar el estudio
fitoquimico de S. zopilotensis especie de reciente clasificacion que no ha sido

estudiada en sus aspectos quimicos y farmacolégicos®.
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Nombre Estructura

Macdougallina

(14a-methyl-3p, 6a-diol- colest-8-eno )

OH

Nombre Estructura

Peniocerol

(3B, 6a-diol-colest-8-eno)

escualeno, unidad basica
de los terpenos

Figura 10. Esquema de triterpenos aislados de M. geometrizans.

9. Generalidades de los terpenos.

9.1 Definicidn, biosintesis y ejemplos.

Los triterpenos son una familia de terpenos que contienen 30 atomos de
carbono procedentes de la incorporacion biosintética de seis unidades de
isoprenilo. Se han descrito provenientes de fuentes naturales, mas de 40
triterpenos ciclicos con formula C3oHso, alrededor de 150 con formula C3oHs00 y
ademas numerosos compuestos relacionados. Se ha propuesto que la mayoria
tienen como origen biosintético a partir del escualeno CsoHso 0 del 6xido del
escualeno CzoHsoO (Figura 11). La presencia de estos triterpenos es habitual en
plantas superiores, pero aparecen también en animales superiores, hongos y
bacterias*?.
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éxido de escualeno silfa-bore-siia-bote
oxido de escualenc

HO

cicloarteno! (plantas)

anosterc! (animales y hongos)

Figura 11. Esquema biosintesis de terpenos

No solo por su relativa ubicuidad y su facil extraccion, sino principalmente
por sus propiedades biolégicas, los triterpenos constituyen un interesante grupo de

metabolitos secundarios?.

Aln cuando es generalmente aceptado el origen biogenético de los
triterpenos, se ha suscitado especial interés en algunos aspectos especificos a su
biogénesis, y numerosos grupos de investigacién han propuesto varias hipotesis
biogenéticas que tratan de explicar como pasar de los sistemas aciclicos de los
precursores a los complejos policiclicos presentes en la mayor parte de los
triterpenos™.

Actualmente parece aceptado que la ciclacibn enzimatica transcurre con
una precisa estereoespecifidad para construir numerosos enlaces C-C que se
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ciclan para originar sistemas policiclicos con nuevos centros quirales. Por ejemplo,
los derivados del ursano, el uvaol (13), taraxterol (14), faradiol (18), amidiol (19)
entre otros, mientras que dentro de los lupanos estan el lupeol (15), betulina (16)
y calenduladiol (17)* (Figura 12).

Figura 12. Esquema de algunos derivados del Ursano y Lupano

Uvaol (13) Taraxterol (14)

CH, CH,

HacJ/,, : 3 //

HaC CHy

Lupeol (15) Betulina (16)

CH, CH,

H3c//f/,,,_

Calenduladiol (17) Faradiol (18)
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Amidiol (19)
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Capitulo I

Justificacion del estudio

Erick Gabriel Lascarez Alcantara 35



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicésidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

México es un pais donde convergen una gran variedad de climas y
diferentes tipos de suelo que dan lugar a un mosaico muy diverso de ecosistemas.
Parte de estos ecosistemas son las zonas aridas de nuestro pais, las cuales se

caracterizan por albergar diferentes especies de la familia de las Cactaceas®.

A pesar de la abundancia en nuestro pais de especies de esta familia, éstas
han sido poco estudiadas ya sea en los aspectos quimicos, biolégicos o

farmacoldgicos™®.

Adicionalmente a la abundancia de estas especies, México es el centro de
distribucion de especies de la familia Cactaceae, donde se puede apreciar un
buen nimero de especies endémicas, una de ellas es Stenocereus zopilotensis, la

cual ha sido recientemente incluida en el género®.

Existen pocos informes sobre la composicion quimica de especies del
género Stenocereus. Sin embargo, de las pocas especies estudiadas, se han

aislado principalmente glicésidos de triterpenos?®.

Debido a su reciente descripcion botanica, no existe estudio quimico de
Stenocereus zopilotensis por lo que consideramos importante realizar un estudio
fitoquimico de esta especie. Los resultados que arroje este estudio,
indudablemente, aportaran datos para un mejor conocimiento quimico del género

y en general de la familia Cactaceae.
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Capitulo Il

Hipotesis y objetivos
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Hipotesis

Se conoce que la quimica de algunas especies del género Stenocereu se
caracteriza por la presencia de glicosidos de triterpenos pentaciclicos y esteroles.
Entonces es factible suponer que la especie Stenocereus zopilotensis, especie de

reciente descripcion botanica, génere este tipo de metabolitos secundarios.

Objetivo

Realizar el aislamiento y purificacidbn por métodos fisicoquimicos de los
metabolitos secundarios e identificar sus estructuras por métodos
espectroscopicos de los metabolitos secundarios presentes en el extracto

metandlico de las partes aéreas de S. zopilotensis.

Objetivos particulares

1. Aislamiento de los metabolitos secundarios de un extracto
metandlico de las partes aéreas por medio de métodos

cromatograficos
2. Caracterizacion de los metabolitos secundarios aislados.
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Capitulo IV

Parte experimental
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1. Material, reactivos y equipo.

1.1 Material.

Columnas cromatograficas de vidrio ( 6.5 cm de didmetro x 6 cm de largo, 2

cm de didmetro x 25 cm de largo).

Vasos de precipitado.
Matraz kitasato
Embudo.

Matraz Erlen Meyer.
Matraz bola.

Pipetas Pasteur.
Pipetas graduadas.
Probeta.

Viales.

Soporte universal
Pinzas de tres dedos.
Magneto

Pipeta graduada

1.1 Reactivos

Hexano

Acetato de etilo
Metanol

Dicloro metano

Eter isopropilico
Acetona

Agua destilada

Silica gel (MN-Kiesegel)

Placas de cromatografia (60/UV250, Alugram)
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1.3 Equipo

Balanza granataria
Balanza analitica
Rotavapor

Bafio maria

Parrilla de agitacion
Canastilla

Lampara UV

Canastilla de calentamiento

Reostato

La evaporacion de los disolventes a presion reducida se realiz6 en un

rotavapor Buchi 110.

Para las cromatografias en columna (CC) se utilizé gel de silice 60 Alugram
Sil G, kiesel, malla 70-230, (Merck), con indicador de fluorescencia UV 254. Las
cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron en cromatofélios de aluminio
cubiertos de silice DC Fertigplatten Sil G-200, UV (Merck), de 0.2 mm de espesor.
Como reveladores se emplearon una disolucion de sulfato cérico (Ce,SO,) al 1 %
en &cido sulfurico (H,SO,4, baker) 2 N; y una lampara de luz UV de 254 y 365 nm
(Cole Parmer 9815 series Lamps).

Los puntos de fusién se determinaron en un equipo Fisher Johns, y se

informaron sin correccion.

Para la adquisicion de espectros de ultravioleta visible (UV) se realiz6 en un
espectrofotometro Shimadzu modelo U160. Los resultados se dieron en la longitud
de onda méaxima (Améax) y coeficiente de extincibn molar, los cuales se

expresaron en nanémetros (nm) y logaritmo base 10 (log 1), respectivamente.

Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en los espectrofotdmetros
Nicolet modelo Magna 750 y Nicolet FT-IR5-SX, con las técnicas de pastilla en
KBr 6 de disoluciéon en CHCIls. Las absorbancias se presentaron en cm™, para

estas se indicaron las siguientes abreviaturas: d (débil), m (mediana), f (fuerte ).
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Los experimentos de espectrometria de masas (EM) se realizaron en un
espectrometro JEOL JMS AX 505 HA mediante la técnica de impacto electronico a
70 eV. Los resultados se presentaron como relacion de masa respecto de la carga

(m/z), junto con los porcentajes de abundancia relativa (% a.r.).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) proténica (*H) y de
carbono trece (*3C) se efectuaron en espectrémetros Varian Gemini 200, Varian
VXR 300 y Bruker AS X 300; se utilizaron los siguientes disolventes deuterados
(Aldrich): cloroformo deuterado, sulfoxido de dimetilo deuterado y piridina
deuterada. Se emple6 tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos se expresaron en partes por millén (ppm); las sefiales
proténicas se indicaron con las siguientes abreviaturas: s (simple), d (doble), t
(triple), q (cuédruple), dd (doble de doble) , dt (doble triple), td (triple doble), qd
(cuadruple doble), m (multiple).

Las constantes de acoplamiento (J) se indicaron en Hertz (Hz). Los
experimentos adicionales de RMN incluyeron COSY-2D, DEPT, HETCOR, HMBC,
HSQC y HMBC.

El andlisis de cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) se realiz
en un cromatdgrafo Waters modelo Delta Prep 4000 acoplado con un detector de
absorcién UV Waters modelo 486. El equipo contenia una columna de silice C-18

modelo Pegasil ODS (Senshu Scientific Co.) con dimensiones de 15 cm x 4.6 mm.

La mayoria de los disolventes empleados se destilaron previamente, y se
almacenaron en recipientes de color ambar. De esta manera se manipularon el

cloruro de metileno (CH,CI,); el acetato de etilo (AcOEt) y el hexano se destilaron
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en presencia de CaCly; en tanto, el etanol (EtOH) y metanol (MeOH) se traté con

hojuelas de magnesio a reflujo durante 18 h y se destilaron.

2. Métodos

El objetivo del presente estudio fue la separacion y elucidacion estructural
de los metabolitos secundarios presente en las fracciones 239-245 (SZPA239)
obtenidas de una cromatografia en columna abierta del extracto metandlico de la
parte aérea de Stenocereus zopilotensis. El peso total fue de 2.4 g y se le asigno6

la clave SZPA239. La secuencia de extraccion fue la siguiente

1.- Se hicieron los extractos organicos de las partes aéreas de la planta
(Hexanico, acetato de etilo y metandlico) y acuso del material secado previamente.

2.- Se concentraron los extractos en un rotavapor.

3.- Se procedi6é a la separacién de los compuestos de cada extracto por
cromatografia en columna y la elucion se realizé con disolventes en polaridad

creciente.

4.- Cada fracciéon se precipito y evalud su pureza por CCF y revelando con

sulfato cérico amoniacal.

5.- Algunas fracciones obtenidas de los mismos extractos se trataron de

esta misma forma para purificar mejor los compuestos obtenidos.
A continuacion se describe como se trabajé la fraccion SZPA239

Una alicuota de SZPA239 fue analizada por cromatografia en placa fina
(CCF). La placa utilizada fue eluida tres veces en una mezcla de acetato de
etilo:metanol (3:2). La visualizacion con una solucion 4cida de sulfato de cérico
mostré una mezcla compleja de compuestos con coloracién rojiza intensa, la cual

indica la presencia de triterpenos en la muestra.
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Inicialmente, la separacion de los diferentes compuestos presentes en
SZPA239 se intento por cromatografia en placa preparativa, asi como por
cromatografia en columna empacada con silice y eluida con mezcla de disolventes
de polaridad ascendente, sin embargo, en ningdn método se logré una buena
separacion. Tomando en cuenta estos resultados se decidié obtener, mediante
reacciones quimicas, algunos derivados, los cuales, eventualmente fueran

facilmente de obtener puros.

En el espectro de IR de la muestra SZ239 se observo una banda intensa a

3400 cm™, lo que indico la presencia de grupos hidroxilos.

Tomando en cuenta, que la quimica del género Stenocereus esta
caracterizada por la presencia de glicosidos de triterpenos, asi como la absorcion
en IR de SZ239 y su coloracion mostrada en CCF se supuso que la mezcla en

SZ239 correspondia a una mezcla de glicésidos triterpénicos.

Tomando en cuenta lo anterior se decidié que las reacciones llevadas para

obtener algunos de los derivados de SZ239 fueran la acetilacién e hidrdlisis.
2.1 Reaccion de acetilaciéon de SZPA239

Esta reaccion se efectué con 500 mg de SZPA239, disueltos en 5 mL de
piridina a esta solucion se le agregaron 5 mL de anhidrido acético y la mezcla de
reaccion se mantuvo a 40 °C durante 4 h. Posteriormente, la mezcla de reaccién
se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 10 minutos, pasado este tiempo se
le adicionaron aproximadamente 5 g de hielo y 5 mL de agua destilada. La
solucion resultante fue extraida con acetato de etilo (3X 15 mL). Con el fin de
eliminar la piridina de la fase organica, ésta se lavé con una solucién acuosa de
HCI al 10% (3 x 10 mL), el exceso de HCI la fase organica se lavd con una
solucion de NaHCOs3 al 10 %. Posteriormente se elimin6 de la fase organica, el
agua residual con sulfato de sodio anhidro (Na,SO,), se filtro y se elimin6 el
disolvente mediante una destilacién a presion reducida. El producto de la reaccion

se disolvio con acetato de etilo y se transfirié a un vial.
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Un analisis por CCF de la mezcla de reaccion mostr6 la presencia de tres

productos con coloracion rojiza caracteristica de compuestos triterpenoides.

La separacién de los productos de la reaccion se realizé mediante una
columna cromatografica empacada con silice y eluida con mezclas de disolventes
de polaridad ascendente De esta columna se obtuvieron 36 fracciones (tabla 8),
de las cuales las fracciones 17 (200 mg), 19 (14 mg) y 20 (11 mg) obtenidas en
una polaridad de AcOEt al 100% vy la fraccibn 25 (90 mg) obtenida en
AcOEt:MeOH, en la proporcion 90:10, fueron las mas abundantes.

Tabla 4. Proporcién de disolventes y fracciones obtenidas de la Cromatografia en Columna
Proporcion (%)

Fracciones

90 10 fi-10
a0 20 11-1%
100 16-13
90 10 24-30
80 20 31-36

No obstante, que los valores de los puntos de fusién fueron diferentes (tabla
6), un analisis por CCF mostr6 que estos soélidos eran en realidad mezclas muy
similares. Observacion apoyada por los espectros de IR, los cuales no mostraron
diferencias entre ellos. Tomando en cuenta lo anterior se decidié reunir estos

compuestos.

Tabla 5. Peso de las fracciones obtenidas en la reaccion de acetilacion.

Fraccién Clave Peso
rll

17 SZPA17 220

19 SZPA19 14

20 SZPA20 11

25 SZPA25 90

La reunidn de las muestras SZPA17, SZPA19, SZPA20 y SZPA25 (330
mg), obtenidas de la fraccion 239, se trataron de purificar en una columna

empacada con silice y eluida como el caso anterior. Durante el proceso de
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cromatografia los productos de la reaccion de acetilacion se descompusieron, lo
cual fue evidente por andlisis de CCF de las diversas fracciones que se obtuvieron

de esta columna.
2.2 Reaccién de hidrdlisis de SZPA239

Una muestra (500 mg) de la fraccibn SZPA239 se disolvid en 25 mL de
metanol y se agregaron 12.5 mL de HCI 2N. La mezcla de reaccion se dejo a
reflujo con agitacion por 3h. Después de este tiempo se agregaron
aproximadamente 3 g de hielo, lo cual permitié la formacién de un precipitado
amarillo. La mayor parte del precipitado formado se disolvié con AcOEt y la otra
porcion del residuo se disolvio en metanol. De esta manera se obtuvieron dos

fracciones, la mayoritaria soluble en AcOEt y la minoritaria soluble en MeOH.

La cromatografia de la fraccion soluble en AcOEt se llevo a cabo en una
columna abierta, empacada con gel de silice y eluida con mezclas de disolventes
de polaridad creciente, iniciando con hexano y terminando con MeOH. Es
importante destacar que los compuestos observados al revelar con sulfato cérico
acido mostraron el caracteristico color rojizo de los triterpenos. Se obtuvieron 33

fracciones de 5 mL cada una (Tabla 6).

Tabla 6. Proporcién de disolventes y fracciones obtenidas de la Cromatografia en Columna de

la reaccion de hidroélisis de SZPA239 de la fraccion disuelta en AcOEt

Proporcion (%)

Hexano | AcOEt | MeOH | Fracciones

100 ly2

50 50 3-7

100 8-11

90 10 12-15

80 20 16-20

70 30 21-25

50 50 26-30

100 31-33
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La fraccion 4 eluida con Hex:AcOEt (50:50), las fracciones 12-15
(AcOEt:MeOH, 90:10), 17 y 18 (AcOEt:MeOH, 80:20) y la fraccion 22
(AcOEt:MeOH,70:30) precipitaron al evaporar el disolvente y agregar hexano. De
la fraccion 4 a la cual se le dio la clave SZPAH2F4 se obtuvieron 15 mg de acido
oleandlico. La identidad de este compuesto se logré mediante el analisis y la
comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos con aquellos informados en
la literatura. De la fraccion 12 (SZPAH2F12) se lograron aislar 28 mg del 4cido 3-
O-B-(6-metil)-glucoronil oleandlico. La elucidacion estructural de este compuesto

se trata en detalle en la parte de la discusion.
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Capitulo V

Resultados y discusion
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Resultados y discusion.

1. Reaccion de acetilacion.

El producto de la reaccion de acetilacion de la mezcla SZPA239 se sometio
a un proceso cromatografico en una columna abierta y empacada con gel de
silice, obteniéndose varios precipitados. No obstante que estos compuestos
presentaron diferentes puntos de fusion, el analisis de la cromatografia de placa

fina indicaba que eran mezclas similares.

Tabla 7. Caracteristicas de las fracciones obtenidas en la reaccion de acetilacion.

Fraccion  Clave Peso mg p.f.
17 SZPA17 220 122-130°C
19 SZPA19 14 162-165°C
20 SZPA20 11 156-160°C
25 SZPA25 90 186-191°C

Inclusive las sefiales observadas en los espectros de infrarrojo de las
fracciones sometidas a la reaccién de acetilacibon SZPA17, 19, 20 y 25 fueron
semejantes por lo que solo se muestra el espectro de SZPA17 (Figura 14 ). En
todos se observé una banda alrededor de 3485cm-! caracteristica de grupos
hidroxilos, esta misma sefial observada en el espectro IR de SZPA239 (Figura 13)
indica que estos hidroxilos se acetilaron. También se observd, una banda intensa
a 1755 cm-' para un grupo carbonilo y una absorciéon débil a 1436 cm-!
posiblemente referente a la presencia de un doble enlace (Figura 14). Estos datos,
claramente indicaron que los productos obtenidos eran derivados acetilados. Sin
embargo, no se logré obtener compuestos puros ya que durante los procesos de

purificacion, estos derivados se hidrolizaron.
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Figura 13. Espectro IR de la fraccion SZPA239.

Erick Gabriel Lascarez Alcantara

50



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicésidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

instituto de Gulmica, LIKAM Laboratorio de Espectroscopla

e
343

L1}

Tramsameiiance [%]
iR
i

- . p— Fo 000 L
RN

S — f v
rc,- unfrarrojaVhIR-20081774.0 Dr M.Martinez SZPA17 KBriPastila _ RPM | 31/03/2008 ]

Figura 14. Espectro IR de SZPA17.

2. Reaccion de hidrolisis de la fraccion SZPA239.

Una muestra de SZPA239 se sometié a una reaccion de hidrdlisis con HCI
en metanol, después el producto de la reaccién se sometié a una cromatografia

obteniéndose varias fracciones.

En la fraccion 4 (SZ3HF4) se obtuvo un sélido blanco amorfo con punto de
fusidén de 287-292°C, y una rotacion optica en MeOH a= +0.072° (1.25 mg/mL). El
espectro IR, muestra una banda a 3437 cm™ caracteristica de grupos hidroxilo
asi como una banda intensa a 1694.66 cm™ para un grupo carbonilo y una

absorcion débil a 1462 cm-! lo cual nos indica un doble enlace (Figura 15).
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Instituto de Quimica, UNAM Laboratorio de Espectroscopia
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Figura 15. Espectro IR de SZ3HF4 adquirido en KBr.

Por otro lado, en el espectro de masas se observd un ion molecular a 456
m/z que corresponde a una férmula molecular C3oHs003 (Figura 19).

En el espectro de RMN ' H (500 MHZ, DMSO) se observé la presencia de
una sefial desplazada a 11.99 ppm la cual intercambia con D,0 lo que indica que
es un proton de un acido carboxilico. Asi mismo, se observé una sefial triple a
5.14 ppm (J=3.5 Hz) asignado a un proton vinilico, asi como una sefial doble a
4.26 ppm (J=5.0 Hz) la cual se asigno6 a un proton de un hidroxilo y un multiplete a
2.98 ppm (J=5 Hz) asignado a un protén unido a un atomo de carbono ligado a un
grupo electronegativo tal como un hidroxilo. En la region a campo alto en el
espectro de RMN *H, se observaron siete singuletes que integran para 7 grupos
metilos (Figura 16). Estos hallazgos indicaron que posiblemente el compuesto
SZ3HF4 sea de naturaleza triterpénica, esta teoria se complementdé al mismo

tiempo con los siguientes experimentos.
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Figura 16. Espectro de RMN' H de SZ3HF4 (500 MHz, DMSO).

Propuesta que fue demostrada en el espectro de RMN *3C (Figura
17) donde se observan las 30 sefiales de los atomos de carbono indicados para la
formula molecular del compuesto. Adicionalmente, en el experimento DEPT se
observan 22 sefales (Figura 18) de las cuales 7 sefiales corresponden a CHs, 5
sefales para CH y 10 grupos CH,. Por lo tanto, si restamos los 22 carbonos
observados en el experimento DEPT al total de los observados en el espectro de
13C, podemos obtener por diferencia un total de 8 atomos de carbono cuaternarios

determinados indirectamente.
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=\_122,060

Figura 18. Espectro del experimento DEPT de SZ3HF4, (500 MHz en DMSO).

El total de 4tomos de carbono e hidrégenos sefalados en los
espectros de RMN estan de acuerdo con el peso molecular indicado por la

espectrometria de masas.
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Adicionalmente (Figura ), se observan en este espectro fragmentos a 411
m/z, 248 m/z y 203 m/z caracteristicos de triterpenos con esqueleto del tipo del

oleanano.

. @a0e Int, : 246.14
ange : 10.0200 to 632.3887 Cut Level : @.0@ %

Figura 19. Espectro de masas de SZ3HF4 (IE, 70 eV).

En la figura 20 se muestran las principales fragmentos en el espectro de

masas, los cuales estan de acuerdo para la estructura del acido oleandlico.®*¥ ®2
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248 m/z

HO

=
=
=

Figura 20. Fragmentos principales de SZ3HF4 en el espectro de masas
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Figura 21. Esquema de lareaccion de tipo retro Diels-Alder

El i6bn observado en el EM a 248, se forma por una reacciéon de tipo retro
Diels-Alder (r. D-A.) (Figura 21) donde el mecanismo de ruptura es el inverso de

una reaccion de cicloadicion entre un diendfilo y un dieno.

En la siguiente figura 22 se muestra el mecanismo de fragmentacion r. D-A.

para el &cido oleandlico (Figura 43).

248 m/z

Figura 22. Esquema del mecanismo de fragmentacion para el 4cido oleandlico.

En la tabla 8 se observan las correlaciones C/H obtenidas en un
experimento HSQC de la muestra SZ3HF4 (Figura 24).
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Tabla 8. Correlaciones obtenidas en el experimento HSQC de SZ3HF4

No.Carbono ‘ RMN °C ‘ RMN H

3 76.8 3.0(m, J=5 Hz)
12 1215 | 5.1, (t, J=3,5 Hz)
23 28.2 0.9(s)

24 16.0 0.7(s)

25 15.1 0.8(s)

26 16.8 0.7(s)

27 25.6 1.1 (s)

29 32.8 0.9(s)

30 23.4 0.9(s)

Figura 23. Estrcutura del acido oleandlico (SZ3HF4)™.
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Figura 24. Espectros del experimento HSQC de SZ3HF4, 500 MHz en DMSO.
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Tabla 9. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN *Hy RMN **C de SZ3HF4 y el 4cido

oleandlico® en DMSO a 500 MHZ (*Datos obtenidos de la literatura).

No. RMN RMN*H RMN RMNH*
Carbono B¢ Bex

1 38.0 39.0

2 26.9 28.1

3 76.8 3.0 (m, J=5|78.2 3.0

Hz)

4 38.3 39.4

5 54.8 55.9

6 18.0 18.8

7 32.4 334

8 38.8 39.8

9 47.0 48.2

10 36.6 37.4

11 22.6 23.8

12 121.475 | 5.1 (t, J=3,5|122.6 5.2

Hz)

13 143.8 144.8

14 41.3 42.2

15 27.2 28.4

16 22.9 23.8

17 45.7 46.7

18 40.8 42.1

19 45.4 46.6

20 30.4 31.0

21 33.3 34.3

22 32.1 33.2

23 28.2 0.9 (s) 28.8 1.0
24 16.0 0.7 (s) 16.5 0.8
25 15.1 0.8 (s) 15.6 0.9
26 16.8 0.7 (s) 17.5 0.7
27 25.6 1.1 (s) 26.2 1.1
28 178.5 180.0

29 32.8 09(s) |334 0.9
30 23.3 09(s) |23.8 0.9
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Todos los datos obtenidos hasta el momento, indican que el compuesto
SZ3HF4 es en realidad el &cido oleandlico, propuesta que fue confirmada al
comparar los datos espectroscopicos y espectromeétricos de SZ3HF4 con aquellos

publicados en la literatura (Djerassi, 1954)(Tabla 9).

En la fraccion 12 (SZ3HF12) se obtuvo un producto sélido blanco con un
punto de fusién de 185-189°C. El espectro IR, muestra una banda a 3430.0 cm-*
caracteristica de grupo hidroxilo, dos bandas en 1742 y 1696 cm-! para grupos
carbonilo y una absorcién débil a 1461 cm-* que indica la presencia de un doble

enlace (Figura 25).
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Figura 25. Espectro IR de SZ3HF12 en pastilla de KBr

En el espectro de RMN *H (Figuras 26 y 27) se observan las sefiales tipicas
del acido oleandlico; a 11.9 ppm para el protén del hidroxilo del grupo &cido
carboxilico, que se intercambia con D,O, a 5.2 ppm (J=3.5 Hz) un doblete
asignado al protén unido al C-12 y a 3.17 ppm un doblete (J=5 Hz) asignado al
protén del carbono en C-3. La presencia de un residuo de acido oleandlico en

SZ3FH12 se ve confirmada en el espectro de RMN *C en donde se observan
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todas las sefales asignadas a este metabolito secundario. Adicionalmente, se

observd un triplete a 5.14 (J=3.5 Hz) perteneciente a un protdn vinilico, cuatro
dobletes a 5.22 (J=5.5 Hz), 5.04 (J=5 Hz), 5.70 y 5.95 atribuidos a protones de

grupos hidroxilos, asi mismo se observa en 4.27 una sefial para un protén terciario

gue soporta un grupo éster, también se observa un singulete a 3.62 ppm que

integra para tres protones, por ultimo de observé un multiplete a 3.17 asignado a

un proton unido a un atomo de carbono ligado a un grupo electronegativo tal

como un hidroxilo. Estos datos indican que posiblemente SZ3HF12 es de

naturaleza glicosidica.

H [} w ) ] 7 & H L] 3 H

LB ]

Figura 26. Espectro de RMN! H de SZ3HF12, 500 MHz, en DMSO.
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Figura 27. Espectro de RMN! H de SZ3HF12, 500 MHz, en DMSO + D;,0.

Esta propuesta estructural es apoyada por las sefiales mostradas
por SZ3HF12 en el espectro de RMN *C donde se observan 37 sefiales de
atomos de carbono (Figura 28). Por otro lado, en el experimento DEPT (Figura
29) se observan 8 sefales que corresponden a CHgs, 10 sefales para CH y 10
grupos CH,, dando un total de 28 sefiales de atomos de carbono. Por lo tanto si
restamos las 28 sefales observadas en el experimento DEPT al total de
observadas en el espectro de RMN **C dan un total de 9 carbonos cuaternarios
es decir carbonos sin hidrégenos lo cual da un total de 37 atomos de carbono para
SZ3HF12. Si se resta los 30 a&tomos de carbono de acido oleandlico, ya
identificado, entonces queda un residuo constituido de 7 atomos de carbono, que

nos indican la presencia de un azucar.
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Figura 28. Espectro de RMN **C de SZ3HF12, 500 MHz, en DMSO + D,0.
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Figura 29. Espectro del experimento DEPT de SZ3HF12
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Otro dato que evidencia la presencia de un residuo de acido oleandlico en
SZ3HF12, en su patron de fragmentacion en el espectro de masas, en donde se
observan los fragmentos a 248 m/z y 203 m/z caracteristicos de triterpenos con

esqueleto de tipo del oleanano (Figura 30).

El fragmento en 207 m/z (C;H1107) aunado a la presencia de un grupo
metoxilo, identificado en RMN H (s, 3.62) y 3C (51.76, DEPT), podria indicar la
presencia de un residuo de éster metilico del acido glucéronico en SZ3HF12.
Suposicién que es apoyada por el residuo de 7 dtomos de carbono, adicionales al

acido oleandlico, indicado por los experimentos de RMN *3C.

De acuerdo con los datos hasta el momento analizados, se podria sugerir
que el compuesto SZ3HF12 es un glicésido donde la aglicona es el acido
oleandlico y la parte del azucar es el glucoronato de metilo. Sin embargo, en el
espectro de masas no muestra el ion molecular esperado a 646 m/z, no obstante
se observa un fragmento a 438 m/z que corresponde a la pérdida de una molécula

del éster metilico de la estructura principal (Figura 31).
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Figura 30. Espectro de masas SZ3HF12 obtenido por IE (70 eV).

Asi mismo, la fragmentacion de la molécula sucede de forma similar que
para el acido oleanolico, de igual forma para el ion observado en el EM a 248 m/z
, se forma por una reaccion de tipo retro Diels-Alder (r.D-A.) donde el mecanismo
de ruptura es el inverso de una reaccion de adicion entre un diendfilo y un dieno
como en el mismo caso de SZ3HF4.

. - . - 48 m'z
R=ester metilico del ac. glucoronico

Figura 31. Mecanismo de fragmentacion del glicésido del Ac. Oleandlico.
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De lo anterior, para el gilcésido del acido oleandlico se muestra el

mecanismo de fragmentacion r. D-A. formando el i6bn respectivo (Figura 31).

En la tabla 10. Se observan las correlaciones C-H obtenidas en un
experimento HSQC de la muestra SZ3HF12 (Figura 32).

Tabla 10. Correlaciones obtenidas en el experimento HSQC de SZ3HF12

No. Carbono RMN *°C ‘ RMN 'H
3 88.0 3.0 (d, J=5 Hz)
12 121.5 5.1 (t, J= 3.5 Hz)
23 30.4 1.0
24 16.4 0.7
25 151 0.8
26 16.8 0.7
27 25.5 11
29 33.3 0.9 (s)
30 22.6 0.9 (s)
Asignaciones para el éster metilico del ac. glucorénico
No. Carbono RMN *°C RMN 'H
1 105.5 4.3 (d, J=6Hz)
2 75.3 3.1
3 73.6 3.0
& 71.6 3.3
5 75.3 3.2
6 169.6 -
OMe 51.8 3.6
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Figura 32. Espectros del experimento HSQC de SZ3HF12, 500 MHz en DMSO
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Los datos, hasta el momento obtenidos, indican que SZ3HF12 es un
glicosido del éster metilico del acido oleandlico, propuesta que fue confirmada al
comparar los datos espectroscépicos y espectrométricos de SZ3HF12 con los de

SZ3HF4 y aquellos publicados en la literatura (tabla 11).

Tabla 11. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y RMN 3¢ asignados al compuesto SZ3HF12
comparados con SZ3HF4* en DMSO a 500 MHZ.

No.Carbono R1|3v|N RMN 'H RMN ¥c* RMN !H*
C
1 38.7 39.0
2 27.2 28.1
3 88.0 3.0 (d, J=5.0 78.2 3.1
Hz)
4 39.0 39.4
5 54.9 55.9
6 17.8 18.8
7 32.8 33.4
8 40.8 39.8
9 51.8 48.2
10 38.0 37.4
11 23.3 23.8
12 1215 5.1 (t,J= 3.5 Hz) 122.6 5.2
13 143.8 144.8
14 45.4 42.2
15 27.5 28.4
16 22.9 23.8
17 47.0 46.7
18 41.3 42.1
19 45.7 46.6
20 32.1 31
21 36.3 34.3
22 32.3 33.2
23 30.4 1.0 28.8 1.0
24 16.4 0.7 16.5 0.8
25 15.1 0.9 15.6 0.9
26 16.8 0.7 17.5 0.7
27 25.5 1.1 26.2 1.1
28 178.5 180
29 33.3 0.9 (s) 33.4 0.9
30 22.6 0.9 (s) 23.8 0.9
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Continuacion de la tabla 11. Asignaciones para el éster metilico del acido glucorénico.

No.Carbono RMN **C RMN'H RMN *3C*

1 105.5 4.3 (d, J=6Hz) 105.3
2 75.3 3.1 73.7 3.4

3 73.6 3.0 77.6 3.4

4 71.6 3.3 72.2 3.3

5 75.3 3.2 76.5 3.2

6 169.6 - 172.9 -

OMe 51.8 3.6 52.1 3.8 (3H, s)

*Desplazamientos quimicos segun la literatura, los cuales estan en piridina. 2”3

De acuerdo con los resultados, es evidente que SZ3HF12 en un glicésido
del &cido oleandlico; a saber el glucoronato de metilo. En el espectro de HMBC se
observaron las interacciones entre el atomo de carbono anomérico C-1"con la
sefal doblete asignada al protén en C-3 y aquella entre el atomo C-3 y el proton
anomérico (Figura 33). Los datos espectroscépicos sefialan inequivocamente que
SZ3HF12 corresponde al &cido 3-O-B-(6"-metil)-glucoronil oleandlico (Figura 34).
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Figura 33. Espectro HMBC de SZ3HF12

Figura 34 . Correlaciones obtenidas en el espectro HMBC y estructura del glicésido del acido
oleandlico (SZ3HF12).
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Por otro lado, del mismo extracto metandlico de las partes aéreas se logré
aislar un solido (SZPA215) de la misma columna que se obtuvo SZPA239 con un
punto de fusién de 238- 240°C, PM 940 (FABEM) que corresponde a la formula
Cas H7601s, lo anterior se corroboré con los datos espectroscépicos de RMN *C
(Figura 35) en el cual se observaron 48 atomos de carbono sefialados en la
férmula determinada en FABEM (Figura 36).

T ToToT
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2376373

122

569

613 619 583 727

¢ { { { bed} 789

P Sl O T (o O o 843 871 913 941
- v

(1) 650 700 750 800 050 909 950

Figura 35. Espectro de masas de SZPA215 (FABEM).
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Figura 36. Espectro de RMN™C de SZPA215 (75.4 MHz,CsDsN).

En el experimento DEPT se observaron 8 CH3, 11 CH,, 18 CH y 11 4tomos
de carbono sin hidrégenos (Figura 37).
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Figura 37. Experimento DEPT (SZPA215).
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El anélisis del espectro de RMN *C mostré que la aglicona de este
glicésido es el acido oleandlico. Sin embargo en el espectro se observan tres
residuos de azucares (ramnosa, glucosa y ac. glucoronico). La presencia de estos
residuos junto con el acido oleandlico esta de acuerdo con la formula Csg H76013
establecida por FABEM (Figura 38).

Figura 38. Estructura del 4cido oleandlico y los residuos de azlcar identificados.

Las sefales en 107.0 (C'1), 75.3 (C'2), 78.9 (C'3), 72.5 (C'4), 77.8 (C'5),
172.6(C’6) fueron asignadas a un residuo del acido glucoronico, las sefales en
102.9 (C'1), 78.4 (C'2), 77.8 (C'3), 71.6 (C""4), 78.9 (C’'5), 62.6 (C'6), fueron
asignadas a un residuo de glucosay las sefiales en 95.5 (C"""1), 72.7 (C""2), 71.0
(C7"3), 82.3 (C""4), 69.8 (C"'5), 18.6 (C"""6), fueron asignadas a un residuo de
ramnosa (Figura 39).
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La posicion de estos azucares, por un lado el glucoronato de metilo unido al
carbono 3 del esqueleto principal y por otra la glucosa y ramnosa unidos en
cadena al carbono 28 de la estructura del &cido oleandlico, se logré comparando
los datos espectroscopicos obtenidos de los productos de hidrélisis a la cual se

sometid este glicésido.

Los resultados obtenidos indican que la estructura de SZPA215 esta
conformado por la subestructura de SZHF12, y por dos residuos de carbohidratos
uno de ramnosa y otro de glucosa. La posicion de la ramnosa y glucosa en
SZPA215 se logr6 mediante el analisis y correlacion de los datos de los
experimentos HETCOR y HMBC de SZHF12 y SZPA215.

Las interacciones de RMN *3C/ *H: 95.7/ 6.32 C”" ramnosa 102.9/ 6.36 C*~’
glucosa 106.9/ 4.89 C” ac. glucordnico y 88.2/ 3.28 C-3 se observan en el
espectro HMBC (Figura 40).

Es interesante mencionar la importancia de estas interacciones:

La primera interaccién de la ramnosa *C/ 'H, correlaciona la parte del
azucar que se une al esqueleto base del acido oleandlico por la parte del &cido

carboxilico presente en la estructura.

La interaccion de la ramnosa y la glucosa nos dice en que carbono de la

ramnosa se une a la glucosa.

La tercera interaccion nos dice la posicion del azucar restante que es el
glucoronato de metilo unido al esqueleto base del acido oleandlico en el carbono
3.
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Figura 40. Experimento HMBC de SZPA215.

De acuerdo con los datos espectrométricos y espectroscépicos de
SZPA215 corresponde a la estructura del éster 3-O-B-glucoronil-28-(1,4-

glucopiranosil) ramnosil oleanato (Figura 41).
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Figura 41. Algunas interacciones observadas en los espectros HMBC de SZPA215 .
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Capitulo VI

Conclusiones

Erick Gabriel Lascarez Alcantara 79



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicésidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

El estudio fitoquimico de las partes aéreas de Stenocereus
zopilotensis permitié el aislamiento del acido 3-O-B-(6-metil)-glucoronil oleandlico
(estructura 1 ) y del éster 3-O-B-glucoronil-28-(1,4-glucopiranosil) ramnosil

oleanato (estructura 2), constituyen nuevos compuestos en la literatura.

Figura 42. Estructuras 1y 2 de los glicésidos aislados de S. Zopilotensis.

Estos hallazgos estan en total acuerdo con estudios previos de
especies del género Stenocereus, en donde la caracteristica quimica del género

es la presencia de triterpenos del tipo oleanano.
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Instituto de Quimica. (H. Rios) E t 3
Dr-mM-Martinez/ERick-G.L S eC ro
Clave: SZ3HF4

No. Registro: 2047
Experimento: Hidrogeno
Disolvente: DMSQO
VarianInova-500MHz (G)
Junio-4-2008

File: stdih

Pulse Sequence: s2pul

o
“w
w
o
Hg=
2
2 ER
s Bat
1 H
s
o

11.99%
1.082

i
12.4 ppm /

| j JULJ@J
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Instituto de Quimica. (H. Rios)
Dr-M-Martinez/ERick-G.L

Clave: SZ3HF4

No. Registro: 2947

Experimento: Hidrogeno

Disolvente: DMSO

varianInova-500MHz (G)

Junio-4-2008

Espectro 4

File: stdlh

Pulse Sequence: sZpul

<«
0
% I
- o = p-...
L s vE
T e ~ o~ -
. i L]
o ; ~ o .
[ o
o o
©
-
—
W
el
N~ @
o o
< o ! g
by o
= ‘s
wn = §
I
T o |
[P [
m l

.

|
| \
L #ﬂkJJ‘MWWMWJ

\\\\\I|I\I'I\I\I‘r ﬁ\l,‘-\l'}!\\I‘le\l\il\l\ll\llllll!
4.IB 4.‘5 4.|4 413 ppm 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 pp
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Instituto de Quimica. (H. Rios)
Dr-M-Martinez/ERick-G.L
Clave: SZ3HF4
No. Registro: 2947
Experimento: Hidrogeno
Disolvente: DMSO
VarianInova-500MHz (G)
Junio-4-2008
File: stdih
Pulse Sequence: s2pul
- o
(=N
© ~
lﬂ-—l'vd
(=
-]
-

1.895

—_— 184

1.595

1.568

1.633

1.6283
1.604

1.642
1.576

1.670
1.662

Espectro 5

1.483

_,1.465
1
1
1
1
1

1.458

1.500
_1.401

J

1.312

1.284

1.260

1.236

1.224

1.212

Erick Gabriel Lascarez Alcantara
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

(N
UNAM. Instituto de Quimica. |(H. R10%) ‘
Dr-M-Martinez/ERicK-G.L
Clave: S23HF4 ES eCtr‘o 6
No. Registro: 7847
Experimento: Hidrogeno

Disolvente: DMSO
varianInova-500MHz (G) ‘
Junio-4-2008
2
= B

File: stdlh

Pulse Sequence: SZpul

1,082
—__0.883
— —0.862
—_0.841

—_— —
0.830
__0.678
L e

— 1.051

—1.047

— .D.39%6
T——— Tl
__0.910

’/ = e & % j\J/’ \__;V\\\__\\ . 5. \\
— T T T " ——p T T 7 T T " T T " _'——'——1——'—|__Y__!_-7_1——'__'7|'—'——Ar—7——'—___|_1_1-——'__'7|_
1. 15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 0.75 0.70 0.65 ppm

Erick Gabriel Lascarez Alcantara
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Instituto de Quimica [H. Rios)
Dr=M-Martinez/Erick-G.L

Clave: SZ3HF4

NO. registro: 2047

Exprerimento: C13

Disolvente: DNSO
UnityInova-125.71MHz (G)

Junio=-4-2008

Espectro 7

File: Carbon

Pulse Sequence: sZpul

w 2 8
< < 2
b - ~ a
G 2 g
g .
0, e R o R e [V b\Iw\!ll\|l‘l\|w|ww‘!\l|\|w\|1|\|r\]"||||.|Y\|\II"|I|\\\l\l\l\||
180 160 140 120 100 a0 60 40 20 ppm
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Instituto de Quimica
Dr-M-Martinez/Erick-G.L
Clave: SZ3HF4

No. registro: 2047
Exprerimento: C13
Disolvente: DMSO
UnityInova-125.71MHz (G)
Junio-4-2008

File: Carbon

Pulse Sequence: s2pul

45.652
45.418

47.043

(H. Rios)

41.280
40.767

B8.84T

38.343

38.021
36.563

33.282

32.784
32.381

32.052
-30.353

it

28.192

27.167
26.910

25.556

Espectro 8

23.329

22.868
22.575

17.975

15.976
15.061

16.811

WWM

Erick Gabriel Lascarez Alcantara
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Instituto de Quimica. (H. Rios)
Dr-M-Martinez/Erick-G.L

Clave: SZ3HF4

No. Registro: 2047

Experimento: Dept

Yagiss wE Espectro 9
File: Dept

Pulse Sequence: DEPT

n o
Yoo ~©
-
S0S iRy e
NSO G wm prg ]
~ L YN QN
o™ w
[ n ™ ® -
~ in 2
< ~ =) ©
. © 2
<
S s w b = j
b0 o
= < |
< <
O W0
S gan
(] 4L,
Ny ™~
s o ~ ﬁ -
o o )
= s L
< ™ \'
|
l
)
i il l
[ L [ KI'A |
1 A ! |
|
\ b
; iha o A wila ‘ y n
| it i \ ! iy ! | ' y I 1 /
il o kM i A G L L B o A e e
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Institute de Quimica. (H. Riog)
Dr-M-Hartinez/ER1Ck-G.L

Clave: SZOHF4

No. Registro: 2047

Experimento: HSQC

Disolvente: DMSU

VarianInova-S00MHz (G)

Junio-4-2008

Espectro 10

File: gHS0C

Pulse Sequence: gHSQC

- -

(B L T T L i T T T (R N T B O NN GRS L [

120 110 100 90 80 70 60 50 40
F1 (ppm)

Erick Gabriel Lascarez Alcantara
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Instituto de Quimica. (H. Rios)
Dr-M-Martinez/ERick-G.L

L Espectro 11

Experimento: HS[JC
Disolvente: DMS

VarianIlnova- SDOHHZ (G)
Junio-4-2008

File: gHSQC

Pulse Seguence: gHSQC

== [Hpm

-
(a1

wd |
<

=
o]

o
&
&

(=
=

|
=D

[y
w
il

L]

[y
=
[

| S o

._
w
\‘\\IIII\\
L)
=
(=0 T
=
=2

1.6 g @
1.7
1.8 g
| .
1.9 %
0 [ ANSSUTSSSSIUIS S |
55 50 45 40 35 30 25 20
F1 (ppm)

Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina XII



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UNAM. Instituto de Quimica. (H. Rios)
Dr-M-Martinez/ERick-G.L

Clave: SZ3HF4

No. Registro: 2047

Experimento: HSQC

Disolvente: DMSO

VarianInova-500MHz (G)

Junio-4-2008

File: gHSQC |
Pulse Sequence: gHSQC

0.66=

Espectro 12

-
~n
Lol

—
b=l
=
3
Yo

(=)
~
=)
Lo beo il

v bbb

i
T o
T

(—]
(o]
=

e by

0.86
£ i
0.88 }
——_‘\ 3 l

Ny 0.903 kr

( E
0.927

v _l | T | T T " T T ‘ T T T T T T T T I T T T I T T T | T T ‘ T

55 50 45 an 35 30 25 20 15
F1 (ppm)
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

Espectros de SZHF12

Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina XIV



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

[ Mass Spectrum ]

Data : Dr-Martinez-Mariano-925 Date : @9-May-120 ©9:38
Sample: 1190 M231 SZPAZHF18 Jeo|AXSBSHA
Note : Javier-Perez
Inlet : Direct Ion Mode : EI+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear] Espectro 13
RT : 2.44 min Scan# : (52,73) Temp : 321.0 deg.C
BP : m/z 248.00008 Int. 175.63
Output m7z range : 10.8008 to 481.1863 Cut Level : 0.08 %
1862876
248
100 - 203 :
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]
80 +
7’0
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% a3
| )8 X 69 189
133
28 95 1 20?7
] 175 1
18 -
_— 439
1 263 308 . 395 A4@8 \
g I I L Ll P I e by 1 }Ih
T T 5 T L T % T Y T T i I 13 T
20 40 6B 8B 188 120 140 160 188 200 220 248 260 280 308 320 340 36@ 380 400 428 448 468 48¢
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis
oXper mento: Hébb-
Di Ivente: DMSO
Varianinova-500MHz (G) |
Mayo-12 2008 t
File: gHSOC I
Puise Sequence: gHSQC I H ] i “ {
i b | 1 I
! f . | Ln ! | it [
[ \ | Al L | PO i
Y it O g i WA MM’ el Y Vsl sl T My
¥ ' i '
S F2 ]
77777 (ppm}; ﬂ
< 0.8
- Z 0.9
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[=2]
|
Ry
e
=ty
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i J !
i
i -
1y _., H
_7_,)
= e 1.8 0
) 1
== 1.9 i
B
320
A" e . ; ; PSS S PN i :
55 50 45 40 35 30 25 20 15
F1 (ppm)
Erick Gabriel Lascarez Alcantara
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

VisulvEnLe . urou
Varianinova-500NHz | G
Mayo-12-2008
File: gHsQC

Pulse Seguence: gHSOO
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Espectro 15
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Erick Gabriel Lascarez Alcantara
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

:f;‘::f.‘.:::i:ﬁ;,::::f;“‘“ T ' Espectro 16

MNo-Registro: 1778 ;' % ;l : 3 "_.! r°l = m
Experimento-DEPT L ol - " o " e
VarianUnity75.43-M3% (D) H & o ;oo L. i
Mayo-10-2008 " [} | )

39.78%

33.306
~—32.082
—27.173
25.570
—22.599
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| H L
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

Instituto de Quimica. UNAM (H. Rios)
Dr-M-Martinez/Erick-G
Clave: SZPA2HF12
No-Registro: 1778
Experimento-DEPT
VarianUnity75.43-MHz (D)
Mayo-10-2008

Espectro 17

—75.917
—75.276
—73.629
—71.590

105.489
88.095
—81.7
47.000
~——45.659

———121.483
——- 54 .80
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i ‘ H Lo
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] 1 ’ o

“rll,.ra’ ;ﬁwh‘f‘ ke W\w u‘-sl,iq i ""’W Yr}umrw‘fgw,"*}m'&‘%wwm \w*!‘fﬂ'""‘[“h iﬂw L* ;.M’\ﬂﬁaiﬂmmdéwwwwwqu {i‘;;! Hﬁ,.\ﬁﬂ ‘Hlf't‘-"“"ﬂf;i‘*'-f‘%'a"'*;';‘q"‘ushy'f'lfﬂﬁiﬁﬁ‘:’.\‘i
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Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina XIX



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

Espectro 18
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

xper imento: hiBG
jeolvente: DMSO -0%8
arianlaova-500mkz (T8
@avo-13-2008

Espectro 19

mlse Seguence: gHRBO

B

[F2 -
| (ppm)
J 4

110 105 100 95 90 85 80 75
F1 (ppm)
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

olvente: DMSD +070 ‘ ES eCtrO 20
ianlnova-500MHz (G 1
/0-13-2008 | \

11e: gHMBC

ice Sequence: gHMBC i y !
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

riantnova S00Rez (G bl
| Espectro 21
|
ile: gHMBC | | “l‘l
fl
ise Sequence. gHRAD I ! i by
if i !

| iy i
1 1} i“iﬁ :
"Jii " IW il

B ki : ji
'ﬂvgl WWWN‘J W “'Wv’J \li‘l‘ MW ! "WI ™y

It

i

R
Al III\ s i
i ! st
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o
E

‘\‘I 1.8 |
.J I
t.-8 |

55 50 a5 40 35 30 25 20 15
F1 (ppm)
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

ggavense: s Espectro 22

Mayo-13-2008
Flle: gHMBC

Pulse Seguence: gH®RC

LN}

100 a0 50 40 20
F1 (ppm)

180 160 140 120
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

Tueu
Mz [G)

500

ile: MOESY

Ise Seguence: NOESY

T

:‘i ¥ tr ! o b e
4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3
F1 (ppm)

P e
3:2 3.1 F.0 28
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

Espectro 24

NOESY

EF2 i
(ppm) g3

2

" : =
2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6
F1 (ppm)
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

s e N
Bisolvente: OMS0 +G20
VarianInova-504dMHz (G)
Mayo-13-2008

File: NOESY

Pulse Sequence: NOESY

Espectro 25

|_-J1@

ke

G ol prTag 1 Ty R o
1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6
F1 (ppm)

R TR B

o it i O o
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

S IANLIOVE-SUBAR? |G|
aya-15-2008

Espectro 26

ulse Segusace: NOESY
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

UL REYISLIOT 1770
¥perimento: Cosy
1solvente: DMSO +D20
arianlnova-500MHz (G)
ayo-12-z008

File: gCosy

ulse Sequence: gCOSY

-
~

(ppm))

=
~
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o
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1 ‘ Lictd | 1114 ‘ D I A | | L1l ‘ L1l
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60

T

AR . T T S0 0 A0 0 I e

.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6
F1 (ppm)
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UNAM. Tnstiluto de Quimica. (H. Rios) ‘ ! |
Or-B-Martinez E1 irx-¢ i
Clave: 82ZP 12

No. Registy 1778

Experimenta: Cosy

Disolvente: DMSO +D20

File:

Varianlnova-500MHz (G) ‘ | | i 13
Mayo-12-2008 i | ; :‘
gCosy 15: i { , i 1
Pulse Sequence: gCOSY ; W : } J : \r i
] | L Il
| I | ‘,ﬁ |
1‘; I J L“ AL
w,JlA... b ow A - / U‘% \isgd i JLMfLulﬂ“J"J UWJQ UWI Ji
E2
(ppm)
1.0 | o
1.5
: 3 s
1 =
2.0
i &
2.5 o
] ° i3] a
3 n; B B B &
K B&g n
B .Fﬂ
3.5 o
# =
4.0 ®
=] @
4.5
0".?
5.0 .
1. @
R 1 e o T Sl I VIR £k W e ok e ol R st K L i g 21 e
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 B 2.0 1.5 1.0 0.!

Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

F1 (ppm)
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

Instituto de Quimica. UNAM (H. Rios)
Dr-M-Martinez/Erick-G

Clave: SZPA2HF12

No-registro: 1778

Experimento-C13

DiSolvente-DMSO

VarianUnity-75.4MHz (D)

Mayo-9-2008

|

Espectro 29

45.429

~-75.921
73.619
71.59%4
54.884
51.766
47.003
45.677

178.510
169.609
143.794
121.475
105.494
88.100
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

S AnSCrLuLY UG wuTmILaL (. KOS |
r-M-Martinez/Erick-G

Clave: SZPA2HF12

No. Registro: 1778

Experimento: Hidrogeno

asliante, el S0l | Espectro 30

Mayo-12-2008
File: stdlh

Pulse Sequence: sZpul

3637
—3.930
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

T T TRV T TP TR}
Disolvente: OMSO +020C
varianlnova-500MHz (G
Mayo-12-2008
File: stdinh

Espectro 31

Pulse Seguence: s2pul

. I
I ' (o i&\h L i
L _— i L e B 'Hl _A’L L LY "'“'k“k’il'\!\"‘"‘J L‘\»Mk,___

B o T ke T i (e e D e T T e U S T R N L R

12 11 10 g 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina XXXIII



M=MATTINEZ/LI ILK-L

e
Reygistro:

erimento:

iolvente:

j0-12-2008

fle: stdih

lse Sequence:

5.228
SR

—5.150

1.
o, G ‘I\M_)I

SZPAZHF1?

1778
Hidrogeno
DHSO
tanInova-500MHz (G|

s2pul

5.143

—5.136

|

|
L

—5.041

—_—— 5,031

Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

5.0

4.8

7T T

4.6

g X 4-k_,..,%__,\_,”\_,nJ"LL_M‘M___M.J\, Fig,_i_J'LJU\ _____ . ,n,,/ p

i o [ S o B e e i S e I

Espectro 32
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Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

A tan v Suue
ayn-12-2008
File: stdlh

ulse Sequence: szpul

Espectro 33

—3.308

3.189

|
\h
ols 2 =
[l e T LNE8ge
Ut 1T e = g Zeada
bl o = o mmm
R o @ ||| 1]|98e =8 52
| "l‘ o mﬁ (28 | l .o i 0 T~
-1 :"f‘ it CRINEIR = S5 e
L{“!. ‘ .o [ ; ‘ ‘ || ‘
& i | ! | ‘ i .
= ﬂ-l i | -‘ o
& | I‘}!| ‘ | ’I |
Ly 3 ) T ! ‘
i | |
Iif i ] 1]
H‘ l( | Iqﬂ .
‘| I
I
[\‘
‘U

Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina XXXV



Espectro 34
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Espectros de SZPA215
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Instituto de Quimica. UNAM (H. Rios)

Dr-M-Martinez/Luis-E-Guadarrama

Clave: 52ZPA21S

No—Re?istro: 1771

Experimento-Dept

Disolvente-Piridina-ds ES eCtrO 38
varianUnity-75.4MHz(C)

Junio-21-2007

Pulse Sequence: DEPT
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102.971
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82.257

T
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Instituto de Quimica. UNAM (H. Rios)

Dr-M-Martinez/Luis-E-Guadarrama

Clave: 5ZPA215

No-Registro: 1771

E>1<perimento-g%3‘ : 39
Disolvente- Piridina-ds

Bsolvants, Piridinecd Espectro
Junio-21-2007
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Inttituto de Quimica, UNAM (M. Rios)
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Or-N-Rar.inez/Luls~E~Cuadarrama

“lave: SZPA21S
No-Registro: 1223
Exporinento-Ci13
Disolvente~ Piridina~-ds
varfanUnity=75.4mMz(C)
Junio=21-2007

Pulse Sequence: sZpul
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Instituto de Quimica. UNAM (K. Rios)
Or-M-Martinez/Luls~-E-Guelarrana
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No.Registro: 17/1
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Junio=21-2007
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Instituto de Quimica. UNAM (H. Rios)
Dr-M-Martinez/Luis-E-Guadarr.ma
Clave: 5ZPA21S

No.Registro: 1771
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ANEXQOS 2

METODOS DE IDENTIFICACION
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METODOS CROMATOGRAFICOS.

La cromatografia es una técnica que permite separar los compuestos quimicos en mezclas complejas.

Cabe destacar desde un principio que en todas las técnicas cromatograficas hay:

X/

X Una fase estacionaria y una fase movil.

X En cromatografia liquida, la fase mévil es un liquido que se hace pasar a través de una fase estacionaria.

Una de las caracteristicas fundamentales en las cromatografias es que los componentes de la mezcla que

gueremos separar y/o identificar y/o cuantificar, se separan cuando sus velocidades de migracion son distintas.

Para elegir una técnica de separaciéon ademas de tener en cuenta los criterios econémicos y de accesibilidad, hay
gue atender a dos tipos de consideraciones: unas tienen que ver con las propiedades fisicas estructurales de las
moléculas que se pretende separar, 0 de las caracteristicas de la matriz en que se encuentran; otras se derivan de los

objetivos del analisis (sensibilidad, resolucién, tiempo de andlisis, necesidad de una deteccidn especifica).

El método de seleccion incluye los pasos necesarios para la obtencion, preparacion y posible fraccionamiento de la

muestra, la aplicacion de la técnica analitica adecuada y el tratamiento de los datos obtenidos.
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Las técnicas espectroscépicas proporcionan, para cada compuesto analizado, una informacién compleja,
relacionada con sus caracteristicas estructurales especificas, por otro lado las técnicas de separacion se utilizan para
resolver los componentes de una mezcla y la sefial obtenida puede utilizarse con fines analiticos cuantitativos o

cualitativos.

La cromatografia comprende un conjunto importante y diverso de métodos que permite a los cientificos separar
componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas, lo que en muchas ocasiones resulta imposible por
otros medios. Se pueden separar moléculas en funcion de sus cargas, tamafios y masas moleculares. También a través

de la polaridad de sus enlaces, sus potenciales redox, etc...

La cromatografia no solo permite la separacion de los componentes de una mezcla, sino también su identificacion

y cuantificacion.

El andlisis cualitativo esta basado en la medida de parametros cromatograficos (tiempos y volimenes de retencion)
mientras que el analisis cuantitativo estd basado en la medida de alturas o areas de picos cromatograficos que se
relacionan con la concentracién. La columna cromatografica y la forma con la que se disefia, constituye el corazén de la
separacion. El detector, situado al final de la columna es el que garantiza la respuesta de los componentes que se

separan.

En todas las separaciones cromatograficas la muestra se desplaza con una fase mdévil, que puede ser un gas, un

liquido o un fluido supercritico. La fase movil pasa através de una fase estacionaria, con la que es inmiscible y que se fija
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a una columna o a una superficie solida. Las dos fases se eligen de forma, que los componentes de la muestra se

distribuyen de modo distinto entre la fase movil y la fase estacionaria.

Aquellos componentes que son fuertemente retenidos, por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo
de la fase movil; por el contrario los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez.
Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas que
pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente. Estos resultados se recogen en forma de graficos llamados

cromatogramas®.

La técnica mas usada es la cromatografia liquida de alta resolucién, Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(CLAR) por su sensibilidad, facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion
de especies no volatiles o termolabiles y su aplicacion a sustancias de primordial interés en la industria, como son los

aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, entre otros.

Cromatografia en capa fina.

Por este método se pueden analizar diversos tipos de mezclas de manera cualitativa principalmente. La muestra
para analisis se aplica por medio de un tubo capilar en la superficie de una capa fina adsorbente en forma de banda,
punto o mancha y es adsorbida en la superficie por la accién de fuerzas electrostaticas (Fuerzas de Van der Waals,

puentes de hidrogeno, efectos inductivos, etc). Los adsorbentes mas utilizados son gel de silice, alumina, tierra silicea,
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celulosa y poliamidas. Como soportes del adsorbente se utilizan laminas o placas de vidrio, plasticas o metalicas, algunas

placas tienen indicador de fluorescencia (f254 6 f366).

Figura 43. Cromatografia en capa fina (izquierda) y papel (derecha).

La placa seca se coloca en el tanque cromatogréafico o cAmara, en el cual debe encontrarse saturado el eluyente
(Fase Movil Liquida). El eluyente ascendera o desplazara por capilaridad en la placa y “arrastrara” los componentes a lo
largo de ésta, produciendo “manchas” que representan a los componentes, la separacion se da por migracion diferencial,
es decir que la fase movil “arrastrara” primero a las substancias apolares y aquellas mas polares son retenidas por la fase
estacionaria dando lugar a la separacion. Posteriormente se evapora el eluyente y la placa se analiza por métodos
guimicos. Existe una diversidad de reactivos reveladores entre los mas comunes se encuentran los siguientes, Ninhidrina

para aminas, Acido sulfdrico para carbonizar compuestos organicos, etc., en estos Ultimos la placa se impregna con una
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solucién del reactivo revelador y se calienta para acelerar el proceso, también se pueden revelar las placas por medio de
métodos fisicos Opticos utilizando radiacion UV o luz visible.

El analisis puede ser de tipo cualitativo, semicuantitativo o cuantitativo. En el primero se hacen comparaciones
visuales de color e intensidad y propiedades UV entre otras. En el semicuantitativo se observa diametro y comparacion
visual e intensidad del color de la mancha contra manchas patrones de concentracion conocida. Y en la forma cuantitativa
se pueden realizar medidas de transmisién a través de la sustancia y medidas de emision o medida de luz reflejada
desde la sustancia, y espectrofotometria por fluorescencia®?.

Cromatografia en papel.

El proceso es basicamente el mismo, solo que se usan tiras de papel cromatografico en el tanque
cromatografico.

Cromatografia en Columna.

Se utilizan columnas de vidrio rellenas con la fase estacionaria por ejemplo de alimina, gel de silice u 6xido de
magnesio. La fase movil se encuentra formada por la solucion que lentamente va atravesando la fase estacionaria por

gravedad. La solucion que sale al final de la columna se reemplaza constantemente por nueva solucidon que se suministra
desde un contenedor por la parte superior de la columna.
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Figura 44. Cromatografia en columna

La migracion de las sustancias de la mezcla a través de la columna se encuentra retardada en diferente grado
por las interacciones diferenciales que cada una de ellas pueda ejercer con la fase estacionaria. Las sustancias se
separan gradualmente dentro de la banda total, la separacion, y por tanto la resolucion, aumenta con la longitud y

didmetro de la columna.

CROMATOGRAFIA DE GASES.
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En esta técnica cromatogréafica, la muestra se inyecta y volatiliza en la cabeza de una columna cromatografica.

La elucion se produce por el flujo de una fase movil de un gas inerte y a diferencia de la mayoria de las técnicas
cromatograficas la fase movil no interacciona con las moléculas del analito; su Unica mision es transportar el analito a

través de la columna.

Cromatografia Gas - Sdlido: La fase estacionaria es un solido de gran area superficial sobre el que se adsorbe el
analito. Actualmente sélo se aplica a la separacion de especies de bajo peso molecular (CO,, O,, N, e hidrocarburos).

Los compuestos mas polares son retenidos en la fase estacionaria de manera semipermanente.

En la cromatografia de gases: Cromatografia Gas - Liquido, se usa como fase estacionaria un compuesto
organico polimérico de baja volatilidad, estable térmicamente y con adecuadas caracteristicas de disolvente. Es preciso

sefalar que deben usarse fases estacionarias, similares funcionalmente al compuesto a analizar.
Componentes basicos de un Cromatografo Gases
De forma muy esquematica podemos resumirlos en:

Gas portador, Sistema de Inyeccién de la Muestra, Columna, Detector, Registrador como indica esta imagen
(Figura 45):
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Medidor de

. 2 \ .
pompas de jab6n Registrador

Jeringa ~_
Detector Electrémetro
o
Regulador de o puente
presién a o tArnding visor || _~ Inyector
dos niveles de flujo
[a5]
Controlador
del flujo
Sistema para
N Botella el tratamiento
de gas Columna de datos
portador

Horno termostatizado
para la columna

Figura 45. Esquema Cromatografia de gasesz.

La funcién de cada componente es:

GAS PORTADOR: EIl gas portador debe ser inerte y de alta pureza (He, Ar, N,, CO,, Hy). Su eleccién vendra
determinada por el tipo de detector que se use. Este gas estard en la botella de gas portador que son botellas con

manureductores para poder controlar el caudal.
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SISTEMA DE INYECCION DE MUESTRAS: El método mas comun de inyeccién de muestra implica el uso de una
microjeringa que inyecta la muestra liquida o gaseosa a través de una septa de goma de silicona en una camara de
vaporizacion instantanea situada en la cabeza de la columna. Esta camara normalmente esta a unos 50 °C por encima

del punto de ebullicién del componente menos volatil de la muestra, el cual normalmente es el disolvente™?.

Al inyectar con microjeringas el sistema debe asegurar:

o Que la muestra se vaporice en la cabeza de la columna sin distorsién del gas portador.

o Que la muestra ocupe la minima longitud posible de la columna.

También se encuentra el inyector en columnas empaquetadas en una cdmara de vidrio o cuarzo denominada glass
insert, colocada en un bloque termostatizado a 200-300°C. El gas portador circula a través del bloque, penetra caliente

en el inyector por una parte lateral y arrastra la muestra vaporizada al interior de la columna.

Otro tipo de inyector es el usado en columnas capilares donde la muestra vaporizada debe ser mucho mas
pequefia. Se inyectan volumenes similares a los de las columnas empaguetadas, o bien dejan pasar sélo una pequefia
fraccion de la muestra inyectada a la cabeza de la columna (inyeccién Split), o bien reconcentra el analito gas en la
cabeza de la columna (inyeccion Splitness), o bien vaporizan los analitos una vez que lo ha hecho el disolvente (inyeccion

en-columna).
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COLUMNAS

Las columnas cromatogréaficas varian en longitud desde menos de 2 hasta 60 metros. Se construyen de acero
inoxidable, vidrio, silice fundida, o teflon. A fin de poder ser colocadas en el interior del horno termostatizado,

normalmente son configuradas como helicoides con diametros de 10 a 30 cm.

La temperatura de trabajo es una variable importante para realizar un trabajo preciso, por ello son introducidas
dentro de un horno termostatizado. La temperatura 6ptima de la columna depende del punto de ebullicién de la muestra 'y
del grado de separacion requerido. Normalmente con una temperatura igual o ligeramente superior al punto de ebullicién

promedio de la muestra, se obtienen tiempos de elucién razonables (2 a 30 minutos).

En cromatografia de gases se usan dos tipos generales de columnas, las empaquetadas y las capilares. En las
columnas empaquetadas la fase estacionaria se impregna en un soporte sélido poroso. Este soporte solido debe
mantener inmovil la fase liquida proporcionandole la maxima superficie. Estos soportes sélidos suelen ser tierra de

Diatomeas que son fuertemente adsortivas.

Las columnas capilares son de silice fundida con una capa protectora exterior de poliamida. Su longitud varia entre
los 10 y 60 metros. Su diametro interior oscila entre 0,1-0,32 mm. Su fase estacionaria recubre las paredes internas de la
silice y permiten conseguir mejores eficiencias que las empaquetadas aunque su uso es mas complicado. Este tipo de

columna requiere sistemas especiales de inyeccion de muestra y detectores mas sensibles. En ambas columnas, su fase
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estacionaria est4 unida quimicamente al soporte solido, o que las lleva a ser mas estables frente a la temperatura y
pérdida de fase estacionaria que aquellas en las que la fase estacionaria estd inmovilizada por adsorcién fisica.

DETECTORES

La funcion basica de un detector es la de producir respuestas muy rapidas a pequefias concentraciones de soluto.

Las caracteristicas ideales de un detector en cromatografia de gases son:

1. Adecuada sensibilidad. En general, las sensibilidades de los detectores actuales se encuentran en el intervalo
de 8 a 15 g de analito/s.

2. Una respuesta lineal para los analitos que se extienda a varios 6rdenes de magnitud.

3. Buena estabilidad y reproducibilidad.

4. Un intervalo de temperaturas de trabajo comprendido desde la temperatura ambiente hasta al menos 400 °C.

5. Un tiempo de respuesta corto que lo haga independiente del caudal.

6. Alta fiabilidad y facil manejo. Hasta el punto de estar a prueba de la impericia de operadores inexpertos.

7. Respuesta semejante para todos los analitos, o por el contrario, una respuesta selectiva y altamente predecible
para una o mas clases de analitos.

8. No sea destructivo de la muestra.

Actualmente no existe el detector que relina todas esas caracteristicas.
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Los detectores mas generalizados son:

Detector de conductividad térmica (TCD): Es totalmente universal y muy sencillo, aunque no es muy sensible.
Se emplea basicamente en el andlisis de gases. Su baja sensibilidad impide usarlo con columnas capilares. Los gases
gue salen de la columna entran en un compartimiento en el que se encuentra un filamento caliente, cuya temperatura
depende de la capacidad del gas que le rodea en disipar calor, esto es, su conductividad térmica. En el momento en que
se eluye de la columna un compuesto con diferente conductividad térmica que el gas portador, la temperatura del
filamento varia, y por tanto su resistencia eléctrica, lo que es registrado en forma de aumento o disminucion de la

corriente.

Detector de ionizacion a la llama (FID): Es el mas usado. Esto se debe porque es practicamente universal para
los compuestos organicos, donde es bastante sensible y tiene un comportamiento excelente. Los gases que eluyen de la
columna son introducidos en una llama formada por H, y aire cuya conductividad eléctrica estd permanentemente
registrada. En el momento es que un compuesto de carbono se eluye de la columna, se quema y durante la reaccion de

combustion se generan electrones y otras especies cargadas que alteran la conductividad eléctrica de la llama.

Detector de captura de electrones (ECD): Este detector es selectivo para las moléculas que contienen atomos
electronegativos, como peréxidos o halégenos e insensible a compuestos como aminas, alcoholes, o hidrocarburos. Por
lo que se emplea en el analisis de pesticidas halogenados. Se trata de un detector tremendamente sensible y en algunos

casos hasta inestable. El eluyente de la columna se hace circular entre un pequefio nucleo de un metal radiactivo que
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emite electrones (particulas), y un electrodo cargado positivamente que los recibe. En el momento en que la columna
eluye una especie de atomos electronegativos, capaces de capturar a dichos electrones, se detecta una disminucién de

la corriente del electrodo.

Detector Termoidnico (TID): Se trata de un detector selectivo de los compuestos organicos que contienen fésforo
y nitrégeno. En comparaciéon con un FID, el TID es 500 veces mas selectivo para los compuestos que contienen fésforo y
50 veces mas con los compuestos continentes de nitrdgeno. Un detector termoidnico tiene una configuracion similar al
detector de llama. El eluyente de la columna se mezcla con hidrogeno, pasa a través de la llama y se quema. El gas
caliente fluye alrededor de una bola de silicato de rubidio calentada eléctricamente. La bola caliente forma un plasma que
alcanza una temperatura de 600 a 800 °C. Esto provoca que se produzcan una gran cantidad de iones a partir de las
moléculas que contienen fésforo o nitrégeno, lo que resulta en una gran corriente de iones, la cual se utiliza para la

determinacién de compuestos que contienen esos dos elementos.

Detector de Emision Atémica (AED): Es el detector mas reciente y se encuentra a la venta. En este detector el
eluyente se introduce en un plasma de helio obtenido por microondas que se acopla a un espectrofotometro de emision
con series de diodos. El plasma es suficientemente energético como para atomizar todos los elementos de una muestra,

excitarlos, y asf obtener los espectros de emision™?.

Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina LX



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (CLAR)

En cromatografia liquida, la fase mévil es un liquido que circula a través de una columna en la que esta contenida
la fase estacionaria. La fase movil no sélo arrastra al analito, sino que existen interacciones intensas entre el analito y la

fase movil.

La retencién en cromatografia depende de:

v La fase movil.
v La fase estacionaria.

v El analito.

Todas las especies que pueden disolverse pueden separarse eligiendo la combinacién adecuada de fase mévil y

fase estacionaria.

La cromatografia liquida se clasifica segun el lecho cromatografico:

o Cromatografia Liquida: La columna es de vidrio y se usa para mezclas complejas, la cual se abordo
anteriormente.
o Cromatografia de alta resolucion o CLAR: La columna es de acero inoxidable.
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El método de CLAR consta de una columna de acero inoxidable de 10-30 cm de longitud, y un diametro interno de
4-10 mm. Las particulas de la fase estacionara son de un tamano aproximado a las 5-10 pum. Cabe destacar que separa

con gran eficacia, identifica los compuestos separados por la columna y ademas lo cuantifica por su altura o area de

picos en el cromatograma®?.

Componentes basicos en un equipo de cromatografo de liquidos:

De forma esquemaética los componentes basicos son:
Sistema de suministro, Inyector, Columna, Detector, Registrador, Bombeo y conducciones de la fase mévil. En la

Figura 46 pueden observarse con mas detalle:
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Figura 46. Esquema de un aparato de CLAR™.
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SISTEMA SUMINISTRO DE LA FASE MOVIL:

Se trata de uno o varios reservorios para los disolventes. Sirve para desgasificar y eliminar particulas en

suspension de los disolventes que interfieren formando burbujas en los sistemas de deteccion.

SISTEMA DE BOMBEO DE LA FASE MOVIL:

Se usan bombas para impulsar a la fase moévil y deben cumplir los siguientes requisitos:

Deben vencer altas presiones.
Proporcionar caudales estables entre 0,1 y 10mL/min.
Deben estar libres de pulsaciones y tener volimenes muertos pequefos.

Deben estar construidas de materiales resistentes a la presion y a las agresiones quimicas.

NN

Facil manejo y mantenimiento.

Se utilizan tres tipos de bombas:

v Bombas reciprocas
v Bombas de desplazamiento

v Bombas neumaticas.
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INYECTORES:

Son los encargados de introducir la muestra en la cabeza de la columna de forma reproducible y adecuada.

v Septa: Inyecta la muestra mediante una jeringa. Se usa poco y no permite mucha presion.
v Bucle de muestreo: Este dispositivo normalmente se encuentra integrado en el equipo cromatografico y

existen bucles intercambiables que permiten la eleccion de tamafios de muestra.

PRECOLUMNAS:

Se colocan delante de la columna para eliminar la materia en suspension y los contaminantes de los disolventes.
La composicién del relleno de la precolumna debe ser semejante al de la columna. Aunque el tamafio de particula es

mayor para minimizar la caida de presion. En muchas ocasiones se usan para aumentar la vida de la columna.

COLUMNA:

Normalmente son de acero inoxidable de diametro interno uniforme aungque en ocasiones se encuentran tubos de

vidrio de paredes resistentes.
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La mayoria de las columnas de cromatografia de liquidos tienen una longitud entre 10 y 30 cm. Generalmente son
rectas y se pueden alargar, si es necesario, acoplando dos o mas columnas. El diametro interno de las columnas es a

menudo de 4 a 10 mm y los tamarfios de las particulas de los rellenos mas comunes son 3,5y 10 um.

Las fases estacionarias mas comunes son las de particulas de silice pero también se usa la alimina, polimeros

porosos y resinas de intercambio iénico.

La columna mas utilizada es la de 25 cm de longitud y 4,6 mm de didmetro interno, empaquetada con particulas de

5 um. Estas columnas tienen de 40 000 a 60 000 platos tedricos/metro.

Desde hace poco, se han empezado a fabricar columnas de alta resolucibn mas rapidas, las cuales tienen
menores dimensiones que las anteriormente descritas. Estas columnas pueden tener didmetros internos que oscilan

entre 1y 4,6 mm y se rellenan con particulas de 3 0 5 pum. A menudo su longitud es de 3 a 7,5 cm.

Pueden tener hasta 100 000 platos tedricos/metro y presentan la ventaja de la rapidez y del minimo consumo de
disolvente caracteristica muy importante ya que los disolventes de alta pureza que se requieren en cromatografia de

liqguidos son muy caros.
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DETECTORES:

A diferencia de la cromatografia de gases, en CLAR no existen detectores tan universalmente aplicables, ni tan
fiables. En lo que si coinciden cromatografia de gases y CLAR, son las cualidades enumeradas en los detectores de

cromatografia de gases (Figura 47).

En CLAR existen dos tipos basicos de detectores:

1) Los basados en una propiedad de la disolucion: Que corresponden a una propiedad de la fase mévil, como el
indice de refraccion, la constante dieléctrica, la densidad, etc.
2) Los basados en una propiedad del soluto: Es decir, responden a alguna de las propiedades del soluto, como la

absorbancia UV, fluorescencia, intensidad de difusién, que no son propias de la fase movil.
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Absorbancia Si¢ 100 pg-1 ng 1 pg
Fluorescencia Sif 1-10 pg 10 fg
Electroquimico Si¢ 10 pg-1 ng 100 fg
Indice de refraccion Si 100 ng-1 ug 10 ng
Conductividad Si 500 pg-1 ng 500 pg
Espectrometria de masas Si¢ 100 pg-1 ng 1 pg
FT-IR Si? 1 pug 100 ng
Dispersion de luz* Si 10 pg 500 ng
Actividad optica No - 1 ng
Selectivo de elemento No 10 ng
Fotoionizacion No I pg-1 ng

* El LOD de masa se calcula para una masa inyectada que proporciona una sefial igual a cinco veces
ruido o, empleando un compuesto de masa molecular 200 g/mol ¢ inyectando 10 uL en LC convencio
o 1 uL en LC con columnas microcapilares.

* La misma definicién que en a, pero el volumen inyectado por lo general es menor.

¢ Disponible comercialmente sélo para LC con columnas microcapilares.

‘ Disponible comercialmente, todavia muy caro.

“ Incluyendo la dispersion de luz de bajo dngulo y la nefelometria.

(Tomado con autorizacion de E. S. Yeung y R. E. Synovec, Anal. Chem., 1986, 58. 1238.)

Figura 47. Detectores mas comunmente usados en CLAR.

A continuacion se hace una breve descripcién de algunos de ellos:
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Detectores de Absorbancia: Miden la absorbancia de los eluyentes de una columna cromatogréafica. Muchos
detectores de absorbancia son dispositivos de doble haz, uno de los haces pasa por la cubeta de flujo y el otro a través
de un filtro que reduce su intensidad. Para comparar las intensidades de los dos haces se usan detectores fotoeléctricos
contrastados. En cualquier caso, el cromatograma consiste en una representacion en funcion del tiempo del logaritmo del
cociente de las dos sefales transducidas. También se utilizan instrumentos de un solo haz, en cuyo caso, las medidas de
intensidad del disolvente se almacenan en la memoria de un ordenador y al final se recuperan para el calculo de la

absorbancia.

Detectores de Fluorescencia: La fluorescencia es detecta por medio de un detector fotoeléctrico colocado
perpendicularmente respecto al haz de excitacion. Los detectores mas sencillos utilizan una fuente de excitacion de

mercurio, y uno o mas filtros para aislar la radiacion fluorescente.

Detectores de indice de refraccién: Tienen la ventaja de que responden a casi todos los solutos. Es decir, son
detectores universales analogos a los detectores de llama en cromatografia de gases. Ademas de ser confiables, no
dependen del caudal, son muy sensibles a los cambios de temperatura, y se matienen a una temperatura constante. Por
otra parte, no son tan sensibles como la mayoria de los demas detectores, y por lo general no se pueden utilizar en la

elucién con gradiente.

Detector de dispersidon de luz: El eluyente de la columna pasa a un nebulizador donde se convierte en una fina
niebla gracias a un flujo de nitrégeno o aire. Estas finas gotitas pasan por un tubo de conduccion a una determinada

temperatura de forma que se evapora la fase moévil y se originan particulas de analito. Estas particulas pasan a traves de
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un laser y por un fotodiodo de silicio se detecta la radiacion dispersada perpendicularmente al flujo. Su principal ventaja

es que resulta ser mas sensible que el detector de indice de refraccion.

Detectores Electroquimicos: Actualmente hay varios tipos de detectores electroquimicos, que se basan en

cuatro métodos: amperometria, voltamperometria, coulombimetria y conductimetria.

Analizador de espectrometria de masas: Consiste en el acoplamiento de la cromatografia de liquidos con la
espectrometria de masas. De forma general se pueden obtener tanto cromatogramas a tiempo real como reconstruidos

por ordenador hasta los espectros de los picos eluidos™?.

METODOS CROMATOGRAFICOS EN CLAR:

Hay cinco métodos cromatogréficos:

Cromatografia de reparto:
Cromatografia en fase normal.
Cromatografia en fase reversa.
Cromatografia ionica.

Cromatografia de exclusion.

N NN R

Cromatografia de adsorcion.
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La cromatografia de reparto es hoy en dia el método mas utilizado. La cromatografia de reparto se divide en fase
normal, y fase reversa, cuyas principales diferencias radican en las distintas polaridades de sus fases estacionarias y

moviles.

En la cromatografia de fase reversa su fase estacionaria en apolar, y la fase maovil polar. Las fases estacionarias
han sido obtenidas haciendo reaccionar quimicamente los centros silanoles activos de la silice con un trialquilclorosilano.
La retencion se produce en esta especie de capa liquida depositada quimicamente como consecuencia de la distinta

solubilidad relativa entre la fase estacionaria ( apolar) y la fase movil (polar)(Figura 48).

Los compuestos mas retenidos son los mas apolares. La retencion y selectividad se controlan fundamentalmente
con la composicion de la fase mavil. Para obtener una fase movil de fuerza de elucién éptima, se ensayan mezclas de

metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano en agua.
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CROMATOGRAFIA EN FASE INVERSA

Fase movil de alta polaridad

e

—Tiempo —+

Fase movil de polaridad media

AYBYC

Tiempo ——

Figura 48. Las polaridades de los solutos en fase reversa son A>B > C.

Actualmente, el 75% de los andlisis con CLAR se realizan en fase reversa. Permite un andlisis directo de muestras
acuosas y de compuestos solubles en agua o en disolventes relativamente polares (metanol). Si se compara con la de

adsorcion, su comportamiento cromatografico es excelente.
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La cromatografia ibnica se usa para separar y determinar especies idnicas. La fase movil es un liquido acuoso y
salino que contiene un disolvente organico como metanol o acetonitrilo y un compuesto iénico que aporta un contra-ion
de carga opuesta al analito. La elucién de los pares i6nicos se consigue mediante una disolucion acuosa de metanol u
otro disolvente organico miscible en agua. La fase estacionaria es una resina de intercambio i6nico. Se trata de un
material polimérico (Ej: poliestireno), que contiene muchos grupos funcionales por molécula y practicamente insoluble en

agua.

Hay dos tipos de cromatografia idnica, que se clasifican segun el método empleado, para evitar que la alta

conductividad de la fase movil interfiera en la medida de conductividad del analito.

Una con detector conductimétrico y supresion quimica: Se coloca una columna supresora del eluyente
inmediatamente después de la columna analitica (de baja capacidad). Esta columna supresora es un intercambiador
i6nico de alta capacidad y de signo opuesto a la columna analitica, que convierte los iones del eluyente en especies
moleculares poco ionizadas y no retiene los iones del analito. La columna supresora se debe regenerar periédicamente.
Veamos las reacciones entre el eluyente y el supresor: La primera reaccion de la Figura 49 corresponde a la columna

analitica cuando es catiénica®?.

La ecuacion 2 de la Figura 49 corresponde a la columna analitica cuando es anibnica:
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H'@e) + Cl'ac) + Resina’OH'(s) @2 Resina’Cl(s) + H20 Ecyacion 1
supresor
Na'(a)+ HCO3 (ac) + ResinaH' (s) € ResinaNa'(s) + H,CO, Ecuacion2
supresor

Figura 49. Esquemas de reacciones en cromatografia con detector conductimétrico y supresion quimica.

Y otra con detector conductimétrico y supresion electronica: Se utilizan fases moviles de conductividades muy
bajas y diluidas. Su conductividad se corrige de forma electronica. Comparada con la supresion quimica, requiere un

equipo mas sencillo y menos sensible.

También conocida como cromatografia en geles permeables o de filtracién en geles. Es una técnica que se aplica
particularmente a especies de alto peso molecular. La fase estacionaria esta compuesta de particulas de silice o
polimeros en forma de gel, que contienen una red de poros uniformes. La retencion esta basada en el tamafio de las
moléculas. Si las moléculas son mas grandes que los poros, no pueden penetrar en ellos (s6lo pasan las particulas), y
son las primeras que se eluyen. Si las moléculas son mas pequefias que los poros, penetran en ellos recorriendo
caminos mucho mas largos, y seran las ultimas en eluir. Si las moléculas tienen un tamafio intermedio, podran penetrar
en los poros mas grandes (camino recorrido intermedio). Por tanto, el tiempo de retencion medio en los poros, depende

del tamafo afectivo de las moléculas de los analitos.
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La retencién no se controla regularmente con la fase movil, se controla eligiendo la fase estacionaria, cuya eleccion

vendra determinada por:

v Si la separacion se realiza en fase acuosa (filtracion en gel), o en fase organica.

v El rango de pesos moleculares (tamafios) que contiene la muestra que queremos analizar.

Cabe observar, que este tipo de separacion difiere de los demas que han sido considerados, en que no implica una
interaccion quimica o fisica entre los analitos y la fase estacionaria. De hecho, se procura evitar este tipo de

interacciones, dado que originan una mala separacion®*.

Métodos de identificacion y caracterizacion

Para la identificacion y caracterizacion de los compuestos se utilizan fundamentalmente la espectrometria de
masas, la espectroscopia infrarroja, ultravioleta, resonancia magnética nuclear ( "Hy ~°C) y cristalografia, que en conjunto

dan informacion de las caracteristicas estructurales de un compuesto®*.

Espectrometria de masas (EM)

La Espectrometria de Masas es una poderosa técnica microanalitica usada para identificar compuestos y para

elucidar la estructura y propiedades quimicas de moléculas. La deteccion de compuestos puede ser llevada a cabo con
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cantidades realmente pequefias de muestra y obtener informacion caracteristica como el peso y la estructura del analito.
En la técnica clasica de impacto electrénico (electron ionization EI), se bombardea a la molécula con electrones y algunas
de las moléculas ionizadas del analito “explotan” en una variedad de fragmentos ionizados, el patrén de fragmentacion
resultante, asi, como los iones residuales constituyen el espectro de masas. En principio, el espectro de masas de cada

compuesto es Unico y puede ser usado como una “huella quimica” para caracterizar el analito.

La espectrometria de masas atomicas es una herramienta muy versatil y util para identificar los elementos
presentes en una muestra y determinar las concentraciones de cada una de las materias que la componen. Esta técnica
nos permite determinar practicamente todos los elementos del sistema periddico y ofrece numerosas ventajas frente a las

técnicas espectofotométricas ya que:

. Los limites de deteccidén que son mas sensibles.
. Espectros notablemente mas sencillos, generalmente Unicos y con frecuencia facilmente interpretables.
. Capacidad para medir relaciones isotdpicas atémicas.

En cambio, también tienen una serie de desventajas que no podemos obviar como:

. El costo del instrumento es de dos a tres veces el de los instrumentos Gpticos atdmicos.

. Contiene unas determinadas interferencias.

La espectrometria de masas es capaz de proporcionar informacion acerca de:

. La composicion elemental de las muestras: de esta se encarga la espectrometria de masas atémica.

. De la composicién de las moléculas inorganicas, organicas y biolégicas.
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. De la composicion cualitativa y cuantitativa de moléculas.

. De las relaciones isotopicas de atomos en las muestras.

Hoy en dia, esta técnica contintda teniendo los mismos fundamentos que en su origen, aunque el espectrometro de
hoy en dia poco tenga que ver con su predecesor. La espectrometria de masas se fundamenta en la separacion de

particulas moleculares o atémicas por su diferente masa*?.

El proceso de la espectrometria de masas comprende basicamente cuatro etapas:

. lonizacion de la muestra.

. Aceleracién de los iones por un campo eléctrico.

. Dispersion de los iones segun su masa/carga.

. Deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefial eléctrica.
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Figura 50. Esquematizacion del paso de una muestra por los principales componentes de un instrumento de espectroscopia de masas.

A. lonizacion de la muestra .

La ionizacion de la muestra se consigue por bombardeo mediante electrones (e-).

B. Aceleracion de los iones por un campo eléctrico.

Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina LXXVIII



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

Convertimos una fraccion significativa de los atomos formados en la etapa 1 en un flujo de iones, generalmente
positivos y de carga Unica. La velocidad que adquieren viene regida por la formula:

V =[2eV/m]%2

Donde V es el potencial aplicado, “e” la carga del electrén y “m” la masa. Cuando las particulas aceleradas se
someten a la accion de un campo magnético (H) describen una trayectoria circular de radio (r) alrededor de este campo,

desarrollando una fuerza centrifuga mv2/r, la cual es igual a la fuerza de atraccion del campo.

De esto deducimos que el radio es igual a:

r=(2Vm/H2e) %
C. Dispersion de los iones segun su relacion masal/carga .
Basandonos en la ecuacion anterior podemos calcular la relacion m/e que es:
m/e = H2r2/2V

Dado que la mayoria de los iones formados en la segunda etapa tienen una sola carga y que el resto de

parametros se mantienen constantes, la relacion m/e suele ser la masa del ion. La utilidad analitica de un espectrometro
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de masas depende de la resolucion del instrumento, o capacidad del mismo para separar dos particulas de diferente

masa.

D. Deteccidén de los iones y produccion de la correspondiente sefal eléctrica.

El ordenador al que esta conectado el analizador recoge las distintas sefiales y las reproduce en forma de

espectrograma, formato de facil interpretacion.

Basicamente un espectrémetro de masas consta esencialmente de las siguientes partes:

. Sistema de entrada de muestras.
. Cémara de ionizacion.

. Acelerador.

. Analizadores.

. Detector.

Sistema de entrada de muestras.

En el sistema de entrada de muestras, un micromol 0 menos de la muestra se convierte al estado gaseoso por
calentamiento a unos 400°C y se introduce lentamente en la camara de ionizacion. La finalidad del sistema de entrada es
permitir la introduccion de una muestra representativa en la fuente de iones con la minima perdida de vacio. En los

espectrometros de masas mas modernos encontramos diferentes tipos de sistemas de entrada:
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. Sistemas indirectos de entrada: es el sistema mas clasico y el mas simple, en el cual la muestra se
volatiliza externamente y se introduce en la region de ionizacion que esta a baja presion. El sistema de entrada es

normalmente de vidrio para evitar posibles pérdidas por adsorcion.

. Entrada por sonda indirecta: los liquidos y los sélidos no volatiles se pueden introducir en la region de
ionizacion mediante un soporte para muestra o sonda, el cual se inserta a través de un cierre de vacio. El sistema de
cierre se utiliza para controlar la cantidad de aire que entra después de la insercibn de la sonda en la region de
ionizacion. Las sondas también se usan cuando la cantidad de muestra es limitada ya que se pierde mucha menos

cantidad.

. Sistemas de entrada cromatrogréficos y de electroforesis capilar: es un tipo de sistema de entrada
especial, estd indicado su uso cuando al espectrémetro de masa va acoplado un sistema de cromatografia de gases o de
liquidos de alta eficacia 0o a columnas de electroforesis capilar que permiten la separacion y determinacion de los

componentes de mezclas complejas.

o Camara de ionizacion

Las fuentes de iones de los espectrometros de masas, todas tienen unas caracteristicas comunes, pese a la
variabilidad de tipos existente y es que todas transforman los componentes de una muestra en iones. En muchos casos el

sistema de entrada y la fuente de iones estan combinadas en un Unico componente. En todos los casos, se obtiene un
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haz de iones positivos 0 negativos (normalmente positivos) que posteriormente se aceleran hacia el interior del analizador

de masas o sistema separador a través del acelerador.

La formacién de iones del analito es el punto de arranque de arranque de un analisis por espectrometria de masas.
El aspecto de los espectros de masas para distintas especies moleculares, depende en gran medida del método utilizado

para la formacién de los iones. Estos métodos los podemos dividir en dos categorias:

. Fuentes de fase gaseosa: en estas primero se volatiliza la muestra y luego se ioniza.

Estan generalmente restringidas a compuestos térmicamente estables que tengan puntos de ebullicibn menores de
unos 500°C. En la mayoria de los casos, estos requerimientos limitan la utilizacion de las fuentes de fase gaseosa a

compuestos con pesos moleculares menores de unos 103 Daltons.

Son aplicables a muestras no volatiles y térmicamente inestables. Normalmente los espectrémetros de masas
estan equipados con accesorios que permiten intercambiar ambos tipos de fuentes. Son aplicables a compuestos que

tienen pesos moleculares superiores de 1000 Daltons.

* Fuentes de desorcion: en estas la muestra en estado solido o liquido, se transforman directamente en iones

gaseosos.
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Las fuentes de iones se pueden clasificar también en fuentes duras y fuentes blandas.

. Fuentes duras: comunican suficiente energia a las moléculas para que estén en un estado de energia
altamente excitado. La relajacion posterior, implica la rotura de las uniones produciendo iones fragmentados. Su espectro
da lugar a muchos picos y nos da informacion acerca de la naturaleza de los grupos funcionales e informacion estructural

de los analitos.

. Fuentes blandas: dan lugar a poca fragmentacion y el resultado es un espectro con muy pocos picos

dandonos informacion util ya que nos permite la determinacion exacta del peso molecular de la molécula o moléculas

TIPOS DE CAMARAS DE IONIZACION.

FUENTES DE FASE GASEOSA

. Impacto de electrones (El).

Se somete a la muestra a una temperatura suficientemente elevada (normalmente mediante un filamento caliente
de wolframio o de renio) como para producir un vapor molecular, el cual posteriormente se ioniza bombardeando las
moléculas originadas con un haz de electrones de elevada energia. Pese a sus desventajas, esta técnica es la que se ha

usado para determinar la mayoria de los espectros que componen las colecciones de espectros.
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. Fuentes de ionizacion quimica.

En la ionizacién quimica los &tomos gaseosos de la muestra (tanto de un sistema de entrada indirecto como de
una sonda caliente) se ionizan al colisionar con los iones producidos al bombardear con electrones un exceso de gas
reactivo (normalmente metano). Normalmente se utilizan iones negativos, aunque la ionizacion quimica de iones

negativos se utiliza ocasionalmente en aquellos analitos que contienen atomos muy electronegativos.

. Fuentes de ionizacién por campo.

En las fuentes de ionizacion por campo, los iones se forman bajo la influencia de un campo eléctrico elevado (108
V/cm). Estos campos se producen al aplicar elevados potenciales (10 a 20 kV) a emisores especialmente construidos.
Que estan formados por numerosas puntas finas cuyos didmetros son menores a 1 um. A menudo estos emisores
adquieren la forma de un fino hilo de wolframio en el cual se han formado dendritas o filamentos microscopicos de
carbono por pirélisis de benzonitrilo en un campo eléctrico elevado. El resultado de este tratamiento es la aparicién de
centenares de microagujas de carbon que emergen desde la superficie del hilo. En este caso el analito adquiere poca

energia vibracional y rotacional por lo que tiene poca fragmentacion.

. FUENTES DE DESORCION .

En las dos ultimas décadas se han desarrollado numerosos métodos de ionizacion por desercion para tratar

muestras no volatiles o termodinamicamente inestables. Estas técnicas prescinden de la volatilizacion y de la posterior
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ionizacion y en su lugar se suministra energia a la muestra sélida o liquida de diversas maneras, de modo que se provoca

la formacion directa de iones gaseosos. Como consecuencia se obtienen espectros muy simplificados.
Fuentes de desorcion por campo (FD).

Esta fuente de ionizacién usa un emisor con multiples puntas, similar al usado en las fuentes de ionizacion por
campo. En este caso el electrodo se coloca sobre una sonda que puede retirarse y recubrirse con una disolucion de la
muestra, después de reinsertarla la ionizacién se produce tras proporcionar un potencial elevado a este electrodo. En
ocasiones es necesario calentarlo haciéndole pasar una corriente pero puede ocurrir una degradacion térmica antes de

completarse la degradacion.

Desorcion/ionizacién por laser asistida por una matriz.

Esta técnica de reciente descubrimiento nos permite calcular pesos moleculares exactos de extractos de

biopolimeros polares en un intervalo de masas moleculares de varios cientos de miles de Daltons.

En esta técnica se mezcla una disolucion acuoso/alcohdlica de la muestra con un exceso de una sustancia matriz
qgue absorbe la radiacién. La disolucion resultante se evapora en la superficie de una sonda metélica que se utiliza para la
introduccion de la muestra. La mezcla sélida se expone a la acciébn de un haz de laser pulsante, provocando la

sublimacién del analito a iones que son introducidos en un espectrometro de tiempo de vuelo para el analisis de masas.
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lonizacion por electronebulizacion.

Esta técnica se ha convertido en una de las mas importantes para el analisis de biomoléculas de pesos superiores
a 100 000 Daltons.

Se realiza en condiciones atmosféricas de presion y temperatura. La disolucion de la muestra se bombardea a
través de una aguja capilar de acero inoxidable a un flujo de algunos microlitros por minuto. Las agujas se mantienen a
un potencial de varios kV con respecto al electrodo cilindrico que rodea a dicha aguja. La niebla de finas gotitas cargadas
resultantes pasa a través de un capilar de desolvatacion donde se produce la evaporacion del disolvente y de las
moléculas del analito y donde estas adquieren la carga. Debido a que las gotitas se vuelven mas pequefias por la

evaporacion del disolvente, su densidad aumenta produciéndose la desorcion de los iones en la atmdsfera gaseosa.

Fuentes de bombardeo con atomos rapidos (FAB).

Con este tipo de fuentes, las muestras en un estado condensado, a menudo en una matriz de una disolucién de
glicerol, se ionizan por bombardeo con atomos de xendn o argon de elevada energia. Tanto los iones positivos como
negativos del analito son expulsados de la superficie de la muestra por un proceso de desorcion.
El haz de atomos rapido se obtiene pasar iones acelerados de argon o xenon de una fuente o cafion de iones a traves de
una camara que contiene atomos de argén o xenén a una presion de unos 10-5 torr. Setos experimentan una reacciéon de

intercambio de electrones en resonancia con los atomos obteniéndose un haz de atomos de alta energia.
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Desorcion por plasma (PD).

El deterioro del 252cf produce dos fragmentos de fision que viajan en direcciones opuestas. Un fragmento golpea
la muestra anulando entre 1-10 iones analiticos. El otro fragmento golpea un detector y desencadena la puesta en

marcha de la adquisicion de datos. Este método es especialmente interesante para moléculas largas de origen biolégico.
Espectrometria de masas de iones secundarios (EMIS).

Un haz de luz ionizado primitivo como 3He+,160+, o 40Ar+ es acelerado y enfocado hacia la superficie de la
muestra y se dispersa entrando dentro de la fase gas. Aproximadamente el 1% del material dispersado entra en forma
ionizada, el cual ya puede ser analizado. SIMS tiene la ventaja que puede ser continuamente chisporroteado desde la
superficie y determinar las concentraciones analiticas en funcion de la distancia desde la superficie original (perfil de
profundidad).

lonizacién por termonebulizacién (TS).
La ionizacidon por termonebulizacién se usa para elementos reflectantes. Una muestra es depositada encima de

una cinta metalica, que puede ser de Pt o Re y una corriente eléctrica calienta el metal a altas temperaturas. La cinta es

revestida de grafito que reduce la desfragmentacion.
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. Sistema acelerador.

En el sistema acelerador las particulas ionizadas producidas por el impacto de los electrones son obligados a
atravesar una primera ranura aceleradora por una pequefia diferencia de potencial. Entre esta primera y una segunda
ranura existe una diferencia de potencial muy elevada que imprime a las particulas su velocidad final. Una tercera ranura

actia como colimador del haz de particulas.

. Analizadores de masa.

Para la separacion de iones con diferente relacion m/e se dispone de varios dispositivos. Lo ideal es que el
analizador fuera capaz de distinguir entre diferencias muy pequefias de masa. Ademas, los analizadores deberian de
permitir el paso del numero suficiente para producir corrientes idnicas faciles de medir. Al igual que sucede con los
monocromadores 6pticos, a los que los analizadores son analogos, estas dos propiedades no son compatibles y se debe

de llegar a un equilibrio que esté regido por la resolucion del espectrémetro de masas.

Existen diferentes tipos de analizadores de masas:

. Analizadores de sector magnético: los analizadores de sector magnético utilizan un iman permanente o
un electroiman para hacer que el haz procedente de la fuente de iones se desplace con una trayectoria circular de 180,

90 o0 60°. Estos analizadores también son llamados de enfoque simple (Figura 51).
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Figura 51. Diagrama esquematico de un analizador de masas de sector magnético equivalente a los utilizados en espectrometria de masas.

Espectrometros de doble enfoque: este término se usa en los espectrometros en los cuales las aberraciones
direccionales y las aberraciones de energia de una poblacion de iones se minimizan simultdneamente. El doble enfoque

se consigue utilizando combinaciones de campos magnéticos y electrostaticos cuidadosamente seleccionados.

. Espectrometro de masa cuadrupolar: son normalmente menos caros y mas robustos que los de sector
magnético, ademas también ofrecen la ventaja de emplear tiempos de barrido pequefios (<100 ms), lo cual es
particularmente util para realizar barridos de picos cromatrograficos en tiempo real. Son, con diferencia los mas utilizados

hoy en dia.

Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina LXXXIX



Aislamiento y elucidacion estructural de los glicdsidos triterpénicos de Stenocereus Zopilotensis

lones con
trayectorias

inestables Detector
A de iones

Fuente \
de iones =
-

= ; lones con
"5 S .| trayectorias
\ S R estables
\\

LCJ\* Voltajes continuos

D\ H y alternos

Figura 52. Diagrama de un espectrometro de masa cuadrupolar, que es uno de los tipos de analizadores de masa mas utilizados en espectrometria de

masas dado su bajo precio y robustez.

. Analizadores de masas de tiempo de vuelo (TOF): en estos aparatos se producen los iones positivos
periddicamente por bombardeo de la muestra con impulsos de electrones, de iones secundarios o de fotones generados
por laser. Los iones producidos de esta forma son acelerados en un tubo analizador libre de campo mediante un campo
eléctrico pulsante de 103 a 104 V. La separacion de los iones en funcién de la masa se produce durante su recorrido
hacia el detector, situado al final del tubo. Estos aparatos presentan ventajas como la robustez, simplicidad, facil acceso a
las fuentes de iones y el virtualmente ilimitado intervalo de masas, pero tienen no obstante una sensibilidad y una

resolucioén limitadas.
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. Analizadores de trampa de iones: es un dispositivo en el que los cationes 0 aniones gaseosos pueden
formarse y quedar confinados durante largos periodos de tiempo por la accion de campos eléctricos y/o magnéticos. Los

espectrometros de trampa de iones son mas robustos, compactos y mas econdmicos que los anteriores.

. Transformada de Fourier (FT): Como sucede con los instrumentos de infrarrojo y de resonancia magnética
nuclear, los espectrometros de masas de transformada de Fourier proporcionan mejores relaciones sefal/ruido,

velocidades mayores y sensibilidad y resolucién mas elevadas.

La parte fundamental de un instrumento de transformada de Fourier es una trampa de iones en la cual los iones
circulan en orbitas bien definidas durante largos periodos. Tales cavidades se construyen aprovechando el fenbmeno de
resonancia ionica ciclotronica. La resolucion en espectrometria de masas de transformada de Fourier esta limitada por la

precision en la medida de la frecuencia mas que por las rendijas o las medidas de campo.

Es posible alcanzar una resolucién extremadamente elevada (superior a 106) dado que las medidas de frecuencia

se pueden realizar con elevada precision®.

Detectores.

Los iones procedentes del sistema acelerador llegan al detector el cual generalmente estad constituido por un

catodo emisor que al recibir el impacto producido por las particulas cargadas emite electrones. Estos electrones son
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acelerados hacia un dinodo el cual emite varios electrones mas al recibir el impacto de cada electron. Este proceso se
repite varias veces hasta obtenerse una cascada de electrones que llega al colector lograndose una corriente fuertemente
amplificada, por un procedimiento muy similar al que se utiliza en los tubos fotomultiplicadores. La corriente obtenida

puede amplificarse de nuevo por procedimientos electrénicos y se lleva a un sistema registrador.

OBTENCION Y ANALISIS DE UN ESPECTROGRAMA DE MASAS.

Como consecuencia del bombardeo electrénico en la cAmara de ionizacién, las moléculas se rompen en una serie
de fragmentos, siempre gque una misma molécula se rompa en las mismas condiciones nos dara el mismo tipo y nimero

de fragmentos y constituyen la fragmentacion patron.

Gracias a esto se pueden determinar que es la muestra por comparacién y por otra parte, la intensidad relativa de

los distintos picos, permite deducir la proporcién en que cada componente se encuentra en la muestra.

El pico del espectrograma que aparece con valor mas elevado de m/e corresponde a la molécula ionizada sin
fragmentar y recibe el nombre de masa patron. Esta masa patron nos permite determinar con rapidez y precision la masa
molecular, siempre que se opere con una tension de ionizacidn no excesivamente elevada, la cual produciria la

fragmentacion total de la molécula.
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demas picos se expresan en porcentajes de la intensidad del pico base® (Figura 53).

El pico de mayor abundancia relativa del espectrograma de masa se llama pico base. Las intensidades de los

Figura 53. Aspecto clasico de un espectrograma de masas, en el que se sefialan su pico base

y su ién molecular méas importante.

La Figura 53 nos indica la abundancia relativa y la relacion m/z de cada uno de los elementos presentes en el

analito.
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APLICACIONES DE E.M.

Las aplicaciones son tan numerosas y abarcan tantos campos que resulta complicado citarlas todas, a

continuacion veremos las mas caracteristicas:

. Elucidacion de la estructura de moléculas organicas y biolégicas.

. Determinacion del peso molecular de péptidos, proteinas y oligonucleicos.

. Identificacion de los compuestos de cromatogramas en capa fina y papel.

. Determinacion de secuencias de aminoacidos en muestras de polipéptidos y proteinas.

. Deteccion e identificacion de especies separadas por cromatrografia y electroforesis capilar.
. Identificacion de drogas de abuso y sus metabolitos en sangre, orina y saliva.

. Control de gases en enfermos respiratorios durante los procesos quirdrgicos.

. Pruebas para confirmar la presencia de drogas en sangre de caballos de carreras y en atletas olimpicos.
. Datacion de ejemplares en arqueologia.

. Analisis de particulas en aerosoles.

. Determinacion de residuos de pesticidas en alimentos.

. Control de compuestos organicos volatiles en el agua de suministro.

Vamos a ver ahora de un modo mas extenso las principales aplicaciones de esta técnica.
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. Aplicaciones cualitativas.

. Determinacion del peso molecular de todas las sustancias que pueden volatilizarse por la posiciéon del

pico correspondiente a la masa patron.

. Determinacion de la formula molecular. Si el instrumento es de gran resolucion bastara la determinacion
precisa de su masa molecular para poder atribuirle una férmula empirica. Otras veces puede determinarse por la relacion
entre las alturas del pico correspondiente a la masa patron y la de los picos de los fragmentos. Existe una tercera forma
gue seria con la regla del nitrogeno, segun la cual todas las sustancias organicas con peso molecular par deben de
contener un nimero par o ningun atomo de N y los de niumero impar deben de contener un nimero impar de Nitrégenos.
Por el contrario los fragmentos moleculares por ruptura de enlace, tienen una masa impar si contienen cero o numero par

de atomos de N y masa par si el nimero de atomos de N es impar.

. Identificacién de compuestos por su fragmentacion patron: la fragmentacion de la mayor parte de las
moléculas produce un gran numero de picos que permiten la identificacion de numerosos compuestos y el reconocimiento
de ciertos grupos funcionales de ellos. Se han descrito una serie de reglas generales que rigen los procesos de

fragmentacion, los cuales son de gran utilidad para la determinacién de los espectros.

. Identificacién de productos de reaccidn o de productos metabdlicos: se usa en cinética quimica y en

farmacologia pudiéndose llegar a identificar impurezas y metabolitos a concentraciones de pocas partes por millon.
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. Caracterizacién y analisis de polimeros: el polimero se piroliza en condiciones controladas y los

productos volétiles se hacen pasar a un espectrémetro para su analisis.

. Andlisis de sangre: gracias a la rapidez del método, se puede emplear incluso como control durante un
proceso quirargico. Asi se puede determinar a gran velocidad las concentraciones hematicas de monoxido y diéxido de

carbono, oxigeno, nitrégeno, gases anestésicos (como el NO).

. Estudiar la abundancia de is6topos: Esta fue la finalidad con la que fue creada la técnica y en la
actualidad se usa para analisis por dilucion de is6topos, estudios con trazadores isotrépicos, estudiar la edad de las
muestra por su proporcidn de is6topos con la ventaja frente a los radiactivos que se pueden medir los isétopos no

radiactivos.

. Aplicaciones cuantitativas.

Para la determinacion cuantitativa de los componentes de una mezcla es conveniente que cada uno de ellos
presente por lo menos un pico que difiera claramente de los demas. La calibracion se realiza por comparacion de los
picos con patrones adecuados. Las alturas de los picos son directamente proporcionales a las presiones parciales de los

componentes volatilizados en la muestra®.
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Espectroscopia infraroja (IR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica general para identificar grupos funcionales presentes en una molécula.
La muestra se puede analizar, ya sea en disolucién con cloroformo o tetracloruro de carbono, en pelicula con nujol o
directo en los prismas en pastilla de KBr. Un espectro tipico de infrarrojo es el del estireno como el que se muestra en la

Figura 54 337,
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Tomando en cuenta que lo que se registra en un espectro de infrarrojo son los cambios producidos por la energia
(vibracional, rotacional, trasnacional) y de las flexiones y deformaciones de los enlaces y angulos de una molécula, se ha
definido que la regién arriba de 1200 cm™ como aquella que muestra las vibraciones de la mayoria de enlaces individuales
o grupos funcionales en la molécula que se examina, mientras que la regién abajo de 1200 cm™ muestra bandas debidas

a las vibraciones de la molécula completa y por su complejidad, es conocida como la regién de “huellas digitales”*®Y %",

La Figura 55 muestra esqueméaticamente los principales componentes de un espectrofotometro infrarrojo, el cual
esta equipado con una fuente de emision de radiacion infrarroja, que normalmente es una barra de un material ceramico.
La radiacién emitida por esta fuente se divide en dos haces al atravesar una serie de espejos. De los dos haces uno de
ellos pasa por una celda que contiene una disolucién del compuesto organico (haz de la muestra) que se desea estudiar,
mientras que el otro haz atraviesa una celda que sélo contiene el disolvente empleado (haz de referencia). Los dos haces
se dirigen luego hacia un dispositivo que permite el pase alternativamente de un haz y luego del otro (interruptor
rotatorio). El haz se dirige a la rejilla de difraccién donde se separa en las longitudes de onda que lo componen (espectro
de IR). Estas radiaciones, separadas por su valor de longitud de onda, pasan a través de una ranura y llegan al detector.
El detector es una bobina de alambre cuya resistencia aumenta debido al calentamiento que produce la radiacion
incidente. Asi pues, la resistencia del detector depende de la intensidad de la radiacion. La accion del interruptor rotatorio
permite alternar la llegada al detector del haz de la muestra con la llegada del haz de referencia, pudiéndose comparar
estas sefiales mediante una serie de circuitos eléctricos. Como la absorcidén por el disolvente es la misma en ambas

celdas el efecto de éste se puede restar y el registrador recibe sélo las sefiales debidas a la absorcion de la muestra.
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Figura 55 .Diagrama general de un espectrofotémetro IR.

La espectroscopia infrarroja se emplea fundamentalmente en quimica organica como método para la asignacion
funcional. La tabla 12 muestra una lista de las bandas de absorcién caracteristicas para los grupos funcionales mas

comunes®.
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Tabla 12. Absorcidones de algunos grupos funcionales en IR.

Grupo funcional Banda (cm™) intensidad
C—H 2960-2850 Media
C=C-H 3100-3020 Media
c=C 1680-1620 Media
C=C-H 3350-3300 Fuerte
R—-C=C—R' 2260-2100 Media
Ar—H 3030-3000 Media
| = 1600, 1500 Fuerte
ZF

OR—H 3650-3400 Fuerte, ancha
— e e 1150-1050 Fuerte
C=0 1780-1640 Fuerte

RzM-H 3500-3300 Media, ancha
—C—N— 1230-1030 Media
—C=N 2260-2210 Media
RNO2 1540 Fuerte
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Espectroscopia ultravioleta y visible (U.V.)

Este tipo de espectroscopia es de utilidad para la determinacion de las estructuras de moléculas organicas y en el
analisis cuantitativo. El fundamento de ésta técnica instrumental se basa en la teoria de las transiciones electronica las
cuales le permiten a la molécula absorber energia a una longitud de onda determinada, como resultado de dichas
transiciones electronicas se obtiene el espectro electronico de cada sustancia. En consecuencia, la intensidad de la
absorcién 6 la posicion de la absorcion maxima de cada banda que aparece en el espectro electrénico, corresponde a la

longitud de onda necesaria de la luz para las transiciones electrénicas mencionadas®® Y *®.

En la Figura 56, se muestra un espectro tipico de ultravioleta, en este caso el de la ferredoxina. El espectro de
absorcion de una sustancia puede ser determinado en una solucion muy diluida (0.4 mg/ml) en disolventes tales como
etanol, agua, metanol 6 hexano. Se puede dar un valor estimado a la absorcion (maximo de absorcion) por medio de las
reglas de Wooward y modificadas por Fieser y Scott®. Este tipo de espectroscopia sirve de apoyo en la elucidacion

estructural de compuestos aromaticos y sistemas conjugados de enlaces dobles.
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Figura 56. Espectro ultra-violeta de la ferredoxina®.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN soélo puede identificar &tomos con nlimero atémico non; por ejemplo, *H, *C, N, etc.

La resonancia magnética nuclear ha tenido un desarrollo significativo en los ultimos afios y cada vez da mayor

informacion estructural con menor cantidad de muestra. Los espectrometros de RMN de rutina son de 200 MHz, 300 MHz
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y 500 MHz, dénde la concentracion de la muestra para estos equipos debe ser aproximadamente 50 miligramos de
sustancia en 0.50 mL, de disolvente.

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica que estudia los atomos en resonancia cuando se aplica un
campo magnético, no desde el punto de vista fisico, sino en términos de la estructura molecular, con la que el quimico,

apoyado en otras espectroscopias, puede lograr la inequivoca elucidacion estructural de los compuestos bajo estudio.

Indiscutiblemente que el advenimiento de mejoras tecnoldgicas, principalmente en el area de la electrbnica,
permitié la creacion de programas para la adquisicion de espectros de resonancia magnética nuclear. Hoy en dia es
rutinaria la adquisicién de espectros de **C, *H, asi como de varios experimentos que correlacionan la interaccion de
diferentes nucleos analizando algunos parametros como apantallamiento o proteccibn magnética por los electrones,

desplazamientos quimicos, curva de integracion, desacoplamiento espin-espin, constantes de acoplamiento, etc.

El espectrometro de resonancia magnética nuclear.

A continuacién, se muestra de forma esquemaética en la Figura 57 los principales componentes de un

equipo para medidas de resonancia magnética nuclear.
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Figura 57. Esquema de un espectrometro de RMN.

Como se observa, el espectrometro de RMN consta de cuatro partes:

1. Un iméan estable, con un controlador que produce un campo magnético preciso.
2. Un transmisor de radiofrecuencias, capaz de emitir frecuencias precisas.

3. Un detector para medir la absorcidén de energia de radiofrecuencia de la muestra.
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4. Un ordenador y un registrador para realizar las gréficas que constituyen el espectro de RMN.

Para obtener un espectro de RMN, se coloca una pequefa cantidad del compuesto organico disuelto en medio
mililitro de disolvente deuterado y Tetrametilsilano como referencia cero en un tubo de vidrio largo que se sitGa dentro del

campo magnético del aparato. El tubo con la muestra se hace girar alrededor de su eje vertical*.

En los aparatos modernos el campo magnético se mantiene constante mientras un breve pulso de radiacion excita
a todos los nucleos simultaneamente. Como el pulso corto de radiofrecuencia cubre un amplio rango de frecuencias los
protones individualmente absorben la radiacion de frecuencia necesaria para entrar en resonancia (cambiar de estado de
espin). A medida que dichos nucleos vuelven a su posicion inicial emiten una radiacion de frecuencia igual a la diferencia
de energia entre estados de espin. La intensidad de esta frecuencia disminuye con el tiempo a medida que todos los

nucleos vuelven a su estado inicial.

Un ordenador recoge la intensidad respecto al tiempo y convierte dichos datos en intensidad respecto a frecuencia,
esto es lo que se conoce con el nombre de transformada de Fourier (FT-RMN). Un espectro FT-RMN puede registrarse

en 2 segundos utilizando menos de 5 mg de muestra®.
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Figura 58. Espectro de RMN *H de la Apigenina®.
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Resonancia magnética nuclear de *H

Hasta ahora se ha descrito el concepto de resonancia de un nudcleo aislado dentro de un campo magnético, pero
en realidad los nucleos, como pueden ser los protones o los carbonos que forman las moléculas organicas, no se
encuentran aislados sino que estan rodeados de electrones que los protegen parcialmente del campo magnético externo
al que se ven sometidos. Los electrones se mueven generando un pequefio campo magnético inducido que se opone al

campo magneético externo.

En cualquier molécula la nube electronica que existe alrededor de cada ndcleo actia como una corriente eléctrica
en movimiento que, como respuesta al campo magnético externo, genera una pequefia corriente inducida que se opone a
dicho campo. El resultado de este hecho es que el campo magnético que realmente llega al nicleo es mas débil que el
campo externo, por tanto, se dice que el nucleo esta protegido o apantallado. Este apantallamiento es muy importante
desde el punto de vista experimental ya que el campo magnético efectivo (Hef) que siente un protén dentro de una
molécula es siempre menor que el campo externo, y por lo tanto, para que el nicleo entre en resonancia dicho campo

externo debe ser mayor.

Si todos los protones (*H) de una molécula orgénica estuvieran apantallados de igual forma, todos entrarian en
resonancia con la misma combinacion de frecuencia y campo magnético. Sin embargo, los protones se hallan dentro de

entornos electronicos diferentes y, por tanto, se encuentran diferentemente protegidos o apantallados.

Por lo general, los efectos de proteccion, o apantallamiento, de las nubes electronicas que rodean a cada proton
son diferentes, lo que provoca diferentes frecuencias de emision. El resultado es un espectro de diversas frecuencias

donde cada conjunto de nucleos especificos da origen a una sefal Unica de RMN. Asi pues, un espectro de RMN es una
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gréfica de la intensidad de sefial en funcion de la frecuencia de la energia electromagnética que liberan los diversos

nucleos de una muestra.

Las variaciones en las frecuencias de absorcion de resonancia magnética nuclear, que tienen lugar debido al

distinto apantallamiento de los ndcleos, reciben el nombre de desplazamientos quimicos (ppm).

El compuesto de referencia mas comun en resonancia magnética nuclear es el tetrametilsilano (TMS, (CH3)4Si).
Como el silicio es menos electronegativo que el carbono, los grupos metilo del TMS son relativamente ricos en
electrones, es decir, sus protones estan fuertemente apantallados. Como consecuencia de este apantallamiento, estos
protones absorben a una intensidad de campo mayor que el resto de protones enlazados al carbono o a otros elementos,
de manera que casi todas las sefiales de resonancia magnética nuclear aparecen a campos mas bajos (hacia la izquierda
de la sefial del TMS). Ademas todos los protones del TMS absorben con el mismo desplazamiento quimico dando una

Unica absorcién intensa.

La mayor parte de los protones absorben a campos menores que el TMS, de modo que la escala aumenta hacia
los campos menores. La mayoria de las sefiales de protones (*H) varian entre 0y 12 ppm™.
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Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de *3C.

La resonancia magnética nuclear de **C es complementaria a la de *H. Esta Gltima técnica se utiliza para deducir
la estructura del esqueleto carbonado observando los entornos magnéticos de los atomos de hidrogeno, mientras que la

espectroscopia de RMN de **C determina el entorno magnético de los 4tomos de carbono.

Aproximadamente el 99% de los atomos de carbono en una muestra natural son del is6topo *2C. Este isétopo
posee un numero par de protones y un numero par de neutrones, por tanto, no tiene espin magnético y no puede dar
lugar a sefiales de resonancia magnética nuclear. El isétopo de *C menos abundante tiene un nimero impar de

neutrones, lo que le confiere un espin magnético de 172, igual al del proton.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear de **C es menos sensible que la de *H debido a que sélo el
1% de los atomos de carbono poseen espin y a que, ademas, la frecuencia de resonancia del *3C, para un campo
magnético dado, es la cuarta parte de la que se da en la RMN de *H. Los desplazamientos quimicos del carbono son de
15 a 20 veces mayores que los del hidrogeno debido a que el carbono esta directamente unido a los atomos que resultan
ser bien apantallantes o desapantallantes. Por ejemplo, el protén de un aldehido absorbe a 9.4 ppm en el espectro de *H

mientras que el carbono de carbonilo absorbe a 180 ppm en el espectro de **C.

Ademas, las sefiales en el espectro de 3C son lineas verticales, es decir, no hay desdoblamientos de espin-espin.
Esto se debe a que sélo el 1% de los atomos de carbono entran en resonancia, y por tanto, existe una probabilidad muy

pequefia de que un nucleo de *3C esté adyacente a otro ntcleo de *3C.

Asi, en resumen, las estructuras quimicas de los metabolitos que presentan el fenOmeno de resonancia pueden

ser identificados por medio de la RMN *Hy *3C.
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Como previamente se menciono se han desarrollado los métodos bidimensionales de correlacion homonuclear es
decir atomos del mismo tipo (COSY, H-H) y heteronuclear (HETCOR, H-C y C-H )*.

Con este tipo de métodos es posible asignar la vecindad de grupos o fragmentos de moléculas, como se describen

brevemente a continuacion:

Para interpretar los resultados del experimento COSY:

Se hace un trazo de lineas verticales u horizontales a partir de cada una de las sefiales de los protones localizados
en el espectro, lo cual conduce a puntos de intersecion que por medio de un giro de 90° para cada punto nos conducira a
la sefial del protén con el cual esta interaccionando cada proton a distancia de 3 enlaces sigma, de esta manera es

posible elucidar la estructura de cualquier compuesto mediante su espectro COSY “°(Figura 59).
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Figura 59. Gréafica de contorno de un espectro COSY del acido glutémico‘m.
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Por otro lado, una vez que se han asignado las sefiales de RMN para el nucleo de hidrégeno, el desplazamiento
quimico (la posicion) de los carbonos en el espectro de RMN **C, se puede ubicar por medio de su correlacién
heteronuclear (HETCOR)*, bajo este procedimiento se determina la ubicacién de cada carbono en la estructura asi como

la relacién con cada hidrogeno relacionado con su espectro proténico ya sea HMBC y/o HSQC(Figura 60)*.

Figura 60. Espectro HSQC de la Apigenina (relacion de sefiales en RMN entre *C y *H)*.
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Por otro lado se han desarrollado algunos métodos para distinguir a los grupos metilo, metileno y metino asi como
carbonos cuaternarios en resonancia de °C, tales como APT, INEPT, DEPT (Figura 61), entre otras. Analogamente, por

utilizacion del método APT en el cual los metilos (CH3-) y metinos (CH) aparecen invertidos en el espectro.

Figura 61. Espectro DEPT del Ipsenol
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Difraccion de los rayos —X

Otra técnica muy importante para la determinacidén estructural de compuestos es la difraccién de rayos X, la cual
se aplica a cristales y da no solo los detalles estereoquimicos, sino la conformacion en la que cristaliza la sustancia, el
empaquetamiento en el cristal, las distancias y angulos intra e intermoleculares y los movimientos vibracionales del
cristal*’.

La cristalografia de rayos X estudia la estructura atémica de la materia, su objetivo principal es entender como las
propiedades de la materia se encuentran bajo la influencia de arreglos atémicos espaciales especificos y de las
interacciones de los atomos que la forman®?.

Cuando en la molécula se encuentran centros quirales, que por métodos quimicos y espectroscopicos no pueden
ser determinados, la difraccion de rayos X puede solucionarlo, como en el caso del acido (11-s)-11,13-dihidrotesérico
aislado de la cachanilla (Pluchea Sericea) donde la configuracién del carbono C-11 fue asignada por rayos X*. Para
moléculas grandes y con varios anillos es posible establecer por rayos X su conformacién, configuracion y la disposicion

espacial de todos sus atomos como en la isoargentatina A*(Figura 63).
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Figura 63. Estructura espacial y estereoquimica de isoargentatina A “

Erick Gabriel Lascarez Alcantara Pagina CXV



	Portada

	Contenido

	Capítulo I. Marco Teórico

	Capítulo II. Justificación del Estudio

	Capítulo III. Hipótesis y Objetivos

	Capítulo IV. Parte Experimental

	Capítulo V. Resultados y Discusión

	Capítulo VI. Conclusiones

	Referencias

	Anexos


