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RESUMEN

La familia Piperaceae, es considerada como la mas antigua entre las
angiospermas, dentro de esta familia. Piper y Peperomia son los generos con
mayor numero de especies.

El género Piper, es ampliamente estudiado y conocido comercialmente por

Piper nigrum, que es fuente de la pimienta negra y blanca, mientras Peperomia, a
pesar de tener un numero mayor de especies ha sido poco estudiada. En el Peru
esta representada por cerca de 320 especies, 226 nativas (Andean Botanical
Information System).

Por tal razon, la presente tesis tiene como objetivo contribuir con la quimica
de Peperomia villipetiola, que fue proporcionada por el Dr. Biologo Guillermo
Delgado Paredes, profesor de l|la Facultad de Ciencias Biologicas de Ia

Universidad Pedro Ruiz Gallo-Lambayeque, la planta fue adquinda en el Mercado
Modelo de Chiclayo en una tienda de plantas medicinales.

El trabajo experimental fue realizado en el ambiente de investigacion de
Quimica de Productos Naturales, ubicado en el Pabelldon 11 térreo, del Instituto de
Quimica de la Universidad de Sao Paulo, Sao Paulo-Brasil.

Comprendio el secado y molienda de las hojas de la Peperomia villipetiola
seguido por extraccion con DCM-MeOH (2:1), separacion y purificacion del
metabolito de segunda menor polandad (denominado PVL1), presente en dicha
planta, bajo la asesoria del Dr. Massuo Jorge Kato en Sao Paulo- Brasily la M. Sc.

Virginia Torpoco desde Peru. Este trabajo demando una dedicacion de 5 meses

(considerando el trabajo de 4 horas/dia, durante 6 dias/semana), y se realizo en el
penodo de febrero y junio del 2002, de forma paralela a los cursos y trabajo
experimental de la tesis de Maestria que me encontraba desarrollando en el
Instituto de Quimica de la Universidad de Sao Paulo-Brasil.

La identificacion clasica del compuesto PVL1, fue realizado mediante el
analisis porcentual de carbono, nitrogeno e hidrégeno, y su identificacion

espectroscopica mediante el andlisis de los espectros de Masas, RMN'H,
RMN'C, RMN'™C (DEPT 135°), HETCOR, UV e IR, los cuales fueron comparados

Y



con los de la literatura (Baldoqui, et al. 1999 y Mahiou, V. Et al. 1995), permitiendo
determinar que la estructura basica de la molécula es un cromeno, y determinar
que sustituyentes estan presentes en el. Sin embargo, fue necesario el uso de una
tecnica espectroscopica bidimensional denominada HMBC, para asignar la
posicion de los sustituyentes en el anillo aromatico y asi lograr determinar que la
estructura corresponde a un compuesto nuevo el Metil, 5-metil 7 hidroxi-2,2-
dimetil-2H-1-cromeno-6-carboxilato.

Ademas del estudio quimico, se presenta la biogénesis del cromeno aislado
de la Peperomia villipetiola, por la via policetidea, via probada que es seqguida por

cromenos, aislados en trabajos precios de investigacion, (Lock, O. 1988).

\



GLOSARIO

5- Desplazamiento Quimico.

- Micras.
A- Longitud de Onda.

v- Numero de onda.

J- Constante de acoplamiento.
d- Doblete.

s- Singulete.

Abs- Absorbancia.

DEPT- Distortionless Enhancement by Polarization Transfer, Tranferencia de

Polarizacion Aumentada y no Distorsionada.

CC- Cromatografia em columna
CCFP- Cromatografia em Capa Fina Preparativa.

CCFC- Cromatografia em Capa Fina comparativa.
CG-MS- Cromatografo de gases acoplado a masas.
CoA- Coenzima A.

DCM- Diclorometano, Cloruro de metileno, CH,ClI5.
EM- Espectro de masas.

EnZ- Enzima.
EtOAc- Acetato de etilo, CH3COOCH,CHas.

Ep- Eter de petréleo, mezcla de hidrocarburos de bajo punto de ebullicion.
HETCOR- Heteronuclear Correlation Spectroscopy, Espectroscopia de Correlacion
de desplazamiento Heteronuclear.

HMBC- Heteronuclear Multiple-Bond Correlation, Correlation Heteronuclear de
Multiple Enlace.

IR- Infrarrojo.

MeOH- Metanol.

MHz- Mega Hertz.

M/z (int. rel.)- Relacion masa carga (intensidad relativa).

PVL1- Peperomia villipetiola 1.
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RMN'C- Resonancia Magnética Nuclear del Carbono.

RMN'H- Resonancia Magnética Nuclear del Proton.
PKS- Policetideo Sintase.

UV- Ultravioleta.
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. ASPECTOS GENERALES
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A. PRESENTACION

En el presente trabajo se describe el aislamiento y la determinacion

estructural de una sustancia presente en las hojas de la Peperomia

villipetiola, oriunda de la region norte del Peru, la cual fue adquirida en el

Mercado Modelo de |la ciudad de Chiclayo -Peru.
Este trabajo de Tesis comprendio las siguientes actividades:

[ Trabajo experimental en el ambiente de Investigacion de Quimica de
Productos Naturales, ubicado en el Pabelldon 11 térreo, del Instituto de
Quimica de la Universidad de Sao Paulo, Sao Paulo-Brasil, que
comprendid la molienda de las hojas de la Peperomia villipetiola,
extraccion con DCM — MeOH (2:1), aislamiento y purificacion de un
metabolito de baja polaridad (denominado PVL1).

i ldentificacidn clasica mediante el analisis porcentual de carbono,
nitrogeno e hidrogeno, identificacion espectroscépica de la PVL1

mediante el analisis de los espectros de masas, de RMN'H, RMN'C,

RMN'C (DEPT 135°), HETCOR, UV e IR, cuyos datos obtenidos fueron
comparados con los de |la literatura (Baldoqui, et al. 1999 y Mahiou, V. et
al. 1995), permitiendo determinar como estructura basica de |la moléula
un cromeno y los substituyentes que estan presentes en él, sin embargo,
dada la dificultad para asignar sus posiciones en el anillo aromatico, fue

necesario el uso de una tecnica espectroscopica bidimensional
denominada HMBC.

1l Ademas del estudio quimico, se presenta la biogénesis del cromeno
aislado de Peperomia villipetiola, via policetidea, tal como ha sido

determinado para otros cromenos en trabajos previos de investigacion
(Lock , O. 1988).

2 Karina J. Malguichagua Salazar
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B. OBJETIVO

El aislamiento e identificacion (clasica y espectroscopica) de un constituyente
de baja polaridad del extracto DCM-MeOH (2:1), para |lo cual se eligio el

segundo menos polar, obtenido de las hojas de la Peperomia villipetiola.

3 Karina J. Malquichagua Salazar



Tesis de Licencratura UNIT

Il ESTUDIO BIBLIOGRAFICO
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A. LA FAMILIA Piperaceae

La familia Piperaceae, pertenece a la orden Piperales, juntamente con
las familias Chlorantaceae y Sauraceae, es considerada como una de las
familias mas primitivas entre las Angiospermas (Tayler & Hickey, 1984).

Comprende de 14 géneros y cerca de 2000 especies(Mabberley D.
1997), esta familia se encuentra extensamente distribuida en las regiones
tropicales vy subtropicales del planeta, |la mayoria se encuentran en la parte
central y norte de America del Sur, unas pocas especies son conocidas de
Africa, Aslia y Oceania. Varias especies nativas son conocidas de las islas de

India Oceanica, el Pacifico y el Caribe.

En el Peru se encuentran cerca de 320 especies (Andean Botanical

information System)

Muchas de ellas crecen como hierbas, arbustos o pequenos arboles,

tambien pueden ser epifitas, o suculentas.

Peperomia es el principal género de la familia de Piperaceae (algunos

autores colocan este genero en la familia Peperomiaceae). Otro importante

género es Piper, como importante fuente econdmica de Piper nigrum fuente de

pimienta blanca y negra.( Pepermia.net)

La etimologia del nombre Peperomia esta basado en la semejanza de
sus flores con las de Piper. Peper—-omos (del griego) que significa parecido a la
pimienta.( Peperomia.net)

Algunos botanicos, reconocen dos familias Piperaceae Y

Peperomiaceae, como separadas bajo el orden de Piperales, sin embargo, la

mayoria de los estudiosos de la familia, reconoce solamente una familia, la

Piperaceae, posicion tomada en la presente tesis. Algunos botanicos han

reconocido 10-12 géneros (Steyematk A., 1984).(Tabla N°1)

S Karina J. Malquichagua Salazar
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Tabla N°1.- Clasificacion morfologica de la familia Piperaceae

Géneros Distribucion
Chavica Indomalasia ”
Macropiper Polinesia
Manekia Indias Occidentales
Ottonia Sur Ameérica
Peperomia Pantropical
Piper Pantropical
Piperanthera Indias Occidentales
Pothomorphe America Tropical
Sarcorhachis Indias Occidentales, Centro y sur America
Trianaeopiper Colombia y ecuador
Verhuellia Indias Occidentales

Algunos estudiantes investigadores de la familia tienden a considerar
Ottonia y Trianaeopiper como sinonimos de Piper, sin embargo, consideran

Pothomorphe y Sarcorhachis como géneros distintos. (Steyematk A., 1984)

B. TIPOS DE SUSTANCIAS QUIMICAS PRESENTES EN LOS
PRINCIPALES GENEROS DE LA FAMILIA PIPERACEAE: Piper vy

Peperomia

Los estudios y publicaciones realizados en la familia Piperaceae, se
refieren frecuentemente a las genero Piper, objetivo de investigacion en varios
laboratorios de investigacion.

A pesar de que el genero Peperomia tiene un mayor numero de
especies que el género Piper, ha sido poco estudiada. Sin embargo, las

sustancias quimicas identificadas como resultados de las escasas

Investigaciones realizadas en las especies de Peperomia, presentan una gran

variedad estructural.

En el Peru, no se ha encontrado en la literatura, estudio quimico alguno

en el género Peperomia, mientras que desde el punto de vista farmacoldgico se

han realizado algunos testes en ratones como cicatrizante de heridas, usando

6 Karina J. Malquichagua Salazar
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el extracto crudo.(Vaisberg et al. 1997), en general, la familia Piperaceae
presenta diversos tipos de bioactividad. (Sengupta & Ray, 1987)

Desde el punto de vista quimico, dentro de la gran variedad de
constituyentes quimicos que han sido encontrados en la familia Piperaceae se
tiene: mono Yy sesquiterpenos, fenil propanoides, pironas, polifenoles,

secolignanas y alcaloides.

A continuacion se presenta algunas estructuras de los géneros FPiper y
Peperomia, géeneros representativos de esta familia.
1.- Peperomia
1.1.-Fenoles

P. obtusifolla. Tanaca, et al., 1997/.

Las hojas fueron extraidas con MeOH, y la porcion soluble en EtOAc, fue

acclonada, purificada y caracterizada, como fenoles.
N
O

HO N
f

O

|
S
0
\/*/\/ﬁ/

Figura N° 1.- Fenoles presentes en P. Obtusifolia

/ Karina J. Malguichagua Salazar
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P. galioides. Mahiuo, et al., 1996 (1).
La planta entera fue extraida con Ep, DCM y MeOH.

OH

OH
H

OH

)

Figura N° 2.- Fenoles presentes en P. galioides

1.2.- Quinonas

P. galioides. Mahiuo, et al., 1996 (2).
La planta entera fue extraida con Ep, DCM y MeOH.

O
e % -
o
-~ OH
O
O
T
/
O
O
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O
Figura N° 3.- Quinonas presentes en P. galioides

1.3.- Secolignanas
P. dindigulensis, Govindachari, et al., 1998.

La parte aérea fue extraida con EtOH

CH,O

Figura N° 4.- Secolignanas presentes en P. dindigulensis

P. glabella, Monache & Compagnone, 1996.
La planta entera fue extraida con MeOH.

Figura N° 5.- Secolignana presente en P. glabella
9
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1.4.- Benzopirano prenilado

P. clusiifolia. Seeram, et al. 1998

La planta entera fue extraida con n-hexano.

OH

/
//
//

O

Figura N° 6.- Benzopirano presente en P. clusiifolia

1.5.- Otros tipos de sustancias

P. pellucida, Bayma, et al. 2000 (1).

La parte aerea fue extraida con EtOH.

Dimero ArC

CH,0 | OCH,

SN
CHSC/Y CH

CH. O OCH3j;

Figura N° 7.- Dimero presente en P. pellucida

10 Karina J. Malquichagua Salazar
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P. proctorii, Seeram, et al. 2000 (2).

La planta entera fue extraida con n-hexano.

| 2,3-dihidro-5,8-dihidroxi-2-pentadecil-4H-benzopirano-4-ona

O/\/\/\/\/\/\/\/\

OH
2-Acllciclohexano-1,3-diona
OH O
O
OH
Figura N° 8.- Derivados de cetonas presentes en P. Proctori

2.- Piper
2.1.- Amidas

P. argyrophylum, Barneji & Nandi, 1988
P. nigrum, Tunman et al., 1918.

Piperina

Figura N° 9.- Amida presente en P. argyrophylum y P. nigrum

Ll Karina J. Malgquichagua Salazar
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P. guineense, P. Nigrum, Miyakado et al.,1979

Pipericida

Figura N° 10 Amida presente en P. guineense y P. nigrum
2.2.- Chalconas y dihidrochalconas

P. dilatum, Terreaux et al., 1998.

|a parte aérea fue extraida con DCM y MeOH.

R1=H, R2=CH,

R1=H, R2=H
R1=0CH,, R2=CH,

Figura N° 11.- Chalconas presentes en P. dilatum

P.argyrophylum, Barneji &Nandi,1998.
P. nigrum, Tunmann,1918.

2" 3-"dihidroxi4° 6-"dimetoxichalcona

Figura N° 12.- Chalcona presente en P. argyrophylum, y P. nigrum

12 Karina J. Malquichagua Salazar
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P. methysticum, Som, et al.,1985.

Flavocaina

\

Figura N° 13.- Chalcona presente en P. methysticum

P. aduncum, Orjala et al.,1993.

Metilindaretina

P.aduncum, Orjala et al.,1994.

Asebogenina

Figura N° 14.- Chalconas presentes en P. aduncum

s - I3 Karina J. Malquichagua Salazar
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2.3.- Cromenos

P. aduncum, Baldoqui, et al., 1999.

Las hojas fueron extraidas con MeOH, y la porcion soluble en DCM fue
fraccionada, purificada y caracterizada, obteniéndose cromenos y un acido

benzoico prenilado.

2 2-dimetil-2H-1-cromeno-6-acido carboxilico.

HO S

P. aduncum, Orjala, et al. , 1993.

Las hojas fueron extraidas con Ep.

Metil 2. 2-dimetil-8-hidroxi-2H-1-cromeno-6-carboxilato

O

HO

Metil 2,2-dimetil-8-(3-metil-2-butenil)-2H-cromeno-6-carboxilato

Figura N° 15.- Cromenos presentes en P. aduncum

14 Karina J. Malquichagua Salazar
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2.4.- Esteroides vy triterpenos

P. hostmannianum, Diaz, et al. , 1986.
| os tallos fueron extraidos con CgHs.

Sitosterol

HO

Figura N° 16.- Esterol presente en P. hostmannianum

P. arantiacum, Singh et |., 1976.
P. methysticum , Graesa & Ruff, 1986.

Colesterol

HO

Figura N° 17 .- Esterol presente en P. arantiacum y P. methysticum

P.arantiacum, Barnejl & Das, 1977.

Friedelano

Friedelina

Figura N° 18.- Esterol presente en P.arantiacum

15 Karina J. Malguichagua Salazar
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Figura N° 19.- Triterpeno presente en P. arantiacum
2.5.- Fenilpropanoides
P. regnelli, Benevides et al.,1999.

|.as raices fueron extraidas con EtOAC.

MeQO OMe
® Me O Me O OMe
AN \_o \__o

Figura N° 20.- Fenilpropanoides presentes en P. regnelli

2.6.- Flavonoides

P. hostmannianum, Diaz, et al., 1986.

| os tallos fueron extraidos con CgHs.

=
d
0 0 S
OAc O

Figura N° 21 Flavonoides presentes en P. hostmannianum

16 - Karina J. Malquichagua Salazar
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C.ESTUDIOS QUIMICOS PRECEDENTES

1.- Cromenos

Cromeno es un producto natural que se ha encontrado en algunas
especies de Rutaceae, Lililaceae, Ciperaceae, y Piperaceae (Figura N° 22), y
principalmente en clertas tribus de las Asteraceae entre las cuales parecen ser
exclusivos de las Asterae, Eupatoriae, Heliantheae, Inuleae y Senecioneae.

(Proksch, P. & Rodriguez, E., 1983)

Estos compuestos se encuentran presentes generalmente en hojas y

tallos y menos comunmente en raices habiéndose encontrado en los primeros,
hasta en un 5% sobre el peso seco. ( Lock de Ugaz, 1988)

Como ejemplo el cromeno:

2 2-dimetil-2H-1-cromeno-6-acido carboxilico

O

HO N

o\

Figura N° 22.- Cromeno presente en P. aduncum, Baldoqui, et al., 1999

2.- Procedimientos experimentales tomados de referencias

De la revisidon bibliografia realizada, aqui se resume el trabajo de
Investigacion, realizado por Baldoqui D. et al. (1999) "A chromene and
prenylated benzoic from Piper aduncum® publicado en l|a revista de
Investigacion en productos naturales “Phytochemistry”, en castellano el titulo
es “Un cromeno y un acido benzoico prenilado” cuyo procedimiento vy
resultados se tomaran de referencia principal en la tesis.

Se presentan dos referencias mas, Diaz D. et al. (1987) y Mahiou, V. et. al.

(1987) que proporcionaron datos experimentales y espectroscopicos
importantes, que complementaron a los de Baldoquil.
Con la asesoria del Dr. Asociado Massuo Jorge Kato, profesor de los Institutos

de Quimica de la Universidad de Sao Paulo, de la Universidad Estadual

17 ~ Karina J. Malquichagua Salazar

e —————— - - —-— —— e ——




Tesis de Licenciatura UNT

Paulista de Araraquara, Sao Paulo — Brasil, y secretario del Area de quimica de
Productos Naturales de Sociedad Quimica del Brasil y Co-asesoria de la M.sc.

Virginia Torpoco, Asociada de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional de Ingenieria

2.1.- Procedimiento de Baldoqui D. et al. (1999)

e Muestra utilizada: Hojas de P. aduncum.

e Procedimiento experimental.

| Extraccion Sdolido-Liquido (Obtencion del extracto bruto organico).-

Las hojas de P. aduncum se extraen con MeOH, y la parte soluble en DCM,
se concentra en rotavapor.

Il Separacion. El extracto se solubiliza en CHCI3 y se extrae con NaHCO3;

(6x50mL). La fraccidn acuosa se neutraliza con HCI (6N) y es sometida a

particion con EtOAc, (3x100mL). La fase organica fue llevada a rotavapor,

obteniéndose un residuo.

I Purificacion: Esta fraccion es sometida a cromatografia de capa fina

preparativa, usando como eluente CHCIl;:MeOH (98:2) y HOAc (1%), se

obtuvo un cromeno.

e |dentificacidn espectroscopica: Se usaron técnicas de Espectrometria de
Resonancia Magnética Nuclear de 'H y de '*C (los datos estan en la Tabla
N° 2), donde los datos estan expresados en desplazamientos quimicos
(ppm) y la constante de acoplamiento J en Hz. Se uso CDCI3zcomo solvente
y TMS como referencia, por Espectrometria de masas se determino la
formula molecular C12H1203. El espectro de IR reveld bandas de absorcion
en 2400-3400/1680 y 1600/1445 cm ' caracteristicos de acido carboxilico y
grupos aromaticos, respectivamente.

e Resultado: Los datos obtenidos revelaron un cromeno 2,2-dimetil-2H-1-
cromeno- 6-acido carboxilico.

2.2.- Procedimiento de Diaz D. et al. (1987). "Un cCromeno, un metil

hidroxibenzoato i1soprenilado y un c-metil flavanona de los tallos de Piper

hostmannianum’

e Muestra utilizada: Los tallos de Piper hostmannianum son secados vy

pulverizados.

18 Karina J. Malguichagua Salazar
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e Procedimiento experimental.

[ Extraccion Sélido-Liquido (Obtencion del extracto bruto organico).-
Los tallos secos y pulverizados de Piper hostmannianum se percolan con CeHeg

a temperatura ambiente.

Il Separacion y purificacion. El extracto se aplica a una columna

cromatografica (silica gel), se usa como eluente Ep-CHCI3 (1:1).

e |dentificacidon espectroscopica: Espectrometria de Resonancia Magnética
Nuclear de 'Hy '°C, (los datos estan en la tabla N° 3),donde los datos estan

expresados en desplazamientos quimicos (ppm) y la constante de

acoplamiento J en Hz. Se uso CDCIz como solvente y TMS como referencia.

El espectro de IRvmaxmm reveld bandas de absorcion en 3040, 2980, 2840,

2820, 1720, 1645, 1610, 1580, 1490, 1465, 1445, 1385, 1370, 1320, 1290,
1275, 1230, 1200, 1170, 1125, 1090, 990, 930, 910, 880, 850, 840, 760.

UVAmax 07nm (g) - 322, 290, 243 (1332, 2058, 16955) .

EIMS m/z (intensidad relativa). 218[M] (24). 204 (12). 203(100), 187(4)
179(6). 159(4). 144(7), 137(12). 115(5). 109(5). 105(5).

e Resultados: Los datos obtenidos revelaron un Metil 2 2-dimetil—2H-1-

cromeno-b carboxilato.

2.3.- Procedimiento de Mahiou, V. et al. (1995). " Piperogalin, un nuevo difenol

prenilado de Peperomia galioides”

e Muestra utilizada: La Planta entera Piper galioides.

e Procedimiento experimental.
[ Extraccion: Solido-Liquido: (Obtencion del extracto bruto organico).-
La planta seca y pulverizada fue extraida en soxlhet con Ep.

i Separacion: El extracto bruto se disuelve en DCM y se extrae con una

solucion acuosa de 1N NHs. La fase acuosa es acidificada con 1N HCIl y

extraido con Et,0.

e ldentificacion espectroscopica: Se usaron técnicas de Espectrometria de

Resonancia Magnética Nuclear de 'H y '°C, (los datos estan en la tabla N°

8).donde los datos estan expresados en desplazamientos quimicos (ppm) y

| O
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la constante de acoplamiento J en Hz. Se usd CDClz como solvente y TMS

como referencia.

film

El espectro de IRvmax  reveld bandas de absorcion en 3400, 1630, 1452,

1380, 1268.
UVAmax 2 'nm (e) - 204, 215 256, 281(22908, 22387, 5754, 2570)

EIMS m/z (intensidad relativa): 372 [M] (21). 344 (18), 328(10), 217(96).
191(84). 175 (47). 137(100), 121(48).

e Resultados: Los datos obtenidos revelaron un acido benzoico prenilado.

20 Karina J. Malguichagua Salazar
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J3.- Identificacién espectroscdpica de compuestos organicos

3.1.- Espectrometria de Masas

En un espectrometro de masas (El), la muestra es bombardeada por un
haz de electrones. El potencial de ionizacion de la mayoria de los compuestos
organicos es aproximadamente de 10 eV y con esta energia minima el

proceso Inicial es la produccion de iones moleculares con una carga:

M+e =M+ 2¢e

Dando un espectro de masas constituido casi exclusivamente por un
pico, que corresponde a la masa de la molécula inicial. Si se aumenta la

energia del haz de electrones se obtiene un i1on con mayor excitacion, que se
fragmenta en diversas formas, que depende de la naturaleza del ion molecular.

En la mayoria de las aplicaciones se da al haz de electrones una energia

de 50 a 70 eV obteniéndose asi espectros de mayor informacion.
Seguidamente un campo electrostatico acelera la mezcla de iones

resultantes, conduciéndolos hacia el separador (quadripolo), donde de acuerdo

a su relacibn de masalcarga, m/z, seran separados, que luego seran,

colectados, detectados y su senal amplificada.

El espectrometro de masas, proporciona asi los datos retratados por
computador en la forma de grafico de barras y tablas, donde |la senal (0 pico)
mas intensa en el espectro, se denomina “pico base” se le asigna un valor de

100%, y las intensidades de los otros picos, incluyendo el del ion molecular,

son reportados como porcentajes del pico base.

La interpretacion de un espectro de masas requiere la comprension del
proceso de ionizacion que ocurre, aun cuando algunos de estos fenomenos
han sido tratados tedricamente, en la mayoria de los casos primero deben

observarse los patrones de fragmentacion y después tratar de explicar como y

porque se presentan.

De esta manera el espectro de masas provee informacion muy vallosa,

entre ellas, dos de mayor Importancia son:

| El peso molecular de la sustancia analizada.

22 Karina J. Malguichagua Salazar
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I Informacion, que hace posible deducir la estructura de la sustancia

problema, a partir de analisis cuidadoso de los diversos fragmentos que

constituyen el espectro de masas.
- Cromatografia de Gas-Espectrometria de Masas (CG-MS)

El espectrometro de masas es muy valioso para identificar sustancias
puras, pero es menos satisfactorio para mezclas.

El acoplamiento del cromatografo de gases, el cual es una previa
separacion, muy aconsejable, con un espectrometro de masas, es una
combinacion extremadamente util.

En cromatografia de gases, una vez que la muestra se inyecta, se
mezcla con un gas Inerte (fase movil), que la arrastra a la columna (fase
estacionaria), donde los componentes de la muestra se separan a medida que
pasan por ella, luego uno tras otro pasan a traves de un detector que manda
una senal al registrador.

En CG-MS, la muestra, como se nombro en el parrafo anterior, pasa a
travées de un sistema de inyeccion, y es introducida en una columna
conteniendo una fase estacionaria. En este proceso el uso de temperaturas
convenientes en el compartimento de inyeccion de muestras y de la columna
posibilita |la wvaporizacion de estas sustancias que, de acuerdo a sus
propledades y a las de l|a fase estacionaria, son retenidas por tiempos

determinados y llega a |la salida de la columna en tiempos diferentes, que

enseguida son enviadas al espectrometro de masas.

Durante el analisis, la temperatura puede permanecer constante
(cromatografia gaseosa isotérmica) o sufrir una variacion (cromatografia
gaseosa con temperatura programada). La programacion de temperatura, es
significativamente importante en cromatografia gaseosa, ya que mejora la

separacion y disminuye el tiempo de analisis.

23 Karina J. Malguichagua Salazar
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3.2.- Espectroscopia Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear del
'H, RMN'H

La espectroscopia de resonancia magneética nuclear de 'H es

basicamente una forma de espectrometria de absorcion.

Cuando se coloca una muestra bajo condiciones apropiadas en un
campo magnetico, el hidrégeno con numero de spin () =1/2, puede adoptar
dos orientaciones posibles con relacion a este campo, alineado al campo
magnetico, que es la orientacion de menor energia, que por convencion se
representa por | =+1/2, u opuesto al campo, de mayor energia | =-1/2.

| =-1/2

| =+1/2

SN campo Con campo Alineacion
Magnético Magnéetico

En estas condiciones, lo que se hace basicamente en resonancia
magnética nuclear, es medir la energia necesaria para pasar el nucleo del
nivel mas bajo al nivel mas alto, a este proceso se denomina “resonancia
magneética”, o se puede decir también que el nucleo resuena a la frecuencia de

resonancia adecuada.

En analogia a otras formas de espectrometria en que se miden las
mudanzas de energia electronica o vibracional-rotacional.

El espectro de RMN constituye la grafica de la frecuencia de los picos
de absorcion (expresado en unidades de §, en partes por millon-ppm) en

funcion de las intensidades de tales senales.

La interpretacion de un espectro de RMN involucra el analisis de las

cuatro principales caracteristicas que presentan estos espectros:

| Numero de senales, que nos indican cuantas “especies” de protones

diferentes hay en la molécula.

24 ~Karina J. M alguichagua Sa{azar
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] Las posiciones de las sefales, que nos dan informacién acerca de los

ambientes electrénicos de cada especie de proton.

Las intensidades de las senales, que nos revelan cuantos protones de

cada especile existen.

<

IV El desdoblamiento de una senal en varios picos, que nos informa sobre

el ambiente de un proton, en lo que respecta a otros que se encuentren

en el vecindario.

Un espectro se considera plenamente identificado cuando cada una de
las senales que aparecen en el espectro se le puede asignar a uno o un grupo

de hidrogenos equivalentes, de la molécula, satisfaciendo requerimientos de
desplazamiento quimico, integracion e interaccion spin-spin.

Algo importante que nombrar es que en la practica, se puede conservar
la frecuencia de radiacion constante y variar la intensidad del campo
magnetico, hasta obtener un valor de energia necesario para invertir el

alineamiento del proton, o viceversa, es decir, mantener fijo el campo

magnético y variar la frecuencia de la radiacion electromagnética. Ambos

sistemas dan los mismos resultados.

3.3.- Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear del '°C, RMN'°C

Los desplazamientos quimicos en los espectros de resonancia
magnética nuclear del *C (1=1/2), aparecen esencialmente por las mismas
razones que en los espectros de RMN 'H.

Una caracteristica del el isétopo '°C es que su abundancia natural es
1,1%, esta deficiencia trae como consecuencia dos desventajas:
| No se observa desdoblamientos '>C-'°C en los espectros de RMN'°C,

debido a que la posibilidad de encontrarse dos atomos '°C en una

misma molécula es poca, y aun mas encontrarlos vecinos.
i Para obtener un buen espectro de RMN'C se necesita una mayor

cantidad de masa que para obtener uno de 'H.

El espectro de RMN'C proporciona una mayor aproximaciéon al
esqueleto carbonado de los compuestos organicos, razon por la cual es

considerado como complemento perfecto de RMN 'H en la determinacion
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estructural de una compuesto, debido a que en la mayoria de |los espectros se
observan senales individuales para cada tipo de carbono en una sustancia. kn
otras palabras, en ausencia de elementos de simetria, una molecula organica

proporciona en la gran mayoria de los casos tantas senales como carbonos

tenga y esto es considerado ventaja muy importante.

Otra ventaja de un espectro de RMN SC respecto a la del 'H, es que la
mayoria de las senales de compuestos organicos aparecen en un amplio rango
de O a 250 ppm (8) hacia campos menores que |a senal del tetrametilsilano

(TMS, esta sustancia se usa como patron interno), evitando senales

superpuestas.

En general el espectro de RMN'’C da aproximadamente la misma

especie de informacion que RMN'H,
| El numero de senales, indica cuantos carbonos diferentes o cuantos
conjuntos de carbonos equivalentes existen en la molecula.

1 El desplazamiento quimico indica la hibridacion de cada carbono.

El desplazamiento quimico nos informa sobre el ambiente electronico de

cada carbon respecto a otros carbonos u otros grupos caracteristicos

adyacentes.

En la practica se obtiene los espectros de RMN '°C, desacoplados, es
decir, sin desdoblamiento de sus senales por los hidrogenos enlazados a el,
debido a que las senales del espectro de Resonancia Magnéetica Nuclear del
3C acoplado, muchas veces se superponen, dificultando la interpretacién. Este
desacoplamiento se obtiene por aplicacion de una segunda radiofrecuencia.

El espectro de '°C, si bien es cierto, nos proporciona la mayoria de las
veces, el numero de carbonos que tiene una molécula, sin embargo, Nno NOs
permite diferenciar C, CH, CH2, y CHs, uno de otro, por este motivo, se realiza
una serie de variaciones, que se basa en la transferencia de polarizacion, que

nos permite obtener mas informacion, por ejemplo:
.-  RMN'"C-DEPT 135°(“Distorsionless enhanced by polarization transfer”)-
Transferencia de polarizacion aumentada y no distorcionada.

Este espectro nos permite diferenciar CH, y CHs de CH2, donde los metilos y
metinos aparecen como senales positivas, mientras metilenos aparecen

negativos.
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3.4.- Correlacion de desplazamiento quimico heteronuclear, HETCOR

HETCOR, es uno de los espectros mas utiles de 2 dimensiones, que
relaciona los picos de un espectro 'H con los picos de un espectro '°C
totalmente desacoplado, mostrando a los hidrogenos que estan ligados
directamente a cada carbono. ('H-"°C)

El siguiente espectro HETCOR pertenece a la sustancia aislada

denominada PVL1, de la Peperomia villipetiola, la cual se muestra senales, que

Indican correlaciones 1H-’3C, y que en la practica es determinada como la

Interseccion de la linea horizontal del pico o multiplete del hidrogeno y de la

linea vertical a partir del pico de '°C.
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Espectro N° 7.- Espectro HETCOR (300MHz y 75 MHz) de Peperomia villipetiola
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En espectroscopia de 2 dimensiones, los experimentos consisten en

una secuencia de pulsos, que consisten en periodos de preparacion, evolucion

y deteccion.

En HETCOR, al espectrometro se le da como parametro una constante
de acoplamiento (J) generalmente 145Hz.

Durante una secuencia de pulsos se focaliza este valor escalar de
acoplamiento heteronuclear, el primero de varios pulsos (180 °) es dirigido

sobre el °C, de modo que el espectro muestra todas las sefales 'H-"2C, cuya

constante de acoplamiento es igual o aproximadamente ala J en uso.

3.5.- Correlacién Heteronuclear de Multiples Enlaces, HMBC.

HMBC, es un espectro también de 2 dimensiones, de gran sensibilidad
que detecta acoplamientos entre nucleos de hidrogeno y carbono (tambien

puede ser el '°N) separados por mas de un enlace, es decir:

"JCH n=203

Donde: C-H, representa al '°C y al 'H, respectivamente,
separados por n enlaces.

n = numero de enlaces que separan al *°C y al 'H.

De forma similar al HETCOR, l|a correlacion es mostrada por la
iInterseccion de la linea vertical del pico o multiplete del hidrogeno y de la linea
vertical a partir del pico de '”C, un ejemplo es el espectro registrado de la
sustancia aislada denominada PVL1, de |la Peperomia villipetiola, en la cual se
observan senales, que indican correlaciones C-H a larga distancia, y que es
determinada como la interseccion de la linea vertical del pico o multiplete del

hidrégeno y de la linea horizontal a partir del pico de °C.

Para realizar un espectro de HMBC, al espectrometro se le da como
parametro una constante de acoplamiento, que puede ser relativamente grande
(4-10Hz) o pequena (2-4 Hz).
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Espectro N° 8.- Espectro HMBC (500 y 125 MHz, CDCI3) de Peperomia villipetiola

En HMBC, también se realiza por una secuencia de pulsos, de los
cuales el primero de 90° sobre el carbon (no de la secuencia), sirve como filtro
gque suprime correlaciones a un enlace, y permite a mayores distancias.

Esta técnica es muy util en el area de carbohidratos y péptidos -
proteinas.

Este espectro tiene como caracteristica la deteccion indirecta de
carbonos cuaternarios acoplados a hidrogenos (a mas de 1 enlace).

Esta deteccion indirecta es una de las caracteristica del espectro de

HMBC, técnica reciente, que se basa en la deteccion reversa o indirecta de

las senales de nucleos, este tipo de deteccion es la observacion (adquisicion
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de datos) de un nucleo poco sensitivo a través de uno mas sensitivo,

generalmente el hidrogeno, como consecuencia HMBC remplazé a COLOC,

que se basa en la deteccion directa, es decir, irradiar al carbono para detectar

a hidrogenos, lo cual tomaba mucho mas tiempo que |lo que ahora toma

HMBC, sobre todo cuando se tenia el inconveniente de tener poca muestra.

3.6.- Espectroscopia de Infrarrojo, IR

El espectro de infrarrojo de un compuesto, es un ploteo del numero de

onda (v') o la longitud de onda (A) versus trasnmitancia (%T) o absorbancia

(A), de las bandas de absorcion.

La radiacion infrarroja va aproximadamente de 10,000 a 100 cm ~', que
absorbida por una molécula se convierte en energia de vibracion, cuyo

espectro acostumbra aparecer como una serie de bandas, esto debido a que
cada mudanza de nivel de energia vibracional corresponde una serie de
mudanzas de niveles de energia rotacional, originandose superposicion de
lineas. Sin embargo, el quimico organico usa solo el rango que va de 4000 a
400 cm ~' debido a que en este, aparecen la mayoria de las bandas de
vibracion y rotacion, que son las que usaremos.

Cuando una muestra no absorbe radiacion a una longitud de onda
particular, se registra un 100% T (caso ideal). La porcion del espectro donde
%T es 100 o cerca de 100 se llama “Linea base” y aparece registrada en la
parte superior de un espectro de IR. La absorcion de radiacion por |la muestra

de una longitud de onda determinada origina un descenso en el %T, lo que se

pone de manifiesto en el espectro en forma de un “pico” o mas apropiadamente

de una “banda de absorcion”.
En general la interpretacion de un espectro de infrarrojo no es asunto
simple, hay bandas que pueden ser resultado de superposicion de otras,

absorciones secundarias (harmdnicos) pueden aparecer exactamente a un
numero de onda doble de |la banda fundamental. La banda de absorcion de

cierto grupo puede ser desviada por varias razones: estructurales, conjugacion,

atraccion de electrones por un grupo substituyente vecino, etc.
Sin embargo, el espectro de infrarrojo es muy util, en el caso de la

estructura de un nuevo compuesto, nos indica los grupos que estan presentes,
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o ausentes, en la moléecula. Los grupos de atomos usuales dan origen a

bandas de absorcion caracteristicas, es decir, cada uno de estos grupos
absorbe energia en ciertos valores de longitud de onda, que poco varian de

compuesto a compuesto. Si el compuesto es conocido bastara comparar con el

espectro de un patron las bandascorrespondientes.

Debido a esto hechos no podemos depender solo del espectro IR para |a
identificacion de un compuesto organico, por lo que no se requerira un analisis
detallado del mismo. Estos espectros se utilizan en conjuncion con los otros

datos espectrales (masas, RMN, UV) para la determinacion de la estructura

molecular.

3.7 .- Espectroscopia de Ultravioleta, UV

El espectro de ultravioleta, es un grafico de longitudes de onda (A)
versus iIntensidad y absorcion, expresada como absorbancia (A) o

Transmitancia (T). Los datos son frecuentemente, convertidos en un grafico de

longitudes de onda versus absortividad molar (Emax 0 10g Emax).

El uso de absortividad molar como unidad de intensidad de absorcion
tiene la ventaja que todos los valores de intensidad de absorcion se refieren al

MISMO numero de especies que absorben.

Las longitudes de onda entre 400 nm y 750 nm es el visible.
Inmediatamente después del rojo en el espectro visible (A mayor de 750 nm)
se encuentra la region roja que acabamos de considerar. Inmediatamente

despuées del extremo violeta del extremo visible (A menor de 400 nm) esta la

region ultravioleta de mayor energia.

El espectro UV consiste en una banda ancha de absorcion extendida

sobre un amplio rango de longitudes de onda, cuyas caracteristicas principales
son su posicion e intensidad.

La posicidon de la absorcion UV se especifica como A max, es decir, |a
longitud de onda del punto maximo de la curva de absorcion, la cual
corresponde a la longitud de onda de la radiacidn cuya energia es la requerida

para que se produzca una transicion electronica.
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Los espectrometros de ultravioleta comunmente usados miden la
absorcion de la luz visible y en |la region ultravioleta “proxima”, es decir, en el

intervalo 200-750 nm. Esta luz tiene mayor frecuencia (y como consecuencia

mayor energia) que la luz infrarroja y los cambios que produce, al ser absorbida

por la molecula, son naturalmente los que requieren mayor energia: cambios

en los estados electronicos.
Estos cambios en los estados electronicos se refieren al paso de un
electron de un orbital para otro de mayor energia, este electron puede ser, un

electron o, un electron ©1 o un electron n. (electron que no forma parte de un
enlace, sino se encuentra como parte de un par de electrones no compartidos)

Las transiciones electronicas de mayor importancia para el quimico
organico son:

1.-n —p ©*, donde el electron pertenece a un par no compartido va para un

orbital nt inestable. Este tipo de transiciones se presenta en grupos carbonilo o

Nnitro.

2.-1 —¥®» 7w* en este caso un electron pasa de un orbital © estable (ligante)

para un orbital w inestable. Este tipo de transiciones se presenta en moléculas

que contienen sistemas m conjugados.

La intensidad de la absorcion UV (expresada como absorbancia) cumple

con la ley de Lambert-Beer:
A = LOg1o(1/T) =gcb

A=absorbancia.

T=transmitancia.
£=Absortividad molar.

c=concentracion. (mol/L)

b=camino optico.
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4.- Biogénesis

En el pasado se especuld que era derivado del p-hidroxiacetofena via

acido Shikimico, pero estudios mas recientes han demostrado que es originado

por la via acetato; mientras que el anillo heterociclico formado por una unidad

de Cs, a traves de un metabolismo terpenoidal. (Lin, T. et. al., 1974)

4.1.- VVia Acetato

La via acetato, es seguida tanto por acidos grasos como por los

policetideos.

Los policetideos constituyen un grupo grande de productos naturales

que tienen en comun una base biosintética, donde sus diversas estructuras

pueden ser explicadas como derivados de cadenas de poli-3 ceto esteres,

formadas por acoplamiento de unidades de acetil-SCoA con malonil-SCoA, via
reacciones de condensacion, produciendo un gran numero de compuestos

aromaticos, muchos de ellos presentan en disposicion meta el grupo metila,
pero tambien otros compuestos ciclicos, que no poseen anillos aromaticos, en
general todos esos productos son conocidos como “via policetidea” (Dewick,

1998), la construccion de estos metabolitos esta bajo el control de enzimas

conocidas como policetideo sintase. (Mann, 1994)

4.2 - Biosintesis de la poli 3 ceto ester

La formacion de la pol-B ceto ester es producto de una serie de

reacciones tipo Claisen, se inicia con dos moléculas de acetil-SCoA que se

condensan via reaccion claisen, previa carboxilacion de una de ella (por accion
de la enzima biotin), donde l|la conversion de acetil--SCoA a malonil--SCoA
INncrementa la acidez de los hidrogenos « (Figura 23), y asi provee un mejor
nucledfilo para la condensacion Claisen, el proceso se repite hasta obtener un

poli-} ceto ester con una longitud de cadena apropiada (Figura 24), la cual

debido a su gran reactividad, puede sufrir reacciones Iintramoleculares tipo
Claisen o Aldol, que depende de la naturaleza de la enzima y como el

substrato es doblado.

En este paso los metilenos son activados por el hecho de estar rodeados por

dos carbonilas, formando carboaniones/enolatos y reacciones subsecuentes
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con grupos carbonilicos de cetonas o eésteres, con una natural tendencia a

formar anillos de seis miembros, libre de tension.
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En el presente trabajo se propone la ruta biosintética (biogénesis), para

el cromeno aislado de Peperomia villipetiola, via policetidea. A continuacion se

presenta la biogénesis utilizando esta via

4.3.-Biogéenesis del Metil 5-metil, 7hidroxi-2,2-dimetil-2H-1-cromeno-6-
carboxilato, aislado de la Peperomia villipetiola (Figura N° 25)

Una vez que se obtiene el poli-B ceto éster, a partir un grupo éster vy
cuatro malonil, se dobla 1onizandose el metileno o seguido por una adicidn
aldol al carbono carbonilico, de tal manera de obtener un anillo de seis
miembros, generando un alcohol terciario, seguida por una deshidratacion, que

ocurre en la mayoria de las reacciones aldol, obteniendose un alqueno,

seguido por enolizacion que permite alcanzar una mayor estabilidad conferida

por el anillo aromatico. La hidrdlisis del grupo tioéster produce el acido
orsélinico.(Dewick)

En esta etapa, se propone que por accion de la preniltransferasa (esta
enzima transfiere una isopentila, que participa de muchas biosintesis, Mann,
1994), el acido orselinico se prenila, luego la dupla de la isopentila sufre
oxidacion, el epoxido genera un carbono mas disponible al ataque nucleofilico
al oxigeno de la hidroxila, asi se genera un anillo de seis miembros, seguido
por una deshidratacion, favorecida por la formacion del sistema conjugado. En

este punto el acido carboxilico del metabolito obtenido se metila obteniéndose
la PVL1.
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I PARTE EXPERIMENTAL
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TRABAJO PRELIMINAR
A.- ADQUISICION DE LA PLANTA

La planta entera de Peperomia villipetiola (FOTO N°1) fue adquirida en

el “Mercado Modelo de Chiclayo”, en una tienda de plantas medicinales, el dia
2 de marzo del 2001, especie muy comun que se expende en este mercado y
es conocida popularmente como “hierba de la plata”

Esta planta procede de Miracosta, provincia de Chota, departamento de
Cajamarca por informacidn proporcionada por el Dr. Bidlogo Guillermo

Delgado Paredes, profesor de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Pedro Ruiz Gallo-Lambayeque.

B.- DETERMINACION SISTEMATICA (IDENTIFICACION BOTANICA)

La muestra de Peperomia villipetiola, fue identificada por el M. Sc.
Botanico Santos Llatas Quiroz, Director del Herbario “Pedro Ruiz Gallo-
Lambayeque”, de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Pedro

Ruiz Gallo- Lambayeque (Anexo N°1).

FOTO N°1.-
Planta adulta de
Peperomia villipetiola
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TRABAJO EXPERIMENTAL

C.- SECADO Y MOLIENDA (2-5 de marzo del 2001)

Fueron separadas las hojas de los tallos, secados en una estufa “Labor”
(Hungria) a 40°C por 72 horas. Al final del periodo, el material seco fue

triturado en un molino de cuchillas para la obtencion del material pulverizado,
este proceso fue realizado por el Dr. Bidlogo Guillermo Delgado Paredes en los

laboratorios de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Pedro Ruiz

Gallo en Lambayeque.

D.-AISLAMIENTO DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS SECUNDARIOS
DE LA Peperomia villipetiola.

1.- Muestra: Hojas de Peperomia villipetiola.
2.- Cantidad de muestra: 24,5 g

3.- Procedimiento:

a) Extraccion Solido-liquido: Obtencion del Extracto Bruto Organico (23 de

febrero del 2002).

1 Se colocan las hojas (24,5g) secas y molidas, en un frasco Erlenmeyer de
125 mL, se adicionan 120 mL de DCM-MeOH . (2:1) y se agitan durante 1
minuto con ayuda de un extractor eléctrico a una velocidad de 1900 r.p.m. .

Luego se filtra (a gravedad) y al solido recuperado se le aplica este

proceso 2 veces mas.

El filtrado presenta un color marron ligeramente verde.

il El filtrado se concentra en el rotavapor obteniéndose un extracto bruto de

color verde oscuro ligeramente marron.
i La remocion de la clorofila se realiza por filtracion al vacio a través de

celita, previamente el extracto es suspendido en 120 mL de MeOH-H;0
(8,5:1,9).

b) Separacién liquido-liquido: Obtencion del Extracto Bruto Organico de

mediana polaridad (23 de febrero del 2002).

iv El filtrado obtenido se coloca en una pera de decantacion de 250 mL, se

agrega 100 mL de DCM, para extraer |la fase de mediana polaridad, se agita
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y se deja reposar para conseguir una buena separacion de fases se
observa que la fase de DCM se ubica en la parte inferior de la pera, se

separa, y se realiza la misma operacion 3 veces mas. Las fases de DCM se

reunen y las fases acuosas metandlicas se desechan.

- El extracto organico se concentra en el rotavapor obteniéndose un extracto

de color marrdon oscuro (1,6q).

c) Purificacion cromatografica (3 de abril-10 junio del 2002)

I Analisis preliminar: Cromatografia de capa fina — CCF (ver Sec. d).

i Cromatografia de columna — CC (Ver Sec. e).

i Cromatografia de capa fina preparativa — CCF (Ver Sec.f).

d) Analisis preliminar por cromatografia en capa fina-CCF

i Muestra: Una porcion (6 mg) del extracto bruto Organico de mediana

polaridad obtenido de la Sec. b) precedente.

Il Placa: Placa comercial de gel de silica 60 Fy54 para cromatografia en capa

fina, sobre un soporte de aluminio (Merck).
I Eluentes: EtOAc y n-hexano en las siguientes proporciones:
1 0,595,
2 1090y
3 2,0:8,0.
Iv Procedimiento: La aplicacion de l|la porcion extracto, el desarrollo del

cromatograma y el revelado de las placas son procedimientos descrito en

los textos y guias de practicas de quimica Organica.

v Revelador: UV (256 nm)/ Sulfato cérico con calentamiento.
vi Observaciones:
1 Con 0,5:9.5, se observa 5 manchas,
2 Con 1,0:9.0, se observa 5 manchas y
3 Con 2,0:8.0, se observa 7 manchas.
vi Conclusion: El extracto DCM-MeOH (2:1) de Peperomia villipetiola presenta
por lo menos siete sustancias, por lo que para realizar la CC, se debe usar

el eluente con incremento de polaridad gradual.
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e) Cromatografia de Columna-CC

Muestra: Extracto de |as hojas de Peperomia villipetiola (
polaridad obtenida de la Sec. b) precedente.

e mediana

Caracteristicas de la columna: ®= 5cm, h=40cm: altura de la silica=35 cm.
Adsorbente: Silica gel 60, particula de 63-210 um, Merck.

Procedimiento:

En la columna se agrega poco a poco la silica gel, asegurandose que sea

compacta, en seguida se adiciona 200 mL de n — hexano, con el objeto que

se infle |la silica y se verifica el flujo uniforme del solvente a través de l|a

silica ( todo el n-hexano es colectado).
La muestra se disuelve en 10mL de DCM, enseguida se agrega 5 gr de

silica gel (silica gel 60, particula de 63-210 um, Merck), se mezclan hasta

obtener una “masa” homogénea, que se coloca en la parte superior de la

columna.
Una vez colocada y dispersada uniformemente |la muestra en |la superficie
de |la columna "flash” (con un flujo de 70 mL/min., bajo presion de aire) se

coloca algodon, para amortiguar el flujo del eluente (el eluente se coloca en

una pera de separacion).
Se inicia con la adicion de 70 mL de n-hexano y se colecta en un balon de
250 mL (balon N° 1).

A continuacion se agrega el eluente seleccionado, 70 mL de 5% de EtOAc
en n-hexano, asi se colecta |la segunda fraccidon en un balén de 250 mL
(baldn N° 2), esta operacion se repite hasta el balon N° 7

Se aumenta la polaridad del eluente y se agrega 70 mL de 10 % de EtOAc

en n-hexano, y se recibe en un baléon de 250 mL (balon N° 8), esta
operacion se repite hasta el balon N° 11.
De nuevo se aumenta la polaridad del eluente, se agrega 70 mL de 20 % de
EtOAc en n-hexano, y se recibe en un balén de 250 mL (baldén N° 12), esta
operacion se repite hasta el balon N° 17.
Se aumenta la polaridad del eluente, esta vez 70 mL de 40 % de EtOAc en

n-hexano, y se recibe en un balon de 250 mL (balon N° 18), esta operacion

se repite hasta el balon N° 23.
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Se continua aumentando el gradiente de polaridad del eluente, se agrega

70 mL de 60 % de EtOAc en n-hexano, y se recibe en un balon de 250 mL

(balon N° 24), esta operacion se repite hasta el baléon N° 27.

- A continuacion se agrega 70 mL de EtOAc, se recibe en un balon de 250
mL (balon N° 28).

1<

Resultados: Se obtuvieron 28 fracciones, que fueron inmediatamente

llevadas al rotavapor, |la apariencia de ellas fueron:

- Las tres primeras fracciones presentaron polvillo blanco.

- Las fracciones N°4 a |a N°11, presentaron cristales de color amarillo.
- Las fracciones N°12 y N°13, presentaron un ligero color verde.

- Las fracciones N°14 hasta el N°23, presentaron cristales un color
ligeramente verde decreciente hasta ser totalmente amarillo.

- Las fracciones restantes, es decir, del N°24 hasta el N°28 presentaron una

sustancia con apariencia aceitosa y coloreada de amarillo.

Tabla N°3.- Resumen de los resultados de la CC.

N° de fraccion Caracteristica
[ N°1a N°3 | Polvillo blanco
N°4 a N° 11 4 Cristales de color amarillo
N°12 y N°13 Cristales amarillos, ligeramente verdes
N° 14 a N°23 I Cristales verdes
N° 24 a N°28 1 Apariencia aceitosa, color amarillento

——

- Alas fracciones se le aplica cromatografia de capa fina -CCFC,
Se siguid el procedimiento d) precedente, usando como eluentes EtOAc vy
n-hexano (0,5:9.9).

_  Resultados: El revelado (UV a 256 nm y Sulfato cérico con calentamiento),

presenta manchas, suficientemente definidas para reconocer siete

sustancias, color morado bajo luz UV (Foto N°2).
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FOTO N° 2.- CCFC de las primeras 22 fracciones obtenidas de la

cromatografia en columna del extracto de Peperomia villipetiola

Tabla N°4.- Resumen de los resultados de la CCFC (A=256nm).

Nueva denominacion de I

las fracciones reunidas

]

N° de fraccion N° de sustancias presentes

N°1a N°3 No presentaron sustancias
N°4 y N°S Presenta 2 sustancias A

N° 6 Presenta 3 sustancias
N°7 y N°8

Presenta 2 sustancias

| Pewaissiess | W
F
H

N° 19 a N° 21 Presenta 2 sustancias

N° 22 y N°23

Presenta 1 sustancia

N°24 a N° 28

No presentaron sustancias
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Conclusion: De los resultados se selecciona la sustancia segunda menos

polar, a esta sustancia en la tesis se le denomind PVL1. presente en las
fracciones Ay B (FOTO N°2)

f) Cromatografia de capa fina preparativa - CCFP

| Muestras: Las fracciones “A” y “B” reunidas.

ii Placa: Placa de Cromatografia en capa fina preparativa (CCFP)

Las placas fueron confeccionadas en el laboratorio, para ello se utiliza silica
60F x4 (Merck). Las cuales fueron preparadas aplicandose una suspension
de gel silica en agua destilada (9 gr. de silica y 30 mL de agua

aproximadamente, por placa) sobre placas de vidrio (20 x 20 cm.), se utiliza

un dispersador "Quickfit”, regulado para obtener capas de 1,00 mm de

espesura.

A continuacion se deja reposar 12 horas a temperatura ambiente, son
llevadas a la estufa (80°C x 1 hora) para “activarlas”, despues se enfrian 24
horas a temperatura ambiente y estan listas para usar.

I Eluentes: EtOAc y n-hexano (1,5:8.5).

Iv Procedimiento: La aplicacion de Ilas muestras, el desarrollo del
cromatograma y el revelado de las placas son procedimientos descritos en
los textos de Quimica Organica (Reyna Pinedo, V).

v Revelador: UV (256nm).

Vi Rf=0,63.
Vil Observaciones: se observa una buena separacion, bien definida.

Viii Conclusion: La purificacion proporciond 83 mg de PVL1.

E.- IDENTIFICACION CLASICA

1.- Analisis porcentual de carbono, nitrégeno e hidrogeno

I.- Equipo: Analizador elemental 2400CHN.

ii.- Laboratorio: Central Analitica del Instituto de Quimica de la Universidad de
Sao Paulo - Sao Paulo - Brasil.

.- Fecha: 20 de junio del 2002.
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Iv.- Resultados:

v.- Deduccion de la formula em

elementos.

————

Carbono

e e e ——

67,07%

p— - —— ——

Hidrogeno

6,49%

SR Up———

UNI

Nitrogeno

0,10%

pirica a partir del porcentaje

Se asumen 100g de sustancia.

-_—

Las cantidades relativas de C, Hy N.

B e T —

en peso de los

Elemento % Peso (g) Peso n | Cantidad
atomico (moles) relativa(nx5/2)
C 67.07 6707 12.00 559 | 1398 '”J
H 6.49 649 | 100 | 649 | 1623
N 010 | 010 1400 | 0007 | 002

Descartamos la cantidad de nitrogeno, debido a la pequena cantidad
presente. Tenemos asi: Ci14H 16X

Si asumimos X= Oxigeno, %0= 100-(67,07+6,49)=%26,44 en 100 g de
sustancia, tendriamos 26,44, y dividido entre 16 (P.A.=16)x2.5=413.

Asi llegamos a la formula molecular: C14H604.

F.- IDENTIFICACION ESPECTROSCOPICA

De las 7 sustancias aisladas se purifico la sustancia segunda menos polar,

que denominamos PVL1.

La determinacion estructural del metabolito PVL1 obtenida de las hojas
“Peperomia villipetiola” se realizd mediante el analisis de sus espectros de
masas, UV, IR, RMN'H, RMN'C, RMN"C (DEPT-135%), HETCOR 'y
HMBC.
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