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1. RESUMEN

Los compuestos fendlicos desempefian un papel importante en la calidad de los alimentos y
contribuyen al aroma y sabor de la fruta. Un mayor contenido de fenoles en la fruta se asocia a
menudo con un mejor sabor, pero también pueden tener un efecto negativo incrementando el
dafo por el pardeamiento de la fruta (Lurie y Crisosto, 2005). Ademas, los compuestos
fenolicos han mostrado una importante actividad fisioldgica en seres humanos como
antioxidantes y agentes contra el cancer. Numerosas investigaciones sugieren que una amplia
variedad de fitoquimicos, tales como compuestos fendlicos y carotenoides, son capaces de
prevenir o retrasar el dafio inducido por el estrés oxidativo que conduce al cancer (Liu 2003).
Continuando con la investigacion de compuestos beneficiosos para la salud en plantas
comestibles propias de la region de Campania (Cefarelli et al. 2006, Fiorentino et al. 2008),
hemos iniciado con este trabajo el estudio fitoquimico del melocoton (Prunus persica (L.) cv
Vesuvio). EI melocotonero es uno de los arboles frutales de clima templado mas importante
cultivado en Campania y contribuye de manera significativa a la produccion total de fruta de
hueso y de pepita.

Para llevar a cabo este estudio se separd la piel de la pulpa de los frutos de melocotén. Las
pieles liofilizadas se sonicaron durante 40 min, primero con acetato de etilo y, a continuacion,
después de la eliminacion del disolvente, con etanol. Después de la destilacion de los
disolventes a vacio, se obtuvieron los extractos de acetato de etilo y etanol.

El extracto de etanol se disolvié en agua y se agitd con acetato de etilo para obtener una fraccion
organica y una acuosa. La fraccion acuosa se sometié a cromatografia en Amberlite XAD-4,
eluyendo primero con agua y luego con metanol. La fraccion metandlica se sometio a
cromatografia en Sephadex LH-20, eluyendo con soluciones de agua /metanol y luego se
utilizaron varias técnicas cromatogréaficas para la purificacion de metabolitos. Los compuestos
puros se han dilucidado sobre la base de un amplio analisis espectroscépico de RMN 2D,
incluyendo COSY, TOCSY, NOESY, HSQC, CIGAR-HMBC, H2BC y HSQC-TOCSY. En
este trabajo se han identificado cuatro nuevos compuestos de la piel de melocotdn: bencil-p-D-
gentiobiosido, fenilalanina, uridina y un glucésido fendlico. Todos estos compuestos
biolégicamente activos hacen del melocoton Vesuvio un alimento funcional que puede ser

beneficioso para la salud.




2. ABSTRACT

Phenolic compounds play an important role in the foods quality, and contribute to the aroma or
flavor of the fruit, and it is reported that the higher content of phenols in fruit often associated
with improved taste, but can also have a negative effect increasing the damage by browning of
the fruit (Lurie and Crisosto, 2005).

Furthermore phenolic compounds have shown an important physiological activity in humans
like antioxidants and anticancer agents and numerous researches suggest that a wide variety of
phytochemicals, such as phenolics and carotenoids, is able to prevent or slow down oxidative
stress-induced damage leading to cancer (Liu 2003). Continuing investigation of health-
protective compounds from edible plants, characteristic of the Campania Region (Cefarelli et
al. 2006, Fiorentino et al. 2008), we started the phytochemical study of peach [Prunus persica
(L.) cv Vesuvio]. This crop is one the most important temperate fruit tree grown in Campania
making a major contribution to total stone and pome fruit production.

The peach fruits were separated into peel and pulp. Freeze-dried peels were transferred in a
glass tube and ultrasonicated for 40 min before with ethyl acetate and then, after removal of the
solvent, with ethanol. After distillation of the solvents in a vacuum, we obtained the ethyl
acetate and ethanol crude extracts.

The EtOH extract was dissolved in water and shaken with EtOAc to obtain an organic and an
aqueous fractions. The aqueous fraction was chromatographed on AmberliteXAD-4, eluting
with water first and then with MeOH. The methanolic fraction was chromatographed on
Sephadex LH-20, eluting with water/methanol solutions and then several chromatographic
techniques were used for metabolites purification. The pure compounds have been elucidated
on the basis of extensive 2D NMR spectroscopic analyses, including COSY, TOCSY, NOESY,
HSQC, CIGAR-HMBC, H2BC and HSQC-TOCSY. In this study, four new compounds have
been identified in the peel of the peach fruit: benzyl-B-D-gentiobiose, phenylalanine, uridine
and a phenolic glycoside. All these biologically active compounds make Vesuvio peach a

functional food that could provide a health benefit.
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5. INTRODUCCION

El melocotén es el fruto del melocotonero cuyo nombre cientifico es Prunus persica L.
También se le denomina nuez persa 0 nuez de Persia, ya que persica o persicum significa
literalmente fruta Pérsica. Durante muchos siglos se penso que este arbol procedia de Persia
pero lo cierto es que se introdujo en Persia a través de rutas comerciales y en realidad es
originario de China occidental, donde ya existen registros del siglo 1l a.C. Alli el melocoton
aun hoy en dia es un simbolo de inmortalidad, mientras que en Egipto se considera el simbolo
del silencio y la infancia debido a que era un fruto sagrado para el dios Harpocrates. Los
melocotones se introdujeron en Italia precisamente en el siglo | d.C. y gracias a Alejandro
Magno fue introducido en el resto de la cuenca mediterranea, debido a lo cual en la Edad Media,
Francia era el segundo centro de produccién después de China. Desde 1800 los melocotones
han tenido un gran éxito y son una de las frutas frescas con mayor nimero de variedades

producidas y vendidas en el mercado internacional.

Dentro del género Prunus se incluyen otras frutas de hueso como los albaricoques, almendras,
cerezas y ciruelas. EI melocotén es una tipica drupa, un fruto carnoso indehiscente con una
parte delgada en su exterior llamada epicarpio membranoso o piel, una parte central carnosa
Ilamada mesocarpio carnoso o pulpa, y una parte interna lefiosa llamada endocarpio lefioso o
nacleo, el cual contiene en su interior la semilla dsea. Tiene un sabor suculento y azucarado
mas 0 menos &cido, con una pulpa dulce y fragante, blanca, amarilla o roja y una piel fina, lisa
y aterciopelada que puede ir desde un color amarillo hasta rojo carmin o salmén y con un ndcleo
interno que contiene una almendra que puede estar adherida (durazno) o no a la pulpa del
melocoton. Gracias a sus caracteristicas, su jugosidad y su capacidad para saciar la sed (85%
de agua y acido citrico), el melocotdn es una de las frutas del verano por excelencia, cuyo uso
es principalmente como fruta fresca pero también se usa en jarabes, fruta en conserva, como
licor aromatizante en bebidas o incluso Gltimamente usos cosméticos para el cuidado de la piel
y cabello.

El melocoton es una fruta revitalizante, con gran contenido de vitaminas Ay C. Ademas es una
fruta laxante y diurética por lo que purifica el cuerpo humano, aumentando la funcionalidad de
rifiones e intestinos. Estd muy bien tolerado por el estbmago, por esta razdn se recomienda en
dietas de personas con trastornos en las funciones digestivas y al no tener gluten es adecuado
para personas celiacas. Tiene un papel muy importante en otros conceptos como la

desintoxicacion del cuerpo, regulacion de la alcalinidad de la sangre o estimulacion de la




secrecidn gastrica. También se usa contra el reumatismo, la artritis o la nefritis. Por otra parte
en sujetos sensibles o predispuestos, puede provocar algunas reacciones alérgicas,

especialmente en los mas pequefios.

Debido a las innumerables variedades de melocotones, hay una gran competencia entre varios
paises de la Unién Europea y el resto del mundo. Italia se encuentra en el segundo puesto
mundial de produccién de duraznos, solo superada por el mayor productor, China, y seguido de
paises como Estados Unidos, Esparfia, Grecia, Francia y Argentina, en este orden. EI melocoton
italiano es considerado, desde mediados del siglo pasado, un modelo para paises europeos,
norafricanos o de oriente medio. A pesar de ello, Espafia, que es el cuarto mayor productor
mundial, es el mayor exportador mundial gracias a su cosecha temprana en comparacion con
otros paises europeos.

Entre las variedades de fruta fresca, el melocotdn es la segunda produccion italiana mas
importante, solo por detrés de la manzana, ocupando entre todos los huertos de frutas de hueso
un 1,3% de tierras de cultivo italianas, representando el melocoton y la nectarina 93.100
hectareas. El pico de recoleccion de esta fruta se ubica, l6gicamente, en los meses de junio y
julio. En lo que a Italia se refiere, en los Gltimos datos existentes de Istat, instituto nacional de
estadistica italiano, referentes al afio 2013, se produjeron mas de 930.000 toneladas de
melocotdn, 87.300 toneladas de percocha (variedad italiana con pulpa de color dorado y sabor
fresco y dulce) y 782.000 toneladas de nectarina. La produccién de durazno se realiz6 en 47.378
hectareas, repartidas en 12.730 en el norte del pais, 2.808 en el centro y 32.840 en la parte sur
del pais. Esto concuerda con los datos regionales, donde las regiones con mayor produccion
son Emilia-Romafa con un 33%, Campania con un 25%, Véneto y Lacio (lstat, Istituto

nazionale di statistica).

Se han llevado a cabo estudios sobre Prunus persica diferenciando la semilla, la flor y el fruto.
En lo que a la semilla o hueso se refiere, incluye constituyentes quimicos como la amigdalina,
prunasina o glucosidos cianogénicos, por ello en paises como China, Japon u otros paises
asiaticos se utiliza en la medicina tradicional. Se han llevado a cabo estudios que demuestran
actividad antitumoral sobre el crecimiento del papiloma epidérmico (Fukuda et al. 2003).
También se ha demostrado que un extracto acuoso de la semilla, inhibe la actividad de la
acetilcolinesterasa, una enzima humana presente en los tejidos nerviosos y glébulos rojos, cuya

funcién es hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina y constituir un antigeno en los glébulos




rojos. Por tanto su presencia en cobayas propicia un aumento de la acetilcolina en su hipocampo
(Kim et al. 2003).

Desde la antigiiedad las flores se han venido utilizando en Asia oriental para los trastornos de
la piel. En un estudio realizado se han podido aislar diferentes compuestos flavonoides como la
multiflorina B, azfelina, astragalina o trifolina presentes en la flor. Un extracto de etanol inhibe
la liberacion de metabolitos por parte del acido araquiddnico, en queratinocitos humanos in
vitro, mientras que in vivo, inhibe la formacion del eritema (Young Ha et al. 2002).

En cuanto al fruto, se han realizado estudios sobre el efecto del extracto de etanol de frutos en
la inflamacion alérgica mediada por mastocitos observandose que inhibe la liberacion de la
histamina y reduce la afluencia de cationes Ca?* en el factor NF-kB, un complejo proteico que
controla la transcripcion del ADN y por tanto reduce la expresion de citoquinas inflamatorias
(Shin et al. 2010).




6. OBJETIVOSY PLAN DE TRABAJO

Antioxidantes provenientes de fuentes vegetales, como acidos fenolicos y flavonoides, han sido
reconocidos por tener un gran potencial para reducir enfermedades tumorales y relacionadas
con el corazdn, ayudando a neutralizar los radicales libres, compuestos inestables que estan
relacionados con este tipo de enfermedades. La actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos se debe principalmente a sus propiedades redox, que les permiten actuar como agentes
reductores, donantes de hidrogeno y extintores de oxigeno. Ademas, tienen el potencial de
quelacion de metales.

El objetivo general de este trabajo fin de grado es el aislamiento e identificacion de metabolitos
secundarios presentes en la fruta, en este caso concreto en una variedad del melocotdn tipica de
la Campania italiana, el melocoton Vesuvio.

En definitiva lo que se busca con este estudio es la confirmacion de la recomendabilidad de esta

especie en concreto, debido a sus buenos efectos sobre la salud de la persona.

Las etapas del plan de trabajo han sido las siguientes:

1. Preparacion del producto a estudiar.
El producto del estudio se prepara con las operaciones necesarias, eliminando el agua
presente, para su posterior investigacion. Habra que separar las diferentes partes del

fruto, desecarlas y disponerlas para la instrumentacion quimica.

2. Obtencién del extracto correspondiente al estudio.
En este caso se examinara la piel del fruto. Para ello se realizan diferentes tipos de

extraccion solido-liquido primero, y posteriormente, liquido-liquido.

3. Aplicacion de técnicas cromatograficas sobre el extracto obtenido.
Sobre los extractos obtenidos, acuosos u organicos, se emplean técnicas
cromatograficas. Técnicas de separacién en las cuales la muestra se introduce en un
sistema formado por un fluido (fase mdvil), que circula por una fase estacionaria. Los
componentes de la muestra difieren en su afinidad por alguna de las fases y se produce
la separacion. De esta forma, se agrupan los compuestos por sus semejanzas, facilitando

su posterior identificacion.




4. Obtencidn de compuestos fitoquimicos puros.
Mediante el uso de diferentes técnicas cromatograficas se llegara a la obtencion de
fracciones finales a partir de las cuales mediante técnicas de recuperacion de

compuestos con distintas soluciones, podremos aislar y obtener el metabolito.

5. Identificacion mediante técnicas espectroscépicas.
Los compuestos fitoquimicos obtenidos se analizan mediante resonancia magnética
nuclear, NMR. Los experimentos utilizados seran tanto monodimensionales, como
bidimensionales, aunque son mas complejos, de la misma forma seran tanto
correlaciones homonucleares, como heteronucleares. De esta forma se podra

practicamente determinar su estructura y asi, sus posibles comportamientos.




7. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd entre los meses de febrero y julio del afio 2014, en las
instalaciones de las que dispone la Seconda Universita degli Studi di Napoli en la ciudad de
Caserta.

7.1. Material biolégico

Los melocotones utilizados en el estudio provenian de la unidad de investigacion en la
fruticultura de Caserta, CRA-FRC, y fueron recolectados en septiembre del 2013.

La especie fruticola empleada en este estudio es Prunus persica L. cv Vesubio, una variedad
caracteristica de la Campania, que se identifica por su pulpa amarilla y jugosa ligeramente

mayor que la del resto.

7.2.Equipo

El presente trabajo se realiz6 en los laboratorios de Quimica Orgénica y de Botanica de la
Seconda Universita degli Studi di Napoli, que estdn equipados con todos los instrumentos

necesarios para poder llevar a cabo este trabajo (Figura 1).

Figura 1.- Laboratorio de Quimica Organica.

El laboratorio dispone del siguiente equipamiento:
Balanza analitica; evaporador rotatorio Hei-VAP; liofilizador; camara frigorifica (-20°C);
estufa de secado (120 + 5°C); centrifuga; bafio ultrasénico; bomba LC-10AD (Shimadzu,
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Japdn); lampara ultravioleta (254 nm y 366 nm); bomba extractora de solvente; bafio de agua
caliente; sistema de agua ultrapura Milli-Q; parrilla de extraccion y sistema HPLC consistente
en: bomba HPLC LC-10AD (Shimadzu, Japon), detector de indice de refraccion (Shimadzu
RID-10A) y un registrador Chromatopac Shimadzu C-R6A.

Ademas las dependencias disponian de varias cémaras frigorificas, destinadas al
almacenamiento de muestras, ya sea bien en forma de producto natural, bien en matraces
esféricos en los que se trataban las muestras, tubos de ensayo provenientes de la cromatografia

0 cubetas preparadas para su analisis espectroscopico.

7.3. Material de laboratorio

Pipetas Pasteur; tubos de ensayo; mortero y mano de mortero; columnas cromatogréficas
Phenomenex; placas cromatograficas (Merck); sistema de extraccion por agitacion; cuba de
cristal para placas; embudos de cristal; embudos de decantacion; Fluka Amberlite XAD-4 y
XAD-7; Sephadex LH-20 (Pharmacia, Piscataway, NJ); resina C-18; jeringas de 500 pl;
matraces cilindricos de 50 ml, 100 ml y 250 ml; probetas de 10 ml, 25 ml, 100 ml y 500 ml;
buretas de 100 ml; pipetas graduadas de 1 ml, 2 ml 5 ml y 10 ml; vasos de precipitados de 100

ml y 250 ml y cubetas de espectrofotometro.

7.4. Reactivos

Los siguientes reactivos quimicos de la mayor pureza disponible en el mercado se utilizaron
durante la realizacion de este trabajo:

Metanol calidad HPLC (Merck), cloroformo calidad HPLC (Merck), acido sulfarico (Merck) y
acetona (Merck).

El agua que se utiliz6 para todo el trabajo fue agua tipo | Milli Q (Millipore).

7.5. Procedimiento

7.5.1. Tratamiento del material vegetal

La piel del melocotdn se preparé a partir de 4000 g de melocotones recolectados en Septiembre

de 2013 en Caserta. Se separ0 la piel de la pulpa obteniéndose 550 y 2300 g respectivamente y
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posteriormente se liofilizaron las muestras obteniendo 90 g de piel y 360 g de pulpa. A

continuacidn se trituraron los 90 g de piel con nitrogeno liquido para llevar a cabo la extraccion.

7.5.2. Obtencidn de extractos organicos de la piel del melocoton.
7.5.2.1. Extraccion solido-liquido.

La extraccion con ultrasonidos, UAE (Ultrasound Assisted Extraction), es una tecnologia
utilizada en la industria alimentaria. Son sefiales de alta intensidad que se usan para modificar
el producto. El ultrasonido también ejerce un efecto mecénico, permitiendo una mayor

penetracion de disolvente en la muestra.

Se llevéd a cabo una extraccion solido-liquida asistida por ultrasonido durante 60 minutos a una
frecuencia de 37 MHz y una intensidad de 80 mW/cm?. La primera extraccion se realiza con
500 ml de acetato de etilo, cuyo filtrado se lleva a seco. El acetato de etilo recuperado, se utiliza
para un segundo ciclo de sonicacion en las mismas condiciones experimentales, juntando ambos
(extracto PVB/1). El proceso se repite cuatro veces mas, pero esta vez partiendo de una

extraccion con 500 ml de etanol, estos filtrados se juntan y se denominan extracto PVB/2.

7.5.2.2.Extraccion liquido-liquido.

Sobre la fraccion PVB/2, previo secado, se realiza una nueva extraccion, en este caso liquido-
liquido. Este es un proceso que permite separar los componentes por su distribucién entre dos
fases liquidas inmiscibles. Se suele llevar a cabo entre una disolucién acuosa y otro disolvente
inmiscible con el agua con la ayuda de un embudo de decantacion. La extraccion liquido-
liquido, se realiza a partes iguales de agua y acetato de etilo. De esta manera se obtienen dos
fracciones: una organica denominada PVB/2-2 que se pasa por sulfato sédico anhidro y luego
se lleva a seco, obteniendo un peso de 834 mg y otra fraccidn acuosa, sobre la que se centrara
nuestro trabajo, que la llamaremos PVB/2-1 y que posteriormente se concentra para eliminar

eventuales trazas de acetato de etilo.

12



7.5.3. Cromatografia de liquidos de alta eficacia de la fraccion acuosa.

Para llevar a cabo las separaciones cromatograficas empleando columnas, la muestra disuelta
en una porcién del disolvente se carga por la parte superior de la columna. A continuacion se
adiciona la fase movil de forma continua, arrastrando asi los componentes de la muestra, que
se distribuyen segun los valores de sus coeficientes de distribucion. El soluto que tenga mayor

relacién de distribucion se desplazara mas lentamente.

Las cromatografias se desarrollaran con la columna indicada acoplada a un sistema colector de
fracciones de HPLC.

7.5.3.1. Separacion por cromatografia de intercambio i6nico de la fraccion acuosa.

Las resinas Amberlite (nombre comercial de la gama de resinas) XAD son polimeros esféricos
muy porosos, basados en poliestireno macrorreticular. Su superficie interna puede adsorber y
desorber a continuacion, varias especies diferentes dependiendo del entorno en que se usen. En
disolventes polares tienen un comportamiento hidrofébico y asi pueden adsorber especies
organicas poco solubles, mientras que en disolventes no polares el comportamiento es el
contrario, adsorbiendo especies polares. Proporcionan un excelente primer paso de purificacion
en la recuperacion de compuestos fendlicos o hidrocarburos.

Los dos tipos que usaremos seran XAD-4, no polar y Gtil en procedimientos analiticos sensibles,
y XAD-7, de polaridad intermedia que adsorbe materiales hidr6fobos de sistemas acuosos e

hidrofilicos de sistemas no acuosos.

La fraccion acuosa (PVB/2-1) se sometid a cromatografia en una columna Amberlite XAD-4 y
posteriormente en una XAD-7 acopladas a un sistema colector de fracciones de HPLC.

La resina Amberlite XAD-4 se empaquet6 dentro de la columna y se equilibré con 3 litros de
agua desgasada, al igual que la columna empaquetada con la resina XAD-7. La muestra se cargd
en la columna XAD-4 y el agua cargada se pasa por la XAD-7. Tras ello se lava la XAD-4 con
1,5 litros de agua destilada que se pasan posteriormente por la XAD-7, para pasar finalmente
1,5 litros de metanol sobre ambas Amberlite. Las muestras resultantes (PVB/3-1y PVB/3-2) se
Ilevan a seco recuperando el metanol.

La fraccion PVB/3-1, con la que continuaremos nuestro trabajo, la renombramos PVBA/1.
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7.5.3.2. Separacion por exclusion molecular.

La fraccidn metandlica resultante de la XAD-4, PVBA/1, se sometié a cromatografia en
Sephadex LH-20, para solventes acuosos, acoplada a un sistema colector de fracciones de
HPLC.

En este caso el Sephadex LH-20 es una cromatografia liquida disefiada para cribar segun el
tamafo molecular de los productos naturales. Es un dextrano cuyas esferas se hinchan en agua
o soluciones electroliticas, segun el grado de reticulacion del polimero. Tiene una selectividad
cromatogréafica Unica debido a la doble naturaleza hidréfila y lipofila de la matriz. Sus
caracteristicas dependen del disolvente utilizado, siendo ideal para los glicésidos con mezclas
de metanol-agua o cloroformo-metanol.

La columna de 60 cm x 3 cm se equilibra con agua purificada en un sistema Milli-Q y se eluye
con soluciones de agua /metanol, comenzando con un 20% MeOH/H.O y aumentando
progresivamente. Se recogen fracciones de 3 ml.

El seguimiento separativo de las fracciones se lleva a cabo mediante cromatografia en capa fina.

7.5.3.3. Analisis de las fracciones mediante cromatografia en capa fina.

Las fracciones obtenidas en la cromatografia en Sephadex LH-20 se analizan mediante
cromatografia en capa fina o TLC (Thin Layer Chromatography), una técnica analitica rapida
y sencilla para realizar un seguimiento o comparar muestras. En este caso la fase estacionaria o
adsorbente es la alimina, oxido de aluminio, de caracter polar, ya que es mas comodo y mas
econdmico. El adsorbente que debe ser inerte y no catalizador, interacciona con las sustancias
mediante enlaces de hidrogeno o interacciones dipolo-dipolo. El orden de elucién de un
compuesto se incrementa al aumentar la polaridad de la fase movil o eluyente. Normalmente el
eluyente que utilizamos son mezclas de varios componentes, ya sean monofésicas o bifasicas.
Nuestros reactivos fundamentales a la hora de elegir fase movil seran cloroformo, metanol y
agua destilada, por tanto, un sistema bifasico de estos componentes estara formado por una capa
superior hidroalcohdlica llamada refinado y por una capa inferior cloroférmica Ilamada

extracto, la cual sera utilizada para la cromatografia.

En primer lugar las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna se transfieren a
matraces esféricos y se elimina el disolvente innecesario, es decir en caso de que la muestra se

diluya en metanol, se lleva a seco la muestra de agua y metanol totalmente, y se diluye
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totalmente en metanol o en su defecto con las minimas gotas de agua posibles. La fase movil,
que en nuestro caso, mejores resultados ha proporcionado ha sido 13:7:2
cloroformo:metanol:agua, bifasica.

La muestra se puntea en la citada placa de aluminio, en porciones que seran de 10 cm de
longitud y de ancho en funcion de los puntos, dejando 1 cm libre a cada lado y 0.5 cm de espacio
entre punto y punto.

El revelado de la placa cromatogréafica se realiza de dos formas diferentes y siempre en el mismo
orden, se observan los compuestos activos a la luz ultravioleta con una longitud de onda corta
de 254 nm y una longitud de onda larga de 366 nm. El otro agente revelador utilizado tras la
fuente ultravioleta es la pulverizacion de una disolucion de &cido sulfdrico (1 ml de &cido
sulfurico, 20 ml de acido acético y 4 ml de agua destilada) que posteriormente se calienta en

una estufa a 120°C.

A continuacion se comparan los perfiles de las diferentes fracciones y si hay similitudes se
procede a juntar las fracciones en un Unico matraz esférico. Si las muestras de los tubos de
ensayo analizados estan muy retenidas o poco retenidas, cambiamos la polaridad del eluyente,
bien mas polar como por ejemplo una mezcla 13:7:4 o menos polar, como 14:6:1, siempre

cloroformo:metanol:agua.

Cada dia tanto al inicio como al final de la jornada se realizaban analisis de los ultimos tubos
de ensayo provenientes de la cromatografia en columna. De esta forma tras realizar la pertinente
cromatografia se observa si siguen apareciendo marcas de compuestos o no (ejemplo, Figura
2), en caso contrario se afiade metanol al eluyente, aumentando progresivamente su porcentaje
en la cromatografia de columna, para propiciar la salida de mas compuestos, aumentando a un
10%, 20%, 40% Yy sucesivamente.
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Figura 2.- Cromatografia en placa fina de aluminio de algunas fracciones obtenidas tras la
cromatografia de PVBA/2.

La placa se reveld pulverizando con una disolucion de acido sulfurico.

7.5.3.4. Separacidn por cromatografia en fase inversa.

Dos de las fracciones obtenidas de la cromatografia Sephadex de PVBA/1, denominadas
PVBA/2 y PVBA/6 se seleccionaron debido a su alto peso y a la cantidad de compuestos
revelados y se sometieron a una cromatografia en fase inversa con resina C-18.

En esta cromatografia, la fase estacionaria es menos polar que la fase movil y los compuestos
hidrofilicos, polares, se retienen menos y eluyen primero, mientras que los compuestos
hidrofobicos, no polares, son retenidos mas fuertemente.

Las cromatografias se realizaron con resina C-18, equilibrada en metanol y empleando una
columna Luna RP-8 (Phenomenex, Torrance, CA) 250 x 10 mm i.d., con un flujo de 600 gotas
por tubo cromatografico (3 ml) y eluyendo inicialmente con una disolucion al 10% MeOH/H-0,

aumentando progresivamente este porcentaje cuando no se observaban compuestos separados.

En la Figura 3, se muestra un esquema general del procedimiento llevado a cabo hasta la
obtencion de las fracciones PVBA/2 y PVBA/6.
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Cromatografia de
intercambio iénico

Cromatografia en
Sephadex LH-20

I

PVBA/1
I

| Cromatografia en C-18 | Cromatografia en C-18

PVBA/2 PVBA/6

Figura 3.- Diagrama de flujo del procedimiento llevado a cabo.

7.5.4. Aislamiento y caracterizacion de compuestos.

Tras realizar andlisis espectroscopicos a las diferentes fracciones se decide, en funcién del
revelado y la claridad del espectro, aislar los compuestos, siempre que la separacion observada
en la cromatografia con alimina sea buena.

Para ello se purifican utilizando tres tipos diferentes de cromatografias en capa, dependiendo
del peso de la muestra. En los tres casos son placas de gel de silice de 20 cm x 20 cm, para las
cuales, l6gicamente, se preparard mayor cantidad de eluyente, aproximadamente unos 40 ml.
Los tres tipos se diferencian en el peso de la muestra a separar, si el peso es grande y el nimero
de compuestos es alto, se utilizara una cromatografia PLC (Preparative Layer
Chromatography), que a su vez puede ser preparativa 0 semipreparativa, siendo la primera para
un mayor peso. La tercera opcion, la mas usada, es TLC analitica, cromatografia de capa fina.
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Por tanto si se decide usar TLC, seran placas de 20 cm x 20 cm de gel de silice 60 F254. La
semipreparativa serén placas de 20 cm x 20 cm de gel de silice 60 F254de 0.5 mm de espesor
o la preparativa que sera de 1 mm de espesor.

El eluyente se define en funcion de las placas de aluminio utilizadas. La elucion se lleva a cabo
de la misma manera que en una placa pequefia de aluminio. Una vez realizada la cromatografia,
el proceso de revelado consiste en observar la placa con luz ultravioleta (Figura 4), marcando

todas las bandas para aislar el componente.

Figura 4.- Observacion a luz ultravioleta de una placa cromatogréfica en capa fina.

Sin embargo hay marcas o bandas que solo se observan pulverizando con un spray de disolucion
acida H2SO4/AcOH/H20 (1:20:4). Para aislar el componente, se tallan unos milimetros de uno
de los lados de la placa de arriba abajo, se pulveriza con el spray y tras unos 5 o0 10 minutos en
la estufa a 120°C estard revelada. En ese momento se compara con la placa bajo la luz
ultravioleta y se trazan las lineas sobre las posibles marcas o bandas vistas solo tras la
pulverizacion.

Una vez delimitadas todas las bandas, se rallan y raspan con una espatula obteniendo toda la
silice de cada marca. Esta silice seré la que contenga el componente, por tanto para obtenerla
debemos filtrarla con una solucion mas polar que el eluyente de la cromatografia, capaz de
arrastrar el compuesto. El filtrado se realizara o bien con pequefias columnas de destilacion, o
si el peso es bajo, para evitar pérdidas, con pipetas Pasteur, en las que se introduce algodon con
una pequefia cantidad de arena purificada para facilitar la filtracion. La solucion utilizada en
todos los casos para eluir la silice obtenida sera una solucion CHCls/MeOH/H20 (6:14:1), de

gran polaridad respecto a las utilizadas para eluir en la cromatografia.
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7.5.5. Andlisis espectroscopico.

Los compuestos fotoquimicos obtenidos se analizan mediante resonancia magnética nuclear,
NMR.

La RMN es la técnica que mas utilidad presenta en la determinacion estructural de los
compuestos organicos. Su base es la absorcion de energia por un nicleo atbmico que provoca
transiciones entre niveles de energia nucleares o entre distintos estados del espin nuclear.
Muchos nucleos atémicos tienen espin nuclear I, su movimiento crea un campo magnético m.
Pero no todos los nucleos se comportan asi, para que se observe el is6topo debe tener | distinto
a cero.

Los espectros fueron recogidos mediante la técnica de RMN con transformada de Fourier, a
300 MHz para protonicos (*H) y a 75 MHz para carbonicos (*3C) en metanol deuterado
(CD30D) o cloroformo deuterado (CDCI3) a 25°C con un equipo Varian Mercury 300 MHz
(Figura 5). Las correlaciones heteronucleares de protones detectadas fueron medidas usando
HSQC (optimizado para Juc = 145 Hz) y HMBC (optimizado para "Juc = 8 Hz).

Figura 5.- Espectrémetro NMR Varian Mercury 300.
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Cada analisis se desarrollard con el disolvente en el que mejor se disuelva la muestra, pero
siempre deuterado para no interferir en el espectro. La cubeta espectroscopica debe tener unos

3.5 cm de altura, por lo tanto se disolvera el compuesto en 600 pl de disolvente.

Los espectros que se recogeran seran de dos tipos: monodimensionales y bidimensionales.

Los monodimensionales seran aplicables a un grupo de ntcleos (*H o 3C) en las moléculas
para proporcionar informacion sobre la cantidad de protones o carbonos que contiene la
molécula y la determinacion de su entorno gracias a su desplazamiento quimico. Aplicando una
secuencia de pulsos se puede obtener el DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer), un método util para determinar la presencia de diferentes &tomos de carbono como
primario, secundario y terciario. Diferencia entre grupos CH, CH2 y CHs por variacion del

pardmetro angulo de seleccion. Aparecen los CH y CHsen una fase y en antifase los CHo.

Los espectros bidimensionales abarcan una gran variedad de ellos. Son secuencias de grupo en
las que controlando la intensidad de la irradiacion y el tiempo transcurrido entre pulsos se
obtienen sefales en las que la intensidad depende de las frecuencias de dos ndcleos, que se
relacionan por acoplamiento, efecto NOE o intercambio quimico. Las sefiales que aparecen en
estos espectros indican qué sefial de un nucleo esta acoplada con un nicleo de otro tipo.

- COSY: Correlation Spectroscopy, conjuntos de experimentos bidimensionales de
correlacion homonuclear. Las sefiales indican que los ndcleos estan acoplados directamente,
2 0 3 enlaces.

- NOESY: NOE Spectroscopy, se producen por correlacion homonuclear por efecto NOE. Las
sefiales indican nucleos que estan proximos en el espacio, tanto si forman parte del mismo
sistema de spin como si no.

- TOCSY: Total Correlation Spectroscopy, las sefiales determinan los nucleos pertenecientes
a un mismo sistema de acoplamiento.

- HSQC: Heteronuclear Single-Quantum Correlation Spectroscopy, es un método que detecta
correlaciones heteronucleares a un enlace de distancia.

- HMBC: Heteronuclear Multiple-bond Correlation Spectroscopy, es un experimento de
correlacion heteronuclear. Las sefiales indican correlaciones a largas distancias, 2 0 3

enlaces.
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- H2BC: Heteronuclear 2 Bond Correlation Spectroscopy, experimento que correlaciona
atomos heteronucleares con dos enlaces de distancia.
- HSQC-TOCSY, experimento que combina un *H-*C HSQC con experimentos *H-TOCSY

para dar correlaciones a través del enlace *H-'3C a todos los demés *H del conjunto.

21



8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Extraccion sélido-liquido.

Los extractos obtenidos, sus pesos y los agrupamientos tras la extraccion sélido-liquido (Figura
3), se muestran en la Tabla 1.

Extraccion Peso
AcOEt 1,344 g Reunidos en PVB/1
AcOEt 0,534 g 2,0268 g
EtOH 469
EtOH 3,790 Reunidos en PVB/2
EtOH 2,60 1429
EtOH 199

Tabla 1.- Extracciones de la piel de Prunus persica cv Vesuvio.

8.2. Cromatografia de intercambio ionico de la fraccion acuosa PVB/2-1, en Amberlite.

Tras la cromatografia en Amberlite XAD sobre la fraccion acuosa obtenida de la extraccion

liquido-liquido (Figura 3), se obtuvieron los siguientes pesos y fracciones (Tabla 2).

Peso
151 MeOH XAD-4 4512mg PVB/3-1
151 MeOH XAD-7 476,5mg PVB/3-2

Tabla 2.- Fracciones acuosas obtenidas.

La fraccion XAD-7 (sustancias himicas) presenta mayor coloracion y absorbancia especifica
que la fraccion XAD-4 (&cidos hidrofilicos de bajo peso molecular), por tanto la fraccion XAD-
7 tiene mayores pesos moleculares medios. Ambas fracciones tienen contenidos similares de
hidrogeno, carbono y oxigeno, sin embargo la fraccion XAD-4 tiene un mayor contenido en
nitrégeno. También presenta mayor caracter alifatico y mayor contenido en grupos carboxilos

que la fraccion XAD-7.
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8.3. Cromatografia de PVBA/1 en Sephadex LH-20.

El resultado de los pesos obtenidos para las distintas fracciones de la cromatografia Sephadex
LH-20 para la muestra PVBA/1 (Figura 3) se muestra en la Tabla 3.

PVBA/1
Fracciones Peso Eluyente

2-3 10,5 mg PVBA/16
4-5 162,8 mg PVBA/2
6-7 48,3 mg PVBA/6

8 9,2mg 20% PVBA/15
9-10 13,4mg MeOH/HO0 PVBA/17
11-17 25,8 mg PVBA/18

18-21 10,2 mg

22-29 13,7 mg

30-36 11,5mg

37-41 9,8 mg 40%
42-47 6,7mg MeOH/H0O
47-51 10,3 mg

52-68 11,7 mg 60%
69-76  82mg MeOH/H:0 PVBA/3
80%
77-88  8,9mg MeOH/OHzo
0, 0,
80130 727mg o :’Oﬁg%’

Tabla 3.- Fracciones, pesos y transferencias de la fraccion PVBA/1.

Sobre las fracciones obtenidas, se realizan cromatografias en capa fina, y en base a esos

resultados se decide llevar a cabo otra cromatografia o purificar la fraccion.

La fraccion PVBA/3 se diluyd en metanol y se punteo sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucion CHCIz/MeOH/H?0, 13:7:2 (Tabla 4).
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PVBA/3

Fracciones Peso
1 1,7 mg
2 3,0 mg

Tabla 4.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/3.

La fraccion PVBA/15 se diluyd en metanol y se punte6 sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucion CHCIlz/MeOH/H20, 13:7:2 (Tabla 5).

PVBA/15

Fracciones Peso

1 1,3 mg
1,0 mg
1,3 mg
0,9 mg
1,6 mg
1,8 mg
2,0 mg

00 ~NOo Ok Wi

Tabla 5.- Fracciones y pesos de la fraccién PVBA/15.

La fraccion PVBA/16 se diluyd en metanol y se punte6 sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucion CHCIz/MeOH/H?0, 13:7:3 (Tabla 6).

PVBA/16
Fracciones Peso
1 2,1 mg
2 3,2 mg
3 1,8 mg
4 1,5mg
5 0,8 mg

Tabla 6.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/16.
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La fraccién PVBA/17 se diluyd en metanol y se punted sobre una placa TLC analitica, eluyendo
dos veces con una disolucion CHCIs/MeOH/H-0, 13:7:3 (Tabla 7).

PVBA/17
Fracciones Peso
1 0,9 mg
2 2,6 mg
3 1,3 mg
4 1,4 mg
5 -

Tabla 7.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/17.

La fraccién PVBA/18 se diluy6 en metanol y se punted sobre una placa PLC semipreparativa,
eluyendo una sola vez con una disolucion CHCIs/MeOH/H0, 13:7:2 (Tabla 8).

PVBA/18

Fracciones Peso

1 3,6 mg
1,5mg
3,9 mg
1,1 mg
1,0 mg
1,7 mg

o Ol B~ W

Tabla 8.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/18.

8.4. Cromatografia de PVBA/2 en C-18.

La fraccion PVBA/2, obtenida en la cromatografia de PVBA/1 en Sephadex LH-20 (Tabla 3)
se carga en una cromatografia en columna C-18, obteniéndose los pesos y fracciones que se

indican en la Tabla 9:

25



PVBA/2
Fracciones Peso Eluyente
2-8 6,4 mg
9-10 68,8 mg
11-14 21,5mg
15-16 10,3 mg
18-24 16,0 mg

2530  5,1mg 20% pyga/g
3140 28mg MEOHHO

4148 16,3 mg PVBA/5
4957  10,5mg PVBA/4
58-64  4,7mg PVBA/7
6591  8,6mg

92-114 9,9 mg 40%

UF 241 mg MeOH/H20

Tabla 9.- Fracciones, pesos y transferencias de la fraccion PVBA/2.

La fraccion PVBA/4 se diluyd en metanol y se punteo sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucion CHCIz/MeOH/H?0, 13:7:2 (Tabla 10).

PVBA/4
Fracciones Peso
1 2,7 mg
2 2,4 mg
3 0,9 mg
4 2,1 mg
5 1,7 mg

Tabla 10.- Fracciones y pesos de la fraccién PVBA/4.

La fraccion PVBA/5 se diluy6 en metanol y se punted sobre una placa PLC semipreparativa,
eluyendo una sola vez con una disolucién CHCIs/MeOH/H0, 13:7:2 (Tabla 11).
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PVBA/5

Fracciones Peso
1 4,4 mg
2 3,7 mg
3 2,8 mg
4 -
5 -

Tabla 11.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/S.

La fraccion PVBA/7 se diluyd en metanol y se punteo sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucion CHCIlz/MeOH/H20, 13:7:2 (Tabla 12).

PVBA/7
Fracciones Peso
1 1,2 mg
2 2,5 mg
3 6,5 mg
4 3,7 mg

Tabla 12.- Fracciones y pesos de la fraccién PVBA/7.

La fraccion PVBA/8 se diluyd en metanol y se punteo sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucién CHCIlz/MeOH/H20, 14:6:1 (Tabla 13).

PVBA/8
Fracciones Peso
1 1,4 mg
2 2,7 mg
3 1,1 mg
4 1,6 mg

Tabla 13.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/8.
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8.5. Cromatografia de PVBA/6 en C-18.

La fraccion PVBA/6 obtenida en la cromatografia de PVBA/1 en Sephadex LH-20 (Tabla3) se
sometid a cromatografia en fase inversa C-18 obteniéndose los pesos y fracciones que se indican
en la Tabla 14:

PVBA/6
Fracciones  Peso Eluyente
2-3 6,5mg PVBA/10
4-5 4,9 mg
6-7 2,5mg 10% PVBA/11
810 42mg  \ieoH/H,0
11-13 2,0mg PVBA/12
14-18 6,2 mg PVBA/14
19-51 14,4 mg PVBA/9
52-59 2,8mg 0%
60-64 6,0 mg MeOH/H,0 PVBA/13
65-71 55mg
72-73 2,7mg
74 1,0 mg
75 0,8 mg 40%
6 21Img \eoHH,0
77 1,1 mg
78 1,0 mg
79-80 1,0 mg
81-111 8,2 mg 60%

UF 48mg MeOH/H0

Tabla 14.- Fracciones, pesos y transferencias de la fraccion PVBA/6.

La fraccion PVBA/9 se diluyd en metanol y se punteo sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucion CHCIz/MeOH/H?0, 13:7:2 (Tabla 15).

PVBA/9
Fracciones Peso
1 1,3 mg
2 1,2 mg

Tabla 15.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/9.
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La fraccion PVBA/10 se diluyd en metanol y se punte6 sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disoluciéon CHCIlz/MeOH/H20, 13:7:2 (Tabla 16).

PVBA/10
Fracciones Peso
1 2,7mg
2 3,2 mg

Tabla 16.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/10.

La fraccion PVBA/11 se diluyd en metanol y se punte6 sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disoluciéon CHCIlz/MeOH/H20, 13:7:2 (Tabla 17).

PVBA/11
Fracciones Peso
1 0,8 mg

Tabla 17.- Fracciones y pesos de la fraccién PVBA/11.

La fraccion PVBA/12 se diluyd en metanol y se punte6 sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucién CHCIlz/MeOH/H>0, 13:7:2 (Tabla 18).

PVBA/12
Fracciones Peso
1 1,5mg

Tabla 18.- Fracciones y pesos de la fraccion PVBA/12.

La fraccion PVBA/13 se diluyd en metanol y se punte6 sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucion CHCIlz/MeOH/H-0, 13:7:2 (Tabla 19).
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PVBA/13

Fracciones Peso
1 1,7 mg
2 2,4 mg
3 1,1 mg

Tabla 19.- Fracciones y pesos de la fraccién PVBA/13.

La fraccion PVBA/14 se diluy6 en metanol y se punted sobre una placa TLC analitica, eluyendo
una sola vez con una disolucién CHCIlz/MeOH/H-0, 13:7:4 (Tabla 20).

PVBA/14
Fracciones Peso
1 1,5mg
2 2,4 mg
3 1,3 mg

Tabla 20.- Fracciones y pesos de la fraccién PVBA/14.

8.6. Identificacidn espectroscépica.

De todas las fracciones obtenidas se logré identificar un nimero de ellas que a continuacion se

describen.

8.6.1. Fraccion PVBA/4/3.

El estudio de la fraccion PVBA/4/3, proveniente de la cromatografia en fase inversa C-18
realizada sobre la fraccion PVBA/2 (Tablas 9 y 10), se realizé con CD30D, metanol deuterado.
Con un desplazamiento quimico de & 7.35 se observan 5 protones aromaticos (Figura 6),
pertenecientes al mismo anillo que serd por tanto un anillo monosustituido debido a la

proximidad de sefiales.
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Figura 6.- Espectro NMR protdnico general de la fraccion PVBA/4/3.

De la misma forma se observan a 6 4.66 y 6 4.91 las sefiales de dos protones metilenos
diastereotopicos (Figura 7), en forma de dos dobletes. A su vez se identifican dos protones

anoméricos coincidentes en & 4.34, como se puede observar en la Figura 7.
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Figura 7.- Ampliacion del espectro NMR protdnico general de la fraccion PVBA/4/3.

Estos datos en principio indicarian la presencia de dos compuestos aliciclicos.

En el espectro NMR *C (Figura 8), se observan los 6 carbonos aromaticos que habiamos
previsto anteriormente, con los cinco carbonos no sustituidos en un desplazamiento alrededor

de & 129, y el carbono sustituido del anillo a 6 139.
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Figura 8.- Espectro NMR carbonico general de la fraccion PVBA/4/3.

Observamos en 6 105.5 y 6 103.3 dos carbonos probablemente unidos a dos heterotermos. A su
vez en la region sp® se encuentran varias sefiales que se identificaran mejor con el espectro
DEPT (Figura 9).
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Figura 9.- Espectro NMR DEPT de la fraccion PVBA/4/3.

Comparando con el espectro *C, habra tres carbonos metilénicos (CH2) a § 71.9, § 69.8 y &
66.9. Mientras que el resto de sefiales, debido a sus altos desplazamientos, estaran
probablemente relacionados a heteroatomos.

Las correlaciones heteronucleares de estos carbonos las controlaremos con el experimento

HSQC (Figura 10 y Figura 11), que proporcionara relaciones directas *H-'3C.
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Figura 10.- Espectro HSQC de la fraccion PVBA/4/3.
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Figura 11.- Ampliacion del espectro HSQC de la fraccion PVBA/4/3.

Observamos como los protones metilénicos diastereotopicos descritos anteriormente a 6 4.66 y
6 4.91 correlacionan con el metileno de mayor desplazamiento, & 71.9. Esto indica un menor
apantallamiento de este metileno respecto a los otros, con lo que probablemente esté a
continuacion del anillo aromatico, formando seguramente un alcohol bencilico.

Se identifican 4 protones metilénicos como dos dobletes de dobletes en 6 4.12 y 6 3.77
correlacionados con el carbono en 6 69.8 y dos dobletes de dobletes en 6 3.87 y 6 3.20 en

correlacion con el carbono en 6 66.9.
El espectro HSQC-TOCSY (Figura 12 y Figura 13), evidencia por la regién sacarida, la

presencia de dos restos de hexosas, relacionados con los 4 protones metilénicos a 6 4.12 y 8
3.77.
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Figura 12.- Espectro HSQC-TOCSY de la fraccion PVBA/4/3.
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Figura 13.- Ampliacion del espectro HSQC-TOCSY de la fraccion PVBA/4/3.

Teniendo clara la presencia de dos hexosas, sus valores de desplazamiento en el espectro

carbonico estan en concordancia con la presencia de dos glucosas (Figural4).

CH,OH

T0.83

Figura 14.- Desplazamientos tabulados de -D-Glucosa.

Por tanto los carbonos anoméricos corresponderan con los valores en 8 105.5y 6 103.3.
Para determinar finalmente la union entre las subunidades detectadas observamos el

experimento HMBC (Figuras 15 y 16), que nos mostrara las heterocorrelaciones lejanas.
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Figura 15.- Espectro HMBC de la fraccion PVBA/4/3.
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Figura 16.- Ampliacion del espectro HMBC de la fraccion PVBA/4/3.

El carbono anomérico del primer aztcar en 6 103.3 muestra una correlacion con los protones
del carbono metilénico resultante del alcohol bencilico que se debera formar con el anillo
aromatico y un azUcar. Mientras que el segundo carbono anomérico en 6 105.5 esta en
correlacion con los protones de la primera glucosa.

Se observa como los carbonos metilénicos en 6 71.9 y 6 69.8 correlacionan con los protones

anomeéricos, el segundo sera de la primera glucosa, ligada al alcohol bencilico.

Tras esta deduccion se llega a la Gnica posibilidad del alcohol bencilico glicosilato denominado

bencil-p-D-gentiobiosido (Figura 17).

1 |
& 14
2 I:I"-.S 0 12‘\?0'\."'
3 2 g 10 11
£ HO” ™ OH

Figura 17.- Estructura final del compuesto PVBA/4/3.

Estructurada la molécula, establecemos los desplazamientos carbonicos (Tabla 21):
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C 6 CH 6 CH:2 6

6 138,9 1 128,7 7 71,9
2 129,3 13 69,8
3 129,2 19 66,9
4 129,3
5 128,7
8 103,3
9 74,8
10 77,0
11 71,1
12 77
14 105,5
15 77,0
16 75,0
17 71,5
18 77,9

Tabla 21.- Desplazamientos quimicos asignados en *C al compuesto PVBA/4/3.

De esta forma comparamos su concordancia con una base de datos de metabolitos (Biological
Magnetic Resonance Data Bank). Aunque no seran exactos, se pueden comparar con los datos

correspondientes a la gentiobiosa y al alcohol bencilico (Figura 18 y Tabla 22).

H15

Figura 18.- Moléculas de alcohol bencilico y p-gentiobiosa tabuladas.
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Assigned

Peak ID atom D shift
1 || c2 | 142887
| 2 | c4 [131482|
2 || c5 | 131.482]
2 || ce6 | 131482]
| 2 || Cc7 |[131482|
2 || c8 | 131482]
| 3 | c4 |130588|
3 | c5 [130.588]
3 | c& [130.588]
|3 | C7 [130588]
|3 | c8 [130588]
| 4 | c4 [130236]
| 4 | c5 [130.236]
| 4 | c6 [130.236]
| 4 | €7 [130236|
| 4 | c8 [130.236]
| 5 | C3 | 66633 |

fosigned atom D shift

1 || c16 |105.3979|
| 2 | c22 | 986873 |
| 3 || c22 | 948421 |
|4 || c19 | 786321 |
| 5 | c15 | 783387 |
| 5 | c18 | 78.3387 |
| 6 | c12 | 77589 |
|7 | c20 | 76.7283 |
|8 | C14 | 75.7944 |
|9 || c20 | 753619 |
|10 || c18 | 741171 |
|11 || C12 | 73.1497 |
| 12 | c17 | 72.3108 |
| 13 | c13 | 72.1797 |
| 14 || C13 | 721344 |
| 15 | c21 | 715182 |
| 16 | c21 | 713567 |
| 17 || c23 | 6342 |

Tabla 22.- Desplazamientos quimicos de 3C experimentales en alcohol bencilico y

gentiobiosa.

Comprobamos la similitud de los resultados, si bien es cierto que no deben ser totalmente
precisos, debido a la diferencia de apantallamiento que produciran ambas subunidades entre si.

Conociendo la estructura anterior compuesta de dos glucosas y un anillo aromatico, nos servira

como base para identificar préximos compuestos.

Asimismo, continuando con la estructuracion de compuestos se hallaron dos metabolitos

primarios. En ambos casos, ambos conocidos y tabulados, Unicamente con el espectro proténico

sera posible su identificacion.
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8.6.2. Fraccion PVBA/8/4

El estudio de la fraccion PVBA/8/4, proveniente de la cromatografia en fase inversa C-18

(Tablas 9 y 13), se realizé con CDs0D, metanol deuterado.

Observamos varias sefiales aromaticas en & 7.31, identificables como 5 protones, referentes a
un ciclo aromatico monosustituido, debido a la proximidad de las sefiales (Figura 19).
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Figura 19.- Espectro NMR protonico general de la fraccion PVBA/8/4.

A un desplazamiento de & 3.76 se advierte un doblete de doblete, correspondiente a un proton
acoplado a dos protones muy similares, con este alto desplazamiento, estara relacionado
directamente con dos grupos, amino, alcohol u acido carboxilico (Figura 20).
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Figura 20.- Ampliacion del espectro NMR proténico de la fraccion PVBA/8/4.

También se perciben en & 3.32 y & 2.98 dos dobletes de dobletes, el primero solapado con la
sefial del metanol, cuya constante de acoplamiento es la misma. Seran dos protones
diastereotdpicos de un carbono metilénico. Este CH> estara por tanto relacionado tanto con el
anillo aromético como con el CH anterior.

Fijandonos en los desplazamientos mas bajos, encontramos una sefial a 6 1.90, la cual se podria
corresponder a una amina primaria, ligada al CH, del proton con mayor desplazamiento.
Considerando esta pesquisa, ese proton estara relacionado a su vez con un acido carboxilico

debido a su apantallamiento.

Este resultado esta en concordancia con el cido 2-amino-3-fenilpropanoico, mas cominmente

conocido como fenilalanina (Figura 21).

NH,

Figura 21.- Estructura final del compuesto PVBA/8/4.
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Para corroborar el resultado obtenido se empleara base de datos BMRB (Figura 22 y Tabla 23)
y el libro Determinacién estructural de compuestos organicos como desplazamientos teéricos
(Figura 23).

Figura 22.- Estructura de la fenilalanina.

H13 8.471
H14 8.505
H15 8.533
H16 8.420
H17 9.081
H18 3674
H19 3.824
H20 4317
H21 1.603
H22 1.235
H23 6.218

Tabla 23.- Desplazamientos quimicos de *H experimentales en la fenilalanina.
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Figura 23.- Desplazamientos quimicos de 'H y constantes de acoplamiento en la fenilalanina.

Los datos representados se asemejan de forma general al espectro que deberia ser, si bien es
cierto que el disolvente empleado en el analisis puede variar los desplazamientos y comparando

con los desplazamientos tedricos, no encajan a la perfeccion.

El aminoécido fenilalanina presenta importante beneficios para la salud como bloquear ciertas
enzimas del sistema nervioso central que degradan hormonas naturales que actlan como
analgesicos enddgenos. Por ello es efectiva para el dolor de espalda, dolores menstruales,
migrafias u osteoartritis. Realiza funciones en el organismo como aliviar el dolor, como
estimulante  cerebral, regulador del ritmo ~cardiaco y mejora la memoria

(http://www.rdnattural.es/).

8.6.3. Fraccion PVBA/10/1.

El estudio de la fraccion PVBA/10/1, obtenida de la cromatografia en fase inversa C-18
realizada sobre la fraccion PVBA/6 (Tablas 3y 14), se realizé con CD30D, metanol deuterado.

Se obtuvo el espectro NMR *H indicado en la Figura 24.
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Figura 24.- Espectro NMR protonico de la fraccion PVBA/10/1.

Se advierte una pequefia sefial a & 1.89, que podria ser debida a una amina.

A su vez, percibimos dos dobletes relacionados entre si, ya que tienen la misma constante de
acoplamiento, el primero de ellos en 6 8.01 y el segundo en 6 5.69. Esta situacion, y el alto
desplazamiento de ambos, indican una relacion a través de un doble enlace entre sus respectivos
carbonos, estando el primero relacionado también con un heterodtomo y el segundo
indirectamente a una cetona.

Ampliando el espectro (Figura 25), observamos otro doblete, a un desplazamiento & 5.90, sin
correlacion con los anteriores, luego seguramente esté relacionado con dos heteroatomos.

Por tanto se podria decir que formaran una relacion ciclica de 6 eslabones, en la que entre dos
carbonos se sitia un doble enlace y a continuacién una cetona seguida de una amina, que se

enlazarg a través de una nueva cetona
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Figura 25.- Ampliacion del espectro NMR proténico de la fraccion PVBA/10/1.

Dicho doblete en 6 5.90 se encuentra relacionado por su constante de acoplamiento con la sefial
multiple en 8 4.16, sefial correspondiente a dos protones, relacionados entre ellos, cuyas sefiales
se solapan. Sus constantes de acoplamiento estan también correlacionadas con la sefial a 6 4.00.
Por tanto estos 4 eslabones estaran correlacionados formando un heterociclo, con un oxigeno
probablemente debido al desplazamiento tan alto de & 5.90, que unira con la otra subunidad por
el nitrégeno de la misma.

A 6 3.84 y 6 3.72 se observan dos dobletes de dobletes, correlacionados por la constante de
acoplamiento mas grande y con la sefial a 6 4.00 ambos también, son dos protones metilénicos,
unidos al carbono ciclico del proton & 4.00 l6gicamente.

Se perciben también varias sefiales a & 3.64, 6 3.53 y 6 3.35, que se podrian corresponder con
tres protones de alcoholes relacionados con los ultimos eslabones citados.

Por tanto se tendria una molécula con dos subunidades, la primera un heterociclo con dos

heteroatomos, y la segunda en ciclo de 5 eslabones con un oxigeno y 3 alcoholes (Figura 26).
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Figura 26.- Estructura final del compuesto PVBA/10/1.

Esta estructura se corresponde con B-D-ribofuranosil uracilo, conocida como uridina.

De nuevo comparamos los resultados obtenidos con la base de datos BMRB (Figura 27 y Tabla
24).

Figura 27.- Estructura de la uridina.
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Shift Atom Chemica

. Ambiguity
| l? ” II_I[; ” ;ggt? ” 1 | Theoretically calculated chemical shifts
‘ 2 ” H? ” ?:8?8 ” 1 | ShiftID Atom ID Value
1 H1 5.8626
(3 [ H3| 4222 | 1 | 2 Ho 8222
4| H4| 4344 | 1 | 3 H3 4.368
(5 [ms ] at26 | 1| : e 1 000
| 6| H6 | 5908 || 1 | 6 He 5.794
(7 [ H7 | 3907 | 2 | ! g e
| 8| H7] 3800 | 2 | 9 HO 7364
‘ g || H& || 3907 ” 2 | 10 H10 0.862
11 H11 2.839
(10 H8 | 3800 || 2 ] 12 H12 2776

Tabla 24.- Desplazamientos quimicos de 'H experimentales y tedricos en la uridina.

La presencia de uridina en los alimentos también se ha relacionado con efectos beneficiosos
para la salud. Varios ensayos clinicos con pacientes con cancer indican que la suplementacion
con este compuesto puede ayudar a contrarrestar los efectos toxicos de la quimioterapia. A su
vez, muestra efectos beneficiosos nootrdopicos que incluyen la mejora de la memoria de trabajo
y la inteligencia fluida, lo que puede conducir a la reduccion del estrés, la ansiedad, y

posiblemente sintomas de los trastornos obsesivos compulsivos (Nagar et al. 2006).

8.6.4. Fraccion PVBA/11/1.

El estudio de la fraccion PVBA/11/1, proveniente de la cromatografia en fase inversa C-18
realizada sobre la fraccion PVBA/6 (Tablas 3 y 14) se realiz6 con CD30D, metanol deuterado.

Se obtuvo el espectro NMR H indicado en la Figura 28.
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Figura 28.- Espectro NMR protonico general de la fraccion PVBA/11/1.

Observamos varias sefiales aromaticas en & 7.03 y & 7.14, identificables como 3 protones,
referentes a un ciclo aromatico trisustituido, debido a la diferencia entre las sefiales, una mas
separada de las otras dos, sera una sustitucion 1, 2, 4. A desplazamientos inferiores de 6 2.00

se observan sefiales correspondientes a protones OH.

Ampliando el espectro (Figura 29), observamos tres tripletes, sefiales de dos protones
metilénicos cada una de ellas, el primero CH> de ellos a 6 3.88 sin relacion ninguna con los
otros dos. De la misma forma, las sefiales en & 4.55 y los multipletes que se perciben entre &
3.90y 6 3.30, correspondientes a varios protones correlacionados entre ellos son caracteristicos
de la glucosa. Por tanto el primer CH>, corresponde con el carbono metilénico de dicha glucosa.
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Figura 29.- Ampliacion del espectro NMR proténico de la fraccion PVBA/11/1.

Los otros dos tripletes a & 3.71 y & 2.77 tienen la misma constante de acoplamiento, por tanto

formaran parte de la misma cadena, un etanol debido al alto desplazamiento.

Con estos datos se llega a un anillo aromaético trisustituido, por un lado mediante un enlace
glucosidico, por otro etanolico y por ultimo a través de un radical éter, debido al caracter radical

de estas moléculas (Figura 30). Por tanto la estructura corresponde a un glucésido fendlico.

~o
0., O_
HO HO” > “OH
OH

Figura 30.- Estructura final del compuesto PVBA/11/1.

Los glucdsidos fenolicos, debido a su actividad antioxidante, presentan efectos beneficiosos
sobre enfermedades cronicas e infecciosas, incluyendo enfermedades cardiovasculares y

tumorales (Leborgne et al. 2002).

49



CONCLUSIONES

Mediante varias extracciones y cromatografias, a partir de la piel de melocoton se han

obtenido diversas fracciones que contienen fitoquimicos.

Por medio de técnicas cromatograficas en columna y en placa se han conseguido aislar

cuatro de los fitoquimicos presentes en la piel de melocotdn.

A través de diversas técnicas espectroscopicas RMN se han identificado los siguientes
compuestos aislados: bencil-B-D-gentiobiosido, fenilalanina, uridina y un glucésido

fendlico.

El estudio de extractos de plantas comestibles como el melocotdn, tiene gran importancia
para identificar compuestos con una gran diversidad de actividades biologicas, entre ellas

la antioxidante, beneficiosas para la salud humana.

El melocotdn Vesuvio es un alimento funcional, que contiene componentes biol6gicamente
activos que pueden ser beneficiosos para la salud, reduciendo el riesgo de sufrir
enfermedades.
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