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1. RESUMEN

El reino vegetal destaca por innumerables aspectos, entre ellos se hace
especial mencién a su produccion de metabolitos secundarios que, a dia de hoy,
empleamos de diversas formas para mejorar nuestra calidad de vida. Muchos de
estos los ingerimos en nuestra dieta de manera inconsciente y son
extremadamente beneficiosos para la salud. A lo largo de esta memoria
estudiaremos uno de estos metabolitos, el &cido clorogénico, ingerido a través
del café. Los acidos clorogénicos son muy abundantes en las especies del
género Hypericum, en concreto, desarrollaremos la especie Hypericum
coadunatum, endémica de la isla de Gran Canaria, de la cual se aislan los
compuestos acido clorogénico y acido clorogénico metil éster gracias a las
técnicas de separacion cromatograficas y a las técnicas de resonancia

magneética y espectrometria de masas para su identificacion.

Palabras claves: Hypericum coadunatum, polifenoles, &cido cafeico, acido

clorogénico

2. ABSTRACT

The plant kingdom stands out for countless aspects, among them it's possible to
highlight the production of secondary metabolites, that nowadays are being used
to improve the quality of our life. We ingest most of them through our diet
unconsciously with them being extremely beneficious to our health. Throughout
this memory we’ll be getting into detail about one of these metabolites, the
chlorogenic acid, ingest mostly through coffee. The chlorogenic acids are very
abundant in the Hypericum species, we’ll be focusing in the Hypericum
coadunatum, endemic of the Gran Canaria Island, from which we can isolate the
compounds chlorogenic acid and methyl ester chlorogenic acid thanks to the
chromatographic separation technique and the techniqgues of magnetic

resonance and mass spectrometry for identification.

Key words: Hypericum coadunatum, polyphenols, caffeic acid, chlorogenic acid




3. ABREVIATURAS

CC: cromatografia en columna
CCF: cromatografia en capa fina
CGA: &cidos clorogénicos

CQA: acido cafeilquinico
diCQA: &cido dicaicoilquinico
FQA: acido feruloilquinico

H.: Hypericum

HPLC: cromatografia liquida de alta

resolucion
Hz: hertzios

IR: espectrometria de absorcion

infrarroja
J: constante de acoplamiento

kg: kilogramos

4. INTRODUCCION

m: metros

ml: mililitros

mm: milimetros

nm: nanémetros

ppm: partes por millén

RMN: resonancia magnética nuclear
RPC: cromatografia de fase reversa
TLC: cromatografia en capa fina
TMS: tetrametilsilano

T2DM: diabetes mellitus de tipo 2
UV: ultravioleta

5-CQA: 5-cafoleoilquinico

&: desplazamiento quimico

Bien es sabido que la ciencia ha avanzado mucho en las ultimas décadas,

especialmente en el campo de la salud para asi prevenir o curar las distintas

enfermedades que afectan a nuestra especie, Homo sapiens. Es por ello que la

Biologia y la Quimica se combinan para hallar los procedimientos mas

adecuados para detectarlas y afrontarlas del mejor modo posible sin que el

paciente sufra mayor dafio. Gracias a esta colaboracién se ha logrado descubrir

distintos tratamientos con los que mejorar su calidad de vida.

Cierto es que los seres vivos se pueden estudiar desde muchos puntos

de vista como son el filosofico, histérico, religioso, politico, bioldgico, fisico,

quimico.... De entre estas ciencias destacamos la Biologia por hacer un uso
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riguroso del método cientifico, el cual consiste en observar el problema para
proponer las distintas hipotesis sobre la solucion del mismo. Todas estas
hipotesis deben poder corroborarse experimentalmente para asi predecir unos
resultados fiables que den una solucion valida. De esta manera, los seres vivos
pueden ser expuestos a analisis bioldgicos y fisico-quimicos con total fiabilidad.
Es en este punto en donde confluyen las dos ciencias, la Biologia y la Quimica,
dando origen a una nueva ciencia, la Bioquimica. Con esta se pretende hacer un
estudio de los componentes de los seres vivos mediante un andlisis quimico para
asi poder explicar sus funciones biologicas, es decir, su propésito es la Biologia
pero su medio de trabajo es la Quimica. Otras ramas de la Quimica, como
pueden ser la Quimica Organica, la Inorganica, la Analitica o la Ingenieria
Quimica, también se combinan con el factor biologico debido a que muchas

veces sus objetos de estudio son productos naturales o derivados de los mismos.

Comunicacién de
resultados

Experimentacion

ecomt e

Figura 1.- Esquema del método cientifico

Las interacciones existentes entre las distintas ciencias se pueden ver
reflejadas actualmente en multiples areas de trabajo, destacando entre ellas el
sector sanitario, el alimenticio y el medioambiental. A pesar de la presencia de la
Quimica en todos ellos, destaca la necesidad y la alta demanda de
conocimientos biologicos, tanto conceptuales como de procesos. (Universidad

de Sevilla)

Teniendo en cuenta las sinergias mencionadas, nos centraremos en la
existente entre la Quimica Organica y la Biologia, la cual ha estado presente en
el desarrollo de este trabajo. La Quimica Orgéanica tiene sus fundamentos en el
estudio de sustancias y compuestos organicos, los cuales combinan el carbono

y el hidrégeno. Especialmente, se centra en el estudio de las mismas en cuanto




a su estructura, comportamiento, propiedades, usos y origen. Cabe destacar que
dichos compuestos organicos son esenciales para la vida y para el avance que
genero esta rama tanto en la industria farmacéutica como textil, plastica e incluso
en la industria energética y petroquimica durante el siglo XX, permitiendo asi que
fueran posibles los nuevos métodos de investigacion de las sustancias de origen

animal y vegetal.

Es importante darle protagonismo al desarrollo de la industria
farmacéutica porque, gracias a la Quimica Organica, hubo posibilidad de fabricar
medicamentos. Ademds, este avance se relaciona estrechamente con la
Biologia debido a que permiti6 comprender las bases moleculares de las
enfermedades, inclusive, identificar las dianas terapéuticas para asi encontrar

los medicamentos adecuados que interaccionaran con ellas. (Avendafio, 2011)

Uno de los grandes handicaps que presenta nuestra sociedad
actualmente es el origen de esos farmacos. Durante la segunda mitad del siglo
XX la composicién de los mismos no era de gran relevancia para la poblaciéon
pero, teniendo en cuenta la educacion de la sociedad actual, la clientela busca
farmacos cada vez mas naturales, alejandose de los hasta ahora conocidos
farmacos sintéticos. Es por ello que la industria farmacéutica, a la que las
tendencias socio-culturales impactan en gran medida, ha tenido que adaptar sus

productos a la demanda de los compradores.

Actualmente, la busqueda se centra en obtener compuestos organicos de
origen natural. Muchos de estos compuestos, objetos de estudio, son
metabolitos secundarios producidos por las plantas como resultado del
metabolismo secundario. Aparentemente los metabolitos secundarios no tenian
ninguna funcién directa en el crecimiento y desarrollo de la planta. Sin embargo,
con los nuevos estudios, se ha descubierto que muchos de ellos tienen
importantes funciones ecoldgicas sobre si mismas. Algunas de estas funciones
son protegerlas de la ingestion por parte de los herbivoros y de la infeccidon por
parte de los patégenos microbianos, ademas de servirles a las plantas para

atraer a los polinizadores y asi dispersar sus semillas.

Dichos metabolitos secundarios se pueden dividir en cuatro clases
principales, diferenciados por sus caracteristicas quimicas. Estos son los




terpenos, los compuestos fendlicos, los alcaloides y los glucésidos. (Martin
Gordo, 2018)

Concretamente, los compuestos fendélicos son productos formados por un
grupo fenol, el cual se define como un grupo funcional hidroxilo en un anillo
aromatico. Los compuestos fendélicos se caracterizan por ser muy heterogéneos,
formados tanto por compuestos solubles como insolubles, que presentan
funciones muy diversas en las plantas. Ademas, desde el punto de vista
metabdlico, son compuestos biosintetizados a partir de diferentes rutas, lo que

también aumenta su diversidad.

Principalmente, los polifenoles surgen de dos rutas, las llamadas ruta del
acido siquimico y la ruta del acido malonico, siendo de la primera de la que
surgen la mayoria de los fenoles en las plantas. Por el contrario, la segunda ruta
es importante en las bacterias y en los hongos. Centrdndonos en la ruta del &cido
siguimico, esta es importante porque tiene como finalidad formar los
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano). Especialmente, la
fenilalanina es la precursora de la mayoria de los compuestos fendlicos gracias
a gque ésta pierde una molécula de amonio, dando lugar al acido cinamico,
antecesor de dichos compuestos. Esta reaccion esta llevada a cabo por la
enzima fenilalanina amonio liasa, una de las enzimas mas estudiadas del
metabolismo secundario. (Taiz, y otros, 2006). A partir de esta reaccién surgen
diferentes clases de polifenoles, entre las que destacamos los acidos fendlicos,

los estilbenos, los lignanos, los alcoholes fendlicos y los flavonoides, entre otros.
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Figura 2.- Relacion entre el metabolismo primario y secundario de las plantas, en la
gue destacamos la ruta del 4cido siquimico. (Azcén-Bieto, y otros, 2008)
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Cabe destacar que el acido cindmico presenta una serie de derivados
entre los que hacemos especial mencion al acido hidroxicinamico, que se
caracteriza por la sustitucion del grupo hidroxilo en el anillo aromatico, ademas
de estar formado por un grupo alifatico y un acido carboxilico en el extremo. De
este derivan compuestos como son el acido cafeico, el acido ferulico y el acido
p-curamico, los cuales suelen encontrarse en forma de derivados. Un claro
ejemplo de esto es el caso del acido cafeico que se encuentra esterificado con
el acido quinico dando lugar al acido clorogénico. (Porras, y otros, 2009)
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Figura 5.- Acido clorogénico

(tomadas de: es.wikipedia.org)

El 4cido clorogénico, definida con la formula CisH1sO9, esta presente en
una gran cantidad de alimentos comunes en la dieta, especialmente en
tubérculos, frutas y verduras. Uno de estos alimentos es el café verde, el cual
contiene en su grano mayor proporcion de acido clorogénico antes de que pase

por el proceso de tostado. Es por ello que es uno de los alimentos mas




importantes cuando se habla de la propiedad adelgazante de la molécula. Otros
alimentos que lo contienen son las semillas de girasol, las alcachofas, las peras

o las berenjenas. (Varela Gonzélez, 2017).

La molécula de acido clorogénico presenta beneficios para la salud, lo que
la ha hecho especialmente relevante para la sociedad actual. Algunos de estos
beneficios repercuten positivamente sobre enfermedades como la obesidad, la
diabetes, la presion arterial alta, la enfermedad de Alzheimer y las infecciones
bacterianas. (MedlinePlus, 2019)

En el presente estudio se lleva a cabo el analisis del acido clorogénico en
una especie vegetal endémica de la isla de Gran Canaria, Hypericum
coadunatum, en el que estudiamos y desarrollamos su actividad bioldgica.

4.1. GENERO HYPERICUM

El género Hypericum comprende una coleccion de plantas dicotiledoneas
englobadas dentro de la subfamilia Hypericoideae, que a su vez pertenecen a la
familia Clusiaceae. De manera erronea se ha considerado a esta subfamilia
como una familia distinta, la llamada familia Hypericaceae. (Sanchez de Lorenzo-

Céceres)

Figura 6.- llustracion del género Hypericum

(tomada de: https://pt.wikipedia.org/wiki/Hypericum)



https://pt.wikipedia.org/wiki/Hypericum

La familia Clusiaceae se caracteriza por estar formada principalmente por
arboles y arbustos que contienen jugos resinosos 0 glandulas oleosas
amarillentas o verdosas. Esta familia se distingue por tener hojas opuestas o
verticiladas, normalmente enteras, ademas de ser simples, engrosadas y no
presentar estipulas. En lo relativo a sus flores, generalmente son terminales y
regulares, combinando flores hermafroditas y unisexuales, ubicadas en pies de
plantas distintos, es decir, son dioicas. Las flores pueden encontrarse como
solitarias o formando inflorescencias cimosas. En cuanto a la morfologia de
dichas flores, estas estan formadas por cinco sépalos libres y por cinco pétalos,
ademas de contener numerosos estambres libres o connatos en haces y un
ovario supero. Por otro lado, como resultado de la fructificacion, se originan frutos
capsulares o drupaceos, que a menudo contienen semillas aladas. (Sanchez de

Lorenzo-Céaceres) (Bramwell, y otros, 2001)

Figura 7.- Fruto del género Hypericum

(tomada de: http://www.virginfarms.com/flower-fact-friday-hypericum/)

En concreto, el género Hypericum esta formado por arbustos con hojas
opuestas y simples, que a menudo presentan algunas glandulas. Sus flores son
de color amarillo, solitarias o en inflorescencias cimosas, presentando las
caracteristicas morfoldgicas que se han indicado en el parrafo anterior. El fruto

generalmente es una capsula, a veces carnosa, que contiene un gran nimero



http://www.virginfarms.com/flower-fact-friday-hypericum/

de semillas de color marron. Este género esta compuesto por unas 400 especies
de plantas, de las cuales ocho estan presentes en las Islas Canarias. Estas son
Hypericum canariense L., H. coadunatum C. Sm. ex Link, H. glandulosum Aiton,
H. grandifolium Choisy, H. humifusum L., H. perfoliatum L., H. perforatum L. y H.
reflexum L.f.. Casi con total seguridad se puede afirmar que estas ocho especies
son nativas del archipiélago canario y confirmar que dos de ellas son endémicas
de las islas, Hypericum coadunatum C. Sm. ex Link (presente Unicamente en
Gran Canaria) e Hypericum reflexum L.f. (presente en todas las islas excepto en

Lanzarote). (Arechavaleta, y otros, 2009)

@©Yonatan Matalon, www.ColorfulNature.com

Figura 8.- Hypericum canariense
(tomada de: http://www.colorfulnature.com/plantinfo.jsp?lang=en_US&category=

flowers&picGroupld=Hypericum_Canariense&displayNames=true&viewType=INFO)

El género Hypericum destaca por las grandes virtudes que tiene como
plantas medicinales, tal y como indican los vocablos griegos de los que deriva:
“por encima de todo lo imaginable™. Se sabe que, desde épocas pasadas, el
Granadillo canario (H. canariense L.) ha sido usado para beneficio humano.
Concretamente, esta documentado que los aborigenes canarios lo usaban para
la momificacion de los cadaveres. (Cruz, 2008). Algunos de los usos medicinales
que tienen las especies de este género son antidepresivos, ansioliticos,

antiinflamatorios en gastritis o en Ulceras gastroduodenales y diuréticos.
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Adicionalmente, la maceracion de sus flores con aceite de oliva se usaba para
favorecer la cicatrizacion de las heridas y quemaduras e, incluso, para las venas

varicosas y hemorroides. (Pérez de Paz, 1999)

4.1.1.Hypericum coadunatum C. Sm. ex Link

La especie objeto de nuestro estudio es Hypericum coadunatum, conocida

vulgarmente como “malfurada de manantial ™.

Figura 9.- Hypericum coadunatum "“malfurada de manantial™
(tomada de: https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/especie/F00857)

Hypericum coadunatum C. Sm. ex Link. es una pequefia mata arbustiva
lefiosa, ramificada en la base con ramas simples. Sus hojas son perfoliadas y
ampliamente ovadas. Tanto sus ramas como sus hojas son vellosas,
presentando pelos erectos. Las hojas son especialmente vellosas en el envés.
Sus flores se presentan agrupadas en densas inflorescencias cimosas, las
cuales estdn formadas por pequefias flores amarillas palidas de
aproximadamente un centimetro de diametro. (Bramwell, y otros, 2001) (Jardin

Botanico Canario "~Viera y Clavijo™", 2007)

11
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Figura 10.- Flor de Hypericum coadunatum
(tomada de: https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/especie/F00857)

Esta especie se localiza en la isla de Gran Canaria, de donde es
endémica. Esta pequefia mata se adapta facilmente a vivir en paredes y riscos
huimedos tanto de sombra como de sol. Ademas, muestra gran adaptacion a la
variacion de la temperatura pero una estrecha relacion con la humedad del
sustrato por lo que es bastante dependiente de los rezumaderos mas o menos
permanentes. Concretamente, en la isla, se localiza en la regién central como es

en San Mateo, Artenara o Presa de los Pérez, entre otros lugares.

Figura 11.- Localizacion de Hypericum coadunatum en Gran Canaria
(tomada de:(Jardin Botanico Canario ~Viera y Clavijo™", 2007))



https://www.biodiversidadcanarias.es/biota/especie/F00857

5. OBJETIVOS

Durante la realizacion de este trabajo se han tenido en cuenta varios

objetivos a alcanzar:

- El estudio fitoquimico del endemismo canario Hypericum coadunatum, del
cual se intentan aislar e identificar compuestos polifendlicos de interés.

- Caracterizar los extractos obtenidos mediante técnicas cromatograficas y
espectroscopicas para determinar la presencia de dichos compuestos
polifendlicos.

- Estudiar la actividad biologica de los compuestos polifendlicos
caracterizados.

Como consecuencia de la realizacion de los objetivos anteriores se logra
el aumento de las destrezas y habilidades en el laboratorio, en la realizacion de
las técnicas de aislamiento y purificacion, asi como en la caracterizacion de los
compuestos activos de los organismos vegetales mediante técnicas

cromatograficas y espectroscopicas.

6. MATERIAL Y METODOS
6.1. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES

La obtencién de los espectros de resonancia magnética nuclear de H-
RMN y ¥C-RMN son mediante los espectrémetros Bruker Advance Il 500 y
Bruker Advance Il 600. Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes
por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en hertzios (Hz). Como
patrén interno se utilizé tetrametilsilano (TMS). Los espectros de infrarrojo (IR)
fueron recogidos en un espectro polarimetro Bruker TSF-55. Las cromatografias
en columna (CC) de exclusiéon molecular se realizaron sobre Sephadex LH-20
Pharmacia (ref. 17-0090-01), Lipophilic Sephadex LH-20 Sigma (ref. 9041-37-6),
silica gel (Merck 2300-400 mesh). Las cromatografias en capa fina (CCF) se
realizaron utilizando cromatofolios de silica gel (35-70 mesh ASTH, Merck art.
10185) con un grosor de 0,2 mm. Los cromatogramas fueron visualizados bajo
luz ultravioleta (UV) a 255 y 366 nm. Estos se revelaron rociando 6leum (80%

acido acético, 16% agua destilada y 4% acido sulfarico) o acido fosfomolitico y

13
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exponiéndolos a continuacion a calor. La cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) fue realizada por un sistema de bombeo JASCO Pu-980 equipado con
un detector JASCO UV-975 y con una columna Waters Kromasil Si 5mm (10 x
250 mm).

6.2. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS EMPLEADAS

Existen diferentes técnicas mediante las cuales se puede llegar a
caracterizar un compuesto desconocido. Entre las técnicas existentes hemos
empleado para la identificacion de nuestros compuestos la espectrometria de
absorcién infrarroja, la espectrometria de masas, la resonancia magnética
nuclear, la cromatografia en placa fina y la cromatografia en columna de fase

reversa, las cuales comentamos a continuacion.

6.2.1.Espectrometria de absorcion infrarroja (IR)

La espectrometria de absorcién infrarroja (IR) es una de las técnicas que
se emplean para identificar compuestos organicos e inorganicos puros de
manera cualitativa, ya que las moléculas en vibracién absorben radiaciéon IR.
Este método se basa en que, cuando a una molécula se le suministra una
determinada energia mediante luz infrarroja, en el momento que comienza a
vibrar se puede concluir que absorbe la energia del haz de luz. Debido a esta
absorcion la técnica es fiable para identificar diferentes estructuras moleculares
porque cada una de ellas absorbe la energia del haz de luz infrarroja a una
determinada longitud de onda. Asi, podemos concluir que cada una de las
estructuras tiene su huella dactilar ya que se puede conocer la composicion de

una molécula con esta técnica. (Universidad del Pais Vasco, 2006)

Esta es una técnica que se usa mucho tanto en industria como en
investigacién cientifica debido a que es rapida y fiable para medidas, control de
calidad y analisis dinamicos. (Universidad del Pais Vasco, 2006) Especialmente
se utiliza porque ofrece unos espectros con muy buenos resultados cuando se
trata de una muestra de una sola sustancia de gran pureza y, habitualmente, se

usa para identificar la composicion de mezclas complejas. (Pérez, 2018)

14
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Para llevar a cabo la prueba se coloca la muestra objeto de estudio y una
muestra pura del disolvente como referencia en sus lugares correspondientes en
el espectrofotometro y se hace pasar un haz de luz infrarroja que se divide en
dos rayos a través de ambas cubetas. Una vez que atraviesa las muestras, el

haz de luz pasa a través del separador y luego vuelve al detector.

La razdn por la que se usa una muestra de referencia es para evitar las
fluctuaciones de la energia y que asi los resultados finales no se vean
condicionados por ellas. A su vez, permite anular el efecto del disolvente ya que

la muestra de referencia es la forma pura del mismo. (Pérez, 2018)

Mediante esta técnica se obtiene un espectro electromagnético con
longitudes de onda del infrarrojo englobadas entre los 4000 y los 1300 cm™. Esta
regidon se corresponde con el infrarrojo lejano por lo que, en el espectro resulta
complicado asignar las bandas de absorcion a cada una de las vibraciones
moleculares. Esto se debe a que cada una de las bandas esta formada por la
suma de las absorciones individuales, es decir, se representa la multiplicidad de
las bandas. De esta forma, las pequefias diferencias en las estructuras de las
moléculas originan variaciones muy importantes en los maximos de absorcion,
pudiendo diferenciar cada una de las mismas. (Universidad del Pais Vasco,
2006)

6.2.2.Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica analitica que ofrece
resultados cualitativos y cuantitativos al llevar a cabo la determinaciéon de
estructuras organicas, inorganicas y/o biologicas. (Carrera Aguado, 2016).
Mediante esta técnica se identifican compuestos desconocidos, se cuantifica
compuestos conocidos y se establece la estructura y propiedades quimicas de

las moléculas en cuestiéon. (SCAI, 2016)

Para poder llevar a cabo la técnica, en primer lugar, las muestras tienen
que ser compuestos puros 0 ser muestras sencillas purificadas, no pueden
contener residuos contaminantes. Al igual que, para obtener resultados fiables
es conveniente que la muestra no esté diluiday no supere 1 mg de peso. (Carrera
Aguado, 2016) A continuacion, la muestra tiene que ser ionizada mediante

diversos procedimientos. Normalmente se emplea la técnica de Impacto
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Electrénico mediante la cual la muestra es bombardeada con una corriente de
electrones a alta velocidad. De esta forma la muestra se fragmenta, perdiendo
algunos electrones, y los iones se conducen a un tubo analizador curvado en
donde existe un fuerte campo magnético. En esta parte se recogen los impactos

de los iones en funcion de la relacidon carga/masa de los mismos.

Gracias a que cada compuesto es Unico, ionizandose y fragmentandose
de una manera determinada, cada uno podra ser identificado
independientemente. Finalmente, de cada compuesto podemos obtener su
composicién elemental, la composicion cualitativa y cuantitativa en el caso de
mezclas complejas, la estructura y composicion en el caso de superficies solidas

y las relaciones isotdpicas de los atomos en las muestras. (SCAI, 2016)

6.2.3.Resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear es una técnica relativamente moderna
en comparacion con las otras técnicas espectroscopicas. (Elguero e Ibon Alkorta,
y otros). Esta consiste en el estudio del comportamiento de ciertos nucleos
atomicos en presencia de un campo magnético externo. Cuando se aplica dicho
campo magnético provoca efectos electronicos que daran lugar a
desplazamientos quimicos y a constantes de acoplamiento, los cuales ofrecen la
informacion suficiente para estudiar la estructura electrénica de la molécula. Es
por esto que la intensidad, forma y posicion de las sefiales en el espectro
resultante de un determinado nucleo estd intimamente relacionada con su
estructura molecular. Gracias a este tipo de resultados se la considera una de
las técnicas mas eficientes y Gtiles para el estudio de la estructura y la dinamica

de las moléculas en disolucién. (Gomez de Enterria, 2016)

6.2.4.Cromatografia en placa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina destaca por ser una técnica analitica rapida
y sencilla con la que, a grandes rasgos, se puede determinar el grado de pureza
de un compuesto, comparar muestras para comprobar si se trata del mismo
compuesto de una manera rapida y muy visual o, incluso, realizar el seguimiento
de una reaccion con el fin de poder sefalar cuando desaparecen los reactivos y

aparecen los productos finales.
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Esta técnica consta de una fase estacionaria y de una fase movil. La fase
estacionaria suele ser una lamina de aluminio recubierta de una fina capa de
adsorbente en la que se coloca la muestra en un extremo. Generalmente, los
adsorbentes més utilizados son el gel de silice (SiO2) y la alimina (Al203). En
cambio, la fase mévil se conforma por uno o varios disolventes que ascienden
por el fendmeno de capilaridad por la capa adsorbente, arrastrando consigo el
producto de tal manera que se produce una separacion diferencial del mismo.
Los disolventes de esta fase moévil se clasifican por su grado de polaridad,

destacando como el menos polar el hexano y como el mas polar el agua.

En las cromatografias en capa fina se determina el Rf que establece una
relacion entre el soluto y la fase mévil. Este se calcula como el cociente de la
distancia recorrida por el soluto y la distancia recorrida por el disolvente. Cuanto
mayor sea este cociente menos polar sera el soluto. (Universidad Autonémica
de Madrid)

X
Frente del — Py T
disohvente
XA
A Ryay = =——
-© Y Y
v B X
x .. —o?x ‘r‘.- v
Origent--4--=-t--3 Rya) > Ryg)

Figura 12.- Céalculo de Rf en cromatografia en capa fina
(tomada de: (Universidad Autonémica de Madrid)

6.2.5.Cromatoqgrafia en columna de fase reversa (RPC)

La cromatografia de fase reversa (RPC) se diferencia de otros tipos de
cromatografia en que su fase estacionaria es menos polar que su fase movil.
Esta técnica de purificacion destaca por ser capaz de separar distintos
componentes que presenten estructuras quimicas muy similares. La fase
estacionaria suele componerse de dos tipos de medios, por un lado se basa en
una matriz hidrofilica de perlas de silice cubiertas con una fase hidrofébica que

se unen mediante cadenas de carbono y, por otro lado, se basa en una matriz
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de polimeros hidrofobicos. En cambio, la fase mévil permite disminuir la retencién
hidrofébica del soluto mediante la adicion de un disolvente organico debido a que
provoca una disminucion de la polaridad de dicha fase y esto atrae al soluto hacia
ella. Entre los disolventes mas empleados para la fase mévil se encuentran el

acetonitrilo y el metanol. (Mayolo-Deloisa, y otros, 2012)

6.3. MATERIAL VEGETAL

El material vegetal para el estudio fue recogido e identificado en julio de
2009 por Pedro L. Pérez de Paz, profesor del departamento de Botanica de La
Universidad de La Laguna. Durante la recoleccion se recogieron 10 kg de
material fresco, constituido por sumidades y tallos floridos o proximos a florecer.
Estos se encontraron en la localidad de La Culata de Tejeda en Gran Canaria,
concretamente en los acantilados sobre la carretera de la zona, a una altura de
1.550 m y con las coordenadas UTM: 441544-3094925. Una parte del material

recolectado se almacend bajo la referencia TFC: 49.191.

6.4. AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Para la realizacion de este trabajo, se parte de la fracciéon HyCs cof 9-11,
que contiene 850 mg y fue obtenida de un estudio previo de Hypericum
coadunatum, disponible con anterioridad en el laboratorio. A partir de esta se
lleva a cabo la identificacién y cuantificacion de los compuestos fenélicos activos

biolégicamente.

Antes de comenzar el aislamiento de los distintos compuestos que pueda
contener la fraccidn, se realiza una cromatografia en placa fina de la misma para
comprobar la viabilidad del aislamiento y purificacion de los posibles compuestos
polifendlicos contenidos en dicha fraccion. Para llevar a cabo la cromatografia
usamos un disolvente formado por la mezcla de N-butanol, agua destilada y
acido acético en las proporciones 60%, 25% y 15%, respectivamente. Esta placa
se reveld con 6leum y mostrd la presencia de tres productos de colores

anaranjados oscuros, los cuales presentan Rf de 0.36, 0.76 y 0.88.
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Figura 13.- Cromatografia en placa fina de la fraccion HyCs cof 9-11, llevada a cabo
con disolvente FICO, revelada con 6leum, en la que se representa claramente tres
productos con sus respectivos Rf.

Una vez comprobada la presencia de compuestos polifendlicos en la
fraccion procedemos a realizar la recolecta en pequefias fracciones del extracto
mediante una columna de Fase Reversa, beneficiandonos de su capacidad de
permitir un recorrido mas rapido a lo largo de la columna a los productos mas
polares. A medida que se van obteniendo las fracciones se va modificando la
polaridad del disolvente para atraer a las moléculas menos polares, logrando asi

que recorran toda la columna hasta su extraccion.

Para llevar a cabo dicha columna, en primer lugar se estabiliza con H20.
A continuacién se procede a colocar la muestra con el disolvente, en este primer
momento Unicamente es H20. Las fracciones se recogen en matraces de 100
ml, salvo las dos primeras que son de 50 ml. Progresivamente, a medida que se
van recogiendo las fracciones, el disolvente va siendo modificado con la adicién
de MeOH de manera ascendente. En la siguiente tabla se representan las

fracciones recogidas de la columna, con el disolvente correspondiente.
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HyCs cof 9-11 ‘

Fraccion ml por fraccion Disolvente
E1-E2 50 ml H20
E3-E5 100 ml H20/MeOH 1:0,05
EG-E7 100 ml H20/MeOH 1:0,1
E8-E30 100 ml H20/MeOH 1:0,05

Figura 14.- Tabla del contenido de las fracciones obtenidas en la columna

cromatogréfica

Una vez realizada la separacion de los productos por polaridades en la
columna se procede a realizar varias placas finas con el fin de localizar los
compuestos fendlicos entre las distintas fracciones. Para la realizacion de las
mismas usamos el mismo disolvente en todos los casos, el cual esta formado
por benceno, acetona, metanol y acido acético, en las siguientes proporciones
60%, 32%, 7,6% y 0,4%, respectivamente.

Al realizar las diferentes placas finas observamos que se pueden
diferenciar cuatro compuestos de interés concentrados en las primeras trece
fracciones. La revelacion de la placa fina se lleva a cabo con &cido fosfomolitico.
Estos compuestos se reunen por separado, obteniendo asi las siguientes

fracciones a estudiar con su correspondiente peso del contenido y valor de Rf:

E2-E4 (220,4 mg) (Rf= 0.43y 0.7)
E5-E7 (28,9 mg) (Rf= 0.3)

ES-E10 (46,8 mg) (Rf= 0.62 y 0.72)
E11-E13 (19,3 mg) (Rf= 0.62)

YV V VYV V
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Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion
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Figura 15.- Cromatografia en placa fina de columna cromatografica de fase reversa
llevada a cabo con disolvente FICO, revelada con acido fosfomolitico, en la que se
representa claramente las cuatro fracciones importantes de la columna en cuestion.

A continuacion, estos productos se someten a RMN con el fin de identificar
las moléculas. Para ello se disolvié una pequefia cantidad de cada una de las
fracciones en acetona deuterada, observando que las fracciones de interés son

E2-4 y E11-13, las cuales tratamos a continuacion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

ORs

1: Ri=R2=R3=Rs=Rs =R = H, acido clorogénico

la: R;= H; R; = Rz = R4 = Rs = Rg = Ac, acido clorogénico pentaacetato

2: R1=Me; R, =R3=Rs4=Rs=Rs=H, &cido clorogénico metil éster

2a: R1=Me; R; = R3= R4 = Rs = Rs = Ac, &cido clorogénico metil éster pentaacetato

Figura 16.- Estructuras moleculares de los compuestos obtenidos

El compuesto 1, se aisla como un solido cristalino blanco de punto de fusion 206-
207°C, da positiva la reaccion del FeCls, caracteristica de fenoles y presenta una
formula molecular Cis6H1809, determinada por espectrometria de masas de alta
resolucién HREIMS, que muestra el pico del idn molecular a m/z 354.0612 [M]*
(14.15%). El espectro de *H-RMN en acetona deuterada, presenta resonancias
OH 7.58 y 6.26 ppm (cada uno 1H, d, J = 16 Hz), debidas a protones olefinicos
en disposicion trans, correlacionados con los carbonos &c 145.8 y 116.0 ppm,
respectivamente. Las sefiales de protones aromaticos a on 7.14, (1H, d, J = 2.0
Hz, dc 115.3; &+ 7.02, 1H, dd, J = 8.0 y 2.0 Hz, 8¢ 122.6 ya o1 6.85 1H, d, J =
8.0 Hz, dc 116.5) son caracteristicas de una anillo benceénico 1, 2, 4-trisustituido.
Las correlaciones observadas en el experimento HMBC entre los protones
aromaticos a dn 7.14y 7.02 ppm, H-2 y H’-6, respectivamente y el carbono C’-
10 a &c = 145.8 ppm y entre H'-10 a 1 7.58 y el carbono carbonilico a &c 167.3

ppm, nos permite establecer la presencia del &cido cafeico en la molécula.
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Los experimentos bidimensionales, COSY, HMBC, HSQC y ROESY, de las
sefales observadas en la region central del espectro nos permitieron identificar

todos los sistemas de spin.

Los experimentos bidimensionales COSY y HSQC nos permitieron determinar
los sistemas de spin Hz-2H (du 2.15 (1H, dd, J=14.5y 3.1 Hzy dn 2.12, 1H ddd
14.5, 3.9, 3.1 Hz)/ &c 38.0); H-3 (6n 4.23/ d¢c 71.7); H-4 (dn 3.77, 1H dd, J = 9.1,
3.0)/ dc 76.6); H-5 (6n 5.37 ddd J = 10.5, 9.1, 4.7Hz/ ¢ 71.5) y H-6 (&1 2.23m
ddd J=13.5,4.7,2.5; 2.01 dd J = 13.0, 10.7/ &¢ 39.3). La sefial de C-1 (&c 76.3)
enlazado con el carbono carbonilico a (¢ 175.2) y un grupo hidroxilo completan
el anillo ciclohexanico tetraoxigenado [0c 71.7 (C-3); 71.5 (C-5); 76.6 (C-4); 76.3
(C-1)] tipico del &cido quinico. El grupo caffeoil fue localizado en posicién C-5,
en base a la correlacion observada en el experimento HMBC entre H-5y C-8 a
Oc 167.3 ppm. Asi nuestro compuesto 1 fue identificado como 5-caffeoilquinic

acid también conocido como acido clorogénico.

La acetilaciéon del compuesto 1 con anhidrido acético en piridina rinde el
pentaacetato (compuesto 1a) con una formula molecular C2sH28014 cuyo
espectro *H-RMN muestra las tipicas sefiales de cinco grupos acetato, dos
situados sobre carbonos aromaticos a du 2.29 y 2. 28 ppm (cada uno 3H,
singulete) y tres sobre carbonos alifaticos a én 2.12, 2.07 y 1.99 ppm (3H cada
uno, singulete). Los desplazamientos paramagnéticos de los protones geminales
a los grupos acetato estd de acuerdo con la acetilacion del compuesto 1,

confirmando asi la estructura propuesta para el acido clorogénico.

El compuesto 2 de férmula molecular C17H2009, presenta unos datos espectrales
muy similares a los del compuesto 1, diferenciandose principalmente por la
presencia en su espectro de 'H-RMN de un singulete de intensidad tres protones
a odn 3.71, dc 52.6 ppm, atribuible a un grupo metoxilo. La localizacion del metilo
fue determinada por la correlacién observada en el experimento HMBC entre los
protones de dicho grupo y el carbono carbonilico a &c 175.5 ppm. Igualmente el
grupo caffeoil, fue localizado en la posicion C-5 del acido quinico, en base a la
correlacion observada ente H-5a du 6.09 (1H, td, J = 7.8, 3.8 Hz), HSQC a &c
72.9 ppm y el carbono carbonilico del caffeoil a &¢c 167. 4 ppm, asi la estructura

del compuesto 2 fue establecida como acido clorogénico metil éster.
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Con la finalidad de confirmar la estructura propuesta, una alicuota del compuesto
2 fue acetilada con anhidrido acético en piridina, rindiendo el acido pentaacetil-
metil-clorogénico (compuesto 2a) con una formula molecular C27H30014 y un
espectro de 'H-RMN donde se observan claramente la presencia de cinco

grupos acetilo a 6+ 2.30, 2.29, 2.13, 2.07 y 1.99 ppm (cada uno 3H, singulete).

8. ACTIVIDAD BIOLOGICA

Indudablemente, los principios activos o los metabolitos secundarios que
presentan las plantas son de vital importancia para la ciencia ya que nos
permiten mejorar nuestra calidad de vida. Entre esos metabolitos secundarios
destacamos el acido cafeico y el acido clorogénico, este ultimo derivado del
primero, los cuales han resaltado por la amplia y variada actividad bioldgica que
presentan. De las propiedades beneficiosas que presentan estos compuestos
podemos destacar que son antioxidantes, antibacterianos, antivirales,
anticarcinogénicos, antitumorales, hepatoprotectores y antiinflamatorios, entre

otras. (Duefias, y otros, 2009)

Entre muchos de los estudios en los que los polifenoles han sido los
protagonistas destacamos uno de ellos en el que se confirma que el café es
beneficioso para la salud. Este reduce el riesgo de una de las enfermedades més
comunes entre la poblacion, el sindrome metabdlico, que se define como una
combinacion de factores que aumentan el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y diabetes, especialmente la diabetes mellitus de tipo 2
(T2DM). Entre los factores se encuentran la hipertension arterial, la obesidad
central, la glucosa plasmatica elevada en ayunas y reduccion de los niveles de

colesterol HDL.

El café se caracteriza por presentar abundancia de acidos clorogénicos,
de los cuales el 98% de ellos estan conformados por ésteres del acido quinico y
de los acido cafeico o &cido ferdlico, teniendo como resultado los acidos
cafeilquinicos (CQA), los &acidos dicaicoilquinicos (diCQA) y los acidos
feruloilquinicos (FQA), respectivamente. De estos el predominante es el acido 5-

cafoleoilquinico (5-CQA) ya que constituye hasta el 60% del total.
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Figura 17.- Estructura quimica de acido 5-cafoleoilquinico (5-CQA)

(tomada de: (Tunnicliffe, y otros, 2014)

Durante el presente estudio se tratd de identificar la zona del organismo
en la que se absorben los acidos clorogénicos y se lleg6 a la conclusiéon de que
el lugar principal de absorcion es el colon. Esta region del organismo se
caracteriza por una amplia actividad digestiva por parte de la microbiota intestinal
que se encarga de hidrolizar las moléculas de &acido clorogénico que llegan a
esta region de la primera parte del tracto digestivo sin ser absorbidas. Ademas,
en los extractos fecales se comprobd que contienen la enzima esterasa,
necesaria para la hidrélisis de los ésteres del &cido ferulico, dato que corrobora
la afirmacién de que el colon es el principal lugar de absorcién del acido

clorogénico.

Una vez que se han hidrolizado en el colon, son absorbidos en el mismo
y asi es como se encuentran grandes cantidades de los metabolitos del acido
clorogénico en el plasma sanguineo de los pacientes. De igual manera, también
se encuentra, en menor cantidad, acido clorogénico que ha sido absorbido antes
de llegar al colon. Es asi como el acido clorogénico y sus metabolitos tienen

efectos fisiologicos en el organismo ya que circulan por el torrente sanguineo.

Tal y como se comentd, los acidos clorogénicos son beneficiosos para la
salud porque reducen el riesgo de padecer T2DM. Esto se debe a que el higado
desempeiia un papel fundamental en el mantenimiento de los niveles de glucosa
en sangre porque en él actda la enzima glucosa-6-fosfatasa, encargada de
convertir la glucosa-6-fosfato en glucosa, molécula que se libera al torrente

sanguineo. En este caso, los CGA actuan como inhibidores de la enzima
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glucosa-6-fosfatasa, impidiendo asi la liberacibn de glucosa al torrente

sanguineo por parte del higado.

Cabe destacar que el Svetol, un extracto natural del café verde, presenta
un alto contenido de CGA, casi un 50% del total, del cual, un tercio esta
compuesto por 5-CQA. Este extracto inhibe la enzima glucosa-6-fosfatasa que
actua en el higado y, ademas favorece la pérdida de peso de los sujetos.

Con los datos que se obtuvieron de los distintos experimentos que se
llevaron a cabo a lo largo de esta investigacion, Bassoli y sus colaboradores
confirmaron que los CGA tienen la capacidad de reducir significativamente la
produccion de glucosa en el higado, lo que beneficia a aquellos pacientes que
presenten T2DM, ya que se espera que esta reduccion por el consumo de CGA
retrase la aparicion de los distintos estados de la enfermedad metabdlica.
(Tunnicliffe, y otros, 2014)

9. CONCLUSIONES

Tal y como se ha comentado en todos los estudios que se han llevado a
cabo sobre la molécula del &cido clorogénico, esta presenta grandes
propiedades beneficiosas para la salud humana. Cabe destacar que la
incorporacion de la misma a nuestra dieta alimenticia habitual producira
beneficios referentes a algunas de las enfermedades que nos acortan la vida hoy

en dia.

Ademas, tras la realizacion de los experimentos podemos afirmar que
tenemos una gran fuente de acido clorogénico en nuestras islas, las Islas
Canarias, ya que contamos con la presencia de varias especies vegetales del

género Hypericum, caracteristico por su contenido en dicha molécula.

Este no es un trabajo que finalizara aqui porque aun quedan muchas

propiedades del acido clorogénico por investigar y descubrir.
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10. CONCLUSION

As it has been commented in all the studies about the molecule of chlorogenic
acid, it has beneficial properties for the human health. Worth noting that the
incorporation of it to our usual food diet will generate benefits relating to some of
the diseases that shorten our life nowadays.

Also, after the experiments that were executed, we can affirm that we have a very
good source of chlorogenic acid in our islands, the Canary Islands, thanks to the
fact that we count with the presence of several vegetal species of the Hypericum
genus, characterized by its content in that molecule.

This is not an assignment that will end here because there are a lot of properties

of the chlorogenic acid that are yet to be research and discover.
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12. ANEXO

: GALERIA DE ESPECTROS
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