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1. RESUMEN:

Dentro del Reino Vegetal y como consecuencia del metabolismo secundario de las
plantas, existe un grupo muy numeroso con mas de 8.000 sustancias denominados
flavonoides, una clase de polifenoles presentes en todo tipo de frutas y verduras, en ciertas
bebidas como la cerveza, el vino o incluso en otros alimentos como el cacao. En el afio
1930, gracias a las investigaciones que el cientifico Albert Gyorgyi realizé con los
pimientos rojos (Capsicum annuum), consiguid determinar la actividad bioldgica de la
vitamina C (Acido ascérbico). Desde entonces, el creciente estudio de los flavonoides y
sus estructuras han permitido caracterizar a este grupo como uno de los mas importantes
debido a su actividad farmacologica como antioxidantes, antiinflamatorios,
antidiabéticos, anticancerigenos entre muchas otras. Todo ello conlleva a un profundo

estudio de estas sustancias ya que conforman un pilar fundamental para nuestra salud.

Palabras Clave: Polifenoles, Flavonoides, Capsicum annuum, Antioxidantes, Acido
ascorbico.

2. ABSTRACT:

Whitin the Plant Kingdom and as a consequence of secondary metabolism of plants, there
is a very large group with more than 8,000 substances called flavonoids, a class of
polyphenols present in all types of fruits and vegetables, in certain beverages such as beer,
wine or even in other foods such us cocoa. In the year 1930, thanks to the research that
the scientist Albert Gyorgyi carried out with red peppers (Capsicum annuum), he
managed to determinate the biological activity of vitamin C (ascorbic acid). Since then,
the growing study of flavonoids and their structures have allowed us to characterize this
group as one of the most important due to its pharmacological activity such us
antioxidants, antidiabetic, anti-inflammatory, anticancer, among many others. All this
leads to an in-depth study of these substances since they form a fundamental pillar for

our health.

Key Words: Polyphenols, Flavonoids, Capsicum annuum, Antioxidants, Ascorbic acid.



3. ABREVIATURAS:

- Ac. Etilo: Acetato de etilo

- CCF: Cromatografia en capa fina

- CEM: Cromatografia de exclusién molecular

- CH:Cl: Diclorometano

- CV: Cardiovascular

- 8: Desplazamiento quimico

- 0c: Desplazamiento quimico de carbono

- 0m: Desplazamiento quimico de hidrogeno

- d: doblete

- n-But: Butanol

- EM: Espectrometria de masas

- (ES/MS): Espectrometria de masas de tipo electrospray
- ESI-TOF: Ionizacion por electrospray-analizador de tiempo de vuelo
- EtOH: Etanol.

- FeCls: cloruro férrico

- g: Gramo

- HMF: 5-hidroximetilfurfural

- HPLC: Cromatografia Liquida de alta resolucion.

- HREIMS: Espectrometria de masas de alta resolucion.
- HSQC: Heteronuclear single quantum coherence spectroscopy
- Hz: Hertzios

- IV: Intravenoso

- J: Constante de acoplamiento

- Kg: Kilogramo

- LDL: Lipoproteina de baja densidad

- m: Multiplete

- L: Litro

- MeOH: Metanol

- mL: Mililitro

- ppm: Partes por millén

- RMN: Resonancia magnética nuclear

- 'H-RMN: Resonancia magnética nuclear de proton

- BBC-RMN: Resonancia magnética nuclear de carbono 13.
- s:singulete

-t triplete

- TMS: Tetrametilsilano

- Tr: Tiempo de retencion

- UV: Ultravioleta



4. INTRODUCCION:

Desde el origen de los tiempos, el hombre ha dedicado su vida a estudiar la naturaleza, el
entorno que le rodea, con el fin de hallar métodos, compuestos o sustancias beneficiosas

para la salud y la supervivencia, ya sean de origen animal o vegetal.

Las plantas han jugado un papel primordial en este aspecto, ya que no solo han constituido
la base de nuestra dieta y fuente de oxigeno, sino que también han sido fundamentales a
la hora de curar y tratar cualquier tipo de afeccion, dolencia o enfermedad. El estudio y
el andlisis de las mismas han conseguido que en la actualidad podamos conocer los
beneficios y propiedades de miles de ellas ya sean a nivel fisico-quimico, industrial,

sanitario, nutricional, medioambiental o farmacolédgico entre otros.

Las células vegetales realizan procesos metabdlicos comunes que conllevan a la
formacion de compuestos tales como aminodcidos, azucares simples, acidos grasos,
nucleotidos y polimeros derivados de ellos que son elementales tanto para la planta como
para la propia vida celular. El conjunto de todos estos procesos se define como
metabolismo primario y sus productos como metabolitos primarios (1). Sin embargo, las
plantas disponen de otras rutas metabolicas mediante las que son capaces de sintetizar
una inmensa gama de sustancias denominadas metabolitos secundarios, también

conocidos como productos naturales, y estos derivan biosintéticamente de los primarios

(1, 2).

La biosintesis de los metabolitos secundarios es el resultado de un proceso de
diferenciacion que ocurre en la planta en respuesta a periodos de estrés como puede ser
la falta de alimento, diversos factores ambientales, o la presencia de ciertos organismos'.
Todos ellos juegan un papel decisivo para la supervivencia de la planta porque actuan
como sustancias toxicas que sirven de defensa frente a depredadores, protegen frente a
rayos ultravioleta (UV), atraen o advierten a otras especies mediante el color, olor o sabor
ya que también actiian como agentes colorantes o atrayentes, favoreciendo de esta manera

los procesos de polinizacion y dispersion de frutos y semillas (3-7). (Figura 1.)
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Figura 1. Metabolitos secundarios producidos por la planta ante situaciones de estrés (1).

Gracias a esta diversidad quimica, a las relaciones fisioldgicas, ecoldgicas y a los avances
en campos como la biologia molecular y el desarrollo de nuevas técnicas bioquimicas, se
ha podido demostrar que los metabolitos secundarios pueden actuar como antibidticos,
antivirales y antifungicos protegiendo de esta manera a la planta de posibles patdogenos
(fitoalexinas) al igual que actuar como antigerminativos (alelopatias) (7, 8). Es por ello
por lo que el metabolismo secundario proporciona la mayoria de los productos naturales

farmacologicamente activos (3, 5).
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Figura 2. Relaciones entre el metabolismo primario y secundario de las plantas, origen biosintético de los
principales grupos de compuestos secundarios (1).



Como podemos observar en la (Figura 2.), el resultado del metabolismo primario
desemboca en la formacion de los materiales de partida de las rutas mas importantes del
metabolismo secundario, que son los aminoacidos, el acetato o el acido sikimico, de
donde se obtendran dichos productos naturales, los cuales se clasifican en tres categorias:

Terpenos, fenoles y compuestos que contienen nitrogeno (1, 7). (Tabla 1.)

Hormonas
Pigmentos
Aceites esenciales
Esteroides

Goma

Cumarinas
Fenoles Flavonoides
Lignina

Taninos
Alcaloides
Glicosidos
Compuestos que Glucosinolatos .

. - Saponinas,
C(.)ntrlenen - Glucosidos cardiacos
nitrogeno - Glucosidos cianogénicos

Aminoacidos no proteicos

Terpenos

Tabla 1. Categorias comunes de los metabolitos secundarios con sus respectivos productos (7).

Los terpenos, también llamados isoprenoides, conforman la familia mas diversa de
productos naturales, con mas de 40.000 estructuras diferentes. Todos los terpenos estan
sintetizados a partir de la condensacion de unidades de isopreno (Cs) y en base al nimero
de moléculas de isopreno incorporadas se pueden clasificar en: Hemiterpenos (Cs),
Monoterpenos(Cio), Sesquiterpenos(Cis), Diterpenos(Czo), Triterpenos(Cso),
Tetraterpenos(Cqo) ...etc. (9, 10).

Los alcaloides constituyen un grupo muy amplio de metabolitos secundarios con mas de
12.000 sustancias aisladas. Son compuestos que contienen uno o mas dtomos de nitrégeno
heterociclicos y son biosintetizados a partir de aminodcidos, con algunas excepciones.

Reciben este nombre porque la mayoria de ellos son compuestos basicos (alcalinos) (9,
10).



Los fenoles, también denominados polifenoles o compuestos fendlicos, conforman uno
de los fitoquimicos mas abundantes y ampliamente distribuidos, con mas de 8.000
estructuras conocidas (6, 11). Estdn presentes en todos los tejidos vegetales y se
caracterizan por poseer uno o mas grupos fenolicos, es decir, un anillo aromatico de seis
atomos de carbono (C-6), con uno o varios grupos hidroxilo (-OH) libres o sustituidos (1,

7,12). (Figura 3.)

OH

Figura 3. Estructura quimica del fenol.

Constituyen un grupo heterogéneo de moléculas con diversidad de estructuras quimicas
que se clasifican en diferentes grupos en base a su origen, su funcion bioldgica y a su
estructura, es decir, al nimero de anillos fenodlicos que contengan y a los elementos

estructurales que los unen entre si (6, 13). (Tabla 2.)
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Tabla 2. Principales clases de compuestos polifendlicos. (8)



Se originan biogenéticamente a partir de la via del shikimato y de la via del acetato (8).

Esta variedad estructural les confiere multitud de propiedades bioldgicas y beneficios
para la salud tanto para la prevencion como para el tratamiento de numerosas
enfermedades. Estan presentes en numerosas frutas y verduras, asi como en la cerveza,

el té, el café, el vino, en cereales, legumbres o en el chocolate (6, 14-16).

Uno de los grupos en los que nos centraremos en este trabajo son los flavonoides,
compuestos ampliamente distribuidos en los vegetales superiores (17). Fueron
descubiertos por el cientifico Albert von Szent-Gyorgyi (1893-1986), un fisidlogo
hungaro nacido en la ciudad de Szeged, en el seno de una familia rica y culta. Se dedicé
a la investigacion bioquimica, donde consiguié demostrar en uno de sus experimentos el
movimiento de electrones como principio del proceso 6xido-reduccion. Esto le permitio
descubrir una molécula de seis atomos de carbono (CsHeOs) a la que denomind acido

hexuronico (18).

En el afio 1930, tras haber estado estudiando y trabajando en el extranjero, regresa a su
ciudad natal Szeged, conocida por su gran produccion de pimientos. Una noche en la que
sumujer le sirvid pimiento crudo para cenar, Gyorgyi cogio una muestra y al dia siguiente
lo analiz6 en su laboratorio, donde descubrid que contenia un alto porcentaje de acido
hexurénico. Esto le permiti6 aislar la suficiente cantidad como para determinar los efectos
biologicos de la misma, molécula a la que hoy conocemos como vitamina C o acido
ascorbico, que recibe este nombre gracias a su capacidad de prevenir o tratar el escorbuto.
Algo caracteristico de la molécula es que se oxida facilmente a 4cido dehidroascérbico,
es decir, sufre un proceso redox lo que la convierte en un buen agente reductor que evita

que nuestro organismo entre en un estado demasiado oxidado (19, 20).

En 1936, tal y como queda recogido en su trabajo, Gyorgyi e Istvan Rusznyak observaron
que el acido ascorbico iba acompafiado en la célula de otra sustancia con similar
importancia y actividad y que en ausencia de ambas prevalecian los sintomas del
escorbuto. Si se administraba solo acido ascorbico en ciertas patologias que afectaban a
la permeabilidad o fragilidad de la pared capilar era ineficaz, pero si se administraban
extractos de pimiento rojo hungaro, la situacion podia revertirse. Los extractos se

fraccionaron hasta obtener una sustancia pura, un polifenol perteneciente al grupo de las
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flavonas, que si se administraba diariamente de forma intravenosa (IV), cesaba tanto el
sangrado como la fragilidad capilar pasados unos dias. Es por ello por lo que decidieron

llamar a esta molécula vitamina P, por su accion sobre la permeabilidad vascular (20).

En 1937 fue galardonado con el premio Nobel de medicina por su descubrimiento
relacionado con los procesos de combustion bioldgica, en especial referencia a la
vitamina C y a la catalisis de los acidos fumaricos (18). Sus investigaciones abrieron
paso al descubrimiento no solo de los flavonoides, sino de todos los compuestos
relacionados con los mismos y las implicaciones que tienen tanto en las plantas como en

nuestro organismo.

Segun Kuklinski (17), los flavonoides poseen una estructura tipo Cs-C3-Cs con dos anillos
aromaticos unidos entre si por una cadena de tres carbonos ciclada por un oxigeno. Su
estructura deriva de la cromona (o benzo-pirona) que posee un fenilo en la posicion 2,
por lo tanto, son 2-fenil-y-cromonas. En la posicion 4 presentan un grupo carbonilo y las
posibles variaciones se producen en el anillo B y en las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad

Cs. (Figura 4.)

Figura 4. Estructura basica 2-fenil-y-cromona.

En la naturaleza pueden presentarse como aglicones libres o como O-heterésidos o C-
heterdsidos y suelen estar unidos a la glucosa por ser el aziicar mayoritario (17). En la
(Tabla 2.) queda reflejado los distintos tipos de flavonoides que existen, su estructura y

los alimentos en los que se encuentran.
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SUBGRUPO COLOR
Antocianinas Azul, Rojo,
Violeta.
Flavanoles Incoloro
CC
OH Amarillo
Flavanonas Incoloro
‘ Palido
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) Amarillo
Flavonas Amarillo palido
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//’\‘.
N A
NN NoH
o
Flavanonoles
NS
(0]
Isoflavonas Incoloro

FLAVONOIDES
REPRESENTATIVOS

Cianidina

Catequinas,
galocatequina, epicatequina,
galato de epigalocatequina

Procianidina

Teaflavinas

Hesperidina

Naringenina, eriodictiol

Neohesperidina

Apigenina, crisina, luteolina

Diosmentina, luteolina

Isorhamnetina, kaempferol,
quercetina, miricetina, rutina

Taxifolina

Daizeina, genisteina, gliciteina,

formononetina

FUENTES DE COMIDA

Frutas y flores.
o5 by
7 %

Manzanas, Lupulo, T¢,
Cerveza.

Vino, Zumo de frutas
7E

T¢ negro.

Frutas citricas.

Comino, naranjas, pomelo,
menta.

Hierbas, cereales, frutas,

perejil, tomillo *

Cebollas, cerezas, manzanas,
brécoli, col rizada, tomates,
bayas, té, vino tinto, trigo
sarraceno tartaro

@2

Limoén, Aurantium

Verduras, flores

Legumbres (por ejemplo,

Soja) )
W&
N
*

Tabla 3. Tipos de flavonoides y alimentos en los que se encuentran (11).
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A los flavonoides, y a los compuestos fendlicos en general, se les atribuye propiedades
biologicas tales como antiinflamatorias, antialérgicas, antitumorales, antivirales,
antimicrobianas, antifiingicas, cardioprotectivas, antiarritmicas, hipocolesterolémicas y
antidiabéticas. También existen estudios que han demostrado actividad neuroprotectiva

en enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer (21-23).

5. OBJETIVOS:

Los objetivos sobre los que se ha fundamentado este trabajo han sido:

- El estudio fitoquimico de la especie Capsicum annuum, del que se pretende aislar

e identificar diversos compuestos polifendlicos de interés.

- La caracterizacion de los extractos obtenidos mediante el empleo de técnicas
espectroscopicas y cromatograficas para poder determinar la presencia de dichos
compuestos polifenolicos.

- Hacer un screening bibliografico de los compuestos aislados.

Con estos objetivos, lo que queremos es seguir los pasos de Gyorgyi usando técnicas de

asilamiento e identificacion estructurales modernas.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
GENERALES

Para el aislamiento y purificacion de las distintas sustancias se emplearon la

cromatografia de adsorcion de gel de silice, la cromatografia de exclusion molecular y la

13



cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Las cromatografias de exclusion
molecular se llevaron a cabo en SephadexLLH-20 Pharmacia (ref.17-0099-01), mientras
que para las cromatografias en capa fina se emplearon cromatofolios de silica gel de la
casa Macherey-Nagel, tipo SIL G-60 de 0.20 mm de espesor. Los resultados de las
mismas fueron visualizados bajo luz UV de 254 nm y reveladas utilizando é4cido
fosfomoblidico, 6leum ...etc. Una vez rociadas las placas, se expusieron a una fuente de
calor para su revelado. En las cromatografias HPLC se emple6 un sistema de bombeo
JASCO Pu-980, una columna Waters Kromasil Si Smm (10 x 250 mm) y un detector
JASCO UV-975. Para poder llevar a cabo la elucidacion de las muestras se empled un
espectrometro Bruker Advance II 500 MHz y Bruker Advance I1I 600 MHz para obtener
los espectros 'H-rmn y 3C-RMN, en los que los desplazamientos quimicos (8) se
expresan en partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en hertzios (Hz),
empleando tetrametilsilano (TMS) como patrén interno. La espectrometria de masas de
alta resolucion (HR-ESI-MS) se llev6 a cabo con un equipo LCT Premier XE, fuente de
ionizacion electrospray y analizador de tiempo de vuelo con aceleracion ortogonal (oa-

TOF).

6.2 TECNICAS ESPECTROSCOPICAS EMPLEADAS

6.2.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

|
G i
‘\ ‘ T, \ Estados de espin
o, - ‘ A
‘ /. ‘u

Figura 5. Esquema de energia nuclear al aplicar un campo magnético. (25)

En la actualidad, la Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) representa
el pilar bésico para la determinacion estructural de compuestos organicos Yy
macromoléculas tanto bioquimicas como sintéticas. Descubierta en 1951, esta técnica se
caracteriza porque es capaz de estudiar nucleos atomicos con un numero impar de

protones o neutrones, como ocurre con los atomos de 'H, *C, 1°F Y 3!P. Esto es debido
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a que un nucleo con un numero atomico impar posee un espin, por lo tanto, son
magnéticamente activos y por ello observables en el espectrometro. En ausencia de un
campo magnético los espines se orientan aleatoriamente. Sin embargo, si se aplica un
campo magnético externo, los nucleos con espin positivo se orientaran en la misma
direccidon y mantendran un estado de minima energia (espin a), mientras que en el caso

de los nucleos con espin negativo ocurrird el caso contrario (espin b) (24,25).

6.2.1.1. Resonancia Magnética nuclear de protén (‘H-RMN)
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Figura 6. Desplazamientos quimicos para ' H-RMN.
Imagen obtenida de: https://www.quimicaorganica.org/resonancia-magnetica-nuclear/800-rmn-tabla-de-

desplazamientos-quimicos.html

La 'H-RMN constituye la herramienta mas importante para la determinacion de las
estructuras de compuestos organicos. Mediante el uso del espectrometro, podemos
obtener informacion valiosa sobre el entorno electronico de la molécula, los diferentes
tipos de protones presentes, cuantos hay de cada tipo o como de cercanos estan unos de
otros midiendo pardmetros como el nimero de absorciones, la cantidad de proteccioén que
muestra cada una de las sefnales, el desdoblamiento o la intensidad de las mismas, con el

objetivo de poder dilucidar la estructura a estudiar. (24)
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6.2.1.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de
BC (BC-RMN)

1 1 1 I 1

Aldehydes, RCH=O R,C=CH, C-F C-Cl1 C-1
Ketones, RyC=0O RHC=CHR C-NO, C-Br
RyC=CH, C-H Saturated Alkanes
Aroraatics C-NR,
Heteroaromatics C-OH C-SR.
R-CO,H o= - -
Carboxylic Acids r— —2— RC=N C-OR. C-Ar
R—CO,R! o r.
Esters —_— Sulforades, Sulfones :—S—CL“E»—';CJ-C——‘
- O
R~CONR, ~—
Arides ——— 3 C=CR c—G-R
T T T T T
200 150 100 50 00 ppra(s)

Figura 7. Desplazamientos quimicos para 3C-RMN.
Imagen obtenida de: https://www.liceoagb.es/quimiorg/rmn5.html

La 3C-RMN es una técnica complementaria a la 'H-RMN que nos permite dilucidar el
entorno magnético de los 4&tomos de carbono de la molécula. Presenta RMN ya que al
igual que ocurre con los protones, tiene un spin magnético. Se caracteriza por ser menos
sensible que la '"H-RMN ya que menos del 1% de atomos de carbono forman parte del
isotopo del C'*. Las sefales de carbono son mas débiles, en consecuencia, los
desplazamientos quimicos de los nucleos de C'? son mucho mas amplios, alcanzando los

200 ppm frente los 10-12 ppm para protones. (25,26)

6.2.2. Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas es una técnica de analisis cualitativo basada en la obtencion
de iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa, en la que los iones se separan
segiin su masa y su carga gracias a la deteccion por un dispositivo adecuado. El
espectrometro de masas bombardea la muestra con electrones, que acaba rompiendo las
moléculas en fragmentos, aportando de esta forma informacioén valiosa como la masa
molecular (MM) o la posible férmula molecular. Proporciona una informacion
bidimensional que relaciona la abundancia de los distintos tipos iones que hay en la

muestra en funcion de la relaciéon masa-carga de cada uno de ellos (27).
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Figura 8. Esquema de un espectrometro de masas clasico, de separacion magnética.

Imagen obtenida de:

https://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es_ES/investigacion/cromatografia/espectrometria_de_masas.pdf

6.3 TECNICAS CROMATOGRAFICAS EMPLEADAS

6.3.1. Cromatografia en capa fina (CCF)

Cuba cromatografica

.

{3
A=
8
)

Fase estacionaria — s
o
s Yoo Componentes separados
‘S
§ .o

Mezclaa separar = ««« =] Pl

Fase mévil Fase movil
Tiempo cero (t,) Tiempot (min)

Figura 9. Representacion grdfica de separacion de componentes de una mezcla por cromatografia en capa fina.
Imagen obtenida de: https://es.slideshare.net/GibranVargas2/cromatografia-ppitx

La cromatografia en capa fina (CCF) es una técnica analitica rapida y sencilla que permite
comparar muestras, determinar el grado de pureza de un compuesto o llevar a cabo el
seguimiento de una reaccion. Se caracteriza por tener dos tipos de fases: una fase
estacionaria compuesta por una fina capa de adsorbente, como puede ser gel de silice,
celulosa o alimina donde quedan retenidos los compuestos que vamos a analizar y una
fase movil que por capilaridad arrastra la muestra, recorriendo distancias variables segiin

su afinidad por las distintas fases. Esta técnica se realiza sobre un soporte plano. Una vez
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separados, se emplea el factor de retencion (Rf) para medir el movimiento de los

componentes segun esta formula:

distancia recorrida por el compuesto

Rf

distancia recorrida por el disolvente

6.3.2. Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular (CEM), también denominada de tamiz
molecular o filtracion en gel, se caracteriza por el uso de columnas a las que se le
introduce geles de varios tipos tales como dextranos con enlaces cruzados (sephadex),
agarosa (sepharose, Bio-gel A), poliacrilamida (Bio-gel B) entre otros, que constituyen
la fase estacionaria y un eluyente que representa la fase movil. El objetivo es poder

separar los distintos compuestos que contenga nuestra muestra de estudio (28).

Los geles estan formados de un material poroso con un determinado didmetro, por tanto,
al correr la muestra, las particulas de mayor tamafio podran moverse a través de la fase
estacionaria y salir primero mientras que las de menor tamafo podran penetrar de forma

selectiva en las mallas de gel y retrasar asi su descenso.

A o A

Figura 10. Esquema del funcionamiento de una cromatografia de exclusion molecular. (27)

6.3.3. Cromatografia Liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica analitica que permite separar

los compuestos de una mezcla con el fin de identificarlos, purificarlos o cuantificarlos.
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Consta de una fase estacionaria no polar (columna) y una fase moévil a la que se le inyecta
la muestra en solucion. Lo que determina la separacién son las interacciones no-
covalentes que se establecen entre los componentes que emigran y la columna.

Dependiendo de la naturaleza de los compuestos se emplearan diferentes detectores (29).

Muestra

—_—

Bomba |— O Inyector

impulsion

Deposito
fase mévil

l Columna

Detector

Batosr N0 ‘: D

L) 1’7 eece

Desecho

Figura 11. Esquema del funcionamiento del HPLC.
Imagen obtenida de: https://apuntesde.es/como-funciona-un-hple/

6.4. MATERIAL VEGETAL

Figura 12. Pimienta Palmera fresca. Figura 13. Pimienta Palmera seca.
Imagenes obtenidas de: Attps://conecte.es/index.php/es/variedades/353-pimienta-palmera.

El material vegetal empleado en el estudio es la pimienta palmera, un pimiento rojo seco
empleado en la elaboracion de mojos, almogrotes y diversos platos tipicos en la
gastronomia canaria. La especie es Capsicum annuum var. palmera, una herbacea que

procede de la familia de las solanaceas.
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CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Solanales
Familia Solanaceae

Subfamilia Solanoideae

Género Capsicum

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de Capsicum annuum.

Basada en datos de: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4072

El pimiento es una especie originaria de América Central y también de otras zonas como
Bolivia y Pert. Se introdujo en Espana a finales del siglo XV gracias a los viajes que
realiz6 Colon a dicho continente, donde més tarde se introduciria en el resto de Europa y
actualmente son cultivados y consumidos globalmente (30, 31). Es una fuente de

antioxidantes como flavonoides, vitaminas C, E, provitamina A y carotenoides. (32)

& — s
T Capsicum spp
B

- —

Figura 14. Origen y distribucion de la especie Capsicum spp.
Imagen obtenida de: https://www.plantasyhongos.es/herbarium/htm/Capsicum_annuum.htm

El color rojo se debe a la presencia de carotenoides como la capsantina o la capsorrubina
y el sabor picante de los pimientos se debe al contenido variable de capsaicinoides, unas

amidas en las que el compuesto mayoritario es la capsaicina (Figura 14). En las especies
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muy picantes el contenido puede llegar a superar el 1%. (33). Se ha descubierto que los
capsaicinoides poseen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y son capaces de

modular el sistema de defensa oxidativo de las células (6).

Figura 15. Estructura de la capsaicina.

Capsicum annuum var. palmera, también conocido como “pimienta picona”, fue
adquirido en el Mercado de Nuestra Sefiora de Africa en Santa Cruz de Tenerife,
concretamente en el puesto denominado “Especias el Morito”. El producto fue comprado
en dicho establecimiento y no recolectado directamente del lugar de origen, pero sus
vendedoras nos facilitaron todos los datos con respecto al material vegetal en una etiqueta.
Esta pimienta es originaria de La Palma, concretamente de la zona de Fuencaliente, cuyo
lote de produccion fue 150223 y con fecha de caducidad en el afio 2024. El material
vegetal fue adquirido seco, ya que es tipico dejarla secar al sol y se compraron en total 2

kilogramos (kg).

ESPECIAS EL MORITO

.PALMERA

100GR 5,00 €
ORIGEN: LA PALMA (Fuencaliente)
LOTE: 150223
CAD:  FIN 2024
R.S:TF/24/EC/21236

Figura 16. Etiqueta proporcionada por el establecimiento Especias el Morito.
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6.5 PREPARACION DEL EXTRACTO

Figura 17. Proceso de extraccion de los componentes de Capsicum annuum var. palmera.

Para preparar el extracto empleamos 1.4 Kg de pericarpio seco de Capsicum annuum,
var. palmera finamente divididos, que se macerd hasta agotamiento en una mezcla de
etanol/ agua 95:5 (EtOH:H»0; 95:5). Posteriormente se filtré y concentr6 al vacio a una
temperatura de 60°C en el rotavapor, dando como resultado una masa de color rojo-
anaranjado de textura gomosa de 184,3 g. El extracto crudo se resuspendi6 en agua y se

extrajo con diferentes disolventes organicos.

En primer lugar, se realizaron tres extracciones con diclorometano (CH2Clo) y la fraccion
acuosa de este proceso fue sometida nuevamente a otras tres extracciones esta vez con n-
butanol (n-But), de esta forma se obtuvieron tres fracciones distintas; CH>Cl> (38.7 g), n-
butanol (28.8 g) y H2O (113,4 g). En nuestro trabajo estudiamos la fracciéon de CH>Cl y
la de n-But.
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Extrajo 3 veces

Capsicum annuum var. palmera
(Pericarpio);

P=1,4kg.

Extracto Etandlico

Extrajo 3 veces

con n-But P=1843 g. con CH2Cl»
H20-CH2Cl2 (1:1)
V=1L. |
Extracto HyO Extracto CH2Cla
P=38,7 g.
' | Extracto CH:Cl;
Extracto n-But Extracto H-O-nBut P= 3,3 g. Columna Silica Gel
P=28,8g. P=1134g. n-Hexano: EtOAc
209 fracciones de S0 mL.
14-15D 27-30D 37-41D 71-73 D
n-Hexano : EtOAc n-Hexano : EtOAc n-Hexano : EtOAc n-Hexano : EtOAc
(8:2) (8:2) (7:3) (7:3)
(1) a-Tocoferol (2) O--Amirina (5) B-Sitosterol (6) Acido Oleico

sa

(3) P-Amirina

(4) Lupeol

Extracto n-But disuelto en MeOH. P=4,5 g.
Columna Silica Gel; 59 fracciones de 200 mL.

0
305 7 90 p o6 g
Ho1 \/\/\/\/

2 4 6 g 11 13 15 17

8-9B
n-Hexano : EtOAc (1:1)

(9) Quercetina

6B-HPLC

n-Hexano : EtOAc (1:1)

15-16B
EtOAc

HPLC (14 min)

(7) 5-hidroximetil-2-furfural

0]

1
HJBK‘?'EO)s/(
o OH
4

HPLC (12-13 min)

(8) Pirrolactona
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6.6 PURIFICACI’(’)N Y RESULTADOS DEL EXTRACTO
DICLOROMETANICO

La purificacion del extracto diclorometianico comenz6 por una cromatografia en
columna seca de gel de silice (Merck 2300-400 mesh, 75 g). Se prepard una cabeza
cromatografica disolviendo en hexano 3,3 g de extracto de CH>Cl, y depositandolo gota
a gota sobre un lecho de gel de silice y dejando evaporar el disolvente durante 24 horas.
De esta forma el material vegetal impregna toda la gel de silice. Esta se deposita en la
parte superior de la columna eluyendo a continuacién con hexano y mezclas de hexano:
acetato de etilo, de polaridad creciente 0 a 100%, recogiendo un total de 209 fracciones
de 50 mL cada una. La evolucion de esta cromatografia se sigue por CCF. A esta columna

la denominamos D.

Figura 18. Cromatografia en columna gel de silice del extracto de CH,Cl,. Columna D.

Las fracciones 14-15D ecluidas con hexanos-EtOAc 8:2 mostraron bajo la luz UV, la
presencia de una Uinica sustancia que una vez concentrada por eliminacion del disolvente
a vacio rinde 7.8 mg de un polvo blanco. Da positiva la reaccion de FeCls caracteristica
de fenoles. Presenta una formula molecular C29Hs00O:, determinada por espectrometria de
masas de alta resolucion HREIMS, donde se observa el ion molecular a m/z 430.3827
[M]+ (100 %)]. El espectro de 'H NMR en cloroformo deuterado muestra sefiales de
grupos hidroxilo a éu 4.19 (1H, s) de protones bencilicos a dn 2.61 (2H, t, ] = 6.9 Hz),

tres metilos sobre anillo aromatico a du 2.17 (3H, s) y ou (2.12, 6H, s). Otras sefiales
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claramente discernibles en este espectro son las debidas a los protones H-3a y H-3b a on
1.83 y 1.77 ppm (cada una 1H, ddd, J = 7.1, 6.8 y 6.8 Hz), HSQC d¢ 31.7. Un metilo a dn
1.23 ppm (3H, s) y cuatro metilos alifaticos a 6u 0.88 (6H, d, J = 6.6 Hz) y a 6u 0.87 (3H,
d,J=6.6 Hz) yaoun 0.86 (3H, d ] = 6.4 Hz). La asignacion del resto de sefiales observadas
entre oy 1.59 y 0.83 ppm se hizo en base a un profundo andlisis de correlacion
bidimensional y por comparacién con los datos dados en la literatura (34). Los datos
anteriores nos permitieron identificar nuestro compuesto como la Vitamina E. a-

tocoferol (1).

De forma natural se clasifica a grandes rasgos en dos categorias: tocoferoles y
tocotrienoles. Dependiendo del nlimero y posicion de los grupos metilo presentes en el
anillo aromatico de la unidad croman-6-ol, tenemos los subgrupos: a-tocoferol 5,7,8-
trimethyl tocol, PB-tocoferol 5,8-dimethyl tocol, y-tocoferol 7,8-dimethyl tocol, o-
tocoferol 8-methyl tocol (35, 36). El término "tocol" para 2-metil-2-(4°, 8,12 -
trimetiltidecil) croman-6-ol, fue propuesto por el grupo de Pennock (37) y aceptado por

IUPAC-IUB en el afio 1965 (38).

Las fracciones 27-30D, eluidas con hexanos-EtOAc 8:2 rinden 15.5 mg de un sélido
cristalino en forma de agujas incoloras con un punto de fusiéon de 140-154°C. Presenta
una formula molecular C3oHs0O, determinada por espectrometria de masas de alta
resolucion HREIMS, donde se observa el ion molecular a m/z 426.3848 [M]+ (13.5 %)].
El espectro de 'H NMR muestra sefiales de protones olefinicos a 8u 5.19 (t, J = 3.5 Hz),
5.13 t, J = 3.6 Hz), y dos protones olefinicos a du 4.69 y 4.57 singulete ancho
caracteristicos de un doble enlace exociclico. Asimismo, se observan tres sefales a on
323dd(J=11.1y4.6 Hz),0n 3.23dd J=11.1,4.6 Hz) yaou 3.19dd J =11. 3y 4.8

Hz) senales estas tipicas de protones geminales a grupos hidroxilo.

La inspeccion de las integrales correspondientes a estas sefiales nos muestra que en
realidad estamos ante una mezcla de al menos tres productos diferentes en la proporcion
de (5:3:2) donde tentativamente podemos deducir que estamos ante una mezcla de a-
amirina (2), componente mayoritario, PB-amirina (3) intermedio y lupeol (4),

minoritario. El espectro de '*C-NMR muestra las tipicas sefiales de carbono para un
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esqueleto de terpenoides que incluye carbonos unidos a grupos OH en posicion C-3 a d¢
79.4131, 79.3980 y 79.3661. Los carbonos olefinicos del doble enlace exociclico
aparecieron a 151.1691 (C cuaternario) y 109,5452 ppm (C metileno) que se asignan al
doble enlace C-20 y C-29 del compuesto minoritario, lupeol. Los carbonos C-12 y C-13
de la o-amirina se observan a d¢ 124.88 (C-H) y a 6c¢ 140.00 (C-cuaternario) y para la 3-
amirina aparecen a oc 122.17 (C-H) y 6c 145.5 (C-cuaternario). HPLC/MS, nos permitié
corroborar nuestra hipdtesis, acerca de la composicion de las fracciones en estudio.

Tras realizar una HPLC en fase reversa C-18 usando Acetonitrilo-MeOH (95:5) como
eluyente con un flujo de 1,0 ml/min, mostro6 la presencia de dos constituyentes principales
con tiempos de retencion de 17,3 y 28,3 min, cada uno identificado mediante
espectrometria de masas ESI-TOF, Espectros de RMN de 'H y 3C como (4) y (2)

respectivamente. (3) no se encontro.

o- amirina B- amirina lupeol

Figura 19. Estructuras de la c~amirina (2), f-amirina (3) y lupeol (4) respectivamente.

[rel]

0.20

0.15

0.10

0.05

Figura 20. Separacion y comparacion de espectros RMN-H' de lupeol (verde), mezcla (rojo) de a-amirina B-amirina
v lupeol y a-amirina (azul).
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Las fracciones 37-41D, eluidas con una mezcla de hexanos-EtOAc 7:3 rinden 9.2 mg de
cristales incoloros de punto de fusioén (PF) (125°C, acetona), (literatura PF 130°C) (39).
Presenta una formula molecular de C29Hs00O, determinada por espectrometria de masas
de alta resolucion HREIMS, donde se observa el ion molecular a m/z 414.3831 [M]+
(82.08 %)]. El espectro de 'H NMR muestra sefiales de un proton olefinico a 8u 5.36
singlete ancho, un protén germinal a grupo hidroxilo a 6u 3.53 triplete de triplete (J=11.0
y 4.7 Hz). Ademas, este espectro muestra dos singletes de intensidad tres protones cada
uno a ou 0.68 y 1.01 ppm indicativos de grupos metilo angulares C-18 y C-19
respectivamente. Las sefiales a 01 0.80 (3H, d, J = 6.85 Hz), 0.83 (3H, d J = 7.5 Hz), 0.82
(3H,d, J=6.85Hz) y 091 (3H, d, J = 6.6 Hz) se asignaron a C-27, C-29, C-26 y C-21

respectivamente.

En el espectro de masas se observan picos debidos a la perdida de agua a m/z 396 [M-
H>O]+, indicativo de la presencia de grupos OH en la molécula. La formacion de los
fragmentos a m/z 303 [M-C;H1:0]+ y 329 [M-C;H110+29]+ son la indicacion mas
caracteristica de la presencia de un doble enlace entre los 4tomos C-5 y C-6 de un
esteroide. Los datos anteriores estan de acuerdo con la asignacion de una estructura de

B—sitosterol (5) para nuestro compuesto. Datos comparados con bibliografia (40).

HO

Figura 21. Estructura del [-sitosterol.

Las fracciones 71-73 D rinden un aceite incoloro de formula empirica CisHzsO2 [M+1]*.
En su espectro de 'H-RMN aparecen las sefiales caracteristicas de un 4cido graso
insaturado; metilo terminal de una cadena alifatica a 6 0.88 (3H, t, J = 6.7 Hz), once
metilenos a 1.26 ppm, dos metilenos alilicos a du 1.63 multiplete (m), y 6u 2.01 m, un

metileno contiguo a un grupo acido a 6 2.35 (2H, t, J = 7.4 Hz), y un multiplete a du 5.35
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ppm de intensidad 2 hidrégenos vinilicos. Los datos anteriores nos permitieron identificar

esta sustancia como el acido oleico (6). Datos comparados con bibliografia (41, 42).

@

3 5 7 92 10 45 14 16 45
HO 1

2 4 6 8 11 13 15 17

Figura 22. Estructura del dacido oleico.

6.7. PURIFICACION Y RESULTADOS DEL EXTRACTO N-
BUTANOLICO

La purificacion del extracto n-butandlico comenz6 con una cromatografia en columna
de SiO2 de una alicuota del extracto n-butanélico (4.5 g), usando como eluyente mezclas
de Hex-EtOAc de polaridad creciente. Se recolectaron un total de 59 fracciones de 200

mL cada una y su evolucion se siguié por CCF. A esta columna la denominamos B.

La fraccion 6B-HPLC cluida con Hex-EtOAc 1:1 rinde después de recromatografia en
HPLC (SiO2, EtOAc-Hex 1:2, flow 2 mL. min~!, Tr 14 min), 18 mg de un compuesto
incoloro de aspecto siruposo. El espectro de masas de alta resolucidon muestra el ion
molecular a m/z 126.0322 [M]* (71%) de acuerdo con una férmula empirica CsHsO3. El
espectro de resonancia magnética nuclear en acetona deuterada muestra sefales de dos
protones mutuamente acolados a éu 7.37 (1H, d, J=3.8 Hz) y a du 6.57 (1H, d, J = 3.8
Hz), caracteristicas de H-3 y H-4 de un anillo furdnico disustituido, dos protones
oximetilénicos a on 4.63 (2H, singlete ancho) y un protén de aldehido a ou 9.58 (1H s).
El espectro de carbono trece 3C-NMR de (7), muestra dos carbonos olefinicos a ¢ 123.4
y 110.4, dos carbonos cuaternarios sp? a 8¢ 153.9 y & ¢ 163.3, un carbono carbonilico a
dc 178.2, sugiriendo un esqueleto de 5-oximetil -2-formil-furano, 5-hidroximetil-2-
furfural (HMF) (7). Esto fue corroborado por las correlaciones observadas en el espectro
HMBC entre H-7 con C-2 y C-3, y H-6 con C-4 y C-5, H-3 con C-2, C-4, y C-5, y H4
con C-5 and C-2.
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1
H O
s~y  OH
4
Figura 23. Estructura del HMF (7) Figura 24. Estructura de la pirrolactona (8).

'H-RMN y 3C-RMN de 5-Hidroximetil-2-furfural (HMF) 7 y Pirrolactona 8, Acetona ds

S (valores de J en Hz) &c

N° 7 8 7 8
OH 10.21s -

2 153.9 133.5

3 7.37d (3.8) 7.10d (3.8) 1234 126.3

4 6.57 d (3.8) 6.31d(3.8) 1104 111.3

5 163.3 145.6
6a 4.63 brs 473 d (14.1) 57.91 56.9
6b 4.63 brs 4,73 d (14.1) 57.91 56.9

7 9.58 s 941s 178.2 180.4
I 5.78 br dd (9.5, 7.0) --- 56.5

2’ - 169.8 C2
3’a 3.14dd (16, 9.5) - 38.5
3'b 2.80 br dd (16, 7.0) - 38.5
) 175.1C4

Tabla 5. Comparacién "H-RMN en 600 MHZ y 3C-RMN en 150 MHZ de HMF (7) y Pirrolactona (8)

La pirrolactona (8) de la fraccion 15-16B se obtiene como un aceite incoloro de formula
molecular C10HoNOs determinada por HREIMS, donde se observa el ion molecular a m/z
223.0493 [M]+ (9.0 %)], perdida de un protén a m/z 222.0384 [M- H]+ (69.0 %)]. La
comparacion de los espectros de 'H y 3C RMN de 7 y 8 muestra similitudes, siendo la
principal diferencia, los desplazamientos quimicos observados para los carbonos a dc
153.9 ppm, C-2 y 8¢ 163.3 ppm C-5 para el compuesto 7 frente a 133.2 ppm C-2 y 145.6
C-5 para el compuesto 8 (ver tabla 2) indicando la presencia en 8 de un esqueleto 5-
oximetil-2-formil-pyrrol en lugar de 5-oximetil -2-formil-furano en 7. Ademas, los
espectros de 'H y 3C-NMR de 8 muestran resonancias de un carbono metilénico a 8¢
38.5 ppm [1H, 6n 3.14 dd, J = 16.0 y 9.5 Hz), 2.80 (1H, dd J = 16.0 y 7.0 Hz)]. Estos
protones se acoplan con la sefal que aparece a ou 5.78 (1H, dd, J =9.5, 7.0 Hz), HSQC

56.9 ppm. Dos carbonos cuaternarios dc 169.8 y 175.1 ppm fueron asignadas a carbonos
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carbonilicos de una lactona y un 4cido, respectivamente. Las conectividades observadas
en el experimento de correlacion heteronuclear HMBC, (Figura 25) entre H’-1con C-2,
C-5, C-3, C’2 y C’4 confirman la unién de un resto de acido succinico fusionado con un

fragmento de 5- oximetil-2-formil-pirrol en 8.

Figura 25. Correlacion heteronuclear HMBC para el compuesto 8.

Las fracciones 8-9 B rinden quercetina (9), 10 mg. Se aisla como un polvo de color
amarillo de punto de fusion 273-281°C (MeOH/EtOAc). Esta sustancia da positiva en la
reaccion del FeCls caracteristica de fenoles y presenta una formula molecular Ci5H1007,
determinada por espectrometria de masas de alta resolucion HREIMS, que muestra el
pico del ion molecular a m/z 302.0429 [M]* (100%). La férmula molecular de (9) nos
indica la presencia de 11 grados de insaturacion en la molécula. El espectro de 3C-RMN,
muestra 15 sefiales en la regién aromatica incluyendo una sefial para un carbono
carbonilico a 8¢ 177.7 ppm. El espectro de 'H-RMN, muestra resonancias de dos protones
acoplados en meta a du 6.75 y 6.79 ppm (cada uno 1H, d, J = 1.9 Hz), correlacionados
con los carbonos dc 99.7 y 94.7 ppm, respectivamente, en el espectro de HSQC,
caracteristicos de los protones H-6 y H-8 del anillo A para un flavonoide hidroxilado en

las posiciones C-5 y C-7.

El anillo B fue caracterizado como un anillo bencénico 1,3,4-trisustitudido (o 8.64 1H,

d,J=2.1Hz 8C 117.1,6un 8.14 1H, dd, J =85y 2.1 Hz, 6c 121.5yadu 7.42 1H,d J =
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8.5 Hz, oc 117.1) asi se pudo identificar al compuesto (9) como 3,5,7,3°,4’-

pentahidroxiflavona (quercetina) (21).

Figura 26. Estructura de la quercetina.

7. ACTIVIDAD BIOLOGICA

7.1. o-tocoferol (1): Vitamina E.

R’ Tocopherols
HO._ L~ ) _ a:R'=Me; R? = Me; R® = Me
R2 ok A A A p:R'= Me;R? = H; R® = Me

R3 y:R"= H;R? = Me; R? = Me
§:R'"=H;R?=H; R®= Me

Tocotrienols
@ : R* = Me; R® = Me; R® = Me
A~ B:R*=Me;R®=H;R°= Me
y:R*=H; R® = Me; R = Me
Scheme 1 5:R*=H:R°=H: R®= Me

Figura 27. Formas naturales de la Vitamina E: Tocoferoles y Tocotrienoles. (35)

La vitamina E (vit.E) fue descubierta en el afio 1922 por Herbert M.Evans y K. Scott
Bishop, quienes observaron que las ratas en ausencia de este nutriente se volvian estériles,
y establecieron a la vit.E como componente dietético necesario para la reproduccion (35).
Los tocoferoles se diferencian segiin el numero y la posicion de los grupos metilo en el
anillo fenol y las vitaminas a, B, y, 0, poseen tres, dos, dos y un grupo metilo
respectivamente. La actividad biologica estd determinada segin estas diferencias
estructurales, siendo los homologos o los mas activos (43,44). Esta presente sobre todo

en frutos secos y aceites vegetales (45). La vit.E participa en la prevencion de diversas
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enfermedades por su accion antioxidante, su intervencion en procesos inflamatorios, en
la inhibicién de la agregacion plaquetaria y su actividad potenciadora del sistema
inmunolégico, como pueden ser enfermedades cardiovasculares (CV), el Alzheimer o el
cancer. Se ha encontrado que el a-tocoferol inhibe principalmente la produccion de
nuevos radicales libres y que un aumento de su concentracion en las células endoteliales

inhibe la agregacion plaquetaria y libera prostaciclina del endotelio (46).

7.2 o-amirina (2) y B-amirina (3)

La a- o B-amirina son triterpenos pentaciclicos, es decir, productos del metabolismo
secundario presentes en numerosas especies de plantas. Su efecto antimicrobiano radica
en que son capaces de producir ROS mitocondriales que destruyen orgénulos y previenen
de esta forma la proliferacion celular (47). Son ampliamente conocidas por sus
potenciales  efectos  farmacologicos como  antiinflamatorios,  ansioliticos,
hepatoprotectores, asi como efectos antitumorales (48). Asimismo, tanto o como -
amirina pueden ser candidatos para tratar la disfuncidon cognitiva que se produce en la
Enfermedad del Alzheimer (EA) debido a alteraciones que se producen en el sistema de

neurotransmisores colinérgicos (49).

7.3. Lupeol (4)

El lupeol (Lup-20(29)-en-33-o0l) es un triterpeno presente en alimentos como el aceite de
oliva, las uvas, pepino, zanahorias...etc. Varios estudios han demostrado que el lupeol y
compuestos relacionados poseen una extensa variedad de actividades biologicas gracias
a su capacidad de interactuar con multiples objetivos moleculares, de ahi su actividad
antiinflamatoria, antitumoral, antimelanoma, cardioprotectiva y antimicrobiana. También
podria consumirse como suplemento dietético para prevenir enfermedades coronarias,
hepaticas y para el cancer. Debido a su amplia distribucion en las plantas, es mas facil de
obtener que muchos de los tratamientos ya comercializados, pero se recomiendan realizar

estudios farmacocinéticos del mismo (50, 51).
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7.4. P-sitosterol (5)

El B-sitosterol ((3PB)-stigmast-5-en-3-ol), es el principal fitosterol en la mayoria de las
plantas superiores y se emplea para disminuir la absorciéon de colesterol en el sistema
digestivo y en el higado (52). Esta presente en alimentos vegetales con alto contenido
lipidico como puede ser en legumbres, aceite de oliva, semillas, nueces...etc. En la planta,
se encuentra en las membranas de las células vegetales y posee una estructura similar a
la del colesterol. Numerosos estudios han demostrado que posee efectos antioxidantes,
antiinflamatorios,  anticancerigenos, antidiabéticos, ansioliticos, analgésicos,
antimicrobianos, asi como efectos protectores en enfermedades pulmonares, digestivas,
en hepatitis...etc. Existen pruebas de que podria emplearse como suplemento para luchar

contra enfermedades mortales (53, 54, 39).

7.5. Acido oleico (6)

El 4cido oleico (acido 9- octadecanoico) es un acido graso monoinsaturado caracterizado
por poseer un doble enlace entre C9-C10 (55). Es una biomolécula nutracéutica versatil
con capacidad antioxidante y efecto hipocolesterolémico, ya que disminuye la expresion
de proteinas transportadoras de colesterol, disminuye la absorcion del mismo y la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), por tanto, previene la
aterosclerosis. Estd implicado en la activacion de distintas rutas intracelulares
relacionadas con el desarrollo de células tumorales, como en la activacion de la
senalizacion de calcio intracelular. Numerosos estudios muestran el efecto inhibidor que
tiene el acido oleico sobre la proliferacion de células tumorales, tales como la supresion
de la expresion del oncogén HER2 (erbB-2), implicado en la etiologia, progresion y

metastasis de varios tipos de cancer (56, 57).

7.6. S5-hidroximetil-2-furfural (HMF) (7)

El 5-hidroximetil-2-furfural es un aldehido heterociclico de seis carbonos derivado del
furano que contiene como grupos funcionales un aldehido y un alcohol (hidroximetilo).

El grupo formilo y el hidroximetilo estan unidos al anillo en las posiciones C-2 y C-5,
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mientras que la estructura del anillo se basa en restos de furano. La sintesis de HMF en
los alimentos es muy comun y se ve beneficiada por la acumulacion de azicares simples,

polisacaridos, aminoécidos, proteinas, un pH acido y altas temperaturas (58, 59).

El HMF posee numerosas propiedades, entre ellas su importancia para la produccion de
biocombustibles a partir de diferentes tipos de biomasa, como el 2,5-dimetilfurano (2,5-
DMF), un potencial candidato para sustituir a la gasolina y al diésel. También se ha visto
implicada en la produccién de polimeros, productos farmacéuticos, resinas o disolventes.
Se ha comprobado que aldehidos que contienen HMF y furfural (F) inhiben el crecimiento
de bacterias como Escherichia coli (E.coli) y Saccharomyces cerevisiae al dafiar el ADN,
inhibir la enzima glicolitica que reacciona con los componentes celulares y disminuir los

niveles de NADPH (58, 59).

7.7. Pirrolactona (8)

La actividad biologica de esta nueva sustancia no ha sido determinada hasta la fecha, sin
embargo, compuestos andlogos se han mostrado activos frente al dolor debido a su

capacidad de restaurar los niveles de glutation de células vivas frente a especies reactivas

de oxigeno (ROS) (60).

7.8. Quercetina (9)

La quercetina (3,3',4',5,7-pentahidroxiﬂavona) es uno de los flavonoides mas comunes
en la naturaleza. Suele estar presente en elevadas cantidades en los tejidos vegetales y es
conocida por sus propiedades biologicas y farmacéuticas. Es un potente antioxidante
capaz de quelar metales, eliminar radicales libres y prevenir la oxidacion de las LDL (61).
Se encuentra en alimentos como las cebollas, las manzanas, lechugas, pimientos, brocoli,
el té, las bayas, nueces (62, 63) ...etc.

Las propiedades bioldgicas radican de la presencia de grupos carbonilo e hidroxilo en su
estructura, lo que le permite coordinar diversos iones metalicos endogenos (62). Algunas

de estas propiedades son debidas a su gran capacidad antioxidante, donde numerosos
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estudios experimentales con animales comprobaron su viabilidad en enfermedades

metabolicas como en la diabetes, la obesidad y enfermedades CV, asi como en el cancer

y en enfermedades neurodegenerativas. También se ha demostrado que su ingesta reduce

el riesgo de diabetes tipo II (63).

8. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se pueden extraer las siguientes
conclusiones:

Ademas de los polifenoles Quercetina y a-tocoferol, se han aislado e identificado
otros componentes bioldgicamente activos gracias a los avances recientes en

técnicas de aislamiento, purificacion e identificacion estructural.

En nuestro estudio hemos aislado un nuevo alcaloide (pirrolactona) analogo a
sustancias con la capacidad de restauracion del glutation en las células vivas frente

a las especies reactivas del oxigeno.

Debido al tiempo limitado del que disponemos, queda mas que justificado un
futuro estudio mas profundo de Capsicum annuum var. palmera, que con total
seguridad se podrian obtener nuevos productos con posibles intereses

farmacologicos.

En conclusion, ;la pimienta palmera es un condimento o un alimento? En base a
los resultados obtenidos podemos afirmar que es un condimento muy apreciado
en la cocina canaria y al mismo tiempo un alimento funcional debido a los

componentes bioactivos presentes en el mismo.
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Espectro de masas de 14-15D

14-15D
060923AFAMM 106 (4.198) Magnet El+
430.3375 1.96e4
100
165.0754
=
431.3423
164.0665
149.0078 166.0766  205.1086
432.3434
710001 o 167.0175
; 206.1151 428.3241
o 95.0762 2309781 2721491 316.2088344.2493358.2688 S —
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
Espectro de masas de 14-15D
Elemental Composition Report Page 1
Multiple Mass Analysis: 2074 mass(es) processed - displaying only valid results
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Selected filters: None
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
16010 formula(e) evaluated with 185 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)
Elements Used:
C:5-29 H:1-50 O:0-2
14-15D
060923 106 (4.198) Magnet El+
P 430.3390 2.18e4
165.0775 —
% 164.0696 d
° 166.0793  205.1112
0 + 2 u . m/z
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Minimum: 0.10 -1.5
Maximum:  100.00 5.0 10.0 50.0
Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE Formula
430.3827  2.41 430.3811 1.6 3.7 5.0 c29 H50 02
430.3787  4.55 430.3811 -2.4 -5.6 5.0 Cc29 H50 02
414.3524  0.14 414.3498 2.6 6.3 6.0 Cc28 H46 02
414.3486 0.17 414.3498 -1.2 -2.9 6.0 Cc28 H46 02
389.3218 0.13 389.3208 1.0 2.6 9.5 Cc29 H4l
388.3143  0.12 388.3130 1.3 3.3 10.0 Cc29 H40
388.3107 0.18 388.3130 -2.3 -5.9 10.0 c29 H40
388.2784  0.11 388.2766 1.8 4.6 11.0 c28 H36 O
387.3057 0.15 387.3052 0.5 1.3 10.5 c29 H39
387.3021  0.21 387.3052 -3.1 -8.0 10.5 €29 H39
372.3032 0.32 372.3028 0.4 1.1 6.0 Cc25 H40 02
372.2997  0.25 372.3028 -3.1 -8.3 6.0 Cc25 H40 02
372.2826 0.15 372.2817 0.9 2.4 11.0 c28 H36
372.2792  0.12 372.2817 -2.5 -6.7 11.0 c28 H36
368.3115 0.12 368.3079 3.6 9.8 7.0 C26 H40 O
358.2892  0.11 358.2872 2.0 5.6 6.0 c24 H38 02
358.2859  0.20 358.2872 -1.3 -3.6 6.0 c24 H38 02
358.2693  0.27 358.2661 3.2 8.9 11.0 c27 H34
358.2661 0.18 358.2661 0.0 0.0 11.0 c27 H34
358.2628 0.13 358.2661 -3.3 -9.2 11.0 c27 H34
345.2587 0.17 345.2582 0.5 1.4 10.5 c26 H33
345.2554  0.14 345.2582 -2.8 -8.1 10.5 c26 H33




Fraccion 27-30D: oa-amirina (2)

Espectro de Masas 27-30D: a-amirina

27-30D
060923_BAFAMM 102 (4.040) Magnet El+
218.1695 1.81e4
100
=
203.1476
219.1747
135.0886 189.1318
95.0708 426.3039
81.0638
3 147.0868
2571912 411.2871 427.3078
. 2722113
. 315.2238 365.2607 293-2873 4283126 .
m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Espectro de masas 27-30D
Elemental Composition Report Page 1
Multiple Mass Analysis: 1195 mass(es) processed - displaying only valid results
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Selected filters: None
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
4677 formula(e) evaluated with 110 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)
Elements Used:
C:5-30 H:1-50 O:0-1
27-30D
060923_B 121 (4.792) Magnet El+
426.2668 3.78e3
100
g 411.2460 427.2747
365.2289 393.2439 408.2677
o] m/z
355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450
Minimum: 0.10 -1.5
Maximum: 100.00 5.0 10.0 50.0
Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE Formula
426.3848 0.19 426.3862 -1.4 -3.3 6.0 Cc30 HS50 (o)
423.3591  0.11 423.3627 -3.6 -8.5 7.5 Cc30 H47 ©
414.2957  0.19 414.2923 3.4 8.2 12.0 C30 H38 O
414.2919 0.13 414.2923 -0.4 -1.0 12.0 c30 H38 (e}
413.2881  0.58 413.2844 3.7 9.0 12.5 c30 H37 O
413.2843 0.74 413.2844 -0.1 -0.2 12.5 c30 H37 (o)
413.2804  0.95 413.2844 -4.0 -9.7 12.5 c30 H37 ©
412.2791  3.65 412.2766 2.5 6.1 13.0 C30 H36 O
412.2753 4.50 412.2766 -1.3 -3.2 13.0 c30 H36 (e}
411.3598  0.11 411.3627 -2.9 -7.0 6.5 c29 H47 ©
411.2726  9.82 411.2688 3.8 9.2 13.5 Cc30 H35 O
411.2688  14.06 411.2688 0.0 0.0 13.5 c30 H35 ©
411.2649  21.31 411.2688 -3.9 -9.5 13.5 c30 H35 O
410.2647 1.11 410.2610 3.7 9.0 14.0 c30 H34 (o)
410.2609  0.98 410.2610 -0.1 -0.2 14.0 c30 H34 O
410.2571 1.14 410.2610 =3.9 -9.5 14.0 C30 H34 (o)
409.2555 2.89 409.2531 2.4 5.9 14.5 c30 H33 (e}
409.2518  2.41 409.2531 -1.3 -3.2 14.5 c30 H33 O
408.3430 0.29 408.3392 3.8 9.3 8.0 c29 H44 o
408.2489  7.12 408.2453 3.6 8.8 15.0 c30 H32 O
408.2451  4.92 408.2453 -0.2 -0.5 15.0 c30 H32 O
408.2414 2.89 408.2453 -3.9 -9.6 15.0 c30 H32 (e}
407.2409  0.77 407.2375 3.4 8.3 15.5 c30 H31 O
407.2372  0.48 407.2375 -0.3 -0.7 15.5 c30 H31 O
402.1977  0.11 402.1984 -0.7 -1.7 18.0 c30 H26 O
401.2825 0.13 401.2844 =180 -4.7 11.5 c29 H37 (o)
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Fraccion 37-41D: B-sitosterol (5)

TH-RMN de 37-41D:

£
g : :
2
e
(
i
i 1 Ve {
| —_— — = - - v A -
b bl 8 2
$ 3 § BY B &
v v . - v - v = v —i A= oy v —
. - 2 ° ppm)
Espectro de Masas de 37-41D:
-
.
(Jesus 37-41D b-sitosterol
2301XXX_26Jul23_Tecnico_Sergio_SuarezAFAMM 77 (3.049) Magnet El+
414.3462 1.30e4
100
8s.0588 400.3312
81.0589 95.0743
109.0875
123.0671  145.0833
= 213.1397 396.3393
159.0990 255.1821
161.1126
303.2732 382.3223
289.2583
415.3522
273.1941
163.1207 231.1488 329.2864
173.1153 ELakally
367.3014
178.1148
419.3127
330.2922
420.3158
o il L A M A ! CESEEREAEDD
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Espectro de masas 37-41D
Elemental Composition Report Page 1
Multiple Mass Analysis: 1429 mass(es) processed - displaying only valid results
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.
Selected filters: None
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
8141 formula(e) evaluated wi 06 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)
Elements Used:
C:5-29 H:2-50 o 0-1
Jesus 37-41D b-sitosterol
233K 2 EUiES T etrico_Sergio_Suarez 76 (3.010) Magnet El+
P sema70 4003556  414:3716 5.60e3
- 396.3538 415.3744
% 303.2934 401.3577
° 3152015 929.3105 540.3036  3s4.3113  367-3181 385.3261 420.3396 e
300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
Minimum: 0o 1.5
Maimum: 160.00 5.0 50.0
Mass RA calc. Mass mDa DBE Formula
414.3869 72.15 414.3862 0.7 5.0 c29 HS50 O
414.3831 82.08 414.3862 -3.1 5.0 c29 H50 ©
413.3789 2.25 413.3783 0.6 5.5 c29 H4s O
413.3750 2.59 413.3783 3.3 5.5 c29 H4s o
412.3733 5 a3 412.3705 2.8 6.0 c29 mH4as o
412.3695 5.76 412.3705 “i.o 6.0 c29 mH4s o
410.3544 1.04 10.35 0.5 §780] c29 H46 O
402.3884 2207 402.3862 2.2 alo c28 H50 O
402.3846 a.11 402.3862 -1.e a.o c28 H50 O
401.3799 16.08 401.3783 1.6 als c2s H4as o
401.3763 17.96 401.3783 2.0 als c2s nH4s O
400.3741 46.65 400.3705 3.6 5.0 c28 n48 o
400.3704 56.44 400.3705 0.1 5.0 c28 H48 O
400.3667 66.32 400.3705 -3.8 5.0 c28 H48 O
399.3633 18.22 399.3627 0.6 5.5 c28 H47 O
399.3597 21.58 399.3627 -3.0 5.5 c2s H47 O
398.3920 2.00 398.391 0.7 5.0 c29 HS0
398.3882 2.a7 98.3913 -3.1 5.0 c29 HS50
398.3552 a.98 398.3549 @3 6.0 c28 H46 O
398.3515 3l81 98.3549 -3.a 6.0 c28 H46 O
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Fraccion 71-73 D: Acido oleico (

'"H-RMN de 71-73D

25 BEE 22 288 § BEE
/
1 i
_ JL A o Ji
——— — e J"L__J‘l A__J‘_
B g B B B

Espectro de masas de 71-73D

20230609-LCT 71-73D Neg 23 (0.992) Cm (19:23) 1: TOF MS ES-
100 325.2 4.83e3
311.2
339.2
32 265.1
255.2
297.2
293.2 321.2
283.3
3122|2262 353.2
212.1 XA 337.2 so7.2 425.4
269.2 327.2 e 897.3 411.3
181.0 208.0 236.1241.2 208.2 367.4 3742 s05.4 425.3 426.4
E 253.0 279.2 < 398.2
1881 1990  2'7° == 3363 355.3 420.3
o-Lleabdig TN PR YT Ll WL o LAl il i I Wl Li Il l L Wl gz
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Espectro de masas de 71-73D
Elemental Composition Report Page 1
Multiple Mass Analysis: 2 mass(es) processed
Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 100.0
Element prediction: Off
Number of isotope peaks used for i-FIT = 3
Monoisotopic Mass, Even Electron lons
1452 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 best isotopic matches for each mass)
Elements Used:
C:0-30 H:0-40 N:0-3 O:0-10 Na:0-2 Si:0-1
20230609-LCT 71-73D Neg 5 (0.227)
1: TOF MS ES-
2.14e+002
100~ 283.3
%
] 284.3
ol 282.8 2829 283.1283.1 | 283.4283.4 2837 2838  283.92840 28%2 | 2g43284.4 284.6 2847 s
T T T T T T T T
282.75 283.00 283.25 283.50 283.75 284.00 284.25 284.50 284.75
Minimum: 20.00 -1.5
Maximum: 100.00 5.0 5.0 100.0
Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT i-FIT (Norm) Formula
283.2640 100.00 283.2637 0.3 ol 1.5 68.8 0.0 c18 H35 02
284.2669 22.17 284.2678 -0.9 -3.2 -1.5 29.8 0.0 cl4 H35 N3 O

Na



Fraccion 6B-HPLC: 5-hidroximetilfurfural (HMF) (7)

'H-RMN de 6B-HPLC:
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HSQC de 6B-HPLC:
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Espectro de masas de 6B-HPLC

Jesus B-6 HPLC
2301XXX_20Jul23_B_Tecnico_Sergio_SuarezAFAMM 71 (2.812) Cm (69:71-8) Magnet El+
o0 97.0227 3.37e4
126.0131
x
69.0512
125.0083
109.0200
98.0280
68.0551 81.0506 95.0254 . 123.0026 127.0188
- 111.0361
73.049380.0389 850681 oo 0 4oc 101.0226 103.0261 128.0262  135.0574
0 m/z
60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135
Elemental Composition Report Page 1
Multiple Mass Analysis: 2225 mass(es) processed - displaying only valid results
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min =-1.5, max = 50.0
Selected filters: None
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
4814 formula(e) evaluated with 34 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)
Elements Used:
C:26 H:2-6 0:03
Jesus B-6 HPLC
2301XXX_20Jul23_B_Tecnico_Sergio_Suarez 69 (2.733) Magnet El+
100 97.0238 3.68e4
126.0148
%
. 950081 00260 109.0140 1250052 1270162
0 m/z
90.0 95.0 100.0 105.0 110.0 115.0 120.0 125.0 130.0 135.0
Minimum: 0.10 =1.5
Maximum:  100.00 5.0 10.0 50.0
Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE Formula
126.0322  6.31 126.0317 0.5 4.0 4.0 c6 H6 03
126.0311  8.87 126.0317 -0.6 -4.8 4.0 c6 H6 03
125.0248  0.39 125.0239 0.9 7.2 4.5 c6 H5 03
125.0236  0.61 125.0239 -0.3 -2.4 4.5 c6 H5 03
124.0163  0.21 124.0160 0.3 2.4 5.0 c6 H4 03
124.0152  0.25 124.0160 -0.8 -6.5 5.0 c6 H4 03
123.0092  0.27 123.0082 1.0 8.1 s c6 H3 03
123.0081  0.34 123.0082 -0.1 -0.8 5.5 c6 H3 03
123.0070  0.37 123.0082 -1.2 -9.8 5.5 c6 H3 03
113.0239  0.14 113.0239 0.0 0.0 3.5 c5 H5 03
113.0229  0.14 113.0239 -1.0 -8.8 3.5 c5 H5 03
110.0365  0.12 110.0368 -0.3 -2.7 4.0 c6 H6 02
109.0300 0.91 109.0290 1.0 9.2 4.5 c6 H5 02
109.0290 1.16 109.0290 0.0 0.0 4.5 c6 H5 02
109.0280 1.56 109.0290 -1.0 -9.2 4.5 c6 H5 02
101.0242  0.33 101.0239 0.3 3.0 2.5 c4 H5 03
101.0233  0.37 101.0239 -0.6 -5.9 2.5 c4 H5 03
100.0169  0.11 100.0160 0.9 9.0 3.0 c4 H4 03
100.0160  0.12 100.0160 0.0 0.0 3.0 c4 H4 03
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Fraccion 15-16B: Pirrol-lactona (8)
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HSQC de 15-16B
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Espectro de Masas de 15-16B

15-16B
[2300965_26May23AFAMM 79 (3.129) Cm (76:81-12:16) Magnet El+
1001 101.034 1.27e4

B5.0447 123.0395

umsg 2220291

83.0533
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1410428
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253.0977

309.1387 {nuzao
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380.:887
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Espectro de masas 15-16B

Elemental Composition Report Page 1

Multiple Mass Analysis: 13179 mass(es) processed - displaying only valid results
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Selected filters: None

Monolsotopic Mass, Odd and Even Electron lons

127124 formula(e) evaluated with 131 resulls within limits (all results (up to 1000) for each mass)
Elements Used:

C 10410 H:510 N:041 006

15168

2300065 _26May23 79 (3.120) Magnet E1v
1 101, 21004

220241
04,0055 |222.0008

:Io':jo'zb'abo'alo'ﬂo

miz

Mininum: .10 =1.0

Maximum: 100,00 5.0 10,0 50,0

Mass A Cale, Masas moa i LaR Yornula
224.0665 0,29 224,0559 0.6 P 6.5 Cl0 W10 N o8
224.0045 0,20 224,0559 1.4 ~-6,2 6.5 Cl0 W10 N 05
223.0493 0,51 223,0481 1.2 $.4 7.0 cL0 n9 N of
223.0472 0,55 223,0481 -0,9 -4,0 7.0 Cl0 H9 N 05
222,.0405 1.48 222,0402 0.3 1.4 7.5 Cl0 HE N 05
222.0384 3,37 222,0402 -1.,0 -0.,1 7.5 cL0 ue x of
221.0341 0,31 221,0324 1.7 7.7 8.0 Cl0 H? N 05
221.0321 0,30 221,03249 =0,3 ~-1.4 8.0 Cl0 H? N 05
220.0263 0,26 220,0246 1.7 7.7 8.5 cl0 W6 % 0§
220.0243 0,37 220,0246 -0.3 -1.4 8.5 Cl0 HE N 05
219.0170 0,15 219,0168 0.2 0.9 9.0 cl0 K5 N 0§
219.0150 0,15 219,0168 -1.8 -8.2 9.0 cl0 K5 N 0§
210.0543 0.16 210.0528 1.9 7.1 6.0 Cl0 H10 O5
210.0523 0,23 210,0528 -0.5 -2.4 6.0 cl0 H10 o5
209.0465 0,17 209,0450 1.5 7.2 6.5 cl0 H9 05
208.0627 0.59 208.0610 1.7 8.2 6.5 Cl0 H10O N o4
208.0607 0,67 208,0610 -0.3 -1.4 6.5 Cl0 H10 X O4
208.0378 0,13 208,0372 0.6 2.9 7.0 cl0 HB 05
208.0358 0.12 208.0372 =-1.4 -6.7 7.0 Cl0 HB O5
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HSQC de 8-9B
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Espectro de masas de 8-9B

Jesus BB6
2301519_25Jul23_Tecnico_Sergio_SuarezAFAMM 99 (3.921) Magnet El+
30 302.0016 4.38e4
303.0078
©
304.0119
136.9803
65.0800 153.9843 300.9965
254.1262 RO
g8.9861 108.9889 154.9901 2065675 22012
RGN ] 229.0164 2750186 40 040
165.0289 35719920
0+ SpaRaas : 4 u " m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Elemental Composition Report Page 1 of 1
Multiple Mass Analysis: 736 mass(es) processed - displaying only valid results
Tolerance = 10.0 PPM / DBE: min = -1.5, max = 50.0
Selected filters: None
Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
3949 formula(e) evaluated with 69 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)
Elements Used:
C:5-156 H:2-10 0:0-7
Jesus BB6
2301519_25Jul23_Tecnico_Sergio_Suarez 99 (3.921) Magnet El+
100 302.0013 4.81e4
% 300.9080 | 040096
o 206.9948 229.0132 2450121 254.1245 274.0102 ' o
'z
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Minimum: 1.00 —ilo3
Maximum: 100.00 500 10.0 50.0
Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE Formula
302.0431  7.01 302.0427 0.4 1.3 11.0 Ccl5 H10 07
302.0403  9.08 302.0427 -2.4 -7.9 11.0 Cc15 H10 07
301.0368 1.60 301.0348 2.0 6.6 11.5 c15 H9 07
301.0340 1.88 301.0348 -0.8 -2.7 11.5 Ccl15 H9 07
287.0215 1.68 287.0192 2.3 8.0 11.5 cl4 H7 07
287.0189  1.73 287.0192 -0.3 -1.0 11.5 cl4 H7 07
286.0127  2.40 286.0114 1.3 4.5 12.0 Cl4 H6 07
286.0100 2.63 286.0114 -1.4 -4.9 12.0 cl4 H6 07
285.0047 1.74 285.0035 1.2 4.2 12.5 Ccl4 H5 07
285.0021  1.67 285.0035 -1.4 -4.9 12.5 cl4 HS 07
281.0109 1.16 281.0086 2.3 8.2 13.5 Cl5 H5 06
281.0083  1.28 281.0086 -0.3 -1.1 13.5 Cl5 H5 06
276.0280  1.29 276.0270 1.0 3.6 10.0 c13 H8 07
276.0254  1.50 276.0270 -1.6 -5.8 10.0 Cc13 H8 07
275.0198  4.50 275.0192 0.6 2.2 10.5 c13 H7 07
275.0172  4.60 275.0192 -2.0 -7.3 10.5 c13 H7 07
274.0455 1.04 274.0477 -2.2 -8.0 10.0 Cl4 HIO 06
274.0127 7.51 274.0114 1.3 4.7 11.0 Ccl3 H6 07
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