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Resumen
La especie Renealmia alpinia, que forma parte de la familia Zingiberaceae, se concentra
principalmente en la regibn amazdnica de Ecuador. Se caracteriza por tener una diversidad
de propiedades beneficiosas para la salud del ser humano. En este proyecto de investigacién,
los extractos de las semillas fueron obtenidos mediante el método soxhlet, estudiandose la
composicion quimica, a través de un analisis cualitativo por cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas (GS-MS) y cuantitativo mediante el detector de ionizacion de
llama (FID). En el aceite vegetal se encontraron 14 compuestos, con un total de 99.96%, 9
de ellos pertenecieron a acidos grasos representando el 80.57% y 5 compuestos terpenos
con una cantidad de 19.39%. El acido méas presente en el aceite vegetal es el oleico,
representando el 35.56%. Ademas, se encuentran otros acidos como el palmitico con 20.08%,
palmitoleico con un 15.78%, linoleico 4.70%, y esteérico y linolénico con un 2.04%. Por la
técnica espectroscépica (RMN) mediante elucidacion estructural se identifico el compuesto
(E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial. Finalmente, con base en la presencia del compuesto
aislado se formul6 un producto en base a las caracteristicas y propiedades estudiadas, siendo

un elixir bucal el producto de eleccion.

Palabras clave: Renealmia alpinia, &cidos grasos, acido oleico, (E)-labda-8(17),12-

diene-15,16-dial, elixir bucal.



Abstract
The species Renealmia alpinia, which belongs to the Zingiberaceae family, is mainly
concentrated in the Amazon region of Ecuador. It is characterized by having a diversity of
beneficial properties for human health. In this research project, seed extracts were obtained
using the Soxhlet method, and their chemical composition was studied through qualitative
analysis by gas chromatography-mass spectrometry (GS-MS) and quantitative analysis using
the flame ionization detector (FID). Fourteen compounds were found in the vegetable oil,
totaling 99.96%, with 9 of them belonging to fatty acids, representing 80.57%, and 5 terpene
compounds accounting for 19.39%. The most abundant fatty acid in the vegetable oil was
oleic acid, representing 35.56%. Other acids found include palmitic acid at 20.08%, palmitoleic
acid at 15.78%, linoleic acid at 4.70%, and stearic and linolenic acids at 2.04%. The compound
(E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial was identified through structural elucidation using nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy. Finally, based on the presence of the isolated
compound, a product was formulated considering the studied characteristics and properties,

resulting in an oral elixir as the chosen product.

Keywords: Renealmia alpinia, fat acid, oleic acid, (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial,

oral elixir.



Introduccion

Ecuador, un pais en vias de desarrollo, en donde la investigacion de la eficiencia de
productos agricolas va en un crecimiento acelerado. Saber aprovechar los recursos
alimenticios procedentes de la agricultura sostenible supone un avance para una economia
sesgada a la produccion petrolifera. Tomando en cuenta que Ecuador es una nacion mega
diversa en recursos vegetales, es factible postular que la planta Renealmia alpinia,
procedente de la familia Zingiberaceae, cuya distribucion se encuentra presente en varias
comunidades de la regibn amazoénica, puede convertirse en una especie potencial de la
Amazonia para el consumo y desarrollo de nuevos productos de interés alimentario, entre
otros (Gémez-Betancur & Benjumea, 2014).

Renealmia alpinia es una planta cuyas caracteristicas mas notorias son; un tamafio
de 2 a 6 metros, sus hojas presentan un perfil eliptico de 30 a 100 cm de largo por 15 cm de
ancho, los frutos son compactos elipsoides de 1,5 a 3,5 cm caracterizados por un color rojizo
en etapa joven a negruzco morado en etapa madura (Macia, 2003).

Acorde a su amplia distribucion, se ha logrado conocer propiedades de interés médico,
basados en la composicién quimica de la planta, siendo los mas primordiales los metabolitos
secundarios seguidos de los acidos grasos, diterpenos, sesquiterpenos, carotenoides,
flavonoides, entre otros (Fernandez, et al., 2010).

Haciendo hincapié en la importancia de las semillas de esta particular planta, se han
determinado algunos compuestos como; flavonoides procedentes de la catequina y la
naringenina. En adicién, también se han encontrado diterpenoides clase labdano y
diarilheptanoides (Escutia Monroy, 2021). Por consiguiente, los primeros compuestos y los
diarilheptanoides son considerados compuestos fendlicos, siendo las propiedades
antioxidantes las de mas recurrente analisis, por ende, las semillas tienen una buena calidad
de aplicacion para la elaboracion de insumos comestibles con alto grado de compuestos

bioactivos (Luna, et al., 2018).



En la tribu indigena Chocoanos tradicionalmente, han empleado esta planta contra las
picaduras de Bothrops una especie de serpiente venenosa y en medicina ha sido usado como
antiemético, antipirético y muy eficiente contra infecciones fungicas. En otras comunidades
como Surinam, también se ha utilizado de manera tradicional para tratar la epilepsia (Gomez-
Betancur & Benjumea, 2014). Las semillas de esta planta son usadas para el desarrollo de
productos comestibles, siendo la industria el sector quien aprovecha sus propiedades,
principalmente en la elaboracién de productos de aceites usados en frituras (Macia, 2003).

Este proyecto tiene como enfoque primordial analizar las semillas de Renealmia
alpinia desde un punto deductivo, partiendo de parametros generales en los cuales se
engloban las caracteristicas basicas de esta planta, para posteriormente seguir un proceso
sistematico de andlisis, en donde, nos centramos en el estudio de las semillas, y sus
propiedades, para finalmente establecer las pautas para la elaboracién de nuevos productos,
con una tendencia natural.

Justificando que la importancia se centra en el aprovechamiento de los recursos
naturales presentes en el Ecuador, de esta forma hacemos un 6ptimo uso de cada una de las
herramientas puesta a nuestra disposicion para el analisis quimico tanto general como
especifico.

El objetivo primordial para el desarrollo de este proyecto es el de estudiar la
composicion quimica de la semilla de Renealmia alpinia, con el propdsito de buscar nuevas

alternativas de uso sustentable.



Capitulo uno
Marco tedrico
1.1 Familia Zingiberaceae

La familia Zingiberaceae, es considerada una de las mas grandes dentro del orden
Zingiberales, se describen como plantas herbidceas con caracteristicas perennes,
rizomatosas, aroméaticas, con hojas tipo disticas (fragiles) o dispuestas en espiral en relacion
con el tallo, las flores se presentan de manera zigomorfas y las semillas contienen
endospermo vy arilo formado por una cobertura pulposa (Vovides, Rees, & Torres, 1999).

Estd conformado por un grupo aproximado de 90 géneros subdivididos en 2000
especies, agrupadas en 8 familias, tiene una distribucion pantropical, primordialmente
repartidas en zonas selvaticas de Asia y Sudamérica. Diversos ejemplares relacionados a
esta familia contienen aceites arométicos, con grandes aplicaciones para la medicina,
perfumes y alimentacién (Kress, Betancur, & Echeverry, 1999). Ademas, son conocidas por
tener usos como especias, tinte y resinas (Escobar, 2012).

1.2 Género Renealmia

El género Renealmia presenta una marcada disposicibn en zonas con climas
tropicales de América, Asia y Africa, constando con 85 especies, de las cuales 62 tienen
presencia en el trépico americano incluyendo a Ecuador, su distribucion se centra en la
amazonia de zonas andinas (Macia, 2003). Son plantas robustas presentes en regiones de
2500 msm, son llamativas, conformadas por bracteas que varian de verdes a anaranjadas o
rojas (Lebn-Yanez, et al., 2019).

Dentro de Ecuador se encuentran 6 géneros de Renealmia y 31 especies siendo las
mas importantes las siguientes; Renealmia aurantifera, Renealmia dolichocalyx, Renealmia
oligotricha, Renealmia sessilifolia y Renealmia alpinia (Ledn-Yanez, et al., 2019).

1.3 Renealmia alpinia

Conocida coloquialmente como guaiporé, jazmin de monte, mantadrea o pintura

negra, es una especie con una propagacion proporcional a la generacién de vastagos a partir

de su rizoma. Tiene una estructura herbacea musoide, con una altura promedio de 6 m,



presenta un olor conforaceo y hojas elipticas de 30 a 100 cm de largo por 5 a 18 cm de ancho,
las cuales se caracterizan por tener un color rojizo en las nervaduras (Figura 1) (Alarcon et
al., 2008).

Los frutos, son capsulas de forma elipsoides que miden de 1,5 a 3,5 cm
caracterizados por un color rojizo en etapa joven a negruzco morado en etapa madura,
poseen numerosas semillas incrustadas en una pulpa de color amarillo y las flores por lo
general son de color rosado (Alarcon, et al., 2008).

Figura 1

Renealmia alpinia (Zingiberaceae)

Nota. Adaptado de Flickr Renealmia
alpinia [Figura 1], por Yakovlev, 2007.

Renealmia alpinia se la usa de manera tradicional en la tribu indigena de Choco,
principalmente para las picaduras de serpientes del género Bothrops. En la medicina
convencional se la emplea como antiemético para tratar Ulceras malignas, antipirético para
controlar la fiebre, antifingico para infecciones por hongos y en las tribus de Surinam es

utilizada para tratamientos de la epilepsia (Gomez-Betancur & Benjumea, 2014).



Asimismo, la decoccion de la planta entera incluida su tallo y raices, sirve para curar
infecciones vaginales y dolor de estomago (Gomez-Betancur & Benjumea, 2014).

Las vainas de las hojas son usadas en los cultivos para evitar que los roedores se
coman el maiz (Gémez-Betancur & Benjumea, 2014).
1.3.1 Semillas de Renealmia alpinia

Los frutos de la especie Renealmia alpinia, se caracterizan por ser de color rojo en
estado de inmadurez y negros cuando estdn maduros, en el interior se encuentra una gran
cantidad de semillas que varian de 100 a 200, son de color negro, estan rodeadas por una
pulpa de color amarillo y representan el 70% del peso total del fruto (Figura 2) (Guevara, et
al.,2017).

Figura 2

Fruto maduro de Renealmia alpinia

Nota. Adaptado de Obtencién, evaluacién de pigmentos micro

encapsulados a partir de frutos xkijit (Renealmia alpinia) e

incorporacion en una matriz alimentaria [Figura 2], por

Jiménez, 2018.
1.3.2 Usos y propiedades de las semillas de Renealmia alpinia

Las semillas son usadas como preparados de aceites y condimentos para el consumo

humano y se pueden elaborar bebidas alcohdlicas a partir de la maceracién en conjunto con
otras especies como: Juniperus communis conocida como enebro y las semillas de cilantro

(Escutia Monroy, 2021).



De igual manera, se utilizan como semillas comestibles para combatir las nauseas y
vomitos (Gémez-Betancur & Benjumea, 2014).

En cuanto a sus propiedades, las semillas son antioxidantes, por lo tanto, pueden ser
utilizadas para preparar productos ricos en compuestos bioactivos. Ademas, de acuerdo a los
metabolitos secundarios aislados se ha clasificado como antiinflamatorios, antitrombéticos,
cardioprotectores, antimicrobianos y vasodilatadores (Escutia Monroy, 2021).

1.4 Aceite vegetal y su composicion

Los aceites vegetales han sido utilizados desde la antigliedad por los seres humanos,
principalmente como fuentes de alimento, combustibles, etc. Los elementos primordiales de
estos compuestos son los triésteres de acidos grasos y el glicerol denominados triglicéridos,
un aceite vegetal puede estar conformado por un solo tipo de triglicéridos o por una cadena
de estos (Duran, Torres, & Sanhueza, 2015).

Si la mezcla de un aceite vegetal es de composicién sélida, a una temperatura
ambiente, se describe como una grasa, pero si dicha composicion presenta una consistencia
liqguida es denominada como un aceite, por consiguiente, grasas y aceites se consideran
iguales quimicamente, pero diferentes por su apariencia fisica (Duran, Torres, & Sanhueza,
2015).

En base a su composicion es importante su aplicabilidad para el uso por parte de los
seres humanos, como lo es en el caso de los aceites con alta concentraciéon de acidos grasos
mono y polinsaturados, ya que son mas propensos al proceso de oxidacién por la presencia
de oxigeno a altas temperaturas (Duran, Torres, & Sanhueza, 2015).

Los aceites vegetales se obtienen de semillas o frijoles, mediante los métodos de
prensado o por extraccion con hexano (Gunstone, 2011).

1.4.1 Acidos grasos

Los &cidos grasos son considerados uno de los primordiales componentes de los
aceites, de las grasas de deposito y de las grasas alimentarias. Estan formados por el 76%
de carbono, el 12,7 % de hidrégeno y el 11,3 % de oxigeno, en el extremo de la cadena

presenta un grupo carboxilo -COOH, mientras que en el otro extremo se encuentra el metilo



-CHs. Se clasifica en acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados (Guzman,
2011).

Los &cidos grasos saturados presentan enlaces sencillos entre los &tomos de carbono,
se caracterizan por ser sélidos a temperatura ambiente y predominan las grasas de origen
animal (Guzmén, 2011). Un claro ejemplo es el acido palmitico (Figura 3), butirico, laurico,
estedrico, araquiddnico, entre otros.

Figura 3

Estructura quimica del &cido palmitico

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Nota. Adaptado de Productos naturales del zoapatl [Figura 3], por

Caballero & Walls, 2015.
Los 4cidos grasos monoinsaturados tienen un doble enlace y se encuentra en el aceite
de oliva. Por ejemplo: el &cido oleico (Figura 4) (Carbajal, 2018).
Figura 4

Estructura quimica del acido oleico

HOW\/W\/

Nota. Adaptado de Productos naturales del zoapatl [Figura 4], por

Caballero & Walls, 2015.

Los acidos grasos poliinsaturados poseen de dos a mas dobles enlaces y estan
presentes en mayor cantidad en los aceites de origen vegetal. Un ejemplo es el 4cido linoleico

(Figura 5) (Carbajal, 2018).
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Figura 5

Estructura quimica del &cido linoleico

—

@
OH

Nota. Adaptado de Productos naturales
del zoapatl [Figura 5], por Caballero &
Walls, 2015.

1.4.2 Materia insaponificable

La materia insaponificable hace referencia a todas las sustancias que se encuentran
disueltas en aceites y grasas, no pueden ser saponificadas por el tratamiento caustico usual,
sin embargo, son solubles en solventes ordinarios de aceites y grasas. Dentro de este grupo
se encuentra los esteroles, hidrocarburos, los pigmentos y alcoholes alifaticos altos (Gupta,
2017).

Los compuestos que forman parte de la materia insaponificable de los aceites
vegetales son: tocoferoles, fosfolipidos, carotenoides, tocotrienoles, escualeno, etc. Por
consiguiente, se considera que los tocoferoles y los carotenos, tienen propiedades
antioxidantes que logran estabilizar el aceite con la oxidacién. Por otro lado, durante la
refinacion, se pueden perder algunos compuestos de gran valor y las cantidades aisladas de
aceites refinados dependera de las condiciones de purificacién (Gunstone, 2011).

1.5 Extraccion de aceites vegetales

Los aceites vegetales se pueden extraer mediante la aplicacion de diferentes
métodos, siendo los mas importantes el prensado, donde el material vegetal es comprimido
mecanicamente con la finalidad de liberal el aceite, para ser recalentado y finalmente filtrado

(Cosio, Alvarez, & Meléndez, 2012).
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Otro método de extraccion es con solvente, el cual es capaz de extraer una gran
cantidad de aceite especialmente de semillas, es un método rapido con un elevado costo
debido al equipo y los solventes usados (Rojas, 2019).

1.5.1 Extraccion por método Soxhlet

La extraccion por el método de Soxhlet ha sido y contintia siendo uno de los métodos
mas utilizados, este se basa en extraer una muestra haciendo uso de un disolvente, cuyo
proposito es analizar el contenido de grasas de una manera cualitativa y cuantitativa,
mediante cromatografia de gases (GC) u otros equipos relevantes (Nielsen, 2009).

Previamente, pesada la muestra con la que se va a realizar la extraccion y colocando
el disolvente en el balén, este dltimo se procede a calentar a una temperatura la cual
dependera del punto de ebullicion de cada reactivo (Figura 6) (Nielsen, 2009).

Una vez calentado, se evapora el disolvente y se condesa cubriendo la muestra. El
disolvente emperezara a caer gota por gota sobre la muestra la cual termina cubriendo en un
tiempo estimado de 10 a 20 minutos (Nielsen, 2009).

Una de sus mayores ventajas es que la extraccién se encuentra en contacto directo
con el disolvente por lo que permite que los analitos a analizar tengan una mejor solubilidad.
Sin embargo, una de sus mayores desventajas es que los intervalos de tiempo suelen tener
una extensa duracién siendo periodos de 8 a 12 horas los mas comunes. (Matissek, 2005).

Figura 6

Método Soxhlet

Nota. Adaptado de Recursos Educativos de

Quimica [Figura 6], por Ritter, 2022
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1.5.2 Extraccion en frio

Es un método mecénico donde no se utiliza ninglin proceso quimico. Se recomienda
tener una temperatura baja porque la calidad es mucho mejor, de igual manera, no debe
pasar los 27 °C, ya que se puede reducir la viscosidad y, por ende, se perdera la mayor
cantidad de propiedades, aromas y sabor (Garcia, 2021).

Este proceso no es muy recomendable, por su bajo rendimiento, sin embargo,
garantiza un aceite vegetal de maxima calidad, sin defectos en los aromas y sabores (Garcia,
2021).

1.5.3 Extraccién por maceracion

El proceso de maceracion es uno de los métodos més convencionales, el cual consiste
en colocar la muestra directamente con el solvente, durante ciertos intervalos de tiempo
determinados. El disolvente puede ser agua, alcoholes o una mezcla de ambos (Duarte, et
al., 2020).

La eficiencia depende sobre todo de las condiciones o parametros a trabajar. Por otro
lado, la maceracion dindmica favorece la difusion de sustancias bioactivas en el solvente
(Duarte, et al., 2020).

El macerado es proporcional a ciertos factores como; el tiempo, la cantidad de liquido,

y la temperatura a la que se encuentra (Duarte, et al., 2020).

1.6 Métodos para aislamiento y caracterizacién de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son el resultado de plantas, bacterias y hongos, se
biosintetizan como compuestos que presentan una diversidad estructural como: flavonoides,
benzoquinonas, cumarinas, alcaloides, tetraciclinas, glucésidos, etc. El uso de equipos ha
permitido en gran medida la caracterizacion de metabolitos secundarios, principalmente a
través de resonancia magnética nuclear (RMN) (Rojas, 2019).
1.6.1 Cromatografia en capa fina

La cromatografia en capa fina (TLC), consiste en un método el cual permite la

separacion y la identificacion de sustancias en una determinada mezcla de solutos, la capa
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fina se encuentra formada por gel de silice (6xido de silicio), alimina (6xido de aluminio) y
finalmente celulosa (Mallitasig & Rivera, 2012).

Es un método completamente analitico, se usan porcentajes muy pequefios de
sustancias a analizar, las laminas de cromatografia en capa fina tienen un soporte rigido de
material de vidrio, aluminio, o celulosa, en el cual se coloca el material utilizado para la fase
estacionaria, y la distancia alcanzada dependera de la polaridad y los solventes empleados
(Mallitasig & Rivera, 2012).

La camara de cromatografia esta constituida por un vaso precipitado o un cilindro de
vidrio, al que se le coloca una tapa que cierra la camara de forma hermética, evitando asi el
escape de los vapores de los solventes usados (Figura 7) (Mallitasig & Rivera, 2012).

Figura 7

Cromatografia en capa fina

Nota. Adaptado de Cromatografia en
capa fina: caracteristicas, para que sirve

[Figura 7], por Lifeder, 2020.

1.6.2 Cromatografia en columna

Los principios subyacentes de la cromatografia en columna son los mismos que los
principios subyacentes de la cromatografia en capa fina. Antes de ejecutar una columna para
evaluar la situacion y determinar la proporcion adecuada de solvente, se realiza una TLC.

Idealmente, para una buena separacién, el componente deseado deberia tener un Rf de
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aproximadamente 0,35 y estar separado por al menos 0,2 unidades Rf de los otros
componentes (Fernandez H. , 2017)

Un Rf cercano a 0,35 es ideal porque es lo suficientemente lento como para que se
produzca el equilibrio entre la fase estacionaria y la moévil, pero lo suficientemente rapido
como para minimizar el ensanchamiento de la banda debido a la difusion (Fernandez H. ,
2017).

Cuando se coloca la sustancia en la columna y se hace pasar un liquido a través de
ella, las impurezas o los diferentes componentes presentes se separan debido a que tienen
distintos tiempos sobre la superficie de la columna. Por ende, el eluyente puede ser movido
a través de la columna por gravedad o mediante el uso de una bomba de aire o gas inerte
con el fin de generar presion (Fernandez H. , 2017).

1.6.3 Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una técnica muy eficaz para separar, identificar, y
especialmente dimensionar los componentes volatiles y semivolatiles de mezclas complejas
(Gutiérrez & Droguet, 2002).

Con gran frecuencia la cromatografia de gases se aplica para confirmar la presencia
0 ausencia de un compuesto dentro de una muestra previamente determinada, llevada a cabo
por una comparacion del cromatograma de la sustancia pura con el de la muestra a analizar.
Una desventaja de este método es que puede haber diferentes compuestos que presenten el
mismo comportamiento cromatografico bajo condiciones idénticas, lo que llevaria a

identificaciones erréneas (Gutiérrez & Droguet, 2002).

1.6.4 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS, por sus siglas
en inglés) es una técnica de orden analitico aplicado para la separacion, identificacion y

cuantificacion de mezclas de sustancias (Abalos, et al., 2003).
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La separacion de dichas sustancias depende de la diferente distribucion de las
sustancias estudiadas entre la fase movil y estacionaria que conforman el sistema (Abalos, et
al., 2003).

Separadas las sustancias, estas posteriormente se fragmentan y analizan en relativa
funcién de su patron de fragmentacion, el cual puede ser comparado con informacién contenida
en una base de datos de espectros de masas para su identificacion preliminar (Figura 8) (Abalos,
et al., 2003).

La identificacion definitiva, asi como la cuantificacion de cada sustancia se realiza

mediante el empleo de sustancias de referencia (Abalos, et al., 2003).
Figura 8

Esquema de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
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Nota. Adaptado de Cromatografia de gases masas (GC-MS): Técnica
Pirélisis- Cromatografia de gases [Figura 8], por Camacho, 2019.
1.6.5 Cromatografia de gases acoplada al detector de ionizacién de flama (FID)

El detector de ionizacion de llama conocido en sus siglas como FID, se lo ha empleado
en cromatografia de gases por tener un extenso rango de respuesta lineal (Saint Laumer, et
al., 2010).

Consiste en un quemador, donde el efluente de la columna se mezcla con H y aire,
con el fin de encenderse electrénicamente. La mayor parte de los compuestos organicos,
cuando se pirolizan a la temperatura de la llama, producen iones y electrones que a su vez

son capaces de conducir la electricidad mediante la llama (Figura 9). FID es un método
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sensible a las impurezas de los hidrocarburos, lo que puede provocar un aumento en el ruido
de linea de base y reducir la sensibilidad del detector (Rovira, 2019).

Figura 9

Esquema de FID

== _.
= L __ ¢
—
L [
& 000000

Nota. Adaptado de Determinacion de aceites minerales en
aceite de oliva mediante cromatografia de gases-detector de
ionizacion de la llama [Figura 9], por Rovira, 2019.

Esta técnica es ampliamente usada para realizar analisis en aceites. De tal manera,
gue responde al nimero de &tomos de carbono que entra en él por unidad de tiempo, siendo
asi un detector sensible a la masa y no a la concentracion (Rovira, 2019).

1.7 Elucidacion estructural

Dentro de este proceso, los compuestos son analizados mediante métodos
espectroscopicos, especialmente se usa el RMN 1D y 2D, espectrometria de masa, con
diversas técnicas de desorcién de muestras y EM de alta resolucién para adquirir la férmula
molecular con exactitud. Ademas, se puede realizar reacciones de derivatizacion o sintesis
parciales para confirmar la estructura de los compuestos (Patifio, 2013).

1.7.1 Resonancia magnética nuclear (RMN)
La resonancia magnética nuclear, también conocida como RMN, es una técnica

analitica que permite establecer la composicién quimica de una muestra y su estructura
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molecular. Se considera un método no invasivo y no destructivo, el cual analiza la interaccién
existente de los nacleos que giran en un fuerte campo magnético (Khan, et al., 2022).

Esta técnica permite analizar la observancia directa de los atomos. Siendo la integral
una sefial de RMN, la cual es proporcional al nimero de atomos en el volumen de sonda. Tal
sefial, se considera como la medida de las relaciones molares de dichas moléculas,
independientemente del peso molecular. En este proceso se puede reconocer diversos
componentes que forman parte de los lipidos los cuales estan compuestos por elementos
como el H, 13C, 1N, Y70, y *!P. La espectroscopia se usa habitualmente para 'H, 3C, 3P, ya
que N, y 'O se encuentra de manera reducida. Los espectros, incluyen una sonda que tiene
cuatro numeros, permitiendo realizar un estudio secuencial de RMN de 'H, C, 3P y °F
(Garcia Gonzélez, et al., 2022).

Actualmente hay equipos con una intensidad de campo de 19.2 T o con una frecuencia
de 800 MHz para protones. Los estudios se determinan continuamente con una frecuencia
de protones entre 300 a 500 MHz. Asimismo, recalcar que cada atomo presentara una sefial
y dependera de la intensidad del campo magnético. Ciertos cambios en las frecuencias, se
denomina como desplazamiento quimico y los resultados se manifiestan mediante espectros
de RMN o un diagrama de intensidad (Garcia Gonzélez, et al.,2022).

1.8 Desarrollo de prototipo a partir de materias primas vegetales

El prototipo tiene como fin validar o aprobar diversos aspectos sobre un producto,
demostrando el cumplimiento de los objetivos del disefio propuesto y requerimientos
necesarios para su elaboracion. Para el desarrollo de estos documentos, es necesario llevar
a cabo pruebas preliminares de laboratorio con el fin de establecer la formulacion final en
base a los compuestos encontrados. Para formular y disefiar un producto es importante seguir
una serie de pasos como son los siguientes; generacion de la idea, seleccién de un producto,
investigacion y disefio preliminar, construccion del prototipo, realizacién de pruebas y disefio

definitivo del producto (Ramirez, et al., 2020).
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Capitulo dos
Materiales y métodos

2.1 Recoleccion de la materia vegetal

Los frutos de Renealmia alpinia, fueron recolectados en la region Amazénica de
Ecuador en el centro Shuar Kaank Grande, ubicado en la parroquia San José del cantdn
Tiwintza, en la provincia de Morona Santiago (Figura 10), bajo permiso MAAE-ARSFC-2021-
1233. Posteriormente, fueron llevados a la planta de bioproductos de la Universidad Técnica
Particular de Loja, donde se clasifico el pericarpio, las semillas y la pulpa. Para el presente

trabajo de titulacion, se trabajé con las semillas de este fruto.
Figura 10

Pueblos Shuar en la provincia de Morona Santiago

e e = = e~ = = e e

Nota. Adaptado de Universidad Andina Simén Bolivar [Figura 10], por

Juncosa, 2017.
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2.2 Desecacion de las semillas de Renealmia alpinia

Previamente limpiado, seleccionado y separado el material, se procedié a deshidratar
0.50 kg durante 24 horas a una temperatura de 35 °C (Figura 11). Luego, se trituraron las
semillas deshidratas para la obtencién de las muestras.

Figura 11

Semillas de Renealmia alpinia deshidratas

2.3 Extraccion del aceite vegetal de las semillas de Renealmia alpinia

La obtencion de los extractos se realizé por triplicado a través del método Soxhlet.
Primero se us6 una cantidad de 40.02 g, donde se ejecuté por 4 horas con el solvente hexano
para obtener el aceite vegetal y las siguientes 4 horas con diclorometano para extraer la
materia insaponificable. De igual manera, en la segunda extraccion se pes6 43.67 g y se llevo
a cabo el proceso con hexano durante 4 horas y acetato de etilo por 4 horas. Asimismo, en
la tercera muestra se utilizd hexano y acetato de etilo por el mismo tiempo con una cantidad
de 63.15 g (Figura 12).

Figura 12

Extraccion del aceite vegetal por el método Soxhlet
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Los extractos recolectados se filtraron mediante un embudo con papel filtro para
retener solidos suspendidos. Inmediatamente se evapor6 en un Rotavapor R-210 de marca
Buchi a una temperatura de 30 °C (Figura 13), el cual permitié una separacion eficaz de los
solventes de las muestras sin dafarlas.

Figura 13

Rotaevaporacién de extractos

2.4 Anadlisis cualitativo

Para la identificacién de los acidos grasos del aceite vegetal, se utilizd el equipo de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), usando la columna
polar HP-INNOWax de 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym de polietilenglicol (Figura 14). Las
condiciones con las que trabajo el inyector fue un split ratio 5:1, una temperatura de 230 °C
con un volumen de inyeccion de 1 pL. Mientras que las condiciones del horno empezaron a
100 °C manteniéndose durante 5 min, luego subi6 a 4 °C/min hasta los 230 °C. Una vez que
alcanzo los 230 °C se mantuvo por 15 min con el fin de lograr separar los picos.

Figura 14

Cromatografo de gases thermo Scientific TRACE 1310
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2.4.1 Proceso de transesterificacion

Este procedimiento consistié en pesar 100 mg de la muestra, afiadir 2 mL de hexano
y homogenizar en un vértex por 30 segundos. Consecutivamente, se adicioné 200 pyL de KOH
(2N) diluido en metanol, se agitd en el vortex por 30 segundos y se centrifugd por 10 minutos
a 2000 rpm. Finalmente, para la muestra uno y dos se tom6 300 pL de la fase hexanica
(sobrenadante), afladiendo 700 uL de hexano, mientras que en la tercera muestra se tomé
100 uL del sobrenadante y se afiadié 900 uL de hexano, proceso que se realizo por duplicado
en cada muestra y se pas6 a un vial de 1 mL para su posterior analisis en el equipo de
cromatografia de gases.

Los espectros de masa se analizaron por medio de la base de datos del cromatografo
y se compararon con los espectros de la pagina NIST WebBook segln el tiempo de retencion.
2.5 Andlisis cuantitativo

Para el analisis cuantitativo se uso el detector de ionizacién de llama (FID), bajo las
mismas condiciones usadas en GC-MS. La temperatura empleada fue de 230 °C, un flujo de
aire de 350 mL/min, un flujo de gas de 40 mL/min y un flujo de hidrogeno de 35 mL/min. De
igual manera, se realiz6 el proceso de transesterificacion para las muestras y se prepararon
los estandares para obtener la curva de calibracion.
2.5.1 Curvade calibracion

Para la preparacion de estandares se usé principalmente el caproato de isopropilo y
el tetradecano como un patrén interno para determinar la curva de calibracion, para llevar a
cabo este proceso se diluy6 0.6, 1.4, 4.3, 8.4, 16.6 y 34 mg del caproato de isopropilo, se
afadio 7.1 mg de tetradecano y se afor6 con ciclohexano.
2.5.2 Evaluacién de composicion quimica a través de GC-FID

Para el analisis quimico mediante GC - FID, se aplicé la teoria de Alain Chaintreau,
con el fin de cuantificar los compuestos mediante el RRF (Factor de respuesta relativo),
partiendo de la composiciébn molecular de cada uno. Ademas, se compararon los tiempos de
retencion de SM y de FID, y las areas de cada compuesto, para realizar los calculos y con

ello obtener la cantidad de los analitos.
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Con el propésito de obtener un valor mas real y aumentar el rendimiento de la cantidad
de &cidos grasos, se realiz6 el proceso de transesterificacion mediante el uso de caproato de
isopropilo y tetradecano.

En este proceso, se pesé 50 mg de cada muestra, seguidamente se afiadié 20 uL de
caproato de isopropilo obteniendo un peso de 15.5 mg, 20 yL de tetradecano con un peso de
14.6 mgy se llevd a cabo la transesterificacion utilizando el mismo procedimiento mencionado
previamente.

2.6 Aislamiento de metabolitos

Para la caracterizacion de la materia insaponificable se purificaron los tres extractos
de diclorometano y acetato de etilo, realizando cromatografia en capa fina (TLC) en fase
directa para obtener un Rf: <0.3.

2.6.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

Para aislar los metabolitos secundarios, se realizé una serie de pruebas mediante TLC
en gel de silice fase directa (Apéndice J), usando los solventes hexano/acetato en las
polaridades 9.5:5, 9:1, 8:2, 7:3, 5:5, hexano/diclorometano en las polaridades 5:5, 4.5:5.5,
6:4, 7:3, y finalmente hexano/acetona 8:2, 7:3 (Figura 15).

Figura 15

Purificacion de muestras mediante cromatografia en capa fina (TLC)

Hexano: Acetona
7:3

M1 M2 M3 M1 M2 M3
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Para conseguir una mejor separacion de los compuestos se utilizé el tercer extracto,
donde se llevo a cabo el proceso de particion con una cantidad de 827.8 mg de muestra
agregando un volumen desconocido metanol/hexano (Figura 16).

Figura 16

Particién de muestra 3 con los disolventes metanol/hexano

Las dos muestras obtenidas se rotaevaporaron (Figura 17), permitiendo que los
solventes se destilen eficientemente.

Figura 17

Rotaevaporacion de extracto metandlico

2.6.2 TLC preparativa

Por medio de cromatografia en capa fina se purificé el extracto metandlico de las
semillas Renealmia alpinia. Seguidamente, se desarroll6 una TLC preparativa sembrando 20
mg de muestra en una placa de 10 cm de largo, usando los solventes hexano/acetona a una
polaridad de 8:2 (Figura 18). Una vez terminado el corrido cromatografico se llevo para

visualizar mediante la luz ultravioleta (UV) usando principalmente la onda corta y larga de 254
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y 365 nm, considerada una técnica no destructiva, la cual fue empleada para marcar los

compuestos a separar.

Figura 18

TLC preparativa sembrando 20 mg de muestra

Compuesto 1

Compuesto 2

Una vez apartados los compuestos sefialados, se filtraron en acetona mediante una
microcolumna de pipeta Pasteur con algodén, donde se los recolecto en distintos viales para
posteriormente ser analizados en RMN (Figura 19).

Figura 19

Compuestos separados de la TLC preparativa

Para verificar que las muestras estén puras se realizaron nuevamente TLC en placa
de fase directa, se revel6 con 4cido sulfurico y vainillina, luego se calenté en una plancha y
ya finalizado este proceso, se calcul6 el Rf del primer compuesto separado dando como
resultado 0.80 y el segundo compuesto sefiala un Rf de 0.55 asi como lo indica la (Figura

20).



25

Figura 20

Purificacion de muestras mediante cromatografia en capa fina (TLC)

3.5 4.3 2,4 4.3

Compuesto 1 Compuesto 2

2.6.3 Aislamiento y elucidacién estructural

Los compuestos aislados se los coloc6 en una camara para desecarlos durante un
tiempo establecido de 2- 3 dias, y seguidamente se los llevé al laboratorio de RMN para ser
analizados.

2.7 Formulacion de productos

De acuerdo a los compuestos encontrados en las semillas de Renealmia alpinia se
desarrollara un prototipo siguiendo una metodologia rigurosa y sistematica con el fin de poder
obtener un producto de calidad y funcional. Para llevar a cabo este proceso, es primordial
recopilar toda la informacion acerca de los compuestos, propiedades y beneficios que atribuye
esta planta especialmente las semillas, mediante la revisién de literatura cientifica disponible
en las paginas como PubMed, ScienceDirect, Scopus, Google Scholar, Web of Science,
JSTOR, PLOS One, Nature, entre otros.

Por consiguiente, sefialados los compuestos a utilizar, se verificara el grado de
pureza. De tal modo, que se podra disefiar el prototipo, definiendo sus caracteristicas y
propiedades, asi como los procesos necesarios para su preparacion. Finalizando la
elaboracion del prototipo, se podra realizar una evaluacion, con el fin de comprobar su
funcionamiento y detectar posibles problemas o &reas de mejora para tener un producto final

de mayor calidad y rendimiento.
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Los extractos de las semillas de Renealmia alpinia se obtuvieron mediante el método

Soxhlet, utilizando una materia seca de 0.40 kg. Para la elaboraciéon del aceite vegetal se

aplicé hexano y para la materia insaponificable diclorometano y acetato de etilo.

El rendimiento de las seis muestras obtenidas se detalla en la Tabla 1y 2, donde se

presenta el peso inicial de las semillas secas, peso final y el rendimiento a partir de los

diferentes disolventes empleados.
Tabla 1

Rendimiento de los extractos del aceite vegetal de las semillas Renealmia alpinia

Extractos del aceite vegetal

Disolvente Peso inicial de las Peso final Rendimiento
semillas secas (g) (@) (%)
40.02 8.8 21.98
Hexano 43.67 10.76 24.63
63.25 9.07 14.34
Tabla 2

Rendimiento de los extractos de la materia insaponificable de las semillas Renealmia alpinia

Extractos de la materia insaponificable

Disolvente Peso inicial de las Peso final Rendimiento
semillas secas (g) (@) (%)
Dicloro metano 40.02 1.86 4.64
Acetato de etilo 43.67 1.37 3.14
Acetato de etilo 63.25 1.52 2.4

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determiné que el rendimiento mas alto del

aceite vegetal representa un valor de 24.63% correspondiente a la muestra dos, mientras que

estudios previamente realizados manifiestan que, a partir de una cantidad de 2 g de base

seca, usando hexano como disolvente, obtienen un rendimiento de 13.55%, con etanol un

13.12% y con éter de petréleo 13% (Espinosa Enriquez J. L., 2018).
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Por otro lado, segun literatura investigada se ha reportado un rendimiento del 14% de
las semillas Renealmia alpinia, extraido con hexano durante ocho horas mediante la técnica
Soxhlet (Lognay, et al., 1991).

Los valores obtenidos en el presente proyecto son mayores a los establecidos por
investigaciones, y estas variaciones pueden ser atribuibles a diversas modificaciones como
la cantidad de materia usada durante la obtencion de las muestras, los solventes, el tiempo
de extraccion, el lugar donde se recolectd, las condiciones previas con las que se trabajo las
semillas, la temperatura, entre otros (Meier & Mediavilla, 1998).

3.2 Composicién quimica del aceite vegetal de las semillas de Renealmia alpinia

Se identific6 un total de 14 compuestos del aceite vegetal de las semillas de
Renealmia alpinia (Apéndice A) obteniendo una cantidad total de 99.96%, entre ellos nueve
pertenecen a acidos grasos con una cantidad de 80.57% (Tabla 3) y cinco a compuestos de
diferente indole con 19.39% (Tabla 4).

Tabla 3

Acidos grasos de las semillas Renealmia alpinia

N° ACIDOS GRASOS El E2 E3 X o CV
1 Acido miristico t t t t - -

2 Acido palmitico 22.39 17.86 20.00 20.08 2.27 0.11
3 Acido palmitoleico 20.80 1555 11.00 15.78 4.90 0.31
4 Acido 11-hexadecenoico 0.00 0.00 1.00 0.33 0.58 1.73
5 Acido esteéarico 1.88 2.24 2.00 2.04 0.19 0.09
6 Acido oleico 30.01 33.66 37.00 33.56 3.50 0.10
7  Acido trans-13-octadecenoico 1.88 2.24 2.00 2.04 0.19 0.09
8 Acido linoleico 5.62 4.48 4.00 4.70 0.83 0.18
9 Acido linolénico 1.87 2.24 2.00 2.04 0.19 0.09

TOTAL 80.57

Nota. t: trazas.

Entre los principales &cidos grasos, el que mayor predomina es el acido oleico con
35.56%, seguido del acido palmitico con 20.08%, acido palmitoleico 15.78%, acido linoleico

4.70%, vy, el &cido esteérico y linolénico con 2.04% (Figura 21).
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Figura 21

Concentracién de acidos grasos del aceite vegetal de las semillas de Renealmia alpinia
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Espinosa Enriquez J. L., (2018) en su investigacion manifiesta que a partir de una
extraccion de semillas de Renealmia alpinia, consiguié 0.271 g de aceite vegetal, donde
obtuvo seis acidos grasos principalmente, el que mayor valor represento fue el acido oleico
con 58.03%, acido palmitico con 18.46%, acido palmitoleico con 17%, &acido lenoleico con
2.26%, el estearico con 2.23% y el miristico con 0.6163%.

De tal manera, se puede evidenciar que los resultados obtenidos con los de literatura
se aproximan, ya que se utilizd el mismo método de extraccion, aplicando hexano como un
solvente orgénico.

Por otro lado, el resto de los compuestos encontrados, presentaron un valor menor
con respecto a los acidos grasos.

Tabla 4

Compuestos de las semillas Renealmia alpinia

N° COMPUESTOS El E2 E3 X o CV
1 a-Nerolidol 3.15 3.77 5.00 3.97 0.94 0.24
2 Ambrial 4.92 5.89 6.00 5.60 0.59 0.11
3 Geranillinalol 9.65 11.54 8.00 9.73 1.77 0.18
4  (E)-15,16-Dinorlabda- t t t t - -
8(17),12-dien-14-al
5 Ageratriol 0.00 0.24 0.00 0.08 0.14 1.73
TOTAL 19.39

Nota. t: trazas.
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Siendo el Geranillinalol con 9.73%, el compuesto mas abundante, seguido del Ambrial
con 5.60% y a-Nerolidol con 3.97% perteneciente al grupo de los terpenoides (Figura 22).

Figura 22

Concentracion de compuestos del aceite vegetal de las semillas de Renealmia alpinia
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De acuerdo a investigaciones, a partir de extractos aromaticos de aceites esenciales
de esta especie se logré identificar el a-Nerolidol con 1.4% y otros compuestos como ao-
Pineno 5%, a-Felandreno 1%, terpinoleno al 13%, entre otros (Espinosa Enriquez J. L., 2018).
3.3 Identificacion del compuesto aislado por RMN

El compuesto fue reconocido como un diterpeno clase labdano, (E)-labda-8(17),12-
diene-15,16-dial, con formula de C2oH3002y un peso molecular de 302.5 g/mol (Figura 23).

Figura 23

Estructura del compuesto aislado (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial
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Los andlisis fueron llevados a cabo mediante resonancia magnética nuclear,
estudiando los espectros 'H, *C, DEPT, COSY, HMQC, HMBC y TOCSY, utilizando una
cantidad de 2.7 mg de muestra, con el disolvente Acetona-d (Tabla 5).

De acuerdo a los andlisis efectuados y las investigaciones empleadas, el espectro *H
(Apéndice B) de RMN comprobd la presencia de dos grupos aldehidos, singuletes en & 9.40
(1H) y 9.60 (1H). Por otro lado, presento tres grupos metilos singuletes en & 0.89 (3H), 0.83
(3H) y 0.75 (3H), los cuéles se encuentran asociados a atomos de carbono cuaternarios. Un
exometileno & 6,81 (1H, t, J = 6.5 Hz), un metileno alilico & 3.46 (2H, s).

El espectro *C (Apéndice C) constaté 20 carbonos en la estructura, donde se muestra
los grupos metilos CH3, metileno CH2 y metino CH. Asimismo, dos carbonos en la & 197.26
y 6 193.28, los cuales indicaron que se encuentran incorporados al oxigeno grupo CHO.

Por otro lado, mediante el espectro DEPT (Apéndice D) se logré determinar los
diversos grupos CH, identificando 8- CH2, 3- CH3 y 3- CH.

Para COSY (Apéndice E) se correlaciond los protones separados a una distancia de
un enlace, para el & 1.77 (1.36), 6 2.09 (1.36) y para & 2.57(6.81). Los espectros de HMQC
(Apéndice G), establecieron la relacion de protones — carbonos, siendo & 1.36 (24.08), 6 2.40
(37.78) y 5 6.81 (159.08).

De igual manera, el espectro HMBC mediante el (Apéndice F), se identificaron las
correlaciones de proton-carbon, con la Unica diferencia que muestran estos carbonos a dos
o tres enlaces de distancia con los protones.

El espectro TOCSY es una técnica de andlisis la cual mediante el (Apéndice H),
permiti6 relacionar los protones de un sistema de spin y facilitar la identificacion del
acoplamiento entre dos hidrégenos distantes por méas de tres enlaces.

De acuerdo a los estudios de (Zhou, et al., 1997), para el compuesto analizado 8(17),
12(E)-labdadiene-15-16-dial por *H-RMN se obtuvo en el & 9.40 (1H, s), d 9.63 (1H, s)
correspondientes a dos grupos aldehidos, similares al del compuesto aislado, en el & 1.90
(1H, dd, 11-3.1) para la posicion 9, mientras que para el compuesto estudiado la sefial en

esta posicion no fue identificada debido a que se puede encontrar solapada bajo alguna muy
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similar, por otro lado, en *C-RMN, se determinaron valores equivalentes a los del presente

trabajo, los cuéles fueron 33.6 (3H), 21.7 (3H) y 14.4 (3H) para los tres grupos metilos.



Tabla b

Analisis de 1H, 13C, DEPT, COSY, HMQC, HMBC y TOCSY del compuesto elucidado.

Posicion H&d(ppm) Mult. J(Hz) | 13C&(ppm) DEPT Cosy HMQC HMBC TOCSY
leq 1.61 ct 135 2H 38.87 CH2 - -
Lax - - - - - -
2eq 1.50 m - 1H 19.16 CH2 - -
2ax 1.47 m - 1H - - -
3eq 1.23 m - 1H 41.93 CH2 - - - 241
3ax 1.40 m - 1H - - - - -
4 - - - - 33.27 - - - - -
5 1.14 td 13 1H 55.14 CH - - - -
Beq 1.77 ddt - 1H 24.07 CH2 1.36 - - -
Bax 1.36 dd - 1H - - 24.08 - -
7eq 2.40 m - 1H 37.66 CH2 - 37.78 - 4.89
7ax 2.09 m - 1H - 1.36 - - -
8 - - - - 148.25 - - - - -
9 - - - - 56.31 CH - - - -
10 - - - - 39.38 - - - - -
11eq 257 ddd 16  1H 24.45 CH2 6.81 - - -
11 ax 2.45 c - 1H - - - - -
12 6.81 t 6.5 1H 159.06 CH - 159.08 - 2.55
13 - - - - - - - - - -
14eq 3.46 s - 1H 38.96 CH2 - - 197.40 -
14ax 2.81 d 16.1 1H - - - - -
15 9.40 s - 1H 197.26 - - - -
16 9.60 s - 1H 193.28 - - - 3.49
17a 4.85 s - 1H 107.50 CH2 - - 56.31 2.45
17b 4.47 s - 1H - - - - 4.89
18 0.89 s - 3H 33.06 CH3 - - - -
19 0.83 s - 3H 21.19 CH3 - - - -
20 0.75 s - 3H 13.85 CH3 - - 33.21 -

32
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3.4 Formulacién del producto

El desarrollo de la formulacién del producto elixir bucal fue elaborado en base al
compuesto aislado un diterpeno tipo labdano, (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial, de las
semillas de Renealmia alpinia, la cual posee propiedades antifingicas para tratar la
candidiasis producida por el hongo Candida albicans.

Los diterpenos clase labdano se destacan principalmente por sus propiedades
beneficiosas para el cuerpo humano, por lo que pueden ser empleadas en diversas
formulaciones farmacéuticas. Se caracterizan por tener propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, antiprotozoarias, antibacterianas frente a S. aureus bacterias gram positivas
y E. coli para bacterias gram negativas. Igualmente, presenta una actividad antifungica contra
el hongo infeccioso oportunista Saccharomyces cerevisiae (Demetzos & Dimas, 2001).

Ademas de tener propiedades enzimaticas y endécrinas, algunos de los diterpenos
tipo labdano resaltaron por sus distinguidas propiedades antiproliferativas y citotoxicas
(Demetzos & Dimas, 2001).

El extracto presenta una oleorresina cruda de color pardo oscuro con olor agradable,
de consistencia pegajosa (Lognay, y otros, 1991). Los diterpenos clase labdano se degradan
entre 250 y 450 °C, tienen una densidad de 1.27 g/cm?(Orta Amaro, 2007). También muestran
un indice de refraccién de 1.505 + 0.03 a temperatura ambiente, inicialmente es aceitoso,
pero tiene a endurecerse con el cambio de temperatura (Chakrabartty, 2019).

Por otra parte, conforme a las investigaciones efectuadas, se determiné que el angulo
de contacto de la gota de agua en la superficie del labdano diterpeno corresponde a 108.5°C,
sefialando que estos compuestos son de caracter hidrofébico facilitando su interaccién y el
cruce de membranas plasméticas (Chakrabartty, 2019).

La viscosidad tiende a reducir de 40 a 110 mL/g cuando la temperatura aumenta,
deduciendo que la dependencia de la viscosidad con la temperatura es muy evidente.
Asimismo, posee un coeficiente de particion de 5.36, lo que indica una mayor lipofilicidad

(Chakrabartty, 2019).
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En cuanto a los parametros de biodisponibilidad y toxicidad, tiene una solubilidad de -
4.95, lo que afecta significativamente a las propiedades de absorcion, una distribucién de 5.37
(De pH 1 - 8) y una absorcion aproximadamente de 4.9 £+ 1.0. La biodisponibilidad por via oral
constituye un valor <30% e intestinal 270% (Chakrabartty, 2019).

Dentro de las clases de toxicidad se encuentran dos tipos, la categoria dos indica que
es toxico cuando se ingiere por via oral, mientras que la categoria cuatro, manifiesta que no
hay indicacion de peligro por via intravenosa (IV). Segun estudios realizados, el test de Ames
sefiala un valor de +0.09, lo que significa que tiene una actividad mutagénica de tipo
moderada (Chakrabartty, 2019).

3.4.1 Estandarizacion del principio activo

Para elaborar una formulacién que sea segura y eficaz, se procedié a realizar la
estandarizacion del principio activo mediante literatura investigada, con el fin de establecer la
concentracion exacta de APl que va a ser empleada en el producto elixir bucal.

El compuesto (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial fue identificado en semillas de la
planta Alpinia galangal durante una investigacion previa. A través de ensayos realizados
contra varios microorganismos, se descubrié que este compuesto fue efectivo contra el hongo
Candida albicans, demostrando actividad a una concentracion de 1 pg/mL (Roth, Chandra, &
Nair, 1998).4

En otro estudio se realizaron pruebas de hemodlisis para investigar el efecto de (E)-
labda-8(17),12-diene-15,16-dial en los eritrocitos. Se determind que la dosis maxima para
administracion intravenosa fue de < 0.44 mg/mL. Por lo tanto, se concluyé que este
compuesto puede ser administrado por el torrente sanguineo sin riesgo de causar anemia
hemolitica. Asimismo, este tipo labdano demostré inhibir el crecimiento de Candida albicans
en funcién de su dosis suministrada.

En la (Figura 24) se describe el proceso para obtener la cantidad del compuesto
utiizado en la preformulacién, se determind la cantidad exacta mediante ensayos

preliminares y se expresé en porcentaje (Apéndice 1) mediante la siguiente formula:



Concentracion (%) =

Figura 24

masa del soluto

X
masa de solucion
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3.4.2 Preformulacién de excipientes candidatos

En la Tabla 6 se presenta una lista de excipientes que pueden ser utilizados para la

formulacion del producto, agregando el rango de aplicacion respectivamente.

Tabla 6

Preformulacion de excipientes candidatos para el producto elixir bucal

Funcion Componentes Rango (%)
Vehiculo primario Agua purificada 60 — 80%
Vehiculo secundario Etanol 10 — 25%
(Cosolventes) Propilenglicol 10 - 25%
Glicerina <20%
Regulador de pH Acido citrico 0.1-2.0%
Acido acético 1.0 -2.0%
Fosfato de sodio 1.0-10%
Citrato de sodio 0.3-2.0%
Modificadores organolépticos Sacarosa 5-30%
(Edulcorantes) Sorbitol 5-70%
Sucralosa 0.1-1%
Sacarina sodica 0.1-0.5%
(Refrescantes) Cristales de mentol 0.1-2.0%
Conservantes antimicrobianos Acido benzoico 0.01-0.1%
Benzoato de sodio 0.1-2.0%
Acido sorbico 0.1-0.5%
Glicerina >20%
Conservantes antioxidantes Acido ascorbico 0.01-0.1%
Acido citrico 0.1-2.0%
Sorbitol <5%
EDTA 0.01 - 0.3%

Los rangos de estas sustancias, normalmente dependera de la forma farmacéutica
gue se vaya a emplear, en comprimidos, jarabes, cremas, geles, soluciones, la cantidad de
estos pueden variar. Las farmacopeas evaltan la cantidad precisa que debe ser usado para
cada producto, evaluando la dosificacion, con el proposito de mejorar la biodisponibilidad,

estabilidad u otra cualquier caracteristica mientras se usa (Villafuerte Robles, 2011).
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Ademads, la seleccion de cada uno de los excipientes va a depender mayormente de
la caracteristica que se le desea atribuir al producto, es decir, el color, olor, textura,
consistencia y sabor (Villafuerte Robles, 2011).

Por esta razén, estos componentes son esenciales al momento de elaborar un
medicamento, ya que cumplen una funcién importante en garantizar un producto de mejor
calidad.

3.4.3 Preformulacion tentativa

En la Tabla 7, se detalla la preformulacién final del producto elixir bucal, en base al

compuesto analizado (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial.

Tabla 7

Preformulacién tentativa del producto elixir bucal

Funcién Componentes % Rango
API Diterpeno clase Labdano 0.03 0.03
(E)-labda-8(17),12-diene-
15,16-dial
Vehiculo primario Agua purificada 33.935 60 — 80%
Solvente Etanol 10.0 10 — 25%
Cosolvente Propilenglicol 15.0 10 - 25%
Regulador de pH Citrato de sodio 0.2 0.1-5%
Edulcorante Sorbitol 6.0 5—-70%
Edulcorante Sacarina sodica 0.1 0.1-0.5%
Conservante Acido benzoico 0.1 0.01-0.1%
Conservante Benzoato de sodio 0.4 0.1-2.0%
Refrescante Cristales de mentol 0.2 0.1-2.0%
Estabilizante EDTA 0.1 0.01 -0.3%
- Agua 33.935 -
TOTAL 100% -

Para esta forma farmacéutica, se utilizara el etanol como solvente ya que tiene un
mayor poder de accién para solubilizar el principio activo, para reforzar la solucion del API se
le afade el cosolvente propilenglicol. Por otro lado, el &cido benzoico, actuard como un

coadyuvante, proporcionando una funcién antibacteriana, los cristales de mentol, proveeran
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una sensacién mentolada y el EDTA actuara como un estabilizante, con el fin de que el elixir
bucal no presente cambios en su color, consistencia, sabor, etc.
3.4.4 Proceso de manufactura del producto elixir bucal

En la (Figura 25) se explica el proceso de elaboracion del producto, permitiendo
aumentar su eficacia y eficiencia durante su realizacion. A su vez, esto permite disminuir los
errores y acortar los tiempos de ejecucion, lo cual refleja en un mayor ahorro de recursos.

Figura 25

Procedimiento de manufactura del producto elixir bucal de las semillas de Renealmia alpinia

e
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Conclusiones

Se determiné la composicion quimica del aceite vegetal de las semillas de la especie
Renealmia alpinia, a partir de GC-MS y GC-FID, se identificaron 14 compuestos, 9
correspondientes a acidos grasos, siendo el acido oleico (35.56%) la cantidad mayoritaria, el
acido palmitico (20.08%) y &cido palmitoleico (15.78%). Los terpenos fueron el grupo al que
pertenecieron los cinco compuestos restantes, siendo el geranilinalol uno de los compuestos
con mayor porcentaje encontrado, alcanzando un valor de (9,73%).

Mediante el analisis de RMN por elucidacion estructural, se logr6 identificar el
compuesto (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial, presentado una férmula de CzoHs002y un
peso molecular de 302.5 g/mol.

En base a las propiedades y caracteristicas del compuesto aislado, se propuso una
formulacion de un producto elixir bucal, presentando una preformulacién con la concentracion
de API basada en investigaciones previas y el proceso de manufactura para su posterior

realizacion.
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Recomendaciones
Se recomienda proseguir con el analisis de la composicion quimica de las semillas de
Renealmia alpinia, utilizando otros métodos de identificacibn complementarios, debido a que
existe una amplia diversidad de compuestos presentes.
Realizar el estudio de los componentes no insaponificables, por la aplicacion de
cromatografia en columna, con el fin de completar el estudio del aceite vegetal.
Se sugiere determinar la concentracion precisa del principio activo (API), con el fin de
evaluar su toxicidad y comparar su eficacia con estudios previos, ademas, de investigar mas
a fondo los posibles excipientes que pueden ser empleados en la preformulacion, ya que

estos son los que proporcionan las caracteristicas principales al producto.
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Apéndice

Apéndice A. Compuestos y acidos grasos del aceite vegetal Renealmia alpinia

N° COMPUESTOSy ACIDOS El E2 E3 X o CV
GRASOS
1 Acido miristico t t t t - -
2 a-Nerolidol 3.15 3.77 5.00 3.97 0.94 0.24
3 Acido palmitico 22.39 17.86 20.00 20.08 2.27 0.11
4 Acido palmitoleico 20.80 1555 11.00 15.78 4.90 0.31
> Acido 11-hexadecenoico 0.00 0.00 1.00 0.33 0.58 1.73
: Ambrial 4.92 5.89 6.00 5.60 0.59 0.11
3 Acido esteérico 1.88 2.24 2.00 2.04 0.19 0.09
g Acido oleico 30.01 3366 37.00 33.56 3.50 0.10
10 Acido trans-13-octadecenoico 1.88 2.24 2.00 2.04 0.19 0.09
11 Acido linoleico 5.62 4.48 4.00 4.70 0.83 0.18
12 Geranillinalol 9.65 1154 8.00 9.73 1.77 0.18
Acido linolénico 1.87 2.24 2.00 2.04 0.19 0.09
13 (E)-15,16-Dinorlabda-8(17),12- 't t t t - -
dien-14-al
14 Ageratriol 0.00 0.24 0.00 0.08 0.14 1.73

TOTAL 99.96

Nota. t: trazas

Apéndice B. Espectro *H del compuesto 1 aislado
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Apéndice C. Espectro *C del compuesto 1 aislado
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Apéndice D. Espectro DEPT del compuesto 1 aislado
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Apéndice E. Espectro COSY del compuesto 1 aislado
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Apéndice F. Espectro HMBC del compuesto 1 aislado
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Apéndice G. Espectro HMQC del compuesto 1 aislado
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Apéndice I. Conversion de 1ug/mL a %

Peso molecular del compuesto: 302.5 g/mol

lug

—= 0.001g/L
- 9/
Masa del soluto(g) = 1L x 0.001ix 302.5i = 0.3025g
mlL mol

masa de soluto
% = —x 100
masa de soluciéon

% = 03025 100 = 0.03025%
0= 1000g X = 0. 0

Apéndice J. TLC en fase directa con hexano-acetato

Se realizd una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 9.5:5 en H: A, Fd., tras
revelar con acido sulftrico y vainillina se puede determinar que no hay una suficiente separacién.

H: A
9:1

Se realiz6 una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 9:1 en H: A, Fd., tras
revelar con acido sulftrico y vainillina se puede determinar que no hay una suficiente separacion.
H: A
8:2
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Se realizé una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 8:2 en H: A, Fd., tras
revelar con acido sulfdrico y vainillina se puede determinar que no hay una suficiente separacion.
H: A
7.3

Se realizé una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 7:3 en H: A, Fd., tras
revelar con acido sulfdrico y vainillina se puede determinar que no hay una suficiente separacion.
H: A
5:5

Se realizé una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 5:5 en H: A, Fd., tras

revelar con &cido sulfdrico y vainillina se puede determinar que la muestra corre totalmente.

Hexano
100% puro
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Se realizé una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de Hexano 100% puro, Fd.,

tras revelar con acido sulfarico y vainillina se puede determinar que la muestra no sube.

Acetato
100% puro

Se realiz6 una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de Acetato 100% puro, Fd.,

tras revelar con acido sulfirico y vainillina se puede determinar que la muestra corre en su mayoria.

Apéndice K. TLC en fase directa con hexano-diclorometano

H:D
5:5

Se realiz6 una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 5:5 en H:D, Fd., tras

revelar con acido sulfdrico y vainillina se puede determinar que no hay una suficiente separacion.

H:D
4555

Se realiz6 una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 4.5:5.5 en H:D, Fd., tras

revelar con acido sulfirico y vainillina se puede determinar que no hay una suficiente separacion.

H:D
6:4




Se realizé una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 6:4 en H:D, Fd., tras

revelar con acido sulfirico y vainillina se puede determinar que no hay una muy buena separacion.

H:D
7:3

Se realizé una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 7:3 en H:D, Fd., tras

revelar con acido sulfdrico y vainillina se puede determinar que no hay una muy buena separacion.

Diclorometano
100% puro

Se realizé una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 100% Diclorometano, Fd.,

tras revelar con &cido sulfarico y vainillina se puede determinar que la muestra corre en su mayoria

Apéndice L. TLC en fase directa con hexano-acetona

Hexano: Acetona
7:3




M1 M2 M3

M1 M2 M3
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M1 M2 M3

Se realizé una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 7:3 en Hexano: Acetona,

Fd., tras revelar con acido sulfarico y vainillina se puede determinar que la muestra se logra separar.

M1 M2 M3

Hexano: Acetona
8:2

M1 M2 M3

M1 M2 M3

Se realiz6 una TLC de las tres muestras (M1, M2, M3) a una polaridad de 8:2 en Hexano: Acetona,

Fd., tras revelar con acido sulfarico y vainillina se puede determinar que la muestra se logra separar

un poco.






