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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo la extratgi@aracterizacion de la L-carnitina en
aguacate Hersea americajapor medio de técnicas instrumentales y computabés.
Comprendi6 varias etapas: primeramente, se relizxtraccion y cuantificacion de la
cantidad de L-carnitina en dos variedades de atpidBaoth 8 y Fuerte) por medio de
espectrofotometria UV/VIS. Luego, se determindela de velocidad de la reaccion de
acetilacion del hidrocloruro de L-carnitina conral® de acetilo por espectrofotometria de
infrarrojos. Por ultimo, mediante Quimica Computaeil, se establecid la termodinamica
y el mecanismo de la reaccion en fase gaseosafgseracuosa, ademas la reactividad y
selectividad de los reactivos empleando el Progi@msssian03¢con método B3LYP y el

conjunto de bases 6-311G(d,p).

La variedad Fuerte contiene 88 de L-carnitina/gramo de fruto fresco de aguacate,
mientras que la Booth, 84g/g. La reaccion de acetilacion es de orden dogpruheer
orden para cada reactivo, con una constante deigatbde 4.45x10l/mol-s a 298+2K, y
una entalpia de reaccion de -8.198 kcal/mol en daseosa y de -4.105 kcal/mol en fase
acuosa. Se pudo determinar que la reaccion ddami@ti se da por un ataque nucleofilico
del hidrocloruro de L-carnitina con una posteritbmaacion de acido clorhidrico, con la
formacion de un estado de transicion tetraédrieoeSablecié que la L-carnitina es una

molécula altamente nucleofilica, mientras que @lucb de acetilo es el electrofilo.

Palabras claves: L-carnitina, aguacate, acetilacion, termodinamicagcanismo de

reaccion, reactividad, selectividad.



ABSTRACT

The goal of this study was the extraction and dtar&ation of L-carnitine in avocado
(Persea Americanalt comprehended several steps: firstly, L-campitwas extracted and
quantified in two avocado varieties (Booth 8 anderfte) with the use of UV/VIS
spectroscopy. Then, the rate law of the acetylatieaction between L-carnitine
hydrochloride with acetyl chloride was determinethyg infrared spectroscopy. Finally, its
thermodynamics and reaction mechanism were edtablisn the gas and aqueous phase,
as well as the reactivity and selectivity of itegtants by Computational Chemistry with
the use of th&aussian 03oftware applying the B3LYP method and 6-311g(d,p) basis

set.

The Fuerte variety contains §&@ de L-carnitina/g of fresh fruit, while Booth 8 h&4
ug/g. The acetylation reaction is a second ordecti@a one for each reagent, with a
reaction constant of 4.45xt@mol-s at 298+2K. The enthalpy was -8.198 kcal/inahe
gas phase and -4.105 kcal/mol in the aqueous phhseefore, it could be determined that
this reaction takes place by a nucleophilic attaicthe hydrochloride L-carnitine followed
by elimination of chlorhydric acid, where a tetrdheal transition state is formed. In
consequence, it could be settled that L-carnit;ha highly nucleophilic molecule, while

acetyl chloride is an electrophile.

Key words: L-carnitine, avocado, acetylation, thermodynamimsaction mechanism,

reactivity, selectivity.



INTRODUCCION

El aguacate, por ser el miembro del reino vegetalun alto contenido de L-carnitina, ha
sido sujeto de varias investigaciones sobre latdication de este nutriente mediante
varias técnicas. La primera fue realizada por Faleen 1953 mediante un ensayo
biologico que relacionaba el crecimiento y el pesda larva del gusanbenebrio Larvae
con el contenido de L-carnitina en extractos vegstagpero éste no tuvo éxito Asi,
mediante un ensayo enzimatico, se pudo por priftera cuantificar la cantidad de
L-carnitina en el mesocarpio del agualhf primer ensayo quimico para su
determinacién fue realizado en 1957 por Friedman ggpectrofotometria visibfé
Décadas después, se desarroll6 un método radipisotpara su determinacion con el uso
de un contador de centello En la actualidad, otros métodos de cuantificaciénL-
carnitina se han desarrollado como cromatografjisida de alta eficiencia con detector
ultravioleta (por sus siglas en inglés: HPLC/U\§pectroscopia de masas tandem (tandem

MS) o HPLC/tandem MS que no incluyen una deterniémaen aguacal®.

La importancia de la L-carnitina en los organisrtes#o animales como vegetales es alta,
adicionalmente, su uso como suplemento para @ntiahto de varias enfermedades es
evidente. Una deficiencia puede llevar a consecaemegativas, por lo que el consumo
de una dieta rica en ésta es primordial. El ageaaater de bajo costo, facil acceso y parte
de la dieta alimentaria de nuestro medio, ademasmddimento rico en proteinas y grasas

insaturadas, es una opcion para personas con rsagopgerimientos de L-carnitina.



El aguacate usa la L-carnitina para el mismo fie dps humanos la utilizan: IB-
oxidacion de las grasas, ademas del sistema glioxdkistente en todos los vegetales. Es
claro que el mecanismo de accion en el metabolisghdar de la L-carnitina se da por
reacciones de esterificacion, por lo que la desdnpde su reactividad y selectividad
permitira obtener informacion importante para eleedimiento de su mecanismo de

reaccion.

A pesar de que se ha reportado los niveles de niticer en el mesocarpio por varias

técnicas, la mayoria bioquimicas, no se ha enatminaa técnica meramente instrumental
que corrobore estos datos. Asi, se vio la necesidaeportar la cantidad encontrada en
dos de las variedades mas consumidas en el paianteedna técnica que se adapta a las

facilidades analiticas del medio.

Por otra parte, poco ha sido explorado en el catepla descripcion fisicoquimica de la
molécula, por lo que el uso de técnicas computatésne instrumentales permitira
producir informacion sobre los sitios reactivodalenolécula y su mecanismo de reaccion
en reacciones de esterificacion tomando como emngi este caso, su reaccion de

acetilacion.

Por ello, en el estudio presentado se tuvo comacipal fin la caracterizacién de la

L-carnitina en el aguacate por medio de técnicagpabacionales e instrumentales. Asi, se
tuvo como objetivo cuantificar la L-carnitina en a&fjuacate por espectrofotometria
UV/VIS. Seguido de esto, se procedi6 a realizaandlisis termodinamico de la molécula

y de su reaccién de acetilacion, ademas de estabéereactividad y regioselectividad de



la molécula con el uso de la Quimica Computacidpata finalizar se midio la cinética de

reaccion por medio de espectrofotometria de irdjasrcon transformadas de Fourier.

Para poder guiar de una mejor manera al lectamnveédrdel trabajo, se expone cOmo esta

organizado, lo cual se detalla a continuacion:

En el Capitulo I, Marco Teorico, se encontrard bnave descripcion del aguacate.

Ademas, de una revision bibliografica acerca dedarnitina.

En el Capitulo Il, se presentan los principios ite& de las técnicas analiticas usadas,
seguidos de una breve descripcion sobre las té&conaraputacionales usadas. Por udltimo,

se detallan los materiales y procedimientos aptisah el desarrollo experimental.

En el Capitulo Ill, se muestran los resultados mbtes, los cuales son sometidos a

discusion por medio de comparacion con datos exgatales y tedricos de otros estudios.

Para culminar, en el Capitulo IV, se sefalan lasmcpales conclusiones vy

recomendaciones derivadas del proceso investigativo



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. EL AGUACATE (Persea americana)

1.1.1. ETIMOLOGIA'®

Su nombre mas comun, aguacate, proviene de ladeagieca en la que denominan al
arbol como “zhuacaquahuitl” y al fruto “ahuacatRdicionalmente, es conocido como
palta y abacate. Pertenece al subgémarsea el cual es conocido como el de los
“verdaderos aguacates”, obteniendo la denominad®mamericanadebido a que fue

primeramente encontrado y descrito en el continamiericano.

1.1.2. DESCRIPCION!

El aguacate pertenece a la familia de las Laursacgénerd’ersea, estudiado por Miller

en 1754. Se distinguen tres razas: Mexicana, Antlly Guatemalteca. Ademas de estas
razas definidas, la mayor parte de los aguacattgacios es el resultado de la hibridacion.
Es una especie polimorfa que posee una raiz awhal, y de sistema radicular que crece
superficialmente. Los arboles pueden alcanzar h@st20 m, de diametro de tronco de un
poco mas de un metro y de lefia de color crema.dlasohojas son alternas pecioladas y
simples, de forma variable, con nervadura princigalarilla. Las flores del arbol de
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aguacate se agrupan en racimos, las cuales sorudises y pequefias de color verde-
amarillo. En la Figura 1.1 se aprecia el fruto agliacate, el cual es una drupa asimétrica

de tamarnio, color y forma que difieren dependieraldiplo de cultivo.

Figura 1.1. Frutos de aguacatéPerseaamericana) de las tres razas. De izquierda a

derecha: raza Antillana, raza Guatemalteca y raza Mxicana'®

El fruto consiste de varias partes como se muestria Figura 1.2. EI mas externo, el
exocarpio (cascara) consiste de tejidos epidérmmamsbiertos de una capa de cera, rica en
lenticelas amarillas, blancas o grises que solmeshd la superficie. EI mesocarpio o parte
comestible es amarilla o verde y consiste de c®lidadiamétricas de parénquima e
idioblastos de aceite distribuidos uniformemente B parte mas interna, esta el
endocarpio que es una capa fragil celular adhéueldemente a la envoltura de la semilla.
Finalmente, se encuentra la semilla, compuestauparcubierta seminal y embrién, dos
cotiledones pulposos, una plumula, hipocétilo yicald fuertemente adheridos al centro

de los cotiledoné3.
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Figura 1.2. Partes del fruto del aguacat(Persea american:

1.1.3. CLASIFICACION TAXONOMICA!®!

* Reino:Plantae

» SubreinoTracheobiont

» SuperdivisibnSpermathphyt
* Divisién: Magnoliophyt:

* Clase:Magnoliosid:

* SubclaseMagnolida¢

* Orden:Laurales

* Familia:Lauraceae

* GéneroPersea

» EspeciePersea americea



1.1.4. COMPOSICION NUTRICIONAL DEL FRUT!

La composicion del fruto varia de acuerdo al tipacdltivo, region, estado de madurez y
condiciones de crecimiento. Posee un alto contedel@gua, proteinas, y aminoacidos
libres como aspargina, glutamina, acido aspartigtutamico. Con respecto a los lipidos,
los acidos grasos mayoritarios son el acido ol€i®-80%), linoleico (10-11%) y

palmitico (casi un 7%). A mas de contener carlbratid, lipidos y proteinas, el aguacate
es una gran fuente de vitaminas y minerales, pquése considera como un alimento de

alto valor nutricional, lo cual se puede observalas Tablas 1.1y 1.2.

Tabla 1.1. Contenido de vitaminas y minerales delgmacate por cada 100g de fruto

frescd”
Componente Rango de concentracion

[3-caroteno (pro-vitamina A) 370-750 iu
a-tocoferol (vitamina E) 1.6-2.4iu
Acido ascorbico (vitamina C) 1.6-30 mg
Biotina 3.2-10 pg
Colina 17-22 mg
Niacina 30-62 ug
Acido pantoténico 1.4-3.5 mg

Piridoxina (vitamina B6) 0.22-0.62 mg
Tiamina (vitamina B1) 60-240 pg
Fosforo 20-80 mg

Potasio 340-723 mg
Calcio 10-15 mg
Magnesio 40-60 mg
Hierro 0.5-2.0 mg
Boro 1.0-3.0mg




Tabla 1.2. Composicion nutricional de aguacate parada 100g de fruto frescld

Agua 73.6 9
Energia 171.0 kcal
Proteina 229
Lipidos 17049

Carbohidratos 6.0g
Fibra dietética 15¢9

1.1.5. COMERCIALIZACION DEL AGUACATE

Segun la FAO, la produccion mundial de aguacateementd cuatro veces en el
transcurso de las ultimas cuatro décadas. Entregriosipales paises consumidores se
encuentran México, los Estados Unidos, la Unioropea, Brasil, Indonesia y Colombia.
Asi en la ultima década, el consumo total mundéabbbmentado en un 30% debido a la
expansion de mercados emergentes como Brasil, ®@p@hina y Chile, y al incremento

de exportaciones de paises como México, Chile,daryu®er( y Sudafricd.

En Ecuador las zonas de mayor produccion aguacster&uayllabamba, Atuntaqui y el
Chota, dandose el “boom” en el afilo 2002. Las fabes variedades cultivadas son la
Fuerte, la Hass y la Guatemalteca. Asi, en 200alcnz6 una produccion de 20 858
toneladas que aumenté a 30 000 el afo siguientiee Emero y agosto de 2007, se
exportaron USD 251 470 en aguacate, siendo elipahdestino Colombia, y en menor
proporcion los EE. UU., Espafa e Italia. Pero adiocoasumidor de mayor volumen de
aguacate ecuatoriano sigue siendo el comercio, lat@rcando el 90% del mismo en

Quito, Guayaquil y Cuen€d.
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1.2. L-CARNITINA
1.2.1. DESCRIPCION

Fue descubierta en 1905 por dos cientificos ruges,le dieron su nombre derivado del
latin caro, caronisque significa carne. Hasta 1940 era simplememnsiderada como un
constituyente de los musculos esqueléticos, peaernkel descubrid que era un factor de
crecimiento importante para el gusahenebrio molitortomando elhombre de vitamina
Br. Quince afios después se establecieron sus fusdimiégicas en Ig-oxidacion de las
grasas, y en 1973 fue cuando se describi0 su ianpmé nutricional y deficiencia en

paciente’$?.

La carnitina (butirato de 3-hidroxi-4-N-trimetilamio) es un aminoacido trimetilado con
una estructura similar a la colina que posee desezssomeros. Asi, su forma levo, que se
muestra en la Figura 1.3, es la estructura activlbdicamente, mientras que la forma
dextro es inactiva, y puede inhibir su accién. &ma levo esta posiblemente presente en
todas las especias animales, numerosos microongasiig plantas. En los mamiferos su
equilibrio es mantenido por la sintesis endogehapr@ion de fuentes alimenticias y

reabsorcion rendf.

CH; OH O

+ -
ch - |>| \/\)‘LO_
CHs;
Figura 1.3. Formula estructural de la L-carnitina
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Es un solido cristalino higroscépico con un punéofalsion de 197°C (descompaosicion).
Es altamente soluble en agua, etanol y alcoholémjbepeso molecular. Con una rotacion
especifica ded]p?=-23.5°, es altamente estable bajo la accién d@odcinientras que

puede ser lentamente inactivada al someterlagaafon bases fuertéd.

1.2.2. ROL BIOLOGICH?

La L-carnitina es un metabolito importante en psosemetabdlicos intermedios. Asi, la

principal funcién de ésta es el transporte de &citasos activados desde el citosol celular

a la matriz mitocondrial donde se produceBtaxidacién de las grasas como se puede

observar en la Figura 1.4.

CoASH

Acetilcarnitina Acetilcarnitina

=

Carnitina i
Acil-C DA\ p-Oxidacion
cadena larga

Acil-CoA

CoASH cadena larga
Acilcarnitina
de cadena S
larga

de cadena
larga

T Matrix mitocondrial
Mambrana

interna

IMambrana
exterma

Citosol

Figura 1.4. Funcionamiento de la L-carnitina en etransporte de acidos grasos y

regulacion de la relacion intramitocondrial de aci#CoenzimaA/CoenzimaA”
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Este mecanismo funciona cuando los ésteres deelimaA (CoA) de los acidos grasos
del citosol se transesterifican con la L-carnitineon la ayuda de la
carnitinapalmitotransferasa (CPT I). Aqui, el griguil del acido graso se transfiere desde
la CoA al grupo hidroxilo de la L-carnitina, lasso#tantes acilcarnitinas atraviesan la
membrana interna mitocondrial con el transportadmrnitina-acilcarnitinatraslocasa
(CACT). Dentro de la matriz mitocondrial, se datilansterificacion catalizada por la
carnitinapalmitotransferasa Il (CPT II) de los @sdyrasos con la CoA intramitocondrial.
Asi, se produce la liberacion de la carnitina gej@ ¢ta matriz via CACT para continuar su
funcién. En este proceso, otra funcién primordmllal carnitina se produce, la regulacion
de CoA libre y acil-coenzimaA (acil-CoA). En la maf la carnitinacetiltransferasa (CAT)
puede reconvertir las acil-CoAs de cadena cortargal en acilcarnitinas usando la
carnitina mitocondrial, por lo que estas acilcamaig pueden emerger de la mitocondria via

CACT.

1.2.3. BIOSINTESIS"!

La L-carnitina es sintetizada a partir de los ar@aidos lisina y metionina, donde la lisina
provee del esqueleto de carbono mientras queite lte los grupos 4-N-metil. Algunas
protefnas tienen residuos dé&iKmetil-lisina (TML), que por medio de la catatisde su

metilacion con metiltransferasas, se metilan usah&sadenosilmetionina como donador,

produciendo nuevas estructuras proteicas.

13



iy 0 CH, o
| | | - |

CHy—N— CHp — CHy — CHy— CH —CH— € _ ClHs—N— €1, — CH— €l —
OH ; k
CHy MEHy él Iy H
(i) . . . . ) . .
N® trimetillisina (TML) 4-N-trimetilaminobutiraldehido (TMABA)
CH, o CH, O
e . I o I
CHy—N—CH,— CH, — CH,— CH— CH—C CHy—N— CH, — CHy— CHy— €
} aOH L : LRSS
CH; OH  'NH, CH, Ot

3-hidroxi- N® trimetillisina (HTML)  puirato de 4-N-trimetilamino (butirobetaina)

CH, OH 0
+ I I
CHy—N— CH, — CH— CHy — €

]
CH, H

L-carnitina

Figura 1.5. Metabolitos participantes n la biosintesis de la kcarnitina*®!

Estas, al ser hidrolizadas, producen TML libres sufeen hidrélisis en la posicion tres
la TMLdioxigenasa (TMLD) para producir e-hidroxi-TML (HTML). Seguido de esto, ¢
origina una reaccion aldolitica donde el HTML da 4-N-trimetilaminobutiraldhido
(TMABA) vy glicina, catalizada por la HTMLaldolasédTMLA). Después se produce
deshidrogenacion de la TMABA a través de la TMBAi@wogenasa (TMAB-DH),
dando la formacion del butirato de-N-trimetilamino (butirobetaina). Finalmente,
butirobetana es hidroxilada en la posicion tres poy-butirobetainadioxigenasa (BBL
originando Learnitina. En la Figura 1.5 se pueden observagdasicturas quimicas de |

metabolitos, mientras que en la Figura 1.6 se redarhiosintesis de-carnitina.
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2-oxoglutarato .
Succinato

+C0,

Degradacion —=TML
proteica

Mitocondria
Glicina

TMABA

\ Citosol

Ascorbate
- R

L-carnitina Butirobetaina

Succinato 2-oxoglutarato

+CO, +0,

Figura 1.6. Biosintesis de la L-Carnitin&”!

1.2.4. FUENTES ALIMENTICIAS®

La ingesta diaria recomendada de L-carnitina e 84..9 mg/kg de masa corporal, lo cual
puede aumentar dependiendo de las necesidades$fiesgate cada persona, como son los
atletas y mujeres embarazadas. Debido a la cantielegbaria que debe ser ingerida en el
dia, su biosintesis no es suficiente para sup#r requerimientos diarios, pudiéndola
encontrar en varios alimentos de fuente animalgetad que se presentan en las Tablas 1.3

y1l.4.
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Tabla 1.3. Contenido de L-carnitina en 100g/ml delinento fresco de origen animdf’

Productos carnicos
Carnitina (umol) | Carnitina (mg)
Bistec de carne 401 65.0
Carne de cerdo 130 21.1
Carne de pollo (sin piel) 64 10.4
Pescados y mariscos
Salmén 36 5.8
Camaroén 4 0.7
Atun 9 15
Productos lacteos
Leche entera 62 10.0
Mantequilla 8 1.
Queso mozzarella 2 0.3

Tabla 1.4. Contenido de L-carnitina en 100g de aliemto fresco vegeta’

Frutas
Carnitina (umol) | Carnitina (mg)
Mango S 0.8
Pera 2 0.3
Banana 1 0.2
Vegetales
Aguacate (sin piel) 50 8.1
Cebolla 4 0.7
Zanahoria 2 0.3
Especies y hierbas
Cebollin 29 4.7
Menta 5 0.8

1.2.5. DEFICIENCIA

Debido a que la L-carnitina es adquirida mediamsibtesis y a través de la dieta, existen

varios casos en los que su deficiencia existe @mtoiveles sanguineos como musculares.
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La primera fuente de deficiencia es genética pdalla en el sistema de transporte de L-
carnitina. La otra se da por ayuno, ejercicio prghdo, obesidad, embarazo, infertilidad
masculina, infantes sin suplemento y pacientes idksid. Igualmente, personas que
consumen dietas bajas en lisina, carnitina, vitam@ y hierro sufren el riesgo de
deficienci®’. También, la deficiencia a largo plazo se prodpee una disfuncion renal

cronica o la ingesta de ciertos medicamentos, lal puede causar cardiomiopatia,
insuficiencia cardiaca congestiva, encefalopati@patomegalia, dificultad en el

crecimiento y desarrollo infantil, y desordenesrnewsculares?.

A pesar que no se ha confirmado que una dieta aegavolactovegetariana pueda llevar
a un estado de deficiencia, es necesario menciguarla dieta promedio occidental
omnivora provee de 2 a 12 umol por kilogramo de ges dia. Mientras, que personas
veganas consumen menos de 0.1 umol por kilograenpedo por dia. En personas
omnivoras, del 70 al 80% de L-carnitina es absarbadnstituyendo de un octavo a la
mitad de la cantidad total disponible para el olgan. En personas estrictamente

vegetarianas, la sintesis endégena provee ma%etlé L-carnitina disponibfé’.

Cabe recalcar que, de hecho, los niveles de Licaanén sangre de personas que no
consumen productos animales o derivados son meqoedas personas con una dieta
carnivord™ ' 119 A(in asf, no se demuestran que niveles bajos emesapgn un riesgo
para la salud®, ya que la sintesis endégena recompensa estos miagles. Por el
contrario, una dieta escasa en metionina, lisifmaeyro, produce una deficiencia de L-
carnitina, ya que son parte de la sintesis endéderersonas en dietas vegetarianas

ingieren una cantidad insuficiente de estos amidodc minerales y L-carnitina, por lo

17



que es necesario el consumo de alimentos ricosstes & suplementos, ademas de la

ingesta de vitamina C y niacina que también sonieniés requeridos para su biosintesis.

1.2.6. BENEFICIOS PARA LA SALUD COMO SUPLEMENTO AMENTICIO!®!

Se usa para el tratamiento de la anorexia neryiasgue promueve la ganancia de peso,
normaliza la funcidn gastronintestinal, disminugddtiga y aumenta la resistencia fisica.
Ademas, mejora el rendimiento fisico porque aumknteelocidad al correr, disminucién

del consumo de oxigeno y ritmo cardiaco duranengknamiento y lactato en sangre al
consumirla una hora antes del ejercicio. Por o#idep en pacientes que sufren de fatiga
causada por cancer, el suplemento de su dieta -@amnitina produce la supresion de la
fatiga, depresion, y la mejora de la calidad defisu Ademas, ayuda a la disminucién de

sintomas en los pacientes que sufren de sindrorfadigie cronica.

En pacientes con angina, isquemia o insuficienai@iaca, mejora el funcionamiento
cardiovascular y los parametros hemodinamicos.einenta la esperanza de vida en
personas con cardiomiopatia, y disminuye los nsvd&elipidos y lipoproteinas. Infusiones
diarias de L-carnitina en pacientes que padecefldeaumentan el conteo de anticuerpos
CD4. Mientras que en pacientes con SIDA produce umgora en su Sistema

inmunoldgico.

Adicionalmente, se ha encontrado que la L-carniBeaun antagonista de la hormona

tiroidea disminuyendo los efectos del hipertiraigiis La ingesta diaria oral resulta en la
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mejora del conteo de espermatozoides, calidad ylichy de los mismos. Ademas, mitiga
los desordenes asociados con la deficiencia remalocanemia, disfuncion cardiaca,

resistencia a la insulina, anormalidad lipidicastyés oxidativo.

A pesar de que existen alimentos y bebidas enridogccon L-carnitina, debido,

principalmente a las propiedades adelgazantesayleearibuyen, no existen estudios que
lo afirmen. Se ha demostrado que reduce los nidiEdpidos en sangre y tejidos, ademas
de promover la utilizacion de estos, mas no sedd&dp comprobar si existe una relacion

directa de esto con la pérdida de masa corporal.

1.2.7. TOXICIDAD

La mezcla racémica (D,L-carnitina) debe ser evitaga que la D-carnitina es
biologicamente inactiva y puede interferir con errecto funcionamiento del levo
isbmero. Su consumo esta relacionada con sintoarasigos a la miastenia que es una
enfermedad que se caracteriza por la extrema dathilmuscular debido a un desorden
genético autoinmui®. Por otra parte, la L-carnitina es extremadamémiéensiva y
segura, solo se han reportado casos de diarreahedesis diarias extremadamente altas

de 1-15 gramos de é&th
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1.2.8. LAL-CARNITINA'Y EL AGUACATE

El rol de la L-carnitina en el metabolismo vegetalel transporte de grupos acilos entre
organelos celulares, y la entrada de acidos grdsosadena larga hacia los sitios de
B-oxidacién mitocondrialés’. Centrando, asi, varios estudios sobre el papejupga en

el metabolismo del aguacate. Uno de ellos establpoe a més del sistema del ciclo del
acido glioxilico en los glioxomas para [Proxidacion de grasas, existe el sistema
L-carnitina en la mitocondria. Evidencia de estcamismo es el cofactor necesario para
la oxidacion del palmitato, donde la L-carnitimayee del estimulo para la oxidacion de
los &cidos gras&é. Adicionalmente, se ha detallado queftaxidacion de los &cidos
grasos en el aguacate se produce en dos lugare$:n@orocuerpo y en la mitocondria.
Concluyendo, que el microcuerpo carece de carndtwtiltransferasas por lo que este
proceso sOlo requiere de L-carnitina para el trariepde acidos grasos largos desde los

cloroplastos como acilcarnitinas hacia la mitocéngara ser oxidad63.

CAPITULO Il
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. TECNICAS ANALITICAS 242

Varias técnicas analiticas fueron usadas paraté&rdmacion de L-carnitina en aguacate.
Se separé la misma del aguacate por medio de urece@wn con solventes, seguido de
esto se procedié a su purificacion mediante crognafa de columna de intercambio
ionico, para finamente cuantificarla al formar wmplejo coloreado por derivatizacion
con azul de bromofenol que se midioé por especwaietria UV/VIS. Por su parte, para la
medicion de la cinética de reaccion de su acedilase escogio la espectrofotometria de
infrarrojos con transformadas de Fourier. Las E&asfueron seleccionados de acuerdo a la

disponibilidad de equipos, materiales y reactivas el estudio.

2.1.1. EXTRACCION CON SOLVENTES

Se basa en la preferencia que posee un analitmldbilgarse en una de dos fases
inmiscibles. Este fendmeno de equilibrio esta deiteado por la_ey de DistribucionEl

reparto del soluto, generalmente, se produce amige fase acuosa y otra organica,

Aqe © Ayrg. Donde los subindices se refieren a las fases sacup organica
respectivamente. La relacion de las actividadea parsoluto A, que se muestra en la
Ecuacion 2.1, en las dos fases debe ser constamdependiente de la cantidad total de A,

a cualquier temperatura dada. En dongeson las actividades de A en cada una de las
21



fases y los términos entre corchetes son las ctracamnes molares de A. Asi, la constante
de equilibrio,K, se conoce comoonstante de distribucior.as concentraciones molares

se pueden sustituir por actividades molares sindatir errores importantes.

_ (“A)org ~ [A]org
N (aa)ac ~ [Alac (21)

2.1.2. CROMATOGRAFIA DE COLUMNA DE INTERCAMBIO IONTO

La cromatografia es un método que permite sepafaredtes componentes de una
muestra dependiendo del equilibrio de reparticidtineedos fases inmiscibles: la movil y la
estacionaria. El elemento esencial de la cromafiagde columna es un sélido poroso que
se encuentra dentro de una columna. El sélido izhgtermite el paso de la fase movil a

través de ésta, que resultara en la separaci@s @®iponentes de la muestra.

La cromatografia de columna de intercambio idnieomite la separacion de iones y
compuestos polares. La fase estacionaria es umgmali sintético que posee grupos
enlazantes cargados que permite una interacci@iabipon los diferentes analitos de la
muestra. Los que contiene grupos anionicos enlegas# denominaimtercambiadores

catibnicos mientras que los que tiene grupos cationicisrcambiadores anionicos.

2.1.3. ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS
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El rango del espectro electromagnético que compregmtre los 200 y 400 nm se
denomina region ultravioleta (UV) y la region eniims 400-800 nm, region visible. Son
regiones en donde la radiacion es la suficienta pacitar los electrones de valencia de los
atomos de ciertas moléculas. Aqui se da la intenaate los fotones de la fuente de luz
con los iones o0 moléculas de una muestra. Cuandanatécula absorbe un foton de la
region del UV/VIS, la energia correspondiente gewrada por uno o mas electrones de
los electrones de valencia. Como consecuenciar@duge un cambio en su energia
electronica Eee, rotacional Eo) y vibracional E,ir) (Ecuacion 2.2). Al modificar [Beieq

se alteran tantB,,; COMOE,j, dando como resultado transiciones electronicas.

AE =E.o+ Eyip + Ecec (2-2)

Los instrumentos que se usan para su medicioresentdnan espectrofotometros. Los
cuales colectan datos a lo largo de un determimadgo de longitudes de onda para
generar el espectro del compuesto que esta bajgisr@mo un grafico que representa,

ya sea su transmitancia o absorbancia en fun@da ldngitud de onda.

La transmitancia es la medida de la atenuacionagel de luz monocromatica basada en la
comparacion entre las intensidad de la luz trandanit) y el rayo incidentelg). Puede
ser expresada como fraccion o porcentaje al mighipla relacion por cien, o igualmente

como absorbancia al calcular el logaritmo negagivdbase diez de la misma.

2.1.4. ANALISIS CUANTITATIVO
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Se relaciona las mediciones en el espectro eleatyoético con la concentracion de un
analito en una muestra mediantd_ky de Lambert-BediEcuacion 2.3), que bajo ciertas
condiciones relaciona la absorcién de la luz comdacentracion de un compuesto en
solucion.

A=g,lC (2.3)

Asi, la absorbancia es proporcional a la longiteldcdmino opticd (cm), la concentracion
molar C (mol LY y el coeficiente de absortividad molay (L mol‘cm™) a una

determinada longitud de ondg.(

2.1.5. ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA (IR)

La radiacion electromagnética entre los 1 y 1000sprdenomina region del infrarrojo y es
usada ampliamente para la identificacion y cuaatifion de compuestos. Esta subdividida
en tres regiones: IR-cercano (1-2.5 um), IR- mg@i®-25 pum) e IR-lejano (25-1000 pum).
Siendo la de mayor importancia la del IR- mediogya provee informacion estructural.
En esta region se produce una interaccion dediagié@n con los enlaces del compuesto.
Esta absorcion varia de acuerdo a la longitud df gnes presentada en forma de un
espectro, donde se gréfica la transmitancia o bbheora versus el nimero de onda

(inverso de la longitud de onda expresada ef)cm
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Cuando un enlace asimétrico es irradiado con lumatr@matica cuya frecuencia es la
misma que la del dipolo formado, se producen vibrees moleculares. Existen dos tipos

de vibraciones moleculares: de estiramiento y derah@acion o flexion que se ilustran en

Longitudina Tijereten Balanteo Calen Torsidn
Vlb.I'UCI?l‘I Vibraciones de flexion
longitudinal

Figura 2.1. Representacion de las vibraciones moldares por la interaccién con

la Figura 2.1.

energfa infrarroja *®

Las deformaciones de estiramiento cambian la digtagntre los atomos sin cambiar su
posicién en el plano, mientras que las de defordmagiroducen un cambio en el angulo y

la posicién en el plano.

2.1.6. INSTRUMENTACION

Un espectrofotometro tiene cuatro componentes fuedéales: fuente, sistema
monocromador, compartimiento de muestra y deteetocual esta graficado en el
Diagrama 2.1. La fuente de luz para el rango UV/&3una lampara de arco de xendn que
abarca desde los 200 a los 1100 nm; para el UVdardeuterio y para la region del VIS,

una lampara incandescente con un filamento deeangsiSeguido una rejilla concava o
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plana llamada monocromador, el cual permite laceghn de una determinada longitud de
onda. Por ultimo, se encuentra el detector queiedrva intensidad de la luz en una sefal
eléctrica. Este puede ser un fototubomultiplicadoun semiconductor (fotodiodos de

silicio o arreglo de diodos).

Compartimientq
de muestra

Fuente de

radiacion Monocromador Detector

Diagrama 2.1. Diagrama de bloques de los componestiindamentales de un

espectrofotometro UV/VIS

La fuente que corresponde a la region del IR-memiouna lampara de filamento
incandescente, una mezcla de 6xidos de zircorotas raras (fuente de Nernst), o un
filamento de carburo de silicio (fuente GlobarPependiendo del tipo de sistema para la
seleccién de la longitud de onda, se pueden distinps tipos de espectrofotbmetros de
infrarrojo: dispersivos y de transformadas de Fou(FTIR). Los primeros poseen una
serie de espejos que permiten direccionar la ludahana rejilla de difraccion que
selecciona la longitud de onda. Los otros tieneiterferdmetro de Michelson que posee
un espejo movil, un espejo fijo y un divisor de .hha informacién recolectada esta
representada como un interferograma y es conveditigia espectro mediante el uso de la
funcibn matematica de transformadas de Fourier.eEDiagrama 2.2. se observa el

diagrama de blogues correspondiente a un especinuétro FTIR.
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Fuente de
radiacion

Compartimiento

de muestra Detector

Interferébmetro

Figura 2.2. Diagrama de bloques de los componentesdamentales de un

espectrofotometro FTIR

Los detectores en IR son sensores que permitenr nesdcambios en temperatura del
material que absorbe la radiacion electromagnétiomo termistores, termocuplas, y
termopilas. Actualmente, para espectrofotdmetrofiRF§e usan sensores piroeléctricos
que posee un cristal de sulfato de triglicina dawte o tantalato de litio entre dos
electrodos. También se usan fotodiodos y un arraedgo diodos que poseen un

semiconductor.

2.1.7. INTERPRETACION DE ESPECTROS IR

Para identificar un compuesto por medio de su &spadrarrojo hay que tomar en cuenta
el nimero, intensidad, forma y posicién de los @ic&s un estudio sistematico donde se
identifican sus grupos funcionales con la ayudagréafico de correlacion o una tabla,
donde se encuentran las frecuencias de vibraciéngaaa grupo funcional. Se debe tomar
en cuenta que debido a la geometria de la moléestias picos se desplazan o pueden dar
lugar a sobretonos. Los sobretonos son réplicasndgico que se ubica al doble de
frecuencia de la vibracion fundamental. La zonandgor aplicacion para la identificacion
de un compuesto es la denominada huella digitad0BO0 cn1), la cual es Unica para

cada compuesto.
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2.1.8. MEDICION DE LA CINETICA DE REACCION MEDIANTE

ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJ®S®

La cinética quimica es el estudio de las velocidatiereaccion mediante la demostracion
de cdmo éstas pueden ser medidas e interpretaatadaRieterminacion de la velocidad de
reaccion es necesario monitorear la variacion aeteentracion de productos o reactivos
en relacion al tiempo. La espectrofotometria pemriedir la formacion de un producto o
la disminucion de un reactivo mediante la asocracié la radiacion absorbida o emitida
con la concentracion de los mismos. Con el usadespectrofotometria FTIR se puede
medir un pico caracteristico del compuesto a estsei en relacion a como un pico
caracteristico de éste aumenta (producto) o digrairfreactivo) su area o altura con el
tiempo. La relacion se la realiza mediante la LeyBéer-Lambert que permite determinar

la concentracion dependiendo de la cantidad dabsarbida.

Asi, la velocidad de reaccion puede ser reportagartiendo del producto o reactivo que

sea monitoreado. Al considerar la reaccion:

aA+ bB - cC+dD (2.4)

La velocidad de reacciom) se describe como:

_ _1AlA] _ _1A[B] _ 1A[c] _ 1A[D]
T a At b At ¢ At dAt (2.5)
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La velocidad de reaccion es proporcional a la catnaeion de los reactivos elevada a una
potencia, por ejemplo para la Ecuacion 2.6, lacidba de reaccion es proporcional a la

concentracion molar de los reactivos Ay B:

v = k[A]*[B)” (2.6)

Dondek es la constante de velocidad, la cual es indepetalide la concentracién pero
depende de la temperatura, mientras xjuey son los 6rdenes de reaccidon con respecto a

esa especie.

Una ecuacion de este tipo determinada experimeetdémse denominada: ley de
velocidad de la reaccion. La ley de velocidad d& néaccion es una ecuacion que expresa
la velocidad de reaccion en funcion de la conceritnade todas las especies presentes en

la ecuacion quimica total para la reaccion:

v = f([A],[B], ... (2.7)

Un método para la determinacion experimental deelacidad de reaccion es el de las
velocidades iniciales como la Ecuacion 2.8, doraleesaliza varias corridas variando las
concentraciones iniciales de uno de los componeti¢esa reaccion manteniendo las
concentraciones de los otros constante. Asi, se haidiariacion de la concentracion de
éste con relacion al tiempo, determinando la vdbatiinicial de ese componente al

graficar su concentracion molar versus tiempo srptameros instantes de la reaccion.
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R (2.8)

Esta ecuacion también puede expresarse en la foenta Ecuacion 2.9. Al graficar las
velocidades iniciales versus la concentracion ahidel componente se obtendra el orden

de reaccion de acuerdo a ese componente de lagreacc

logv, = alog[A], + logk (2.9)

Por su parte, para la obtencién de las velocideilgales, uno de los métodos usados para
su determinacion es el de aislamiento donde unosdeeactivos se encuentra en un gran
exceso con respecto a los demas, por lo que laci@mi en su concentracion no variara

grandemente, manteniéndose relativamente constante.

2.2. TECNICAS COMPUTACIONALES

2.2.1. INTRODUCCION A LA QUIMICA COMPUTACIONAL

Es una rama de la quimica que usa los principiotadgpiimica cuantica para calcular
propiedades moleculares, sus cambios, y simul@nsas macromoleculares con el uso de
un software computacional. Utiliza meétodos mateonadti usados por programas
computacionales para el calculo de propiedades.pl&mnenta la informacion obtenida
experimentalmente, ademas de predecir fenOmenasaps que no han podido ser antes

observaddé’.
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2.2.2. METODOS COMPUTACIONALES

Los métodos tedricos proveen soluciones a problemasicos reales donde se escoge el
nivel tedrico del método adecuado. Asi, se inicialps mas simples que son los empiricos
y semiempiricos, usados para sistemas demasiaddegrpara ser tratados por métoalos
initio. Tienen sus bases en el método Hartree-Fock palimare aproximaciones e infieren

informacion de datos empiricos, estos son el deeéliicel extendido de Hicke.

Ab initio viene del latin que significa desde el inicio, yse gomienza con el calculo de
propiedades fisicas fundamentales y la interacerdre los electrones y el nucleo. Estos
requieren soluciones aproximadas a la ecuacionndepee del tiempo de Schrédinger

(Ecuacion 2.10).
Ey(r) = — 2 v2(r) + V() () (2.10)

h? f p
Donde—%v2 es la energia cinéticang es la masa de la particul®?, el operador de

Laplace;V(r), el potencial de energia en la posiciddependiente del tiempo, y(r), la

probabilidad de amplitud de un particula al en@st en la posicidon

También existen métodos basados en la Teoria dedidghal de la Densidad que en
general son consideradab initio y una alternativa a los métodos basados en furcidae
onda. A pesar de esto, la mayoria de funcionesaostruidas a partir de datos empiricos,

por lo que han derivado en métodos hibrido fundesta.
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2.2.3. TEORIA DEL FUNCIONAL DE LA DENSIDAD

La Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, P&rds una alternativa a los métocis

initio para la solucion de la ecuacion de Schrodingeeneagia del estado fundamental de
un sistema polielectronico se expresa a partiraddehsidad electronica, en lugar de la
funcién de onda para calcular la energia. La DR aproximaciones de las férmulas
matematicas para relacionar la energia con la dizthglectronica. El mayor problema de
los métodos basados en la DFT es que pueden praodaaltados erroneos, por lo que se
usan, principalmente, para sistemas de un ciertafia y complejos de metales de

transicion?’.

Para un sistemdN-electronico, N (numero de electrones) () (potencial externp
determinan todas las propiedades para un sistemestado fundamental, ya quér)
define el marco molecular para una molécula, qu&jgon el nimero de electronés,
establecen las propiedades electronicas. Segumlgstiner teorema de Hohenberg-Kohn
dice que“El potencial externov(r) estd determinado, dentro de una constante arivi
aditiva, por la densidad electronigdr)”. Asi, p determina la funcion de ond4 y todas
las propiedades electronicas del sistema. Ponto,ta puede determinar N, y todas las
propiedades del estado basal, por ejemplo, la &neiggtica T j], el potencial energético

,V[p] y la energia total ,iz]. Como consecuencia la energia dependienteigieal a:

E, [P] = T[P] + Vne[p] + Vee[p] (2.11)
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DondeV,.[p] es la energia de repulsién nucleo- electrdf.jp], la energia de repulsion

electron-electron.

En el segundo teorema de Hohenberg-Kohn se inteodurincipio de variacion de la
energia, el cual establecdra una densidag(r) dondeg(r) =0 vy [p(r)dr =N,

E, < E,[5], E,[p] es la energia funcional de la Ecuaci6n 2.74”

2.2.5. FUNCIONES DE BASE

Son el conjunto de funciones matematicas a pastiasi cuales se construyen las funciones
de onda. Son fijadas semiempiricamente por caladosalibracién en una variedad de
moléculas y en secuencia hasta alcanzar la comaegeEstas deben dar resultados lo
suficientemente buenos para un rango de molécuas un desarrollo matematico

relativamente fécil para que el proceso computatisea econdémico y razondfte

En general, son un conjunto de nimeros que estimaréricamente donde pueden estar
ubicados los electrones. J.C. Slater desarrollériilgos que facilitaron este calculo que
produjeron la ecuacion de Slater (Ecuacion 2.18pcila como la de Orbital Tipo Slater,
STO, donde( es un exponente que se escoge mediante simples egjablecidas por
Slater dependiendo del nimero atomico gs el radio en angstroms. La ecuacion STO
provee de una solucion para encontrar las funcioleebase de una molécula, mas el

calculo de las mismas es demasiado complejo. Asi,B®ys desarroll6 un método usando
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una combinacion de Orbitales de Tipo Gaussiano, HEDa poder expresar la ecuacion

STO (Ecuacion 2.13.), dondees el exponente del orbitaty el radio en angstront!.

STO = %e(‘m (2.12)
GTO = - e(-a) (2.13)

2.2.6. OPTIMIZACION DE LA GEOMETRIA MOLECULARE!

La geometria de una molécula determina sus proggsdquimicas y fisicas, ésta cuenta
con tres factores importantes: el angulo de enlicéngitud de enlace y los angulos
dihedros. Se requiere optimizar la geometria mtdecwa fin de encontrar el arreglo
espacial que sea el mas estable, es decir, el sbdajg energia. Se debe probar con varias
opciones por lo que se calcula la superficie degéaegotencial (SEP). La SEP es una
relacion matematica entre diferentes geometriageuldres y sus energias de single point

(célculo de energia para una determinada geometria)

2.2.6. APLICACIONES DE LA QUIMICA COMPUTACIONAL

Debido a la gran versatilidad que la quimica comgonal brinda a la prediccion de
propiedades fisicas y quimicas de las sustandiaan®o de su aplicacion crece cada dia y

se ha reafirmado con los grandes avances que @oéar mencionar algunos, en la
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industria farmacéutica y bioquimica, se usa paradiséiio de farmacos, analisis y
modelamiento de moléculas biologicas. Permite dalipcion de la cinética y modelos de
reaccion, y de la termodindmica de liquidos, séligogases. En investigacion, es una
poderosa herramienta para realizar estudios tebdeaeactividad de sistemas y conjuntos
moleculares, célculo de indices de reactividaceatiticacion de las correlaciones entre las

estructuras espaciales, y propiedades fisicasnyicas.

2.2.7. CONCEPTOS QUIMICO¥

Por la importancia que la densidad electronica yighero de electrones juegan en la
Teoria del Funcional de Densidad (DFT), es pos#stablecer conceptos ligados a la
estructura y reactividad quimica como lo son elepoal quimico, la dureza y las
funciones de Fukui. Antes de establecer las débimés de estos conceptos, es necesario
definir dos términos elementales para el calculéodanismo: orbitales HOMO (Highest
Occupied Molecular Orbital) y orbitales LUM@owest Unnocupied Molecular Orbital),
los cuales son orbitales de frontera que deternioaro las moléculas pueden interactuar

unas con otras.

2.2.7.1. POTENCIAL QUIMICO (u)

Es la medida de la tendencia que poseen los ebestrde escapar de un sistema. Asi se

puede definir como la Ecuacion 2.14, que correspoadla de Milliken para la
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electronegatividad pero con signo contrario, doAdes la afinidad electrénica leel

potencial de ionizacion del sistema.

> Xm (2.14)

Al seguir la aproximacién de Koppmalid'nos da como resultado la Ecuacion 2.15.

Aa+n +
—U=xy = . — _«5‘110M02 ELUMO (2.15)

2.2.7.2. DUREZAN)

Matematicamente, la dureza se define como la segiedvada de la energia con respecto

al niumero de electrones a potencial constantealdsten la Ecuacion 2.16.

1=3(w), (2.16)

La primera derivada de la energia con respectouaieno de electrones es igual al
potencial quimico, U, obteniéndose la Ecuacion,ZdbideN, el nimero de electrones y

M, el potencial quimico.
1/(8,
n=7 (ﬁ)v (2.17)
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Haciendo una aproximacion de diferencias finitas lleva a la Ecuacion 2.18 y omitiendo
el factor de un medio hacia la Ecuacién 2.19, dohds el potencial de ionizacioA, la
afinidad electrénica, ¥,.ymo0 ¥ €nomo, 10S valores de las energias de los orbitales LUMO

HOMO, respectivamente.

1-A -
n=—- M (2.18)

R

n= é.umo — EHoMO (2.19)

La dureza es considerada como la medida de laeesia a la transferencia de carga. Al
variar el nimero de electrones en un sistema @sto,tiene un alto costo energético, por
lo que el sistema tendra poca tendencia a dar ptacelectrones. Al referirse a la
Ecuacion 2.19, se puede ver que la dureza no esjneaka diferencia entre los orbitales
HOMO y LUMO. Una gran diferencia entre estos dogesponde a sistemas estables y
poco reactivos, por el contrario, cuando la difer@es pequefia, se espera un sistema poco

estable y altamente reactivo.

2.2.7.3. FUNCIONES DE FUKUI

Pueden definirse como una medida de la sensibilighgotencial quimico de un sistema
ante un cambio en el potencial externo, o de laisaedel cambio de la densidad
electronica al aumentar el numero de electronesid#ma. Asi se obtiene la Ecuacién
2.20, dondeAr) es la funcion de Fukuyp(r), la densidad electronica, M, el nimero de
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electrones del sistema. Se pueden diferenciatifres de funciones de Fukyit (r) que
nos da la region del sistema frente a un ataqukedfilco),f ~(r) , frente a un ataque

electrofilico yf°(r), frente a un ataque radicalario.

fr) = (%2) (2.20)

v

2.2.8. INDICES DE REACTIVIDAD Y SELECTIVIDAD

Un indice de reactividad es un dato numérico ddavde un modelo mecénico cuéntico
que permite predecir la reactividad relativa enéuolas diferentes. Se basan en diversas
teorias y relacionando varios tipos de reacctdhesPor su parte, los indices de
selectividad permiten ubicar los sitios reactivoenfe a ataques nucleofilicos,

electrofilicos y/o radicalarios.

2.2.8.1. INDICES DE REACTIVIDAD

2.2.8.1.1. ELECTROFILIA GLOBAL ¢)®

El indice de electrofilia globalp, mide la estabilizacién en energia cuando unriste
adquiere una carga electrénica adicipil, del ambiente, y esta dada en términos de

potencial quimicoyl, y dureza quimicg, por:
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w=" (2.21)

2.1.8.1.2. NUCLEOFILIA GLOBAL K)
Uno de los modelos propuestos para el calculo dedkofilia global es empirico, y toma

en cuenta un sustrato electrofilico especifico. d3a manera, la cantidad de carga

transferida esta establecida por:

1 (ua—pp)*
N=-—"——"5 2.22
2 (’7A+'IB)2 M ( )

Donde u, es el potencial quimico del nucleofilg,, del electrdfilo, yr,y 77, sus durezas,

respectivamenté”.

Desde un enfoque mas simple se usa el descrigtorlial HOMO (Ecuacion 2.23).

Ny = Enomonvu)(€V) — Enomo(rce)(eV) (2.23)

Dondesyomony) €S €l valor del orbital HOMO del nucledfilogy,oyo(rcr), €l valor del

orbital HOMO del tetracianoetileno (TCE}.
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2.2.8.2. INDICES DE SELECTIVIDAD
2.1.8.2.1. ELECTROFILIA LOCAL ¢)®®

La maxima electrofilia se localiza en el sitio nidando del sistema. Al usar la relacién

entre blandura local y la funcion de Fukui eledticd, se produce:

B ot _ B ot +
w =?Sk =7ka = wfy (2.24)

2.1.8.2.2. NUCLEOFILIA LOCALW,)E®

Se puede derivar la nucleofila local a un atda{&cuacion 2.25)a través de la funcion

nucleofilica de Fukuif, , y la nucleofilia globallN.

N, = Nf; (2.25)

2.3. PROCEDIMIENTO ANALITICO
2.3.1. TOMA DE MUESTRA
La toma de muestra significa obtener una pequefieigpode material que tenga una

composicion que represente el valor y la distribaailel analito en el material original.
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Esta debe ser representativa y homogénea. Asiscegie de manera aleatoria para que
todos los miembros de éste tengan la misma pratiadbilde ser elegidos. La mano del
analista es considerado como el instrumento la esidh encargada de realizar todos los
procedimientos. Adicionalmente, si la muestra tcanad mayor a la necesaria para el
analisis en el laboratorio se procedera a obtenarporcion representativa y homogénea

del material.

* Muestra: AguacatePersea americanayariedades Fuerte y Booth 8. Las variedades
fueron identificadas de acuerdo a sus caracterssticorfolégicas como peso, color,
apariencia y grosor de la cascara que se muesirenTabla 2.1. Adicionalmente, se
listan algunas otras caracteristicas morfolédgicas.

* Toma de muestra: se recogioé un kilogramo de muaktaar que se mantuvo a 4°C y
analiz6 dentro de las 6 horas después de la renmed.

e Lugar: Cuatro mercados de Quito: Central, Mayoristaquito y Santa Clara, y seis
supermercados de Quito: Supermaxi de la 12 de @gtiegamaxi de la Av. Seis de
Diciembre, Santa Maria de Santa Clara e Ifiaquitagdd Espinoza del Parque el
Ejido, Aki del Parque el Ejido.

* Periodo de la toma de muestras: Se tomaron dognasieemanales de cada variedad
en los diferentes lugares por cinco semanas, recdgi dos muestras en el mismo
lugar en diferentes semanas.

* Numero total de muestras: 20 realizadas por teghc

* Preparacion de las muestras: Para poder extrakbrcianitina del mesocarpo del
aguacate, se procedio a lavar los aguacates, geladrtir su mesocarpio, molerlo y

mezclar.
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Tabla 2.1. Caracteristicas morfoldgicas de las vadades Fuerte y Booth 8

Caracteristica

Fuerte

Booth 8

Peso 200-350 g 260-530 ¢
Céscara Verde y de grosor mediano Verde opaca, gruesaerasp
Apariencia Piriforme Oval alargada
Largo Alrededor de 12 cm Alrededor de 15 cm
.T|.p 0 d'e, Guatemalteco-mejicano Guatemalteco-antillano
hibridacion
Tipo de flor B
Contenido de 24-26% 6-12%
aceite
Calidad de la Excelente Aceptable a buena
pulpa
Informacion Es verde tanto al ser cosechago
. como al madurar, es facil de Céscara rigida, dificil de pelar.
adicional
pelar.
Arbol De follaje am_pllo, muy Productivo.
productivo.
Semilla Pequefia adherida al epicarpip.  Mediana a grandeiddha la pulpa
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2.3.2. EXTRACCION DE L-CARNITINA DEL AGUACATE

Se pesd aproximadamente 1 g de muestra en un eagoedipitacion de 50 ml en la
balanza analitica Mettler Toledo modelo AB204, geegd 5 ml de etanol al 95% y se
agito. Se filtrd y lavé con 2 ml de etanol al 95¥standose al extracto anterior. Se afadio
1 ml de hidréxido de bario 0.3N y 1 ml de sulfa® zinc heptahidratado al 5% pl/v, se

llevé a 10 ml con agua destilada y se centriftigé

2.3.3. PURIFICACION A TRAVES CROMATOGRAFIA DE COLUNA DE

INTERCAMBIO IONICO

Se cambi6 a fase de sodio la resina Amberlite IRE% Se mezclé 25 g de resina con 50
ml de acido clorhidrico 2N en un matraz de 250salagitdé por una hora, se decanto y se
repitid una vez mas. Se lavo con | | de agua @eltih través de un embudo Buchner, se
transfirio la resina lavada al matraz, se mezchkd 25 ml de hidroxido de sodio 2N y se
agité tapado por una hora. Por ultimo, se lavoagura destilada hasta alcanzar un pH de 8
y se almacend en una botella. Se empaco 2.5 ma desina hidratada en columnas de
1x10 cm de vidrio, se lavo con 12 ml de buffer pHy Agua destiladaA 1 ml del
sobrenadante resultante de la centrifugacion dgttaccion de L-carnitina, se agregé 1 ml
de buffer pH 7, y se paso a través de la columnanadleerlite IRC-50 (fase sodio) a razén
de un 1 ml/min, se eluy6 con 12 ml de agua destilade evaporé a sequedad en un bafio

maria a 80°¢.
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2.3.4. CUANTIFICACION DE L-CARNITINA POR ESPECTROA®METRIA

uv/vIsiA

A la muestra seca resultante del bafio maria, sg@dr0 ml de etanol absoluto y 2 gotas
de &cido clorhidrico concentrado, se agitd en lmaéda a 80°C por una hora; seguido de
esto se evaporo a sequedad en bafio maria a la resmparatura. Se afiadidé 1 ml de
fosfato acido de potasio al 60% p/v, se afiadiorBfGe carbonato de sodio anhidro y se
agitd. Se agrego 0.5 ml de solucion de azul debfenol (0.075% p/v en fosfato acido de
potasio al 30% p/v) y dejo reposar por 10 min.&@ Icon 5 ml de dicloroetano (4% v/v
alcohol isoamilico) y se agit6 tapado rapidamentel min. Se transfirio la fase superior
organica a la celda espectrofotométrica de vidrse yeyo su absorbancia a los 602 nm en
el espectrofotdmetro UV/VIS: Genesys 10 Vis quéustra en la Figura 2.2. Por ultimo se
determind su concentracion mediante el uso de uneade calibracion realizada con un

estandar de L-carnitina.

Para la realizacion de la curva de calibracion epardé una solucion madre en etanol
absoluto con un estandar de L-carnitina con unaergracion de 10 mg/l. Se diluyé 10 ml
de la solucion madre a 100 ml con etanol absolabdgniéndose una solucion con
concentracion deyy/ml. Se agregd 5, 10, 15 y 20 ml de la solucioridgml en sendos

vasos de precipitacion de 50 ml, y se procedié ctindescrito para la cuantificacion de

L-carnitina por espectrofotometria UV/VIS.
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Figura 2.2. Llenado de la celda espectrofotométrica lectura en el espectrofotometro

UVIVIS

2.3.5. DETERMINACION DE LA CINETICA DE ACETILACION DE LA L-

CARNITINA

Se uso6 hidrocloruro de L-carnitina como reactivo pdetida, cloruro de acetilo como
agente acilante, y acido acético como medio deci@at**?. Para la determinacién de la
cinética se aplico el método de las velocidadedaleis para la deduccidén de la ley de
velocidad donde se midi6 la disminucion de la catregion de los reactivos de acuerdo al
tiempo a una temperatura de 298+2K, se controtérfgperatura con la ayuda de un bafio

maria.

Primeramente, se ubicaron los picos caracteristledss reactivos que se medirian. Para

esto se corrieron espectros del hidrocloruro darnitina, cloruro de acetilo, hidrocloruro
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de O-acetil-L-carnitina y acido acético puros, ysaucion usando acido acético como

solvente. En la Figura 2.3 se pueden observardaapetros usados en las corridas.

x|
" Spectrum Details " OK
;R atio:
Filename: |st d cloruro 300 3  Single Beam
O Interferogram X Cancel
Deszcription: ||]9-ﬂ]3 |
Comments
" Scan Parameters
Range: Start |4000.0 End GO0.0 cm-1
Setup

Humber of Scans: [ Scan Minimized
Besolution: cm-1 Interval cm-1
Units: [T -
nits Puon |

Figura 2.3. Parametros usados para la corrida de foespectros IR

Determinados los picos especificos para cada suigtammedirse, se realizaron curvas de
calibracion para el hidrocloruro de L-carnitinal ckeruro de acetilo en acido acético. Para
la curva de hidrocloruro de L-carnitina se pesa@n60, 80 y 100 mg de hidrocloruro de
L-carnitina, se aforaron a 100 ml con acido acégiemial y se leyeron sus espectros en el
espectro FTIR. Mientras que para la curva del ctode acetilo se midieron 10, 20,30 y 40
ml de cloruro de acetilo y se aforaron a 100 ml &oio acético glacial y se leyeron sus

espectros en el espectrofotometro FTIR.

Posteriormente, se realizaron varias solucionegcelo acético glacial en matraces de 100
ml, donde uno de los reactivos estaba en excesonyuoa concentracion constante,
siguiendo el método de aislamiento para la detexomdm de la velocidad inicial. Por su
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parte, para la determinacion de la ley de velocsadis6 el método de las velocidades
iniciales donde se usaron varias concentraciones lode reactivos usados. Las

concentraciones para el hidrocloruro de L-carni@ana concentracion constante de
cloruro de acetilo de 2.81 M se muestran en ladar a2, mientras que las de cloruro de
acetilo se encuentran en la Tabla 2.3, para uneeotracion constate de hidrocloruro de

L-carnitina de 1.0 M.

Tabla 2.2. Concentraciones de hidrocloruro de L-canitina para una concentracion

constante de cloruro de acetilo de 2.81 M

Concentracion de hidrocloruro de L-carnitina (M)

2.53E-03
3.04E-03
4.05E-03
5.06E-03

Al WIN| -

Asi, la variacién en la concentracion de los reastise midié durante la primera media
hora de reaccion cada cinco minutos para cada enkagsoluciones realizadas en el

espectrofotometro FTIR.

Tabla 2.3. Concentraciones de cloruro de acetilo p&una concentracién constante de

hidrocloruro de L-carnitina de 1.0 M.

Concentracion de cloruro de acetilo (M)

2.81
3.81
5.05
5.77

AW N
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Por ultimo, se realizaron los calculos de las vdbxtes iniciales, érdenes de reaccion |

cada reactivo pal método grafico y, finalmente, el calculo dedastante de velocide

2.3.6 MODELAMIENTO COMPUTACIONAL

Para el estudio se usé el softwGaussian0%® que se muestra en la Figura 2.4, co

cual se optimizo las geometrias moleculares, daltag energias de single point y

valores de los orbitales molecular

Eﬁaussian 03_Revisiun—B.O3 —|il=)
File Process Utilities View Help
IS0 5 S 2 S
e Dag] | ez |
Active Job: | C:4 sershPamelatDocumentsh T esis\Compoutacionalt -1 Output File: 1-1 camitina image. out

Run IC:\GDSMMIN .eXE is processing...

Progiess:

0.4345421

asis functions

0 Big=F

|
II‘ Performing the Initial MO Guess

Figura 2.4. ProgramaGaussian03

Se dibujaron varias posibles estructuras con eframaGaussView 3.0¢ilustrado en la

Figura 2.5, para cada molécula, las cuales se @ation haciendo uso del método B3L

y la base @11G**. Luego de su optimizacion, se escogio tauetura de menor enerc
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Inquire Select Alom 1

Figura 2.5. ProgramaGaussview 3.09

Sauido de esto se realiz6 el calcde energia para las estructuras mas estables (el
de Single Point) con la base-31G y método HF, para la obtenciéon de los orbit
molecularesCon los valores de las energias de los orbitaleSIB@@ LUMO se procedic
a calcular la nucleofilia y electrofilia de cadaaude los reactivc Con la estructura
optimizada se realizod uBingle Point usando el coman# SP I0P(3/31=1) SCF=TIGH
POP=FULL mra el célculo de las funciones de Fukui lo¢, las cuales permiten
analisis de la regioselectividad de las moléculasakular las mismas por los indic
globales obtenidosEl mismo procedimiento se realizo para el estuldida reaccion e

fase @uosa afiadiendo el comando SCKsolvent= water).

Finalmente, se buscé el estado de transicion paaadtilacion de la-carnitina donde se
uso las mismas especificaciones para todas laviaptiones, donde, ademas se afadi
calculo de frecuencsa donde una frecuencia imaginaria produce infordmasobre si ul
estado de transicion ha sido encontrado, y losakaayl TS (del inglés Transition State

CALCFC para el calculo de las constates de fuefzaontinuacion, se realiz6 el IR
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(coordenada intrinseca de reaccion) que se puedervda Figura 2.6 del estado de
transicion en fase gaseosa y acuosa, el IRC desgritamino entre reactivos y productos,

donde se observa la formacién y ruptura de enlaaisionalmente, se calculd la energia

de activacion en fase gaseosa y acuosa con ekusdstuacion 2.26.

Ea = Eestado de transicion — Ereactivos

189 canmiews1o
File Edit View Colculete Results Windows Help
i | > — T
(E-SES@R-F DD~
‘AR F P PEIDB

| @ -[WrancdSchene)  [-]@| . P -

| |

1) GLMI1VI - IRC Plot B Y

Plots.

Total Energy along IRC
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2
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1
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Figura 2.6. IRC del estado de transicion para la atilacion de la L-carnitina

2.4.ANALISIS ESTADISTICO

2.4.1. DISTRIBUCION t DE STUDENT

Permite analizar datos procedentes de andlisisedeeddesconoce la media estandar

poblacional ¢) y el tamafio de muestra es pequefio (menos desgdvalgiones). Al igual
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que la distribuciérz normal, es continua, acampanada y simétrica pemee®s aguda y
mas extendida. A medida que aumenta el tamafordedatra, ésta tiende a parecerse mas
a la distribuciénz normal, como se lo puede observar en la FiguraAsy,.los valores
criticos det para un nivel de significancia dado son mayoresiagnitud que los valores

correspondientes.

Distribucion t
n cercanoa 30

Figura 2.7. Comparacion de la distribuciénz normal con lat de Student*®

Permite comparar una media muestral con una mesbéagional donde el numero de
observaciones es menor que 30. Se considera gpeblacion es aproximadamente

normal, y se emplea la desviacion estandar de &strau Obteniéndose:

t=25H (2.27)

Dondex es la media de la muestra, U4, la media poblacibipaitética,s, la desviacion
estandar de la muestra y n, el tamafio muestra. |Bawvalores criticos dg/Anexo 5), se
deben localizar en la parte izquierda los gradokbeetad,gl, que es la cantidad total de

observaciones en la muestra, menos el nUmero dstrasi@-1). Ademas de determinar el
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nivel de significancia para “una o dos colas”. Pare cola quiere decir que solo se van a
comparar los valores extremos a un lado de la medidecir a un lado de la distribucion.
En contraste, para dos colas se utiliza cuando tastvalores hacia la derecha e izquierda

de la media son de interés, en otras palabras,@®lados de la distribucion.

2.4.2. COEFICIENTE DE VARIACION (CV)

También conocido como desviacion estandar relaties, la razon o cociente de la

desviacion estandar a la media aritmética expresamia porcentaje. Para una muestra es:

CcV =2+100 (2.28)

=l @

Dondes es la desviacion estandar de la muesiralg media.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LA L-CARNITINA EN

AGUACATE (Persea americana)

3.1.1. EXTRACCION DE LA L-CARNITINA DEL AGUACATE(Persea americana)

La extraccion de L-carnitina del mesocarpio delaamgte se la realiza con etanol por la
alta solubilidad de la L-carnitina en este solvenB® vio que no era necesario
pretratamientos de secado o extraccion de grada sruestra. Al contrario, cuando la

muestra era secada o sometida a extraccion Sqtade@tgrasas era imposible obtener un

extracto alcoholico del mesocarpio.

Es necesaria la desproteinizacion del extractchalam para eliminar el alto contenido de
histidina (25 mg/100 g de fruto fred®p al ser una interferencia en la medicién
espectrofométrica, ya que produce un complejo drisma intensidad que la L-carnitina
lo hace con el azul de bromofeffblSe desnaturalizé la proteina del aguacate abagre
soluciones de hidréxido de bario y sulfato de zibos metales pesados producen un
enlace cruzado coordinado entre los grupos amibhoeslcon los carboxilicos, causando
un tipo de desnaturalizacion, ya que irrumpen loenpes salinos de la proteina y los

enlaces disulfuro por la gran afinidad y atraccn estos iones por el azufre. Asi, la
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proteina del aguacate coagula pudiéndola separazepirifugacion, impidiendo que sea

liberada por una hidrélisis posterior.

3.1.2. PURIFICACION CON CROMATOGRAFIA DE INTERCAMEI IONICO

Ademas de la histidina, la colina y la betaina goterferencias en la medicion
espectrofotométrica del la L-carnitina. Para sepkraolina de la L-carnitina se uso la
resina de intercambio cationico débilmente acidebénite IRC-50 en su forma de sodio.
Esto se da al regular el pH de la columna con dfebde pH 7, al igual que el extracto
alcoholico desproteinizado de aguacate, ya queteap#$ se da la adsorcion de la L-
carnitina en la columna y eliminacion de la colidd.igual que la colina, la betaina se
puede separar por medio de la resina Dowex 50a prélctica no fue necesario su uso, ya
que al respetar y mantener el tiempo de adiciohodereactivos de derivatizacion, la

betaina no produce un complejo coloréddo

3.1.3. CUANTIFICACION DE L-CARNITINA POR ESPECTROA®METRIA

UV/VIS
El complejo coloreado formado con el azul de branof (4,4'-(1,1-diéxidod-2,1-

benzoxatiol-3,3-diil) bis(2,6-dibromofenol)), dondsu formula estructural se puede

observar en la Figura 3.1, usado para la medicaarimétrica de la L-carnitina se
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produce cuando ésta se encuentra como sal de amat@rnari*®. Por esto, es necario

el tratamientaon acido clorhidrio para convertirla de amina terciaria «.

OH
Br Br
Br
0 OH
D%Sf
o
D Br

Figura 3.1. Formula estructural del azul de bromofeol

En este proceso de derivatizacion, el azul de biemab actia como un reactivo &ci
apareador de ionéd . Por su parte, la-carnitina es una sustancia con mayor dens
electrénica, sustancia nucleofilica, que juntosném un ion complejo parlLa sal de
amonio cuaternari@oloreada resultar, en presencia de carbonato de soy medio
alcalino, es extrale con un solvente no polar, en este caso, diclkde etilend”. En la
Ecuacién 3.1. se esquematiza la formacion del cgjmpksN representa la-carnitina e
Ind, el azul de bromofenol. El azul de bromofer®kscuentra cargado negativam!*®,
explicando la necesidad de regular el pH en el momelat la adicién de los agen
acomplejantes, ya que con pH 4.6 o mayor el indicagerde iones hidrogenos y se ca

negativamente que se ilustra en el Esquem:

RN + Ind~ > R,N - Ind + Cl~ (3.1)
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Incoloro Azul

Esquema 3.1. Reaccion del azul de bromofenol en medasico

En la Tabla 3.2 y Tabla 3.3 se muestran los rednsgt@btenidos espectrofotométricamente
de cada muestra realizada por triplicado para vadadad. La concentracion se calculé a
través de una curva de calibracién que se encuenti@a Figura 3.2, y en la Tabla 3.1, los

datos para su construccion, la cual se multipdmoel factor de dilucion de 10.

0,050
0,040 -

©

£ 0,030 -

i

20,020 -

< y = 2,75E-03x - 6,83E-03
0,010 - R2 = 9,91E-01
0,000 . . . .

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Concentracion (ug)

Figura 3.2. Curva de calibracion para la determina®n de L-carnitina por
espectrofotometria UV/VIS
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Tabla 3.1. Absorbancias para la construccion de leurva de calibracién para la
determinacion de L-carnitina por espectrofotometriaUV/VIS

Concentracioér (ng) | Absorbancia
5.C 0.00¢
10.C 0.01¢
15.C 0.03¢
20.C 0.04¢

Tabla 3.2. Cantidad de L-carnitina en 1g de aguacatvariedad Fuerte fresco

determinado por espectrofotometria UV/VIS

Muestra | Peso (g) Absorbancia Media C(ug) C(ug/g

1.0217 0.016

1 1.0321 0.014 0.016 8.4 84
1.0855 0.017
1.0800 0.016

2 1.0107 0.018 0.015 8.0 80
1.0696 0.012
1.0620 0.015

3 1.0037 0.016 0.016 8.4 84
1.0086 0.018
1.0004 0.014

4 1.0048 0.015 0.015 8.0 80
1.0093 0.015
1.0044 0.014

5 1.0171 0.015 0.016 8.4 84
1.0424 0.020
1.0121 0.015

6 1.0088 0.016 0.015 8.0 80
1.0083 0.015
1.0042 0.017

! 1.0055 0.016 0.016 8.4 84
1.0048 0.016
1.0045 0.018

8 1.0075 0.014 0.016 8.4 84
1.0055 0.017
1.0054 0.017

9 1.0004 0.015 0.015 8.0 80
1.0070 0.012
1.0820 0.018

10 1.0595 0.014 0.016 8.4 84
1.0861 0.016

X 82
S 1.9
cV 2.3%
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Se determind una cantidad de 8P de L-carnitina/g de fruto fresco Fuerte, y deug/
para la variedad Booth 8. Se puede explicar el ettatenido de L-carnitina por los
elevados niveles de vitaming 3 C que son esenciales para la biosintesis dec&nitina.
Asimismo, posee un poco mayores de lisina y metarque proveen del esqueleto para la

sintesis enddgena de la L-carnitina.

Tabla 3.3. Cantidad de L-carnitina en 1g de aguacatvariedad Booth 8 fresco

determinado por espectrofotometria UV/VIS

Muestra Peso Absorbancia| Media| C (ug)] C(ug/g
1.0044 0.018
1 1.0027 0.018 0.016 8.4 84
1.0045 0.011
1.0080 0.018
2 1.0110 0.016 0.016 8.4 84
1.0035 0.014
1.0042 0.016
3 1.0055 0.014 0.016 8.4 84
1.0048 0.018
1.0078 0.015
4 1.0030 0.016 0.017 8.7 87
1.0034 0.019
1.0048 0.016
5 1.0091 0.014 0.015 8.0 80
1.0415 0.016
1.0347 0.019
6 1.0513 0.013 0.016 8.4 84
1.0341 0.015
1.0014 0.018
7 1.0031 0.017 0.017 8.7 87
1.0068 0.017
1.0048 0.016
8 1.0083 0.017 0.016 8.4 84
1.0434 0.016
1.0045 0.017
9 1.0050 0.015 0.015 8.0 80
1.0362 0.014
1.0032 0.016
10 1.0125 0.018 0.016 8.4 84
1.035: 0.01¢ _
X 84
S 2.4
CV 2.9%
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La precision fue medida a través del coeficien@ateacion (Ecuacion 2.28), que perrr
tener una comparacion significativa de los datosrespecto a la precision de las medi
Asi, sepuede comparar la razon entre los errores de ldanzas en dos muesti
diferentes. Al analizar los valores de las desviaes estandares para la determinacio
L-carnitina de las dos variedades, se puede apmpatata correspondiente a la Fuers
menor, en otras palabras, que la medicion fue metssa que la realizada para Booth 8

gue exhiben una menor dispersion con respectonadka

(o
o

L-carnitina (ug/g)
PN WD OO N ©
O OO O O o o o

o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
NUOmero de muestra

Figura 3.3. Reproducibilidad de los resultados parda variedad Fuerte

La dispersion de los datos se encuentra graficadls Figuras 3.3 y 3.4. Se pue
apreciar que a pesar que las muestras correspandanmisma variedad y lote
produccion, la variacion de los resultados se daddeerroresaleatorio y sistematicos.
Uno de ellos se da en el momento de la extracadmeésocarpio, la presencia de fib
disminuye la cantidad de mesocarpio extraible y,lpdanto la cantidad de-carnitina

medible espectrofotométricamen
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Figura 3.4. Reproducibilidad de las muetras para la variedad Booth ¢

Adicionalmente, en el momento de la purificaciéegyefas cantidades d-carnitina
pueden perderse, 0 a su vez betaina eluirse juni@ lk-carnitina, aumentando

absorbancia al formar un complejo de la misma gitlad we la Lcarnitina. Ademas, ¢
momento de extraer el complejo cuaternario corodich de etileno, es necesario ce
herméticamente. El dicloruro de etileno es un caspaltamente volatil que por sim|
agitacion se evapora alterando los volumenelas dos fases, y por lo tanto el equilik

para la reparticion de la sal entre la fase acy@sganice

Para el estudio de exactitud del método escogela@omparé la cantidad de-carntina
obtenido espectrofotométricamente con un valoridedbtendo a través de un méto
radioisotopico (81ug/g), por medio de la prueba t de Student (Ebn 2.27). Debido a
que éste método usa muestra fr’®!, en contraste con el método enzimatico qu
reporta en muestra seca (48 |1%). Asi, en la Tabla 3.4 se pueden observar losres

promedios para cada variedad analizada y su \e
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Tabla 3.4. Cantidad de L-carnitina en aguacate fre y valor t para la variedad

Fuerte y Booth 8

Fuerte | Booth 8
L-carnitina (ng/g) 82 84
Valor t (a=0.05) 1.67 3.95

Para gl=9 ya=0.05 el valor tedrico de t corresponde a 1.833egn4), por lo tanto al
comparar los valores dexderimentaiCON tabulade S€ puede ver que no hay diferencias
significativas para la variedad Fuerte, ya Qu@erdmentai< tabulado, Mientras que para la
variedad Booth 8cfperimentaP tabulado,POr 10 que hay diferencias significativas. A pegae
esto significa que los dos métodos no son compEsabkta diferencia se puede explicar
por el tipo de aguacate utilizado, ya que, asi cdosoaguacates pueden varian su
contenido de humedad y grasa por las condicionesilitieo y variedad, la cantidad de L-
carnitina también puede ser un nutriente que V@aoreestos mismos factores. Pero el
método radioisotopico no especifica que variedadageacate usa por lo que seria
necesaria la cuantificacién con otro método pavalemo HPLC/UV para tener una mayor

confiabilidad de los datos obtenidos.

3.2. DETERMINACION DE LA CINETICA DE REACCION DE AC ETILACION

DE LA L-CARNITINA

Una de las dificultades para la acetilacion de-tatnitina es su insolubilidad en solventes
adecuados para reacciones de acilacion (metanogemaldos o disulfuro de carbono) por

lo que requiere siempre de un exceso de agenantgilen este caso, cloruro de acéfilo
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si se usa otro tipo de solventes. Asi, debido mdsor polaridad del acido acético, es el
solvente mas adecuado, a pesar de que puede @darauga reaccion de esterificacion
que, generalmente, requiere un catalizador. Lativeded del acido aceético es mucho
menor comparada a la del cloruro de acetilo, dedidpupo saliente que posee. En el caso
del cloruro de acetilo su grupo saliente es eldl@nuro; éste es excelente ya que es una
base extremadamente débil. En el Esquema 3.2 sk mixservar la reactividad de los
derivados de acido, encontrando que el mas reaesiva cloruro de acilo. Por su parte, el
acido acético tiene como grupo saliente el idbndxidio, una base muy fuerte y por lo tanto
un grupo saliente menos adecuado. Igualmente,a smdontrado experimentalmente que

el 4cido acético no toma parte en la reaccién|gque es el solvente mas adecuddo

0 0 0 0 0

Il > Il Il > Il > Il
R— € -Cl R— C€C -0- C R R- C —-OR R- C -—NH,
Esquema 3.2. Reactividad en orden decreciente derdeha a izquierda de los

derivados de acidos carboxilicos

En la Figura 3.5. se puede observar el espectpaiR el acido acético, se distingue el pico
ubicado en los 3037.77 &mque corresponde a la vibracién de extension del Otra
banda importante es la ubicada en los 1730.86 lancual se produce por el estiramiento
del enlace C=0, indicando que es un acido -carloxilmonobasico alifatico.
Adicionalmente se aprecian otros dos picos impttanl407.71 cthy 1286.68 crit

debido al estiramiento C-O.
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Figura 3.5. Espectro IR delacido acético

En la Figura 3.6 se presenta el espectro IR delumode acetilo puro, donde se pur

ubicar la banda de mayor importancia en 1797.9* producida por el grupo carbonilo,

cual se desplaza a la regién de los 180™por la presencia de un atomo haldg
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Figura 3.6. Espectro IR del cloruro de acetilo pur

Adema,en la Figura 3.7 se muestra el espectro del clataracetilo eisolucion acida. Se
denota un ligero desplazamiento de la banda debnarcarbonilico del cloruro de acet
hacia los 1807.02 ch la cual fue la escogida como pico para deternbnade la
concentracion del reactivo al realizar la curvadkbracionse presenta a continuacion

espectro como la Figura 3
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Figura 3.8. Curva de calibracién para la determinan de cloruro de acetilo er

solucién &cida por FTIR

00,0

Por su parte, ahnalizar el espectro IR del hidrocloruro d-carnitina mostrado en

Figura 3.9, se observan varias bandas importangdsdal a que es un moléct

polifuncional. Para empezar, el pico ubicado en533Y cn’ corresponde al estiramier
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de O-H del grupdidroxilo ubicado en el carbono tres, este cornedpoa un alcohc
secundario debido al aparecimiento de la banda086.a¢ cm’. Seguido de éste

encuentra 2827.73 ¢l correspondiente a la misma vibracion pero delacm
correspondiente al carborcarboxilico ubicado en la posicidon uno de la mdkcil
estiramiento C=0 se ubica en la banda de 1718m™* del carbono uno. Por su parte p
el reconocimiento de la funcién de amina terciagadistinguen dos ban®”: 963.79 y
931.20 cnt, prodwidas por el estiramiento simétrico y asimétrico €-N*(CHs)s,

respectivamente.
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Figura 3.9. Espectro IR del hidrocloruro de L-carnitina

En contraste con la complejidad del espectro deétobloruro de -carnitina puro, el
espectro IR del hidrocloru de L-carnitina en soluciéon acida mostrado en la Figuid.,.
tiene la ausencia de varias bandas, mas la pedesige la banda del estiramiento -OH

del alcohol secundario que se ve desplazada rec24R7.03 ci?, y fue la escogida pa

la medicon de la concentracion del hidrocloruro c-carnitina para determinacion de
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cinética de acetilacion, lo cual fue corroboradn ebanalisis del producto principal de

reaccion, siendo la banda que no producia interéeaepara su medicion. La cu de

calibracion se ilustra en Figura 3.
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Figura 3.10. Espectro IR del hidrocloruro de L-carnitina en solucion &cid:
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Figura 3.11. Curva de calibracion para la determinaion de hidrocloruro de L-

carnitina en solucién acida por FTIF

67



Adicionalmente, seanaliz6 el espectro IR del producto principal: élrbcloruro de
O-acetil-L-carnitina Figura 3.1. Se puede observar la desaparicion de las b
correspondientes al estiramient-H: 3375.50 crit y 1089.06 cnt. Se puede distinguir
desplazamientde las banda de 1718.70 a 1723.6¢* del estiramiento C=0. Ademas
observa, las dos bandas caracteristicas paraemeést 746.2.cm’ debido al estiramient

de C=0, y la de 1241.58n por el estiramiento de C-O del enlac€R-OR".

91509

7111
1056.63

1836.25

25

/ | 723,

1746.23

133] . . ' i
40000 3000 2000 1300 1000 600

cm-l

Figura 3.12 Espectro IR del hidrocloruro de C-acetil-L-carnitina

Asi, se pudo medir la concentracion de los dostikeec hidrocloruro de -carnitina y
cloruro de acetilo para determinar sus velocidddesales por la interpolacion de |
curvas de calibraciérF{gura 3.8 y 3.11). Los datos para obtener la leyaocidad de |

reaccion de acilacion del hidrocloruro c-carnitina se presentan en las Tablas 3.5
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L-carnitina y sus logaritmos

Tabla 3.5. Velocidades iniciales a diferentes conteaciones para el hidrocloruro de

Concentracion (M) | Log M | Velocidad inicial (M/s) | LogVo
5.06E-03 -2.30 2.42E-07 -6.62
4.05E-03 -2.39 1.87E-07 -6.73
3.04E-03 -2.52 1.22E-07 -6.91
2.53E-03 -2.57 1.02E-07 -6.99

Tabla 3.6. Velocidades iniciales a diferentes conteaciones para el cloruro de acetilo

y sus logaritmos

Concentracion (M) | Log M | Velocidad inicial (M/s) | Log Vo
2.81 0.45 3.32E-04 -3.48
3.81 0.58 4.43E-04 -3.35
5.05 0.70 6.09E-04 -3.22
5.77 0.76 6.63E-04 -3.18

En los Anexos 5 y 6 se encuentran los datos uspdos la determinacion de las
velocidades iniciales de cada reactivo. Obtenidasvklocidades iniciales se procedi6é a
determinar el orden de reaccion al aplicar la Eidma2.9. Se graficé el logaritmo de la
velocidad inicial en funcion del logaritmo de lancentracion con el fin de obtener, a partir

de la pendiente de la grafica, el orden de reaquida cada reactivo.
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Figura 3.13. Determinacion del orden de reaccion pa el hidrocloruro de L-carnitina

Asi, mediante las Figuras 3.13 y 3.14 se pudo mhrer el orden de reaccion para el

hidrocloruro de L-carnitina mediante la pendiengela grafica la cual es de 0.837, que
corresponde a un orden de reaccion de uno. Paoarsel fa pendiente de la gréfica para el
cloruro de acetilo es de 0.98 que correspondeguid manera, a un orden de reaccion de

uno.

-3,10 -
-3,20 -
S
o -3,30 -
o
-
-3,40 -
y = 9,80E-01x - 3,92E+00
-3,50 . . R2=9,97E-01 .
0,40 0,50 0,60 0,70 0,80
Log M

Figura 3.14. Determinacion del orden de reaccion pa el cloruro de acetilo
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Como consecuencia se obtiene un orden global d=iéeade dos, es una reaccion
bimolecular donde ambos reactivos toman parte dedecion. En consecuencia la ley de

la velocidad de reaccién para la acetilacion d#idaloruro de L-carnitina es:

r = k[hidrocloruro de L — carnitina][cloruro de acetilo] (3.2)

r = k[(CH3)N(CI)CH,CH(OH)CH,COOH]|[CH;COCI] (3.3)

En general las reacciones de esterificacion qua usacloruro de acilo y un alcohol,
tienen como orden de reaccion uno con respecttoalro de acilo y de uno o dos con
respecto al alcohol. ElI orden de reaccion con mepal alcohol depende de su

concentracion y el poder de solvatacién del sobvestdo para la reaccith

Una mejor manera de poder explicar el orden der@aes refiriéendonos al mecanismo de
reaccion de la esterificacion. Existen dos mecamsspropuestos, ambos concuerdan en
que el primer paso se produce un intermediari@édtico, mas difieren en el segundo
paso de la reaccién. En uno de estos se estahlecarma segunda molécula de alcohol
toma parte y permite la eliminacion de un protdustiado en el Esquema 3°3, si se
sigue este mecanismo la reaccion seria de seguddon con respecto al alcohol.

H

_ i
0 0P i:':';':.H 'R A H
H ! [ ¥ il H=D1g
R C=(] e R_-,-LEZ‘—III —= R -li'—lf‘l —= gt ¥
4 @ ] I
~ IR PR “R CR +
J H

%
akohol

Esquema 3.3. Mecanismo de esterificacion donde sjuiere de otra molécula de

alcohol®%
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Por otra parte, el otro mecanismo sugiere que ifairedcion del proton se da por
eliminacion del cloro en forma de id6n y un reordarento de los elerones en el carbor
carbonilico, como se observa en la Esquen®®%, En este caso la reaccién es de ol
uno con respecto al alcohol concordando con loutado para el hidrocloruro de-

carnitina.

LT 5. . o

:Cl: :Cl: R-C=0 R-C=0
9 O =0 R

+ L] | . |

LY 0 % 2 e D b

t:Lrl)_Rl OnR! H & H-Cl

Esquema 3.4. Mecanismo de esterificacion donde ebpon se elimina por el ataque

del i6n cloruro y el reordenamiento de los electrogs del carbono carbonilic®®*

Adicionalmente se calcul6 la constante de velocidmdliante la ecuacién de velocic

integrada:

1 [Alo([Blo—x)
kt = it M Bl Gale—n (3-4)

Donde se toma[B], como la concentracion inicial del cloruro de acetil [A],, del
hidrocloruro de Learnitina. Se calculd la constante para cada com@eon de
hidrocloruro de Learnitina y cloruro de acetilo encontrado en lal@&x6, determinandos
la media de los célculos como su consta4.45x10* I/mol-s a 298+2K. Estosalores se

encuentran en la Tabla 3.7.
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Tabla 3.7. Constantes de velocidad para la reacci@® acetilacion del hidrocloruro de

L-carnitina

4] k (l/mol s)
2.53E-03 4.26E-05
3.04E-03 3.07E-05
4.05E-03 5.53E-05
5.01E-03 2.82E-05

[B], k (l/mol's)
2.81 4.14E-05
3.81 1.50E-04
5.05 2.12E-04
5.77 2.04E-04

X 4.45E-04

Al comparar ésta con otras reacciones de estaidicala primera entre acido acético e
isobutanol con una constante de velocidad de 1®@5kmol-s a 348 K> y la segunda
entre radicales hidroxilo y cloruro de acetilo aoma constante de 1.02X1fmol-4° a
298K, no existe una relacion con los valores cabbo$. Estas son las reacciones mas
cercanas a la de acetilacion de la L-carnitinadiels que estudios relacionados a su
cinética no han sido realizados. Los valores no gmnparables debido a la diferencia
existente entre los reactivos usados, medios @eiéer y, en el primer caso, temperatura.
La velocidad de una reaccion es afectada por elmmno de reaccion, polaridad y
naturaleza del solvente, temperatura, entre ghaslo que los valores de la constante de

velocidad se ven alterados si se cambia una de estiables.
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3.3. MODELAMIENTO COMPUTACIONAL

Varias etapas conforman la caracterizacion de learhitina a través de medios
computacionales. Se busco su estructura energé&ntarmas estable. Por lo tanto se pudo
confirmar que la L-carnitina presenta dos confoiiorees espacial®4: una plegada y otra

extendida encontradas en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Conformaciones espaciales de la L-carimt y sus energias

Tipo Estructura Energia (kcal)

-346716.166
Plegada

9

34 9
Extendida ) _ g
Ny -346714.673
3 »Ye
o

La estructura mas estable (de menor energia) endgaseosa es la plegada, con una
diferencia energética de 1.493 kcal. Esto se pueddicar debido a la atraccion
couldbmbica que se produce entre el grupo carboxiegativamente cargado y el grupo
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amino cargado positivamente. Ademas, la configaraplegada minimiza el efecto
estérico existente entre el grupo carboxilico ydok de la molécula. Al comparar la
dureza calculada con la Ecuaciéon 2.19 de los deglas espaciales, se confirma que la
menos estable es la conformacion extendida debéee gposee un menor valor de dureza,

clasificAndose como una especie mas reactiva. &os de presentan en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Valores de los orbitales HOMO y LUMO eridices de reactividad globales

para las conformaciones espaciales de la L-carnitn

HOMO LUMO Potencial Dureza | Nucleofilia | Electrofilia

(au) (au) | quimico (1) (V) | (n) (eV)| (N) (eV) | (v) (eV)
Plegada | -0.31917| 0.15972 -2.1693 13.034 3.4728 0.1806
Extendida | -0.31908 | 0.13630 -2.4867 12.391 3.4758 0.2495

Al analizar los indices de reactividad para lausstmra mas estable (plegada), se puede
observar que es una molécula altamente nucleofi$ca nucleofilia calculada con la
Ecuacion 2.23 es de alrededor de 20 veces mayorsgusectrofilia calculada con la
ecuacion Ecuacion 2.21. Se uso la Ecuacion 2.28 lpanucleofilia en lugar de Ecuacion
2.22 porque se trata de caracterizar a la molé@mila-carnitina de manera aislada, ya que

al usar la Ecuacion 2.22 se requiere de un eldotespecifico para su calculo.
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Tabla 3.10. indices de selectividad para la L-cartina (conformacion plegada)

Atomo namero Nucleofilia Local (Ny) (eV) Electrofilia Local (my)(eV)
1C 0.0076 0.1102
2 C 0.0007 0.0041
3 H 0.0003 0.0010
4 H 0.0014 0.0012
5C 0.0010 0.0064
6 H 0.0000 0.0052
7C 0.0017 0.0002
8 H 0.0000 0.0001
9 H 0.0000 0.0014
10 O 0.0007 0.0002
11 H 0.0000 0.0000
12 O 1.5982 0.0002
13 O 1.8600 0.0002
14 N 0.0000 0.0816
15 C 0.0007 0.0363
16 H 0.0000 0.0000
17 H 0.0000 0.0009
18 H 0.0000 0.0000
19 C 0.0000 0.0757
20 H 0.0000 0.0008
21 H 0.0000 0.0000
22 H 0.0000 0.0015
23 C 0.0000 0.0510
24 H 0.0000 0.0001
25 H 0.0000 0.0015
26 H 0.0000 0.0000

76




Una vez obtenidos los indices de reactividad gedyade procedié a calcular los indices de
selectividad con la ayuda de las funciones de it el uso de las Ecuaciones 2.24 y
2.25. Asi, en la Tabla 3.10 se diferencia que fomas 120 y 130 son los que exhiben los
mayores valores de nucleofilia, debido a que exissenancia, ademas de adquirir una
carga parcialmente negativa. Al comparar esto®gimgenos con el nimero diez del grupo
hidroxilo, éste posee un caracter nucleofilico o@dlu ya que se encuentra unido a un
hidrogeno el cual le otorga estabilidad. Por lddaa pesar de que se esperaba el oxigeno
del oxidrilo fuera el mas nucleofilico, éste ncedebido a que existen otros dos atomos
de igual electronegatividad pero con una mayoraedpd de atraer electrones como lo son

los oxigenos del grupo carboxilico.

Los lugares que exhiben el mayor valor de eledimaon el atomo 14N y el 1C. El atomo

de nitrogeno posee una deficiencia de electrone®rapartir sus electrones con cuatro
carbonos adyacentes. Mientras que el carbono ume pelarizado debido a la existencia
de grupos polares a sus extremos. Esta regiosétiectitambién influye en los lugares de

la molécula en donde se concentra la carga, asgkl é&stiomo donde se concentra la
electrofilia, la molécula esta cargada positivarentientras que donde posee la mayor
nucleofilia, existe una carga negativa. Esto dardug una estructura similar a la de un

aminodacido que se observa en la Figura 3.15, tomi@ncbnformacién de un zwitterion.

Figura 3.15. Formula estructural de un aminoacido
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En la siguiente etapa, se estudié la termodinaméda reaccion de acetilacion de la
L-carnitina con el fin de complementar los estudeaperimentales cinéticos realizados.
Para poder comparar los valores calculados cors datlados se realizo el estudio en
fase gaseosa y acuosa, ademas de analizar laidareanergética entre los dos medios de
reaccion. Asi, se procedio a calcular las energégasada una de las moléculas en fase

gaseosa Yy acuosa que participan en la reacciorvdloses se observan en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Valores de energia obtenidos computaci@mente para la reaccion de

acetilacion de la L-carnitina

Reactivos

Hidrocloruro de L-carnitina

b
¥ 2 P

Fase Gaseo0sa638294.253 kcal
Fase Acuosa:-638332.400 kcal

Cloruro de acetilo
‘* d

Fase Gase0sa384989.600 kcal
Fase Acuosa-384993.021 kcal

Hidrocloruro de acetil-O-L-carnitina Acido clorhidrico

4 JJQ

5O
<4
4*5 r,f
\
S ’
Fase gaseosa734114.443 kcal
Fase acuosa:734146.301 kcal

>Q

Fase gase0sa289177.608 kcal
Fase acuosa:289183.135 kcal
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Con el uso de la Ecuacion 3.5 se calcularon laslgas de acetilacion. Asi, en fase
gaseosa es de -8.198 kcal/mol y en fase acuosd.t@5-kcal/mol. No existen datos
experimentales de la hidrdlisis o acetilacion ddtdcloruro de L-carnitina, por lo que el
estudio presentado es el primero realizado detipsteEn los dos medios, la reaccion de

acetilacion es exotérmica, es decir, libera enaergitorma de calor.

AH, cqccisn = 2. AHproductos — ), AHreactivos (3.5)

En la mayoria de reacciones no se producen difex€notables entre la reacciones en fase
gaseosa Yy en solucion, pero éstas existen si @breacel que ocurren experimentalmente
es en solucidif!, en este caso la reaccién de acetilacion se dmlanion explicando la
diferencia del doble en su entalpia en los dogatites medios. Asi, las propiedades del
solvente son importantes en determinar las enedgdes reactivos y productd®. Las
diferencias existentes entre los dos medios deci@aae acetilacion se dan por las

distintas interacciones que las moléculas de reagtproducto pueden experimentar.

En fase gaseosa, las moléculas tienen poca ini@nacoas con otras, por lo que su

energia no se ve afectada por las moléculas guoeléan. Al contrario, en fase acuosa se
debe tomar en cuenta las interacciones, solutdesaolvente-solvente y soluto-solvente,

gque provocan una interaccion energética por laendsa de fuerzas intermoleculares. Las
moléculas que se encuentran en fase gaseosa rsiaa e2gion de baja energia potencial,
como resultado de la baja fuerza de atraccidon gsienoléculas adyacentes producen en
ellas. Al analizar las energias de las molécutaiigipantes de la reaccion de acetilacion

se puede ver que éstas son mas estables en fasa aple en gaseosa, se puede asumir
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que en solucion las moléculas tienden a estalskzdebido a las interacciones con el

solvente, principalmente, electrostaticas.

Adicionalmente, se analizo la reactividad y rediestitvidad de los reactivos usados tanto
en fase gaseosa como acuosa. Asi, en la Tabla 8elZzncuentran los indices de
reactividad para el hidrocloruro de L-carnitinalyckruro de acetilo calculados con las

Ecuaciones 2.21 y 2.22.

Tabla 3.12. indices de reactividad para el hidroclaro de L-carnitina y el cloruro de

acetilo
Fase gaseospFase acuosa
Hidrocloruro de L-carnitina | Nucleofilia (N) (eV) 0.0325 0.0165
Cloruro de acetilo Electrofilia (w) (eV) 0.6676 0.6661

En fase acuosa, la nucleofilia del hidrocloruroLgearnitina disminuye en un 50%, como
se puede observar en la Tabla 3.12, debido a gaguel es un solvente polar prético que
experimenta puentes de hidrégeno con ésta, disentioy su habilidad de donar
electrones. Por lo que la presencia de puentesidiégbno requiere de una energia
adicional para romper los enlaces de hidrégencagueenta la energia de activacion de la

reacciofR’.

En contraste, la electrofilia disminuye cuando texign fenémeno de solvataciéon en
ligandos electrofilicos neutré%$ El cloruro de acilo usagdégando neutro, posee un bajo
nivel de solvatacién al ser un compuesto apolaenes$, reacciona con el agua,
hidrolizandose, por lo que el efecto que pose®lgknte sobre su reactividad es minimo,

lo cual puede ser observado en la Tabla 3.12.
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Ya que el hidrocloruro de L-carnitina es una molggolifuncional se analizé su indice
de nucleofilia local, presentado en la Tabla 3.1Bl oxigeno del grupo oxidrilo que
participa en la reaccion de acetilacion, no es&s nucleofilico en fase gaseosa y acuosa.
Por el contrario en fase acuosa, éste pierde todmcter nucleofilico debido al efecto

gue el agua tiene sobre la nucleofilia.

Por otra parte, no existe una reubicacion del tarauwicleofilico entre los atomos del
hidrocloruro de L-carnitina, sélo una disminucidnsel valor cuando la reaccion se analizo
en medio acuoso. La mayor nucleofilia se localizalecloro tanto en fase gaseosa como
acuosa, mas éste no forma parte de la moléculaaebgue no esta unido al esqueleto
mediante un enlace quimico, como se lo observa erabla 3.13, por lo que no se lo
considera dentro del analisis de regioselectividad,. se puede ver que la mayor cantidad
de nucleofilia en fase gaseosa se ubica en elodl&@, porque se encuentra ligado a un
atomo altamente electrofilo como lo es el nitrogegmar lo que se dara un fendmeno de
polarizacion, aumentando su poder nucleofilico.eags que este carbono es equivalente al
23 y 19, el mayor valor de nucleofilia se produce la menor distancia de enlace entre
15C y 14N de 1.50450 A, mientras que para 23C y &8Gle 1.51039 y 1.50698 A,
respectivamente. Al analizar el &tomo 10 O, eligigeinte en la reaccidon de acetilacion, se
observa que posee un caracter nucleofilico modedsiia la estabilizacion que le provee

su enlace al hidrogeno.
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Tabla 3.13. Nucleofilias locales para el hidroclomo de L-carnitina

2

Atomo Nucleofilia Local (medio gaseoso) (eV Nucléba Local (medio acuoso) (eV)
1C 3.249E-06 0.000
2C 1.007E-04 1.646E-06
3H 3.249E-06 0.000
4H 0.000 0.000
5C 3.249E-06 6.584E-06
6H 3.249E-06 0.000
7C 3.249E-06 0.000
8H 3.249E-06 0.000
9H 0.000 0.000
100 2.599E-05 0.000
11 H 0.000 0.000
120 3.899E-05 6.584E-06
130 9.747E-05 1.646E-06
14 N 3.246E-06 0.000
15C 1.560E-04 0.000
16 H 3.249E-06 0.000
17H 2.274E-05 0.000
18 H 0.000 0.000
19C 6.498E-06 0.000
20 H 3.249E-06 0.000
21 H 0.000 0.000
22 H 0.000 0.000
23C 0.000 0.000
24 H 0.000 0.000
25 H 0.000 0.000
26 H 0.000 0.000
27 H 0.000 1.646E-06
18 Cl 3.209E-02 1.644E-02

En fase acuosa, se ve una reubicacion de la niigeasi, los de mayor valor de indice de
nucleofilia local son el 5C y el 120. El 120 aungest nucleofilia en relacion a los demas

atomos, pero en relacion a la calculada para faseoga disminuye, debido a la formacion
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de puentes de hidrogeno con el agua. Adicionalmsnfmiede inferir, que la accion de los
puentes de hidrégeno y las interacciones electicasaentre moléculas de soluto y

solvente pueden producir una relocalizacion deténde nucleofilia local.

Suplementariamente, al comparar los lugares reschgcia un ataque nucleofilico entre la
L-carnitina y el hidrocloruro de L-carnitina, segole ver que la sal cuaternaria beneficia el
atague ya que disminuye el caracter nucleofilicdodeoxigenos del grupo carboxilico y

aumenta el del oxigeno hidroxilico

Tabla 3.14. Electrofilias locales para el cloruro d acetilo

] Electrofilia local (medio gaseoso) Electrofilia local(medio acuoso)
Atomo
(eV) (eV)

1C 0.3519 0.3511

20 0.2720 0.2714

3C 0.0016 0.0016

4 H 0.0154 0.0153

5H 0.0153 0.0153

6 H 0.0000 0.0000

7 Cl 0.0114 0.0114

Al analizar los indices de electrofilia locales @mitados en la Tabla 3.14 para el cloruro
de acetilo, el carbono uno es el receptor del atagicleofilico por lo que exhibe los

mayores valores de electrofilia en los dos medesedccion. Hay una ligera disminucién
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de la electrofilia local en medio acuoso con regpet gaseoso porque la electrofilia
global disminuye. El carbono carbonilico es el deieante en la reactividad de este
derivado del acido acético, es decir es el quéariai el ataque electrofilico al hidrocloruro

de L-carnitina debido al bajo indice de nucleofidibido por el oxigeno del oxidrilo.

Por altimo, se obtuvo el estado de transicion fmraaccion de acetilacion tanto en medio
gaseoso como acuoso. Al determinar el orden deciGgase dedujo que el estado de
transicion es un estado tetraédrico donde el pre¢delimina por el ataque del ion cloruro

y el reordenamiento de los electrones del carbanmoailico.

En la Tabla 3.15 se puede observar el estado dsidian y la energia del estado de

transicion para la reaccion en fase gaseosa, raggtre para en fase acuosa se observa en

la Tabla 3.16.

84



Tabla 3.15. Estructura y energia del estado de traicion de la reaccion de acetilacion

en fase gaseosa

Estructura

Energia -1023165.343 Kcal

El mecanismo de esterificacion es de una reacaddal se da la adicion nucleofilica del
hidrocloruro de L-carnitina y posterior eliminacidel cloro como anion, formando acido
clorhidrico. Comienza con el ataque nucleofilicecabono carbonilico, aqui, el nucledfilo
posee un par de electrones desapareados en un@dtomr@eno neutro que corresponde al
oxigeno del grupo oxidrilo del hidrocloruro de Leuiéina en el carbono tres. En el
complejo activado ocurre una rapida transicionpdeton (H) al O, por lo que el carbono
carbonilico cambia su hibridacién de’ spsp, adoptando una configuracién tetraédrica

momentanea. Es importante recalcar que el enlaklen®-se rompe hasta que el C-O es
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formadd®®. El ataque se favorece por la facilidad estérieacdrbono carbonilico y la
habilidad del oxigeno carbonilico de reacomodapande sus electrones ubicados en el
enlace doble del carbono-oxigeno. Seguido de sstda la eliminacion del a&tomo de cloro
que regenera el doble enlace entre el carbono mifidwoy el oxigeno, produciendo un

producto de sustitucion, en particular, el hidroato de O-acetil-L-carnitina.

Tabla 3.16. Estructura y energia del estado de traicion de la reaccion de acetilacion

en fase acuosa

Estructura

Energia -1023210.668 Kcal

Se obtuvo la energia de activacion usando la Eénazi26 para la reaccion en ambas

fases. En fase gaseosa la energia de activacida €48.510 kcal/mol, mientras que en
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fase acuosa es de 114.753 kcal/rCabe recalcar que no existen estudios sobre erde

activacion de la reaccion, siendo éste el primersidtipc

La energia de activacion es la minima cantidadnéegéa cinética que los reactivos de
poseer parancitar la formacion ¢ productos. En fase acuosa la energia es menor &n
kcal/mol, ya que el complejo activado esta masténeente solvatado quos reactivos
favoreciendo la formacion de produd®. Por otra parte, en fase gaseosa la reaccion
por colisiones aleatorias entre reactivos, wunapequefa proporcion lo suficienteme
energética dara lugar al hidrocloruro d-acetil-L-carnitna, por lo que la energia

activacion debe ser mayor para asegurar que lasiocms produzcan un comple
activado lo suficientemente estable que lleve hania@stado de transicion y finalment
productos, ya que no existen otras fue, como las actrostaticas de un vente que

permitan siwestabilizacion.

Total Energy along IRC

-1630.50 —f

-1630.52 —

-1630.54 —

-1630.56 —

-1630.58 —

-1630.60 —

-1630.62 —

Total Energy (Hartree)

-25 20 -15 -1.0 -0.5 0.0 05 1.0 15 20
Intrinsic Reaction Coordinate

Figura 3.16. IRC del estado de transicion para la readm en medio gaseo:
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En las Figuras 3.16 y 3.17 se observan los IRMsl@ds estados de transicion. EI mayor
punto de energia a lo largo de la coordenada deiGenes el estado transicion, el cual
posee una configuracion tal que indica que lostikescse han acercado tanto y se han
distorsionado tanto (angulos, dihedros y distangdgaesnlaces), que una pequefia distorsion
beneficiara la formacion de productos. Las figl8d$ y 3.17 son perfiles bidimensioneles

gue permiten ver la variacion de la energia po&mia un espacio (3N-6) dimensional.

Total Energy along IRC

163058 -7
163059 |
163060
163061
163062 -
163063
-1630.64
163065
163066 -
163067
1630568
163069 . - Hemosmt sl s
RERAEANARE ARERREARNE BRERS REARE SRALE REERE RAT AT AR R RRARE AN A AR R AR AR AR R SRR EEER R
25 20 15 -0 05 00 05 10 15 20
Intrinsic Reaction Coordinate

Total Energy (Hartree)

Figura 3.17. IRC del estado de transicion para lagaccion en medio acuoso

Es necesario mencionar que la L-carnitina al ser molécula polifuncional que posee
grupos amino y alcohol, puede producir reacciore®-dcilacion yN-acilacion. Esto es
consecuente con la mayor estabilidad termodinamiga exhiben las amidas versus los
ésteres, por lo que una acetilacion selectiva idebtioruro de L-carnitina requiere de una
proteccion de su grupo amino por medio de su ceiwela éster o carbamato seguido de

suN-desproteccidf’.
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El grupo amino corresponde a una amina terciar@ajcomparacion de una primaria o
secundaria posee un caracter nucleofilico reducttido al impedimento estérico
alrededor del nitrégeno (tres grupos metilos) gqueombinarse con su inhabilidad de
formar especies neutras, impide la formacion denlace C-N mediante su reaccién con
un carbono electrofilico, por lo que su adicién leafilica es inestablé®®. Asi, es

innecesario una proteccion del grupo amino partarehkaN-acetilacion.
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4.

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Al completar el estudio sobre la extraccion y cemazacion de la L-carnitina en
aguacateRersea Americananediante técnicas instrumentales y computacionsées
concluyo que la L-carnitina es una molécula nudlieaf que participa en reacciones

de esterificacion en el metabolismo de las grashagliacate.

Los niveles de L-carnitina encontrados en las dades Booth 8 (84g/g) y Fuerte
(82 pg/g) sugieren que el contenido de L-carnitina puedeiar ligeramente

dependiendo de la variedad de cultivo.

La reaccion de acetilacion del hidrocloruro de knadaa con cloruro de acetilo es de
orden dos, de uno para cada reactivo, con unaasiastie velocidad a 298+2K de

4.45x10%1/mol-s.

Se pudo confirmar la existencia de dos conformespaciales de la L-carnitina: la
plegada y la extendida, siendo la mas estableslgapgh debido a que su conformacion

espacial beneficia la atracciéon coulémbica y disiyénel efecto estérico.
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» Se calculé las entalpias de acetilacion del hidrocd de L-carnitina en fase gaseosa
(-8.198 kcal/mol) y acuosa (-4.105 kcal/mol), detimandose que es una reaccion
exotérmica y que la diferencia existente se daddehilas interacciones y estabilidad

gue el solvente aporta a la reaccion en medio acuos

 Se comparé el efecto que tiene el uso de agua cwivente en la reacciéon de
acetilacion en la reactividad de sus reactivosgrdghandose que la nucleofilia del
hidrocloruro de L-carnitina disminuye en medio amaal igual que la electrofilia del
cloruro de acetilo debido a fenomenos de solvatagida existencia de puentes de

hidrogeno.

* Se establecio que el atomo en el hidrocloruro dmarhitina con mayor indice de
nucleofilia local es el carbono del grupo metilo ldeamina terciara con menor
longitud de enlace al carbono vy, el de mayor editir local, el carbono carbonilico

del cloruro de acetilo.

* Se determin6 que la energia de activacion aceditagdel hidrocloruro de L-carnitina
es de 118.510 y 114.753 kcal/mol en fase gaseasagsa, respectivamente, teniendo

como estado de transicidn una estructura tetragdric

4.2. RECOMENDACIONES

» Se propone determinar la cantidad de L-carnitinatess variedades de aguacate para

comprobar si sus niveles dependen del tipo de atgiac
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» Se sugiere utilizar otras técnicas como HPLC/UVapa determinacion de L-carnitina
en otras variedades de aguacate, debido a querppeoecer de resultados en un

menor tiempo y con mayor sensibilidad.

e Se recomienda el consumo de aguacate en persogagana&nas, veganas, y con
mayores requerimientos de L-carnitina debido alsuantenido, ademas del gran
porcentaje de proteinas y grasas insaturadas ge®,psu bajo costo y facil acceso.
Ademas de una dieta rica en lisina, metionina,rbjevitamina B y vitamina C,

nutrientes esenciales para su biosintesis.

» Se plantea ampliar el estudio sobre la reactividawhodinanica y cinética de otras
acilcarnitinas importantes para el organismo paralizar el efecto del tamafo y

estructura de la cadena de acilo.

» Se propone estudiar si existe una relacion endredatidades de vitaming,BC, hierro,

lisinay metionina con el contenido de L-carnitina existemdas frutas y vegetales.

92



BIBLIOGRAFIA

1. Fraenkel, G., (1953). Studies of the DistributidriVtamin By, Bio Bull, 104, pp

359-371.

2. Panter, R.A., Mudd J.B., (1969). Carnitine LeveisSome Higher Plants;ebs

Letters,5(3), 169-170.

3. Friedman, S., (1958). Determination of CarnitineBinlogical Materials Archives

of Biochemistry and Biophysicg&, pp 24-30.

4. Demarquoy, J., Georges, B., Rigault, C., RoyerC MClairet, A., Soty, M.,
Lekounoungou, S., Le Borgne, F., (2004). Radiopictadetermination of L-carnitine

content in foods commonly eaten in western cousitieod Chemistry86, pp 137-142.

5. Minkler, P.E., Ingalls, S.T., Hoppel C.L., (2005%trategy for the Isolation,
Derivatization, Chromatography Separation, and @gte of Carnitine and Acylcarnitine,

Analitycal Chemistry77(5). Pp 1448-1457.

6. Bergh, B., Ellstrand, N., (1986), Taxonomy of theosado,California Avocado

Society,70, pp 135-146.

7. Calabrese, F., (1992 Aguacate Ed. Ediciones Mundi-Prensa, Madrid.

93



8. Barrientos Priego, A.F., Garcia Villanueva , Evitlk Garcia, E., (1996).
Anatomia del Fruto del Aguacate, ¢Drupa o BaR&¥jsta Chapingo: Serie Horticultura ,

2 (2),pp. 189-198.

9. Whiley, A. W., Schaffer, B., Schaffer, A., Wolstesime, N., (2002)The avocado:

botany production and usdsd. CABI, Cambridge.

10. Sugar and Beverages Group, Raw Materials, Trogindl Horticultural Products
Service, Commodities and Trade Division, Food argticulture Organization of the
United Nations, (2004).Market segmentation of major avocado markekdtp://

www.fao.org,13 de diciembre de 2010.

11. Redaccion Cuenca. “Ecuador: la demanda de aguatiatda la siembra en los

valles”. El Comercio,1, 27 de octubre de 2007, pp 10.

12. Leibovitz, B.E., (1998).L-Carnitine: The Energy Nutrient2.° edicion, Keats

Publishing, Los Angeles.

13. Vaz, F. M., Wanders, R.J.A., (2002). Carnitine prmdkesis in mammals,

Biochemistry Journal361, pp 417-429.

14.  Carter, H.E., Bhattacharyya, P.K., Weidman, KRRaenkel, G., (1952). Chemical
Studies on Vitamin B Isolation and Characterization as Carnitin&rchives of

Biochemistry and Biophysicgpl. 38, pp 405-416.

15. Head, K., (2005). L-carnitine monogragiternative Medicine Reviewt0 (1), pp.
42-50.

94



16. Rebouche, C.J., (1992). Carnitine functions andirements during life cyclelhe

FASEB Journal6(15), 3379-3386.

17. Delanghe J, De Slypere JP, De Buyzere M, RobbréchWieme R, Vermeulen
A.(1989). Normal reference values for creatineatnine, and carnitine are lower in

vegetarians. Clin Chem, 35(8), pp 1802-3.

18. Lombard KA, Olson AL, Nelson SE, Rebouche CJ. (39&arnitine status of
lactoovovegetarians and strict vegetarian adults @mldren. Am J Clin Nutr,50(2), pp

301-6.

19. Krajcovicova-Kudlackova M, Simoncic R, Bederova Babinska K, Beder I.
(2000). Correlation of carnitine levels to methimmiand lysine intake, Physiol Res, 49(3),

pp 399-402.

20. The Myasthenia Gravis Foundation of America (MGFA2011). What is

Myasthenia Gravis (MG)?, http://www.myasthenia.@batisMG.aspx 20 de enero de

2011.

21. Wood, C., Masterson C., Thomas D.R., (1992). Theofaarnitine in plant cell
metabolism, En:Plant organelles: compartmentation of metabolism pinotosynthetic

cells Tobin A.K., Cambridge University Press, Wiltshire

22. Panter, R.A,, Mudd J.B., (1973). Some Aspects afnffine Metabolism in

Avocado Persea AmericanapBiochemistry Journall34, pp 655-658.

95



23. Masterson, C., Wood, C., Thomas, D.R., (19®hpxidation enzymes and the
carnitine-dependant oxidation of palmitate and p@iyh in mitocondria from avocado,

Plant, Cell and Environment5, pp 313-320.

24.  Robinson, J. W., Skelly Frame, E. M., Frame I, N&, (2005). Undergraduate

Instrumental AnalysjsMarcel Dekker, 6.° Ed., New York, NY.

25. Rouessac, F., Rouessac, A., (20@emical AnalysisJohn Wiley & Sons Ltd.,

2.° Ed., West Sussex.

26. Instituto Gentenatural, “Las transformaciones muale®s provocadas por la
estimulacion luminica”,

http://www.gentenatural.com/astrolar/cursosgratisfoterapia/cromoterapia-3.html 11

de abril de 2011.

27.  Atkins, P., De Paula, J., (2006)tkins” Physical ChemistryOxford University

Press, 8.° Ed., Oxford.

28. Lynch, B., Fast. P., Introduction to ComputationalChemistry

http://static.msi.umn.edu/tutorial/chemistryphyficsoCompChem.pdf 31 de enero de

2011.

29. Andrés, J., Beltran, J., (200@uimica Tedrica y Computaciond&ublicaciones de

la Universitat Jaume, Castell6 de la Plana.

96



30. Parr, R. G, Yang, W., (1989ensity-Functional Theory of Atoms and Molecules,

Oxford University Press, New York, New York.

31. Garcia de la Vega, J.M., Miguel, B., Basis SetsGomputational Chemistry,

http://karin.fq.uh.cu/advcompchem/garcia de la vyadfal0 de febrero de 2011.

32. The Shodor Education Foundation In®Background Reading for Geometry

Optimization http://www.shodor.org/chemvjZA0 de febrero de 2011.

33. Koopmans, T., (1934).Uber die Zuordnung von Wellekfionen und Eigenwerten

zu den Eizelnen Elektronen Eines AtorRbysica(Elsevier), 1(6), pp 104-133.

34. IUPAC, Reactivity Indexhttp://old.iupac.org/goldbook/R05185.pdfcceso: 13 de

marzo de 2011

35. Parr, R. G., Szentpdly, Liu, S., (1999). Electrtipity Index, J. Am. Chem. Soc.,

121 (9), pp 1922-1924.

36. Jaramillo, P., Peréz, P., Contreras, R., Tiznallo, Fuentealba, P., (2006).
Definition of a Nucleophilicity Scale, Journal ofhysical Chemistry A, 110, pp

8181-8187.

37. Pérez, P., Domingo, L.R., Duge-Norefia, M.R., Chamdt., (2008). A condesed-
to-atom nucleophilicity index. An application toethdirector effects on the electrophilic

substitutionsJournal of Molecular Structure:Theoche&85, pp 86-91.

97



38. Domingo, L. R., Aurell, M. J., Pérez, P., Contrerés, (2002). Quantitative
Characterization of the Local Electrophilicity ofrganic Molecules.Understanding the

Regioselectivity on Diels-Alder Reactions,Phys. Chem. A 06, pp 6871-6875.

39. Vedso, S., Rud, C.,(1963), Determination of calcinmarine with EDTA by means
of a cation exchange resirGcandinavian Journal of Clinical and Laboratory

Investigation 16, pp 395-398.

40. Brendel,K., Bressler, R., (1967). The ResolutiorfzgfCarnitine and the Synthesis

of AcylcarnitinesBiochimica et Biophysica Acta, 133 98-106.

41.  Ziegler, H.J., Bruckernan, P., Binon, D.F., (196@}Acylation of dI-Carnitine

Choride, Journal of Organic Chemistr$2 (12), pp 3989-3991.

42. M. Frisch, et al, (2004), Revision D.01, Gaussiam,|Wallingford CT.

43. Mason, R.D., Lind, D.A., Marchal, W.G., (2008stadistica para Administracion

y Economial0.° Ed., Editorial Alfaomega, Bogota.

44.  Columbia University, Statistical Sampling and Reagren: t- Distribution

http://ci.columbia.edu/ci/premba test/c0331/s7/ditrdl, 5 de abril de 2011.

45.  Auerbach, M. (1944). Colorimetric Assay of QuategnAmmonium SaltsInd.

Eng. Chem. Anal. EdL6 (12), pp 739

98



46. el-Ashry , SM., Aly,. FA, el-Brashy ,AM., (1994).t&lies of complex formation
between the bromophenol blue and some importamayuinoline antimalarialgArchives

of Pharmaceutical Research? (6), pp 415-4109.

47.  Auerbach, M.(1943). Germicidal Quaternary AmmoniBaits in Dilute Solution A

Colorimetric Assay Methodnd. Eng. Chem. Anal. EdL5 (8), pp 492—-493

48. Kar, A.,(2007). Pharmaceutical Drug Analysis, NegeAPublishers, 2.° Ed., Delhi,

India.

49.  Strack, E., Lorenz, I., (1966). Zur Darstellung v@+Acyl-Derivaten des Carnitins,

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Cheand43, pp 341-349.

50. Podstawka, E., Swiattowska, M., Borowiec, E., Peancz, L. M., (2007). Food
additives characterization by infrared, Raman, sunface-enhanced Raman spectroscopie,

J. Raman Spectros&8, pp 356—363.

51. Gennadi Efremovich Zaikov,G.E., Kozlov, G.V., Makitra, ®., (2006).
Theoretical and practical guide to organic physidamistry, Nova Science Publishers,

New York NY.

52.  McMichael, M.,Carboxylic Acid Derivatives: a Substitution ReantM/hich Starts

with Adition, http://chemistry2.csudh.edu/rpendarvis/carboxden,ht25 de agosto de

2011.

53. Brown, D., Revision Notes PART 18ummary of organic reaction mechanisms. A

mechanistic introduction to organic chemistry anxplanations of different types of

99



organic reactiongttp://www.docbrown.info/page06/OrgMechs3.htm#gtation, 28 de

agosto de 2011.

54.  Graham Solomons, T.W., Fryhle, C. B., (2008)yganic Chemistry9.° Ed., John

Wiley & Sons, Hoboken NJ.

55. Riza Altiokka, M., Citak, A., (2003). Kinetics studf esterification of acetic acid
with isobutanol in the presence of amberlite catakxpplied Catalysis A: GeneraR39,

pp 141-148.

56. Nadasdi, R., Szilagyi, I., Kovacs, G., Dobé, S.tdgs, T., Marta, F., (2006). Rate
constant for the reaction of OH radicals with LLO)Cl determined by direct kinetic

method,Reaction Kinetics and Catalysis Lette89, pp 193-199.

57. Rosas-Garcia, V.M., (1997 owards the Design of Carnitine Acyltransferase
Inhibitors: Modeling the Conformational Behavior @R)-Carnitine, (R)-Acetylcarnitine,
Morpholinium rings, and 2-Oxo-1,3,6-dioxazaphosphiacn rings, Disertacion de
Doctorado en Quimica, Virginia Polytechnic Ins&tuand State University, Estados

Unidos.

58. Moore, J.W., Pearson, R.G.,(1981Kinetics and Mechanisn3.° Ed., Wiley

Interscience, New York NY.

59. Carey, F.A., Sundberg, R. J., (2007). Advanced ficg&hemistry: Structure and

mechanisms, 5.° Ed, Springer, New York NY.

100



60. Perez, P., Toro-Labbe, A., & Contreras, R. (200fplvent Effects on

Electrophilicity.Journal of the American Chemical Socjet323), pp 5527-5531.

61. Nahmany, M., Melman, A., (2004). Chemoselectivity m reactions of

esterificationOrg. Biomol. Chem2, pp 1563 — 1572.

62. University of Oxford Computing ServiceRrimary, Secondary and Terciary

Amines http://users.ox.ac.uk/~mwalter/web 05/yearl/orgaénmaen/amines.shtmi31 de

agosto de 2011.

101



ANEXOS
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ANEXO I: Certificado de analisis de la L-carnitina

103



' MERCK
Certificate of Analysis '

8.40092.0025 L-Carnitine for synthesis

Batch $5330292
Batch Values

Assay (HCIOy. calc. on anhydrous substance) 100.1 %
Spec. rotation [0t]20/D {c=10 in water) -31.0 @
Water (K. F.) 01 %
Identity (IR) passes test
Date of examination (DD.MM.YYYY): 26.03.2000
Minimum shelf Iife (DD.MM.YYYY): 31.03.2014

Dr. Wolfgang Bolkart

responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature

Merck KGaA, Frankfurter Strale 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 72-0 Page 1 of 1
SA-7 1882935/8400920000/000000 V. 999 Date: 27.12.2010
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ANEXO 2: Certificado de analisis del hidrocloruro de L-carnitina
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SIGMA-ALDRICH

sigma-aldrich.com

Product Name: L-CARNITINE HYDROCHLORIDE, SYNTHETIC

Product Number: C0283

Lot Number: 090M1883V
Brand: SIGMA

CAS Number: 6645-46-1

MDL Number: MFCDO00066100
Formula: C7H15NO3 - HCI

Formula Weight: 197.66 g/mol
Recommended Retest Date:

3050 Spruce Street, Saint Louis,
MO, 63103, USA
W ebsite: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

SEP 2012
Test Specification Result
Appearance (Color) White White
Appearance (Form) Powder Powder
Solubility (Color) Colorless Colorless
Solubility (Turbidity) Clear Clear
50 mg/mL, H20
Carbon 41.4 - 43.6 % 42.7 %
Nitrogen 6.8 -7.4 % 7.0 %
Specific Rotation -25.000 - -21.000 ° -23.706 °

C = 0.86 in H20O at 25 deg C

Purity (TLC) 98 %
Recommended Retest Period
2 Years

Ly el

Rodney Burbach, Manager
Analytical Services
St. Louis, Missouri US

Sigma-A Idrich w arrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product
conformed to the information contained in this publication. The current specification sheet may be available at
Sigma-A Idrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service. Purchaser must determine the
suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms and

conditions of sale.

Version: 1
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ANEXO 3: Certificado de analisis del hidrocloruro de O-acetil-L-carnitina
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Certificate of Analysis

SiGMA-ALDRICH"

O-Acetyl-L-carnitine hydrochloride,
Product Name
299% (titration), powder

Product Number A6706

Product Brand SIGMA

CAS Number 5080-50-2

Molecular Formula CoHsNO, - HCI

Molecular Weight 239.70

TEST SPECIFICATION LOT 090M1946V RESULTS
Appearance (Color) White to Off-White White

Appearance (Form) Powder Powder

Solubility (Color) Colorless Colorless

Solubility (Turbidity) Clear Clear

100 mg/mL, H20

Infrared spectrum Conforms to Structure Conforms

Specific Rotation -29.0--26.0° -276°
C=1inH20 at 20 deg C

Titration by AgNO3 299 % 101 %
Purity

Recommended Retest Period e

1

Year
Specification Date: SEP 2010
Date of QC Release: SEP 2010
Recommended Retest Date: SEP 2011
Print Date: OCT 01 2010

o7

Rodney Burbach, Manager
Cluality Control
St Louis, Missour USA,
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ANEXO 4: Tabla de Distribuciéon t de Student
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n 0.75 0.80 0.85 | 0.90 0.95 | 0.975| 0.99 | 0.995
1 1.000 | 1.376| 1.963| 3.078| 6.314| 12.706| 31.821| 63.657
2 0.816 | 1.061| 1.386| 1.886| 2.920| 4.303| 6.965| 9.925
3 0.765| 0.978| 1.250| 1.638| 2.353| 3.182| 4.541| 5.841
4 0.741 | 0.941| 1.190| 1.533| 2.132| 2.776 | 3.747| 4.604
5 0.727 | 0.920| 1.156| 1.476| 2.015| 2.571| 3.365| 4.032
6 0.718 | 0.906| 1.134| 1.440| 1.943| 2.447| 3.143| 3.707
7 0.711 | 0.896| 1.119| 1.415| 1.895| 2.365| 2.998 | 3.499
8 0.706 | 0.889| 1.108| 1.397| 1.860| 2.306| 2.896| 3.355
9 0.703 | 0.883| 1.100| 1.383| 1.833| 2.262 | 2.821| 3.250
10 | 0.700 | 0.879| 1.093| 1.372| 1.812| 2.228| 2.764| 3.169
11 | 0.697 | 0.876| 1.088| 1.363| 1.796| 2.201| 2.718| 3.106
12 | 0.695 | 0.873| 1.083| 1.356| 1.782| 2.179| 2.681| 3.055
13 | 0.694 | 0.870| 1.079| 1.350| 1.771| 2.160| 2.650| 3.012
14 | 0.692 | 0.868| 1.076| 1.345| 1.761| 2.145| 2.624| 2.977
15 | 0.691 | 0.866| 1.074| 1.341| 1.753| 2.131| 2.602| 2.947
16 | 0.690 | 0.865| 1.071| 1.337| 1.746| 2.120| 2.583| 2.921
17 | 0.689 | 0.863| 1.069| 1.333| 1.740| 2.110| 2.567| 2.898
18 | 0.688 | 0.862| 1.067| 1.330| 1.734| 2.101| 2.552| 2.878
19 | 0.688 | 0.861| 1.066| 1.328| 1.729| 2.093| 2.539| 2.861
20 | 0.687 | 0.860| 1.064 | 1.325| 1.725| 2.086 | 2.528 | 2.845
21 | 0.686 | 0.859| 1.063| 1.323| 1.721| 2.080| 2.518| 2.831
22 | 0.686 | 0.858| 1.061| 1.321| 1.717| 2.074| 2.508 | 2.819
23 | 0.685| 0.858| 1.060| 1.319| 1.714| 2.069| 2.500| 2.807
24 | 0.685| 0.857| 1.059| 1.318| 1.711| 2.064| 2.492| 2.797
25 | 0.684 | 0.856| 1.058| 1.316| 1.708| 2.060| 2.485| 2.787
26 | 0.684 | 0.856| 1.058| 1.315| 1.706| 2.056| 2.479| 2.779
27 | 0.684 | 0.855| 1.057| 1.314| 1.703| 2.052| 2.473| 2.771
28 | 0.683 | 0.855| 1.056| 1.313| 1.701| 2.048 | 2.467| 2.763
29 | 0.683 | 0.854| 1.055| 1.311| 1.699| 2.045| 2.462| 2.756
30 | 0.683 | 0.854| 1.055| 1.310| 1.697| 2.042| 2.457| 2.750
40 | 0.681 | 0.851| 1.050| 1.303| 1.684 | 2.021| 2.423| 2.704
60 | 0.679 | 0.848| 1.046| 1.296| 1.671| 2.000| 2.390| 2.660
120 | 0.677 | 0.845| 1.041| 1.289| 1.658| 1.980| 2.358| 2.617
¥ 0.674 | 0.842| 1.036| 1.282| 1.645| 1.960| 2.326| 2.576
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ANEXO 5: Velocidades iniciales para el cloruro de eetilo
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5.1. Concentraciones medidas cada cinco minutos cana concentracion inicial de

cloruro de acetilo de 2.81 M

t(s) | Concentracion (ml/l)| Concentracion (g/l) | Concentracion (mol/l)
0 200 221 2.81
300 198 219 2.79
600 188 207 2.64
900 181 200 2.54
1200 179 197 251
1500 166 183 2.33
1800 159 175 2.23
3
2,9
S 2,8
Ea7
c
22,6
&
=25
c
824
c
Q23 -
o y = -3,32E-04x + 2,85E+00
2,2 R2=9,74E-01
2,1 T T T 1
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (s)

5.2. Determinacion de la velocidad inicial del clarro de acetilo con una concentracion
inicial de 2.81 M
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5.3. Concentraciones medidas cada cinco minutos cana concentracion inicial de

cloruro de acetilo de 3.81 M

t(s) | Concentracion (ml/l) | Concentracion (g/l)| Conentracion (mol/l)
0 300 299 3.81
300 292 291 3.71
600 284 283 3.61
900 277 276 3.52
1200 268 267 3.40
1500 248 247 3.15
1800 237 236 3.01
4,00 -

3,80 ¢

w

[}

o
1

Concentracion (mol/l)
L w
N B
o o

3,00 |y =+4,43E-04x + 3,86E+00
R2=9/66E-01

2,80

0 500 1000 1500 2000
Tiempo (s)

5.4. Determinacion de la velocidad inicial del clarro de acetilo con una concentracion
inicial de 3.81 M
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5.5. Concentraciones medidas cada cinco minutos cana concentracion inicial de

cloruro de acetilo de 5.05 M

t(s) Concentracion (ml/l) | Concentracion (g/l)| Conentracion (mol/l)
0 350 386 5.05
300 348 384 5.02
600 335 369 4.83
900 318 351 4.59
1200 302 333 4.36
1500 289 319 4.17
1800 282 312 4.07
5,20

o

i

N

Concentracion (mol/l)
N

N iy (o] (0] o
o o o o o
1 ! 1 1 !

»

y =-6,09E-04x + 5,13E+00
R2=9,77E-01

4,00 ! ; |
0 500 1000 1500 2000

Tiempo (s)

5.6. Determinacion de la velocidad inicial del clarro de acetilo con una concentracion
inicial de 5.05 M
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5.7. Concentraciones medidas cada cinco minutos cana concentracion inicial de

cloruro de acetilode 5.77 M

t(s) Concentraciéon | Concentracion | Concentracion
(ml/l) (g/) (mol/l)
0 400 442 5.77
300 391 432 5.64
600 380 419 5.48
900 369 408 5.33
1200 357 394 5.15
1500 332 366 4.79
1800 319 352 4.60
6,00
5,80 7
= 5,60
£
= 5,40
9
§ 5,20
& 5,00
e
S 480
4,60 Y= -6,63E-04x + 5,85E+00
R2 =9, 75E-01
4,40
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (s)

5.8. Determinacion de la velocidad inicial del clarro de acetilo con una concentracion
inicial de 5.77 M
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ANEXO 6: Velocidades iniciales para el hidroclorurode L-carnitina

116



hidrocloruro de L-carnitina de 2.53E-3 M

6.1. Concentraciones medidas cada cinco minutos cana concentracion inicial de

t(s) Concentracion (mg/l)| Concentracion (mol/l)
0 5.00E+02 2.53E-03
300 4.61E+02 2.33E-03
600 4.59E+02 2.32E-03
900 4.55E+02 2.30E-03
1200 4.54E+02 2.30E-03
1500 4.53E+02 2.29E-03
1800 4.51E+02 2.28E-03
2,55E-03
= 2,50E-03 1
@)
£ 2,45E-03 -
§ 2,40E-03
£ 2,35E-03
%
% 2,30E-03
O 225E-03 | y=-1,02E-07x + 2,43E-03
R2=5,80E-01
2,20E-03 : . . .
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (S)

6.2. Determinacion de la velocidad inicial del hidscloruro de L-carnitina con una
concentracion inicial de 2.53E-3 M
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7.3. Concentraciones medidas cada cinco minutos cana concentracion inicial de

hidrocloruro de L-carnitina de 3.04E-3 M

t(s) Concentracion (mg/l) | Concentracion (mol/l)
0 600 3.04E-03
300 568 2.87E-03
600 567 2.87E-03
900 565 2.86E-03
1200 555 2.81E-03
1500 550 2.78E-03
1800 549 2.78E-03
3,05E-03 -
= 3,00E-03 -
i)
£ 2,95E-03
S 2,90E-03
(&)
£ 2,85E-03-
3
2 2,80E-03 -
S
2,75E-03 1y =1 22E-07x + 2,97E-03
2 = -
2,70E-03 iSSREACISIRE | |
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (s)

7.4. Determinacion de la velocidad inicial del hidscloruro de L-carnitina con una
concentracion inicial de 3.04E-3 M
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7.3. Concentraciones medidas cada cinco minutos cana concentracion inicial de

hidrocloruro de L-carnitina de 4.05E-3 M

t(s) | Concentracion (mg/l)| Concentracion (mol/l)
0 800 4.05E-03
300 719 3.64E-03
600 713 3.61E-03
900 710 3.59E-03
1200 708 3.58E-03
1500 707 3.58E-03
1800 706 3.57E-03
4,10E-03‘|
y =-1,87E-07x + 3,83E-03
= 4,00E-03 - R2 =4, 96E-01
@)
£ 3,90E-03-
S
3 3,80E-03 -
=
8 3,70E-03 -
S
© 3,60E-03 -
3,50E-03 ' . . .
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (s)

7.6. Determinacion de la velocidad inicial del hidscloruro de L-carnitina con una
concentracion inicial de 4.05E-3 M
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7.7. Concentraciones medidas cada cinco minutos cana concentracion inicial de

hidrocloruro de L-carnitina de 5.00E-3 M

t (s) | Concentracion (mg/l)| Concentracion (mol/l)
0 1000 5.06E-03
300 976 4.89E-03
600 950 4.76E-03
900 947 4.74E-03
1200 925 4.63E-03
1500 950 4.76E-03
1800 901 4.51E-03
5,10E-03
= 5,00E-03 -
o
£ 4,90E-03 -
S 4,80E-03-
£ 4,70E-03-
3
2 4,60E-03 -
o
O 4,50E-03- y=-2,42E-07x + 4,98E-03
2 — T
4 A0E-03 R?=7,96E-01 | |
0 500 1000 1500 2000
Tiempo (s)

7.8. Determinacion de la velocidad inicial del hidscloruro de L-carnitina con una
concentracion inicial de 5.00E-3 M
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DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo, Pamela Carolina Carrillo Sanchez, C. I. 1714&1@, autora del trabajo de graduacion
titulado: “Extraccion y caracterizacion de L-caimmit en Aguacat¢Persea americana)
mediante técnicas instrumentales y computacionapgsVia la obtencién del grado
académico de.ICENCIADO/A EN CIENCIAS QUIMICAS CON MENCION EN

QUIMICA ANALITICA en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales:

1. Declaro tener pleno conocimiento de la obligaciaa tiene la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, de conformidad con el anici#4 de la Ley Organica de
Educacion Superior, de entregar a la SENECYT emdtw digital una copia del
referido trabajo de graduacion para que sea irdegma Sistema Nacional de
Informacion de Educacion Superior del Ecuador garalifusion publica respetando
los derechos de autor.

2. Autorizo a la Pontificia Universidad Catoélica detuador a difundir a traves del sitio
web de la Biblioteca de la PUCE el referido trabdg graduacion, respetando las

politicas de propiedad intelectual de la Univerdida

Quito, 25 de noviembre de 2011

Srita. Pamela Carolina Carrillo Sanchez

C.1. 171481213-6
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