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2. Resumen y palabras claves
La palma de corozo, Attalea cohune (Ac), fue utilizada para una amplia variedad de aplicacio-
nes, especialmente en el lado Atlantico de Meso y Centroamérica. Actualmente se explota para
extraer el aceite del coco para los mercados de la cosmética y gourmet, y sus inflorescencias son
apreciadas por su aroma caracteristico. Varios de los componentes de Ac han sido caracteriza-
dos. Entre ellos se ha encontrado un alcaloide con un potencial nuevo farmacéforo en su estruc-
tura. Este compuesto mostrd actividad sinergistica con gentamicina cuya estructura aun debia
ser verificada. Se realizaron andlisis para complementar la elucidacion estructural la Corozina
A. Se extrajo este componente por ebulliciéon con etanol, evaporacion y decantacion del ex-
tracto, 0.03% de rendimiento de extraccion. Se verifico su estructura utilizando datos datos es-
pectroscopicos experimentales y modelados computacionalmente de IR, "H-RMN, actividad 6p-
tica. Los computos fueron realizados utilizando ChemDraw® a nivel empirico y a nivel ab initio
DFT LDA/DZ//LDA//DZ. El modelaje computacional incluy6 al principal candidato estructural
de la Corozina A y al menos dos isomeros de éste. Se estudiaron las conformaciones en fase ga-
seosa y con solvente explicito. Se encontré coincidencia en los patrones de los espectros experi-
mentales y computacionales, asi como en el signo de la actividad 6ptica, implicando que el enan-
tiomero propuesto coincide con la rotacion molar de la muestra. Se verifico la presencia del far-
macoforo pentaciclico en las posiciones propuestas, tal que contiene a los grupos oxazonina, pi-
rrol y un derivado de piridona. Quedan pendientes de asignacion los grupos metilo del ciclobu-

teno.

Palabras clave: Elucidacion estructural asistida por computadora, oxazonina, productos naturales,

métodos espectroscopicos, alcaloides, pirrol, piridona
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Abstract and keywords

The corozo palm, Attalea cohune (Ac), was used for a wide variety of applications, especially on the
Atlantic side of Meso and Central America. It is currently exploited to extract coconut oil for the
cosmetic and gourmet markets, and its inflorescences are prized for their characteristic aroma.
Several of Ac's components have been characterized. Among them, an alkaloid with a potential new
pharmacophore in its structure has been found. This compound showed synergistic activity with
gentamicin whose structure had yet to be verified. Analyses were carried out to complement the
structural elucidation of Corozine A. This component was extracted by boiling with ethanol,
evaporation and decanting of the extract, 0.03% extraction yield. Its structure was verified using
experimental spectroscopic data and computationally modeled IR, 'H-NMR, optical activity data.
Computations were performed using ChemDraw® at the empirical level and at the ab initio DFT
LDA/DZ//LDA//DZ level. Computational modeling included the main structural candidate Corozine
A and at least two isomers of it. Gas-phase and explicit solvent conformations were studied. The
patterns of the experimental and computational spectra, as well as the sign of the optical activity,
were found to match, implying that the proposed enantiomer matches the sample’s molar rotation.
The presence of the pentacyclic pharmacophore in the proposed positions was verified, such that it
contains the oxazonine, pyrrole and a pyridone derivative groups. The methyl groups of the

cyclobutene remain to be assigned.

Keywords: Computationally assisted Structural Elucidation-CASE, oxazonine, natural products,

spectroscopic methods, alkaloids, pyrrol, pyridone
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3. Introduccion

El desafio de la "era de las bacterias resistentes" y su impacto en la salud y economia mundial ha
desencadenado una nueva era de la investigacion biomédica. Dando lugar al surgimiento de nuevos
enfoques para hacer frente a las infecciones. Por ejemplo técnicas experimentales y normas de
administracion de antibidticos como lo son la mezcla de antibidticos conocidos con otros farmacos
que potencian su actividad En un punto de vista extremo, una infeccion comun hoy en dia podria
conducir a la muerte si no se trata bien. Por eso la investigacion en esta area deberia ser un punto de
mira para las politicas sanitarias gubernamentales, como lo esta siendo la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS). La reactivacion de la investigacion antimicrobiana ha sido liderada o promovida
por la OMS y otras agencias reguladoras, mas que por las industrias farmacéuticas. Esos esfuerzos,
junto con los cientificos interesados -ubicados en todo el mundo, y sobre todo en instituciones
académicas, estan revitalizando la investigacion de los productos naturales como fuentes de
compuestos antimicrobianos, acentuadores de actividad antimicrobiana, y estimuladores del sistema

inmune contra infecciones microbianas (Nitsch-Velasquez, 2019, ).

Entre las estructuras moleculares de los antimicrobianos comerciales, las estructuras de tipo
alcaloide predominan en el espacio quimico de los farmacos comerciales, probablemente debido a la
reactividad del nitrogeno. El alcaloide Corozina A (Pubchem, 2020) fue aislado de la palma Attalea
cohune, y mostro efectos sinergisticos en combinacion con la gentamicina contra la cepa de USA300
Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (USA300-MRSA), reduciendo su actividad minima
bactericida a 1/8. Sus caracteristicas moleculares fueron elucidadas, conteniendo cinco anillos
fusionados en una configuracion tinica. Se logré la modelacion a nivel empirico utilizando la
herramienta de Chemdraw. Sin embargo se requieren mas estudios computacionales de mayor grado

de exactitud para verificar su estructura.

Para continuar con la bioprospeccion de la palma Attalea cohune, y con el avance de investigacion
de quimica medicinal de la Corozina A, es necesario verificar su estructura a través de comparar el
espectro experimental y computacional del compuesto aislado seglin protocolo publicado

previamente (Nitsch-Velasquez, 2019), por lo que se plantea el presente proyecto. Teniendo como
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objetivo general verificar la estructura del farmacéforo de la Corozina A por herramientas de analisis
instrumental y computacional como siguiente fase del desarrollo de un acentuador de la actividad
antibidtica de aminoglicdsidos, y como objetivos especificos: i) Extraer y aislar la Corozina A de
inflorescencias masculinas de Attalea cohune segun protocolo previamente publicado, para su
analisis instrumental; ii) obtener los espectros experimentales de resonancia magnética nuclear
monodimiensional de protones (H-RMN) y bidimensional de carbono/hidrégeno (H/C-RMN)), infra-
rojo (FT-IR), espectrometria de masas de alta resolucion (HR-MS) y rotacion molar del extracto
correspondiente a Corozina A para analizar sus patrones de absorcion y asignar grupos funcionales
presentes y ausentes en la muestra; iii) Obtener los espectros modelados computacionalmente de
resonancia magnética nuclear monodimiensional de protones, infra-rojo, y rotacion molar de al
menos un candidato estructural de la Corozina A para analizar sus patrones de absorcion y relacionar
los grupos funcionales presentes y ausentes en la estructura propuesta (utilizando célculos ab initio
Density Functional Theory); iv) Comparar los espectros obtenidos experimentalmente y

computacionalmente, para verificar la estructura de la corozina A.

Como resultado principal se espera concluir cudl es la estructura de la Corozina A a través de verificar
su estructura, lo que abre puertas a continuar el desarrollo de quimica medicinal de este compuesto y

a avanzar hacia una potencial explotacion comercial de la palma Attalea cohune de manera sostenible.

4. Planteamiento del problema

El alcaloide Corozina A (Pubchem, 2020) fue aislado de la palma Attalea cohune, y mostr6 efectos
sinergisticos en combinacidn con la gentamicina contra la cepa de USA300 Staphylococcus aureus
Resistente a Meticilina (USA300-MRSA), reduciendo su actividad minima bactericida a 1/8. Sus
caracteristicas moleculares fueron elucidadas, conteniendo cinco anillos fusionados en una configu-
racion unica. Se logro definir la presencia de cinco anillos fusionados a través del analisis estructu-
ral asistido por computadora, a través de generar alrededor de 500 candidatos estructurales. Se re-
dujo a un o dos candidatos estructurales, definiendo el candidato estructural principal utilizando la
modelacién a nivel empirico utilizando la herramienta de Chemdraw®, (ver Figs. 1 y 2). Sin em-
bargo se requieren mas estudios computacionales de mayor grado de exactitud para verificar su es-

tructura (Nitsch-Velasquez, 2019).

10
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Debido a las caracteristicas espectroscopicas del compuesto, se requiere utilizar herramientas
computacionales para completar la asignacion estructural. Y para asegurar la asignacion del com-
puesto extraido, se debe re-aislar el compuesto y obtener los espectros experimentales respectivos
(espectros de resonancia Magnética Nuclear de protones y de carbono/protones, de infra-rojo con
transformada de Fourier, y de masas de alta resolucion, asi como la rotacion molar). Debido a que
varios de los equipos no estan disponibles para uso en Guatemala, se debe contar con la colaboracion

internacional para tales fines.

Figura No. 1. Espectros H-NMR y FT-IR, y principal candidato estructural de la Corozina A..
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Figura No. 2. Espectro H-NMR experimental y simulacion por DFT (VWN/Dz//VWN/Dz) del candi-
dato estructural secundario.
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5. Delimitacion en tiempo y espacio
5.1 Delimitacion en tiempo
El proyecto tuvo una duracion de 11 meses, de febrero a diciembre del 2022, con dos meses de ex-

tension a febrero 2023.

11
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5.2 Delimitacion espacial
El proyecto se realizd en los departamentos de Zacapa y Guatemala, la muestra fue colectada con

proveedor de Mercado Central de la ciudad de Guatemala.

6. Marco teorico

6.1.Resistencia bacteriana
La "era de los antimicrobianos" comenzé con la aparicion de la penicilina, el primer antibidtico en

el mercado (década de 1930). Esto provoco una revolucion en el sistema sanitario, porque

entonces las enfermedades infecciosas eran la primera causa de mortalidad. Esa revolucion también
beneficio a las industrias alimentaria y agricola. Desde entonces, los antibidticos produjeron una me-
calidad de vida, para las poblaciones que podian acceder a ellos. En los tltimos veinte afos, la
reduccion del coste de produccion de algunos farmacos gracias a las herramientas biotecnologicas
de su utilizacion. Durante casi medio siglo el escenario de tratamiento fue sencillo para un

conjunto de enfermedades infecciosas en humanos, animales y plantas. Sin embargo la presion evo-
lutiva que representd la administracion sistematica de antimicrobianos -junto con su involuntaria
involuntaria debido a diversas razones- ha ido produciendo cepas resistentes, también se conoce que
la evolucion de cepas resistentes es un proceso intrinseco en las bacterias, alin a concentraciones su-
bletales de antibioticos (Alanis, 2005; Rishton, 2008; Anderssen, 2010; Chanda, 2010; Nathan,
2015; CDC, 2017).

Los microbios evolucionaron diversificando sus estrategias de "caza": los mecanismos de resistencia
antimicrobiana que la humanidad debe dilucidar. La consolidacion de la era de la resistencia a los
antimicrobianos representa un paso atras respecto a la anterior victoria sobre las enfermedades infec-
ciosas, representando un serio impacto a la calidad de vida y a la economia de los paises, con un
costo estimado de hasta de USD700 millones anuales en EEUU (Alanis, 2005; Rishton, 2008; An-
derssen, 2010; Chanda, 2010; Nathan, 2015; CDC, 2017).

6.2. Bioprospeccion
Segun la OMS, la bioprospeccion "puede definirse como la busqueda sistematica de y desarrollo de

nuevas fuentes de genes, microorganismos, macroorganismos y otros productos valiosos de la natu-
raleza. Implica la busqueda de recursos genéticos y bioquimicos genéticos y bioquimicos econémi-

camente valiosos de la naturaleza" (OMS, 2017).
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6.3. Attalea cohune
La palma de corozo A. cohune (Mart.), ha sido parte intrinseca del patrimonio cultural mesoameri-
cano. En la palma cohune confluyen diferentes culturas y puntos de vista distintos: comunidades ma-
yas, colonos de Espafia e Inglaterra, antropdlogos, arquedlogos bidlogos, empresas internacionales y
organizaciones no gubernamentales se han ocupado de los bosques de palma cohune. La especie
tiene caracteristicas atractivas que promueven su cultivo: resistencia al fuego, polinizacion por abe-
jas, florece todo el afo, se adapta a diferentes ambientes, siempre y cuando haya condiciones de hu-
medad y drenaje, tolerancia a la sombra y potencial de produccién de varios productos tradicionales
y no tradicionales. En general, dichas entidades perciben que A. cohune tiene el potencial de ser méas
rentable, pero las propiedades clave explotables -o los medios para explotar estas propiedades-, han
sido algo esquivos. Es un arbol con multiples aplicaciones, y hasta la fecha es especialmente valioso
en el extremo del espectro socioecondmico en varias areas que estan parcialmente o no estan urbani-
zadas en absoluto. La palma cohune sigue siendo interesante desde diferentes perspectivas. Es una
de las especies que podria incorporarse plenamente al marco de la bioprospeccion, en la zona que

corresponde a las tierras bajas del Imperio Maya prehispénico.

6.4. Elucidacion estructural con herramientas experimentales
A continuacion se describe brevemente cada una de las técnicas de anélisis instrumental avanzado a

utilizar en el proyecto.

6.4.1. Espectrometria de masas de alta resolucién (HR-MS, por sus siglas en inglés)

HR-MS mide la relacién masa y carga (m/z) de las sustancias inyectadas al detector, también puede
determinarse el patron de fragmentacion de cada compuesto, permitiendo identificacion de los mis-
mos si sus masas moleculares y patrones de fragmentacion ya estan publicados. Requiere una con-
centracion de muestra a partir de los ppm hasta 10mg/mL. El detector puede ser acoplado a técnicas
de separacion como cromatografia de gases o cromatografia liquida, permitiendo identificar y cuan-

tificar cada compuesto (Niessen y Honing, 2015).

6.4.2. Resonancia magnética nuclear mono y bidimensional (H-RMN y H/C-RMN)

RMN mide la absorcion de radiofrecuencias de los atomos de 1H y 13C expuestos a un campo mag-
nético. El patron de absorcion estd directamente relacionado con la estructura y cantidad de 4tomos,

éste se representa como intensidad en funcion del corrimiento quimico delta (d, medido en ppm).
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Las técnicas tradicionales de NMR requieren al menos 10 mg de muestra al 95% de pureza. El ana-
lisis de los valores de corrimiento quimico y de las constantes de acoplamiento pueden rendir la es-
tructura quimica. Los experimentos en dos dimensiones de H/C brindan mayor informacion de la

conectividad de los enlaces (Cid y Bravo, 2015). Estas propiedades también pueden calcularse con

métodos de quimica cuantica, (Wang et al., 2001, Jain et al., 2009).

6.4.3. Espectroscopia vibracional en infra rojo por Transformada de Fourier (FT-IR, por sus
siglas en inglés)

La FT-IRVS mide la energia de absorcion asociada a diferentes niveles y modos vibracionales de
una molécula, en este caso una molécula organica. Los grupos funcionales absorben energia a ni-
meros de onda especificas en la region infra-roja del espectro de radiacion electromagnética. Los
datos se pueden presentar como un espectro de absorcion, graficando intensidad de transmitancia en
funcion de nimero de onda, o en otras unidades seglin sea conveniente para su analisis. Los patro-
nes de absorcion de un espectro pueden asociarse a caracteristicas estructurales especificas (como
presencia de alcoholes, aminas, grupos aromaticos sustituidos, entre muchos otros) (Cid y Bravo,

2015).. Estas propiedades también pueden calcularse con métodos de quimica cuéntica (Halls y Sch-

legel, 2009).

6.4.4. Rotaciéon molar

Los compuestos quirales interaccionan diferencialmente con el plano de luz polarizada, la cual se
mide como el angulo que gira tal plano, después que el haz de luz polarizada ha atravesado una celda
de determinado tamafio, con la muestra disuelta en un solvente aquiral. El signo de tal rotacion (po-
sitivo o negativo) es una propiedad intrinseca del compuesto y es ttil para identificar otros isomeros
(Cid y Bravo, 2015). Esta propiedad también pueden calcularse con métodos de quimica cuantica
(Autschbach et al., 2010). En la seccion apéndice B se encuentra un protocolo experimental para la

determinacion experimental de la rotacion molar.

6.4.5. Modelado computacional: 45 initio y Chemdraw ®

La geometria y propiedades espectroscopicas de una molécula pueden ser calculadas aplicando mé-
todos de quimica cuantica, también llamados ab initio por ser el nivel mas alto de precision de

calculo. Una de las teorias mas comunmente utilizadas en el modelaje es la Density Functional
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Theory, basado en la densidad electrénica y no con la funcion de onda de varios cuerpos. La preci-
sion del calculo depende de la calidad de las condiciones del mismo, las cuales son descritas por los
orbitales de referencia, que son representadas por las funciones matematicas basis sets y por el fun-
cional, que define como los términos de interaccion e intercambio electronico, energia cinética-entre
otros-, seran calculados. Primero se optimiza la geometria molecular y luego se calculan las propie-

dades de interés.

Cabe mencionar que a mayor precision del calculo se requiere mas capacidad y mas tiempo de
codmputo, por lo que la combinacion de funciona/basis set debe ser un balance entre calidad y costo
computacional por ejemplo de la condicion de funcional/basis set: B3LYP/aug-cc-pVDZ, las cuales

pueden seleccionarse de la litetratura (Autschbach et al., 2010; Engel, 2006).

7. Estado del arte

7.1. Efectos sinergisticos de productos naturales con antibioticos disponibles comercialmente.
El analisis de los PN ha dado lugar a una gran variedad de farmacos. Por ejemplo, el 48% del total

de los medicamentos aprobados entre 1981-2010 en el mercado mundial eran derivados de

naturales, y el 47% de los farmacos anti-infecciosos aprobados por la FDA eran productos naturales
o estaban estructuralmente relacionados con ellos. Pero la investigacion financiada por farmacéuticas
en el area de nuevos antibidticos también se ha visto desacelerado. OMS ha buscado estimular la

investigacion en estas areas (Beutler, 2009; Newman y Cragg, 2012).

7.2. Corozina A
El compuesto corozina A es una nueva entidad molecular (Fig. 3), la dereplicacion fue exhaustiva-

mente analizada concluyendo que no existia un compuesto que tuviera la masa molecular: y las pro-
piedades espectroscopicas observadas (Ver Figs. 1y 2), con una férmula molecular: con error de
0.1 mDa (interpretado como asignacion definitiva de la masa molecular). Aplicando el enfoque de
elucidacion estructural computacionalmente asistida, se determin6 que este alcaloide contiene cinco
anillos fusionados también son los primeros en reportarse en tal configuracion. El candidato estruc-
tural fue determinado con métodos de modelado empirico y aun falta que sea modelado por condi-

ciones de calculos ab initio.
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Figura No. 3. Estructura propuesta de la corozina A.

Nombre IUPAC: (E)-13-etill-1,5-dimetil-1,2,7,8,9,10-hexahidro-5H-7,11-(azeno)-3,6-(etanooxyme-
teno)ciclobuta[3,4]pirrolo[ 1,2-a]Jazonina. Elaboracion propia, basado en Nitsch-Velasquez (2019).

7.3. Elucidacion estructural computacionalmente asistida con sinergia de calculos DFT
(CASE, por sus siglas en inglés)

Se basa en la solucion de problemas de forma inversa utilizando datos empiricos, en breve consiste
en generar un nimero de posibles soluciones o candidatos estructurales y luego seleccionar el mas
probable a través de agregar més parametros de seleccion. Usualmente requiere patrones de frag-
mentacion y desplazamientos quimicos experimentales y una base de datos que comprenda diversos
motivos estructurales. Un ejemplo de CASE algoritmos es el ACD/Structure elucidator. CASE ha
sido principalmente utilizado para elucidacion estructural de nuevos productos naturales y sus deri-
vados. Existen dos fuentes de error en la asignacion CASE, la estructura correcta se encuentra entre
las primeras opciones pero con desviacion de los valores de desplazamiento quimico (ppm), o bien la
estructura real se encuentra entre las primeras opciones junto con otras estructuras con similar des-
viacion, por lo que no es evidente la seleccion de un candidato estructural final. Esto estd asociado a
la base de datos experimentales, por ejemplo el caso de nuevos motivos moleculares, y a la similitud
estructural de los compuestos propuestos, como el caso de los diasterémeros, entre otros. Para afinar
esta informacion se utilizan célculos de mecanica cuantica de mayor precision como lo son los méto-
dos de Density Functional Theory (DFT). Las condiciones de calculo de NMR han sido optimizadas
para varios productos naturales, con el error minimo de 0.1 ppm para protones y menos de 2 ppm
para carbonos. Los calculos DFT consumen mas tiempo que la busqueda y comparacion de datos
empiricos en una base de datos, por lo que esta es la fase final del proceso de elucidacion estructural

(Williams et al., 2008; Elyashberg et al., 2013; Buevich y Elyashberg, 2016).

7.3.1. Software para calculos ab initio: Amsterdam Density Functional (ADF)
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El Amsterdam Modeling Suit es utilizado tanto en la industria como en la academia a nivel interna-
cional, practicamente en todas las areas de quimica, ciencia de los materiales e ingenieria. Este soft-
ware permite simular, predecir y comprender espectra de RMN, vibracionales, y de actividad optica
como el dicroismo circular y la rotacion dptica. Permite trabajar con moléculas pequefias (500 Da o
menos) a nivel de quimica quantica y con proteinas con métodos semi-empiricos (ADF, 2017; Velde
et al., 2001).

Mientras que Chemdraw es un programa que predice espectros de NMR de protones y de carbono de
moléculas orgénicas, basado en analisis de datos empiricos. Con un considerable reducido costo de

calculo pero también baja precision (PerkinElmer, 2021).

8. Objetivos (generales y especificos aprobados en la propuesta)

General:

Verificar la estructura del farmacéforo de la Corozina A por herramientas de analisis instrumental
y computacional para avanzar a la siguiente fase del desarrollo de un acentuador de la actividad

antibiotica de aminoglicosidos.
Especificos:

e Extraer y aislar la Corozina A de inflorescencias masculinas de Attalea cohune para su

analisis estructural aplicando quimica analitica instrumental avanzada.

e Obtener los espectros experimentales de resonancia magnética nuclear monodimiensional
de protones (H-RMN) y bidimensional de carbono/hidrogeno (H/C-RMN), infra-rojo (FT-
IR), espectrometria de masas de alta resolucion (HR-MS) y rotacion molar del extracto
correspondiente a Corozina A para analizar sus patrones de absorcion y asignar grupos

funcionales presentes y ausentes en la muestra.

e Obtener los espectros modelados computacionalmente de resonancia magnética nuclear
monodimiensional de protones, infra-rojo, y rotacion molar de al menos un candidato
estructural de la Corozina A para analizar sus patrones de absorcion y relacionar los grupos

funcionales presentes y ausentes en la estructura propuesta.
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e Comparar los espectros obtenidos experimentalmente y computacionalmente, para

verificar la estructura de la corozina A.

9. Hipadtesis
La estructura de la Corozina A contiene cinco anillos fusionados en su estructura quimica, corres-

pondiendo a la estructura propuesta por Nitsch (2019):

La estructura de la Corozina A puede ser verificada a través de andlisis quimico instrumental avan-

zado y modelado computacional de alto rendimiento de sus propiedades espectroscopicas.

10. Materiales y métodos
10.1. Enfoque de la investigacion
El enfoque de este estudio es cualitativo ya que se determinard la estructura quimica de un

compuesto a partir de datos obtenidos experimental y computacionalmente.

10.2. Meétodos

La colecta de informacion tiene tres componentes principales: a) analisis experimental del extracto de
corozo y b) andlisis computacional del candidato estructural principal de la corozina A y ¢)

comparacion de datos experimentales y computacionales.
10.2.1. Analisis experimental del extracto de corozo

a. Reactivos y sustancias quimicas:

Etanol 95% grado industrial (Quimiprova), Acetato de etilo (Quimiprova), Acetona (Quimiprova),

metanol (Lafimarq)

b. Colecta de muestra e identificacién botanica

Se seleccionod el Mercado Central de la ciudad de Guatemala. Se colectaron dos bracteas de corozo
que maduras, segin apreciacion del vendedor. Se identificaron botdnicamente por Dra. Sara Ba-
rrios, especialista en Botéanica.

c. Extraccion de corozina A
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Método A: Se extrajo corozina A por el protocolo desarrollado por Nitsch-Velasquez (2019). En
breve, se separaron las inflorescencias del tallo, se maceraron por una semana en etanol 95% por
1.5kg de flores de corozo. Seguidamente, la mezcla se llevo a ebullicién por 30min y se filtré con
tela de algodon triple. El filtrado se evapord por ebullicion a presion atmosférica. Se colecto el
sobrenadante amarillo.

Método B: Se macer6 por una semana el material vegetal en tres galones de acetato de etilo por
1.5kg de material vegetal. Se decant el solvente y evaporo, el material vegetal desgrasado fue
macerado por una semana con 2 galones acetona por 1.5kg material vegetal. El extracto acetdnico
fue evaporado a sequedad y fraccionado con los siguientes solventes: acetato de etilo, acetona,
etanol, metanol, lavando el extracto dos veces con aproximadamente 250mL de cada solvente
caliente. Se separd cada fraccion de 250 mL, seleccionando la sub-fraccion que fuera amarilla

traslicida y precipitara conforme se evaporaba el solvente.

d. Analisis instrumental

La naturaleza de los extractos de corozina A generados fue verificada por espectroscopia IR
(JASCO). Por primera vez se determino la actividad dptica de la corozina A, utilizando un Polari-
metro Ajanta AEI-110-A, media sombra, celda de vidrio 20 cm longitud, lampara de sodio,

linea D de sodio (PERA). Se utilizo el espectro de resonancia magnética nuclear de protones de una
dimension ('"H-NMR) y de espectrometria de masas de alta resolucion (Cid y Bravo, 2015; Niessen y
Honing, 2015) realizados en 2016 en la Universidad Estatal de Buffalo, Nueva York, previamente
publicados. El andlisis se realiz6 segun lo desarrollado en Nitsch-Velasquez (2019). No se logré
obtener el espectro bidimensional 'H/'*C-NMR.

e. Analisis microbioldgico

La actividad antimicrobiana del extracto fue analizada como actividad microbicida contra por

laboratorio BIOLAB para asi continuar con la verificacion de la naturaleza del extracto.

10.2.2. Analisis computacional del candidato estructural principal de la corozina A
Se modeld computacionalmente los espectros de la estructura actual de Corozina A y otros
candidatos estructurales tanto propuestos en Nitsch-Velasquez (2019) como derivados del analisis de

datos durante este estudio y las propiedades espectroscopicas IR, IH-RMN, y actividad optica. Se
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utilizaron calculos ab initio de Density Functional Theory (DFT) a nivel de teoria de utilizando el
software Amsterdam Density Functional, ASM version 2022.103, revision r104886 fix2022 (2022-
06-19), para x86_64 darwin_intel openmpi (ADF, 2017, Velde et al., 2001, Autschbach et al,
2010). Para las simulacion en condiciones empiricas se utilizé el modulo de prediccion de 1H-RMN
del programa ChemDraw®.

Las condiciones de computo seleccionadas fueron las méas econdémicas en tiempo de computo. Por la
cantidad de tiempo que se requiere para realizar la simulacion en condiciones con funcionales hibri-
dos y basis sets aumentados, se seleccionaron las condiciones Dz/LDA//Dz/LDA para la optimiza-

cion de la geometria estructural y la simulacion de los espectros de 'H-NMR e IR.

10.2.3. Revision de la asignacion de la estructura de la Corozina A aplicando herramientas de eluci-
dacion estructural asistida computacionalmente

Se compararon los datos obtenidos experimentalmente y los modelados computacionalmente para

los candidatos estructurales de la Corozina A seleccionados. Entre los pardmetros de comparacion

estuvieron: los valores de absorcion maxima de los espectros asi como analisis de tendencia de los

espectros de IR. (Wang et al., 2001; Jain et al., 2009; Williams et al., 2008; Elyashberg et al., 2013;

Buevich y Elyashberg, 2016). Las simulaciones fueron almacenadas en: https://drive.goo-

gle.com/drive/folders/1rYvTZhccWajl9RmIIHFbEMHmMqgY WCV0As?usp=sharing

10.2.4. Revision bibliogrdfica de uso de frutos y flores de palmas.

Se utiliz6 la maquina de buscador de datos especializada Scifinder via apoyo de UB-Chem y su bi-
blioteca digital. Se ingresaron las siguientes palabras clave: palm, fruit, flowers, utilization, compo-

sition.
11. Resultados y discusion

11.1. Extraccion de corozina A

11.1.1. Extraccién método A

Material vegetal extraido con etanol: 0.8 g de fraccion de corozina A. Después de separacion se ob-
tuvo alrededor de 0.15 g de presumiblemente corozina A. Se almacend en microviales &mbar de po-

liestireno.
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11.1.2. Extracciéon método B:

La fraccion 13 del extracto acetdnico consistid en una solucion acuosa amarillenta. Se evaporo y re-
disolvid en etanol. El liquido era de color amarillo, similar al observado para la corozina A. El pre-

cipitado remanente, de color blanco se lavo con acetato de etilo, etanol, metanol. Finalmente se redi-
solvio en una mezcla de metanol-agua 1:1 para intentar recristalizacion.

Muestra: color amarillo, con tendencia a formar precipitado blanco al saturar su concentracion en

solucion etandlica. Masa aproximada: 0.3 g.

11.1.3. Rendimiento de extraccion y actividad antimicrobiana

Se obtuvo un rendimiento similar a lo publicado anteriormente para el método A (Nitsch-Velasquez,
2019), y para el método B se logr6 obtener casi el doble de rendimiento. Es probable que este pro-
ceso pueda optimizarse aun mas. El compuesto obtenido no presentd actividad antimicrobiana per

se, hallazgo similar a lo reportado por Nitsch-Velasquez (2019).

11.2. Avances en la elucidacion estructural de la corozina A

11.2.1. Optimizacion de la geometria molecular de Corozina A y otros candidatos estructurales

Se inicid con una propuesta estructural, a la que se le llamé Corozina A1 correspondiente con el can-
didato estructural #449 (CE#449, Figs. 4 y 5), cuya estructura se presenta mas abajo, se considera-
ron otros candidatos estructurales. Noétese que la principal diferencia es que CE#48b contiene dos
pentaciclos (5C+5C=10C) adicionales al pirrol y CE#449 contiene un ciclobutano y un hexaciclo
(4C+6C=10C). EI CE#48b contiene una tension de anillo que reduce su estabilidad y posibilidad
como candidato estructural, sin embargo si reproduce las tendencias de los espectros IR y 'H-NMR

experimentales (Figs. 6 y 10).
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11.2.2. Espectro IR

El espectro IR obtenido para la muestra extraida en este estudio coincide completamente con el es-
pectro obtenido previamente para la corozina A, por lo que puede decirse que se extrajo un com-
puesto ya fuera altamente similar en su estructura o el mismo compuesto. El espectro IR del consi-
derado mejor candidato estructural (CE#449) coincide en la tendencia de bandas de absorcion de los
obtenidos experimentalmente (presentado como %transmitancia en el espectro). Anteriormente se
habia simulado un cromoforo también pentaciclico pero con mayor tension del anillo que también
coincidia con los espectros experimentales, sin embargo la simulacion realizada en este estudio utili-
zando al CE#449 presenta una mayor coincidencia. Dadas las pequefias variaciones entre estos can-
didatos estructurales, puede decirse que el cromdforo mostrado en la siguiente figura (Fig. 6) da ori-

gen a las principales bandas de IR.

Figura No. 4. Cromoforo de corozina A.
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Figura No. 5. Estructuras de candidatos estructurales mas probables de corozina A.

A) CE#48b, publicado previamente, Nitsch-Velasquez (2019).

C) CE#449 con etanol como solvente explicito

y estructura con el solvente explicito removido.
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Figura No. 6. Espectros IR obtenidos experimentalmente de la sustancia llamada Corozina A y los
modelados computacionalmente de sus candidatos estructurales CD#48b y CD#449 utilizando DFT.
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Cont. Figura No. 6

Espectros IR obtenidos experimentalmente de la sustancia llamada Corozina A y los modelados

computacionalmente de sus candidatos estructurales CD#48b y CD#449 utilizando DFT.

C) Espectro IR obtenido experimentalmente de la muestra pura de la fraccion de Corozina A.
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11.2.3. Espectrometria 'H-NMR

El analisis de bandas por Chemdraw contribuy¢ a verificar la presencia de los pentaciclos debido a
que representan la mejor coincidencia en los patrones de banda de 1H-NMR y seleccionar CE com-

plementarios. El analisis se presenta en la Figs. 7a 9.

Las posiciones del grupo etilo en el area del vinil éter de la corozina A presentd bandas en areas di-
ferentes conforme se vari6 la posicion de este grupo. Cabe mencionar que el CE#449 present? la
mayor coincidencia en el patron espectral, y también se observo que los efectos del solvente causan
diferencias en la asignacion de cada banda. Debera considerarse realizar mas célculos a un mayor
nivel de teoria y también utilizando dinamica molecular. En caso estas variaciones no sean un arte-
facto de los célculos, los efectos del solvente podrian explicar parte de las bandas observadas experi-

mentalmente.

Figura No. 7. Puntos de variacion estructural de la corozina A propuestos para exploracion por mo-
delos de ChemDraw®.
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Figura No. 8. Exploracion de variaciones estructurales de la Corozina A propuestas para andlisis
por modelos de 1H-HNMR empiricos obtenidos con ChemDraw ®.
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Figura No. 9. Exploracion de variaciones estructurales de la Corozina A propuestas para andlisis
por modelos de 1H-HNMR empiricos obtenidos con ChemDraw ®.
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Después de analizar la coincidencia a nivel empirico se seleccionaron al CE#449 y al CE#450 para
modelado con DFT, Fig. 10. Se optimizo6 la estructura en fase gaseosa y luego se realizd el mode-
lado computacional de los espectros IR y IH-NMR al mismo nivel de teoria. El espectro IR coin-
cide mejor que el CE#48b (reportado por Nitsch-Veldsquez, 2019). Al comparar los espectros 1H-
NMR se determin6 que la estructura mas probable tanto por similitud del patrén de bandas como por
estabilidad del sistema conjugado era el CE#449.

Figura No. 10. Exploracion de la posicion del proton en carbonos terciarios del hexaciclo del cro-
moforo de Corozina A, CE#449 y CE#450.
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Debido a que es una estructura altamente rigida el espacio conformacional es reducido a las rotacio-
nes de metilos y etilos, y a ligeras variaciones conformacionales debidas a cambios en la orientacion
de los anillos. Para estudiar los cambios conformacionales de los anillos se tom6 como punto de ini-
cial la geometria molecular optimizada en fase gaseosa de CE#449, y se le agreg6 la primera esfera
de solvatacion explicita con etanol en una primera suposicion de la orientacion. Este sistema fue op-
timizado en fase gaseosa, implicando que algunas moléculas de etanol podrian escapar al espacio va-

cio, como se observa en la Fig. 11, a este sistema se le nombrd CE#449b. El espectro "H-NMR del
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CE#449b, Fig. 11 arriba, fue obtenido con el etanol sin deuterar por lo que existe una considerable
interferencia, sin embargo el fin de tal simulacion es ilustrar el proton del alcohol del metanol. Se-
guidamente, se consider6 la estructura de CE#449b optimizada y se removio el solvente explicito, lo
que rindio6 la estructura del compuesto de interés en una orientacion favorecida en disolucion con
etanol, se nombro a esta estructura desolvatada como CE#449¢. El espectro 'H-NMR de CE#449¢
se presenta en la Fig. 11 abajo. Y al compararlo con CE#449 (la cual fue optimizada en fase gaseosa
desde el inicio), las principales diferencias se observan en el corrimiento quimico de los protones
mas polarizados, es mas el conformero #449c¢ presenta intercambio de bandas, y el proton vinilico
aparece mas apantallado que el del proton del hexaciclo, Figs. 12 y 13. Cabe mencionar que el pa-
tron de 'H-NMR coincide en ambos casos con el observado experimentalmente, mejor que el

CE#48b.

Figura No. 11. Espectros de 'H-NMR de los conférmeros #CE449b (arriba) y #CE449c (abajo).
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Figura No. 12. Espectros de 'H-NMR de los conférmeros #CE449 y #CE449c.
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Figura No. 13. Asignacion preliminar de los espectros de 'H-NMR de los conformeros CE#449
(arriba) y CE#449c (abajo).

a) Conférmero CE#449

e il

g |* Ex
A
B e " |

MeOH MeOH

)

45 4 35 3 25 2 15 1 0.5 0
H - NMR Chemical Shift
Calculado DFT: LDA/DZ//LDA/DZ e Experimental reportado, Nitsch (2019)

b) Conformero CE#449c

S s |
|||.| r—‘—wmiﬂ\

MeOH MeOH

6 5 3 2 1 0
Calculado DFT: LDA/DZ// lDMD%JMR Chemical Shift Experimental reportado, Nitsch (2019)

31



Informe final proyecto de investigacion 2022
Direccion General de Investigacion —DIGI-

11.2.4. Espectro calculado de dicroismo circular optico y valor de actividad optica experimental
Una vez asignada la mayoria de las bandas de los espectros modelados, se procedi6 a modelar la
actividad optica del mejor candidato estructural, el cual fue CE#449, los resultados se muestran en la

Fig. 14. El valor de rotaciéon molar experimental de la corozina A se presenta en la Tabla 1.

Figura No. 14. Modelado computacional del espectro de dicroismo circular optico del candidato
estructural de Corozina A.

A) Estructura optimizada del EC#449 asignada a corozina A.

B) Espectro de dicroismo circular 6ptico calculado
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Tabla No. 1. Determinacion del angulo de rotacion de la muestra presuntamente corozina A.

A una concentracion de 0.04mg/mL de etanol 95% grado industrial. Promedio 199.7°=Y.

Promedio X=180.

Lectura Grados de giro | Grados de giro | Promedio
No. a la Derecha a la Izquierda
1 103..3 284.3 193.8
2 120.3 288.5 204.4
3 111.7 287.5 199.6

Determinacion de la rotacion especifica:

o= X-Y =180-199.3 =-19.3°

_ (=19.3grados) _ _ mL
[OL]D——Z Ameodg mL 241 grados * —*g

Comparacion con el espectro de dicroismo circular optico y rotacion molar experimental y calcu-
lada: Las transiciones que ocurren a menor energia dominan la respuesta de rotacion molar. Las
primeras dos transiciones modeladas para la estructura propuesta de corozina A tienen signo nega-
tivo, lo cual se toma como indicativo que su rotacion molar es negativa y que es probable que el

enantiomero modelado corresponda con el enantidémero en la solucion de la muestra analizada. La

rotacion molar calculada fue de: [a]p —259 grados * % * g (LDA/DZ//LDA/DZ), la cual coincide
en signo para la medicion realizada.

Cabe mencionar que dado que todas las propiedades fueron modeladas con condiciones computacio-
nales LDA/DZ, existen valores sobreestimados de las diversas transiciones electronicas, y del corri-
miento quimico, sin embargo el patron de los espectros coincide favorablemente hacia la estructura

propuesta (Malkina et al., 1996).
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11.3. Revision de literatura sobre el uso de flores y frutos de otras palmas
A continuacion se presenta una breve descripcion de los articulos revisados y presentados en las Ta-

blas 2 y 3. Se presentan organizados seglin la parte de la palma utilizada, cabe mencionar que no se
consideraron las semillas de las palmas como punto central, debido a que el enfoque del presente es-
tudio es hacia flores principalmente.
11.3.1. Flores
e En el estudio de Mardina et al. (2020) se evalu6 el extracto de metanol de las flores de Sphag-
neticola trilobata, incluyendo el cribado fitoquimico y antioxidante, mostrando la presencia de
alcaloides, flavonoides, fenoles, saponinas, esteroides. Se determind que puede ser una buena
fuente de antioxidantes. Pese a los resultados se recomienda realizar mas estudios sobre la

actividad antioxidante in vivo y la dosis letal de este extracto.
11.3.2. Frutos

e Se evaluaron las propiedades antioxidantes in vitro de los frutos inmaduros de la palma de
Palmyra, realizando un cribado fitoquimico cualitativo, contenido fendlico total y flavonoides;
encontrando que lo frutos inmaduros pueden ser considerados como una fuente potencial para
la identificacion de fitoquimicos farmacologicamente activos capaces de controlar el estrés
oxidativo. (Renuka et al., 2018).

e Se investigaron los alcaloides de diversas partes de la palma de nuez de betel, Areca Catechu
L. Se determinaron las propiedades fisicas, la presencia de alcaloides y el porcentaje de ren-
dimiento de extraccion de las hojas, frutos, y raices. Se encontrd que el extracto de hojas de
palma de betel es positivo para alcaloides y es una fuente para fines farmacéuticos (Villaflores
y Lipata, 2018).

e La palma Phoenix canariensis (C.) es una monocotiledonea, los fitoquimicos bioactivos de los
que se ha informado anteriormente de la especie son flavonoides, derivados fenolicos, mono-
sacaridos, esteroles y triterpenoides. En el estudio se informa sobre el aislamiento y la identi-
ficacion de un nuevo alcaloide cristalino del extracto de acetona de los frutos de hueso de P.

canariensis (Hammami et al., 2010).
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11.3.3. Hojas

Las hojas de palma aceitera fue utilizado como ingrediente activo para fabricar tres formula-
ciones de jabon sdlido antibacteriano, contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Se
btuvieron formulas que si bien cumplian los requisitos de calidad, no tenian propiedades de
inhibicion contra E. coli. Sin embargo, si inhibi6 el crecimiento de S. aureus (Febriani et al.,

2020).

11.3.4. Semillas

Se estudio el contenido fenodlico del extracto metanolico de las semillas de Caryota urens y su
actividad antioxidante, también se detecto la presencia de azucares, alcaloides, flavonoides,
terpenoides, taninos y saponinas, clasificandola como una planta con potencial medicinal y
que puede ser explotada como fuente de varios quimicos bioactivos y antioxidantes (Choud-
hary et al., 2022).

Areca catechu es una palmera de tamafio medio conocido por ser un descrita como un agente
terapéutico, investigaciones refieren que las semillas tiene actividad hipoglucémica y propie-
dades antioxidantes. El estudio revela que la flor tiene actividad antiinflamatoria en sus extrac-
tos metanolicos y acuosos, lo que puede deberse a la presencia de alcaloides glucosidos y

flavonoides. (Sarath et al., 2020).
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Tabla No. 2. Ejemplos de usos de frutos y flores de palmas.

canariensis

inmaduros

flabellifer de la palma

Sphagticola
trilobata (L.)

Aplicacion Refs.

Ornamental. Este arbol se utiliza
para plantaciones accesorias

cerca de las orillas de los rios y ~ Choudhary (2022).
jardines debido a su racimo de

frutos.
Medicinal Hammami (2010).
Medicina tradicional Renuka (2018).

Aplicacion medicinal para el tra-
tamiento de diversas enfermeda-
des, como mordeduras de ser-
piente, heridas, dolor de gar- Mardina (2020).
ganta, dolor de cabeza, resfriado,
fiebre, ulcera, varices, disfuncion
renal y amenorrea.

Utilizado como supresor del ape-
tito, digestivo y diurético; trata-
miento para el asma, la tos, la
dermatitis, los desmayos, glau-
coma, lombrices intestinales, le-

pray dolor de muelas.

Sarath (2020).
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Tabla No. 3. Ejemplos de la composicion quimica de flores y frutos de palmas.

Nombre Nombre Parte
No. Metabolito(s) Refs.
comun cientifico analizada
Carbohidratos, alcaloides,
Palma cola | Caryota flavonoides, terpenoides, Choudhary
1 Frutos ) ;
de pescado urens glucosidos cardiacos, tani- (2022).
nos, saponinas y quinonas.
Flavonoides, derivados
Palmera Phoenix fenolicos, monosacaridos, .
2 ) Frutos ) Hammami (2010)
canaria canariensis alcaloides, esteroles y
triterpenoides.
Alcaloides, flavonoides,
Frutos ; ;
Palma de Borassus | glucosidos, saponinas,
3 . inmaduros de . Renuka (2018)
Palmira flabellifer taninos, fitoesteroles,
la palma . .
triterpenoides y fenoles.
Alcaloides, flavonoides,
) Sphagticol ) )
Margarita P flg reod fenoles, saponinas, esteroi- )
4 ‘ trilobata Flores ‘ Mardina (2020).
de Singautr L) des y también una buena
fuente de antioxidantes

A través de la revision de literatura sobre el uso de extractos de palma se encontraron cuatro especies
con uso de medicina tradicional reportado (Tablas 2 ), y tres especies cuyos frutos han sido caracteri-
zados fitoquimicamente (Tablas 3), para las tres se reporta la presencia de alcaloides. No se encon-

traron reportes del uso de inflorescencias de palmas que no fueran de la palma de corozo. Por lo que
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no solo el estudio de las inflorescencias masculinas de la palma de corozo es innovador sino también

la biisqueda de su aprovechamiento ecoldgico y comercial.

11.4. Conclusiones y trabajo a futuro
Dado que el croméforo de Corozina A fue confirmado, se deberan realizar estudios de derivatizacion
para continuar explorando las propiedades farmacoldgicas del mismo. Se estudiardn otros extractos
derivados de la palma, y se continuaré desarrollando el algoritmo para la Elucidacion Estructural Asis-
tida por Computadora (CASE por sus siglas en inglés) de una manera innovadora, es decir aplicando

modelos completamente empiricos y calculos ab initio para explorar candidatos estructurales.

Las palmas poseen propiedades muy variadas y abundantes, desde la industria de alimentos y de lim-
pieza hasta el uso farmacologico, sin embargo es de notar que hace falta investigacion sobre el aisla-
miento de compuestos que pueden fungir como principios activos cuya aplicacion beneficie al ser
humano. En principio, todas las partes de una palma pueden llegar a ser aprovechadas comercialmente,
desde hojas, hasta flores y frutos; ya que se han reportado diversas bioactividades y usos tanto indus-
triales como artesanales atrae la atencion hacia indagar en como se puede aprovechar cada centimetro
de estas plantas. Sin embargo, no se debe dejar de lado lo que se ha descubierto en la actualidad y
aprovechar lo que nos ofrece la literatura, y a través de sus investigaciones seguir enriqueciendo nues-
tros conocimientos para asi realizar aplicaciones basadas en la informacion descubierta hoy dia. La
investigacion sobre aprovechamiento de las palmas, en especial A. cohune, puede llegar a rendir in-
novacion de productos, necesarios para generar fuentes de trabajo mientras se aprovecha de manera

sostenible recursos con los que ya cuenta el pais.
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13. Apéndice
Apéndice A: Fotografias e imdgenes complementarias

Adicional a las figuras presentadas en la seccion de Resultados y discusion, se incluyen fotografias

del proceso.

Figura No. 15. Bractea de A. cohune, longitud aproximada de 1.2m. Créditos: Lucia Nitsch. Guate-
mala.

Figura No. 16. Inflorescencias de A. cohune dentro de la brdactea. . Créditos: Lucia Nitsch. Guate-
mala.
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Figura No. 17. Inflorescencias masculinas y femeninas de la palma de corozo A. cohune dentro de
la bractea. . Créditos: Lucia Nitsch. Guatemala.

Figura No. 18. Inflorescencias masculinas y femeninas de la palma de corozo A. cohune. . Créditos:
Lucia Nitsch. Guatemala.
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Figura No. 19. Inflorescencias masculinas de corozo extraidas con acetato de etilo. Sistema de fil-
tracion. Método A. . Créditos: Lucia Nitsch. Guatemala.

Figura No. 20. Extracto etandlico de inflorescencias masculinas de corozo, fraccion de corozina A.
Meétodo A. . Créditos: Lucia Nitsch. Guatemala.

Figura No. 21. Extractos acetonicos de las inflorescencias masculinas de corozo. Notese el color
amarillo caracteristico de corozina A. Método B. . Créditos: Lucia Nitsch. Guatemala.
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Figura No. 22. Proceso de extraccion de corozina A y comparacion de espectros experimentales. .
Créditos: Lucia Nitsch. Guatemala.
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Figura No. 23. Comparacion de espectros IR experimental y modelado computacionalmente en este
estudio para el candidato estructural CE#449. . Créditos: Lucia Nitsch. Guatemala. Modelado
computacional utilizando el software ADF adquirido con el presente proyecto.
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Figura No. 24. Comparacion de espectros 1H-NMR experimental y modelados computacionalmente
en este estudio para el candidato estructural CE#449. . Créditos: Lucia Nitsch. Guatemala. Mode-
lado computacional utilizando el software ADF adquirido con el presente proyecto.
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Apéndice B: Protocolo para la determinacion de rotacion molar
Objetivo:

Determinar la rotacion especifica de la solucion de corozina A utilizando el polarimetro de media
sombra de Laurent, marca Ajanta.
Formula de rotacion especifica de la solucion de la muestra a utilizar
El angulo de rotacion producido por cualquier sustancia dpticamente activa depende de los siguien-
tes factores:
e ¢l espesor de la sustancia
e la concentracion de la solucion (g/mL)
e la temperatura
¢ lalongitud de onda de la luz utilizada
La actividad Optica de una sustancia se mide por su rotacién especifica (o poder rotatorio especifico).
La unidad de rotacion especifica es grado/(decimetro) x (gm/cm?).
La rotacion especifica de la solucion de azucar se determina mediante la formula
[alp=a/LC (Ecuacion No. 1)
Donde:
o = rotacion producida en grados,
L = longitud del tubo en decimetros (1decimetro = 10 cm)
C = concentracion de la sustancia activa en g/ cm? en la solucion.
La unidad de rotacion especifica es grado/(decimetro) x (g/cm?).
Polarimetro:
En el polarimetro de media sombra de Laurent se mide el angulo de un rayo de luz polarizado plano.
En esta disposicion experimental, utilizar una fuente de luz extendida monocromatica (lampara de
sodio con su linea D, de longitud de onda 589 nm). Una lente convexa permite que los haces de luz
sea paralelos y la redirige al prisma de Nicol o polarizador. Conforme la luz pasa a través del prisma
Nicol se convierte en luz plana-polarizada. Ademas, esta luz plana-polarizada pasa a través de la
placa de media sombra de Laurent y entra en el tubo que contiene la solucion con la muestra. La luz
plana-polarizada se transmite a través de un segundo prisma de Nicol o analizador. Este analizador
es giratorio, se debe girar para que la luz plana-polarizada que se propaga a través del liquido llegue

a al 0jo. Anotar esta rotacion en grados con la ayuda del vernier del polarimetro.
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Procedimiento

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Preparar primero una solucion de la muestra. El solvente debe ser aquiral.

Limpiar el tubo de vidrio por ambos lados y llenarlo primero con agua destilada o el solvente
utilizado. Debe estar libre de polvo y burbujas.

Colocar el tubo en el marco y encender la lampara de sodio. Observar a través del analizador
(ocular conectado con la escala giratoria).

Se observaran dos porciones iguales de oscuridad y luminosidad, las cuales se pueden inter-
cambiar después de girar el analizador.

Girar el analizador, primero en el sentido de las agujas del reloj y luego en sentido contrario.
Girarlo hasta que el campo de vision circular se vuelva brillante.

Anotar estas lecturas.

Obtener al menos tres lecturas para cada lado.

Calcular la media de las lecturas de las dos direcciones por separado. La media del solvente es
el valor X.

Sacar el solvente de la celda y colocar la muestra.

10) Colocar en el mismo marco.

11) Repetir el procedimiento que realizado con el caso del agua destilada o solvente utilizado.

12) Anotar la primera lectura del analizador en el sentido de las agujas del reloj y en el sentido

contrario. De forma similar para el otro conjunto de lecturas. Calcular el promedio de la dife-

rencia de cada lado. Al promedio de la rotacion de la muestra se asigna a la variable Y.

13) La diferencia entre las lecturas del agua y de la solucion de la muestra da el valor de la rotacion

especifica: (X-Y)= rotaciéon de la muestra a.

14) Anotar la temperatura ambiente y la longitud del tubo utilizado en este experimento.

15) Calcular la rotacion especifica [o]p segiin ecuacion No. 1.

14. Aspectos éticos y legales (no aplica)

No aplica
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15. Vinculacion

e Se establecio colaboracion con el departamento de Quimica de la Universidad Estatal de Nueva
York en Buffalo, EEUU, via colaboracién con el Dr. Troy Wood.
e También se establecido comunicacion con el laboratorio de andlisis instrumental del TEC de la
Universidad Rafael Landivar, Campus Central, via Lic. Ricardo Montoya.
e Se establecid colaboracion con el Departamento de Investigacion y Desarrollo de la ONG Pro-
yectos Educativos Regionales de Autoayuda-PERA.
e Se estableci6 colaboracion con los laboratorios BIOLAB para estudios microbiologicos, como
servicios pagados de laboratorio externos, via Licda. Gabriela Penados.
15.1.Agradecimientos
Ing. Carlos Vargas, Director CUNZAC
Lic. Jimmy Vargas, Tesorero

Dr. Troy Wood, Profesor Asociado, UB-Chem
Lic. Ricardo Montoya, Universidad Rafael Landivar

16. Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

Se recibio invitacion para escribir un breve libro sobre el corozo por parte de la editorial , el cual esta
en preparacion, debido a que el contenido es producto de diferentes fuentes de financiamiento, se
indicara:

“Partes de este libro es producto del proyecto de investigacion: Aplicacion de herramientas de eluci-
dacion estructural computacionales empiricas y quimica cuantica para validacion estructural: revision
de estructura de Corozina A, avalado, aprobado y cofinanciado por el Fondo de Investigacion de la
Direccion General de Investigacion, el nombre de la unidad avaladora de la Universidad de San Carlos

de Guatemala, 2022, AP24CU y numero de partida 4.8.58.0.89”.

En las publicaciones en medios escritos y revistas cientificas debe anotarse lo siguiente: “Esta inves-
tigacion: Aplicacion de herramientas de elucidacion estructural computacionales empiricas y quimica
cudntica para validacion estructural: revision de estructura de Corozina A, fue cofinanciada por el
fondo de investigacion de la Direccion General de Investigacion Digi/USAC 2022, AP24CU y niimero
de partida 4.8.58.0.89”.
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16.1 Manuscrito de articulo a enviar a revista indexada,.
Se adjunta manuscrito de articulo en el siguiente drive: : https:/drive.google.com/drive/fol-

ders/1rYvTZhccWajl9RmIIHFb8MHmMqY WCVO0As?usp=sharing. Se planea enviar a Journal of

Food and Agricultural Chemistry, ACS, una vez el abstract para el respectivo congreso sea aceptado,

vide infra Sec. 16.2.

16.2. Aplicacion a congreso
Se envi6 el siguiente abstract para presentacion de poster al congreso ACS Fall 2023. En el abstract
se compila informacion de la investigacion realizada previamente y la de este proyecto. Pendiente de

aceptacion.

Towards the structure elucidation of an antibiotic adjuvant alkaloid Corozine A from corozo

palm (Attalea cohune) applying experimental and computational tools

Corozo palm-CP forests were cultivated by Mayan peoples in México and Central America. Its co-
conut oil is commercialized for cosmetic and gourmet markets with a limited expansion due to the
seed hardness. Natural products research on CP is scarce and needed to seek further sustainable ex-
ploitation of rainforest products. CP male inflorescences were targeted for extract analysis, they
may be a more tractable raw material. Inflorescences were macerated and boiled in ethanol. Super-
natant was collected, evaporated and resuspended in ethanol. The product purity was analyzed by
LC-MS and spectroscopic methods and tested for exchangeable protons by HR-MS/MS . The struc-
tural analysis was based on an initial structural candidates exploration with "H-NMR at empirical
level with Chemdraw(R). 'H-NMR, IR and optical activity for the best match candidate were further
analyzed with a basic computational modeling with DFT at DZ/LDA//DZ/LDA level of theory, in
gas phase. Antibiotic adjuvant activity was determined by checkerboard method (aminoglycosides,
MRSA-USA300). A compound was isolated with 95% purity, 0.03% extraction yield, 325.2271 Da,
C10H20N2020.3mDa. Exchangeable protons and aromatic hydrogens were not detected by any of
the applied techniques. No compound was found to match its features. Several structural candidates

were considered. Computational modeling of the main structural candidate yielded a good coinci-
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dence between modeled and experimental spectroscopic findings, including the sign of molar rota-
tion. Compound reduced to 1/8MIC-gentamicin at 9mg/mL. The isolated compound is a bioactive
new chemical entity called Corozine A, which proposed structure includes oxazonine, pyrrole and

pyridone cycles. Further investigation is ongoing.

Figura No. 25. Resumen grdfico enviado para presentacion al congreso de la American Chemical
Society, Otorio 2023.
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Figura No. 26. Envio de aplicacion a congreso de la American Chemical Society, Otorio 2023.
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17. Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS

Esta propuesta responde a varios objetivos de desarrollo sostenible (ODS): ODS#3 “Salud y bienes-
tar” puesto que el compuesto que se esta investigando presenta la capacidad de acentuar la actividad
antibidtica de aminoglicdsidos, lo cual puede llegar a evolucionar a productos farmacéuticos o bien
de uso desinfectante de superficies. Dado que se esta en la era de las bacterias resistentes, la acade-
mia estd respondiendo caracterizando compuestos que puedan contribuir a resolver un problema de
salud a nivel mundial. También se aporta al avance del ODS#15 “Vida de ecosistemas terrestres”,
el aporte especifico es el conocimiento sobre la estructura de un compuesto quimico que podria re-
presentar otra forma de explotar la palma Attalea cohune, contribuyendo al uso sostenible de bos-
ques. Con los datos generados se pueden disefiar estudios para evaluacion de su actividad acentua-

dora del efecto antibidtico a mayor escala, entre otros.

Ademas permite adquirir herramientas computacionales que pueden ser utilizadas en talleres locales
y regionales para estudios de quimica computacional, contribuyendo asi, a largo plazo, al ODS#4

“Educacion de calidad”.

La cultura Maya ancestral cultivo bosques de palma Attalea cohune siendo parte de su legado en el
bosque tropical de Guatemala. Estas masas forestales son sub-utilizadas, por lo que hallazgos cienti-
ficos sobre sus propiedades abren puertas a la diversificacion de su uso y explotacion comercial.
Este estudio verificd la estructura propuesta para la Corozina A como un paso adelante en el descu-
brimiento de aplicaciones de dicha palma, y contribuyendo a su potencial utilizacion como acentua-
dor de actividad antibidtica de aminoglicosidos. El estudio también pavimenta el camino hacia la
disminucién de la pobreza, ODS #1 “Hambre cero”. A largo plazo se espera poder desarrollar algin

producto comercializable derivado de la palma 4. cohune.

18. Orden de pago final (incluir unicamente al personal con contrato vigente)

Categoria (in- | Registro de Procede
Nombres y apellidos vestigador personal pago de mes Firma
/auxiliar) (Si/ No)

Lucia Nitsch-Velasquez Investigador 20210585 Si

Marta Espinoza Siramagua | Auxiliar de in- | 201847250 Si
vestigacion
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19. Declaracion del Coordinador(a) del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los
proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20, deja
constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha cumplido a
satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago

correspondiente.

Dra. Lucia Nitsch-Velasquez

Nombre del coordinador del proyecto de investigacion

Firma

Fecha: 16/02/2023

20. Aval del Director(a) del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de
investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de inves-
tigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe men-
sual de las actividades realizadas en el proyecto “Aplicacion de herramientas de elucidacion estruc-
tural computacionales empiricas y quimica cudntica para validacion estructural: revision de estruc-
tura de Corozina A” en mi calidad de Director del Instituto de Investigaciones del Cunzac (IICUN-
ZAC), Centro Universitario de Zacapa (Cunzac), mismo que ha sido revisado y cumple su ejecucion

de acuerdo a lo planificado.

Dr. Manuel Barrios /

/

Director del Instituto de Investigaciones del Cunzac
(IICUNZAC), Centro Universitario de Zacapa (Cunzac)

Ing. Carlos Vargas

Director del Instituto de Investigaciones del Cunzac
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Firma

Dr. Manuel Barrios
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21. Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. Nombre Coordinador(a) del Programa Uni-
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Firma
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Ing. Agr. MARN Julio Rufino Salazar
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mas Universitarios de Investigacion Firma
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