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1. RESUMEN

El siguiente trabajo de investigacion presenta los resultados del
aislamiento del material (biopolimero) altamente resistente a los ataques

quimicos degradativos presente en las plantas.

A través de esta investigacion, se logro separar un residuo de cada una de
las especies que fueron sometidas a estudio, siendo éstas la Ficus elastica y la
Turba canadiense, luego de realizar en ellas varios procesos de degradacion

quimica.

Se analizaron las hojas de Ficus elastica debido a las caracteristicas fisicas
que muestran (como su consistencia dura y resistencia que presentan a las
condiciones ambientales en las que se desarrolla la planta), mientras que la
Turba canadiense, fue analizada para obtener un medio de comparacion con los

resultados obtenidos de las hojas de Ficus elastica.

El residuo obtenido luego del proceso de separacion, fue sometido a un
andlisis estructural por medio de la técnica de Espectrometria de Masas con
Analizador de Tiempo de Vuelo con Desorcion/lonizacion de una Matriz
asistida  por Laser (MALDI-TOEMS, Matrix  Assisted Laser
Desorption/lIonization Time of Flight Mass Spectrometry). La primera parte
del andlisis se realizd por medio de una una unidad de Pirolisis acoplada a un

Cromatdgrafo de Gases (Py-CG), para determinar los principales grupos



funcionales que se pudieran detectar en los andlisis posteriores con MALDI.
Como resultado de estos analisis, se obtuvieron datos con los cuales se llegaron
a determinar los componentes estructurales del biopolimero altamente
resistente. Ademads, se presentan los principales grupos funcionales que se
lograron identificar mediante la técnica mencionada, siendo éstos los grupos

hidroxilo ((OH), carbonilo (-C=0) e hidrocarburos alifaticos de cadena larga.



2. INTRODUCCION

El estudio de la materia orgdnica sedimentaria y de sus constituyentes
principales ha llevado al descubrimiento de un grupo de materiales de origen
biolégico que son resistentes a los procesos quimicos de degradacion no
oxidativos tales como acetdlisis, hidrolisis basica e hidrolisis acida. Estos
compuestos han sido descritos y que éstas presentan en varios tipos de algas
aplicandoles el término general de algenanos, a esporas de polen en donde se
denominan esporopoleninas y en la cuticula de las plantas superiores llamados

cutanos y suberanos. (1, 2, 3)

El estudio realizado en esta investigacion se hace basandose en que las
plantas superiores presentan una capa denominada cuticula, que recubre la
epidermis de las mismas (principalmente en las hojas), en donde se ha visto
anteriormente que se concentra la mayoria del biopolimero estudiado debido a
que esta parte impide una pérdida considerable de agua, lo que le confiere a la
planta una mayor resistencia a las condiciones climdticas extremas. La cutina
de las plantas (componente principal de la cuticula) estd formada
principalmente de compuestos carbonados, esterificados de cadena larga de Cyy
a Cy similares a las ceras, lo cual le confiere su alta resistencia, y le brinda
proteccién a la hoja que es en donde se encuentra la mayor cantidad de cuticula

que la planta puede producir. (1, 2, 3)



El Palo de Hule, una planta ornamental originaria de la India y que se
encuentra ampliamente diseminada en Guatemala, presenta hojas grandes
cuyos restos secos pueden encontrarse en el horizonte O del suelo (parte mas
superficial del suelo en donde se encuentran las hojas y restos de material
vegetal) de las regiones en donde crece. El hecho que presente una apariencia y
textura dura, hace suponer la presencia de un tipo de material que le
proporciona resistencia al ataque de microorganismos y agentes quimicos que

pueden estar presentes en el suelo. (1, 2, 3,4)

De la misma manera, debido a que la Turba presenta en su composicion
quimica distintos materiales organicos provenientes de una previa degradaciéon
natural de restos vegetales, la hace motivo de analisis fisicoquimico para realizar

comparaciones estructurales del polimero que pueda estar presente. (1, 2, 3, 4)

En estudios cientificos realizados anteriormente, se han descubierto
estructuras quimicas de hidrocarburos, principalmente alifaticos de cadena
larga, observando generalmente una estabilidad alta, al ser sometidos al ataque
quimico y microbioldgico. Los estudios de la estructura quimica de este tipo de
polimeros resistentes, proponen una naturaleza altamente alifatica con
presencia de grupos funcionales que contienen oxigeno como los grupos
hidroxilo, éter, asi como carbonilo pudiéndose presentar como cetonas, ésteres

y/0 4cidos carboxilicos. (1, 2, 3, 4)



Los métodos quimicos utilizados en esta investigacion involucran técnicas
de degradacién. La degradacion quimica promueve principalmente, la
descomposicion estructural de la cuticula de las hojas por medio de Ia
extracciéon de hidrocarburos (material bituminoso) por medio de una
saponificacion y por ultimo una hidrolisis acida, que al final permite aislar el

material resistente. (4, 5, 6, 7)

La mayoria de los andlisis instrumentales con los que se han identificado
los grupos funcionales presentes en el biopolimero involucran la Pirolisis
acoplada a Cromatografia de Gases y a Espectrometria de Masas (Py-GC/ Py-
GCMS). La pirdlisis permite un mejor andlisis de las muestras, al degradar el
polimero en sus principales componentes estructurales. Otra técnica utilizada
es la de Espectrometria de Masas Moleculares de Ionizacion/ Desorcion
Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDITOF MS), que es un
importante método de ionizacion de compuestos no volatiles, y de alto peso

molecular. (9, 10, 12, 14, 15)



3. ANTECEDENTES

3.1 Descripcion botanica de la Ficus elastica

La Ficus elastica es una planta ornamental nativa de la India traida a
Guatemala, es utilizada como planta ornamental que crece principalmente en
parques y jardines. Es un arbol que tiene una altura promedio de 30 m, con
hojas verdes que presentan un borde amarillo y que por lo regular la raiz al

crecer sobresale del suelo. (1, 2)

Es conocida con el nombre comun de Palo de hule, crece por lo regular
en ambientes en donde el aire se mantiene calido y seco, como las regiones
comprendidas en los departamentos de Zacapa, Jalapa, Jutiapa y El Progreso.
Debido a las condiciones ambientales que presentan dichos departamentos y
por el tiempo prolongado que requiere para que las hojas se degraden, se espera
que en las hojas de esta planta se pueda llegar a desarrollar una buena
concentracion de cuticula, la cual le brinda resistencia y regula la pérdida del

agua dentro de ella. (1, 2)

3.2 Descripcion de la Turba

La Turba es la primera fase de descomposicion que sufre la materia
orgdnica constituida principalmente por restos de musgos y helechos los cuales
al ser depositados en el suelo son atacados primeramente por los

microorganismos que habitan el lugar para luego ser afectados por las



condiciones ambientales a las cuales se ve sometida. Es un material organico de
color pardo oscuro y rico en carbono. Estd formado por una masa esponjosa y
ligera en la que aun se aprecian los componentes vegetales que la originaron.
Tiene propiedades fisicas y quimicas variables en funcién de su origen. Se

emplea como combustible en la obtencion de abonos organicos. (1, 2, 3)

La formacion de Turba constituye la primera etapa del proceso por el que
la vegetacidn se transforma en carbon mineral. Se forma como resultado de la
putrefaccion y carbonizacién parciales de la vegetacion en el agua acida de las
turberas. La formacion de una turbera es relativamente lenta como
consecuencia de una escasa actividad microbiana, debida a la acidez del agua o
la baja concentracion de oxigeno. El paso de los aftos va produciendo una
acumulacion de Turba que puede alcanzar varios metros de espesor, a un ritmo

de crecimiento que se calcula de entre medio y diez centimetros cada cien afios.

(1,2,3)

La Turba se utiliza como abono orginico en jardineria y en el
mejoramiento de suelos debido a su capacidad de retencion de agua, la cual es
luego aprovechada al liberar iones hidronio, los cuales mantienen un pH 4cido
en el suelo, lo cual va a ser requerido dependiendo del cultivo o tipo de suelo a
modificar. En estado fresco puede alcanzar un 98% de humedad, pero una vez

desecada puede ser utilizada como combustible. Se produce principalmente en

Canada, Estados Unidos, Irlanda, Nueva Zelanda y Australia (3).



3.3 Investigaciones previas

Entre los afios comprendidos entre 1982 y 1989 Brunner and Honegger,
descubrieron que ciertos organismos vivos presentan en su estructura bioldgica,
algunos compuestos quimicos que permanecen intactos a los procesos de
degradacion no oxidativos, a los cuales son sometidos durante las
transformaciones sedimentarias. Estos procesos pueden ser simulados en el
laboratorio por medio de degradaciones enzimaticas y quimicas con las cuales se
ha podido determinar su alta resistencia a dichos ataques. Estas investigaciones
dieron como resultado el aislamiento e identificacion en diferentes organismos
de un material que es altamente resistente a ataques quimicos, bioquimicos y
microbiologicos, el cual es dejado luego de darse la descomposicion de restos
vegetales, principalmente de la celulosa y proteinas presentes en dichos restos.
Esto hace de este material una especie interesante de polimero organico que
presenta caracteristicas muy distintas a polimeros naturales encontrados como
la celulosa, los cuales no muestran la alta resistencia a la degradacion como lo

hace éste nuevo material polimérico. (4)

Se han logrado separar biopolimeros resistentes de diferentes especies de
organismos, como la Botryococcus braunii que es una alga en la cual la cuticula se
encuentra en una concentracion considerable baja en comparacion con la que
se presenta en las en las plantas superiores, debido a que las algas se mantienen
por lo regular en el agua y no tienen tanta necesidad de crear cuticula que les
regule la cantidad de agua en su sistema. También, se ha observado en

cianobacterias como la Schizothrix sp. la cual presenta la mayoria del biopolimero



en la pared celular al igual que los grupos de algas en los que se ha logrado
separar el biopolimero. El Citrus limon y el Lycopersicon esculentum también han
sido objeto de estudio en la determinacion y caracterizacion estructural de este

tipo de biopolimeros. (4, 5)

Entre las similitudes que se presentan en mayor proporcién, al hacer
comparaciones estructurales de las diferentes especies que han sido estudiadas,
estan las que se refieren a la presencia de hidrocarburos alifiticos de cadena
larga derivados de las ceras presenten en las plantas superiores, que pueden
presentar estructuras de entre 15 y 35 dtomos de Carbono, asi como
insaturaciones dentro de estas mismas cadenas, las que le confieren una mayor
resistencia a los ataques a los que son sometidos, principalmente de tipo

microbiano. (4, 5)

Se descubrio que la membrana cuticular es la encargada de cubrir la
pared celular mas externa de las células epidérmicas. Su composicion quimica
es variada, aunque dos son los componentes mds importantes: la cutina y las
ceras. El componente basico es la cutina, biopoliéster insoluble de elevado grado
de entrecruzamiento entre los acidos grasos hidroxilados de cadena larga que lo
componen, mientras las ceras, aparecen absorbidas dentro de dicho polimero
(intracuticulares) o depositadas en el exterior de la cuticula (epicuticulares).
Debido a su composicion quimica, que se refleja en su grado de cristalinidad, y
a la posibilidad de constituir sobre la superficie de la membrana cuticular una

pelicula que actuara como interfase entre la célula vegetal y el medio, las ceras



se destacan como la principal barrera protectora frente a pérdidas de agua por
transpiracion excesiva, accion de patdgenos, radiaciones solares y frente a

contaminantes. (6, 7)

La composicion quimica de las ceras cuticulares varia entre los distintos
grupos filogenéticos, e incluso dentro de los mismos grupos, especies,
individuos o entre los distintos estadios de crecimiento de un mismo individuo.
Los principales componentes quimicos de las ceras epicuticulares son los n-
alcanos, ésteres, alcoholes y acidos grasos de cadena larga (en las epicuticulares)
o corta (intracuticulares). La importancia de la composicion quimica de las
ceras epicuticulares radica en la estrecha relacion que existe con la morfologia y
ultraestructura de las mismas. De este modo, la presencia de unos u otros
componentes va a determinar la aparicion de estructuras de muy distintas
morfologias (hélices, tubulos, cintas, varillas o placas) ya sean de tipo cristalino
o amorfo. Asi, los hidrocarburos y alcoholes primarios cristalizan en forma de
placas, los alcoholes secundarios, cetonas y beta-dicetonas lo hacen como
tabulos, los aldehidos cristalizan en forma de varillas y los dioles como cintas.
Por el contrario, los triterpenoides, acil ésteres y estolidos dan lugar a

estructuras mayoritariamente amorfas. (6, 7)

La cristalinidad de las ceras epicuticulares puede verse fuertemente
alterada por el efecto directo o indirecto de los contaminantes ambientales tales
como el ozono, lluvia 4cida, o particulas de polvo ambientales. Estos efectos se

manifiestan en el denominado "envejecimiento", ya que se produce un paso de

10



estructuras mas o menos cristalinas, presentes en las hojas mdas jovenes, a
estructuras predominantemente amorfas. El envejecimiento prematuro que se
produce afecta a la permeabilidad de la cuticula vegetal y por tanto a la

fisiologia normal de la planta. (6, 7)

La composicion quimica de las ceras epicuticulares es la tipica de plantas
superiores, conteniendo n-alcanos, n-aldehidos, alcoholes primarios, 4cidos
alcanoicos y n-alquil ésteres, destacando como principal compuesto 10-
nonacosanol con una media del 95% de los alcoholes secundarios (compuestos
mayoritarios en este grupo). Las diferencias en composicion quimica de las
ceras epicuticulares de los diferentes grupos vegetales, es un reflejo de las rutas
biosintéticas utilizadas por sus células epidérmicas. El inicio de la ruta de
sintesis de los compuestos es el mismo para todos los grupos, reacciones de
elongacion a partir de un conjunto de moléculas aciladas que dan lugar a acidos
grasos homologos. Es a partir de aqui, donde se produce la bifurcacion entre
las rutas oxidativa y reductora. La primera es utilizada por coniferas y la ruta
reductora por la familia Ginkgoatae y las Angiospermas. De estas rutas
depende la composicion que puedan presentar los distintos tipos de plantas.
Las plantas que se prefieren para el estudio son las que se encuentran en
regiones en donde la temperatura ambiente es elevada, debido a que la cuticula
se ve mas desarrollada o se presenta en mayor cantidad al estar expuesta la
planta a condiciones ambientales drasticas, principalmente relacionadas con la

temperatura. (6, 7)
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Adicionalmente, en algunas de las especies quimicas separadas se
encuentran cadenas de hidrocarburos de tipo isoprenoide, derivadas
posiblemente del B-Caroteno, que es el compuesto que se ha observado como
fuente principal en la formacion del material resistente, partiendo de una

polimerizacion de tipo oxidativa. (6, 7)

Figura 3-1: -Caroteno

Estas configuraciones estructurales permiten tener un ordenamiento
espacial que le brindan resistencia al polimero luego de ser atacado por agentes
degradativos. Los hidrocarburos de cadena larga identificados en los estudios
realizados previamente (Berkaloff, et al, 1982; Brunner y Honegger, 1985; Nip,
1988; Glikson, et al, 1989) indican que en algunos casos pueden encontrarse
entrecruzamientos de tipo intermolecular por medio de enlaces éter,
brindandole rigidez a las moléculas. Ademads, se han detectado otros
constituyentes similares en los estudios realizados como la presencia de acidos
grasos poliénicos e hidrocarburos insaturados no isoprenoides. La caracteristica

principal es la formacién de dienos dentro de las cadenas carbonadas. (8, 9, 10)
Se ha descubierto que algunas de las cadenas carbonadas presentan

ademds, de insaturaciones en posicién cis (alquenos dentro de la cadena o

alquenos terminales), otros grupos funcionales como el grupo hidroxilo y el

12



grupo éster.  Estos grupos son protegidos estéricamente de los ataques
degradativos debido a la posicion que adoptan las cadenas de hidrocarburos,
ayudadas por el efecto que le confiere la posicién cis de los dobles enlaces
presentes, de manera que la molécula forma un tipo de barrera tridimensional
con las cadenas largas de hidrocarburos que son inertes a la mayoria de los
procesos a los que son sometidos. Las principales diferencias estructurales que
se han observado en los biopolimeros aislados, son las posiciones en que se
encuentran los grupos funcionales, principalmente las insaturaciones, los
grupos éter, éster e hidroxilo y mas importante que la posicion, el tamafo de la

cadena de hidrocarburo alifatica que puede presentar el biopolimero. (8, 9, 10,

11)

Figura 3-2: Posible estructura obtenida a partir de los grupos funcionales determinados en los
estudios realizados por Berkaloff, et al, 1982; Brunner y Honegger, 1985; Nip, 1988 y
Glikson, et al, 1989
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En lo que respecta a la Turba, existen algunos trabajos en los que se
identifican los compuestos principales de ésta y su transformacion con el
tiempo (Almendros et al. 1982). A través del analisis térmico de turberas
mediterrdneas espafolas, se detectaron niveles de carbohidratos entre 5.8 y
1.4% vy una proporcion de acidos himicos entre 73.6 y 35.5%. Son niveles
extremadamente bajos si se comparan con los establecidos por Bergner et al.
(1990), quienes propusieron un valor proximo al 21% de carbohidratos para
turbas suecas. Los trabajos de Gottlich et al. (1993) y Wieder y Starr (1998)
indican contenidos medios de bitumen (grasas, ceras y aceites solubles) del 5,2
al 9,5%, de celulosa y hemicelulosa del 54 al 58%, ambos grupos con tendencia
a disminuir con la profundidad, y del 30 al 37% de ligninas que aumentan con

la humificacion. (12)

En cuanto a los compuestos organicos minoritarios en la Turba, se han
identificado aminoacidos (derivados de albiminas y aminoazucares), hexosas y
pentosas, acidos carbonicos, acidos dicarbonicos e hidroxicarbénicos (Ekmann,
1981), fenoles y 4cidos fenolcarbonicos, derivados furanos de pentosas, diversos
compuestos heterociclicos con Nitrégeno, Hidrogeno o Azufre como dtomo
anular, ceras (compuestos neutros o ligeramente polares, entre ellos n-alcoholes
con 10 a 30 dtomos de Carbono C,,H4sOH y C30HgOH) y resinas fuertemente
polares (Luomala y Ketola, 1984). (12)

La degradacion de los restos vegetales que alcanzan la superficie del suelo

es uno de los procesos importantes en la evolucién y en el ciclo global del

14



Carbono. Los tejidos vegetales necroticos estan compuestos fundamentalmente
por celulosa, hemicelulosa, lignina y concentraciones relativamente altas de

lipidos, proteinas, taninos y biopolimeros alifaticos. (12)

Dentro de los compuestos poliméricos importantes que se pueden
presentar en las muestras de la Turba estan las Ligninas, que son un
constituyente importante de la madera en las plantas superiores. Esto puede
darse, debido a que la Turba estd compuesta de restos organicos en donde se
puede encontrar la madera, dependiendo del lugar en donde fue elaborada.
Dichos compuestos estin formados principalmente por tres alcoholes
precursores del polimero que son el alcohol p-cumarilico, el alcohol sinapilico y

el alcohol coniferilico. (13)

OH OH OH

OMe MeO OMe
OH OH OH

Alcohol Coniferilico Alcohol Sinapilico  Alcohol p-Cumarilico

Figura 3-3: Estructuras de los alcoholes que forman la base estructural de las ligninas.
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3.4 Proceso quimico degradativo

El proceso quimico de extraccion de hidrocarburos esta relacionado con
la separacion de éstos por medio de disolventes organicos para asegurar su
completa eliminacion, asi como también, la eliminacion de polisacaridos
presentes en las muestras. Esta parte ayuda a la fragmentacion de la paredes
celulares dejando expuesta la mayoria de los componentes que van a determinar
la composicion estructural del biopolimero, de tal manera que son separados
los compuestos bituminosos, el cual contiene el material lipidico (acidos grasos,

ceras, etc.) (13)

La saponificacion de las muestras provoca una disminucion en el nivel de
nitrégeno, debido a la hidrolisis y eliminacion de proteinas presentes en las

paredes celulares, con lo cual se permite una mejor separacion. (13)

Por ultimo, la hidrolisis acida permite separar a los hidrocarburos que
sean componentes estructurales importantes de las paredes celulares, luego de

llevar a cabo la hidrolisis basica. (13)

3.5 Técnicas Analiticas

La Espectrometria de Masas con Analizador de Tiempo de Vuelo con
Desorcion/lonizacién de una Matriz asistida por Laser (MALDITOEMS,

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry)

16



es la principal técnica analitica utilizada para el analisis espectrométrico de
biomoléculas grandes no volatiles, en particular, péptidos, proteinas,
oligosacaridos y oligonucléotidos. Los polimeros sintéticos de alto peso
molecular pueden ser estudiados con respecto a su espacio oligomérico,
distribucion del grupo terminal, distribucion del peso molecular y la

polidispersion en el espacio. (14, 15)

Los fragmentos de las moléculas analizadas se mezclan con una matriz de
naturaleza organica, permitiendo que la luz del ldser sea absorbida de forma mas
eficiente y mostrando espectros con una mayor intensidad con una pequena
fragmentacion. La muestra se mezcla con la matriz en exceso sobre una
superficie de metal de tal forma que ambas co-cristalizan cuando se evapora el
disolvente. Esta preparacion es sometida a pulsos cortos de laser en alto vacio
lo que provoca que la absorcion de energia por parte de la matriz sea convertida
en energia de excitacién y en transferencia de H" a la muestra (ionizacion)
dando lugar, a especies monocargadas. El 4rea irradiada, de unas pocas micras,
se calienta dando lugar a la desorcion de los iones de fase sélida a fase gaseosa.
El Tiempo de Vuelo (TOF, Time of Flight) es el analizador que mas
comunmente se asocia con experimentos de MALDITOEMS. La
determinacion de la masa en una region de alto vacio se realiza mediante una
medida muy precisa del periodo de tiempo desde la aceleracion de los iones en
la fuente hasta que impactan con el detector. Con esta técnica se pueden
determinar las principales caracteristicas estructurales de las que esta formado el

biopolimero aislado. (14, 15)
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4. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais muy rico en recursos naturales que no son
explotados por desconocer la importancia de cada uno de ellos, esta
investigacién es importante debido a que no existe ningin registro de Ficus
elastica como una planta que contiene un biopolimero de alta resistencia. La
Ficus elastica tiene las caracteristicas necesarias para llevar a cabo este tipo de
investigacion debido a que se desarrolla en regiones calidas, que durante la
mayor parte del aflo presentan caracteristicas desérticas o dridas con lo cual se
espera que la cantidad de cuticula contenida en las hojas sea lo suficientemente

grande para poder llegar a separar el biopolimero esperado.

La investigacion proporciona resultados, acerca de la presencia,
estructura y tipo de biopolimero de interés industrial presente en las plantas
del territorio guatemalteco. Cabe mencionar que se determina la composicion
estructural y la comparacion con estudios realizados anteriormente en otros
paises, que incluye las similitudes que pudieran presentarse en su estructura, la
cual va a depender, de las condiciones ambientales en las que se desarrollo la
planta estudiada. Esta investigacion es una fuente de informacion y base para
estudios posteriores, que se puedan realizar con otros tipos de plantas, algas y/o
bacterias del territorio guatemalteco. También es importante recalcar que el
biopolimero con su alta resistencia puede darsele usos industriales muy variados

que se deberan estudiar posteriormente.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Aislar, caracterizar e identificar el biopolimero principal que se encuentra

presente en Ficus elastica y en Turba canadiense.

5.2 Especificos

5.2.1 Determinar la presencia del principal biopolimero en la cuticula de
Ficus elastica (Palo de Hule) guatemalteca y en la Turba canadiense.

5.2.2 Realizar un anilisis comparativo de la estructura quimica que
presenta el polimero orgianico obtenido en la Ficus elastica y en la Turba
canadiense.

5.2.3 Identificar el biopolimero por técnicas analiticas instrumentales
como la Cromatografia de Gases con Pirolisis acoplada y Ia
Espectrometria de Masas con Analizador de Tiempo de Vuelo con
Desorcion/lonizacion de una Matriz asistida por Laser (MALDLTOF-
MS).

5.2.4 Utilizando la informacion de la estructura del biopolimero,
identificar los principales componentes monoméricos que le dieron

origen al mismo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Universo:

6.1.1 Ficus elastica (palo de hule) propia del territorio guatemalteco
6.1.2 Turba canadiense, material orgidnico en su primera fase de

descomposicion

6.2 Muestras:

6.2.1 La hoja de Ficus elastica, recolectada a la orilla de la carretera de
Teculutan, departamento de Zacapa, durante el verano del 2001.
6.2.2 La Turba, proveniente de Canad4, obtenida localmente como

abono organico.

6.3 Recursos:

6.3.1 Humanos:
6.3.1.1 Investigador: Br. Emilio José Reyes Alemdn.
6.3.1.2 Asesor: Dr. Alfredo Salvador Gélvez Sinibaldi.

6.3.1.3 Co-asesor: M.Sc. Mario Estuardo Gémez Hernandez.

6.3.2 Materiales:
6.3.2.1 Equipo:
6.3.2.1.1. Espectrometro de Masas Moleculares de lonizacion/

Desorpcion Asistida por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-
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TOEMS, Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of
Flight Mass Spectrometry). Biosistemas aplicados en la Estacion de
trabajo de Bioespectrometria Voyager-DE™ STR.

6.3.2.1.2 Cromatografo de Gases con Pirolizado acoplado (CG-Py),
Pyram-System, Ruska Labs Inc.

6.3.2.1.3 Balanza analitica Sartorius analytic A200S.

6.3.2.1.4 Balanza semi-analitica Sartorius BL-3.

6.3.2.1.5 Desecadora

6.3.2.1.6 Horno convensional

6.3.2.1.7 Estufa eléctrica con agitaciéon

6.3.2.1.8 Limpiador Ultrasénico marca VWR Modelo 150D

6.3.2.2 Cristaleria:
6.3.2.2.1 Balon aforado de 250 ml
6.3.2.2.2 Probeta de 10, 25 y 100 ml
6.3.2.2.3 Vasos de precipitar de 250 ml
6.3.2.2.4 Kitazato de 250 y 500 ml
6.3.2.2.5 Matraz erlenmeyer de 250 ml
6.3.2.2.6 Balon de fondo redondo de 250 y 500 ml
6.3.2.2.7 Refrigerante corning
6.3.2.2.7 Tubo de ensayo de 1*10

6.3.2.2.7 Vidrio de reloj pequefo
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6.3.2.3 Reactivos:
6.3.2.3.1 Acido clorhidrico 1.0 N
6.3.2.3.2 Hidroxido de sodio 1.0 N
6.3.2.3.3 Diclorometano GR
6.3.2.3.4 Metanol 95%
6.3.2.3.5 Agua desmineralizada
6.3.2.3.6 Acetonitrilo

6.3.2.3.7 Acido trifluoroacético

6.3.3 Metodologia:

6.3.3.1 Resumen

Se analizaron las hojas de Ficus elastica debido a las caracteristicas
fisicas que muestran (como su consistencia dura y resistencia que
presentan a las condiciones ambientales en las que se desarrolla la
planta), mientras que la Turba, serd analizada para obtener un medio de
comparacion con los resultados obtenidos de las hojas de Ficus elastica. El
andlisis de las muestras comienza con un tratamiento preliminar de
secado. Luego se realizd una extraccion de los residuos bituminosos
utilizando diclorometano (DCM) y metanol (MeOH). Ademas, se llevo a
cabo una descomposicion por hidrolisis en medio basico y en medio
dcido con reflujo. Por ultimo, se caracterizd e identifico el residuo por
medio de Cromatografia de Gases (GC-Py) y de la Espectrometria de
Masas Moleculares de lonizacion/ Desorpcion Asistida por Matriz con

Tiempo de Vuelo MALDITOF-MS)
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6.3.3.2 Tratamiento preliminar:

Veinte gramos por separado de cada una de las muestras fueron
sometidos primeramente a un proceso de secado para eliminar el agua
contenida, facilitando asi la extraccion del material bituminoso con los
disolventes organicos DCM/MeOH, en proporciones iguales. Las
muestras fueron secadas en un horno convencional a una temperatura de

55 + 2 °C por tres dias continuos.

6.3.3.3. Aislamiento de los residuos:

e Se extrajo el material lipofilico, macerando la muestra con
diclorometano y metanol en proporciones iguales, para obtener el
primer residuo’ (R1) del cual se esperaba separar todo el material
bituminoso. La muestra se mantuvo por dos dias en reposo, para
asegurarse la total extraccion del material mencionado.

e La muestra fue filtrada al vacio para obtener el primer Residuo
(R1) y se continu¢ el trabajo con la parte solida. Se descarto el
filtrado, el cual contenia el material bituminoso de la muestra.

e Se pasé a realizar un proceso de hidrolizado del Residuo (R1) por
un periodo continuo de 24 horas con reflujo en medio basico,
utilizando una solucion alcoholica de Hidroxido de Sodio (NaOH)
a una concentracién 1.0 N. Luego de la hidrolisis, se logré la
separacion de un segundo Residuo (R2) con el que se continu6 el

proceso de extraccion. Se separd el sélido por medio de filtracion

' Al hablar de Residuo se hace referencia al sélido que quedd luego del proceso de separacion con los

disolventes (DCM/MeOH, NaOH y HCI)
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al vacio, haciendo lavados con agua destilada para lograr
neutralizar el Residuo.

e Se procedié con el hidrolizado del R2 en medio acido, utilizando
una solucion de Acido Clorhidrico (HCI) a una concentracion de
1.0 N, con lo cual se termina de descomponer el material vegetal.
Esto se llevd a cabo con un reflujo de 24 horas continuas. La
obtencion del Residuo tres (R3) es un indicativo de la presencia

del biopolimero que se desea estudiar.?

6.3.3.4 Analisis y caracterizacion de los residuos:

El andlisis de caracterizacion (determinacion estructural) se
realizd Unicamente al residuo tres (R3) por medio de la
Cromatografia de Gases acoplado a pirolisis y por Espectrometria
de Masas Moleculares de lonizacion/ Desorpcion Asistida por
Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOEMS), para lograr
determinar los principales grupos funcionales que le brindan
estabilidad y resistencia al biopolimero en estudio.

Para esto se utilizaron las siguientes condiciones en el
Cromatdgrafo: Temperatura de horno 30 - 310°C a 40°C/min.
Corrida de 120 minutos; Temperatura de inyector 310°C; muestra

pirolizada a 600°C.

2 La metodologia utilizada en esta investigacion se basa en los trabajos realizados por Berkaloff, et al, 1982;
Brunner y Honegger, 1985; Nip, 1988 y Glikson, et al, 1989, pero principalmente en los trabajos de Margaret
Nip, en su investigacion realizada en 1985.
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7. RESULTADOS

Se lograron separar tres residuos de Ficus elastica, con lo cual se pudo
llegar a determinar las estructuras principales (mondémeros) basandose en los
datos obtenidos por medio de la Espectrometria de Masas con Analizador de
Tiempo de Vuelo con Desorcion/lonizacion de una Matriz asistida por Léaser
(MALDI-TOEMS). Para el caso de la Turba, solamente se logré separar una
pequena cantidad del residuo esperado, por lo que no se pudieron realizar los

andlisis correspondientes.

Se inici6 el andlisis con 20.0 g., de cada una de las muestras, con lo cual
se logré extraer 9.3 g., del residuo R3 de Ficus elastica, y 0.3 g., de R3 de la
Turba. Las muestras fueron sometidas a un proceso de secado artificial, el cual
fue realizado por medio de un horno convencional. Seguidamente se realizé el
proceso principal, el cual consistio en la degradacion del material vegetal
(separacion de material bituminoso y la hidroélisis basica y acida) para lograr
aislar el residuo esperado. La apariencia final del residuo R3 obtenido de
ambas muestras tuvo una coloracion café oscuro con una consistencia suave,

parecida a un polvo fino.
De acuerdo a la masa obtenida del residuo R3 de Ficus elastica (9.3 g.) se

logré determinar que un 46.5 % de las muestra estaba compuesta de dicho

residuo (biopolimero).
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Mediante el uso de un Cromatografo de Gases, se realizd un anilisis
cualitativo de los grupos de fracciones separadas en el residuo obtenido,
pudiéndose observar que dichas fracciones representan principalmente
hidrocarburos alifaticos de cadena larga. Dichos grupos se pueden observar en
la Figura 7-1, en donde se muestra el cromatograma obtenido a partir del
andlisis con el Cromatografo de Gases acoplado a una unidad de pirdlisis. Se
puede observar que en el tiempo de retencion, en la regiéon comprendida entre
los 65 y 100 min., se muestran los picos de separacién de los hidrocarburos
alifiticos de cadena larga. Esto se realizd con el fin de obtener una
determinacion cualitativa previa de la presencia de los grupos funcionales en

estudio.

R3 Ficus eldstica (Palo de Hule)

Serie Homologa de Hidrocarburos lineales menores a Css

Hidrocarburos lineales para acidos carboxilicos
menores a Cisa Cig

N

WF‘HUIJIM“ML

r T T T T T T T Al T \

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Retention Time (min.)

Figura 7-1: Cromatograma de R3 de Ficus elastica, para determinar las principales fracciones

monoméricas en base a los grupos funcionales presentes en el residuo aislado.
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El ultimo paso fue la caracterizacion quimica estructural luego de utilizar
un Espectrémetro de Masas Moleculares de lonizacién/ Desorpcion Asistida

por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOEMS).

Para el analisis de utilizo un sistema de disolventes de Acetonitrilo-Agua
(agregando al agua 0.1% de Acido Trifluoro Acético, TFA) en proporcion de
1:1. Se utilizé un Sistema de Matriz Organica de 0.1 g de Acido 2,5 Dihidroxi

Benzoico (2,5-DHB) disuelto en 1 mL del sistema de solvente.

Para el andlisis, se utilizd 0.15 g de la muestra (Ficus elastica) procediendo
de la siguiente manera: en un contenedor Ependorf de 1.0 mL, se agrego 0.5
mL del sistema de solventes, inmediatamente se agregd 0.15 g del extracto, y se
procedié a someter la muestra a sonificacién de 45 W (Bafio Ultrasonico de
marca VWR Modelo 150D) durante 45 minutos para inducir una mejor
disolucion de la materia en el solvente. En dicha muestra se observd una
disolucion parcial, con lo cual se generé una solucién de color amarillo y
particulas de color café en suspension abundante. Luego se agregaron 0.25 mL
de la solucion obtenida luego de la sonificacion, mezclindolos con 0.5 mL del

sistema de Matriz (2,5-DHB) en un contenedor.

Para el analisis en el espectrometro MALDI, se utilizo el método de
secado de minigota, con una gota de un volumen de 2 microlitros (2 X 10° L)
depositada sobre una placa de muestreo de acero. Se indujo la evaporacién del

solvente usando una cdmara de vacio obteniendo la cristalizacion total de la
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muestra sobre la superficie de la placa. Se depositaron 4 gotas de cada una de
las muestras en la placa, en linea recta, para la repeticién de resultados. Con

esto se logrd determinar la existencia de varias especies quimicas, de las cuales

—— & —— A —— ——— —— & —%¥_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ____

por medio de MALDI-TOFEMS para Ficus elastica

Peso
F6rmula
No. Molecular Nombre
Molecular
(g/mol)
2,6,10,14,16,20,28-
1 537.00 Cy;H,O
octametilnonacosa-1-0l

2 424.79 CyHgO 10-nonacosanol
3 412.73 C,;H;5:0, Heptacosano-1,8-diol
4 331.47 CsH3505 9,10,18-trihidroxiestearato
5 27242 C¢H5,05 16-hidroxipalmitato

En la Figura 7-2 se muestra el espectro en donde se presentan los
diferentes compuestos monoméricos detectados por el espectrometro en la
muestra trabajada, las cuales son descritos en el Cuadro 7-1. Cada grupo de los
picos mayores denotan la presencia de la sustancia, mas la masa de pérdida de
un Hidrogeno, y la composicion y distribucion isotdpica tipica de los iones
observables en MALDITOEMS que son producto del Cy “C generando

entonces picos multiples correspondientes a la misma sustancia.
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Figura 7-2: Espectro de Masas obtenidos a partir de MALDI-TOF-MS para Ficus elastica

Los espectros son la suma total de varios cientos de muestreos para una
mejor definicion de los picos. Es importante mencionar que la masa molecular
de la matriz utilizada (4cido 2,5-dihidroxibenzoico’) fue de 154.12 g/mol, con

los respectivos picos observables en los espectros obtenidos*.

3 . . .- 5 R . . ~
Dicha matriz es utilizada comtinmente en el andlisis de moléculas de mediano tamao.
4 Este modelo no cuenta con una libreria como la de MS-CG, porque se hace en linea con una base de datos

MASCOT, la cual se utiliza para la identificacion de sustancias poliméricas mediante datos de espectrometria de

masas.
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En la Figura 7-3, se pueden observar las estructuras de los principales
mondmeros (fracciones monoméricas) obtenidas del andlisis de R3, para
Ficus elastica. Se puede observar la similitud de los grupos funcionales
obtenidos en el estudio, con las investigaciones realizadas previamente’, en
donde se determinaron grupos funcionales importantes como los hidroxilos,
carbonilos y principalmente, las cadenas de hidrocarburos alifiticos de
cadena larga, de entre 16 y 37 carbonos, los cuales le brindan la estabilidad a

los ataques quimicos a los que fue sometido.

OH

2,6,10,14,16,20,28-Octametilnonocosa-1-ol

R N G

10-Nonacosanol

® En el trabajo realizado por Margaret Nip en 1985, se puede encontrar la mayor concordancia con los

mondémeros determinados en dicha investigacion y los determinados en ésta, teniendo como principal
caracteristica los hidrocarburos alifaticos de cadena larga.
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OH
Heptacosano-1,8-diol
OH OH
MW( OH
OH (@]

9,10,18-Trihidroxiestearato

OH

o

16-Hidroxipalmitato

Figura 7-3: Estructura de las principales fracciones monoméricas del biopolimero aislado
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Al observar el espectro de masas mostrado en la Figura 7-3, se
pensé que el grupo de picos en la region de los 640-750 Daltons (Da) pertenecia
al polimero de interés, pero al hacer una magnificacion de la region
mencionada, el patron de fragmentacién y la abundancia isotdpica no
concordaron con los patrones de fragmentacion tipicos, ni con las

distribuciones de isdtopos propias de un polimero.

Aun cuando se aumentd el rango de deteccion a regiones cercanas a los
10,000 Da, no se detectd ninguna otra region o grupo de picos generados por
alguna otra sustancia. Pero es el grupo de picos en la region de los 530-540 Da,
mads precisamente a 536.86 Da, concuerda con estructuras antes reportadas en
la investigacion realizada por Margaret Nip (7) y sus colaboradores quienes
describen la aparicion de hidrocarburos alifaticos de cadena larga. Ademas, se
detectd la presencia de grupos hidroxilo que no fueron observables previamente

con la técnica de pirdlisis debido a la descomposicién pre-analisis.

El pico con masa de 413.15 Da puede ser producto de la descomposicion
del Nonacosanol, o también puede ser un isémero con formula C);Hs5c0,. Los
picos menores son fragmentos derivados de los mayores y por eso no ameritan
atencion, excepto cuando el Nonacosanol es el pico primario y la subsiguiente
descomposicion que generd el sistema en 413.15 Da, en el caso de que este

fuese la causa de la formacion del resto de fragmentos.
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Es importante observar que la abundancia relativa del pico a 331.25 Da
es menor que los demas, pero su presencia es importante en la asignacion de las
masas moleculares. Como se puede observar en las estructuras incluidas en la
Figura 7-2, las masas moleculares concuerdan muy cercanamente con los picos
del espectro solamente siendo diferentes debido a la calibracién del

instrumento.

Ademas, se pueden observar que los grupos funcionales que forman parte
de los mondémeros determinados, concuerdan con los estudios realizados
anteriormente, pudiendo formar enlaces de tipo éter o éster, a partir de los
grupos hidroxilos que se encuentran en las moléculas con lo cual logran una alta
rigidez (presentados principalmente dentro de la molécula del polimero,
permitiendo una mejor adhesién de los mondmeros); los grupos carbonilos, que
pueden llegar a formar enlaces de tipo éster y principalmente, los hidrocarburos
alifdticos de cadena larga, que le brindan aun mayor resistencia al biopolimero
estudiado, por el ordenamiento espacial que pueden lograr, brindando
proteccion a los enlaces éter y éster formados. Esto debido a que pueden
formar una especie de celda protectora que se forma en la superficie del
polimero por el ordenamiento espacial que permite el enlace simple Carbono-

Carbono y por la fuerza del enlace que presenta dicho enlace.
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9. CONCLUSIONES

1. La metodologia utilizada durante el aislamiento del biopolimero,
permitié obtener un residuo con el cual se llegd a determinar el esqueleto
base (base monomérica) que permite conformar una posible macro
estructura del material altamente resistente (biopolimero).

2. Los métodos analiticos utilizados, tanto la Py-CG como el MALDI-TOF-
MS, permitieron determinar que la base principal del biopolimero son
los hidrocarburos alifaticos de cadena larga.

3. Los grupos funcionales determinados en las moléculas de los mondmeros
encontrados y por consiguiente en el biopolimero, son principalmente
hidrocarburos alifdticos de cadena abierta teniendo como base al
nonacosanol, grupos hidroxilo y carbonilo, los cuales concuerdan con los
estudios que se han realizado anteriormente en especies de otros paises.

4. El principal isémero que se presenta dentro de la estructura del
monodmero es la que se relaciona a la cadena lineal larga (Nonacosanol), ya
que brinda una mayor proteccion al biopolimero, por el tipo de
ordenamiento espacial que logra.

5. Los restantes picos encontrados de la Figura 7.2, pertenecen a sustancias
organicas propias de la muestra de Ficus elastica que se encuentran
presentes en el extracto utilizado para el andlisis. La identidad de estas
sustancias se puede entonces determinar a través de la correlacion del

radio de masa vs. carga (m/z) de las substancias conocidas o reportadas
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antes en la literatura cientifica compardandoseles a sus masas moleculares
con las posibles estructuras reportadas con anterioridad.

Las diferencias entre la masas obtenidas por el instrumento y los pesos
moleculares de las estructuras generadas son consecuencia de la
calibracion del instrumento, la cual se realiza al comparar la masa de un
pico conocido (ej. la matriz) y el valor reportado, debiéndose tomar en
cuenta que el espectrometro obtiene las masas de los iones en estado
activado, por consiguiente, algunas masas pueden diferir hasta por la
masa perteneciente a un atomo de Hidrogeno. Aun asi, los pesos
moleculares obtenidos son altamente cercanos a los valores tedricos de las

estructuras.
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10. RECOMENDACIONES

1. Luego de determinar los mondémeros que componen la base del
biopolimero, se recomienda hacer un estudio mas profundo acerca de las
posibles aplicaciones que dicho polimero pueda tener por su resistencia a
condiciones climaticas.

2. Realizar estudios de biopolimeros en otras especies naturales de
diferentes dreas del territorio guatemalteco, que se encuentren dentro de
las caracteristicas ambientales en las que se desarrolla la Ficus elastica.

3. Darle seguimiento al estudio de identificacién y caracterizacion del
biopolimero encontrado, por medio de técnicas analiticas (MALDI-TOF-
TOF) con las cuales se puede llegar a determinar la estructura exacta del

mismo.
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