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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue la extraccion y caracterizacion de L-carni-
tina en aguacate (Persea americana) a través de técnicas instrumentales y com-
putacionales. La cuantificacién de L-carnitina de dos variedades de aguacate
(Booth 8 y Fuerte) se realizé mediante espectrofotometria UV/Vis. Se encontrd
que la variedad Booth 8 tiene un contenido de 84 ug de L carnitina/gramo de
fruto fresco, mientras que la Fuerte, 82 ug/g. Ademas, se determind la cinética
de reaccion de acetilacion de la L-carnitina por medio de espectrofotometria
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de infrarrojos. Como resultado se obtuvo una reaccién de segundo orden global
con una constante de velocidad de 4.45x10 L/mol-s a 298+2K. Por dltimo, se
realiz6 el andlisis termodinamico de la reaccion, se determiné el mecanismo
de reaccion vy el andlisis de reactividad y selectividad de las moléculas reac-
tantes mediante técnicas computacionales, con el método B3LYP y el conjunto
de bases 6 311G (d,p). La entalpia de reaccién fue de —8.2 kcal/mol en fase ga-
seosa y de —4.1 kcal/mol en fase acuosa. Se establecié que la reaccion de ace-
tilacién se produce por un ataque nucleofilico del hidrocloruro de L-carnitina
al cloruro de acetilo, pasa por la formacion de un estado de transicién tetraé-
drico y culmina con la eliminacién de acido clorhidrico. Se determiné que la
L carnitina es una molécula nucleofilica con el oxigeno como sitio activo, mien-
tras que el cloruro de acetilo es el electréfilo y su sitio activo es el carbono car-
bonilico.

ABSTRACT

The purpose of this study was the extraction and characterization of L-carnitine
from avocado (Persea americana) with the use of computational and instrumen-
tal techniques. L carnitine was quantified by UV/Vis spectroscopy from two avo-
cado varieties (Fuerte and Booth 8). It was found that the Booth 8 variety
contains 84 ug of L-carnitine/gram of fresh fruit, while Fuerte has 82 ug/g. The
kinetics of the acetylation reaction was determined with the use of infrared
spectroscopy. Therefore, the reaction is second global order with a rate constant
of 4.45x10* L/mol-s a 298+2K. The thermodynamic analysis of the reaction,
the determination of the reaction mechanism and the analysis of the reactivity
and selectivity of the reactant molecules through computational techniques
with the B3LYP method and the 6-311G (d,p) basis set were executed. The re-
action enthalpy in the gas phase was —8.2 kcal/mol and —4.1 kcal/mol in the
aqueous phase. It was established that the acetylation reaction is produced by
a nucleophilic attack of the hydrochloride L-carnitine to the acetyl chloride,
going through a tetrahedral transition state which ends with the elimination of
chloride acid. Also, it was determined that the L-carnitine is a nucleophilic mo-
lecule with the oxygen as the active site; the acetyl chloride, on the other hand
is an electrophile with the carbonyl carbon as the active site.
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INTRODUCCION

La L-carnitina (butirato de 3-hidroxi-
4-N-trimetilamonio) es un aminoa-
cido trimetilado (Figura 1), sintetiza-
do a partir de la lisina y la metionina.
Posee dos estereoisdémeros, su forma
levo es activa biolégicamente mien-
tras que la dextro es inactiva.

CH3OH

H3C / -
/N\/K/coo

HsC

Figura 1. Estructura de la L-carnitina

La L-carnitina permite el transporte
de acidos grasos activados desde el
citosol celular a la matriz mitocon-
drial, donde se produce la p oxida-
cién de las grasas y la regulacion de
coenzimaA libre y acil-coenzimaA.
Esto se produce cuando los ésteres de
la coenzimaA (CoA) de los acidos
grasos del citosol se transesterifican
con la L-carnitina con la ayuda de la
carnitinapalmitotransferasa (Vaz &
Wanders, 2002). Debido a su papel
en procesos metabdlicos importan-
tes, se recomienda una dosis diaria
de L-carnitina de 0.3-1.9 mg/kg de
peso (Demarquoy et. al., 2004), la

cual puede ser adquirida a través de
biosintesis, ingestién en la dieta o re-
absorcién intestinal. Su deficiencia a
largo plazo puede provocar enferme-
dades cardiacas, desérdenes en el
crecimiento y alteraciones neuro-
musculares (Head, 2005). Ademas,
puede ser usada como suplemento
para el tratamiento de varias enfer-
medades como la anorexia, angina,
isquemia e insuficiencia cardiaca.

La principal fuente de L-carnitina son
los productos de origen animal,
mientras que los de origen vegetal
contienen bajas cantidades de L-car-
nitina y el de mayor contenido es el
aguacate (Demarquoy et. al., 2004).
La cantidad de L-carnitina en agua-
cate fue inicialmente determinada
por medio de un ensayo enzimatico
(Panter & Mudd, 1969). Afos después
se lo realizé con un método radioiso-
topico (Demarquoy et. al., 2004) y en
1957 con espectrofotometria visible
(Friedman, 1958). Actualmente, se
han desarrollado técnicas para la de-
terminacion de L-carnitina, como
cromatografia liquida de alta eficien-
cia con detector ultravioleta (HPLC/
UV por sus siglas en inglés), espec-
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troscopia de masa tandem (tandem
MS) o HPLC/tdandem MS, que no in-
cluyen una determinacion en agua-
cate (Minkler et. al., 2005).

El aguacate pertenece a la familia de
las Lauredceas, género Persea. Su
fruto es altamente nutritivo, ya que
posee un alto contenido de protei-
nas, aminodcidos y acidos grasos
como el oléico, palmitoléico, lino-
[éico y palmitico. Adicionalmente, es
una gran fuente de vitaminas A, E, y
C, y minerales como potasio, magne-
sio, y fosforo (Whiley et. al., 2002).
El aguacate usa la L-carnitina para el
mismo fin que los animales la utili-
zan: la - oxidacion de las grasas.

Es evidente que el mecanismo de ac-
cién en el metabolismo celular de la
L-carnitina se produce por reaccio-
nes de esterificacion. Por lo tanto,

una descripcion de su reactividad y
selectividad permitira extraer infor-
macién importante para comprender
su mecanismo de reaccion.

A pesar que se ha determinado la
cantidad de L-carnitina en aguacate
por varias técnicas (Panter & Mudd,
1969; Demarquoy et. al., 2004;
Friedman, 1958), se vio la necesidad
de reportar la cantidad encontrada
en dos de las variedades mas consu-
midas en el pafs por la técnica
UV/Vis. Ademas, poco se ha explo-
rado en el campo de la descripcion
fisicoquimica de la molécula, por lo
cual el uso de técnicas computacio-
nales e instrumentales, permitié ob-
tener informacion sobre los sitios
reactivos de la molécula y el meca-
nismo de reaccion, en reacciones de
esterificacion si se toma como ejem-
plo, en este caso, la de acetilacion.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra

Se tomaron dos muestras semanales
por cinco semanas, de un kilogramo
de dos variedades de aguacate:
Booth 8 y Fuerte, en mercados y su-
permercados. Las muestras fueron
analizadas por triplicado.

Extraccion de L-carnitina

Se extrajo la L-carnitina con etanol al
95%, y se desproteinizé el extracto
con soluciones de hidréxido de bario
(0.3N) y sulfato de zinc heptahidra-
tado (5% p/v). Para la purificacién se
us6 cromatografia de columna de in-
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tercambio i6nico con una columna
de Amberlite IRC-50 en la fase de
sodio regulada a un pH de 7 (Fried-
man, 1958).

Cuantificacion de L-carnitina

Luego de la purificacién, la muestra
se la secé a bafo maria y posterior-
mente, se procedi6 a tratar con eta-
nol absoluto y 4cido clorhidrico
concentrado (37%). Para la derivati-
zacion, se agreg6 una solucion de
bromofenol (0.075% p/v en fosfato
acido de potasio al 30%). Se lavé con
dicloroetano con un 4% v/v de alco-
hol isoamilico y se agit6. La fase su-
perior se trasvas6 a una celda
espectrofotométrica de cuarzo de 1
cm. Se preparé un blanco mediante
el procedimiento descrito, pero sin
muestra. Se leyé la absorbancia del
blanco y de la muestra a 602 nm en
un espectrofotometro Uv-Vis Ge-
nesys 10 Vis. Finalmente, se deter-
mino la concentracion mediante una
curva de calibracion realizada con
un estandar de L carnitina (Merck) en
etanol absoluto (Friedman, 1958).
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Determinacion de la cinética de ace-
tilacion de L-carnitina

Se utilizé hidrocloruro de L-carnitina
98% (Sigma-Aldrich) y cloruro de
acetilo como reactivos, en un medio
de acido acético (Brendel & Bressler,
1967; Ziegler et. al., 1967). Se aplico
el método de las velocidades inicia-
les para la determinacién de la ley de
velocidad. Para esto, se ubicaron las
bandas caracteristicas de los reacti-
vos, al correr los espectros infrarrojos
de los estandares de los reactivos, del
medio reactante y de los productos.
Luego, se procedio a realizar curvas
de calibracién de los reactivos en
acido acético.

Se prepararon varias soluciones de
los reactivos en 4cido acético glacial,
para seguir el método de aislamiento
para la determinacion de la veloci-
dad inicial (Ecuacion 1). Para deter-
minar el orden de reaccion del
cloruro de acetilo, se mantuvo cons-
tante la concentracién de hidroclo-
ruro de L-carnitina (1.0M) y se
prepararon cuatro soluciones de clo-
ruro de acetilo en un rango de con-
centracion de 2.81 a 5.77M. En la
determinacion del orden de reaccion
del hidrocloruro de L-carnitina, se
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mantuvo constante la concentracion
de cloruro de acetilo (2.81M) y se
prepararon cuatro soluciones de hi-
drocloruro de L-carnitina en concen-
traciones de 0.00253 a 0.00506M. Se
obtuvieron los 6rdenes de reaccién
para cada reactivo por el método gra-
fico descrito en la Ecuacién 2 y la
constante de velocidad de la reac-
cién de acuerdo con la Ecuacion 3
(Atkins & De Paula, 2010).

— 44l _ A4
07 "ar = at @
logv, = logk + alog[A], 2
_ 1 [Alo([Blo—x) (3)

" [Blo-[4lo  [Blo([Alo—2)

Modelamiento computacional

Se utilizé el software Gaussian03
(Frisch et. al., 2004) con el cual se
optimizaron las geometrias molecu-
lares, se calcularon las energias de
single point y los valores de las ener-
gias de los orbitales moleculares de
frontera. Para la optimizacion se usé
el método B3LYP y la base 6-311G
(d,p). Para las estructuras mas estables
se obtuvo la energia de single point
con el método HF y base 6-31G. Con
este método, se obtuvieron las ener-
gias de los orbitales moleculares de
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frontera, para el cdlculo de los indi-
ces de reactividad como son la nu-
cleofilia a partir de la Ecuacion 4 y la
electrofilia con la Ecuacién 5.

Nvw) = Enomowvw (€V) — Eumocrce) (V) 4

donde E€xomovw es el valor de la
energia del orbital HOMO del nucle6-
filoy €&ymocrcr) , el valor para el
HOMO del tetracianoetileno (TCE)
(Domingo et. al., 2008).

.
w="1 )
donde potencial quimico es repre-
sentado por p y la dureza quimica
por n (Parr et. al., 1999).

Para el estudio de selectividad se us6
el comando #SP IOP(3/31=1) SCF=
TIGHT POP=FULL, para obtener las
funciones de Fukui para la determi-
nacion de los indices de nucleofilia 'y
electrofilia locales por medio de las
Ecuaciones 6y 7. Se repiti6 el proce-
dimiento para la reaccién en fase
acuosa con el comando SCRF=(sol-
vent=water).

w=of; (6)

Ny = Nfy Q)
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donde fi es la funcién electrofilica
de Fukui y, fx la funcién nucleofilica,
o, la electrofilia y N, nucleofilia (Do-
mingo et. al. 2002; Pérez et. al.,
2008).

Se realiz6 el andlisis termodinamico
en fase gaseosa y acuosa, con el cél-
culo de la entalpia de la reaccion
(ArH) por medio de la Ecuacion (8)
(Atkins & De Paula, 2010):

AH = ¥ AHproductos — Y, AHreactivos  (8)

or ultimo, se encontrd el estado de
transicion para la acetilacion de L-
carnitina, con las mismas especifica-
ciones antes mencionadas y la
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inclusion del keyword TS y el co-
mando freq para el célculo de fre-
cuencias. Al encontrar una frecuen-
cia imaginaria, se determina si se ha
encontrado un estado de transicion.
Se realizé un IRC (coordenada intrin-
seca de reaccion) del estado de tran-
siciébn, para asegurar que se ha
encontrado el estado de transicion
para la reaccion estudiada. Se deter-
miné la Energia de Activacién (Ea)
mediante la diferencia de las energias
entre el estado de transicion y los re-
activos (Ecuacion 9) (Atkins & De
Paula, 2010):

Ea = Eestado de transiciéon — Ereactivos (9

RESULTADOS

Cuantificacion de L-carnitina

La L-carnitina cuantificada mediante
espectrofotometria UV/Vis fue de 82
ug/g de fruto fresco para la variedad
Fuerte, mientras que para la variedad
Booth 8 fue de 84 ug/g. La precision
fue medida a través de la desviacion
estandar relativa (sr), al comparar
con el valor obtenido mediante mé-
todos radioisotépicos, que reporta un
contenido de 81 ug/g (Demarquoy

et. al., 2004). Para la variedad Fuerte
la sr fue del 3.0%, mientras que para
la de Booth 8 fue de 2.8%.

Determinacion de la cinética de
reaccion de acetilacion

Para la determinacién de la concen-
tracion de los reactivos, se escogie-
ron las siguientes bandas: cloruro de
acetilo 1807.02 cm™', hidrocloruro
de L-carnitina 3472.03 cm™. Se cal-
cularon las velocidades iniciales a
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las distintas concentraciones molares
y se graficaron sus logaritmos de base
10 (Figuras 2 y 3), para obtener los
ordenes de reaccién para cada reac-
tivo a partir de la pendiente de la gra-
fica.

Para cada uno de los reactivos se ob-
tuvo un orden de reaccion de uno, la
reaccion es de orden global dos, con
una ley de velocidad definida por:

v = k[(CH;)N(CI)CH,CH(OH)CH,COOH][CH,COCI)

-2.2

y=0.84x+3.26
R?*=0.99

-7.1 -7 -6.9
LogM

-6.8 -6.7 -6.6

Figura 2. Determinacion del orden de reaccion para el hidrocloruro de L carnitina

-3.10 7
y=0.98x - 3.92
-3.20 - R*=1.00
S
e -3.30 7
)
=
-3.40 -
-3.50 T T T 1
0.40 0.50 0.60 0.70 0.80
LogM

Figura 3. Determinacion del orden de reaccion para el cloruro de acetilo

Adicionalmente, se calculé la cons-
tante de velocidad con la Ecuacién 3,

al promediar todos los valores logra-
dos para las diferentes concentracio-
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nes de los reactivos, se obtuvo una
constante de 4.45x10* L/mols a
298+2K.

Modelamiento computacional

Al analizar la geometria de la L-car-
nitina, se pudo confirmar que existen
dos conformaciones espaciales (Ro-
sas-Garcia, 1997): una plegada y otra
extendida, que se pueden observar en
la Tabla 1, con su respectiva energia.

Se obtuvieron los indices de reactivi-
dad de las dos conformaciones espa-
ciales, a través de las Ecuaciones 4 y
5, para la nucleofilia y electrofilia,
respectivamente.
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La L-carnitina de conformacion ple-
gada tiene una nucleofilia de 3.4728
eV, mientras que la extendida de
3.4753 eV. Ademas, la electrofilia de
la conformacién plegada es de
0.1806 eV y de la extendida es de
0.2495 eV.

Adicionalmente, se calcularon los in-
dices de selectividad de la L-carnitina
de conformacion plegada con las
Ecuaciones 6 y 7, para la electrofilia
y nucleofilia locales, respectivamente
y se obtuvieron los resultados que se
presentan en la Tabla 2.

Tabla 1. Energias para las conformaciones espaciales de la L-carnitina

Tipo Estructura

Energia

(kcal)

Plegada

29,

9 )\ N
-346716.2
4

?J
oo

S i 4
P
Extendida
9. ;

‘J
*4'} ®
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Tabla 2. indices de selectividad para la conformacion plegada de la L-carnitina

Electrofilia
Atomo Nucleofilia Local
nimero | Local (eV) (®)(eV)
1C 0.0076 0.1102
12 O 1.5982 0.0002
13 O 1.8600 0.0002
14 N 0.0000 0.0816
Para el estudio termodinamico de la Tabla 3. Energias de reactivosy
L L L productos de la reaccion de acetilacion
reaccion se realizé un andlisis com- del hidrocloruro de L-carnitina
parativo de las moléculas en fase ga- en fase gaseosa y acuosa
seosa y acuosa (Tabla 3).
Reactivos
Hidrocloruro de Cloruro de acetilo
L carnitina
Fase Gaseosa: Fase Gaseosa:
—638294.2 kcal -384989.6 kcal
Fase Acuosa: Fase Acuosa:
-638332.4 kcal -384993.0 kcal

Productos

Hidrocloruro de

acetil-O-L-carnitina Acido clorhidrico

Fase gaseosa: Fase gaseosa:
—734114.4 kcal —289177.6 kcal
Fase acuosa: Fase acuosa:
—-734146.3 kcal —289183.1 kcal
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Se calcularon las entalpias de reac-
cién en los dos medios mediante la
Ecuacion 8 con los datos de la Tabla
3. En fase gaseosa, la reaccion tiene
una entalpia de -8.2 kcal/mol y en
fase acuosa de —4.1 kcal/mol.

Finalmente, se analizaron la reactivi-
dady la selectividad de las moléculas
que participan en la reaccién de ace-
tilaciéon: hidrocloruro de L-carnitina
y cloruro de acetilo (Tablas 4, 5y 6).
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Tabla 4. indices de reactividad
para el hidrocloruro de L-carnitina
y el cloruro de acetilo

Fase Fase
gaseosa acuosa

Hidrocloruro Nucleofilia

de L-carnitina  (N) (eV) 0.0325 0.0165
Cloruro Electrofiia  0.6676 0.6661
de acetilo (w) (eV)

Tabla 5. Nucleofilia local para el hidrocloruro de L-carnitina

niamero | (V) (eV)

Nucleofilia Local
(medio gaseoso)

Nucleofilia Local
(medio acuoso)
N (eV)

5C 3.249E-06

6.584E-06

10 0 2.599E-05

0.000

120 3.899E-05

6.584E-06

15C 1.560E-04

0.000

18 C1 3.209E-02

1.644E-02
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Tabla 6. Electrofilia local para el cloruro de acetilo

@

Atomo | Nucleofilia Local | Nucleofilia Local
(medio gaseoso) (medio acuoso)

niamero | (V) (eV) (N, (eV)

1C 0.3519 0.3511

Se encontr6 el estado de transicion de y se estableci6 la energia de activa-

la reaccion en fase gaseosa y acuosa cién mediante la Ec. 9 (Tabla 7).

Tabla 7. Estructura y energia del estado de transicion
de la reaccion de acetilacion en fase gaseosa y acuosa
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Estructura ’E g
Energia —1023165.3 Kcal —1023210.7 Kcal
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DISCUSION

Extraccion y cuantificacion de L-car-
nitina

Es necesaria la desprotenizacion del
extracto alcohdlico debido a su alto
contenido de histidina (25mg/100g
de fruto fresco) (Calabrese, 1992), que
produce un complejo coloreado de
la misma intensidad que la L—carniti-
na lo hace con el azul de bromofenol
(Friedman, 1958). Adicionalmente,
existen otras dos interferencias: la co-
linay la betaina. La colina se elimina
por medio de una columna Amberlite
IRC-50 amortiguada a un pH7, donde
se da adsorcién de la L-carnitina y eli-
minacién de la colina. Para la beta-
ina, se debe respetar y mantener la
adicion de los reactivos de derivatiza-
ciéon (Friedman, 1958).

El complejo coloreado formado entre
la L—carnitina y el azul de bromofe-
nol para la medicién colorimétrica,
se produce cuando el azul de bromo-
fenol actGa como un apareador de
iones (el-Ashry, et al., 1994) y la L
carnitna como una sustancia nucleo-
filica. Juntos forman un i6n complejo
par, que es extraible con un solvente
no polar.

Las diferencias existentes entre los
datos obtenidos para la cantidad de
L-carnitina en las dos variedades de
aguacate con el valor tabulado, se
pueden explicar por el tipo de agua-
cate usado, ademas de errores inhe-
rentes al proceso analitico de carac-
ter aleatorio y sistematico.

Determinacion de la cinética de re-
accion de acetilacion de L-carnitina

Una de las dificultades para la aceti-
lacién de la L-carnitina es su insolu-
bilidad, por lo cual se requiere
siempre de un exceso de agente aci-
lante, el cloruro de acetilo (Brendel
& Bressler, 1967). La reactividad del
acido acético es menor comparada a
la del cloruro de acetilo. En el cloruro
de acetilo, el grupo saliente es el i6n
cloruro que es una base extremada-
mente débil, lo cual lo hace un exce-
lente grupo saliente (Strack & Lorenz,
1966). Debido a la mayor polaridad
del acido acético, es el solvente mas
adecuado para la reaccion.

Con respecto a la ley de velocidad de
acetilaciéon, el orden de reaccién
para ambos reactivos es de uno. El re-
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sultado concuerda con la reaccién de
esterificacion que usa un cloruro de
acetilo y un alcohol (Gennadii, et.
al., 2006). También, de acuerdo con
el mecanismo de reaccién de esteri-
ficacion propuesto (Esquema 1), los
dos reactivos son de orden uno. Se
produce un primer paso donde se
forma un estado de transicion tetraé-
drico, que es seguido por la elimina-
cion del protén y del ion cloro y por
un reordenamiento de los electrones
del carbono carbonilico (Brown,
2011; Solomons & Fryhle, 2008).

LN 5. .

:Cl: :Cl: R-C=0

. ladh RS

Ve [eR .

R“—’CI:PQ N R—gﬁ):e 2, =(IJ_%R‘ =, ‘0-R
R o Hlgh  Hecl

! C
Esquema 1. Mecanismo de esterificacion

Ademas, no existen estudios compa-
rables para validar el valor de la ve-
locidad de reaccién. La misma
depende de mecanismos de reac-
cion, polaridad, naturaleza del sol-
vente,

temperatura, entre otros

factores.
Modelamiento computacional
La estructura espacial mas estable de

la L—carnitina en fase gaseosa es la
plegada, debido a la atraccién cou-

[6mbica entre el grupo carboxilico
negativo y el grupo amino positivo.
Esta configuracion disminuye el
efecto estérico entre los dos grupos
funcionales por lo cual es una molé-
cula altamente nucleofilica.

Hay dos lugares que exhiben el
mayor valor de electrofilia: los ato-
mos 14N y 1C. El d&tomo 14N posee
una deficiencia de electrones al com-
partir sus electrones con cuatro car-
bonos adyacentes. Mientras que el
atomo 1C se ve polarizado debido a
la existencia de grupos polares a sus
extremos. Esta regioselectividad tam-
bién influye en los lugares de la mo-
lécula en donde se concentra la
carga, asi, en el sitio donde se da la
mayor electrofilia, la molécula tiene
carga positiva, mientras donde posee
la mayor nucleofilia, una carga nega-
tiva.

A pesar que en la mayoria de reac-
ciones no se producen diferencias
notables entre las reacciones en fase
gaseosa y en solucién, estas existen
si el medio en el cual ocurren expe-
rimentalmente es en solucién (Moore
& Pearson, 1981). Asi, las propieda-
des del solvente son importantes al
determinar las energias de los reacti-
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vos y productos (Carey & Sundberg,
2007). Las diferencias existentes
entre los dos medios de reaccién de
acetilacion se deben a las distintas
interacciones. En fase acuosa se debe
tomar en cuenta la existencia de fuer-
zas intermoleculares, mientras que
las moléculas que se encuentran en
fase gaseosa estan en una regién de
baja energia potencial, como resul-
tado de la baja fuerza de atraccién
que las moléculas adyacentes produ-
cen en ellas. Al analizar las energias
de las moléculas participantes de la
reaccion de acetilacién, se puede ver
que son mas estables en fase acuosa
que en gaseosa. Se puede asumir que
en solucién, las moléculas tienden a
estabilizarse debido a las interaccio-
nes con el solvente, principalmente,
electrostaticas.

Al referirnos a la Tabla 4, se puede
observar que en fase acuosa, la nu-
cleofilia del hidrocloruro de L-carni-
tina disminuye en un 50%, ya que el
agua es un solvente polar prético,
que experimenta puentes de hidro-
geno con el soluto, por lo cual dismi-
nuye la habilidad de donar electro-
nes (Brown, 2011). Al contrario, el
cloruro de acetilo usado es un li-
gando neutro que posee un bajo

MEDIANTE TECNICAS INSTRUMENTALES Y COMPUTACIONALES

nivel de solvatacién, por lo cual el
efecto que posee el solvente sobre su
reactividad es minimo.

Al analizar la selectividad de la L-car-
nitina en la Tabla 5, se ve que la
mayor nucleofilia se localiza en el
atomo de cloro, mas este no forma
parte de la molécula debido a que no
esta unido al esqueleto mediante un
enlace quimico. Se puede ver que la
mayor cantidad de nucleofilia en fase
gaseosa se ubica en el atomo 15C,
debido a que se encuentra ligado al
nitrégeno que es altamente electro-
filo, lo cual provoca un fenémeno de
polarizacién. A pesar que este car-
bono es equivalente al 23 y al 19, el
mayor valor de nucleofilia se pro-
duce por la menor distancia de en-
lace entre 15C y 14N. Al analizar el
atomo 100, el participante en la re-
accion de acetilacion, se observa que
posee un caracter nucleofilico mode-
rado, debido a la estabilizacion que
le provee el hidrégeno.

En el caso del cloruro de acetilo, se
observa en la Tabla 6, que el atomo
1C es el receptor del ataque nucleofi-
lico por lo cual exhibe los mayores va-
lores de electrofilia en los dos medios
de reaccion. Hay una baja disminu-
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cién en la electrofilia local en medio
acuoso con respecto al gaseoso.

El mecanismo de esterificacién co-
mienza con el ataque nucleofilico al
carbono carbonilico; aqui, el nucle-
ofilo posee un par de electrones des-
apareados en un atomo de oxigeno
neutro que corresponde al oxigeno
del grupo oxidrilo del hidrocloruro
de L-carnitina. En el complejo acti-
vado ocurre una rapida transicion de
proton (H*) al O, por lo cual el car-
bono carbonilico cambia su hibrida-
cion de sp? a sp’ y adopta una
configuracion tetraédrica momenta-
nea (Brown, 2011). El ataque se favo-
rece por la facilidad estérica del
carbono carbonilico y la habilidad
del oxigeno carbonilico de reacomo-

dar un par de sus electrones ubicados
en el enlace doble del carbono-oxi-
geno. Seguido de esto, se produce la
eliminacion del acido clorhidrico,
que regenera el doble enlace entre el
carbono carbonilico y el oxigeno, y
da como resultado un producto de
sustitucion, el hidrocloruro de acetil
O-L—carnitina.

La energia de activacion encontrada
para la reaccién de acetilacion en
fase gaseosa, es mayor en aproxima-
damente 4 kcal/mol con relacion a la
fase acuosa. Esta diferencia con-
cuerda con la estabilizacion del es-
tado de transicién por parte del
solvente, principalmente por interac-
ciones electrostaticas.

CONCLUSIONES

Se cuantificé L-carnitina en dos va-
riedades de aguacate, con valores de
84 ug/g para la variedad Booth 8 y
82 ug/g para la Fuerte. El contenido
de L-carnitina puede depender de la
variedad de aguacate.

La L-carnitina es una molécula nu-
cleofilica que participa en reaccio-

nes de esterificacién en el metabo
lismo de las grasas del aguacate.

La reaccién de acetilacién del hidro-
cloruro de L-carnitina con cloruro de
acetilo es de orden dos, uno para
cada reactivo, con una constante de
velocidad a 298+2K de 4.45x10*
L/mol-s.
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Los sitios reactivos tanto del hidroclo-
ruro de L-carnitina como del cloruro
de acetilo coinciden con el conoci-
miento quimico de este tipo de mo-
l[éculas y estd de acuerdo con el
mecanismo propuesto para las reac-
ciones de acetilacion.

Las entalpfas de acetilacion calcula-
das para el hidrocloruro de L-carni-
tina en fase gaseosa y acuosa son

MEDIANTE TECNICAS INSTRUMENTALES Y COMPUTACIONALES

-8.2 kcal/mol —4.1 kcal/mol, respec-
tivamente.

Se determiné que la energia de acti-
vacion de la acetilacion del hidroclo-
ruro de L-carnitina es de 118.5
kcal/mol en fase gaseosa y 114.7
kcal/mol en fase acuosa, al tener
como estado de transicién una es-
tructura tetraédrica.
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