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CAPITULO 1
TNTRODUCCT ON




Les paoductos natunafes tienen una impeatancda prd
mord4al en La vida del hembre, Desde fos frutos, {Lores y -
plantas en genenwl mds comunes, que frecuentamos a diario, -
hasta £as mds naxras especdes, pucden ser de cienta utiiidad-

para ef hembre,

Existen plantas muy diflecLes de recolectan debide
a que sc reproducen &clo en clontes Pugares, bajo cientas --
condieiones ambientates, de nepreduccibn muy Lenta pero que-
s4n embargo son muy dtifes al hombre poi La gran cantidad de
sustancias medicinafes que contienen; cexisten plantas que se
tienen en grandes cantidades, que se cobservan en cualquier -
fugan penro sin embange no han s.ido estudiadas a fonde; podila
sen que muchas de estas plantas tuvieran cleatas sustanéias-
medicinales, aunque en poca cantidad, estas plantas podrlan-
sen utilizadas en un future en que se agetaran Las fuentes -

actuales de abastecimiento.

Exdaten una gran cantidad de planfas que se utifi-
zap adn en fa aztuafcdad come semedies, ya sea {nkalade, {n-
gg}ida, sobne La piel, cle., y a pesar de estad referencias -
que s¢ tienen, y de {a efectividad que se ha demostrade en -
muehad ccasdfcnes, ne s¢ han levade estudies mds a fendo de-
edtas plantas. Lla fnvest:icacibn de diches paincipies actd--
vos es muy Lmpestante, potgue ¢ peduda Licaar a sabet cuaf-
e La. sustancia encchrgade de clesie cgecte; porterioamente -

concedende ya La estsns tuse de esa sustancdas, se podudla la-



cer una stintesis do €a misma a nived dndusthial, en casy de-
que no fueta costeable £a vhteacdtdn e es.y prineipics acti-

vos a partis de La plaita que dc énv’stiad,

Medlante Las obsesvacicnes cxpuestas anteadiotmente
d¢ Lrata de dar a zonoccr ne scle {a importancia que tienan-
2os preducte: natusales en medicona, sdne que tambifn pueden
der dtiles para otras necesidades del hombre; como podilan -
sanvih prta La obtencidn de nuxvas gibray, que despuds se --
ut(ﬂézam(an para La produccedlén de papel o telas; otho efem--
plo senla ta produceddn de colonantes a pantin de Las plan--
tas, de uso decorativo; otras plantas pueden tener un alto -
contenddo de sustancias nutritivas, que podrfan servih para-
La alimentacidn de clentos animafes, y asf se podrfan enume-

rar una gran cantidad de utilidades de Las plantas.

EL £imén {Citrus Eimonum} es un cdtaico bien cono-
cido en nuedtro pafs, y se sabe de sus miltiples usos que se
£é dan a este fruto. EL Limén se ha explotado bastante poar-
su ghan contenido en feido adcbrbico (Vitaména C) y fcido --
ceitnica en el juge. Petr an cuanto a su corteza ne se ha ex
plotado bastante. Po+ clestas tefcrencdas 3¢ ha sabide que-
sta tiene cdento efecto coagulante, poa €o cuaf este estfu--
dio estd enfocade en txatax de conovcer £as sutancdas causan-
tes de dlcha accdidn, ¢ por Lo menos tratar de saber a que --

grupo de sustancias pertenece cn gencral.



EL Limén {Citrus Cimenum} pentenece a la famifia-
de 2as Rutdcead, A continuaedién s¢ dand un esquema taxond-
mice, mostrando fas principales especies de Los CLtricos. -

(Tabla 1},

Deseripeidn def Limbn:

Hedperidio ovoideo u oblonge teaminado en un mame
L6n; de piek maAs o menos gruesa, £isa o verhugosa, de color
amarillo flavedo, con pequefias vesleufas conteniendo acei--
tes esenciales, Eafd constituido por B-15 segmentos de ga-
jos aoden&aa de una matenia blanca, relativamente duras ed-
atbedo; Las semillas, f£isas y puntiagudas, en ndmero varia-
be, estdn fijas en el boade interno de cada segmento Les -
cualed encienran ef jugo o zumo conteni{do en sacos foamadod

por células de pared defgada,

EL zumo del &imdn naturcl o conservado se destina
a {a preparacién de bebidas rcfrescantes, y £os Limones se-
utiiizan en cufinaria, confitertfa, peagumenia y como dieta-
aidmentieda por Su afqueza en dedde ascérbico {Vitamina Cj-
¢ Vitamina P, EL cumo e4 un desinfectante que ae utiliza -

eit das afecciones fardingeas.

Loy Limones se encuentran ¢ gran cantidad en di-
verses cugates del pals, en casd toda Ca cesta def Paclfico
ci Loy Eatades de Colima, Guetrere, Micheacan, Jalisco y ~-

pet o€ Gelfe de México en Veracruz, Tabadco, Campeche y o--




TABLA 1

TAXONOMTA,

Gerandales
{ed orden natunaf

comprende 21 familias)

Gerandineae
{subonden comprendiende 12 fami€ias)

Rutaceac
{famifia con 7 subfamilias)

Xunanticideae

(subfamilia con 2 tribus)

Clausenecae

lconsiste en 3 subtaibus
5 genenos, 79 especdes y

20 vardiedades)

CLthae
{con 3 subtribus}

Taiphas iinae
| 8 generos, 46 cspecles
y 3 vandedades)

A

(5 genenos y 14
especies}

Fortunela *  Eremocitrus
{4 csapecies

y una varie

dad}

Citninae Balsamocitrinae
{con 13 genenos, 65 espe-
cies y 15 variedades) leon 7 genenroa

¥ 13 especies)
Subtribus
B c

{ 2 generos,?2 espe- l6genenos, 29 es
cies y 4 varledades) pecdies y 11 va-

riedades.
Genera:
Ponieithus Clymenia Microcitrus  Citaus
(1 variedad) (6 espe
cles i
una va

riedad.



C.

Limonum [Limdn}
aurantigolia {L{ma)
aurantium Linn,

sinensis Osbeck,

. medica Linn.

nobolis Andrews

. maxima Meaxr,

. beagamia Risao,

grandis [Einn.] Osbeck.



thed Lugares,

En €us edtados mencionados antenichmente, este -~
fruto cxece sén ningdn cultive en especial, debiende hacer es
pecial mencibén que cn el Estado de Colima se encuentra una-

plantacidn con una alta produccdén de este faute.

Los principales componentes def Limfn son el doi-

do ascbrbico y el deido clthico.

EE dcido ascbrbice conocddo también come vitamina
C, e4 2a vitamina cuya ausencia da origen al escorbuto. E4
ta enfermedad, antesd tan comdn entre Los manineros, sc ca--
tacteriza pon La tendencda a sangtrar y La apardiedén de cam-
bios patofégicos en dientes y enclfas. En el cobayo, en el-
que puede inducirae escorbuto experimentalmente por una die-
ta carente de "verdes", Las anticulacioncs de agrandan y se

vuelven dolorosas,

Dunante mucho tiempo de sabla que Los frutos gres
cod y Las vendunas son excelentes fuentes antiescorbdticas.
Los cereafes y Las Legumbres secos prdeticamente nv contie-
ien vitamina €. Llas semillas secas estdn deprcvidstas en ge
nergl de vitamina C pero como resultado de La geaminacibn -
lal humedecenfas y calentarlas Ligeramente) aparece fa vita

mina C,



Son muy buenas fuented de vitamina ¢ Los frutos -

citnicvs {naranga, Limones}, bayas, melones, tomateb.plhiqﬁ

tuy vendes, col cauda y Las plantas verdes de ensalada, -~ ..

Ltes vegetales folddeeons vendés‘caut{enen cantidades aprecia
bles, aungue al gudsanbos se p;aduccn péadidas, Lla ceaeza-
cubana es *ta fuente mds rdica de deido adcbabico, entae Los-
ﬁnutaA(

"y

La sustancia pura es fdpticamente activa, ed solu-

bie en agua y @ unlncductoa muy fueate, Se ux4da 6¢c££m¢n%

te al aine en especial en presencia de lndlctob de Lones me
2, 0“0'3

tdticos, como Cu

Las ptantas y todos fos animales, safvo el ceudo,
el hombre y tas primates, puede adntetizan dcido asedabico;
el hlgado y taa adrenales son paobabﬂcmenla Los princdpales
fugaresd de Alntgtia, En las plantas todos Qo4 tefidos con-
tienen uikamina'cr dalvo Los Ledosod o Las semi{fias, aunque

sC encuentra en £od primencs cstadod de geaminacidn.

‘ Estauctura: 0? ovv?“
OM-CHiCH-CH~C-C-C-0
b 0d

E& dcido cftrico se Le cncuentra muy Aepartido en
2a hatunaleza, padneipalmente en &os zumos de un gran nime-

re de gautos de 2as difenentes especdes del géneno Citrus, -

en ciertos tubéneulos y rafces como €a aemolacha, fa granza, -




tambi€n en pequeilas cantidades en casi todos Los jugos de -
Las plantas en presencda del deido mdlico; siendo €a fuente
paineipal para obtenerlo, el zumo del Limdn que es el que -

mayor cantidad contiene.

Esthucturas

EL poacentaje de pectina varia segdn el tipo de-
eimén, pero en general se encuentra dfrededor de un 403, -
Todas las cortezas de Los agrios contienen cantidades rela-
tivamente grandes de pectind; Los frutos no del todo madu--
n08 son Los que tienen magor cantidad de csta sustancia, --
y a medida que su maduracidn avanza, disminuye La cantidad-

de pectina en La coateza,

Los componentes de Citrus Limonum estudiadod fue-
ron a nivel del pericarpio (cdacara), encontrandose una ---
éaan variedad de sustancias, nuestro estudio fue enfocado -
en du mayor parte, a Lod extractos que contienen Los princd

pios activos, tesponsables de la accifn coagulante.

Aunque La coagulacidn de fa sangre se caracteniza
por La conversibn de fibrinfgeno soluble en su deaivado {nm-
soluble, fibrina, el proceso total, Linvitro o invivo, que -
conduce a este paso crucial es bastante complicado e impli-

ca una denie de compuestos, Los factores de coagulacdbn, --




que entran en Lnteracedbn de una manera sucesiva que eom---

prende muchas neaccioned condecutivas.



CAPITULO T1
MATERTAL V METODOS



Como paso Lnicial de La investigacibn, se proce--
di6 a La hecoleceidn de La corteza del Limén, se recolectd-
La edscara de 2,000 Limones aproximadamente, y se decidid -
hacento cuando el £imfn ecataba todavia verde, antes de £Le-
gan a su completa maduracdibn, Lla nazén de haberfo recolec-
tada en esta etapa, fue porque en este esdtado de desarnollo

fa cdscara o corteza del Limbn cs mds gruesa,

lina vez recolectado s¢ procedid a desprender fas-
cdscarad del fauto, para poden secanlas Eibremente; el proce
dimiento del sccado se Llevo a cabo al aire Libre, esto fue
con el motivo de evitar degradacidn de algunos compuestos -
44 se hiciese por métodos en que se aplica cafor. Llas cds-
caras e pusienon a secar al s0f pero no dirnectamente, por-
que esto produce cambios en el color de estas, que puede --
sen debido por oxidacidn o reduceibén de cientos compuestos.
EL secado debia sen Lo mds rdpido posible cvitando ponenfos
en Luganres hiimedos, para impedirn el crecimiento de microor-

ganismod,

Una vez seco el matenial se s4iguid con La molien-
da, esto se¢ hizo con un molino de cuchiflas. Va molido el-

material se obtuve un peso total de 1,963 gn.

En segulda ge procedif a La extraccdidn con di{fe--
hentes so0lventes utilizando un aparato extractor {sistema -

Soxhtet), con este sistema s¢ pueden trabajarn muestras has-



ta de 200 gr, dependiende del tamavio de Soxhlet utilizado,-
y utilizan bajas cantidades de solvente, ya que esta basado
en un proceso de necinculacddn, fa tempenatuna puede sen --
controlada con este mbtodo, evitando asl €a descomposicifn-

de sustancias sensibles al calon.

La extracedidn se hacla hasta La cbtencidn de un-
§iltrado clano. EL primen solvente utifizade fue el ten -
de petnbleo; ef cual tlene una femperatura de cbullicidn en
fre 30°y 60°C, es un buen disolvente grasa y ceras, Para -
La extraceidn con fste sofvente, no se £Levd a cabo porn el-
método de Soxh€et, &ino que s0fo se hizo un Lavado prelimi-

nat para desengrasarn antes de usan el siguiente solvente,

E¢ segundo dolvente utilizado fue el {dten etflico;
€ste tiene una temperatuna de ebullicdidén de 34°C; es un ---
buen disofvente pana £a mayonfa de Los compuestos ongdnicos
de polanidad intenmedia, Este solvente nos sinvid para au-

mentar £a efiminacién de gnasas, Se wsé el método Soxhlet,

EL tercer solvente utilizado fue Le tetrahidnogu-
nano, con una temperatura de cbuleicién de 64°C; el cual --
tiene caractenizticas tambifn como el &ten, pon Lo cual sin
ve también para disolven grasas y othos compuesfos por £as-
propiedades que Le confierne su estructura cfclica. Con es-
te solvente, fa extraccibn se LLevd a cabo tambidn por el -

método de Soxhlet.



EL sigulente solvente utilizado, fue el metanol, -
coit una tempenratura de ebullici6n de 65°C. Es un buen so0l-~
vente para componentes de ordgen vegetal; esta extraceildn -

¢ nealizd también por e métedo de Sexhlet.

Porn detimo sc¢ utifizo el agua. Para fata extrac-
eddn, no se pudo utiﬂiiah el método de Soxhlet, pon Lo que-
se hizo una separacifn manual, cafentando el matenial conte
nddo en el agua a baio maxi{a, para no efevar demasiado La -
temperatunra;. Luego se §LLtrd para obtener sofo Las sustan--

cias sofubfes en agua.

EL motivo de haber utilizado el agua al dl&timo, -
fué pongue, como es el mejon sofvente, pudo extraer Las sus
tancias que no habfan s.ido separadas anteriormente. 0Otro -
motivo fue, por tener La temperatura de evaporacidn mfs al-
ta, y porque para secaxr £a planta completamente y Aequin --
extrayendo, hubiera sido muy tardado, Lo que hubierna sido -

tiempo suficiente pana La proliferacidn de microorganidmos.

Teaminada £a Labor de extraccibn, se fue evaporan
do poco a poco el solvente de cada extracto, uncs se hicie-
xon en La campana, otroed en un concentrados de muedtras, y-
otnos fueron evaporados a baifo manfa, debide a su poca vola
tilidad, esto se hizo con el fin de prevenin contaminacio--
nes, sobre todo en el extracto con agua, En unos casos fas

cantidades de solvente utilizado fue alta, por Lo que hubdie



¢ $4do mefon Ciofilizar La muestra, pero no se contaba con

el equipo adecuado.

A continuacidn se enunciard todas Las prucbas Lle
vadas a cabo:
I.- Paueba parna alecalodides:

Al PRUEBA DE WEBB. Apticable para muestras de --
0.1 a 5.0 gr. Se mezela con sugdedente HCL al 1% para for-
mak una suspensidn y ebtenen 2 ml de giltrade. Lla suspen--
s se vdente a un matraz Eslenmeyen y se coleca a baio --
marda. LJ mezela se calienta y se sacude periddicamente; -
despucs se retdra Ca suspensifn, se deja enfrdan gy se §08--
tra.  Si ef filtrade es menon de 2 wml, se aftade al nesiduo-
suficiente HCL al 1% para ajustan el filtaado a 2 ml, Pox-
separnado se ensayan allcuonas de 0,2 ml def §iltrado con --
volidmenes de 0.1 me de reaetivod para alealoides [Mayen, --

Manquis, Endman).

B) Método de Cain: Una cantidad de muestra se --
disuefve en un tube de ensaye {75x!2Zmm) con HCE ZN saturado
con NaCl, dunante 15 a 30 min.; La mezela se fiftra. EL --

fiLtrado se ensaya con Les neactives de alealoides,

Reactivos para alealoides:
alReactive de Mayern., La solucidn no debe conte--
nea deido acltico o ctanol, porque disuelven Los precipita-

dos. Solo deben agregarde unas cuantas gotas de reactivo -



porque algunos afcalodides son solubles en exceso de reacti-

vo,

b) Reactive de Wagnen, La mayorla de fas sofucio
nes aciduladas de alecaldides, foaman precipitados floculen-

tos color mannadn,
¢} Reactive de Marquis.
d). Reactivo de Erdmann.

C) Cromatogragla en papel. EL papel utilizado --
fue Whatman No 1 impregando con foamamida y el sofvente utd

Lizado fue: butanol~dc¥do acético-agua (10:2:1).

11.- Prucba de Kellen:

Coloca 1 gn de muestra en 10 m€ de aleohol al 80%
en una edpsula de porcefana y poneala a basivc de vapor hasta
dequedad. A gregue 3 me de FeCl, cAtandan, agite para mez-
clar bien y pasarloa un tube de ensayo pequedo. Con ef tu-
bo de ensayo cofoquefo en un dngufo de 45°, nesbale un mi.-
de H2304 cone, para peamitin que corra hacia abafo por La -
pared interna def tubo de ensayo. No agdte de nuevo el tu-
bo de endayo a 6ste punte. Obaserve 8.0 se forma un anillo -
en La intenfase e indicarfa La presencia de 2 desoxdicazdea~

fes,



1T1.- Prucba de aziicares:

Al Se coloca una pequia cantidad de muestra en un
tubo de ensayo y se aghegan 10 gotas de agua destdlada, 2 -
gotas de una solucibn frcsca de alfa naftol, agregada direc-
tamente a La Solucién « no sobne €es Lados., Mezelar ¢y a--
gregan 5 ml de ”2304 negbalando pon ta paned def tubo, para
que Ae foame una capa en ¢l fondo del tube. La foamacidn -
de un andllo nosa a violeta (ndica Ca presencia de carbohi-

dratos,

B) A una pequeiia cantidad de mucstna, se agregan-
5 ml de una solucifn 1% del aeactivo de Béals, Catentan fa
mezela hasta ebullicibn y Cucgo dejan enfaiarn. Un color --
vende o pncc(pétaau veade floculento, indica fa presencia -

de una pentosa,

C) Aunapequeia cantidad de muestra, disuelta en-
ml de agua destilada, se agregan 5 mf de solucidn de Bene-
dict y hervin porn 2 minutos. Un precipitado vende amanillen

to, fuego a nofo Ladnillo, {ndica fa presencia de hexodas.

1V, - Cromategragifa para canbohidratos:

Se usd un procedimiento unidimensional descenden-
te, EL papel filtno usado ¢ el Wahtman No I, Para obte--
nen nesultados convenientes se usan hogfas grandes (25 x 50).
Paha que c¢f frente corra 20 a 40 em. En una mancha e --

puede colocan de 10 a 50 mg. Se debe procurar que el didme



tho de La mancha no pase de 2 a 3 mm, Una alta concentra--
cifn de sales desplaza Lnnregularmente fLas manchas, favore--
ciendo a La apanicidn de colas y puede impedin £a formacidn
de colorn. La fase mévil utilizada fue n-butanol-pirdidina--
agua (9:5:4); el agente cromogénico usado, nitnato de plata
0.1 N en NH40H 5.0 N, EL papel ase hocla con ésta solucidn~
después de haberla secado dando manchas a temperatura am----

biente,

V.- Prueba para acedltes voldtiles:
Se calienta a ebullicibn una pequeia cantidad de-
muestha y se huele el vapor, Un olor anomdtico indica Ea -

presencda de acedtes voldtiles.

V1.~ Prueba de glicdsido:

A) Gliclsidos eianogendéticos:

Se cofoca 2 a 3 gn de muestra en un tube de ensa-
yo. Se afiade 4 gotas de cloaoformo y en La parte superdior-
se coloca un papel filtro [previamente empapado en una solu
cibn de picrato de sodio y deapués secado), sosteniéndolo -
con un tapén hay que evitar que ef papel toque el tubo. Es
te se deja a 30-35°C unas 3 honas. Si el papel no cambia -
a rofo, La prueba es negativa.

B} Geic6sidos carndiacos:

a} Reaceidn de Kedde:

Se obsenva el dasarnolto del cofonr, un color pdr-



pura es indicadon posditive de La presencdia de un aniflo Lac

tona insatunado,

b} Pruweva de Bush y Tayfor, Kedde mod{ficado.
lina colonacidn phrpuna es indicativa de una nes--

pueata positiva, de lactonas.

Vil.- Chomatografta de glicssido:

Se puede emplear fa cromatogragfa en papel What--
man No 1 o pon chomatoghagia en capa defgada es sifica Gel-
HF., EL solvente utilizado fue: benceno-pinidina-fcido {6n-

mieo 5:3:1,

VIT1,- Prueba para taninos y compuestos fenblicos.

Se coloca una pequeda cantidad de muestra, en un-
tubo de ensayo, se agrega agua para disofver, Luego afgunas
gotas de sofucibn de FeCl; eatandanr,

No neaceidn con FeCL3 estandar, es Lndicativa de-
no taninos y no compuestos fenélicos. Un color azul verdo-
80 o negrovendoso, después de La adicifn de FeCt3 estandan-
y cornelacionada con preeipitacién de sal-gelatina, es Lndé

cativo de £a presencdia de taninos def tipo catecol.

Un colon negho azuloso después de La adicibn de -
FeC, estandan y correlacionados con La precdpitacién de La
4al gefatina, es indicativa de fa presencda de taninos del-

tipo pinogalol.
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1X,- Prueba para fLavonas:

Se cofoca una pequeia cantidad de muestra en un -
vaso de 50 ml y agregan 15 me, de gter de petn6leo., Taitu-
rai Y f4Ltnan. Repita La taituracibn del nesiduo, con vold
men adici{onales de Eten de petndfleo, Lo necesario hasta que
el d€timo volumen del extracto de Efer de petndleo seadnco-
Lono. Combine fos extractos étencos, y evapore a sequedad,
Disuelva el nesiduo desengrasado en 30 ml, de etanol al 50%
filtrhe y cofoque 1 a 2 mb, del f4Ltrade en cada uno de Los-

tubos de ensayo.

a) AL tubo de ensayo No | agregan 0.5 ml, de HCL-
concenthado y calentan en baio de vapon por cerca de 5 minu
tos y obsenvan Los camblos de color, Desarrollo de colon -
nofo-viofeta es Lndicative de La presencia de Leucoantocda-
ninas, La foamaci{dn de cofor puede sen Lenta, ai ef colon-
no aparece de inmediato, deje pearmanaccer La solucidn a tem
peratura ambiente por una hora antes de anotarn el nesultado

como negative,

b} At tubo de emsayo No 7 sc Le agrega 0.5 me de-
HCEL concentrado ¢y 3 a 4 ghanaflas de Mg, Se cbserva cudida-
dosamente el cambio de colon {a beade, rojo, ete.) dentae -
de 10 minutos y es indicativo de La predencia de flavancles
S{ deginitivamente ocunne un color, enfrfe y diluya con un-
volumen £fgual de agua y agregue un mf, de octif-aleohol, -

Se agita se deja separan, EL colon en fLa capa de octil al-
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coltol es debido a Las agliconas, mientras que el cofor en -
La capa acucsa es dibido a Los glicdsidos,

X.~ Prueba pana glavonoddes:

al  La muestra se trate con un trocito de magne--
si0 y wunas pecas gotas de HCE concentrado, cobservdndose de-
Lnmedlate una  coloracidn anaranjadas, heja, neja azulosa o
violeta s estdn presentes f€avenas, gLavononas, §Lavononoles
o xantonas., Ocaséonalmente Los flavanoles [ineluyenda Sus-
thes Etenes y gluedsidos), Las flavanonas, y §lavononoles -

dan color verdes o azules,

b) Cuando se usa Zine y HCL solo Los fLavanoroles

dan colores {ntensos.

c) Las flavonas y fLavonoles se¢ disuelven en ded-
do sulfarico concentrado y originan soluciones fuertemente-
amarillas., Las fLavanonas dan colores anaranfados o guin--
das, Las chacfonas y aunonas foaman coloracioncd roja guin

da o rojo azuloso,

d) Et cforuro fénnico acuoso o etandlico forma co
Lones con Los compuestos fendlicos en general, por Lo que -
tiene poco valon para diferencian §lavonoides, Sin embargo
una coloracidn vende sugiere denivado def catecol; un colon

azul, derivado def pirogalol.

X1.- Chomatogragdla de §eavonodides:
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Se hizo cromatogragfa en papel bidimensional, utd

Lizando papel Whatman No 1,

Utilizando como fase mdvil el-

aleohol tenbutflico af 80% y deido acétice al 15%.

En La cromatografia

gel de sfLice como absorvente

deido acético-agua (63:10:27),

pueden obtener Los asigudientes

de capa delgada 3¢ utiliza --
y come fase mévil n-butanol--
Con €sta cromatografla se -

nesultades:

a) Observandose £as manchas visibles (auronas, --

chafeonas y antocdianinas ).

b) Examinando ef papel con Luz ulfravioleta Lanrga
(300 nm) observandose Las manchas gLucrncscentes (flavonoles

y chatconas) o manchas obscuras.

c) Expondendo e€ papel a vaponres de amoniaco en -
tanto que se¢ Les exdmina con La fuz ultravicfeta [flavonas-
y glic6sidos exhiben fEuonescencia amanilla) fLas fLavononas

se ven amarniflas y fas catequinas azul claro.

d} Obsenvando de nueve el papel a La Luz ordina--
ria, Las antocianinasse ven azul griizdeeo Las flavonas amand--

Llas, Las chalconas y auronas naranfa rojfo.

X11.- Prueba parna antraquinonas:

Se cofoca una pequeiia cantidad de muestra en un -
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tubo de ensagyo ¢ se aidaden unas getas de agua para disotven,
Ahona se¢ agregan 10 mi de bencenco, se¢ agdita para mercfar --
bien y pewmdtin que so sepaten Lay des fases,  Se¢ pasa fa -
capa benedndca a otiwe tubo de endaye, se¢ agregan 5.0 m{ de-
amenface ey tandar, wip colon nofo (nddca antraguinenas. Se-
agaegan unas getas de KOH 0.5 N a wuna pequeia cantidad de -
muestra sobue una placa de porcelana con cavidades, un cam-

bie de colen a rejo o piipuna (ndied antraquinonas.

Las quinonas tienden a dat coleres nojos o pdapu-
ras con deealis concentrados o con deddo sulgduice, Lo que-

puede wsatse para {dentigicartas.

Muchas p-henzoqudnenas y alqunas nagtaquinonas --
F { t ¢ t

dan coloraciones azules o vieletas cen amondaco,

Las soluciones bencdnicas de Las 1,2-naftaquine--
nas son rofas y pasan a €ay scluclenes alealinas con un co-

Lor azul violdceeo.

X111.- Prucba paxra Cimonodides:

EC anitto de furaito d¢ Cos Cimonedides toma coloxna
cidn naranja maradn cuando s¢ trata £a muestra con una dolu
cidn al 1% de p-dimetilaminobenzaldehfdo y se deja en con--
tacto vardias horas con clerure de hididgene o en conddicio--
nes especiales con deido sulfdnice; da ditvectamente colores
nofos grisaceos., La multiplicidad de grupes funcinales ex-

hibidos pon Limonoides, permite usar algunas rcacciones ge-
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nenales para cefonas y compuesios Linsatunrados,

XIV.- Cromatogragla para Limonoidesd:

Para La chomatoghagla en capa defgada -de Limonoi--
des y meliacinas se¢ ha usado La gel de s{2ice G, y como di-
solvente; clonofonmo-acetato de etifo {1:1}, Para danfe co
Lon se ha rnoclado fLas piacab con p-dimetiaminobenzaldehldo-
del 0.5% al 5% en etanol y después sc han cofocado varios -
minutos en un desecadon saturado, con cfonuro de hidadgeno,

apareciendo manchas naranfas o marnbn,

XV, - Reaccdidén para coumarinas!

La mayonla de €as coumaninas tiene fLuohrescencdia-
azul cuando se £es expone a £a Luz wultraviofeta, Las que --
tienen oxlgeno en La posdcibn 7 pueden exhibin fLuohrescen--
cia hasta con Luz visible, panticularmente cuando se taata-
con deddo sulflnrico, Las furocoumarinas pueden tenen fEuor

escencda vende,

Como Las coumarinas son factonas, se pueden disof
vern en soluciones afcalinas acuosas o alcoholicas con apani
cibn de una coloracidn amaniffa, La cual desapanece af acd-

dulan,

XVT.- Cromatogragla de coumaninas:
Se utifiza cromatogragla en papel Whatman No 1, -

conrniendo con deddo acético-agua (98:2)., Una vez seco el-
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papel se obsenva con Luz ubtravioleta,

La chomatografla en capa defgada es muy ditil para
determinan coumaainas y adn paxa aislanbas. CEL absorvente -
mds usado ha sido el gel de sLfice G, y Los sistemas de di--
sdolventes pueden sen: Eter de petnbleo-acetato de etifo =---
[10033); clonoformo-metanol {9:1); cloroformo acetato de eti
Lo {1:1}, Las manchas se Lecalizan con Luz ultravioleta, -
EL reactivo de Ehnlich, se puede utilizan pana Localizan fu-
rhocoumaninas, cubriendo fa placa con una niebla de fLa solu--
cifn del neaetivo y despuls defdndola una 10 horas en una at

més feng satunada con HCE,

KVI1, - Detenminacidn de deddo eltnico:

Se toma 5.0 mf. de muestra, se¢ coloca en un vase
de precipitado de 250 me, se agrega con cuidado una s0fu ---
cidn al 10% de NaOH con agitacién, hasta que La mezcla sea -
Ligenamente alealina, En €ste punto se produce un Ligero --
cambio de coloxr, Ea solucifn cambia de amarillo a cafesodo,-
Se cuela La solucidn pon muselina fina para quitan trozos --
de pulpa, y Luego se f4Ltra en embudo buchner usando papel -
Se mide el g§iltrnado, y se coloca en un vaso, agregando ---
5.0 m&, y agitdndolo constantemente, sofucién al 10% de C£2-
Ca pon cada 10 mg, de gittrnado. Calentamos a cbullicibn y -
filthamos el precipitado de citrato de Ca usando buchnen. -

Lavamos el precipitado colectado dos veces con pequeilas can-



26

tidades de agua hirviendo, Resuspendemos en una m{nima can
tidad de agua §afa, de cafienta a ebullicién una vez mds, -
colectamos el citrato de Ca insoluble por {iltracifn. Deja

mod secar y pesamos,

E2 dedido cltrico puede sen preparado de La sal de
eitrato como Aigue:pedahoé La sal secada al aire, cofocamos-
en un vaso y agregamos una cantidad caleulada de H#,S0, 1,0N
requendda para convertir La sal a dcido., Defamos reposar -
La mezela por unos minutes, giltramos el So4éa insoluble y-
concentramos el {iLtrado a pequeiio volidmen en baio marfa, -

EL dedido eltnico cristalizard.

Por su solubilidad en agua nelativamente grande, -
el deido cltrico es diflfeil de recnidtalizan en cantidades-

pequenas.

XVI1I,- Cromatograffa para deido cltrico,

Se hizo cromatograflfa en papef Whatman No. 1, Se
utilizanon como fase mévdil Las siguientes: l-pentanol, dei-
do formico 5. OM y n-butanol-dcido acltico-agua, y utilizan
do como hevelador nithato de plata amoniacal. Este se pre-
para con volidmenes iguafes de nitrate de plata 0.1 M e hi--
droxido de amonio 0.1 N mezefdndose {nmediatamente antes de
usar, Estos dos sistemas son Gtiles para La separacidn en-

general de deidos di y trhicarboxilicos.
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XIX. - Separacifn cnomatogndfica de dcido asednbi-

ce y cuantlficacibn.

Se tomanon 5 wmC de muestna y se désolvicnon en 20
me de deido oxdCico al 0,5% hinviendo. Luege 8¢ hizo fa -~
precipitacidn de protelnas, agregando deido tricloroacltico
al 10%, sce f<ltra y Luego sc¢ centrifuga, Luego sc hace una
oxédacibn con el LLouido {iltrado, agregando un exceso de -
2,6- déclonofenol-indofenct al 0.5%, una vez oxd{dado se ada
de a La mucstra 0,5 me de tiounea al 10% en una mezcla aleo
hot-agua, y 2 mf de nitrofenilhidracina, &&{ no se hace ecste
paso, se nocla despu€s con este neactivo, Calentar a bafio-
manfa a 45°C dunante dos hexas, Engaian en hielo, giltrar-
Lavan con agua hasta filtrade clane, EL §C€trade se disuel
ve en 10 m{ de acetato de etifo hirviendo, se evapora a se-
quedad a bafo manfa, Recupenar el nesiduo con un mf, de -~
acetona y aplican en La placa 100 microlithos, aparecen map

chas cafes nofizas,

XX,- Crnomatoghafia en columna:

Se utifiz6 una columna de cormatografla para La -
btepanacibn de flavonoides, La cuaf se monio con celite-po--
Liamida con un didmetro de 1,5 cm. y con une altuna de 35 -

cm,

Otnos slstemas de andlisis utifizados fuenron el -
eApectnoﬁuidmetao {U.Vv. y 1.R.) y el aparato de absorcidn -

atémica.
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Reactive de Benediet.- Sofucifn de 17.3 ga de citrato de s0

Reactivo

Reaetivo

Reactivo

Reactivo

Reactivo

Reacitivo

dio, y 10 gr de Na,C0; anhidro en 60
me de agua destifada, A La que se -
te anadi6 Lentamente y agditando, 1,73
gn de Cu304.5H20 en 15 md de agua. la

mezela se afora a 100 me,

de Bush y Taylonr.- 1% de deddo 3,5-dinitrobenzodico

de

de

de

de

de

Endman, -

en 0,5N de KOH en metanol af 50%

Se agregan 10 gotas de una mezefa de
10 gotas de HNO3 y 100 m¢ de agua a-

20 mt de H2504canc.

FeC?, estdndant,- Mezelar 0.3 mE, de solucibn -

3

Kedde. -

Manqudis . -

Mayer., -

al 10% de Fo.Cl3 con 50 mé de deddo -
acético glacial,

2 gr. de 3,5-dcdido dinitrobenzéico -

en 100 md de -etanol,

Se agregan 2-3 gotas de goamaldehido
al 40% a 3 ml de HZSO4 concentrado.

Se disuelven 1.36 gn. de Hoce, en --
60 mf de agua y 5 gr de KI en 10 ml-
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de agua, Se juntan Las dos solucio-
nes y se aforan a 10 me, EL neactd-
vo 860 debe afladinse a soluciones -
previamente aciduladas con HCE o ---

H2504diluidab.

Se disuelven 1,27 gr de yodo (resubld
mado) y ¢ gr de (oduno de potasdio en
20 mf de agua; £a sclucifn se afora-

con 100 m& con agua destilada,
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RESULTADOS



hicdenon estudies en La planta total {molide}, iy michas do-
Estas pruebas dienen wegativas, pexo sin embange en Cos ex-

thactes se observanen wesultados d(ferentes.

thactes, Co cual fue muy (L€ pana La identificacidn de sus-

tapeias ¢ para {a separacidn de Las mismas,

planta

Antes de empezan @ trabajan con Los exfractos, se

Las cromatografias fuenos aplicadas sofe a Los cx

Los nesultados de Las pruebas efectuadas en La --

en La tabla No. 2

Tabla No, 2

Prueba de alealoides:
Reactivo Mayen

Reactive de Marquis

Paueba de azdcares:
de Kellen {2-desoxiazicares})
Bials [pentosas)

Benedict{hexvsas}
Acedites voldtiles

Prueba de glicbsidos
ciapogentticos
-Cardlacos:

Reaccidn de Kedde

Reaccibn de Bush y Tayloa

total, antes de obtenen Los exthactos, se muestran-

t+)
{+}
t+]




3z

- Praeba de tanininos (-1
- Prueba de fLavonas (-1
- Prueba de fLavonoides [+)
- Prueba de qudinonas y antraquinonas (-]
- Paueba de Limonoides -1

- Prueba de coumarinas (-1

Una vez hechas Las pruebas en planta total, se --

preoceddb a nealizan Las pruebas en Los difenentes extractos

Los primenos extractes con que se trabajo, fuenon
Ltos de éter de petndleo y etffico, Por su consistencia se-
obsenvé que su composécibn era en un alto porncentaje, de --
grasas, Pero sin embargo se hicieron pruebas para otras --
s ustaneias, ¢ dienon positivas, como fue en el caso de fLa-

vonoddes.

Se hizo una cromatograffa bidimensional para f{€a-

wvonoides, y se obtuvienon Los siguientes resultados:

Extracto R§ en TBA R¢ en deddo acltico
dien de petndleo 0.90 0,60
Lten etilico 0.86 0.63

Sole se obtuvo una sola mancha, la cual presenté-

fluonescencla azul con La Edmpanra de fuz UV,
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Se recontaron Las maichas y déisolvieron en agua, -
para probar posterdormente su aecibn como coagubante, tanto

ei sangnre como en Leche, pere sto tuvo aceddn,

Se montd entonced una columna cromatogrdfica, pa-
aa La extraceldn de Los flavoncides, en esta extaacc{du ed-
sobvente que se utilizd fué ol metanel, debddo a La alta so
Lubilidad de Los flavonoides en €2, el solvente fue utiliza
do paniendo primeno en porcentajes bajos hasta teaminar gn~

un 100 % de metanof,

Las poredones que se fuenon recogiendo fuenon ana
Lizados, tomande Les espectros connespondientes en el espec
thofotdmetro de Luz UV, esto ée hizo con el fin de vexr cua
Les porciones cnan Lguales y ast bodantaa funtah, una vez -
hecho esto se concentraron Las muestras recolectadas y se -
probaron en sangre y Leche,, fos resultados obtenidos fue--

Aon regativaos.

De estos extractos se hicieron phruebas colorimé--
thicas para glicdeidos Las cuales dieron posditivas, enton--
ces se coanid una cromatografla de capa gina en s{ica gel-

con fluorescencia, La muestha se corndf junto con estdnda--

nes de Las cuales se sodpechaba que estaban presentes. Los’

compuestos encontrados fuerons
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Hesperidina con Rf de 0.09 presentando §fuorescen

eia amarnillo patido.

Flavona con un Rf de 0.94 y una fLuorescencia - -

azul thansparente.

Se rasparon fas manchas, se difofuvieron en agua -
se centndfugo La sflica gel y se probd el sobrenadante en san

gre ¢ Leche, pero no did resultado positive,

Para probar en sangre y feche cada uno de £os ex-
tractos, se tomo una porcibn de cada uno de eflos ya secos-
y de disofvieron en agua, con el f4in de evitar La actividad

que pudiera presentar el solvente,

De Los cinco exthactos el dnico que predents actd
_védad coagulante fue ef tetrahidnrofurano, por Lo cual nued-
tho estudio fuf enfocado desde este momento especialmente a

dicho extaracto.

Eate extracto sc probd nuevamente en sangre, to--
mando sangre de una peasona normal, ¢ inmediatamente se pu-
40 en contacto con ed exitracto, y se obsenvd La foamacidn -
del codgulo, poco antes de que se formara en el patadn que-

se tenla (el cual era sangre del mismo paciente.

Como no es muy palpable La (niedlacidn de La for--

macibn def codgufo, se probd entonces en plasma, y a &sta -
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de Le agregd una gqota de wuna sclucibn difuida de clonuro de
Ca, wna parte s¢ probd con el extracte de tetnahidrofurane,
y otha se def6 come patnfn, fa que tenfa el extracto 8i pre
sente coagulacidn, ¢ ain embargo en el patién ne hubo coagu

Lacifn,

Se hizo La prueba tamb.ifn {gual, pero sin agregar
el cforuro de caledo y tahbifn se vi6 La formacidn del coa-

guto.

Y pon dRtimo se hizo pruebas con Reche, 2as cua--

Les presentaban coagulacitn inmediata,

Se Andeid el estud{o de este extracto con una cro
matogragla bidimensionat para §lavonoides f{se hizo pon ini-
plicade), Se obtuvieron tres manchas con fluorescencia - -
azul, Sc recontaron Las manchas de Ea thes cantulinas para
tenek una mayer concentracién y se disolvieron en agua jun-
tando tas que caan {guales, ya disultas sc concentraron has
ta voldmenes de aproximadamente de | ml., y se hicieron Las

pruebas de coagulacién, pero no dieron poditivas,

Se hizo cromatografla de capa fina para Los glicd
sidos, junto con fos estdndares probados antendiokmente en -
Los extractos de éten, EL extracto no presdents ninguno de-
Los estdndanes probados, pero sin embargo presento ctras --

manchas, Las cuafes se recogieron ¢ de phobakon con sangre-
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y £eche, pero no se observd el efecto deseado.

Es probable que Las cantidades obtenidas en esta-
prueba dean muy pequeiias como para presentan efecto coagu--
Lante, por esta hazdn se procedid a hacer una precipitacidn
de fLavonoides, con una porcidn un poco mds grande del ex--
tracto, con el gin de obtener una cantidad apreciable, Es-
tos se preedpitaron con una solucifn de acetate de plome al
5%., de Lavd el precipitado varnias veces y se probs nueva--

mente, pero no hubo efecto,

Se hizo deteaminacidn de Ca en el aparato de ab--
soncdbnatébmica, ya que el Ca interviene en procesos de coa-
gulacifn, e qudzd saber 84 La cantidad en el extracto era-

significativo, como para que de tomase en cuenta,

La cantidad obtenida fue de 0.000928 mg/mE, Lo --
cual es demasiado poco, tomando en cuenta que se esta rela-

cionando con un m€, de un extracto bastante concenthrado.

Se hicienon pruebas sobre La citrina denominada -
vitamina P, La cual estd constitudida por falvononas, hespe-
nidina y eniodictina. Se hicieron paimero prubas colorime-
thicas, pero ninguna di6 positiva para fLavanonas, se hicie
non en segddda cromatograffa de capa fina, corrdiendo funto-
con Los estdndares adecuados pero tampoco se obtuvieron re-

sultados positivos,
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Se prasiguid con fa prucba para alealoldes, se hi
cienon primenro Las coforimétnicas, fas cuales dieron positi
vas, en seguida 8¢ hizo una precipitfacidn de Los mismoy, se
Lavanon Loa christales y se hicferon €as prucbas de coagula-~

edidn, ain ningdn resuftade positive,

Se hize pruebas para coumarinas, acompasiada de --
una chomatografla en papel, pero en ndinguna de fad dos hu--
bo seiial de £a existencia de estos compuestos. Lo mismo -~

ocurxndib al hacen pruebad para quinonas.

Las fLactonas fueron L{nvestigadas junto con £os L4
monoides {(Los cuales aon Lactonas), esatas dieron negatdivas~
Las pruebas de identiflcacifn, Como estd comprobado que el
Limén contiene Limonoides en £a corteza, de hizo La prucba-
en Los demds extractos para a confirmacidn de que no'hubdle
se algfin ernon de fa téenica, y efectivamente se confiamé -

£a presencia de Los Limenodides cn el extaacto de metanol,

Se midi6 el PH del extaacto de tetrahidaofurano -
ya disuefio en agua y esta fué aproximadamente de 4. Enton
ces ae hizo una neutralizacidn con agua § NaOH, y e probd-
el extracto ya neutrafizade y se vié que asl ya no tenfa --
egecto en La sangre; porn Lo que se procedid a La {nvestiga-

eibn def contenido de dedidos.

Se hizo un andf{ais cuantitative para deido adedr

bico y deddo cltrice, sigufendo fas téenicas ya mencionadas
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antendionmente,

Pana el dcido ascbébnbico se hizo una Lectura a 525
mm para Luz U,V, wsando un esdtdndan, La cantidad encontra-
da de este deido fue de 1,76% y de deido cltndico se obtuvo-
un porcentaje de 1%, Estos nesultados son relativos, ya --
que se debe de considerar que estdenrelacidn a un extracto y

no a toda La planta.

Se hicienon prucbas de coagulacidn con dedido cd--
thico y deido asednbico pon separado y se vid que 8L tenfan

efecto coagulante sobre La sangre y Leche,

Se hicienon phuebas con diferentes concentracdo--
nes, hasta obtenen un PH de 7, y se vi6 que conforme se ha-
clan pruebas con Las difuciones mds cercanas a un PH de 7-

este efecto de coagulacidn iba disminuyendo.

En £a tabla No. 3 se muestra un nesdmen de Las --
sustancias mds Lmportantes, encontradas en el extracto de -
tetrahidrogurano y en Los demds extractos., Un sdgno [+) Ln
dica ta presencia de La sustancia a que se estd refiriendo
y un signo |-} indica que no ae encuentra presente, En ca-
s0 de que no se presente ninguno de Los dos signos, signi--

fica que no se realizé La prueba en ese extracto.



sustaneda
<{nvestigada
alealoides
§Lavonoides
azideared
Limonoides
coumaninas
quinonas

Ca

ac, cltnico

ae. asconbico

extracto extracto

efer petn, CEtenedid,

{-) (-1
{- (+
{+) 1+

Tabla Ne.

exthacto
THF
{+)
{+)
{+}

3.

exthdcto

metanod
(+]
1+
{+]

Reddmen de fas pruebas realizadas

en Los extractos

39

extracto
agua
i-}
{+)
{+)



CAPITULO 1V
CONCLUSTONES vV DISCUSTONES
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DISCUSTONES,

En el extracto de éten de petnéleo y etlllco, se -
encontranon seiales de citnina { vitamina P}, €a cual es --
una mezela de flavanonas; hespendidina y endodictina, esta -
sustancia posee un efecto bendfico en el manteinimiento de --
£as econdicfones normales en £os capilaxes sangufneos, regulan
do fa peameabifidad, sin embarngo existen grandes dudas sobnre

La potencia de fa edtnina sola,

Sin embargo en ef extaacto de tetnahidnofunano, --
que es el que di6 nesultados positivos de coagubacidn, no -

s¢ encontnd edta dustancdie,

Se analiz6 La cantidad de caleio contendida en el -
exthacto de tetrnahidnofurano, pero esta fué demasiado baja,-
como para poder sen tomada en cuenta, Esta sustancia se ana
Pi26 ya que sabemos que es une de Los gfactenes que Lntfenvie-

nen en ef proceso de coagulacidn,

Todas as demds sustancias analizadas, son Las que
se encuentran con mayor grecueneia en £as plantas. Peno s4in
enbarngo ninguna de estas presenté aceidn como coagulante,

En el extnactoe de agua se encontrnf una gran cantd-
dad de pectina Lo cual es U6gico debido a que ef fruto reco-
Lectado estaba en fLa etapa en que esta sustancia es mds abup

dante.
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CONCLUSTONES

Con este trabajo nos damos cuenta que £a sustancia
nesponsable de La accifn coagulante, cs el deido asedrbico -
y esta accidn se sinengliza debide a ta presencia def dcdido -

eltnico,

Antes de [legar a esta conclusidn de que décha ac-
cibn fuera debida a La acidez proporcionada por dichos dedi--
dos, se estuvo buscando afguna otra sustancda que pudiera te
nex esta aceddn; se tom6 muy en cuenta La citrina [vitamina-
P] La cual se sabe, que se encuentra en el jugo de Limén y ~
s¢ sabe de sus acciones en el mantendimiento de Las condicio-
nes noamales de Los capilares sangulneos, Pero como ya se -
difo antriormente esta no se encontrd en nuecdtre extracto de

tetrahidnofurano,

En reaumen, podemos decdr que La acddez, trae con-
s4g0 La desnatunafizacidn de €as protelnas, Lo cual produce-

La coagubacidn de cualquier LLquido que fas contenga.
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