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. RESUMEN

La resina de pino, constituye una fuente de acido abiético, a partir del cual muchos
compuestos se han sintetizado. Uno de estos compuestos es el acido dehidroabiético,
el cual debido a la presencia de un grupo isopropilo en su anillo aromatico, podria ser
un material de partida prometedor para la obtencién de antioxidantes, con la
introduccién de sustituyentes apropiados en su molécula, conduciria a compuestos de
peso molecular mayor y con propiedades fisicas diferentes a las de los antioxidantes
naturales y sintéticos actuales, con esto se estaria buscando incrementar su uso en la
industria de los alimentos. Partimos del hecho de que algunas aminas ariladas del
acido dehidroabiético muestran actividad antioxidante, por lo que es posible que la
obtencion de nuevos compuestos (amidas) a través de la reaccion entre el acido
feralico (un antioxidante) y las aminas del acido dehidroabiético, presenten mejor
actividad antioxidante que la que muestra el &cido feralico; asi como, mejor solubilidad
y menor volatilidad.

Para lograr lo anterior, en este trabajo se obtuvieron los diferentes derivados del
acido abiético (I) [el acido hidroxiabiético (II), el acido dehidroabiético (III), el

dehidroabietato de metilo (IV), el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo (V), el 12-
amino, 14-nitro dehidroabietato de metilo (VI), la amida acetilada (VII)y la amida
(VIII)); asi como el acido ferdlico (A) y sus derivados [el 4cido ferulico acetilado
(B)y el cloruro del &cido fertlico (C)]. Finalmente, se llevé a cabo la condensacién
del 12-amino-14-nitro dehidroabietato de metilo (VI con el cloruro del acido fertlico

(C) y se obtuvo la amida (VIII) correspondiente, a la cual se le evalué su actividad
secuestrante.

La amida finalmente obtenida, presenté actividad secuestrante al ser revelada con
radical DPPH; sin embargo, su empleo como antioxidante en la industria de los
alimentos aun debe evaluarse. Por otro lado, la ruta de sintesis propuesta en este

trabajo, gener6 compuestos que pueden ser empleados como material de partida para
la obtencidon de nuevos derivados.
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Il. ANTECEDENTES

En algunos alimentos la rancidez oxidativa (oxidacién de lipidos) es uno de los

tipos mas importantes de degradacion. Este proceso puede ocurrir por la reaccién del
oxigeno con los acidos grasos insaturados del alimento, o por accion enzimatica; la

cual es importante en alimentos de origen vegetal (Love, 1992).

1. OXIDACION DE LiPIDOS

La oxidacién de lipidos puede ser un problema, tanto en alimentos que contienen

pequefias cantidades, como en alimentos ricos en grasas, ya que muchos de los
cambios que acompaiian la oxidacién son perjudiciales. Por ello, se han estudiado las
reacciones involucradas y se han buscado vias que controlen este proceso (Love,
1992).

La oxidacion de los lipidos es la principal alteracién que sufren las grasas y por lo
tanto los alimentos a base de ellas. Los cambios oxidativos en los alimentos
modifican: el sabor, el color, el olor (ya que los olores resultantes son fuertes y
penetrantes, a pesar de que la cantidad de grasa sea pequefia) y en ocasiones la
textura (por ejemplo, la viscosidad). Ademas, a menudo los aromas y sabores
deseables se pierden o se desarrollan sabores indeseables (rancidez) y en algunos
casos pueden ocurrir ambas cosas (Babayan & Morse, 1997, Love, 1992).

La descomposicién de las grasas puede ocurrir por alguna de las siguientes vias:
1) Autooxidacion, en el doble enlace de los acidos grasos produciendo olores
desagradables (rancidez), 2) Hidrdlisis, de los acidos grasos que se desprenden del
glicerol, produciendo el sabor a jabén, 3) Reversién, produciendo un sabor a pintura o
herbal, 4) Polimerizacion, de los acidos grasos insaturados, casi siempre en grasas
que se han sometido durante periodos prolongados a temperaturas elevadas, 5)
Fotosensibilizacion y 6) Oxidacion enzimatica (Babayan & Morse, 1997; Love, 1992).

A continuacion, se revisaran algunas de estas vias con mas detalle:
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1.1 Autooxidacion
La oxidacion de los &cidos grasos insaturados ocurre a través de una reaccion en
cadena, que involucra radicales libres y se puede describir en el siguiente esquema de

reacciones simplificadas:

ETAPA REACCION # Reaccion
|N|C|.AC|6N LH niciwoor L- Radical [lpldlco (1)
PROPAGACION L + 0, €«—> LOO- Radical per6xido (2)
LOO: + LH =—> LOOH + L- Hidroperoxido + (3)
Radical lipldico
TERMINACION Lo+ L =—> L-L Productos no (4)
radicales
L- + LOO- > LOOL (5)
LOO- + LOO——> LOOOOL (6)

En la iniciacion (reaccion 1), un hidrégeno radical es abstraido de una molécula de
lipido (LH), resultando en la formacién de un radical lipidico (L+). La naturaleza exacta
de esta reaccion no esta totalmente entendida; sin embargo, la exposicion a la luz o al
calor, la producciéon de oxigeno singulete, la catalisis por metales y otros mecanismos
pueden resultar en la iniciacion.

El radical libre lipidico (L) puede reaccionar con el oxigeno (O2) para formar un
radical peréxido (LOO-) (reaccién 2), el cual puede abstraer un hidrégeno radical de
otro lipido, generando un hidroperéxido (LOOH) y otro radical lipidico (L*) que puede
reaccionar con O y propagar de esta manera la reaccién en cadena (reaccién 3). La
reaccion en cadena termina cuando dos radicales libres reaccionan para generar
productos no radicales (reacciones 4, 5y 6).

En presencia de O, la reaccion 2 es répida y la reaccién 3 es el paso limitante de
la autooxidacién de lipidos. La reaccién de terminacién mas importante, cuando la
concentracion de O; es alta, es la reaccion de dos radicales peroxido (reaccién 6),
mientras que las otras reacciones de terminacién son importantes cuando la

concentracion de O es baja (por ejemplo, en areas alejadas de la superficie).
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Los lipidos son muy susceptibles a la autooxidacion cuando contienen acidos
grasos insaturados; ya que, el hidrégeno que se encuentre unido debilmente sera
abstraido; de esta manera, los hidrégenos alilicos (aquellos que estan unidos a un
atomo de C adyacente a un doble enlace) son mas faciles de abstraer que los
hidrégenos vinilicos (aquellos que estan unidos a C involucrados en un doble enlace);
sin embargo, los hidrégenos unidos a atomos de C localizados entre dobles enlaces
son aun mas faciles de extraer (Love, 1992).

1.2 Oxidacion por fotosensibilizacion
Los hidroperdxidos pueden formarse cuando las grasas insaturadas, se exponen a

la luz en presencia de O, y de compuestos como la clorofila u otros pigmentos
tetrapirrélicos. En este tipo de oxidacién, posiblemente la luz se transfiere de un
sistema de electrones (clorofila u otro pigmento) al O, para formar oxigeno singulete,
el cual reacciona con un carbono del acido graso para formar un doble enlace que se
transforma finalmente en un hidroperéxido alilico. Ya que los radicales libres no estan
involucrados, la oxidacion por luz no se propaga por si misma. Sin embargo, una vez
que se forman los hidroperoxidos, se pueden generar radicales de su descomposicién
que pueden iniciar la autooxidacion (Love, 1992).

1.3 Oxidacién enzimatica

Lipooxigenasa es el nombre que se le da a un grupo de enzimas ampliamente
distribuidas en las plantas, que contienen hierro y que catalizan la oxidacién de los
acidos grasos. Esta enzima puede modificar el sabor en los vegetales escaldados, ya
que al cortar los hidroperéxidos y modificar después sus productos de degradacién se
obtienen caracteristicas deseables en el sabor de ciertas frutas y vegetales. Para

algunos compuestos volatiles la concentracion de esta enzima, puede determinar si el
sabor es deseable o indeseable (Love, 1992).

1.4 Descomposicién de hidroperéxidos

Los hidroperéxidos formados en las reacciones de oxidacién, no son la causa de
los olores y los sabores caracteristicos de los lipidos oxidados, ya que los radicales

4
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alcoxido producidos de los hidroperéxidos, se pueden degradar y formar compuestos
volatiles como: aldehidos, cetonas y alcoholes, que causan estos olores y sabores
caracteristicos (Love, 1992).

2. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes comunes son Uutiles para detener la oxidacion de los lipidos
(rancidez) y en menor grado la polimerizacién, pero no son Utiles en la reversion y en
la hidrélisis, la cual frecuentemente es enzimatica (Babayan & Morse, 1997).

Histéricamente, el uso de antioxidantes se debe basicamente a evitar la
degradacién del sabor de los alimentos durante el almacenamiento. Sin embargo,
actualmente se considera ademas, la importancia de los acidos grasos esenciales en

la dieta humana, al manufacturar los alimentos (Ldliger, 1991).

Los antioxidantes son sustancias que pueden retardar el inicio o disminuir la
velocidad de oxidaciéon. Muchos compuestos tanto de origen natural como sintéticos,
se sabe poseen actividad antioxidante; sin embargo, un limitado nimero de estos se
aprovecha para su uso en los alimentos, por diferentes razones que se mencionan
mas adelante (Love, 1992).

2.1 Mecanismo de accién antioxidante

Actualmente se sabe que los antioxidantes trabajan de diversas maneras,
dependiendo del substrato y de las condiciones del medio, agrupandose en cuatro
categorias: 1) los que donan un hidrégeno radical , 2) los que donan electrones, 3) los
que reaccionan con lipidos y los adicionan a su molécula y (4) los que forman un
complejo lipido-antioxidante. Es probable que para producir el efecto antioxidante, se
lleve a cabo una mezcla de todos los factores mencionados anteriormente. Una teoria
postula que la autooxidacion se inicia por un mecanismo que aun no se ha elucidado y
que es previo a la formacién de un hidroperéxido estable; ademas, se sabe que los
antioxidantes no inhiben esta reaccién (Babayan & Morse, 1997).
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Los antioxidantes son compuestos que tienen la capacidad de donar un hidrégeno
radical. Estos al ser una especie quimica no radical, pueden reducir radicales
primarios y de esta manera transformarse en un radical antioxidante oxidado. Un
antioxidante, ademas de ser un donador de hidrégeno, también debe formar un radical
de baja reactividad que posteriormente no reaccione con otros lipidos. Este tipo de
antioxidantes se conocen como antioxidantes donadores de hidrégenos o electrones.

Las reacciones posteriores de los radicales antioxidantes son mas complejas y
generan diferentes productos, muchos de los cuales se han identificado y a menudo
son de naturaleza dimérica. Es importante resaltar que muchas de las sustancias que
poseen actividad antioxidante, son fenélicas. En estas sustancias, la funcién vital de
donar hidrégenos es regulada por el tipo y por el nimero de sustituyentes unidos
directamente al anillo aromatico (como en el HBT) o bien si estan unidos a la parte
mas alejada sobre la estructura del compuesto (como en el acido carnésico).

Los antioxidantes pueden ser clasificados de diferentes maneras. Por ejemplo, se
pueden dividir en naturales y sintéticos.

Asi, compuestos que se encuentran en animales o en plantas, aunque actualmente
algunos puedan ser sintetizados (como el a-tocoferol), son considerados como
compuestos de origen natural. Esta separacién es arbitraria; sin embargo, refleja la
tendencia actual en el uso de estos compuestos, para la estabilizacién o el aumento

de la vida media de los alimentos, ya que existe el creciente interés por el empleo de
compuestos de origen natural (Léliger, 1991).

2.2 Antioxidantes naturales

Muchos compuestos derivados principalmente de plantas poseen actividad
antioxidante.

Los tocoferoles (Figura 1), son antioxidantes importantes que se encuentran de

manera natural en aceites vegetales. Son efectivos en muchos alimentos, cuando se
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emplean concentraciones relativamente bajas (100-300 ppm), ya que su efectividad
disminuye con concentraciones elevadas. Los tocoferoles pueden atrapar oxigeno
singulete o bien en la etapa de terminacion reaccionar con radicales libres.

CH,
HO

H,C o R
OH

Figura 1. Estructura base de los tocoferoles.

Los flavonoides (Figura 2), son compuestos naturales que se encuentran en una
gran variedad de plantas y quimicamente estan formados por anillos aromaticos
hidroxi- y alcoxi- sustituidos. Varios isoflavonoides con actividad antioxidante (como la
genisteina, la diadzeina y la gliciteina), se han identificado en la soya. Estos
compuestos se encuentran basicamente como 7-O-monoglucésidos, siendo la
genisteina y de diadzeina cerca del 90% de los flavonoides de la soya.

A B

HO e} OH
1] g
HO o}
=) QG
OH O

OH
OH O

Figura 2. Algunas clases de flavonoides (A) isoflavonas y (B) flavonas.

Algunos &cidos hidroxicinamicos (Figura 3) como el clorogénico, el isoclorogénico,
el caféico, el ferulico, el p-coumarico, el siringico, el vainillico y los acidos p-
hidroxibenzoicos, estan presentes en la soya y poseen actividad antioxidante. El acido
clorogénico o su producto de hidrélisis, el acido caféico, podrian ser los mayores
antioxidantes naturales de la soya. La avena al igual que la soya, contiene los acidos
caféico y ferulico, asi como otros compuestos fendlicos mas complejos que poseen
actividad antioxidante.
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R2
R3

R1=R2=R3=H Acido Cinamico
R1=H, R2=0OH, R3=0OMe Acido fertlico
R1=H, R2=0H, R3=H Acido Cumérico
R1= OMe, R2=OH, R3=OMe Acido Sinépico
R1=H, R2=R3=0H Acido Caféico

Figura 3. Estructura base de los &cidos hidroxicinamicos.

Los aminoéacidos (como la glicina o la B,B-dimetilcisteina), pueden actuar como
antioxidantes reaccionando directamente con radicales libres o por efecto sinérgico
(como ocurre con la mayoria). El efecto sinérgico de los aminoacidos con algunos
antioxidantes fenoélicos puede deberse en parte a la quelaciéon de metales, aunque es
posible que otros mecanismos, no conocidos aun, estén involucrados.

Los productos de las reacciones de oscurecimiento tipo Maillard (reductonas)
muestran actividad antioxidante, la cual es atribuida a su capacidad reductora y a su
capacidad para atrapar metales, aunque el mecanismo preciso aun no esta claro.

En la carne, la oxidacion de los lipidos se puede disminuir con antioxidantes como
el nitrito de sodio, el cual es usado para curar. Ademas, cuando los ascorbatos y los
fosfatos se emplean en los productos curados, estos también pueden ofrecer
proteccion adicional. Algunos antioxidantes fenélicos, asi como los polifosfatos y los
ascorbatos, se pueden usar solos o en combinacién para prevenir la oxidacién de los
lipidos en la carne cocinada libre de nitritos.

La mayor aplicacién de los antioxidantes naturales es: en productos carnicos, en
extractos vegetales, en concentrados de jugos citricos, en pulpas y jugos, asi como en
productos de semillas, hierbas y especies (Love, 1992).
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2.3 Antioxidantes sintéticos

Los principales antioxidantes sintéticos empleados en los alimentos son el
hidroxianisol butilado (HAB), el hidroxitolueno butilado (HTB), el galato de propilo (GP)
y la ter-butil hidroxiquinona (TBHQ). Estos antioxidantes son mono- o poli- fenoles
sustituidos (Figura 4).

A B Cc
OH OH OH
C(CHY, (CH,),C C(CHy)y
C(CH,),

OMe OMe CH,

OH OH

C(CHy), HO OH
OH COOC,H,
D E

Figura 4. Antioxidantes sintéticos. (A y B) Hidroxianisol butilado, 2-HAB y 3-HAB,; (C) Hidroxitolueno
butilado, HTB; (D) ter-butil hidroxiquinona, TBHQ y (E) Galato de propilo, GP.

Se cree que los antioxidantes fenélicos donan el hidrégeno del grupo hidroxilo a un
radical peroxido y el radical antioxidante producido de esta reaccién no inicia o
propaga la autooxidacion de las grasas (reaccién 7).

LOO- + HArOH — LOCH + HArO- (7)

La efectividad de los antioxidantes fendélicos, depende del tipo y de la posicion de
los grupos unidos al anillo aromatico. A menudo, los antioxidantes fendlicos se
emplean en combinacion con otros antioxidantes y/o con agentes atrapadores de
metales (como el acido citrico, los polifosfatos o el EDTA). Estas combinaciones
generan una actividad antioxidante mayor (fenémeno conocido como sinergismo),

comparada con la que se obtendria si se emplearan los compuestos por separado.
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El acido ascorbico retarda la oxidacion de los lipidos por diferentes vias, puede
donar hidrégenos para regenerar antioxidantes fenélicos o puede ser oxidado en lugar
de un lipido insaturado (atrapando en este caso oxigeno).

Los antioxidantes sintéticos se emplean normalmente como formulaciones liquidas,
para aprovechar algunas caracteristicas de los antioxidantes y satisfacer asi las
necesidades especificas del sistema. Algunos factores que se consideran para elegir
un antioxidante son: 1) el tipo de grasa o aceite en que se usara, 2) si el alimento sera
cocinado en grasa (alcance directo), 3) su solubilidad, 4) su potencial de decoloracion,
debido a interacciones antioxidante-metal, 5) su facilidad de dispersiéon en la fase
grasa y 6) su legalidad para una aplicacién especifica.

De los antioxidantes sintéticos, el HAB es mas efectivo para prevenir la oxidacion
en las grasas animales, ofreciendo proteccién a alimentos destinados a procesos de
coccién o de freido. En general, el HTB es muy similar al HAB, pero tiene menos
alcance directo que HAB. Tanto HAB como HTB pueden ser usados en combinacion
con otros antioxidantes fendlicos y ambos son altamente solubles en grasas y aceites.

El GP es efectivo en la estabilizacién de grasas animales, aceites vegetales,
productos carnicos, especies y otros alimentos. Debido a que atrapa metales como el
hierro y forma complejos coloridos indeseables, el GP se usa en combinacién con el
acido citrico para evitar esta coloracion. Ademas, el GP no es el antioxidante de

eleccion, si el producto se sometera a temperaturas elevadas, ya que es labil al calor.
El GP es ligeramente soluble en agua.

TBHQ es ligeramente soluble en agua y moderadamente soluble en grasas y
aceites. Ofrece buen alcance directo en alimentos fritos pero no es efectivo en
alimentos cocinados. Es un antioxidante efectivo para aceites con alto grado de
instauracion y puede ser usado con HBA y/o HTB, pero no puede ser usado con GP.

A menudo se emplean combinaciones de TBHQ con acido citrico en aceites vegetales
(Love, 1992).

10
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2.4 Desventajas de los antioxidantes

A pesar de que actualmente existen varios antioxidantes, tanto naturales como
sintéticos, no existe un antioxidante que reuna todas las caracteristicas deseables
para su uso en alimentos, ya que estos presentan ciertas limitaciones o desventajas
en algunas de sus propiedades (Cuadro 1).

Cuadro 1. Propiedades limitantes de los antioxidantes

Solubilidad (incorporacién al alimento)
Disponibilidad

Actividad antioxidante perse

Sensibilidad al pH

Sensibilidad a la temperatura

Sensibilidad a la luz

Tendencia a alterar el olor y el color de los alimentos

VVVVVVY

Ademas, en el caso especifico de los antioxidantes sintéticos debido a su
asociacion con efectos toxicos, asi como a su posible asociacion con la inducciéon de
cancer, existe una gran tendencia al uso de antioxidantes naturales (Léliger, 1991).

Debido a esto, recientemente ha surgido un gran ihterés por la obtencion de
nuevos compuestos con propiedades antioxidantes provenientes de fuentes naturales.
En este sentido, recientemente se ha reportado que algunas arilaminas derivadas del
acido dehidroabiético poseen actividad antioxidante superior a la del BHT y similar a la
que muestra la isopropildifenilamina (IPPD), ambos antioxidantes sintéticos
disponibles comercialmente (Esteves ef al., 2001).

3. ACIDO ABIETICO

Los acidos abietanos son un grupo de diterpenoides fenantrenos que no han sido
considerados en las revisiones farmacoldgicas recientes. Sin embargo, ameritan
atencion debido a: la gran variedad de actividades bioldgicas y al uso medicinal que

muestran los extractos que los contienen, asi como por sus bajos efectos toxicos.

La fuente principal de acidos abietanos es la colofonia, que es el producto de
destilacion de las resinas de pino. La colofonia ya sea directamente o después de su

11
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estabilizacion a través de polimerizacion parcial o deshidrogenacion, se emplea
principalmente en pinturas, barnices y recubrimientos industriales. La parte acida de
este residuo de destilacion estd compuesta basicamente por acido abiético y sus
isomeros levopimarico y pallstrico, ademas de otros acidos como el neoabiético,
dehidroabiético y otros compuestos no abietanos.

Los acidos abietanos son componentes de extractos de resinas de conifieras
pertenecientes a las familias Araucariaceae, Cupressaceae, Podocarpaceae vy
Pinaceae, aunque también se encuentran en varias especies de angiospermas,

particularmente en las familias Asteraceae, Celastraceae, Hydrocharitaceae vy
Lamiaceae (San Feliciano et al., 1993).

3.1 Estructura

El esquleto estructural y la numeracion de los acidos abietanos se ejemplifica en el
acido abietico; el cual esta formado por los anillos A, B y C, muestra un grupo

carboxilo ecuatorial en C-4 y dos dobles enlaces conjugados en las posiciones 7 y 13
(Figura 5).

Figura 5. Numeracion del 4cido abiético.

En otros compuestos de esta familia, el grupo carboxilo adopta una configuracion
axial en la posicién C-4, mientras que el nimero y la posicién de los dobles enlaces
varia de 1 a 4 y estan localizados predominantemente en el anillo C, dando lugar a un
tipo particular de diterpenoides aroméaticos cominmente conocidos como derivados
del acido dehidroabiético (Figura 6) (San Feliciano et al., 1993).

12
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COOH
Figura 6. Acido dehidroabiético.

3.2 Actividad bioldgica y usos de los acidos abietanos

La resina de pino completa y sus derivados (esencias y colofonia) se han usado
como expectorantes, modificadores de secreciones bronquiales y antisépticos de vias
urinarias, asi como en pomadas o cremas de uso veterinario. Estos usos, se
describen en varios tratados de farmacognosia y plantas medicinales. En afios
recientes se han desarrollado estudios sobre la actividad biolégica de los acidos
abietanos, empleandolos como componentes puros y estos han mostrado actividad
como: antibacterianos y antifungicos (Fonseca et al., 2001), antiulcerales,
cardiovasculares, alergénicos y antialérgicos; ademas, se han usado en cosméticos y
en preparaciones dermatolégicas (San Feliciano ef al., 1993).

Los derivados hidroxilados del acido dehidroabiético (Figura 6) y del acido
isopimarico (Figura 7), son compuestos naturales disponibles e interesantes, ya que
son intermediarios en la sintesis de agentes antivirales (Vorob’ev et al., 2001).

COOH
Figura 7. Acido isopimarico.

El acido isopimarico (Figura 7) muestra actividad antibacteriana contra Serratia sp.
y Bacilus subtilis; mientras que el acido dehidroabiético muestra actividad contra S.

aureus, S. cohnii, S. epidermidis, K. pneumoniae, Salmonella sp., E.coli y B. subtilis
(Tapia et al., 1997).

13
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Algunos productos de oxidacion de las resinas como: el acido 7-
oxodehidroabiético, el acido 7-hidroxidehidroabiético y el acido 13-hidroxi-podocarpa-
8,11,13-trien-18-oico, muestran actividad fungistatica e inhiben, in vitro el crecimiento
de micelio, asi como la germinacién de esporas de Dothistroma pini. Ademas,
estudios empleando Fomes annosus muestran que el acido 7-oxodehidroabiético
inhibe completamente el crecimiento flngico, exhibiendo mayor actividad que los
acidos levopimarico, dehidroabiético, palustrico y abiético (Feio et al., 1999).

Por otro lado, estudios obtenidos del analisis de Sphacele salviae muestran que
esta especie acumula altas concentraciones de abietanos fenélicos como carnosol,
rosmanol, acido carndsico y 20-deoxocarnosol y de acido ursélico (Figura 8). Escuder
et al. (2002) encontraron que estos abietanos atrapan radicales libres y atribuyen esta
reactividad a su anillo C, similar a la de un catecol; el cual los provee con un
mecanismo eficiente para la oxidacion de radicales libres fendlicos, ya que la
acetilacion de los grupos fendélicos inhibe este mecanismo. Ademas sugieren que
debido a sus propiedades antioxidantes, estos compuestos podrian ser explotados

con fines industriales (como aditivos en alimentos) y terapéuticos (como compuestos
bioactivos).

0O

Figura 8. Estructuras de algunos abietanos fendlicos. (A) Rosmarol, (B) Carnosol, (C) 20-
deoxocarnosol y (D) Acido carnésico.

14
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3.3 Toxicidad

Debido al extenso uso de las resinas acidas en varios productos de la vida diaria
como: papel, tinta, adhesivos, pegamentos, resinas, caucho sintético, cosméticos y
productos de odontologia, un gran nimero de personas sufren de dermatitis y asma.
Sin embargo, varios estudios han demostrado que las resinas acidas por si mismas no
son las que causan las reacciones alérgicas, sino sus productos de oxidacion. Ya que
se ha encontrado que compuestos como: el 7-oxodehidroabietato de metilo y el 7-
hidroxidehidroabietato de metilo (Figura 9), dos productos de oxidaciéon del acido
abiético, son potentes alergenos (Prinz et al., 2002).

o OH

A B

Figura 9. Productos de oxidacién de algunas resinas acidas. (A) 7-oxodehidroabietato de metilo y (B)
7-hidroxidehidroabietato de metilo.

Ademas, el acido abiético es toxico de manera dosis y tiempo dependiente para el
epitelio pulmonar y causa lisis de las células del epitelio alveolar, posiblemente
causando asma y enfermedades pulmonares crénicas. Sin embargo, el mejor estudio
de sus efectos tdxicos, deriva de él como contaminante del agua en la industria del

papel (San Feliciano et al., 1993), ya que no existen otro tipo de estudios que aporten
mayor informacion.

3.4 Modificaciones quimicas del acido abiético y sus derivados

A pesar de que existen pocos trabajos sobre las modificaciones quimicas
realizadas sobre el acido abiético, se ha encontrado que este compuesto y su metil
éster muestran una alta sensibilidad a la oxidacién en sus anillos B y C, mientras que

el anillo A no se ve afectado, siendo las posiciones C-7 y C-13, las mas susceptibles a

la oxidacion. En la figura 10 se muestran los compuestos obtenidos de esta oxidacion,
los cuales corresponden a derivados hidroxilados del esqueleto del acido abiético (con
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la perdida de un doble enlace) y a derivados oxo- e hidroxidehidroabietatos (Prinz et

al., 2002). g -

COOMe COOMe COOMe

D E F
Figura 10. Productos de oxidacion del acido abiético. (A) 13-etoxi,7-hidroxiabiet,-8(14)enoato de metilo,
(B) 7,13-dihidroxiabiet-8(14)enoato de metilo, (C) 7-hidroperoxiabiet, 13-hidroxiabiet-8(14)enoato de
metilo, (D) 12-oxoabietato de metilo, (E) 7-oxodehidroabietato de metilo y (F) 7-hidroxidehidroabieato
de metilo..

Recientemente, Presser et al. (2002) obtuvieron otros derivados hidroxilados (trioles)
del esqueleto del acido abiético, diferentes de los obtenidos por Prinz et al. (2002), en
los cuales por ozonolisis ocurre la apertura oxidativa en el doble enlace del anillo C
obteniendo asi un aldehido (Figura 11).

OHO

CHO

N\ COOC,H,
coomeH

Figura 11. Producto de oxidacién (diol) obtenido por ozondlisis.

Por otro lado, el acido abiético (Figura 5) es un compuesto a partir del cual muchos
derivados se han sintetizado. Su derivado aromatico, el acido dehidroabiético (Figura
6), puede ser obtenido por deshidrogenacion del acido abiético o puede aislarse de la

parte acida de las resinas, en las cuales este es el principal componente (Esteves et
al., 2001).
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Del acido dehidroabiético y sus derivados pocos estudios se han realizado. Esteves
et al. (2001) obtuvieron algunos compuestos, arilaminas y diarilaminas (Figura 12),
que poseen capacidad para atrapar radicales libres (antioxidantes) y sugirieron que
debido a la presencia del grupo isopropilo en el anillo aromatico del acido
dehidroabiético, este podria ser un material de partida para la obtencién de
antioxidantes, con la introduccién apropiada de sustituyentes en su molécula.

A B C
MeQ
MeO MeO Q
>\:\< : NH
NH NH
NH,
COOMe
COOMe COOMe OMe

Figura 12. Arilaminas y diarilaminas derivadas del acido dehidroabiético. (A) 12-(4-metoxifenil) amino-
14-aminodehidroabietato de metilo, (B) 12-(4-metoxifenil) aminodehidroabietato de metilo y (C) 12,14
bis [(4-metoxifenil)amino] dehidroabietato de metilo.

Por otro lado, Fonseca et al. (2001) encontraron que el dehidroabietato de metilo
es transformado rapidamente en el cis-deisopropildehidroabietato de metilo con AICI;
y proponen que este compuesto podria ser un buen material de partida para la
construccién de otros derivados. En este trabajo obtuvieron diferentes bencimidazoles
a partir del esqueleto del acido dehidroabiético, gracias a la nitraciéon selectiva de su

anillo aromatico, empleando el reactivo “claycop” (arcilla impreganada de Cu-[ll]
nitrato).

Muftic (1970), encontré que en varios derivados abietanos, el grupo isopropilo no
es esencial para la actividad antibacteriana contra grampositivas y gramnegativas,
aungque menciona que este es necesario para inhibir el crecimiento de micobacterias.
Schréder et al. (1970) concluyeron que el grupo isopropilo en la posicion 13, es un
requerimiento  estructural para la actividad antibacteriana de varias
dehidroabietaminas sustituidas en las posiciones 3, 4, 7 y 14. Mientras que Fukui et al.
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(1978) encontraron que el grupo isopropilo en el anillo C del acido dehidroabiético,
juega un papel importante en la actividad inhibitoria, mientras que la presencia de un
grupo hidroxilo en posicién orto- al grupo isopropilo aumenta la actividad.

En otro trabajo, Feio et al. (1999) encontraron que el cis y el frans 7-
oxodeisopropildehidroabietato de metilo y una mezcla de ambos isémeros poseen
actividad antifungica sobre C. cucumerinum, mientras que el 7-oxodehidroabietato de
metilo mostré una débil actividad. Finalmente, sugirieron que el grupo isopropilo no es
una caracteristica estructural que se requiera para la actividad contra hongos.
Ademas, la oxigenacién en la posicién 7 y la ausencia del grupo isopropilo son
requerimientos estructurales para la expresion de propiedades antifungicas. Estos
datos indican que hay gran actividad antimicrobiana asociada con los derivados
oxigenados. De hecho, la estereoquimica de la unién de los anillos A/B de la molécula
no afectan el grado de actividad de los compuestos isoméricos del 7-oxodeisopropil
dehidroabietato de metilo (Figura 13). Sin embargo, el mecanismo por el cual los
derivados de resinas acidas ejercen su actividad sobre hongos y bacterias no esta atin
totalmente claro.

o}
COOMe

Figura 13, 7-oxodeisopropildehidroabietato de metilo.

4. BIOTRANSFORMACIONES

El potencial quimico y biotecnolégico de los sistemas bioquimicos, ha sido
reconocido por el hombre desde la antigiiedad, siendo la produccién fermentativa del
alcohol etilico y del vinagre dos ejemplos clasicos. Una vasta cantidad de productos
naturales biologicamente activos, como los farmacos, se producen y se modifican

mediante transformaciones enzimaticas o a través de fermentaciones.

Los cientificos que trabajan en la frontera entre la quimica y la biologia, han usado
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transformaciones bioquimicas en sus investigaciones, aplicando microorganismos y/o
enzimas para la solucién de problemas mecanisticos y estereoquimicos (Cuadro 2) o
bien estudiando las reacciones quimicas catalizadas por dichas enzimas y su posterior
implementacién en procesos biotecnolégicos (Valerio, 2001).

Cuadro 2. Biotransformaciones

PRODUCTOS: PROFESIONALES:

Farmacos Microbi6logos

Bebidas fermentadas Bioquimicos

Alimentos BIOTRANSFORMACIONES Quimicos

Productos de la quimica fina Técnicos en informatica

Tratamiento de residuos Ingenieros Quimicos
Ingenieros Bioguimicos

Mecanismo y estereoquimica
INVESTIGACION QUIMICA

Biotransformaciones

Es en este contexto, reside el interés de presentar este trabajo; ya que uno de los
desarrollos mas significativos en el campo de la quimica orgéanica sintética, ha sido la
aplicacion de sistemas biolégicos; ya sean enzimas, extractos celulares o

microorganismos viables, a las reacciones quimicas organicas.

Asi entonces, las biotransformaciones o bioconversiones, son las reacciones
quimicas catalizadas por enzimas o sistemas enzimaticos, que exhiben altos niveles
de especificidad y selectividad quimio-, regio- y estereoquimica y que tienen como
ventajas, trabajar en condiciones suaves como las siguientes:

» Temperaturas moderadas
» pH’s cercanos a la neutralidad
» Presién atmosférica

Las reacciones quimicas catalizadas por enzimas, son esencialmente las mismas
que se llevan a cabo en la quimica organica convencional; es decir, las enzimas
incrementan la velocidad de una reaccién disminuyendo la energia de activacion (E,)
del estado de transicién, del mismo modo como lo hacen los catalizadores comunes.
La diferencia fundamental entre estos y aquellas reside en la especificidad del
sustrato, asi como en los niveles de selectividad (quimio-, regio- y estereo-) que se
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logra con las enzimas aisladas.

De este modo, es posible que la principal aportacién de las enzimas a los procesos
quimicos, particularmente los organicos, sea su capacidad para ejercer diversos
niveles de especificidad y selectividad (Cuadro 3), que no se logran tan faciimente en
la quimica organica tradicional (Valerio, 2001):

Cuadro 3. Selectividad de las enzimas
» Quimioselectividad
» Regioselectividad

» Estereoselectividad (Enantio y Diastero)
» Selectividad Pro quiral

4.1 Biocatalizadores

Las enzimas por ser macromoléculas quirales, catalizan reacciones que generan
productos quirales y la interconversion de grupos funcionales. Estas propiedades
cataliticas, han sido reconocidas por los quimicos sintéticos; los cuales cada vez mas,
recurren a éstas para llevar a cabo la sintesis de compuestos. Prueba de esto, es el
creciente numero de trabajos publicados. Las enzimas representan un recurso
potencial para la produccién de moléculas de interés en campos tales como:
productos naturales, agroquimicos, quimica medicinal y de alimentos, entre otros;
debido a la capacidad que tienen de conducir reacciones quimio- y estereoespecifica y
porque en general funcionan a temperatura y pH fisiolégicos. Un método para
aprovechar el poder de las enzimas es mediante las biotransformaciones o
bioconversiones, que consisten en la modificacion estructural de un substrato en un
bioproducto. Los biocatalizadores pueden ser. enzimas puras o extractos de éstas,
cultivos de microorganismos (hongos, bacterias o levaduras), complejos enzimaticos,
“‘enzimas artificiales” (sinzimas), células vegetales completas o extractos de ellas,
anticuerpos cataliticos (abzimas) o ARNs (ribozimas). Aunque las biotransformaciones
se conocen desde hace muchos afios, no fue sino hasta 1976 cuando aparecié la
primera revision sobre bioconversiones. También se han publicado libros y articulos

que dan informacién de la transformacion de substratos especificos (esteroides,
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alcaloides, azlcares y compuestos bioactivos) con un microorganismo en particular
(Navarro-Ocarna, 1998).

4.1.1 Bioconversiones con Saccharomyces cerevisiae

Los microorganismos producen todos los catalizadores que necesitan para acelerar
y coordinar las multiples reacciones que necesitan para vivir, por eso los quimicos
sintéticos recurren con mas frecuencia a ellos, por ser la fuente actual mas importante
de enzimas. Sin embargo, en muchas ocasiones los procesos de separacion y
purificacién de enzimas son en general largos y costosos. En estos casos resulta mas
barato y conveniente utilizar toda la maquinaria enzimatica de los microorganismos
para llevar a cabo una transformacién. Esto ha motivado que las células completas
sean los biocatalizadores que mas se usen en la preparacién de una amplia gama de

especialidades quimicas.

El uso de microorganismos para realizar reacciones de reduccion se ha
concentrado en gran parte en S. cerevisiae para substratos tanto organicos, como
inorganicos.

En quimica preparativa uno de los retos es la introduccién de un centro quiral para
preparar compuestos homo y poliquirales. La reduccion microbiana de compuestos
proquirales (carbonilos, oximas, etc) es la operacion sintética a la cual se ha recurrido
con mas frecuencia y el microorganismo que méas se ha empleado es S. cerevisiae.
Otras reacciones sintéticas en que se han usado levaduras son: 1) interconversion de
un grupo funcional a otro (por ejemplo compuestos nitrados a aminas, tioéteres a
sulféxidos, oximas a aminas, entre otros), 2) reacciones de formacién de enlaces
carbono-carbono y 3) reacciones de cicloadicién y condensacion.

A continuaciéon, se mencionan algunas de las reacciones, en las que se ha
empleado S. cerevisiae:
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La hidrogenacion del grupo nitro o de sus productos intermedios de reduccion, es
una reaccion de interés biocatalizada por S. cerevisiae y siguiente a la reduccion de
carbonilos en términos de importancia (Figura 14).

NO, ~ NO  NHOH _ NH,
R S.cerevisiae ) R S.cerevisiae > R _MMQL) R
R= Ar o Het

Figura 14. Intermediarios de la reduccién del grupo nitro con S. cerevisiae.

La figura 15 muestra las hidrogenaciones, de los trabajos que abordan la
transformacion de compuestos nitrados. Cuatro son de ciclizacién, donde dos se
refieren a la ciclizacion de los 2-nitrocinamaldehidos y los 1,2-nitrocianoarenos
substituidos a las quinolinas y benzamidas correspondientes; mientras que los otros
dos, se refieren a los 3-nitropropenonitrilos y al colorante o-nitrofenilazo para formar
los 5-aminoisoxazoles y los 2-aril-2H-benzotriazoles y sus 6xidos respectivamente.
Otros dos trabajos son sobre la biorreduccién de los compuestos nitrosos y de los N-

Oxidos, para formar las anilinas y las piridinas correspondientes (Navarro-Ocafia,
1998).

Los trabajos anteriores se refieren a la reduccién de un grupo nitro aromatico, a
excepcion del segundo, que es sobre la biohidrogenacion del grupo nitro de un
compuesto nitrado «,p-no saturado (los (Z)-3-nitro-2-fenil-3-alquil o aril propeno
nitrilos); siendo ésta, la primera publicacién acerca de la reduccién de un grupo nitro
en un nitroalqueno (Navarro-Ocafa et al., 1998).

(@]

X N R X X

___.—) ~
Y NO, Y N™ "R

z z
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CN R | | Fen
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Figura 15. Biohidrogenacién de compuestos nitrados con S. cerevisiae.

Otros grupos funcionales que se han transformado usando la capacidad reductora
u oxidante de S. cerevisiae son: las biorreducciones de las azidas arilicas a aminas
arilicas, la biooxidacion de cetonas a lactonas, mejor conocida como reaccion de
Baeyer-Villiger, la oxidacion de ditioles aliciclicos y ciclicos a sulféxidos y sulfonas y la
de sulfuros a sulféxidos quirales (Navarro-Ocana, 1998).

4.1.2 Lipasas

Dentro del grupo de las hidrolasas, las lipasas son las enzimas mas utilizadas para
llevar a cabo transformaciones de compuestos organicos, debido a que se dispone de
una gran variedad de ellas, a su costo relativamente bajo y a su flexibilidad para

aceptar sustratos de diferentes estructuras.

Las lipasas son triacilglicerolhidrolasas (EC 3.1.1.3) y su funcion natural es la
hidrolisis de triglicéridos. Se han caracterizado un gran numero de ellas y se ha visto
que presentan amplia variedad, tanto en eficiencia como en especificidad. La
estructura primaria de varias lipasas se ha obtenido mediante secuenciacion de sus
aminoacidos o de sus acidos nucleicos. Su tamafno varia entre los 270 y los 641

23



Antecedentes g

aminoacidos. Todas las lipasas estudiadas hasta el momento comparten secuencias
homélogas, incluyendo la serina en el entorno del sitio activo, Gly-Y-Ser-Z-Gly, donde
Y y Z denotan residuos de aminoacidos que pueden variar (Valerio, 2001).

Algunas lipasas catalizan diferentes reacciones (transesterificacion, esterificacion,
aminolisis, intercambio de grupos acilo, tiotransesterificacion, entre otras), en
diferentes solventes como: hexano, acetona, éter, piridina, tolueno (Silverman, 2002).

A. Usos de las lipasas

Las lipasas son enzimas que hidrolizan los acidos grasos de los ésteres de glicerol.
Se diferencian en base a su capacidad de actuar sobre sustratos solubles (esterasas)
o sobre sustratos insolubles (lipasas). En la industria de los alimentos, las lipasas son
importantes en la manufactura del queso, ya que se emplean para obtener el aroma y
el sabor de algunos quesos (Berry & Paterson, 1990). Las lipasas también se emplean
para mejorar las propiedades de espumado del huevo (Badui, 1988).

4.2 Biotransformaciones del acido abiético y sus derivados

La oxidacién microbiana de varios compuestos incluyendo los diterpenoides, es de
considerable interés como una etapa clave en la sintesis de compuestos importantes,
debido a la alta estereoselectividad de las biotransformaciones y a la capacidad de los

microorganismos para modificar quimicamente fragmentos moleculares no activados
(Vorob'ev et al., 2001).

Las biotransformaciones son métodos Utiles para producir compuestos quimicos de
uso en la medicina y en la agricultura a partir de productos naturales activos o
inactivos. El acido dehidroabiético, es un ejemplo de esto.

En algunos trabajos se ha empleado el acido dehidroabiético y el isopimarico como
fuentes de carbono en los cultivos bacterianos y se ha demostrado que muchas cepas
de Rhodococci como: R. erythropolis, R. fascinas, R. longus, R. opacus, R.
rhodochrous y R. ruber, exhiben poca actividad de transformacién (no mayor a 5%),
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mientras que otras cepas de Rhodococci fueron capaces de transformar de 35.3 a
95.4% de los diterpenoides iniciales. Ademas, R. erythropoliys |IEGM 267, R. ruber
IEGM 472 e IEGM 474 oxidaron selectivamente el acido dehidroabiético y R.
erythropoliys IEGM 192, R. ruber |IEGM 457, IEGM 467 e IEGM 468 oxidaron el acido
isopimarico (Vorob’ev et al., 2001).

Las biotransformaciones del acido dehidroabiético por R. ruber IEGM 472 e IEGM
474 resultan en la aparicion de un compuesto con m/z=328 (12.4 y 14.6%,
respectivamente) en la mezcla de reaccion, identificado como 7-oxodehidroabietato de
metilo (Figura 16) (Vorob'ev et al., 2001).

COOMe

Figura 16. 7-oxodehidroabietato de metilo.

Al 70 % de conversion del acido dehidroabiético por R. erythropolis IEGM 267, los
productos de reaccion metilados contienen 23.6% de 15-hidroxidehidroabietato de
metilo (Figura 17a), como constituyente mayor en una mezcla con compuestos
menores: 7-oxodehidroabietato de metilo (Figura 16), 7p-hidroxidehidroabietato de
metilo (Figura 17b) y 7-oxo-15-hidroxidehidroabietato de metilo (Figura 17c). La
autooxidacion del dehidroabietato de metilo resulta en la formacion de 7a-
hidroxidehidroabietato de metilo (Vorob’ev et al., 2001).

A B Cc

OH 0
COOMe COOMe COOMe

Figura 17. Productos metilados del acido dehidroabiético por R. erythropolis IEGM 267. (A) 15-
hidroxidehidroabietato de metilo, (B) 7p-hidroxidehidroabietato de metilo y (C) 7-oxo-15-
hidroxidehidroabietato de metilo.

Z3



Antecedentey g

Por otro lado, se sabe que el acido dehidroabiético y su metil éster pueden ser
transformados por diferentes microorganismos; ya que bacterias y hongos, proveen
productos de hidroxilaciéon, descarboxilaciéon, oxidacion e hidrélisis, entre otros. Para
estas transformaciones se han usado: Flavobacterium, Resinovorum, Arthrobacter sp.,
Corticium sasakii, Alcaligenes euthrophus y Pseudomonas sp. Sin embargo, no hay
reportes usando otros microorganismos.

Tapia et al. (1997) reportaron la hidroxilacién del acido dehidroabiético por
Fusarium oxysporum y Fusarium Moniliforme y determinaron que la estructura del
nuevo metabolito obtenido de la biotransformacion corresponde al acido 1pB-
hidroxidehidroabiético (Figura 18).

OH

COOH

Figura 18. Producto hidroxilado del 4cido dehidroabiético por F. Oxysporum y F. Moniliforme.

Este estudio indica que F. oxysporum y F. moniliforme pueden biotransformar el
acido dehidroabiético, para formar un metabolito mas polar que el material de partida.

Ademas, encontraron que la hidroxilacién del acido dehidroabiético disminuye su
actividad anti-bacterial.

5. ACIDO FERULICO

5.1 Caracteristicas quimico-biolégicas

El acido ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxi-trans cinamico) fue descrito en 1866
como un componente de Ferula foetida (Rosazza et al., 1995) y se sabe que es el
acido hidroxicinamico mas abundante en las paredes celulares de las plantas (Liyama
et al., 1990). En el maiz, se encuentra unido covalentemente a polisacaridos por
enlaces ester y a compuestos de la lignina por enlaces éter. Este modelo aplica a
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todas las plantas, en especial a las gramineas.

El acido ferulico (Figura 19) y el acido cumarico son acidos cinamicos que se
liberan durante la extraccién de la lignina.

OH

HO
OMe

Figura 19. Acido ferdlico.

5.2 Importancia y utilizacién en la industria

El acido feralico se emplea como antioxidante natural en algunos alimentos y es un
ingrediente activo en lociones y cremas protectoras contra rayos UV solares (Micard et
al., 1997); como fotoprotector, protege al cuerpo contra radicales libres y especies
reactivas del oxigeno. También esta asociado con actividades antitumorales,
antihepatoxicas, antiestrogénicas y antimicéticas; ademas se utiliza en suplementos
alimenticios, como los complejos vitaminicos y los productos naturistas (Kroon &
Williamson, 1999).

Existe un sustancial interés en el acido ferulico, debido a la produccion
biotecnolégica de la vainillina, uno de los principales saborizantes y componentes que
proporcionan aroma en todo el mundo.

En las plantas, el acido fertlico es precursor de una gran variedad de compuestos:
antimicrobianos, moléculas receptoras de sefales y fitolexinas, las cuales juegan un
papel importante en la respuesta de defensa de la planta (Gasson et al., 1998).

El acido ferulico junto con el acido p-cumarico retardan la captura de iones y la
sintesis de proteinas en las plantas, inhiben la germinacién de la semilla y los
productos de degradacion de éstos retardan el crecimiento de patdégenos en las
plantas. Ademas, se ha demostrado que los acidos fendlicos retardan el crecimiento
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de muchos organismos involucrados en el ciclo del nitrégeno, ya que si el acido
fertlico se adiciona al suelo, se observa un incremento en el desprendimiento de CO;
(Turner & Rice, 1995).

En algunos estudios que se han realizado con el maiz, la resistencia de algunas
poblaciones ante las plagas, se ha relacionado con la concentracion de acidos
fendlicos en el pericarpio; encontrandose una mayor cantidad de dichos acidos en los
maices que son mas resistentes. Sugiriendo por tanto, que la cantidad de acido
feralico esta relacionada con la susceptibilidad o la resistencia del maiz ante las
plagas (Classen et al., 1999).

Empleando microscopia fluorescente, Classen et al. (1999) reportaron que los
acidos fendlicos se encuentran en mayor cantidad en el pericarpio (parte externa de la
cubierta del grano) que en el endospermo, lo que corrobora la funcién de estos acidos
en la resistencia del maiz ante las plagas.

5.3 Fuentes

La familia Gramineae (Poaceae, gramineas), constituye un grupo cosmopolita de
unos 500 géneros y unas 8,000 especies. Pertenecen al orden Juncales en la clase
Commelinidae. Probablemente es la familia individual mas importante de plantas
desde el punto de vista de consumo humano. El trigo, el arroz, el maiz, la avena, el
centeno, la cebada, la cafia de azlcar y el bambl son ejemplos de gramineas que
pertenecen a este grupo y que son importantes para el hombre.

El &cido ferulico, se encuentra aproximadamente en un 2% en las cascarillas del
grano de maiz. En 1990 cerca de 8 mil millones de bushels (1 bushel = 35.273 L) de
maiz fueron cosechados en Estados Unidos, los cuales produjeron 1000 millones de

libras de acido ferulico como materia prima para biotransformaciones (Huang et al.,
1993).
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En monocotiledoneas como el maiz, el acido ferulico se encuentra esterificado al
carbono 5 del grupo hidroxilo de algunos residuos de piranosas y de arabinosas
(Hartley et al., 1990). Mientras que en dicotiledoneas, se encuentra esterificado al

carbono 2 del grupo hidroxilo de residuos de galactopiranosa de la pectina (Ralet et
al., 1994).

México produce una gran cantidad de maiz. Segun los reportes de la SAGAR en el
aflo 2000 se produjeron 19.2 millones de toneladas en un area equivalente a 80
millones de hectareas. Debido a que la produccién nacional no satisface las
demandas nacionales de maiz, también se importa una gran cantidad de esta
graminea (alrededor de 4.7 millones de toneladas en 1998).

En México, el maiz se consume de diversas maneras entre las que se encuentran:
1) Harina para tortilla, que abarca el 18% de la produccién nacional; 2) Maiz destinado
a la elaboracion de tortilla, alcanzando un 17%; 3) Como base de alimentos, lo que
equivale al 40% y 4) Otras formas de consumo equivalentes al 13%.

Cabe sefalar que la produccién de maiz en nuestro pais no es homogénea
geograficamente, ya que la region Oeste produce el 12% de la produccién nacional, la
region Noreste aporta el 14%, la regiéon Sureste aporta el 25% vy finalmente el Centro
de la Republica aporta el 49%. Por lo general, en el periodo primavera-verano se

obtiene el 86% de la produccion nacional y el 14% restante se obtiene durante otofio-
invierno.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

La calidad organoléptica, es la primera y mas obvia caracteristica que se trata de

conservar en los alimentos ya que se puede ver afectada por la oxidacién de los
lipidos (Hall & Lingnert, 1986). Los hidroperdxidos, productos de oxidaciéon primaria,
no afectan el sabor ni tampoco influyen en las propiedades reolégicas de los
alimentos; sin embargo, sus productos de degradacion (aldehidos, cetonas o
alcoholes) son potentes modificadores del sabor y algunas veces modifican la
estructura del producto (Léliger, 1991).

Diferentes vias se han empleado para evitar la oxidacién de los lipidos, una de
estas es: el uso de antioxidantes. Aunque muchos compuestos, tanto naturales como
sintéticos poseen actividad antioxidante, solo un limitado numero de estos, se
aprovecha para su uso en los alimentos, debido a que algunas propiedades fisicas
(solubilidad, volatilidad, etc.), rigen su uso (Love, 1992; Esteves et al., 2001). Por ello,
la obtenciobn de nuevos antioxidantes que no presenten estas limitaciones,
incrementaria el uso de estos en la industria de los alimentos. Una solucién a la
perdida y migracion de los antioxidantes, es el desarrollo de compuestos como la
obtencién de nuevos derivados del acido abiético, que podrian ser usados como
aditivos de mejor calidad y mas competitivos en materiales innovadores, por su alto
peso molecular y la versatilidad funcional de su C-18.

Basandonos en lo anterior, se plantea la siguiente hipétesis:

Debido a que algunas aminas ariladas del acido dehidroabiético tienen actividad
antioxidante, es posible que nuevos compuestos (amidas), obtenidos a través de la
reaccion entre el cloruro del acido ferdlico y la amina del acido dehidroabiético,
presenten mejor actividad antioxidante que la que muestra el acido ferdlico; asi como
mejor solubilidad y menor volatilidad debido al mayor tamafio en su estructura.
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IV. OBJETIVOS
1. GENERAL

» Sintetizar una amida con actividad antioxidante a partir del cloruro del acido
ferulico y del 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo.

15— —

COOH COOH COOH
Acido Acido Acido
albiético (1) hidroxiabiético (II) dehidroabiético- (IIL)
NH, N
8]
— cl Reduccién Nitracién
4 NO, «— NO, €—
AcO
OMe COOMe COOMe COOMe
Cloruro-del Acido 12 -amino-14-nitro- 12,14- Dehidroabietato
ferikico (C) dehidroabietato de dinitrodehidro de metilo(IV)
metilo- (VI) abietuto-de
metilo- (V)

NH Lipasa

NO,

Amida
COOMe acetilada (VII) COOMe Amida (VIII)

31



Objetivo- g

2. PARTICULARES

A4

\%

Y

A\

Obtener el acido hidroxiabiético (I1) a partir de acido abiético (1).

Obtener acido dehidroabiético (I11) a partir del intemediario &cido
hidroxiabiético (I1).

Caracterizar los acidos obtenidos.

Obtener y caracterizar el dehidroabietato de metilo (TV), a partir del acido
dehidroabiético (I11).

Obtener el compuesto dinitrado a partir del dehidroabietato de metilo para su
posterior reduccidén y caracterizar los compuestos obtenidos (dinitrado, y vy
amina, VJ).

Aislar el acido ferulico (‘A4 ), a partir de residuos organicos como es el nejayote.
Obtener los derivados del acido ferulico (acido fertlico acetilado, B y cloruro del
acido ferdlico, ).

Incorporar el cloruro del acido ferulico (C) a la amina obtenida (Y1), mediante
una reaccion de condensacion y caracterizar el compuesto obtenido (amida

acetilada, yr1I).

Obtener la amida desprotegida ('VIII)y caracterizarla.

» Evaluar la actividad antioxidante del compuesto obtenido.
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V. MATERIAL Y METODOS
1. RECTIVOS Y EQUIPO
1.1 Reactivos

El acido clorhidrico concentrado (HCI conc.), el acetato de etilo (AcOEt), la
acetona, el metanol (MeOH), el sulfato de sodio anhidro (Na,SO, anh.), el hexano, el
etanol (EtOH), el carbonato de sodio (Na,CO,), el éter etilico, el acido acético glacial
(CH,COOH), el diclorometano (CH,CI,), el tolueno y el éter de petréleo fueron de
Reasol. El acido fertlico al 98%, empleado como estandar fue de Fluka. El &cido
abiético al 70%, la malla molecular, el tricloruro de aluminio (AICl;) y la
dimetilformamida al 99.8% (DMF) fueron de Sigma Aldrich. El diéxido de selenio
sublimado (SeO,) fue de Merck. El acido sulfurico concentrado (H,SO, conc.), el acido
nitrico concentrado (HNO, conc.) y el hidréxido de sodio (NaOH) fueron de JT Baker.
El cloruro estanoso dihidratado (SnCl,.2H,0) y el carbén activado fue de Reactivos
Quimicos Monterrey. El 1,1-difenil,2-picrilhidrazil (DPPH), la vainillina, el cloruro férrico
(FeCl,) y el sulfato cérico fueron de Sigma. El nitrégeno ultra alta pureza al 99.9% fue
de AGA. El oxigeno extra seco pureza al 99.5% fue de Infra.

Todos reactivos empleados fueron grado reactivo analitico. El agua empleada en
todos los experimentos fue destilada.

El nejayote empleado para la extraccion del acido fertlico, se obtuvo de un molino
de nixtamal.

Las placas empleadas en cromatografia en capa fina (ccf) Alugram SIL G/UV,, de
0.2 mm, las placas empleadas en cromatografia en capa fina preparativas DC-

Fertigplatten SIL G-200 de 2 mm y la silica gel MN-Kieselgel G fueron de Macherey-
Nagel.

1.2 Reactivos bioldgicos

La lipasa “Lipozyme” fue de Novozymes.
La levadura Sacharomyces cereviceae fue de Safe-instant. El Bacillus sp- fue
aislado de mucigalo de café, de una zona de la Sierra del Estado de Puebla.
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El medio de cultivo minimo empleado en los experimentos de hidroxilacion con
Bacillus sp. tenia la siguiente composicién: NH,CI (JT Baker), MgSO, (Mallinckrodt),
KH,PO, (JT Baker), Na,HPO, (Merck) y glucosa (Merck).

1.3Equipo
Incubadora agitadora, modelo 3531 (THERMOLYNE), autoclave HA-240MII

(HIRAYAMA); bomba de vacio, modelo WP-25 (OAKTON); Camara de UV (CAMAG);
Aparato para medir punto de fusién 1001D (MEL-TEMP); rotavapor waterbath R-200
(BUCHI); Parrilla de calentamiento con agitacion magnética, modelo SPA 1025P
(THERMOLYNE); balanza AP 110S (OHAUS); bafio de agua (OAKTON); recirculador

de agua con control digital de temperatura 9101 (POLY SCIENCE) y Centrifuga 3000
(MISTRAL).

1.4 Analisis espectroscopicos de los compuestos obtenidos
Los compuestos obtenidos, fueron analizados por espectroscopia de ultravioleta
(UV), espectroscopia de infrarrojo (IR), espectroscopia de masas (EM), resonancia

magnética nuclear proténica (RMN-'H) y resonancia magnética nuclear de carbono 13
(RMN-13C).

Los espectros de RMN-'H fueron determinados utilizando cloroformo deuterado
(CDCI,) con tetrametilsilano (TMS) como referencia interna en los espectros Varian
VXR (300 MHz), Varian Gemini (200 MHz) y Varian EM-390 (90 MHz), los
desplazamientos quimicos de las sefiales estan dados en partes por millén (§) y las
constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hertz (Hz). Los simbolos empleados

en la descripcion de las sefiales representan lo siguiente: s: singulete, d: doblete, dd:
doble de dobletes, t: triplete y m: multiplete.

Los espectros de RMN-'3C fueron determinados utilizando cloroformo deuterado

(CDCl,), los desplazamientos quimicos de las sefiales estan dados en partes por
millén (g).
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Los espectros de masas fueron registrados en un espectrometro Hewlewtt.Pacard
59452 mediante la técnica de impacto electronico (70 eV), se da el valor de m/e del i6n
molecular M* y entre paréntesis se indica la abundancia relativa.

Los espectros de IR, se determinaron en un espectrofotometro FTIR Perkin Elmer
1600, las determinaciones se realizaron en pastilla de bromuro de potasio (KBr), las
unidades se expresan en cm-1.

2. DIAGRAMA GENERAL DE LA SINTESIS
En el siguiente diagrama se muestra de manera general la metodologia seguida,

para llevar a cabo la sintesis de la amida a través de los diferentes derivados del acido
abiético y el acido ferulico, junto con algunas rutas alternas.

NEJAYOTE ACIDO ABIETICO
ACIDO ACIDO HIDROXIABIETICO
FERULICO J,
VP ACIDO DEHIDROABIETICO
Acipo
FERULICO AP
ACETILADO
J, DEHIDROABIETATO DE METILO
|
CLORURO DEL
Acipo Vlr \lr
FERULICO 12,14-DINITRODEHIDRO DEISOPROPIL
ABIETATO DE METILO DEHIDROABIETATO
DE METILO
12-AMINO,14-NITRO \|r
v DEHIDROABIETATO NITRACION
DE METILO
AMIDA
EVALUACION
L) DE LA ACTIVIDAD COMPUESTO
ANTIOXIDANTE DE LA AMIDA HIDROXILADO
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2.1 Diagrama de obtencién del 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo

En el siguiente diagrama se muestra |la metodologia seguida, para la obtencion del

12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo a partir del acido abiético y sus derivados.

AciDO

ABIETICO

METILACION DEL ACIDO

(MeOH, H,SO, conc., A)

ﬂ

OBTENCION DEL ACIDO
DEHIDROABIETICO
(SeOz, Nazco;;, HzSO4,
CH3;COOH, A)

DEHIDROABIETICO ¢

CARACTERIZACION DEL
DEHIDROABIETATO DE METILO
(UV, IR, EM, RMN-"H y RMN-"*C)

REDUCCION DEL 12,14-
DINITRODEHIDROABIETATO

(SnClz*2H,0 en DMF, 30°C, 20 h)

DE METILO ¢

CARACTERIZACION DEL
ACIDO DEHIDROABIETICO
(UV, IR, EM, RMN-'H y
RMN-'C)

NITRACION DEL
DEHIDROABIETATO DE

I METILO

(H2SO4/HNO3)

CARACTERIZACION DEL 12,14-
DINITRODEHIDROABIETATO

DE METILO
(UV, IR, EM, RMN-'H y
RMN-"°C)

l

CARACTERIZACION DEL
12-AMINO,14-NITRO
DEHIDROABIETATO DE METILO
(UV, IR, EM, RMN-'H y RMN-"*C)
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2.2 Diagrama de obtencién de la amida

El siguiente diagrama muestra la metodologia empleada, para la obtencion de la
amida; obtenida a partir del 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo y el acido

ferdlico.
12-AMINO,14-NITRO
DEHIDROABIETATO DE CLORURO DEL
METILO ACIDO FERULICO

\

OBTENCION DE LA
AMIDA ACETILADA
(EtsN,
dimetilaminopirrolidina)

Lipasa <
(CHCl,)
h 4
CARACTERIZACION DE
LA AMIDA
(EM)
EVALUACION

DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DE LA AMIDA OBTENIDA
(Radical DPPH)

3. OBTENCION DEL ACIDO DEHIDROABIETICO
3.1 Obtencidn de la sal sédica del 4cido hidroxiabiético

A una solucién fria de 35 g de acido abiético en 406 mL de etanol, se le
adicionaron 84 mL de SeO, (15 g de Se0, en 100 mL de etanol al 80%) y se dejo
reposar durante 16 h (en este tiempo el selenio se separd). Posteriormente, esta
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solucion se coloco en una mezcla de 1347 mL de H,0 y 368 mL de una solucion de
Na,CO, al 10% y por ultimo se adicionaron 32 g de carbén activado.

Después de que la mezcla de reaccién anterior estuvo en reposo durante 20 min,
ésta se filtré a vacio en un embudo biichner, con una cama de celita y otra de carbon
activado (el lavado se omiti6 ya que el selenio se puede pasar al filtrado). El filtrado se
acidificé, con la adicion lenta de 78 mL de H,SO, 6N y agitacion constante, fomandose
lentamente un precipitado.

El producto obtenido fue recuperado y lavado con H,O destilada, se filtré a vacio
en un embudo biichner y se secd. Para obtener la sal libre de material resinoso, la sal
se puso a reflujo durante 10 min, con 50 mL de éter etilico y el sélido no soluble se
separd una vez que la solucion se enfrié. Después, se filtré a vacio en un embudo
biichner y se lavé con 10 mL de éter etilico frio (Fieser & Campbell, 1938).

3.2 Recristalizaclén de la sal sédica del dcido hidroxiabiético

Se disolvieron 0.5 g la sal sédica del acido hidroxiabiético en 5 mL de etanol; ya
disuelto, se evaporo6 el disolvente hasta que el volumen final fue la mitad del volumen
inicial (la evaporacion fue lenta). Se dej6 reposar durante 24 h para obtener los
cristales de la sal sédica del acido hidroxiabiético (Fieser & Campbell, 1938).

Finalmente, el producto aislado se analiz6 mediante métodos fisicoquimicos y
espectroscopicos.

UV: Amax [240.08 - 0.64884].

IR: (KBr) Vmas/cm™' 3446 y 1058 (OH), 2957 (C-H), 1706 y 1268 (C=0), 1604 (C=C-C=C), 1383 y 1147 (isopropilo).
EM: m/z 318(M"): 318 (10%), 303 (9%), 301 (80%), 149 (45%), 109 (22%).

RMN'H: & 0.89 (3H,s) Cz0; 1.01 - 1.04 (6H,d) Cis y C17 J = 6.9 MHz; 1.28 (3H,8) C1s; 5.45 (1H,m) Cy; 5.72 (1H,s)
C14.

RMN'™C: & 183.8(Cis), 144.7(C13), 136.3(Cs), 124.3(Cis), 120.4(C), 72.9(Ci2), 46.2(Cs), 39.5(Cs), 37.3(Cs),
36.8(C4), 34.7(Cs), 30.2(C1s), 26.5(C10), 25.8(Cg), 23.2(C11), 21.4(C17), 20.9(C+6), 18.0(C2), 17.0(C1s9), 16.6, (C20).

3.3 Obtencion del acido dehidroabiético a partir de la sal sédica del acido
hidroxiabiético

Se disolvieron 9 g de la sal sodica del acido hidroxiabiético en 46 mL de acido
acetico glacial y la solucién fue puesta a ebullicidn por un periodo de 8 min con
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agitacion constante. Después de que la solucién se enfrio, se le adicionaron 128.5 mL
de etanol frio.

El producto se obtuvo como un precipitado, después de la lenta adicién de H,0
fria. El compuesto obtenido fue recristalizado de hexano (Fieser & Campbell, 1938).

3.4 Recristalizacién del dcido dehidroabiético
Se disolvieron 2 g de acido dehidroabiético en 15 mL de hexano y se evaporo el

disolvente hasta que el volumen final fue la mitad del volumen inicial (la evaporacion
fue lenta y no sobrepas6 de 30°C). Se dej6 reposar durante 24 h, para obtener los
cristales de acido dehidroabiético (Fieser & Campbell, 1938).

Finalmente, el producto aislado se analizé mediante métodos fisicoquimicos y
espectroscopicos.

UV: hmax [266.26 - 0.44075/ 274.36 - 0.41566].

IR: (KBr) Vmad/cm™ 2957 (C-H), 1693 y 1280 (C=0), 1363 y 1387 (isopropilo), 1497 y 819 (aromético).

EM: m/z 300(M"): 300 (25%), 285 (100%), 239 (80%), 197 (25%), 183 (5%), 141 (12%), 129 (7%).

RMN'H: § 1.20 - 1.21 (6H,d) C1s y Ci7 J = 2.1 MHz; 1.23 (3H,s) Cz0; 1.27 (3H,8) Cys; 1.50 - 1.57 (2H,m) Ce; 1.72 -
1.89 (6H,m) C4,C2,Ca; 2.21 - 2.26 (1H,dd) Cs J = 12.4 MHz; 2.77 - 2.88 (2H,m) bencilico-CHz; 2.90 - 2.94 (1H,m)
Cis: 6.88 (1H,d) aromatico st. J= 1.5 MHz; 6.97 - 7.01 (1H,dd) aromatico st. J=8.2 MHz; 7.16 (1H,d) aromatico st.
J= 8.1 MHz; 11.40 (1H,s) Cis.

RMN™C: §185.1(Cys), 146.7(C13), 145.7(Cs), 134.7(Cs), 126.9(C1s), 124.1(C12), 123.9(C11), 47.4(Cs), 44.5(Cs),
37.9(C), 36.8(C10), 36.7(Ca), 33.4(C1s), 30.9(C7), 29.9(C20), 25.1(C1g), 23.9(C2), 21.7(Cs), 18.5(C1g), 16.2(C17).

3.5 Obtencién del dehidroabietato de metilo a partir de dcido dehidroabiético

Se disolvieron 0.9 g de acido dehidroabiético en exceso de MeOH anh.; se agregd
malla molecular en un 10% y 3 mL de H,SO, conc. para llevar a cabo la reaccion,
durante 12 h a reflujo, con temperatura de 70°C y con agitacion constante
(Esterificacion de Fisher).

Después de este periodo, se filtré6 a vacio en un embudo biichner y al filtrado se le
adicionaron 25 mL de H,O fria. La extraccion del compuesto, se llevé a cabo con 2x20
mL de CH,CI, y 1x20 mL de tolueno. Las fracciones organicas se juntaron, se secaron
con Na,SO, anh. y posteriormente se concentraron en un rotavapor a sequedad con la
ayuda de una bomba de alto vacio.
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Adicionalmente, se emplearon dos métodos para obtener el dehidroabietato de
metilo, en uno de ellos se empleo al sulfato de metilo como agente metilante y en el
otro se empleo lipasas y MeOH. Los rendimientos obtenidos por estos métodos se
mencionan en la seccién de resultados.

3.6 Purificacion del dehidroabietato de metilo

Para la purificacion del éster, se monté una cromatografia en columna de silica gel
de 6 cm de alto por 5 cm de didmetro empacada con hexano y eluida con el par de
disolventes hexano-AcOEt 9:1. La purificacion del éster, se siguié por medio de ccf, a
lo largo de todas las fracciones.

Finalmente, el producto aislado se analiz6é mediante métodos fisicoquimicos y
espectroscopicos.

UV: Amax [266.84 - 0.60102/ 274.77 - 0.56450].

IR: (KBr) Vmax/em™ 2925 (C-H), 1721 (C=0), 1250 y 1039 (C-O), 1379 y 1363 (isopropilo), 1496 y 823 (aromatico).
EM: m/z 314(M"): 314 (35%), 299 (40%), 255 (6%), 239 (100%), 197 (11%), 173 (8%), 141 (7%).

RMN'H: § 1.20 (3H,s) Cz0; 1.23 (3H,s) Cig; 1.25 - 1.27 (6H,d) Cis y Ci7 J = 5.1 MHz; 1.41 - 1.44 (2H,m) C; 1.72 -
1.89 (6H,m) C1, C2,C3; 2.21 - 2.26 (1H,dd) Cs J = 12.6 MHz; 2.77 - 2.82 (2H,m) bencilico-CHz; 2.84 - 2.90 (1H,m)

Cis; 3.65 (3H,s) COOCHg; 6.87 (1H,d) aromatico st. J= 1.2 MHz; 6.97 - 7.01 (1H,dd) aromatico st. J=8.2 MHz; 7.16
(1H.d) aromatico st. J= 8.1 MHz.

RMN™C: 5 179.0(C1s), 146.8(C13), 145.7(Cs), 134.6(Cs), 126.8(C14), 124.1(C12), 123.8(C11), 51.8(Ca1), 47.6(Cs),

44.8(Cs), 37.9(C4), 36.9(C10), 36.6(Ca), 33.4(C1s), 29.9(Cr), 29.6(Cz20), 25.0(C19), 23.9(Cz), 21.6(Cs), 18.5(C1s),
16.5(C17).

3.7 Obtencion del 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo por nitraciéon del
dehidroabietato de metilo

A una mezcla de 8.04 mL de H,SO, conc. y 5.36 mL de HNO, conc. en bafio de
agua con hielo, se le adicionaron 1.3449 g del dehidroabietato de metilo en pequenas
porciones. La mezcla se agité hasta la disolucién total del éster y enseguida se puso a
temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, se le adicionaron 250 mL de
H,O fria, obteniendo de este modo un precipitado (Fieser & Campbell, 1938).

Adicionalmente, se emplearon dos métodos para obtener el 12,14-dinitro
dehidroabietato de metilo; en uno de ellos se empleo 6xidos de nitrégeno (NO,)
(Modificado de Jiménez-Estrada et g/, 1999) y en el otro se realizd una nitracion
enzimatica empleando peroxidasa y nitrito de sodio (Modificado de Budde gt al.,

2001). Los rendimientos obtenidos por estos métodos se mencionan en la seccién de
resultados.
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3.8 Recristalizacion del 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo
Una vez que se obtuvo el compuesto dinitrado, este se disolvié en 10 mL de

etanol. Ya disuelto, se evaporé el disolvente hasta que el volumen final fue la mitad
del volumen inicial (la evaporacién fue lenta). Se dejo reposar durante 24 h para
obtener los cristales del compuesto dinitrado.

Finalmente, el producto aislado se analiz6 mediante métodos fisicoquimicos y
espectroscopicos.

UV: A [212.65 - 0.575].

IR: (KBr) Vmad/om' 2953 (C-H), 1722 (C=0), 1252 y 1050 (C-0), 1531 y 1363 (aromtico-NO2), 828 (aromatico).
EM: m/z 404(M"): 404 (14%), 387 (100%), 329 (98%), 327 (28%), 263 (60%), 128 (7%), 43 (10%).

RMN'H: & 1.23 (3H,5) Czo; 1.27 (3H,s) Cis; 1.30 - 1.33 (6H,d) Cis y C17 J = 7.2 MHz; 1.46 - 1.57 (2H,m) Ce; 1.69 -
1.85 (6H,m) C1,C2,C3; 2.16 - 2.21 (1H,dd) Cs J = 12.6 MHz; 2.68 - 2.78 (2H,m) bencilic-CHz; 2.95 - 3.09 (1H,sept)
C1s; 3,67 (3H,s) COOCHs; 7.53 (1H,s) aromatico st.

RMN'™C: §178.2(C1g), 152.0(C13), 150.9(Cs), 149.4(Cs), 130.6(C14), 128.5(C12), 121.4(C11), 52.2(Ca1), 47.2(Ca),

43.5(Cs), 37.7(C1), 37.6(C1o), 36.3(Cs), 28.9(Css), 24.9(C7), 24.6(Cz0), 20.7(Cis), 20.5(C2), 20.1(Ce), 18.2(Cre),
16.4(C17).

3.9 Obtencion del 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo por reduccién del
12,14-dinitrodehidroabietato de metilo

Se disolvieron 0.1012 g del compuesto dinitrado en 2.75 mL de una solucién de
SnCl,-2H,0 1 M en DMF, manteniéndolo en agitacion constante durante 20 h a 30°C.

La reaccion fue monitoreada mediante ccf eluidas en un sistema de hexano-AcOEt
7:3. Las placas obtenidas, fueron reveladas con ninhidrina. Después de este periodo,
se adicionaron 20 mL de H,O y 10 mL de AcOEt a la mezcla de reaccién; la cual en

seguida se filtré a vacio en un embudo biichner y se lavo el residuo sélido con 5 mL
de AcOEt.

La extraccion del filtrado se llevé a cabo con 2x10 mL de AcOEt. Se juntaron todas
las fases organicas y se les adicion6 Na,SO, anh. para eliminar el agua, una vez seca
la fase organica, esta se concentré en un rotavapor a 30°C empleando una bomba de
alto vacio (Ermann et a/., 2002). Adicionalmente, se empleo otro método para obtener
el 12-amino,14-nitro dehidroabietato de metilo, usando la levadura Saccharomyces
cerevisae para llevar a cabo la reduccion (Navarro-Ocafia et g/., 2001), empleando el
12,14-dinitrodehidroabietato de metilo como sustrato. El rendimiento obtenido por este
método se menciona en la seccion de resultados.
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3.10 Purificacién del 12-amino, 14-nitrodehidroabietato de metilo (amina)

Para la purificacion de la amina, esta se corrié en una ccf preparativa de silica gel
de 2 mm de espesor, eluida con el par de disolventes éter de petroleo-AcOEt 95:5,
después se cortd la fraccidon correspondiente a la amina y se pulverizo la silica
obtenida de esta fraccion de la preparativa. La silica se extrajo con 3x20 mL de AcOEt
y posteriormente se concentré en un rotavapor a 35°C hasta sequedad.

Finalmente, el producto aislado se analiz6é mediante métodos fisicoquimicos y
espectroscopicos.

UV: hmax [241.11 - 0.55134], [292.77 - 0.17924].

IR: (KBr) Vmax/cm™' 3410 y 3497 (aromatico-NHz), 1622 (N-H), 2940 (C-H), 1715 (C=0), 1258 (C-0), 1519 y 1334
{aromético-NO;}. 863 (aromatico), 1381 (isopropilo).

EM: m/z 374(M"): 374 (100%), 357 (57%), 299 (26%), 269 (15%), 233 (12%), 198 (7%), 175 (10%).

RMN'H: 5 1.19 (3H,s) Cz0: 1.24 (3H,s) Ci; 1.31 - 1.34 (6H,dd) Css y C17 J = 7.2 MHz; 1.36 - 1.41 (2H,m) Cs; 1.62 -
1.81 (6H,m) C4,C2,Ca; 2.14 - 2,19 (1H,dd) Cs J = 12.3 MHz; 2.51 - 2.69 (2H,m) bencilico-CHz; 2.77 - 2.99 (1H,sept)
Cis; 3.67 (3H,s) COOCHS3; 3.74 (2H,s) NHz; 6.62 (1H,s) aromético st.

RMN'C: 5 178.7(C1s), 152.2(Ci3), 149.5(Cs), 143.2(Cs), 119.7(Cia4), 115.5(C12), 113.9(C11), 52.0(C21), 47.5(Ca),

44.0(Cs), 37.9(Cy), 37.2(C1o), 36.4 (C3), 28.1(Cis), 24.8(C7), 23.9(Cz0), 20.8(C1s), 19.9(Cz), 19.8(Cs), 18.5(C1s),
16.5(C17).

3.11 _Obtenciéon de la amida a través de la reaccién entre el 12-amino, 14-

nitrodehidroabietato de metilo (amina) y el cloruro del dcido ferulico
Una vez obtenido el cloruro del acido ferdlico jp sjty, se incorpord el 12-amino, 14-

nitrodehidroabietato de metilo (amina) al matraz de reaccién. Para obtener la amida
acetilada, se emple¢ trietilamina en exceso y dimetilaminopirrolidina en diclorometano
(CH,CL,). Se le dio seguimiento a la reaccién mediante ccf, hasta la desaparicién de
los reactivos. Una vez terminada la reaccion, se eliminé el disolvente a sequedad.

Para desproteger el grupo hidroxilo (-OH) del acido fertlico, el cual se encontraba
acetilado, el compuesto obtenido se disolvi6 en CH,Cl, y se adicion6 la lipasa.
Después de llevarse a cabo la reaccion a 40°C durante 72 h, el compuesto se filtré a
vacio y se concentro la fase organica a sequedad (Mastihubova gt /., 2001).

Finalmente, el producto aislado se analiz6é mediante métodos fisicoquimicos y
espectroscopicos.
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4. REACCIONES ALTERNAS

4.1 Diagrama de obtencién del deisopropildehidroabietato de metilo y su

nitracion

El diagrama siguiente muestra la ruta alterna propuesta para la obtencién del

deisopropildehidroabietato de metilo y su nitracién.

DEHIDROABIETATO
DE METILO

OBTENCION DEL

DE METILO
(TO’uenO, Nz, AICla, V)

DEISOPROPILDEHIDROABIETATO

l

CARACTERIZACION DEL
DEISOPROPILDEHIDROABIETATO

DE METILO

(UV, IR, EM, RMN-"H y RMN-"3C)

NOy

h 4

l

HNO,/H,SO,

NaNO./Peroxidasa

Y

COMPUESTO
NITRADO
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4.2 Diagrama de hidroxilacién del dcido dehidroabiético empleando Bacillus sp
Otra de las rutas alternas propuestas, fue la obtencién de un derivado hidroxilado a

partir de acido dehidroabiético y la metodologia seguida se resume en el diagrama
siguiente.

ACIDO FERULICO
(10mg)

SEIS MATRACES CON
MEDIO DE CULTIVO MINIMO

(Esterilizar, 121°C, 15)
Matraz 1: Control
Matraz 2-6: Problemas

INCUBAR
(35°C, agitacién orbital
180 rpm, 3 dias)

Bacillus sp
INCUBAR
(35°C, agitacion orbital ADICIONAR
180 rpm, 5 dias. : : i
et vadn ot |7 S
por ccf)) Matraces 2-6)

EXTRAER CONCENTRAR
(cada matraz con 70 y| FASE ORGANICA
mL de AcOEt, secar (Matraces 2-6, 35°C,

con Na;SO; anh.) 70 rpm)
CONCENTRAR
FASE ORGANICA
(Matraz1 como
control, 35°C, 70 rpm)
EXTRA_ER PURIFICAR
(La fraccion v (ccf preparativa, eludia
correspondiente con con hexano:AcOEt 7:3)
AcOEt)
CONCENTRAR ANALIZAR
FASE ORGANICA > (EM)
(35°C, 70 rpm)
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4.3 Obtencién del deisopropildehidroabietato de metilo a partir de &cido
dehidroabiético
Se disolvieron 1.9 g del dehidroabietato de metilo en 20 mL de tolueno. El tolueno

empleado, previamente se burbujeo con nitrogeno (N,) y se mantuvo en un bafio de
hielo con sal y acetona. Cuando el dehidroabietato de metilo se disolvid, se le
adicionaron 4 g de AICI, y se dejo la reaccién durante 4 h con agitacion, en atmoésfera
de N, y en bafio de hielo con sal y acetona. La reaccién se monitoreé por ccf.

Cuando la reaccion se completd, se adicioné a la mezcla de reaccién 20 mL de
H,O y lentejas de NaOH hasta obtener un pH de 7. Se separ6 la fase orgéanica y la
fase acuosa se extrajo con 10 mL de tolueno y 2x10 mL de éter etilico. Se juntaron las
fases organicas, se les adicioné Na,SO, anh. y se concentraron en un rotavapor a
sequedad.

El compuesto obtenido se recristalizé en metanol y se analiz6 mediante
meétodos fisicoquimicos y espectroscépicos.
UV: Amax [264.25 - 0.52724/271.65 - 0.47694].
IR: (KBr) Vmax/cm™ 2925 (C-H), 1727 (C=0), 1252 y 1135 (C-0), 3057, 1490 y 756 (aromatico).
EM: m/z 272(M"): 272 (16%), 257 (27%), 240 (11%), 197 (100%), 143 (16%), 117 (8%).
RMN'H: 3 1.09 (3H,s) Cz0; 1.21 (3H,s) C1g; 1.45 - 1.54 (2H,m) Ce; 1.72 - 1.86 (6H,m) C1,C2,Cs; 1.96 -2.06 (2H,m);
2.17 (2H,m); 2.31 - 2.36 (1H,dd) Cs J = 10.9 MHz; 2.83 - 2.95 (2H,m) C7; 3.68 (3H,s) COOCH;; 7.04 - 7.07 (1H,dd)

aromatico st. J = 6.7 MHz; 7.09 - 7.11 (1H,dd) arémaético st. J = 4.0 MHz; 7.13 - 7.16 (1H,dd) arématico st. J = 6.7
MHz; 7.26 - 7.28 (1H,dd) aromatico st. J = 7.2 MHz.

RMN'’C: 3 179.6(C1s), 146.3(Cs), 135.9(Ce), 128.6(Cis), 126.2(C13), 125.8(C12), 125.2(C11), 51.6(COOCHS),
45.9(Cs), 44.9(C4), 38.5(C10), 36.7(C1), 31.9(Cs), 30.4(Cy), 27.3(Cz0), 26.2(C1s), 20.0(Cs), 19.7(Cz).
4.4 Nitracion

A una mezcla de 8.04 mL de H,SO, conc. y 5.36 mL de HNO, conc. en bafio de
agua con hielo, se le adicionaron 1.3449 g del dehidroabietato de metilo en pequefias
porciones. La mezcla se agité hasta la disolucion total del éster y enseguida se puso a
temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente, se le adicionaron 250 mL de

H,0 fria, obteniendo de este modo un precipitado (Fieser & Campbell, 1938).

Adicionalmente, se emplearon dos métodos para obtener el 12,14-dinitro
dehidroabietato de metilo; en uno de ellos se empleo 6xidos de nitrégeno (NO,)
(Modificado de Jiménez-Estrada ef g/., 1999) y en el otro se realizé una nitracién

45



Material y meétodoy g—

enzimatica empleando peroxidasa y nitrito de sodio (Modificado de Budde gt a/.,

2001). Los rendimientos obtenidos por estos métodos se mencionan en la seccién de
resultados.

4.5 Hidroxilacién del dcido dehidroabiético con Bacillus sp

En seis matraces de 500 mL, se preparé medio minimo para el desarrollo de
Bacillus sp con la siguiente composicién para 250 mL: NH,CI (0.25 g), MgSO, (0.13
g), KH,PO, (0.75 g) Na,HPO, (1.5 g) y glucosa (2.5 g) para cada matraz.

Después de disolver las sales en 250 mL de H,O, el medio se esterilizo en
autoclave a 121°C durante 15 min. Una vez frio el medio, se le adicioné 15 mg de
acido ferulico a cada uno de los matraces y se inoculo el Bacillus sp-

Los matraces se dejaron 3 dias en agitacién orbital a 30°C y a 180 rpm, al final de
este tiempo, se obtuvo una cantidad de células considerable.

Se tomdé un matraz como control y a los 5 matraces restantes se les adiciono a
cada uno 50 mg de acido dehidroabiético, disueltos en 1 mL de acetona. Los matraces

se dejaron agitando a 180 rpm y a 30°C y se monitorearon durante 5 dias, mediante
ccf.

La extraccion de los compuestos organicos se realizé con 70 mL de acetato de
etilo para cada matraz. Al final, se juntaron las fases orgénicas, se secaron con sulfato
de sodio anhidro y se concentraron en un rotavapor a 35°C a 70 rpm.

Purificacion del producto: Una vez que se recuperaron los compuestos organicos,
estos se purificaron en una ccf preparativa eluida con el par de disolventes
hexano:AcOEt 7:3, extrayendo la fraccion correspondiente al producto con AcOEt. La

fase organica se concentr6 a sequedad en un rotavapor.

El compuesto obtenido se mandé a analizar por EM. M*: 316.
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5. ACIDO FERULICO Y SUS DERIVADOS
5.1 Diagrama de obtencién

El siguiente diagrama muestra la forma en que se obtuvo el acido ferulico y sus

derivados (acido ferulico acetilado y cloruro del acido fertlico).

EXTBACCION DE ACIDO
FERULICO A PARTIR DE
NEJAYOTE
(HCI 6N, carbén activado,
extraer con AcOEt)

IDENTIFICACION DEL ACIDO
FERULICO
(ccf empleando vainillina, DPPH,
FeCls)

CARACTERIZA(;ION DEL ACIDO
FERULICO
(UV, IR, EM, RMN-"H y RMN-"*C)

ACETILACION DEL
ACIDO FERULICO
(Ac20, piridina.

OBTENCION DEL
CLORURO DEL
ACIDO FERULICO
(SOCl,, tolueno, 75°C,
2h, formado in situ)
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5.2 Recuperacion del acido ferulico a partir del nejayote
Se colocaron 20 L de nejayote, procedente de un molino de nixtamal, en

recipientes adecuados y se les adicion6 HCI conc. hasta obtener un pH =4 (6 mL/L
nejayote) con el objetivo de acidificarlo y recuperar el acido fertlico. La mezcla
anterior, se filtr6 para eliminar las cascarillas y la biomasa proveniente de la hidrélisis
del maiz durante la nixtamalizacion. Se adicion6 carbédn activado (6 g/L nejayote) y se
mantuvo en agitacion constante, manteniéndose en reposo toda la noche. Después de
esto, se centrifugd a 1500 rpm durante 15 min a 20°C para recuperar el carbén
activado. Se desecho el sobrenadante y se dejé secar el carbon activado recuperado
a temperatura ambiente. Posteriormente, se coloco el carbén activado en 4 matraces
de 500 mL cada uno y se les adicioné 300 mL de AcOEt caliente, manteniéndolos en
agitacion constante.

Después de llevar a cabo la extraccion, se filtr6 el AcCOEt y se concentré en un
rotavapor a 30°C (Tercero, 2001).

5.3 Deteccion por cromatografia en capa fina y recristalizacién del acido
ferdlico

Una vez que se concentraron los extractos organicos de cada una de las
extracciones y/o recuperaciones, se obtuvo un sélido ligeramente amarillo, el cual se
disolvio en AcOEt (0.5 g s6lido/5 mL AcOEt). Por separado, se prepard un patron de
acido ferulico pesando 0.1 g y se disolvi6 en 3 mL de AcOEt. En una placa
cromatografica de silica gel se aplicé 1 L de cada uno de los extractos, incluido el
patron. Se introdujo la placa en una camara de elusién empleando como eluyente el
par de disolventes AcOEt-hexano 8:2. Una vez completa la elusién de las muestras,
se observo la placa en una camara de UV-Visible.

Las placas se rosearon con DPPH, FeCl, y vainillina, para hacer visible la
presencia del acido ferulico (Tercero, 2001).
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Una vez que se purificod el acido ferulico, se disolvieron 0.5 g de este en 3 mL de
acetona y 5 mL de H,O; ya disuelto, se evapor6 el disolvente hasta que el volumen
final fue la mitad del volumen inicial (la evaporaciéon fue lenta y no sobrepasé los
40°C). Se dejo6 reposar durante 24 h para obtener asi, los cristales de acido Ferulico
(Tercero, 2001).

Finalmente, el producto aislado se analizé mediante métodos fisicoquimicos y
espectroscopicos.

IR: (KBr) Vmax/cm™ 3432 (aromatico-OH), 2968 (C-H), 1690 (C=0), 1431 (aromético-OH), 1273 (aromético-O-C),
1E2§I5:4r|$:z-c1)%.4(l\l‘l'): 194 (7%), 179 (100%), 132 (28%), 104 (24%), 91 (21%), 72 (52%), 45 (7%).
RMN'H: & 7.71 (1H,trans,d) J = 15.9 MHz; 7.12 (1H,d,aromatico) J = 8.1 MHz; 7.07 (1H,dd,aromatico) J = 4.3 MHz;

6.93 (1H,d,aromatico) J = 1.9 MHz; 6.29 (1H,trans,d) J = 15.8 MHz;
3.94 (3H,s,CH3-0).

5.4 Obtencidén del acido fertlico acetilado
Para la acetilaciéon del acido fertlico, este se disolvié en anhidrido acético, en una

relacion mol a mol, en presencia de piridina en una relacién 1:5 como medio de
reaccion (Mastihubova et g/., 2001).

Finalmente, se analizé el producto aislado por EM.
EM: m/z 236(M"): 192 (10%), 150 (100%), 135 (40%), 10 (12%), 91 (5%).

5.5 Obtencién del cloruro de 4cido fertlico

El cloruro del acido ferulico se prepardé a partir del acido ferulico acetilado,
empleando cloruro de tionilo (SOCI,) en tolueno a temperatura ambiente por 2 h.
Durante este tiempo, se dio seguimiento a la reaccion a través de ccf, posteriormente

el disolvente se evapord y el producto obtenido se empleé en la reaccién para la
obtencién de la amida (Mastihubova et g/., 2001).
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VI. RESULTADOS
El esquema siguiente, representa la ruta de sintesis propuesta en este trabajo
para la obtencion de la amida (VIII), a partir del 12-amino-14-nitro

dehidroabietato de metilo (VI) y cloruro del acido fertlico (C). Para llegar al 12-
amino,14-nitro dehidroabietato de metilo (VI), se obtuvieron ciertos derivados
como: el acido hidroxiabiético (II), el &acido dehidroabiético (III), el
dehidroabietato de metilo (IV) y el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo (V) a
partir de acido abiético (I).

—g — "

COOH COOH COOH

Acido Acido Acido

abiético (1) hidroxiabiético (II) dehidroabiético- (III)

NH, NO,
0
e - Bioreduccién Nitracion
% no, € No, €

AcO

OMe COOMe COOMe COOMe

12 -amino~14-nitro- 12,14- Dehidroabietato de
Cloruro-delAcido dehidronbietato-de dinitrodehidro  metido (IV)
ferddico- (C) metilo- (VI) abietato de
metilo (V)

i~
NH

OAc OH
(o]
O‘Y‘\/@ OMe \Y%/@OW

Lipasa
e
NO, NO,
Amida COOMe

COoOOM
. acetdada (VII) Amidaw (VIII)
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A continuacién se presentan los resultados de cada uno de los compuestos
obtenidos (&cido abiético 1, acido hidroxiabiético 17, 4cido dehidroabiético 11T,

dehidroabietato de metilo 1, 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo }/, deisopropil
dehidroabietato de metilo ya, 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo V7,
amida acetilada YT, amida YIIL asi como el acido fertlico y sus derivados A -C)

durante el desarrollo del presente trabajo.

Las propiedades fisicoguimicas y espectroscopicas para cada uno de los
compuestos se presentan en tres tablas; en la primera de ellas, se mencionan las
caracteristicas fisicas, en la segunda los resultados espectroscopicos Yy
espectrométricos y en la tercera los resultados de resonancia. En algunos casos,
se reportan los datos teéricos que se conocen de la literatura.

1. ACIDO ABIETICO

COOH
ACIDO ABIETICO (I)

Como se mencioné en el apartado de reactivos, el acido abiético empleado en
el desarrollo del presente trabajo fue de Sigma Co., con 70% de pureza. Las
caracteristicas fisicas de este compuesto se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas del 4cido abiético

Caracteristica: EAPERIMENTAL

Tipo de cristal: Polvo amarillo

Punto de fusién: |140 - 142°C

R, 0.5 (Hexano-AcOEt 8:2)

El 4cido abiético se mando a analizar por UV, IR, EM, RMN'H y RMN'3C, con el
fin de tener los espectros correspondientes; esperando con esto, tener una
referencia de los parametros estandarizados para dicho compuesto, ya que en
trabajos posteriores, se puede llevar a cabo la purificacion del acido abiético a
partir de fuentes naturales, como lo es la resina de pino; en la cual, este compuesto
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es el mayoritario. Los resultados obtenidos del analisis espectroscopico por UV, IR
y EM del acido abiético se reportan en la tabla 1a.

Tabla 1a. Identificacion espectroscopica del acido abiético
EXPERIMENTAL

Uv (MeOH): Amax [234.06 - 0.63169/240.20 - 0.67010]

IR (KBr) Vma/ecm™ 2933 (C-H), 1693 y 1280 (C=0), 1385 (isopropilo)

EM m/z 302(M"): 302 (100%), 287 (21%), 239 (39%), 241 (19%), 213 (20%),
136 (35%), 105 (23%), 91 (18%)

Los datos obtenidos de resonancia magnética nuclear de 'H y '3C para el acido
abiético se muestran en la tabla 1b.

Tabla 1b. Identificacién por resonancia magnética nuclear del acido abiético

EXPERIMENTAL REPORTADA
RMN"H [CDCl; TMS 300 MAZ CDCl; TMS 300 MAz
5 0.82 (3H,s) Cy; 0.99 - 1.02 5 0.79 (3H,s) Cz; 1.00 (6H,dd)

(6H,dd) Cy6 y C17 J = 6.9 MHz; 1.25 |Cyg y Cy7 J = 7.0 MHZ; 1.20 (3H,s)
(3H,s) C1q; 5.37 (1H,m) C7; 5.70 | Cyg; 5.37 (1H,m) Cy; 5.75 (1H,s)
(1H,s) Cy4 Cy4 (Smith, 1978)
RMN ST [CDCI; 75.5 MHz CDCI; 75.5 MHz

§ 184.7(Cyg), 145.2(Cy3), 135.5(Cg), |5 185.4(Cyg), 145.1(Cy3),
122.3(C14), 120.4(C;), 50.9(Cy), 135.5(Cg), 122.5(C14), 120.5(C;),

46.3(Cy), 44.9(Cs), 38.2(C4), 51.0(Cg), 46.3(Cy), 44.9(Cs),
37.2(Cs), 34.9(C4s), 34.8(C1p), 38.3(C,), 37.2(Cs), 34.8(Cys),
27.4(Cy,), 25.6(Cg), 22.4(Cy,), 34.5(C1o), 27.5(C1,), 25.6(Cs),
21.4(C47), 20.8(C45), 18.0(C,), 22.5(Cy4), 21.4(C47), 20.9(C1s),
16.7(Cyg), 14.0(Cy) 18.1(C,), 16.7(Cyg), 14.0(Ca0)

(Smith, 1978)

El acido abietico sirvi6 como material de partida para la obtencién de los
derivados del acido dehidroabiético y de la amida correspondiente.

2. ACIDO HIDROXIABIETICO

OH

COOH
ACIDO HIDROXIABIETICO (II)

Para llegar al acido dehidroabiético, el cual serviria como material de partida

para la sintesis propuesta originalmente del derivado aminado planteado en el
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objetivo, se tuvo que obtener primero un intermediario hidroxilado (acido
hidroxiabiético, II) a partir del acido abiético (I).

Para la obtencién del derivado hidroxilado, el acido abiético (l) se sometié a un
proceso de oxidacién, mediante una reaccion con diéxido de selenio (SeO,),
teniendo como medio de reaccién etanol.

Se0;, Na,CO,
H,S0,

COOH COQH

Una vez terminada la reaccién de oxidacion y después de la adicion de
carbonato de sodio (Na,CQ3;) y acido sulfarico (H2SOy), el compuesto es obtenido
como la sal de sodio del acido hidroxiabiético.

Debido a que el compuesto obtenido contiene residuos de resina, es necesario
llevar a cabo la eliminacién de ésta con éter etilico. Una vez que la sal de sodio del
acido hidroxiabiético se encuentra libre de resina, resulta facil obtener el acido

hidroxiabiético (II), a partir de esta sal, disolviéndola en etanol caliente.

Después de haber cristalizado el acido hidroxiabiético, se corrié una ccf del
producto, pudiendo distinguir una sola mancha, la cual resulto ser muy polar. El
compuesto obtenido mostré un punto de fusién de 149 - 163°C y un rendimiento de
21.15% (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas fisicas del acido hidroxiabiético

Caracteristica: EXPERIMENTAL

Tipo de cristal: Incoloros

Punto de fusion: 149 - 153°C

R¢: 0.34 (Hexano-AcOEt 7:3)
Rendimiento: 21.14%

En la tabla 2a, se muestran los resultados obtenidos de los parametros
obtenidos por UV, IR y EM para el acido hidroxiabiético.
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Tabla 2a. Identificacion espectroscépica del acido hidroxiabiético

EXPERIMENTAL

uv (MeOH): Amax [240.08 - 0.64884]

IR (KBr) Vna/ecm™ 3446 y 1058 (OH), 29 -H), y =0),
1604 (C=C-C=C), 1383 y 1147 (isopropilo)

EM FAB™, matriz: alcohol nitrobencilico. m/z 318(M"): 318 (10%), 303 (9%),
301 (80%), 149 (45%), 109 (22%)

Los datos obtenidos por resonancia magnética nuclear de 'H y '*C para el 4cido
hidroxiabiético se muestran en la tabla 2b.

Tabla 2b. Identificacion por resonancia magnética nuclear del acido hidroxiabiético
EXPERIMENTAL

RMN 'H [CDCl; TMS 300 MHz

5 0.89 (3H,s) Cyp; 1.01 - 1.04 (6H,d) C4 y C47 J = 6.9 MHz; 1.28 (3H,s)
Cqg; 5.45 (1H,m) C4; 5.72 (1H,s) Cy4

RMN “C |CDCIl; 75.0 MHz

5 183.8(Cyg), 144.7(C43), 136.3(Cs), 124.3(C44), 120.4(C;), 72.9(C12),
46.2(Cg), 39.5(C4), 37.3(Cs), 36.8(C4), 34.7(C3), 30.2(C4s), 26.5(C1p),
25.8(Cq), 23.2(Cqq), 21.4(C47), 20.9(Cye), 18.0(Cy), 17.0(C4g), 16.6,
(C20)

3. ACIDO DEHIDROABIETICO

COOH
ACIDO DEHIDROABIETICO (III)

Una vez obtenido el &cido hidroxiabiético (es importante sefralar que no
necesariamente se requiere como acido, sino que puede estar como la sal de

sodio), la obtencion del acido dehidroabiético (111) a partir de este intermediario,

resultd sencilla, ya que en esta reaccion, el acido hidroxiabiético (II) es

suavemente deshidratado con acido acético glacial caliente.
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OH

CH,COOH
A

COOH COOH

El producto obtenido al final de la reaccién, precipita después de la adicion de

agua. Este nuevo producto (acido dehidroabiético, III) tiene ahora tres

instauraciones, dando con esto propiedades aromaticas al anillo C de la estructura.

Los cristales del acido dehidroabiético (III), presentaron las siguientes

caracteristicas: forma de agujas, con punto de fusién de 169 - 171°C (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas fisicas del 4cido dehidroabiético

Caracteristica: |EXPERIMENTAL REPORTADA

Tipo de cristal: |En forma de agujas

Punto de fusién: [169 - 171°C 172 - 173°C (Ulubelen & Miski,
1981)

Ry: 0.46 (Hexano-AcOEt 8:2)

Rendimiento: 88.3% 90% (Fieser & Campbell, 1938)

En la tabla 3a, se muestran los resultados de los parametros obtenidos por UV,
IR y EM para el acido dehidroabiético.

Tabla 3a. Identificacién espectroscépica del 4cido dehidroabiético

EXPERIMENTAL REPORTADA

uv (MeOH): Amax [266.26 - 0.44075/ Amax [275 y 269] (Ulubelen &
274.36 - 0.41566] Miski, 1981)

IR (KBr) Vmax/cm™ 2957 (C-H), 1693 y (KBr) Vmax/cm™ 3500 - 2400,
1280 (C=0), 1363 y 1387 (isopropilo), |1693, 1498, 1460y 821 (Ayer &
1497 y 819 (aromatico) Migaj, 1989)

EM m/z 300(M"): 300 (25%), 285 (100%), |m/z 300(M™): 300 (28.9%), 285
239 (80%), 197 (25%), 183 (5%), 141 | (100%), 239 (77%), 197 (25.7%)
(12%), 129 (7%) (Ayer & Migaj, 1989)

Los datos obtenidos de resonancia magnética de 'H y '*C para el 4cido
dehidroabiético se muestran en la tabla 3b.
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Tabla 3b. |dentificaciéon por resonancia magnética nuclear del acido dehidroabiético
EXPERIMENTAL REPORTADA

RMN 'H [CDCIl; TMS 300 MHz CDCl; TMS 300 MRz
51.20-1.21 (6H,d)CigyCi7J=2.1 |51.18 (3H,s) Cap; 1.23 (3H,s)
MHz; 1.23 (3H,s) Cy; 1.27 (3H,s) Cyg; [C1g; 1.3 (6H,d) Cigy Cy7J =
1.50 - 1.57 (2H,m) Cg; 1.72 - 1.89 2.0 MHz; 2.9 (2H,m) bencilico-
(6H,m) C4,C,,Cq; 2.21 - 2.26 (1H,dd) | CH,; 6.95 - 7.2 (3H) aromatico
CsJ =124 MHz; 2.77 - 2.88 (2H,m) st (Ulubelen & Miski, 1981)
bencilico-CH,; 2.90 - 2.94 (1H,m) Cys;
6.88 (1H,d) aromatico st. J= 1.5 MHz;
6.97 - 7.01 (1H,dd) aromatico st. J=8.2
MHz; 7.16 (1H,d) aromatico st. J= 8.1
MHz; 11.40 (1H,s) C4g

RMN °C |CDCl; 75.5 MAz CDCT; 75.5 MAz
5 185.1(Cyg), 146.7(Cya), 145.7(Cg), |5 183.8(Cyg), 146.8(C1a),
134.7(Cs), 126.9(C14), 124.1(C12), 145.8(Cg), 134.7(Co),
123.9(C44), 47.4(C,), 44.5(Cs), 127.0(C14), 124.2(C1y),
37.9(C), 36.8(Cyo), 36.7(Ca), 124.0(Cy1), 47.4(Cy), 44.7(Cs),
33.4(C4s), 30.9(C;), 29.9(Cs0), 37.9(C4), 6.9(C1o), 36.7(Cs),
25.1(C1g), 23.9(C,), 21.7(C), 33.5(Cys), 30.0(C;), 25.2(Cy),
18.5(C4s), 16.2(C17) 24.0(C1s), 21.6(C,), 18.6(Cs),

16.3(C47) (Ayer & Migaj, 1989)

4. DEHIDROABIETATO DE METILO

COOMe
DEHIDROABIETATO DE METILO (IV)
Para la obtencion del dehidroabietato de metilo (IV), a partir del acido
dehidroabiético (II1); se llevaron acabo tres reacciones diferentes; las cuales, se

montaron con el fin de encontrar, cual de estas resultaba ser una reaccién mas
limpia y con mejores rendimientos.

De estas metodologias, la que dio mejores resultados fue la esterificacién de
Fischer (método 3), mientras que las otras dos metodologias consistieron en llevar

a cabo la reaccion de metilacion empleando: sulfato de dimetilo (método 1) y
lipasas en metanol (método 2).
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Métodos empleados para obtener el dehidroabietato de metilo

Método 1: Método 2: Método 3:
Sulfato de dimetilo| MeOH y lipasas | MeOH, H2SOsy A
No No Si

4.1 Reaccion con sulfato de dimetilo

Esta reaccion consistid en disolver el sustrato en acetona seca, con la adicién
de sulfato de dimetilo puesto a reflujo por 2 h.

No resultd un buen método de metilacion para este compuesto, puesto que al
seguir el progreso de la reaccion mediante ccf, nos percatamos de la presencia de
varias manchas con diferentes R;, es decir la presencia de compuestos con
diferentes polaridades con respecto al sustrato. Debido a que la reaccién no es
limpia, ya que se observaba una mezcla compleja de compuestos, sin la presencia
de un compuesto mayoritario, lo que hace dificil la purificacién de alguno de estos;

este método, no fue considerado apropiado para nuestros fines.

4.2 Reaccion con lipasas en metanol

Después de obtener los resultados de la metodologia anterior, se monté otro
método para tratar de metilar al 4cido dehidroabiético. Este método consistié en el
empleo de lipasas en metanol como medio de reaccién. Los resultados no fueron

los esperados, ya que al monitorear la reaccion mediante ccf, nos percatamos de la
presencia de varias manchas.

Debido a que por estos dos métodos de sintesis no fue posible obtener el
dehidroabietato de metilo, se mont6 un tercer método, el cual es muy empleado
para llevar a acabo la metilacién de muchos compuestos.

4.3 Esterificacion de Fischer

MeOH, H,;S0,

A

COOH COOMe
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Esta reaccién es una de las mas simples en sintesis y tan solo consiste en la
disolucién del &cido dehidroabiético en exceso de metanol y la adicion de H2SO4,
manteniendo en reflujo por unas horas.

Durante el transcurso de la reaccién, se dio seguimiento a la aparicién del
producto mediante ccf. Distinguiendo de esta forma tres manchas, la primera y mas
pequefa, se encontraba en el frente de corrida. La segunda (dehidroabietato de
metilo) se encontré muy bien definida y resulto menos polar que la tercera mancha,
la cual corresponde al acido dehidroabiético que no reacciond, ya que mostré un Ry
similar al del reactivo inicial.

El compuesto obtenido por la esterificacion de Fisher mostré un punto de fusion
de 41 - 43°C y un rendimiento del 54% (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas fisicas del dehidroabietato de metilo

Caracteristica: EXPERIMENTAL REPORTADA

Tipo de cristal: Incoloros en forma de Aceite semicristalino (Ulubelen
agujas & Miski, 1981)

Punto de fusion: |41 -43°C

R¢: 0.42 (Hexano-AcOEt 9:1)

Rendimiento: 54.1%

En la tabla 4a, se muestran los resultados de los parametros obtenidos por UV,
IRy EM para el dehidroabietato de metilo.

Tabla 4a. |dentificacién espectroscépica del dehidroabietato de metilo

EXPERIMENTAL REPORTADA

uv (MeOH): Amax [266.84 - 0.60102/ Amax [275 y 269] (Ulubelen &
274.77 - 0.56450] Miski, 1981)

IR (KBr) Vmax'em™ 2925 (C-H), 1721 (KBr) Vmaxcm™ 3020, 1725,
(C=0), 1250y 1039 (C-0), 1379y 1496, 1245, 1230, 835 (De
1363 (isopropilo), 1496 y 823 Pascual et al., 1978)
(aromatico)

EM m/z 314(M"): 314 (35%), 299 (40%), m/z 314(M*): 314, 299, 267,
255 (6%), 239 (100%), 197 (11%), 173 | 255, 239, 185, 183, 173, 159
(8%), 141 (7%) (Ulubelen & Miski, 1981)

Los datos obtenidos de resonancia magnética de 'H y *C para el
dehidroabietato de metilo se muestran en la tabla 4b.
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Tabla 4b. Identificacién por resonancia magnética nuclear del dehidroabietato de metilo

EXPERIMENTAL REPORTADA

RMN 'H [CDCI; TMS 300 MHz CDCIl; TMS 300 MHz
& 1.20 (3H,s) Cyp; 1.23 (3H,s) Cyg; 1.25 | § 1.20 (3H,s) Cyp; 1.23 (3H,s)
-1.27 (6H,d) C46 y C47J = 5.1 MHz, Cig; 1.27 (6H,d) C1g y Cy7; 2.9
1.41-1.44 (2H,m) Cg; 1.72- 1.89 (2H,m) bencilico-CH,; 3.68
(6H,m) C4, C,,Cj; 2.21 -2.26 (1H,dd) [(3H,s) COOCHg; 6.85 - 7.20
CsJ =126 MHz; 2.77 - 2.82 (2H,m) (3H,d) aromatico st (Ulubelen
bencilico-CH,; 2.84 - 2.90 (1H,m) Cy5; | & Miski, 1981)
3.65 (3H,s) COOCHg; 6.87 (1H,d)
aromatico st. J= 1.2 MHz; 6.97 - 7.01
(1H,dd) aromatico st. J=8.2 MHz; 7.16
(1H,d) aromatico st. J= 8.1 MHz

RMN °C [CDCl; 75.5 MHz

& 179.0(C15), 146.8(Cy3), 145.7(Cs),
134.6(Cy), 126.8(C1s), 124.1(Cy),
123.8(Cy1), 51.8(C51), 47.6(Cs),
44.8(Cs), 37.9(C4), 36.9(C1o), 36.6(C3),
33.4(Cys), 29.9(C7), 29.6(Ca0),
25.0(C+g), 23.9(C,), 21.6(Cs),
18.5(C16), 16.5(C17)

5. 12,14-DINITRODEHIDROABIETATO DE METILO

NO,

NO

COOMe

12,14 -DINITRODEHIDROABIETATO DE METILO (V)

En la nitracion del dehidroabietato de metilo (7V), para obtener el 12,14-

dinitrodehidroabietato de metilo (V) de acuerdo a la sintesis original; al igual que

en el caso de la metilacion, se emplearon tres métodos diferentes, para determinar
cual era el que nos proporcionaba un mejor rendimiento y una reacciéon mas limpia,

los tres

métodos empleados fueron: 1) oOxidos de nitrégeno (NO,),

NaNO,/peroxidasa y 3) mezcla HNO5/H,SO,.

Métodos empleados para obtener el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo

Método 1: Método 2: Método 3:
NO, NaNO2/Peroxidasa | HNOs;, H,SO4, V
No No Si

2)
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5.1 Oxidos de Nitrégeno (NO,)
La reaccion empleando NO, como agente nitrante, consiste en disolver el

dehidroabietato de metilo en tetracloruro de carbono, haciéndole pasar los NO,
generados, mediante la reaccion entre el HNO, y el THF. Cabe sefialar que esta
reaccion es peligrosa, ya que se emplean 6xidos de nitrégeno, los cuales son
altamente toxicos y por lo tanto debe de tenerse cuidado al llevar a cabo la
reaccion.

Una vez que se eliminaron los 6xidos de nitrégeno del medio de reaccién y se
corri6 una ccf para ver los compuestos formados mediante esta nitracion,
observamos la presencia de muchas manchas (alrededor de 15), casi todas de una
coloracién amarilla y las cuales presentaban diferentes polaridades. Ademas, como
no se obtuvo un compuesto mayoritario, resulto dificil la purificacion de un
producto.

5.2 NaNO,/Peroxidasa
Debido a que el método anterior no resultd como se esperaba, se montd un

método enzimatico; esperando de esta forma que la nitracién resultara ser mas
selectiva y obtener de esta manera un compuesto mayoritario ya fuera el derivado
mono- o di nitrado bajo las siguientes condiciones:

El dehidroabietato de metilo se disolvi6 en metanol y amortiguador de fosfatos,
se le adicion6 el NaNO, disuelto en amortiguador. Posteriormente, se adicion6 el
H,O, y la peroxidasa disuelta en amortiguador de fosfatos.

Sin embargo, al dar seguimiento a la reaccién mediante el empleo de ccf,
observamos la presencia de multiples manchas; sin encontrar un compuesto
mayoritario, por esta razon y debido a que resultaba dificil la purificacién de algun

derivado nitrado y a que el rendimiento que se pudiera obtener de esta reaccion
era muy bajo, esta metodologia se descart6.

El dltimo método de nitracion empleado y que fue el que mejores resultados
proporciono en cuanto a rendimiento y purificacion del producto, corresponde a un
método comunmente utilizado para llevar a cabo reacciones de nitracion.
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5.3 Mezcla HNO3/H;SO4
NO,

HNQ,, H;S0,, V
— >
NO,

COOMe COOMe

Esta consistié en preparar una mezcla de HNO,/H,SO, en un bafio de hielo e ir
incorporando lentamente el dehidroabietato de metilo hasta su total disolucién con
agitacion constante y la posterior adicion de agua.

Una vez obtenido y seco el producto, este se solubilizd en etanol, se corrié una
ccf y se encontré que presentaba una mancha abundante de mayor polaridad con
respecto a la del dehidroabietato de metilo y otra mancha muy pequena de
coloracion amarilla. Después de un tiempo, comenzé a cristalizar un compuesto en
el matraz, el cual se filtrd y se lavé con etanol frio; obteniendo por este medio un
compuesto mayoritario, facil de purificar y que presenté un punto de fusién de 183 -
185°C y un rendimiento del 54.9% (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas fisicas del 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo

Caracteristica EXPERIMENTAL

Tipo de cristal: Blancos en forma de agujas
Punto de fusién: 183 - 185°C

R 0.53 (Hexano-AcOEt 8:2)
Rendimiento: 54.9%

En la tabla 5a, se muestran los resultados de los parametros obtenidos por UV,
IR y EM para el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo.

Tabla 5a. Identificacién espectroscépica del 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo

EXPERIMENTAL

uv (MeOH): 2 max [212.65 - 0.575]

IR (KBr) V,,.,,/em'T 2953 (C-H), 1722 (C=0), 1252’y 1050 (C-O), 1531y
1363 (aromatico-NO,), 828 (aromético)

EM m/z 404(M*): 404 (14%), 387 (100%), 329 (98%), 327 (28%), 263 (60%),
128 (7%), 43 (10%)

Los datos obtenidos de resonancia magnética de 'H y C para el 12,14-
dinitrodehidroabietato de metilo se muestran en la tabla 5b.
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Tabla 5b. |Identificacion por resonancia magnética nuclear del 12,14-
dinitrodehidroabietato de metilo

EXPERIMENTAL

RMN 'H [CDCl; TMS 300 MHz

8 1.23 (3H,s) Czo; 1.27 (8H,s) C1q; 1.30-1.33 (6H,d) C16y C17J=7.2
MHz; 1.46 - 1.57 (2H,m) Cs; 1.69 - 1.85 (6H,m) C4,C2,C3; 2.16 - 2.21
(1H,dd) Cs J = 12.6 MHz; 2.68 - 2.78 (2H,m) bencilic-CHz; 2.95 - 3.09
(1H,sept) Css, 3.67 (3H,s) COOCHj3; 7.53 (1H,s) aromatico st

RMN C |CDCl; 75.5 MHz

5 178.2(C4s), 152.0(C13), 150.9(Cg), 149.4(Cs), 130.6(C14), 128.5(C12),
121.4(C14), 52.2(C24), 47.2(C4), 43.5(Cs), 37.7(C4), 37.6(C10), 36.3(Ca3),
28.9(C1s), 24.9(C7), 24.6(C20), 20.7(C19), 20.5(C2), 20.1(Cs), 18.2(C1s),
16.4(C47)

6. 12-AMINO,14-NITRODEHIDROABIETATO DE METILO
NH,

NO.

COOMe
12-AMINO,14 -NITRODEHIDROABIETATO DE METILO (VI)

La obtenciéon del 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo (VI), se realizé

por dos métodos: 1) Saccharomyces cerevisiae y 2) SnCl-2H,0 en DMF.

Métodos empleados para obtener el 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo

Método 1: Método 2:
Saccharomyces cerevisiae SnClz'2H,0 en DMF, 30°C, 20 h
No Si

6.1 Reduccién con levadura

Este método consistié en el empleo de S. cerevisiae como reductor, de algunos
de los grupos nitro del sustrato disuelto en acetona-etanol, adicionado a una
suspencién prehidratada de levadura.

Una vez montada la biotransformacion, esta se fue monitoreando mediante ccf,
teniendo como controles a la levadura y al compuesto empleado como sustrato,
para detectar la formacion de algin producto diferente a estos. Sin embargo, no se
pudo obtener el compuesto de interés (compuesto reducido). Por esta razén se

monté un método quimico, para la reduccién del grupo nitro del compuesto V,
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implementando asi un método rapido y efectivo como result6 en la reduccion del
12,14-dinitrodehidroabietato de metilo con SnClz>'2H,0 en DMF a 30°C durante 20
h.

6.2 Reduccién con SnCl;2H,0 en DMF

SnCl;'2H;0 en
DMF, 30°C, 20 h

NO, e NO,

COOMe COOMe

Transcurrido el tiempo de reaccion, se corrié una ccf observando una mancha
de mayor tamafio que corresponde al 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo
(VI), el cual es mas polar que el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo (V)yque
al revelarlo con ninhidrina presenté una coloracién purpura. Debido a que se
presentaron otras manchas pequefias, se decidié eliminar el DMF, obteniendo
unos cristales amarillos, los cuales se resuspendieron en acetato de etilo para
aislar y purificar por ccf preparativa el compuesto de interés. Después de eluir la
ccf preparativa, se recupero la fraccion correspondiente al 12-amino,14-
nitrodehidroabietato de metilo (VI), el cual presenté un punto de fusion de 225 -

228°C y un rendimiento del 77.9% (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas fisicas del 12-amino, 14-nitrodehidroabietato de metilo

Caracteristica: EXPERIMENTAL

Tipo de Cristal: Amarillos en forma de agujas
Punto de fusién: |[225 -228°C

R¢: 0.45 (Hexano-AcOEt 7:3)
Rendimiento: 77.9%

En la tabla 6a, se muestran los resultados de los parametros obtenidos por UV,
IR y EM para el 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo.

Tabla 6a. Identificacion espectroscépica del 12-amino, 14-nitrodehidroabietato de metilo

EXPERIMENTAL
uv (MeOH): Amax [241.11 - 0.55134], [292.77 - 0.17924]
IR (KBr) Vmadcm™ ' 3410 y 3497 (aromatico-NHy), 1622 (N-H), 2940 (C-H),

1715 (C=0), 1258 (C-0), 1519 y 1334 (aromatico-NO;), 863
(aromatico), 1381 (isopropilo)

EM m/z 374(M"): 374 (100%), 357 (57%), 299 (26%), 269 (15%), 233
(12%), 198 (7%), 175 (10%)
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Los datos obtenidos de resonancia magnética de 'H y '*C para el 12-amino,14-
nitrodehidroabietato de metilo se muestran en la tabla 6b.

Tabla 6b. Identificacion por resonancia magnética nuclear del 12-amino,14-
nitrodehidroabietato de metilo

EXPERIMENTAL

RMN 'H [CDCl; TMS 300 MHz

5 1.19 (3H,s) C20; 1.24 (3H,8) C1g; 1.31-1.34 (6H,dd)Csy C17J =7.2
MHz; 1.36 - 1.41 (2H,m) Cs; 1.62 - 1.81 (6H,m) C4,C2,C3; 2.14 - 2.19
(1H,dd) Cs J = 12.3 MHz; 2.51 - 2.69 (2H,m) bencilico-CHg; 2.77 - 2.99
(1H,sept) C1s, 3.67 (3H,s) COOCH3; 3.74 (2H,s) NHz; 6.62 (1H,s)
aromatico st.

RMN "°C [CDCl; 75.5 MHz

§178.7(C1s), 152.2(C13), 149.5(Cs), 143.2(Ca), 119.7(C14), 115.5(C12),
113.9(C11), 52.0(C21), 47.5(C4), 44.0(Cs), 37.9(C+), 37.2(C10), 36.4 (Cs),
28.1(C1s), 24.8(C7), 23.9(C20), 20.8(C1s), 19.9(C2), 19.8(Cs), 18.5(C16),
16.5(C17)

7. AMIDA ACETILADA

NO,

COOMe

AMIDA ACETILADA (VII)

La condensacion del 12-amino,14-nitrodehidroabietato de metilo (VI) vy del

cloruro del &cido fertlico (C) para obtener la amida acetilada resulto facil y se

logré en poco tiempo.
OAc
O\j&/G[OMe
NH,

Cl EtN, DMAP

CH,Cl,
AcO

COOMe OMe COOMe
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El producto obtenido al final de la reaccién y después de la evaporacion de los
disolventes, corresponde a la amida acetilada (VII), la cual presentd cristales

amarillos con un punto de fusién de 96 - 100°C (Tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas fisicas de la amida acetilada

Caracteristica: EXPERIMENTAL

Tipo de Cristal: | Amarillos de forma no definida
Punto de fusion: |96 - 100°C

R¢: 0.6 (Hexano-AcOEt 7:3)
Rendimiento: 19.9%

La amida acetilada (VII), mostr6 un valor de M* de 592 por EM. Su sintesis se

monitored a través de ccf como se muestra en las siguientes placas:

Amida
’ a acetilada Al
Cloruro del
acido ferulico
oo a b c
Placa 1 Placa 2

La placa 1 muestra el cloruro del acido ferulico (I, Il) y el &cido ferulico acetilado
() y en la placa 2 se observa la produccién de la amida acetilada a partir de la
amina y el cloruro de acido ferulico (b), como control se muestra a la amina (c).

8. AMIDA

NO,

COOMe
AMIDA (VIII)
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Después de que se obtuvo la amida acetilada ( VII), el siguiente paso fue la

desproteccién del grupo hidroxilo (-OH), presente en la estructura de este
compuesto, para de esta forma obtener la amida (VIII) correspondiente.

OH
°~Y\\/@0Me
NH NH
Lipasa
—
NO, CHICk NO,

COOMe COOMe

El producto obtenido al final de la reaccion y después de la evaporacion del

disolvente, es la amida (VIII); la cual mostré ser un polvo amarillo con un punto

de fusion de 180 - 181°C (Tabla 8).

Tabla 8 . Caracteristicas fisicas de la amida

Caracteristica: EXPERIMENTAL

Tipo de Cristal: Polvo amarillo (cristales no definidos)
Punto de fusiéon: [180 - 181°C

R¢: 0.7 (Hexano-AcOEt 7:3)
Rendimiento: 15%

La amida (VIII), mostré un valor de M* de 550 en el espectro de masas.

Finalmente, la amida desprotegida (VIII), al ser revelada con radical DPPH

presenté una mancha de color amarillo, lo que indica la capacidad secuestrante del
compuesto (esto se observa en la placa siguiente):

Amida
desprotegida
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9. REACCIONES ALTERNAS

La ruta de sintesis original comprendia la obtencién de los compuestos I-VII

(flechas continuas); sin embargo, a partir del compuesto IV nos dimos cuenta de

que era posible la obtencion de otro tipo de compuestos, por lo que se propuso una
via alterna (flechas punteadas), de la cual, se generarian los compuestos

deisopropildehidroabietato de metilo (Va), su derivado nitrado (VIa), la
correspondiente amina (VIIa)y la amida (VIIIa).

NH, o
=""¢|
No, +
AcO
COOMe COOMe VI OMe (¢
T .
BN
OH
(o]
N
" Ve \}(\/@om‘e

coon L | NH
E
]
OH Y No, NO,
VIII

COOMe
COOH II (/;COOMQ VIia
T v N)—Iz
(/; VIIa o
COCH (0] _n
I COOMe OMe
.................................. > NH
+ o)
="
OMe COOMe
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9.1 Deisopropildehidroabietato de metilo

COOMe
DEISOPROPILDEHIDROABIETATO DE METILO (Va)

Una vez que se purificd y caracterizé el dehidroabietato de metilo (IV), vimos

que era posible |la obtencion de otro derivado a partir de este, el
deisopropildehidroabietato de metilo (Va). Por esta razén se sugirio una ruta de

sintesis alterna, con el fin de obtener otro tipo de compuestos a partir de la amina o
aminas que se pudieran obtener de este nuevo derivado.

De los compuestos propuestos en la ruta alterna el compuesto Va
(deisopropildehidroabietato de metilo) se obtuvo mediante el empleo de un &cido

de Lewis (AICl3), en tolueno y atmésfera de nitrégeno, con agitacion constante y a
temperatura ambiente.

Tolueno, AICl;,
N2

v

COOMe COOMe

Desafortunadamente al realizar la reaccién por primera vez y monitorearla
mediante el empleo de ccf, observamos una mezcla compleja, dificil de purificar.

Para tratar de resolver el problema (disminuir el nimero de subproductos), se
decidio disminuir la temperatura a la cual se estaba llevando a acabo la reaccion:
esperando asi, que se llevara esta en condiciones mas suaves y poder eliminar de
esta forma el grupo isopropil que nos interesaba. Al disminuir la temperatura,

disminuyo el nimero de subproductos formados, ya que por ccf, observamos solo
la presencia de tres manchas.
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La mancha mas abundante, que corresponde al deisopropildehidroabietato de
metilo (Va), fue ligeramente mas polar con respecto al compuesto de partida, el
dehidroabietato de metilo (VI), el cual mostré una pequefia mancha. La tercera

mancha que se observé fue pequefia y se encontré cerca del frente de corrida.

Una vez que se recuper6 el producto de reaccion decidimos recristalizario en
etanol, percatandonos después de algun tiempo de la presencia de cristales, los
cuales fueron filtrados y lavados con etanol frio. EI compuesto finalmente obtenido,

deisopropildehidroabietato de metilo (Va,), mostré un punto de fusién de 83 - 85°C
y un rendimiento del 68.7% (Tabla 9).

Tabla 9. Caracteristicas fisicas del deisopropildehidroabietato de metilo

Caracteristica EXPERIMENTAL REPORTADA

Tipo de cristal: Incoloros, agujas pequefias |Incoloros

Punto de fusién: |83 -85°C 90 - 92°C (Fonseca et al.,
2001)

R¢: 0.4 (Hexano-AcOEt 9:1)

Rendimiento: 68.7%

En la tabla 9a, se muestran los resultados de los parametros obtenidos por UV,
IR y EM para el deisopropildehidroabietato de metilo.

Tabla 9a. Identificacién espectroscépica del deisopropildehidroabietato de metilo

EXPERIMENTAL REPORTADA
uv (MeOH): Amax [264.25 -
0.52724/271.65 - 0.47694]
IR (KBr) Vmadcm ' 2925 (C-H), 1727 | (nujol) Vmax/cm ' 1721y 1176

(C=0), 1252 y 1135 (C-0), 3057, (Fonseca et al., 2001)
1490 y 756 (aromatico) )

EM miz 272(M°): 272 (16%), 257 (27%), |miz 272(M"): 272 (12%), 257
240 (11%), 197 (100%), 143 (16%), |(17%), 197 (100%) (Fonseca et
117 (8%) al., 2001)

Los datos obtenidos de resonancia magnética de 'H y '°C para el

deisopropildehidroabietato de metilo (V&) se muestran en la tabla 9b.
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Tabla 9b. Identificacion por  resonancia magnética nuclear  del
deisopropildehidroabietato de metilo
EXPERIMENTAL REPORTADA

RMN H CDCIl; TMS 300 MHz CDCl; TMS 300 MHz

8 1.09 (3H,s) Cz0; 1.21 (3H,s) Cyg;
1.45-1.54 (2H,m) Cq; 1.72 - 1.86
(6H,m) C4,C,,C3; 1.96 -2.06 (2H,m);
2.17 (2H,m); 2.31 - 2.36 (1H,dd) Cs
J=10.9 MHz; 2.83 - 2.95 (2H,m)
C;; 3.68 (3H,s) COOCHg; 7.04 -
7.07 (1H,dd) aromatico st. J =6.7
MHz; 7.09 - 7.11 (1H,dd) arébmatico
st. J=4.0 MHz; 7.13 - 7.16 (1H,dd)
aromatico st. J = 6.7 MHz; 7.26 -
7.28 (1H,dd) aromatico st. J =7.2
MHz

8 1.09 (3H,s) Cz0; 1.21 (3H,s) C1g;
1.20-1.22 (1H,m) C5; 1.50 - 1.66
(3H,m) C,4,C,,Cs; 1.75 - 1.82
(2H,m) C4,C5; 1.99 - 2.04 (2H,m)
C3,Cs; 2.35 (1H,dd) Cs J = 11.1
MHz; 2.84 - 2.89 (2H,m) Cs; 3.68
(3H,s) COOCHg; 7.02 - 7.16
(3H,m) C12,C13,C14; 7.27 (1H,dd)
C11J =7.2 MHz (Fonseca et al.,
2001)

RMN *°C

CDCl; 75.5 MHz

5 179.6(Cs), 146.3(Cs), 135.9(Ca),
128.6(Cra), 126.2(C13), 125.8(C12),
125.2(C41), 51.6(COOCHj3),
45.9(Cs), 44.9(C,4), 38.5(C1p),
36.7(C4), 31.9(Ca), 30.4(Cy),
27.3(C20), 26.2(C4g), 20.0(Ce),
19.7(C,)

CDCl; 75.5 MHz

8 179.5(C+s), 146.3(Co),
136.1(Cg), 128.7(C14), 126.2(C13),
125.9(C42), 125.3(C14),
51.6(COOCHz3), 46.0(Cs),
45.4(C,), 38.6(C10), 36.8(Cy),
32.2(C3), 30.3(Cy), 27.5(C20),
26.0(C1g), 20.1(Cs), 19.7(C>)
(Fonseca et al., 2001)

Una vez obtenido y caracterizado el deisopropildehidroabietato de metilo (Va),

el cual serviria como material de partida para la obtencién de nuevos derivados
nitrados (diferentes a los propuestos en la sintesis original) y la posterior reduccién
de estos; nos encontramos con un problema, ya que al intentar nitrar el anillo
aromatico de este compuesto, no se pudo obtener un derivado nitrado. Es

importante sefialar, que la nitracién de este compuesto, se realizé mediante las
técnicas de nitracion descritas anteriormente.

Métodos empleados para la nitracién del deisopropildehidroabietato de metilo

Método 3: Método 2: Método 1:
NO, NaNO;/Peroxidasa | HNOj, H,SO,, V
No No No

Sin embargo, en todos los casos se obtuvieron mezclas complejas de
compuestos y de haber sido posible la purificacién de algun compuesto, el

rendimiento hubiera sido muy bajo. Debido a esto, no fue posible seguir por esta
ruta propuesta.
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9.2 Hidroxilacién del acido dehidroabiético empleando Bacillus sp

Una de las rutas alternas para llevar a cabo la funcionalizacién del anillo
aroméatico del acido dehidroabiético, fue hidroxilarlo mediante el empleo de Bacillus
sp; para lo cual, se adicioné el acido dehidroabiético como sustrato en el medio de
cultivo donde previamente se habia crecido el microorganismo.

Después de 2 dias de haber adicionado el acido dehidroabiético al cultivo, nos
percatamos mediante ccf, de la presencia de algunas manchas; las cuales,
correspondian con las del control (cultivo sin &cido dehidroabiético). Sin embargo,
habia otra mancha mucho mas abundante, que presentaba caracteristicas mas
polares que las del acido dehidroabiético. Debido a que supusimos que se podia
tratar de algun derivado hidroxilado, decidimos dejar mas tiempo la reaccién, hasta
que se consumiera todo el sustrato (acido dehidroabiéico), pero esto no sucedio.

Posteriormente, llevamos a cabo la extracciéon y purificacion del compuesto
correspondiente a la mancha mas abundante; para lo cual, se corrid una ccf
preparativa y una vez que se obtuvo la fraccion correspondiente a la mancha (la
cual pensamos que se trataba del derivado hidroxilado de interés), el compuesto

purificado se mandé a analizar por espectroscopia de masas para obtener su valor
de M*, el cual se esperaba fuera de 316.

Los resultados obtenidos del analisis mostraron la presencia de varios
compuestos; sin embargo, dentro de estos, se encontré un compuesto con un valor
de M", similar al que se esperaba (316).

10. ACIDO FERULICO Y SUS DERIVADOS

(o] (o] (0]
=~ “0H =~"0H =0l
HO > A >  A®©
OMe OMe

OMe
Acido ferulico (A) Acido ferilico Cloruro-del acido-
acetilado(B) ferulico- (C)
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10.1 Acido ferulico

El acido ferulico (AA) empleado en este trabajo, se extrajo a partir de nejayote y

consistid en la acidificacién del nejayote y una serie de extracciones, para su
posterior purificacion mediante una columna cromatografica empacada de silica
gel. Después de esto, se realizé una cristalizacién del compuesto purificado. Cabe
mencionar que esta metodologia ya se tenia implementada en el laboratorio.
Por esta razén, resulté sencilla la obtencién del acido ferdlico, el cual sirvié como
reactivo para la formacién de la amida, durante la sintesis de antioxidantes.

El 4cido ferulico obtenido, presenté las caracteristicas fisicas que se indican en
la tabla 10.

OH

HO
OMe

ACIDO FERULICO (A)

Tabla 10. Caracteristicas fisicas del acido ferdlico

Caracteristica: |EXPERIMENTAL REPORTADA

Tipo de cristal: |Blancos en forma de agujas |Polvo blanco (Sigma Co.)
Punto de fusién: (170 - 171°C 168 -171°C

R 0.45 (Hexano-AcOEt 6:4)

Rendimiento: 1.5 g/L nejayote

El &cido ferulico (A) obtenido a partir del nejayote, se identificé por ccf

empleando DPPH y FeCls (Figura 20). Se observé una coloracién amarilla con
DPPH y anaranjada con el FeCls, las cuales son tipicas de este compuesto al
emplear dichos reveladores, como lo demuestra en ambos casos el estandar de
acido fertlico (St).

DPPH FeCl,

St A

Figura 20. Cromatografia en capa fina del 4cido ferulico
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El compuesto obtenido se analizé espectroscopicamente por UV e IR y
espectrométricamente por EM. Los resultados se muestran en la tabla 10a.

Tabla 10a. Identificacion espectroscépica del acido ferdlico

EXPERIMENTAL REPORTADA

IR (KBr) Vmax/cm™' 3432 (aromatico-
OH), 2968 (C-H), 1690 (C=0), 1431
(aromatico-OH), 1273 (aromatico-O-
C), 1034 (C-0)

EM miz 194(M"): 194 (7%), 179 (100%), |m/z 194(M")
132 (28%), 104 (24%), 91 (21%), 72
(52%), 45 (7%)

Los datos obtenidos de resonancia magnética de 'H para el 4cido fertlico se
muestran en la tabla 10b.

Tabla 10b. Identificacion por resonancia magnética nuclear del acido ferilico
EXPERIMENTAL

RMN 'H [CDCl; TMS 300 MHz

8 7.71 (1H,trans,d) J = 15.9 MHz; 7.12 (1H,d,aromético) J = 8.1 MHz;
7.07 (1H,dd,aromético) J = 4.3 MHz; 6.93 (1H,d,aromético) J = 1.9
MHz; 6.29 (1H,trans,d) J = 15.8 MHz;

3.94 (3H,s,CH3-0)

10.2 Acido fertilico acetilado

OH
AcO
OMe
ACIDO FERULICO ACETILADO (B)

En el &cido fertlico (A) se protegi6 el grupo hidroxilo (-OH) presente en la
estructura de la molécula, con el fin de obtener el cloruro del &cido
correspondiente. La reaccién de proteccion del grupo -OH del acido ferllico, se
logré mediante el empleo de anhidrido acético y piridina.

0 0
= —
O Anhidrido OH
acético
HO —> A0
OMe Piridina OMe
Acidoferdlico- (A) acetidado(B)
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El acido ferulico acetilado (B), presentd las caracteristicas fisicas que se

indican en la tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas fisicas del acido fertlico acetilado

| Caracteristica: EXPERIMENTAL

Tipo de cristal: Polvo blanco

Punto de fusién: |190-192°C

R 0.3 (Hexano-AcOEt 6:4)
Rendimiento: 90%

El compuesto obtenido se analizé por EM. Los resultados se muestran en la
tabla 11a.

Tabla 11a. Identificacién por EM del acido fertlico acetilado
EXPERIMENTAL

EM m/z 236(M"): 192 (10%), 150 (100%), 135 (40%), 10 (12%), 91 (5%
I (M7): 192 (10%), 150 (100%), 135 (40%), 10 (12%), 91 (5%)

10.3 Cloruro del acido ferulico

Cl

AcO
OMe
CLORUR® DEL ACIDO FERULICO (C)

El cloruro del &cido ferdlico (C) se obtuvé a partir del acido fertlico acetilado

(B), a traves de la reaccion con cloruro de tionilo (SOCI) en tolueno.

o] 0]
/Q/JOH /E;/“'\';/H\CI
AcO AcO
_ﬁ. C
OMe OMe

Acido ferilico Clorwro-deldcido
acetidlado(B) ferulico- (C)
Debido a que el cloruro del &cido fertlico (C) se prepard in situ y se utilizod

inmediatamente para la obtencion de la amida acetilada, este compuesto tampoco

se pudo mandar a analizar por ningin método espectroscopico para su
identificacion.
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VIl. DISCUSION
1. ACIDO ABIETICO

Debido a que el 4cido abiético (I) era el material de partida para llevar a cabo la

sintesis propuesta en este trabajo y a que no se contaba en la literatura con algunos
datos tanto fisicos como espectroscépicos para este compuesto, el acido abiético se
mandé a analizar por UV, IR, EM, RMN'H y RMN™C, con el fin de obtener los
espectros correspondientes. Debe recordarse que la pureza de este compuesto es de
70%, lo que podria interferir con los andlisis realizados.

Al ver el espectro de UV, éste muestra la presencia de 2 picos de absorcion
maxima a 234 y 240 nm. Se podria suponer que estos valores son los caracteristicos
para este compuesto; sin embargo, después de haber obtenido el espectro de UV del
acido hidroxiabiético (II), éste muestra una Mnax de 240 nm, y pensando que los

dobles enlaces en ambas estructuras son iguales, consideramos que el valor de 234
nm puede deberse a las impurezas.

Con respecto al espectro de IR, debido a que en la estructura no se observa la
sustitucion de algun grupo funcional diferente al grupo carbonilo, la interpretaciéon de
este espectro no es de gran ayuda para la identificaciéon del acido abiético.

En el espectro de masas el valor de M* (302) obtenido, corresponde con el valor
calculado para este compuesto.

En los espectros de RMN'H y RMN'®C resulta facil distinguir las sefiales que le
corresponden al 4cido abiético, concordando los desplazamientos de RMN'H vy
RMN'®C obtenidos, con los reportados por Smith (1978).

Debido a que es complicada la purificacién del acido abiético a partir de la resina
de pino, consideramos que el hecho de contar con los resultados obtenidos a partir de
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estos analisis pueden servir como una referencia para el acido abiético que se puede
obtener de la resina de pino.

2. ACIDO HIDROXIABIETICO

La obtencién del primer intermediario, el acido hidroxiabiético (II), bajo las

condiciones descritas anteriormente, originan que el diéxido de selenio se convierta en
acido selenoso (HO),SeO, donde el selenio (Se"') se reduce a selenio metalico (Se?),
durante el proceso de oxidacién. Al parecer, durante la reacciéon se da un ataque por
parte del &cido selenoso, sobre el doble enlace del ciclohexeno, obteniendo el
compuesto hidroxilado y la conservacion del doble enlace en su posicion original.

El acido hidroxiabietico, presenta algunas diferencias fisicas y espectroscopicas
con respecto al material de partida (acido abiético), entre ellas se encuentran: que los
cristales de este derivado son incoloros, mientras que los del material de partida eran
amarilos, el punto de fusién aumento cerca de 10°C (acido hidroxiabiético: 149 -
1563°C, mientras que el del acido abiético fue de 140 - 142°C);ademas de que el nuevo

derivado resulté ser mas polar que el acido abiético, debido al grupo -OH, que ahora
tiene en el Cy2.

Los espectros de UV del acido abiético y del acido hidroxiabiético, presentan un
pico de absorcion maxima a la misma longitud de onda (lmax). lo cual era esperado, ya

que la introduccion del grupo -OH en la molécula del acido abiético no afecta a la
parte de la molécula que absorbe a esta .

Entre otras cosas, la presencia de un grupo -OH se denota en el espectro de IR a
valores de 3446 y 1058, siendo una de las variantes entre el espectro de IR del 4cido
hidroxiabiético y el del material de partida, donde no aparecen dichas bandas.

En cuanto al valor obtenido del espectro de masas para el acido hidroxiabiético,
este presenta un valor de M* de 318, el cual corresponde con el valor tedrico
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esperado para este intermediario (Fieser & Campbell, 1938) y que denota la presencia
de un grupo -OH en la estructura de partida.

En el espectro de RMN'C, se observa con mayor claridad el efecto del grupo —OH
cuando se introduce en la molécula del acido abiético, ya que este grupo genera un
desplazamiento de la sefial del C2, hacia campo bajo (6 72.9 ppm) una diferencia de
45.5 ppm, con respecto a la sefial que muestra el C42 en el espectro de RMN'3C del
acido abiético (8 27. 4 ppm)

Por otro lado, consideramos que el rendimiento obtenido (21.14%) es muy bajo, ya
que como se menciond anteriormente el acido hidroxiabiético es solo un intermediario
para la obtencién de acido dehidroabiético. Cabe sefialar, que la metodologia para la
obtencién del acido hidroxiabiético ya se encuentra reportada (Fieser & Campbell,
1938); sin embargo, no se encuentran reportados los resultados espectroscépicos,
solo se reporta el PM de 318 y el punto de fusion de 153 - 155°C; los cuales,
practicamente corresponden con los obtenidos del producto mandado a analizar.

3. ACIDO DEHIDROABIETICO

El acido dehidroabiético (III), se obtuvo a partir del 4cido hidroxiabiético (II),
mediante una reaccién en la cual el acido hidroxiabiético es suavemente deshidratado
con lo que este nuevo producto (acido dehidroabiético) tiene ahora tres
insaturaciones, dando con esto propiedades arométicas al anillo C de la estructura.
Este compuesto presenta caracteristicas menos polares que el material de donde se
obtuvo (&cido hidroxiabiético), debido a la pérdida del grupo -OH que se tenia

anteriormente en la estructura, ademas de la aromaticidad que ahora presenta en el
anillo C el acido dehidroabiético.

Los resultados obtenidos, corresponden con los reportados en la literatura ya que
el punto de fusién (169 - 171°C), resulté muy parecido al reportado por Ulubelen &
Miski (1981) quienes obtuvieron un punto de fusién de 172 - 173°C; por otro lado, el
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rendimiento obtenido (88.3%), se considera alto y es similar al reportado en la
bibliografia el cual es de 90% (Fieser & Campbell, 1938).

El espectro de UV del acido dehidroabiético muestra dos picos maximos de
absorcion a 266 y 274 nm, los cuales son similares a los reportados en la literatura y
que son 269 y 275 nm (Ulubelen & Miski, 1981) para el acido dehidroabiético. Ademas
estos picos maximos de absorcién fueron diferentes al que presenta el acido abiético y
acido hidroxiabiético, el cual fue de 240 nm.

Podemos ver algunas diferencias en los espectros obtenidos del acido
dehidroabiético, con respecto a su precursor el acido hidroxiabiético, como puede ser
el caso de IR, donde no se encuentra la banda que corresponde al -OH, indicandonos
con esto, la pérdida de este grupo. Ademas ahora se encuentran bandas
caracteristicas de grupo aromatico en 1497 y 819, los cuales corresponden con los
valores reportados en la literatura, 1498 y 821 respectivamente (Ayer & Migaj, 1989).

El valor obtenido de M* en el espectro de masas para este compuesto, ahora es de
300, habiendo perdido 18 UMA respecto al acido hidroxiabiético. Esta diferencia se
debe a la perdida del grupo -OH y un protén. El valor de M* (300) se ajusta a la
estructura del acido dehidroabiético, ademas de que todos los picos obtenidos en este
espectro corresponden con los reportados por Ayer & Migaj (1989).

La aromaticidad del &acido dehidroabiético se aprecia mejor en el espectro de
RMN'H, donde se pueden distinguir tres sefiales de protones tipicos del anillo
aromatico, correspondientes a C11,C12 y C14, los cuales muestran sefiales entre 6.87 y

7.1 ppm. Estos valores son similares a los publicados en la literatura (Ulubelen &
Miski, 1981; Ayer & Migaj, 1989).
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4. DEHIDROABIETATO DE METILO
4.1 Reaccién con sulfato de dimetilo

El sulfato de dimetilo, al igual que el diazometano se han empleado como agentes
de alquilacién; asi como para proteger a ciertos grupos funcionales (-COOH, -OH,
etc.), susceptibles de interferir bajo las condiciones de reaccién empleadas, formando
los respectivos ésteres o éteres. A pesar de esto, no se pudo obtener el
dehidroabietato de metilo empleando sulfato de dimetilo, ya que al parecer la reaccion
se lleva a través de un ataque nucleofilico hacia uno de los grupos -CHj3 del sulfato de
dimetilo.

En este método se obtiene una mezcla compleja sin un compuesto mayoritario y
esto se puede deber a la descomposicién del acido dehidroabiético (III), debido a

las condiciones drasticas que se manejan; asi como a la inespecificidad de la
reaccion, razones por las cuales se pueden estar obteniendo varios derivados.

4.2 Reaccién con lipasas en metanol

Con el fin de obtener el dehidroabietato de metilo (IV) a partir del acido

dehidroabiético (III), se decidié6 montar una técnica enzimatica mediante el empled
de lipasas, basada en la actividad de hidrolasa que tiene dicha enzima y en la
capacidad que presenta al catalizar diferentes reacciones como: esterificacion,
transesterificacion, aminolisis, amonolisis, tiotransesterificacién, hidrazinolisis,
oximolisis y sintesis de péptidos para el desarrollo de la bioreaccién.

Sin embargo, a pesar de que se ha comprobado la efectividad que tienen las
lipasas para llevar a cabo dichas reacciones, no fue posible obtener el dehidroabietato
de metilo por este método; lo cual puede deberse al grupo -R unido al &cido
carboxilico que presenta el acido dehidroabiético; ya que se trata de un grupo muy
grande, el cual puede estar originando impedimento estérico para que se pueda llevar
a cabo la esterificacion, comparado dicho sustituyente -R con el de los 4cidos grasos,
en los cuales -R es una cadena lineal.

ESTA TESIS NO SALE
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Aunque cabe la posibilidad que la bioreaccién no se lleve a cabo debido a que la

enzima puede tener poca afinidad hacia dicho sustrato.

4.3 Esterificacion de Fischer

El cuarto compuesto obtenido a partir del acido dehidroabiético (III), en el

desarrollo de la sintesis original fue el dehidroabietato de metilo (IV). Este

compuesto se obtuvo mediante una esterificacion de Fisher, en la que se llevé a cabo
una reaccion de sustitucion nucleofilica en el acilo, efectuada en condiciones acidas.

Aun cuando se sabe que los acidos carboxilicos no son lo suficientemente fuertes
para ser atacados por la mayoria de los nucledfilos, estos se hacen mucho mas
reactivos en presencia de un acido mineral, como en este caso el H,SO4 que actla
prbtonando al atomo de oxigeno del grupo carbonilo, con lo que le imparte carga
positiva al acido carboxilico y hace a este mucho mas susceptible al ataque
nucleofilico por parte del metanol. La perdida posterior de agua forma el éster como
producto.

El dehidroabietato de metilo presenta caracteristicas menos polares con respecto a
su material de partida, el acido dehidroabiético.

El espectro de UV presenta practicamente los mismos valores de Amax (266 y 274)
que los del material de partida (el &cido dehidroabiético), ya que el anillo aroméatico no
se afecta por la reaccion de formacion del éster. Estas Amax fueron similares a las

obtenidas por Ulubelen & Miski (1981), quienes obtuvieron valores de 269 y 275.

En cuanto al espectro de IR, los valores del dehidroabietato de metilo
corresponden con los del &cido dehidroabiético; debido a que practicamente no hay
diferencias en la estructura de estos dos compuestos, solo se detecta la presencia del
grupo carbonilo del éster a 1721; cabe sefialar, que algunos de los valores obtenidos
corresponden con los que se reportan en la literatura (De Pascual et al., 1978).
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Por espectroscopia de masas, se obtuvo un valor de 314 de M" para el
dehidroabietato de metilo, este valor es 14 UMA mayor que el que presentd el acido
dehidroabiético, lo que confirma la presencia de un grupo metilo en la molécula, al
llevarse a cabo la sustitucién del protén del grupo -COOH por un -CH3, obteniendo asi
el valor de M* esperado; el cual concuerda con el reportado por Ulubelen & Miski

(1981). Cabe seiialar, que las otras sefiales son iguales a las obtenidas por Ulubelen
& Miski (1981).

La presencia del metil éster es mas notoria en los espectros de resonancia, en los
cuales el grupo -COOCH;, genera desplazamientos caracteristicos; como en el caso
del espectro de RMN'H, donde los 3 protones del grupo -COOCHj, se localizan en 3.6
ppm, siendo este desplazamiento tipico del grupo éster, el cual no se presenta en el
espectro de RMN'H del acido dehidroabiético. Ademas la sefial de 11.4 ppm que
correspondia al -COOH del &cido dehidroabiético, ya no se encuentra en el espectro
del dehidroabietato de metilo. Cabe sefalar, que los otros desplazamientos siguen
conservando los mismos valores que los del acido dehidroabiético (excepto los que ya

se mencionaron) y que estos a su vez corresponden con los reportados por Ulubelen
& Miski (1981).

Con respecto al espectro de RMN'3C, la sefial del grupo -CH; del grupo -COOCHj,
también presenta un desplazamiento caracteristico para este grupo, el cual esta en
51.8 ppm; siendo este, un valor que no se encuentra en el espectro del acido
dehidroabiético. En este caso, al igual que en el espectro de RMN'H, los otros
desplazamientos tienen practicamente los mismos valores que los que muestra el
acido dehidroabiético. De manera general, los valores y caracteristicas del
dehidroabietato de metilo obtenido fueron similares a los obtenidos por Ulubelen &

Miski (1981), quienes llevaron a cabo la esterificacion del acido dehidroabiético
empleando diazometano.

Una diferencia entre el producto final obtenido por Ulubelen & Miski (1981) y
nosotros, fue que ellos reportaron la obtencién de un producto semicristalino y
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nosotros la obtencién de cristales con un punto de fusion de 41 - 43°C; sin embargo,
al principio también obtuvimos un aceite, el cual después de algunos dias cristalizé.

En cuanto al rendimiento que se obtuvo de esta reaccién consideramos que es
aceptable ya que fue de 54.1%.

5. 12,14-DINITRODEHIDROABIETATO DE METILO
5.1 Oxidos de nitrégeno (NO,)

Se esperaba poder llevar a cabo la nitracién de dehidroabietato de metilo (IV),
mediante el empleo de NOy, debido a que es una nitracion suave que se ha empleado
con algunos compuestos del tipo de los nitrilos a,p-insaturados, asi como compuestos

con anillos furanicos y benzofuranicos como el cacalol y la praecoxilina A.

En este método, se genera una mezcla de gases in situ (NO2, NO, N2O, N204, N2 y
CO,), los cuales se generan a partir de la oxidacion del tetrahidrofurano a acido
succinico, con acido nitrico (Budde ef al., 2001). Se sabe que este tipo de nitracién se
lleva a cabo a través de radicales libres como el NO2 y el N2O4. Al parecer, esta
nitracién no resulta ser tan suave con el dehidroabietato de metilo (IV), ya que se
obtiene una mezcla de compuestos, lo que puede estar indicando que el compuesto
IV se puede estar descomponiendo o bien puede indicar la agresividad del método,

ya que se forman muchos derivados.

5.2 NaNQ,/Peroxidasa

Se ha reportado la oxidacién de muchos compuestos como: fenoles, aromatico no

fendlicos, aminas aromaéticas e hidrocarbonos arométicos policiclicos; ademas de la
nitracion de 4-hidroxi-3-metilacetofenona, asi como de algunos fenoles en presencia
de NaNOj y H202 con peroxidasa. En esta reaccién en algin momento se forma el
peroxinitrito (ONOO"), a partir del H20; y del nitrito libre. Este ONOO™ se descompone
en el radical NO2, el cual actia como agente nitrante. En este caso, la reaccion
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también se lleva a cabo a través de radicales libres y el producto obtenido de esta
reaccion es una mezcla compleja de compuestos.

La diferencia entre los dos métodos empleados (NOy y Peroxidasa) con respecto al
de la mezcla sulfonitrica (el cual resulté ser un método efectivo de nitracion para el
dehidroabietato de metilo), radica principalmente en el tipo de reaccién que se esta
llevando a cabo. En los primeros dos métodos la reaccion ocurre a través de radicales
libres, con lo que se obtienen mezclas complejas de productos; pudiendo decir con
esto, que se puede estar descomponiendo el dehidroabietato de metilo o bien que las
reacciones son poco selectivas, generando con esto muchos derivados. Mientras que
con el empleo de acidos (HNO3a/H2SQ4), la reaccion de nitracion ocurre a través de un
mecanismo de reaccion de sustitucion electrofilica aromatica, obteniendo de este
modo practicamente un solo derivado nitrado.

5.3 Mezcla HNO3/H,SO4

Siguendo el orden de reaccién de la sintesis original propuesta y después de haber

obtenido el dehidroabietato de metilo (IV), el siguiente derivado a obtener fue el

12,14-dinitro dehidroabietato de metilo (V). Este compuesto se obtuvo mediante una
nitraciéon con la mezcla acida (HNO3/H2S0,).

En esta reaccion el electréfilo es el ién nitronio, NO2*, que se genera a partir del
acido nitrico por protonacion y perdida de agua. Dicho i6n reacciona con el anillo
aromatico para formar un carbocatién intermediario. La perdida de un protén a partir

de este intermediario da el compuesto nitrado como producto neutro de sustitucion.

El 12,14-dinitro dehidroabietato de metilo (V) present6 caracteristicas mas polares
y un punto de fusién mucho mayor (183 - 185°C) con respecto a su precursor, el
dehidroabietato de metilo (IV), ya que este es menos polar y su punto de fusién es
41 - 43°C. Un aspecto importante es la sefial de UV que proporciona este nuevo

compuesto el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo (V); ya que solo se tiene un
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Gnico valor de absorcion maxima y es a 212.6 nm; mientras que el acido
dehidroabiético y el dehidroabietato de metilo presentaban en ambos casos valores
de 266 y 274 nm; lo que nos indica, el efecto que estan teniendo los grupos nitro
sobre el anillo aromatico, en cuanto a la absorcién en esta region del especitro.

En el espectro de IR, algunas sefales se siguen conservando iguales a las de
dehidroabietato de metilo; sin embargo, se encuentran unas nuevas sefiales en 1531
y 1363 que resultan caracteristicas de los compuestos aromaticos nitrados; lo que nos
indica la presencia de estos grupos en la estructura del dehidroabietato de metilo
identificando con esto al nuevo derivado, el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo

(V).

El valor obtenido de M* de 404 corresponde con el esperado. Debido a que no se
tenian valores reportados para este intermediario se tuvo que calcular este valor para
poder tener alguna referencia del compuesto dinitrado.

En cuanto al espectro de RMN'H a diferencia del espectro del dehidroabietato de
metilo, este presenta ahora solo una sefial caracteristica de protén de anillo
aromatico, la cual corresponde al carbono de la posicién 11.

En el espectro de RMN'C, al parcer la presencia de los grupos -NO., en los
carbonos 12 y 14, da lugar a un ligero desplazamiento de las sefiales de estos
carbonos hacia campo bajo; comparados dichos desplazamientos con los del
dehidroabietato de metilo, ya que ahora se presentan las sefiales a 130.6 y 128.5 ppm
respectivamente, comparado con los valores anteriores que eran de 126.8 y 124.1
PPmM.

El rendimiento de esta reaccion (54.9%) es aceptable, ademas de que resulta facil
la purificacion de dicho compuesto, debido a que se presenta una reaccién limpia.
Sin embargo, cabe sefialar que no podemos comparar el rendimiento obtenido con

otros métodos de nitracién; ya que no se cuenta con reportes bibliograficos, para la
obtencién de este compuesto.
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6. 12-AMINO,14-NITRODEHIDROABIETATO DE METILO
6.1 Reduccién con levadura

La primera metodologia y la que en un principio nosotros supusimos que era
posible para llevar a cabo la reduccién de algun grupo nitro del 12,14-
dinitrodehidroabietato de metilo fue empleando Saccharomyces cerevisiae.

Sin embargo, aunque se sabe de las propiedades que tiene S. cerevisiae para
llevar a cabo reacciones de reduccion como: ciclizaciones de los 2-
nitrocinamaldehidos y los 1,2 nitrocianoarenos sustituidos con quinilinas y benzamidas
respectivamente (Baik et al., 1997; Blackie et al, 1997); o bien de los 3-
nitropropenonitrilos y o-nitrofenilazo, para formar los 5-aminoisoxazoles y los 2-aril-2H-
benzotriazoles y sus Oxidos respectivos (Navarro-Ocafia et al.,, 1996). Ademas,
también se ha reportado la bioreduccién de compuestos nitrosos y N-Oxidos para
formar las anilinas y piridinas correspondientes (Baik et al., 1995; 1997). Con este
sustrato (12,14-dinitrodehidroabietato de metilo) no fue capaz de llevarse a cabo la
reduccién de ninguno de los dos grupos -NO2 presentes en este.

En primer lugar, pensamos que esto se debia principalmente al impedimento
estérico que puede generar el grupo isopropilo presente en la posicién 13 del 12,14-
dinitrodehidroabietato de metilo ya que se trata de un grupo grande que puede estar
impidiendo la reaccion en los grupos nitro- que pretendemos reducir, los cuales se
encuentran en las posiciones 12 y 14 respectivamente. La segunda razén, esta
relacionada con la especificidad, ya que el sustrato empleado puede ser poco o nada

especifico para la enzima que lleva a cabo la reduccion del grupo nitro y debido a esto
no llevar a cabo la reaccion.

6.2 Reduccién con SnCl>2H,0 en DMF

Una vez obtenido el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo (V) y siguiendo la
secuencia de reacciones de la sintesis original; a partir de este compuesto se obtuvo
el 12-amino-14-nitrodehidroabietato de metilo (VI), mediante una reaccién de

reduccion en la que al parecer la efectividad de esta reduccién se basa (al igual que la
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reduccién con metales en medio acido) en la formacion de compuestos nitrosos e
hidroxilaminas intermediarios, conduciendo finalmente la amina correspondiente.

El 12-amino-14-nitrodehidroabietato de metilo (VI) presenta caracteristicas mas

polares y un punto de fusiébn mayor (225 - 228°C), con respecto al material de partida
(12,14-dinitrodehidroabietato de metilo), el cual presento un punto de fusién de 183 -
185°C.

En cuanto a los picos de absorcién maxima, los valores de Amax que presenta el 12-
amino-14-nitrodehidroabietato de metilo de 241 y 292 nm son diferentes al que
presenta el compuesto dinitrado (212 nm), con lo que podemos decir que la estructura

original ha sufrido el cambio de un grupo -NOg, y este cambio esta modificando la
absorcion de esta molécula.

En relacién con el espectro de IR obtenido del 12-amino-14-nitrodehidroabietato de
metilo (VI), es notoria la presencia de un grupo -NH, con bandas caracteristicas de
este grupo unido a un anillo aromatico en 3410 y 3497. También se tiene otra sefial
caracteristica de un grupo -NO; unido a anillo aromatico en 1519 y 1334, las cuales no
aparecen en el espectro obtenido para el 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo (V);

sin embargo, las sefiales restantes se conservan y son iguales en los espectros de
ambos compuestos.

El valor de 374 de M* para el 12-amino-14-nitrodehidroabietato de metilo (VI),
presenta 30 UMA menos que el valor de 404 correspondiente al 12,14-
dinitrodehidroabietato de metilo (V); esta diferencia se debe a la pérdida de los dos

atomos de oxigeno del grupo nitro y la sustitucién de estos por dos atomos de
hidrégeno.

El grupo amino presente en el 12-amino-14-nitrodehidroabietato de metilo (VI), se
puede ver claramente en los espectros de RMN tanto de 'H como '*C, donde los

protones presentes en el grupo -NHz aparecen con un desplazamiento caracteristico
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para este grupo en 3.74 ppm, mientras que este desplazamiento no se ve en el
espectro de RMN'H de 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo (V). Ademas se
observa un ligero desplazamiento del protdon de aromatico correspondiente al Cyq
hacia campo alto ya que presenta un valor de 6.62, siendo que antes era de 7.53. Por

otro lado, los restantes valores de deslazamiento, son iguales para ambos
compuestos.

Con respecto al espectro de RMN'®C se puede ver un ligero desplazamiento hacia
campo alto por parte de los carbonos 11, 12 y 14 de la molécula del 12-amino-14-

nitrodehidroabietato de metilo (VI), ya que aparecen en 119.7, 1155 y 113.9
respectivamente; mientras que los valores que presentaron estos carbonos en el
espectro del 12,14-dinitrodehidroabietato de metilo (V) fueron 130.6, 128.5 y 121.4
respectivamente. Las demas sefiales se conservan con los mismos valores en los
espectros de RMN'C, para el compuesto V y VI. Los desplazamientos que se

observan, al parecer se deben a la presencia tanto del grupo -NH2 como del grupo
-NO; sustituidos en el anillo aromatico.

Por otro lado, no es posible comparar ninguno de los valores obtenidos con datos
de la literatura para este compuesto. El rendimiento obtenido de 77.9% resulta bueno,
aunque tampoco existen datos reportados en la literatura.

7. AMIDA ACETILADA

Con el 12-amino-14-nitrodehidroabietato de metilo (VI) y el cloruro del acido
fertlico (C), se llevé a cabo la reaccién de condensacion, para obtener la amida
acetilada (VII) correspondiente, bajo las condiciones descritas en la metodologia.

En esta reaccion, se llevo a cabo una reaccion de sustituciéon acilnucleofilica; en la
que la amina (VI), que acttia como nucledfilo, se adiciona al grupo acilo del acido
fertlico acetilado (B) y forma un intermediario tetraédrico, el cual se descompone

para producir la amida acetilada (VIL).
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La amida acetilada (VIII) obtenida, present6 algunas diferencias con respecto a

sus precursores, sobre todo el 12-amino-14-nitrodehidroabietato de metilo (VI),

como la polaridad; ademas de un punto de fusién de 96 - 100°C, el cual es diferente al
de la amina (225 - 228°C).

A pesar de que no se tienen resultados de IR, RMN'H y RMN'C, consideramos
que es suficiente el valor de M* que presento este compuesto, el cual fue de 592, para
decir que se trata de la amida acetilada, ya que este valor de M*, era el esperado para
la estructura de dicha amida.

El rendimiento obtenido para la reaccién de obtencién de la amida acetilada no se
calculd, ya que este fue muy bajo.

8. AMIDA
A partir de la amida acetilada (VII) se obtuvo la amida (VIII), desprotegiendo

el grupo hidroxilo (-OH) de la parte del acido ferulico, el cual se habia protegido al
momento de formar el cloruro del acido ferdlico. Como ya se mencioné en la
metodologia, la reaccion de desproteccién, se llevé a cabo mediante el empleo de

lipasas, esperando con esto eliminar el acetilo. La amida (VIII) presentd un punto

de fusion de 180 - 181°C, el cual fue diferente del de su precursor, la amida acetilada
(96 - 100°C).

Por otro lado, el valor de M* obtenido para este compuesto (VIII)y que fue de
550, corresponde con el esperado. Este valor de M* difiere del de la amida acetilada
(VII), que era de 592 y dicha diferencia es debida al grupo acetilo, lo que indica que

este grupo ya no esté presente en la estructura.

El rendimiento que resulté de esta reaccion fue muy bajo y por esta razén no fue
posible enviar este compuesto a IR, UV, RMN'H y RMN'C.
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Finalmente, al revelar la ccf de la amida desprotegida con una solucién de radical
DPPH, se observé una coloraciéon amarilla, lo que indica cualitativamente la actividad
secuestrante de la amida. Sin embargo, serfa importante evaluar la actividad
antioxidante del compuesto obtenido, mediante otros métodos como el que emplea f-
caroteno o el radical ABTS.

9. REACCIONES ALTERNAS
9.1 Deisopropildehidroabietato de metilo

De la ruta propuesta como alterna, el primer derivado obtenido fue el
deisopropildehidroabietato de metilo (V&) a partir del dehidroabietato de metilo (V).
Para esto, se llevd a cabo la eliminacion del grupo isopropilo presente en el
dehidroabietato de metilo (V), mediante el empleo de un &4cido de Lewis,

aprovechando que se tiene en este grupo un carbono terciario, originando con esto la
formacién de cationes libres de alquilo.

El deisopropildehidroabietato de metilo (Va), presenta practicamente la misma
polaridad que su precursor el dehidroabietato de metilo (IV), s6lo que el punto de
fusion del primero es mayor (83 - 85°C), mientras que para el segundo, el punto de
fusion fue de 41 - 43°C. Sin embargo, el punto de fusién obtenido para Va; es un

poco menor que el reportado por Fonseca et al. (2001), el cual es de 90 - 92°C.

Consideramos que esta diferencia puede estar relacionada con la pureza del
compuesto.

Con respecto al espectro de UV, los picos de absorcibn méaxima del
deisopropildehidroabietato de metilo (Va), se presentan a una A de 264 y 271 nm.
Estos valores no pueden ser comparados con datos de la literatura, ya que no se

cuenta con estos valores; sin embargo, estos valores son un poco menores con

respecto a los obtenidos para del dehidroabietato de metilo (IV), y que fueron de 266
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y 274 nm. Esta ligera diferencia entre las Amax, podria estar relacionada con la perdida
del grupo isopropilo de la molécula.

Al comparar el espectro de IR del deisopropildehidroabietato de metilo (Va), con

el espectro del dehidroabietato de metilo (IV), podemos observar que faltan algunas
bandas en 1379 y 1363, correspondientes al grupo isopropilo, con lo que se confirma
la eliminacion de este grupo de la estructura del dehidroabietato de metilo (IV), ya
que practicamente las bandas restantes son iguales para ambos compuestos. Cabe
sefialar, que a pesar de que se tienen datos bibliograficos reportados para el
compuesto Vo los valores obtenidos de IR, no se pueden comparar con los teéricos

debido a que estos se obtuvieron en nujol y los nuestros en KBr.

El espectro de masas del deisopropildehidroabietato de metilo (Va), presenta una
M" de 272 y este valor es 42 UMA menor que el del material de partida
(dehidroabietato de metilo), lo que denota la pérdida del grupo isopropilo. El valor de

M* y los demé&s picos obtenidos en el espectro, son similares a los reportados por
Fonseca et al. (2001).

La perdida del grupo isopropilo también resulta notoria en el espectro de RMN'H,

ya que comparando el espectro del deisopropildehidroabietato de metilo (Va.), con el

del dehidroabietato de metilo (IV), el espectro de Vavno presenta desplazamientos
para los protones de los -CHj correspondientes a C4¢ y C47. Tampoco se encuentra la
sefial correspondiente al protén de C1s. A diferencia de esto, ahora aparece una sefial
mas, debida a un protdn aromético. Ademas, todos los protones de aromatico
presentan un ligero desplazamiento hacia campo bajo ya que se encuentran en 7.04 -
7.07,7.09-7.11,7.13-7.16 y 7.26 - 7.28; mientras que en el espectro del compuesto

IV, solo se encontraron tres sefiales en 6.87, 6.97 - 7.01 y 7.16. Cabe mencionar que

las sefiales del espectro de RMN'H del compuesto Vavcorresponden con los valores

reportados por Fonseca et al. (2001).
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En el espectro de RMN'™C, se puede observar que faltan tres sefales
correspondientes a los carbonos 15, 16 y 17; asi como un desplazamiento hacia
campo alto, por parte de la sefial del Cq3, comparada con el espectro de RMN'C del

compuesto IV. Todas las sefiales obtenidas para el deisopropildehidroabietato de

metilo (Va), son similares a las reportadas por Fonseca et al. (2001).

9.2 Hidroxilacién del dcido dehidroabiético con bacillus sp

Otra ruta alterna empleada fue la oxidacion del acido dehidroabiético empleando
Bacillus sp., esperando con esto llevar a cabo su hidroxilaciéon. El microorganismo
seleccionado para esta biotransformacién fue aislado a partir de mucigalo de café, de
una zona de la Sierra del Estado de Puebla. Se ha visto que este microorganismo

posee la capacidad para transformar acido ferulico en guayacol, mediante un proceso
de oxidacion.

Se tienen algunos datos reportados sobre |la oxidacion de algunos diterpenoides
como el dehidroabietato de metilo y el acido isopimarico, empleando Rhodococci
(Vorob'eb et al., 2001). Sin embargo, para la oxidacién del acido dehidroabiético se
tiene reportado el empleo de F. Moniliforme y F. Oxysporum obteniendo en ambos

casos un producto mas polar que el acido dehidroabiético, el cual se identificé como
acido 1-hidroxidehidroabiético con un valor de 316 M* (Tapia et al., 1997).

El compuesto obtenido, al igual que el reportado por Tapia et al. (1997), presentd
caracteristicas mas polares que el acido dehidroabiético.

Debido a que solo se pudo purificar una cantidad pequefia de este compuesto, solo
se mando a analizar por espectroscopia de masas, obteniendo un valor de 316 de M";
lo cual, sugiere la presencia de un grupo -OH en la estructura. Ademas del valor de
M”, los otros picos del espectro también corresponden con los reportados por Tapia et
al. (1997). Al parecer puede tratarse del mismo compuesto, solo que al no contar con
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los otros espectros para este compuesto, no podemos asegurar que se trate del
mismo compuesto que obtuvo Tapia et al. (1997).

10. ACIDO FERULICO Y SUS DERIVADOS
10.1 Acido ferdlico

Debido a que la parte final de la sintesis original propone la condensacion del 12-

amino-14-nitrodehidroabietato de metilo (VI) con el cloruro del &cido fertlico (C)
para obtener la amida acetilada (VII) y posteriormente la amida (VIII)

correspondiente; el acido ferdlico (A) empleado para esta reaccién, se obtuvo

mediante una extraccién a partir de nejayote, debido a que se sabe que este
compuesto es el acido hidroxicinamico mas abundante en la pared celular del maiz
(Liyama et al., 1990).

Cabe mencionar que esta metodologia ya se tenia implementada en el laboratorio;
por esta razén, resultd sencilla la obtencién del acido fertlico

El acido ferulico (A) obtenido presenté un punto de fusién de 170 - 171°C, el cual

resulté muy similar al punto de fusién (168 - 171°C) del acido ferulico comercial
(Fluka).

En cuanto al espectro de IR podemos ver la presencia de dos bandas
caracteristicas del grupo -OH unido a un anillo aromético en 3432 y en 1431, la
presencia del grupo carbonilo en 1690 y la banda caracteristica perteneciente al grupo
metoxi (-OCH3) unido al anillo aromatico en 1273. Estas bandas corresponden con la
estructura del acido fertlico (A).

En el espectro de masas del acido ferulico, el valor de M* (194), corresponde con
el esperado para la estructura de dicho &cido.

Solo se cuenta con el de espectro de RMN'H, en el cual se pueden distinguir

claramente tres protones de aromatico, dos protones correspondientes al doble enlace
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y tres protones desplazados a 3.94 ppm, correspondientes al grupo -CH3 presente en

la estructura del acido fertlico (A).

10.2 Acido ferilico acetilado

La obtencién de este intermediario (‘B), es con el fin de proteger el grupo hidroxilo
(-OH) presente en la estructura del acido ferdlico (A), ya que este puede interferir con

la reaccién de obtencién del cloruro del 4cido correspondiente (C).

Esta reaccion de proteccion se llevé a cabo en tres pasos: 1) introduccion del

grupo protector para formar un derivado inerte, 2) la reaccion deseada y 3) eliminacion
del grupo protector.

La reaccion bajo las condiciones descritas anteriormente se basa en la capacidad
nucleofilica del grupo hidroxilo (-OH) de la molécula, el cual reacciona con el anhidrido
acético para romper la unién anhidrido. Tal reaccién comprende la sustitucion
nucleofilica, con lo que se obtiene el acido fertlico acetilado (B), con la subsecuente

formacién de acido acético.

El derivado acetilado ('B), presenta algunas diferencias respecto a su precursor, el

acido fertlico (), como lo es el punto de fusién; ya que el del derivado acetilado es

aproximadamente 20°C mayor que el del 4cido ferulico.

En cuanto al espectro de masas del derivado acetilado, el valor de M* de 236
corresponde con el esperado para la estructura de este compuesto. El valor de 192

que se presenta en este espectro puede deberse a la perdida del grupo acetilo, la cual
resulta muy sencilla.

A pesar de que no se cuenta con otro tipo de espectros como RMN'H, RMN™C o
IR, los resultados obtenidos son suficientes para decir que se trata del derivado
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acetilado del acido fertlico. Ademas, se puede decir que la reaccién de obtencién de
este compuesto es adecuada, ya que presenta un buen rendimiento.

10.3 Cloruro del acido ferdlico

Una vez obtenido el 4cido fertlico acetilado (B), a partir de este se obtuvo el

cloruro del 4cido fertlico (C), bajo las condiciones descritas anteriormente.

Se sabe que los cloruros de acido son los derivados mas reactivos de los acidos
carboxilicos y en base a esto, se llevd a cabo la reaccion entre este derivado y la

amina (VI), para obtener la amida acetilada (VII) correspondiente.

Para obtener el cloruro del &cido fertlico (C), se utilizé SOCI,. Al parecer la

reaccion ocurre por sustitucion nucleofilica en el acilo, en el cual el acido carboxilico
se convierte en un derivado reactivo (cloro sulfito), el cual posteriormente es atacado
por el ion cloruro.

El cloruro del acido ferulico (C) obtenido de esta manera, presentd algunas
diferencias de polaridad con respecto a su precursor. Sin embargo, este compuesto
no pudo analizarse por UV, IR, EM, RMN'H o RMN3C, debido a que se obtuvo in situ,

al momento de obtener la amida, ya que se sabe que los cloruros de &cido son
altamente reactivos.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. La amida obtenida presentd actividad secuestrante; sin embargo, aun debe
evaluarse el empleo de este compuesto como antioxidante en la industria de los
alimentos.

2. La ruta de sintesis propuesta, genera compuestos como el acido hidroxiabiético II,
acido dehidroabiético III, dehidroabietato de metilo IV, 12,14-dinitrodehidro
abietato de metilo V, deisopropildehidroabietato de metilo Va; 12-amino,14-nitro

dehidroabietato de metilo VI, amida acetilada VII, amida VIII que pueden ser

empleados como material de partida para la obtencion de otros nuevos derivados.

3. Aun cuando se llevaron a cabo reacciones enzimaticas para la obtencién de la
amida, la mejor ruta para llegar a ésta fue a través de reacciones organicas
tradicionales. Sin embargo, no podemos decir que ésta amida no se puede obtener
a traves de sistemas biolégicos, ya que para poder concluir esto, deberian
realizarse estudios donde se evallen las condiciones ideales o bien que se
empleen otros sistemas biolégicos.
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Data : OTSEA9_DEHID-ME-NH2_BR23 Dats : @8-Nov-1@2 15:53
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Data : OTSE12_DEIS-2_Ba2 Date : @5-Nov-1@2 11:38
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