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INTRODUCCION

La nutricién actual estd enfocada a la prevencién de las enfermedades, donde ia dieta y
estilo de vida desempefan roles muy importantes. Los consumidores estan preocupandose
cada vez mas de su autocuidado y esperan a través de los alimentos consumidos alcanzar o
mantener su salud y bienestar. La respuesta a esta demanda han sido los Alimentos
funcionales, asi como el desarrolio de nuevos productos, ya que es de vital importancia en el
area de la industria alimentaria un incremento en la comercializacion y preduccion de alimentos

que tengan una funcionalidad en el organismo.

Algunos datos en la literatura resaltan la importancia de los ésteres de triterpenos, los
cuales son destacables por vatias funciones fisiolégicas que presentan. Estos compuestos se
han aislados de plantas, aunque los procesos de extraccion dan rendimientes bajos. Al mismo
tiempo es conocido que los acidos hidroxicindmicos como son el acido cumdrico, caféico,
ferulico y sinapico, asi como algunos triterpenos como fa B-amirina y ef acido ursdlico, se
encuentran en fuentes naturales de manera abundante (g /Kg), 1o que hace posible el desarrollo
de metodologias ¢ procedimientos para su preparacion y permite su uso posterior para estudios
biclégicos y toxicolagicos para asi demastrar sus propiedades nutracéuticas, ademas de otras

funciones como la actividad antioxidante.
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RESUMEN

Los ésteres de &cidos p-hidroxicinamicos con triterpenos son compuestos ampliamente
difundidos en la naturaleza, que han despertado un gran inferés en sl campo de los
nutracéuticos. La importancia de los ésteres es destacable ya que poseen actividad
antioxidante, asi como se ha descrito que ayudan a prevenir infecciones urinarias provocadas
por bacterias, envejecimienta celular, enfermedades cardiovasculares, ademas de poseer
actividad anticancerigena. De ahi la motivacién para desarrollar metodologias o procedimientos
para su sintesis.

En esta investigacidn se desarrolld un procedimiento quimico-enzimatico para preparar los
ésteres de 4cidos hidroxicinamicos de triterpenos: ferulato y cumarato de B-amirina, éste ultimo
-es analogo a uno de los compuestos responsables de la actividad nutracéutica atribuida al
arandanc (Vaccinium macrocarpon). La primera etapa consistié en el aislamiento de les
triterpenos; B-amirina (A) a partir de la corteza del arbol del nanche {Byrsonima crassifolia) con
un rendimiento de! 0.40% en base seca (BS) y el 4cido ursdlico (B) de la planta de tomillo
(Thymus vulgaris L) con un rendimiento del 0.14% BS. La siguiente etapa consistio en la
formacion de los cloruros de los acidos cumarico y ferilico acstilados (4a, 4h), a partir de los
acidos correspondientes cumarico (1) y ferdlico {2); mediante la siguiente secuencia de
reacciones: acelilacién y formacidn del cloruro, una vez obtenido los compuestos 4a y 4b, éstos
se pusieron a reaccionar con la B-amirina (A), para formar los ésteres acetilados. Finalmente,
en la tercera etapa, los ésteres acetilados (6a, 5b) se desacetilaron con dos lipasas obtenidas
de Candida Antarctica y Lipozyme. El rendimiento obtenido para la hidrélisis que dio como
praoducto final el cumarato de B-amirina (6a), fue del 92% y para ferulato de p-amirina (6b) fue
del 80%. Todos los productos fueron caracterizados por métodos fisicoquimicos (p.f., R, EM, IR
y RMN'H y de "°C). La metodologia desarrollada en este trabajo, permite obtener de manera
sencilla y con reactivos accesibles los hidroxicinamatos de p-amirina, ademas de que permite
obtener cantidades adecuadas de estos ésteres para iniciar estudios en el campo de los
alimentos y la salud.
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ANTECEDENTES

1. Nutracéuticos,

En la actualidad la nutricion esta experimentando un cambio veloz, acentuando el interés de los
consumidares por ciertos alimentos, que ademas del valor nutritive aporten beneficios a las
funciones fisiologicas del organismo humano. Es por esto que se buscan en el mercado
aquellos productos que contribuyan a su salud y bienestar. Esto ha creado el desarrollo de los
Nutracéuticos, este termino fue propuesto en 1978 por DeFelice y fue definido como “cualquier
sustancia que puede ser considerada como parte de un alimento y que otorga beneficios a la
salud incluyendo la prevencién y tratamiento de enfermedades” (Andlauer, 2002; Biesaiski,
2002). Subsecuentemente otros términos como alimentos funcicnales, alimentos disefiados,
farmalimentos, fitoalimentos, fitonutrientes, alimentos inteligentes vy alimentos terapéuticos
fueron usados (Araya, 2003; Golberg, 1994 Dillard, 2000).

1.1. Origen del concepto de afimento funcional

El concepto de alimentos funcionales fue propuesto por primera vez en Japén durante la
década de los 80's con la publicacion de “Alimentos Para Uso Especifico de Salud * (“Foods for
Specified Health Use” o FOSHU) y que se refiere a aquellos alimentos procesados que
contienen ingredientes que ayudan a ciertas funciones especificas del organismo, ademas de
ser nutritivas. Los alimentos de este tipo son reconocidos porque llevan un sello de aprobacion
del Ministerio de Salud y Bienestar del gobierno japonés { Chasquibol, 2003; Takayuk, 1998).

1.2, Términos relacionados

Actualmente, el término alimentos funcionales es generado por diferentes organismos, por
lo cual es conveniente establecer un marco conceptual que permita estudiar los efectos del
consumo de estos alimentos en el contexto de la situacion actual. La Asociacion Dietética
Americana-The American Dietetic Association (ADA) los define como: “Todos los alimentos
fortificados, enriquecidos, que tienen un efecto potencialmente benéfico en la salud cuando es

consumido como parte de una dieta variada® (Araya, 2003).




Por otra parte, el Instituto Internacional de Ciencia en Europa (ILSE Europe) los define
como: "Alimentos con componentes fisiolégicamente activos, que poseen un efecto beneficioso
sobre una o varias funciones especificas en el organismo y que mejora el estado de salud y de
bienestar”.

La ciencia de alimentos funcionales en Europa (Functional Food Science in Europe o
FUFOSE) ios define como: “Los alimentos que constituyen habitualmente parte de una dieta y
que son desarrollados para polencionar una funcion o reducir el riesgo de alguna enfermeadad”
(Verhagen, 2004;).

Finalmente, aunque el término de alimentos funcionales no es una categoria de alimento
legalmente reconocida por ia Administracion de Alimentos y Drogas de E.U. (Food & Drugs
Administration o FDA) los define como: “Las sustancias especificas de los alimentos que
pueden favorecer la salud como parte de una dista variada”.

Con base en la informacion anterior, no existe un acuerdo para definir en forma precisa lo
que son los alimentos funcionales. Muchos consideran que se trata de un concepto atin en
desarrollo ¥y dque bien podria considerarse, a los alimentos funcionales como productos
intermedios entre los fradicionales y las medicinas (Araya, 2003).

Actuaimente, una de las propuestas de mayor aceptacion para alimentos funcionales es:
"Cualquier alimento o parte de un alimento, en forma natural o procesada, que ademas de sus
componentes nutritivos contiene componentes adicionales que favorecen la salud, la capacidad
fisica y el estado mental, ayudando también a la prevencion, reduccion y tratamiento de
enfermedades de una persona” (Chasquibol, 2003).

Un alimento puede ser considerado como funcional, si este ha demostrado
satisfacteriamente uno o mas beneficios en las funciones del cuerpo. Hay tres condiciones que
debe cumplir:

1.- Es un alimento (no una capsula, tableta o polvo) derivada de ingredientes naturales.

2.- Puede ser consumido como parte de una dieta diaria.

3.- Tiene funciones particulares cuando se ingiere, sirve para regular procesos especificos del
cuerpo tales como: acrecentar mecanismos de defensa, prevencidn de enfermedades
{Goldberg, 1994).

Finalmente, en México, aunque el término de alimentos funcicnales se utiliza familiarmente
entre fa comunidad cientifica, a ia fecha no hay leves que reglamenten especificamente el uso
de estos alimentos.




1.3. Compuestos funcionales

El interés en la relacion entre alimentacion y salud, se explica por el consumo de alimentos
de origen vegetal, esencialmente frutas, verduras, cereales integrales y leguminosas. Es decir,
alimentos naturales, sin necesidad de recurrir siempre a los afimentos enriquecidos o
modificados; ya que sus efectos preventivos contra el cancer y enfermedades cardiovasculares
son amplios

Estos alimentos son una excelente fuente de propiedades saludables, entre los cuales se
encuentran los también lamados compuestos funcionales, si bien no ejercen un rol nutricional,
su consumo supone una proteccion adicional contra la accidn nociva de sustancias
provenientes de fa dieta y del entorno ambiental que afectan la salud de fa poblacion (Andlauer,
2002; Goldberg, 1994).

Este efecto de retardar y/o suprimir procesos dafiinos es a través de los alimentos que
contienen, carotenoides, compuestos fendlicos, fitoesteroles, flavonoides y tocoferoles asi como
otros compuestos funcionales, los cuales se muestran en la tabla 1.

R S e A 30 T LR

| Fitoquimico  Importancia Fuentes Met. de : Propiedades . Usos
A bl OXtraceién | biolégicas |
:| Carotenoides | Pigmentos: Cilricos, jilomate, :| Extraccion ' Efectos contra cancer [ -Colorantes
amarilio, cilantro, ‘f metanol ;i de prostata, pulmén | {margarina, helados,
naranja, rojo. espinaca, i 1y piel. ‘1 bebidas).
Actividad naranja y flores. | 't Degeneracién :
, _benfioxdamte | amuseular b
Compuestos. | Actividad | Ardndano, uvas, i Exiraccién en 1 Previene | -Conservacion de
fanolicos antioxidante fresas, granos y | éter de petroleo. '} enfermedades { color de mariscos.
: {AHC) cebada. cardiovasculares. | -Desodorante
‘| Fitoesteroles | Evita | Vegetales verdes {t Extraccion con ‘| Acl. Antiinflamatoria, | -Produccién de
: absarcion del  } y amarillos, i} éter de petrdleo | reduce colesterol, | refrescos y dulces.
‘1 colesterol '} semillas. il vy acetato de if tumores en colon y
b U B8G  prostata,
Flavanoides ‘! Pigmenlos Frutas cilricas,  if Hidrolisis acida y (| Efectos contra células { -Agentes colorantes
: Actividad I semillas, ij extracciéncon | cancerosas, alergias, | -Fortificacién de
! | antioxidante cereales, plantas i} acelato de efilo.  ‘{ inflamaciones, 1 alimentos.,
| Tocoferoles Vit E :1 Semillas, :| Extraccion Efectos contra ‘I -Aumenta astabilidad
Actividad :j careales, hojas y ;| metanol il células cancerosas, | en alimentos grasos.
i antioxidante ‘| otras partes ) i como en glandulas :
2 ;| verdes de las i| mamarias. |
dplantas. ot

Tabla 1. Principales compuestos funcionales contenidos en alimentos (Chasquibol, 2003).




1.4. Estructuras de compuestos funcionales.
La figura 1, muesira las estructura basica de los focoferoles, asi como en la tabla 2 se

muestran sus posibles sustituyentes.

m TOCOI R= \/Y\/\]/\/Y
@ ,

Tocotrienol R=
™~ X ) =

CH,  CH, CH,

Figura 1. Estructuras de Tocoferoles

%ISUStItuCIOﬂ | Tocoferol(T) ;[ Tocotrienol(T -3)
1[5,7.8- Trimetil [T Qlo-T-3
([58-Dimeti [ IpT3

:]78- Dimetil
} 8-Dimelil 3

Tabla 2. Estructuras de tocoferoles y tocotrienoles

Las figuras 2, muestran las estructura basica de los flavonoides, asi como algunos derivados.

3
1 2 4
Sk
I 2 5
6 N 3
5 4 OH O
Estructura basica de flavonoides Flavonona

HO
HO . 0 ulil ‘.m 0
OH © oH 0 Qil’

Flavona isoflavona




OH O
Flavonol ) Antocianidina

Figuras 2, Estructuras de Flavonoides.

La figura 3, muestra las estructura basica de los carotenoides.

Figura 3. Estructura del B-caroteno.

La figura 4, muestra las estructura basica de los fifoesteroles.

HO

Figura 4. Estructura del esterol.




La figura 5, muestra las estructura béasica de los dcidos fendlicos (AHC).

0
R1
="oH
R2
' R3

R1=H, R2=0H, R3=0Me Acido Ferdlico
R1=H R2=DH, R3= H Acido Cumarico
R1=H, R2=R3 =OH Acido Caféico

R1=0OMe, R=20H, R3=OMe Acido Sinapico

Figura 5. Estructura de los acidos hidraxicinamicos.

2. Acidos fenélicos

Los compuestes fendlicos constituyen une de ios grupos de micronutrientes presentes en el
reino vegetal, siende parte importante de la dieta tanto humana como animal. Constituyen un
amplic grupo de sustancias gquimicas, con diferentes estructuras quimicas vy actividad,
englobando mas de 8000 compuestos distintos,

Aclualmente se ha despertado un reciente interés por estos compuestos debido a sus
propiedades anfioxidantes y sus posibles implicaciones benéficas en la salud humana, tales
como en el tratamiento y prevencion del cancer, enfermedad cardiovascular v otras patologias
de caracter inflamatorio (Belitz, 1997; Hong, 1997).

2.1. Acidos hidroxicinamicos (AHC)

Los acidos p-hidroxicindmicos, son compuestos fendlicos que contienen un anillo aromatico
con uno 0 mas grupos hidroxito, los cuales le confieren la propiedad de ser antioxidantes
naturales. Estos acidos se encuentran ampliamente distribuidos en los tejidos vegetales, y
comunmente se les puede encontrar en e! café, cereales (principaimente salvado de trigo, maiz,
avena y cebada) y en algunas frutas (Gross, 1999).

Los &cidos p-hidroxicinamicos mas importantes son acido cumarico (1), acido feralico (2),
acido caféico y acido sinapice {ver figura 5). A esfos compueslos, raramenie se les puede
encontrar de forma libre en las plantas o en los alimentos, usualmente se encuentran
ésterificados con un azlcar o algunos acides organicos.




Acido cumérico {1); Acido 3 fenil-{(4-hidroxi)-2-propenocico, cominmente conocido como acido
p-cumarico , cuya estructura se muestra en la figura 5. Ligeramente soluble en agua caliente y
en disolventes organicos como acetona, éter y acetato de etilo. Se le puede encontrar en frutas
tales como manzana, ciruela, uva y arandano v en vegetales como: tomate, brécoli, zanahoria,
espinaca y también en algunos grancs. El acido cumarico (1) otorga a los alimentos
propiedades como: estabilidad, color y fragancia (Barolomé, 2002; Lam, 2001).

Acido ferilico (2); Acido 3-fenil-{4hidroxi-3-metoxi)-2-propencico. El nombre del Acido ferilico,
se deriva de la planta Férula foetida de la cual fue aislado y extraido (Mathew, 2004; Rosazza
et al, 1995). Su estructura se muestra en la figura 5. Ligeramente soluble en agua fria, soluble
en agua caliente y disolventes organicos como etanol y acetona. Es un compuesto que se
encuentra en una amplia variedad de plantas y en mayor cantidad en la cascarilla de maiz, en
granos de frigo, cebada, sorgo, avena. Pero también es posible encontraric en una gran
variedad de frutas como; ciruela y manzana; en vinos, en café y en la cerveza, donde tiene una
participacion en el sabor de la misma (Graf, 1992). A nivel industrial, la importancia del 4cido
ferdlico (2) radica en su actividad antioxidante, ademas de que tiene la capacidad de funcionar
como inhibidor de sabores amargos, es un ingrediente activo en lociones y cremas que
protegen conlra rayos UV (Saija,2000). Por otra parte ha sido reportado que el acido ferllico {2)
presenta actividad antitumoral, hipocolesterolémica y anticancerigena (Gross, 1999;
Craig,2000).

Acido caféico; Acido 3-fenil-(3,4-dihidroxi)}-2-propenoico o mejor conacido coma acido caféico.
Su estructura se muestra en la figura 5. Es paco soluble en agua fria, soluble en agua caliente y
en disolventes organicos como éter y acetato de etilo. Esie compuesto se encuentra en: café,
cascara de papa, zanahorias y en semillas de girasol, etc. Los principales usos del acido
caféico estan dados por tener propiedades antioxidantes, muchos de sus derivados son
empleados ampliamente en cremas fotoprotectoras, ya que este protege de manera muy
eficiente de los dafios causados por la luz UV (Saija, 2000).

2.2. Esteres de acidos hidroxicinamicos

Por la actividad antioxidante de los AHC y sus ésteres son considerados como alimentos
funcionales y por lo tanto agentes efectivos contra el tratamiento de enfermedades (Shopova,
2000). Recientenente han adquirido gran importancia debido a que son precursores de

sabores, aromas y fragancias en las industrias de alimentos (Castelluccio, 1995; Hong, 1997).




El acido cumaérico, rara vez se encuentra de forma libre en la naturaleza, generaimente se
encuentra unido mediante un enlace éster a 4cidos organicos, lipidas, azlicares o unido a la
pared celular de algunos cereales. Algunas fuentes importantes son: los residuos industriales
procedentes de la efaboracion de sidra de manzana, jugos y cerveza (Barolomé, 2002). En las
siguientes figuras se muestran algunos derivados de origen natural de ésteres del acido p-
curnarico; la figura 6 (1) muestra, el trans p-cumarato eicosanilo; en la figura 6 (i) se muestra el
p-cumarato de bornilo (Mahmood, 2003; Maldonado, 1998). '

0
SN 0.CH(CH,)n-CH, R

HO 1R=H, n=18 0)

HO (i

Figuras 6. Derivados de origen natural de ésteres del acide cumarico.

El acido ferdlico, se encuentra como éster en muchas plantas, ya que esta unido a
disacaridos y glicoproteinas. La mayoria de esios ésteres presentan propiedades antioxidantes,
pero también son empleados como anti-inflamatorios por lo que son ampliamente utilizados en
la industtia farmaceutica, Las siguientes figuras muestran algunos derivados naturales del acido
fertlico; en la figura 7 (1) se muestra, el y-orizanol y en la figura 7 {ll} se muestra el ferulato de
34-hidroxi tetratriacontaniio (Reichert, 2002; Dobhal, 1999). Pasar a la siguiente hoja.
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HO
OC,H
H 0
HO A —O0~CH;—(CH,),,—CH,—OR
Me
H ()
1, R=H
2, R=0CH3

Figuras 7. Derivados naturales del acido feriiico.

Algunos derivados naturales del acido caféico principalmente ésteres se encuentran de
forma natural en bebidas y vegetales, ademas de ser empleados ampliamente en cremas
-fotoprotectoras. La mayoria de estos ésteres presentan propiedades antioxidantes v se les ha
atribuido actividad preventiva contra la artericesclerosis. En las siguientes figuras se muestran
algunos derivados naturales del acido caféico; en la figura 8 () se muestra el acido cloregénico
y en la figura 8 (Il se muestra el cafeato de 3,4-dihidroxi (Sefkow, 2001; Gibbons, 1999}
Pasar a la siguiente hoja.

HO, coH

)
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O .
HO S o—(CH,),,CH,

HO (I

Figuras 8. Derivados naturales del acido caféico

3. Triterpenos

Los triterpenos, son un amp]io y estructuralmente diverso grupo de productos naturales,
derivados de Cy,. Estos compuestos son aislados principalmente de plantas, productos de soya
y granos(Xu, 2003). Se ha demostrado que los triterpenos poseen un amplio rango de
actividades bioldgicas, por ejemplo: previenen el cancer en pulmones, glandulas mamarias,
colon, estdmago y prostata ademas de tener propiedades anti-VIH, antibacterial y tratamiento
contra la aterioesclerosis, etc. Muchos de estos son usados como plantas medicinales en Ia
medicina tradicional. Por lo que forman parte de los alimentos funcionales. Ejemplos de éslos

son la B-amirina {A) y el acido ursdlico (B), los cuales son constituyentes de numerosas plantas.
(Somova, 2004; Zhang, 2005).

3.1, p-Amirina

La B-Amirina (A) (3p-Hidroxilean-13(18)-ena) es uno de los triterpenos mas comunes asi
como importantes encontrados scbre todo en plantas. La estructura del compuesto se presenta
en la figura 9. Algunos ejemplos de plantas dende se ha aislado son las siguientes: Casuarina
equisetifolia (Takahashi, 1998), Eucalytus globulus, (Santos, 1996) y Linaria aucheri (Ercil,
2003). .

A la B-Amirina (A), se.le han hecho numerosos estudios de actividad bioldgica los mas
relevantes son: actividad anti-inflamatoria y antioxidante (Bieshoer, 1981; Grandmougin, 1998},
El compuesto A, evita la peroxidacion de lipidos y el dafo a membranas en el sistema
biolégico, que causan inflamaciones asi como el cancer, es por eso la importangia de buscar
productos naturales que protejan a las membranas contra el dafio oxidativo e inhiban la
formacion de radicales libres y especies reactivas. Numerosos estudios han demostrado que
varias especies de este género han sido usados en la medicina tradicional como ténicos,
laxantes, antidiabéticos y diuréticos o bien usados para el tratamiento de hemarroides y
problemas vasculares (Takahashi,.1999).
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Ademas de que a los derivados esterificadas también se les ha encontrado otras
aplicaciones, en la seccidén de ésteres de triterpenos se comentara mas acerca de esté punto,
H,C, ,CH,

HG >

H,C CH,
Figura 9. B-amirina {A).

3.2. Acldo ursélico

£l &cido ursdlico (B), es un triterpeno pentaciclico presente en una amplia variedad de
plantas en forma de acido libre o unido a otro compuesto. (La estructura del compuesto se
presenta en la figura 10). Es también conocido como &cido 3p-Hidroxiurson-12-en-28-oico,
urson, prunol micromerol y malol. El cual se encuentra naturalmenie en una gran cantidad de
plantas medicinales; hojas de menta (Mentha piperita L), orégano (Origanum vuigare L), tomillo
(Thymus vulgaris L), Eucalyptus perriniana, Jacaranda caucana, Amaracus dictamnus.

(Piozzi, 1986).

En frutas se le ha encontrado en el arandano {Vaccinium macrocarpon), asi como en las
peras, manzanas, y ciruelas. Es usade como agente emuisificante en cosmeéticos en la industria
famaceéutica, v en la preparacion de alimenlos. Ademés se ha demostrado que B tiene
actividad antimicrobiana, antioxidante, antiviral incluyendao que tigne un efecto anti-VIH (Furuya,
1986; Somova, 2003).

HO™ ™
H,C CH,

Figura 10. Acido ursdlico.(B)
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3.3. Esteres de triterpenos

Los triterpenos se pueden encontrar esterificados con un azlcar, 4cidos grasos como:
acético, laurico y oleice asi como con acidos hidroxicinamicos. Los ésteres de triterpenos,
ademas de tener propiedades antioxidantes, antibacterianas y anti-inflamatorias; se les ha
atribuido actividad preventiva contra el cancer. A continuacidn se presentan algunos ésteres
aislados de diversas fuentes. '

En 1997 se aislaron dos derivados de! lupano, 3-(E)-ferulato del Acido betulinico y 28-acatil-
3-(E) cumarato del 4cido betulinico (Ver figura 11), se aislaron del tronco de Diospyros
maritima. Estas especies crecen en Taiwan y se pueden enconirar en frutas, hojas, ramas yen
fa corteza del arbol. Usualmente es usado en el tratamiento de enfermedades reumaticas por
un régimen tradicional de Taiwan (Hsiung et al., 1997).

O H OMe CH)'Rz
l |

R=C- (I: =C- OH R0

R2= OH H

Figura 11. 28-acetil-3-(E) cumarato del acido betulinico de Diospyros maritima.

En el mismo afio, tres nuevos compuestos; dos hidroxicinamatos de amirina v lupeol fueron
aislados de hojas y ramas de Acacia linaricides y Acacia trineura, flora nativa de Australia,
estas dos especies pertenecen a la familia de las leguminosas. Se reporto el aislamiento del cis
y trans de p-hidroxicinamato de amirina (Ver figura 12 en la siguienie pagina) v el trans-p-
hidroxicinamata de lupeol (Ali et al,1997).
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Figura 12. Cis y trans p-hidroxicinamato de amirina de Acacia linarioides.

En el afio 1998, se aislaron otros ésteres de triterpenos llamados; cafeato-3p-il-aldehido
del &cido betulinico , cafeato.28—aldehido-3[3-il del Acido oleanclico, partir de ramas de Celastrus
stephanotifolius ,en Yamakawa Tokushima, Japdn {Ver figura 13). Los cuales presentaron un
rango de actividades biologicas demostradas por varios miembros de esta familia y usados en

la medicina tradicional como estimulantes (Chen et al.,1998).

HO

HO

R= COOH

Figura 13. Cafeato 28-aldehido-3p-il del acido cleanalico de Celastrus stephanotifolius

En 1999, se aislaron varios derivados de B-amirina. Estos ésteres llamados 3-0-(E)-
cumarato de B-amirina, 3-O-(Z)-cumarato de pB-amirina y el 3-O-dihidrocumarato de B-amirina.
. (Ver figura 14), fueron aislados de hojas y ramas de Casuarina equisetifolia del Norte de
Australia, ésta especie presenta actividad antioxidante y evita el dafio a las membranas en
sistema bioldgicos evitando asi, una progresion de enfermedades como el cancer (Takahashi et
al.,1999).




Figura 14. Cumaratos de triterpenos de Casuarina equisetifolia.

En el afio 2002, se aisié a partir de ia corleza del arbol de Scaphopstalum thonneri, dos

nuevos compuestos llamados Scafopetalona y un nuevo éster del acido ferdlico llamado
Scafopetalumato (Ver figura 15), los cuales fueron aislados juntos con tres compuestos
llamados, dos cumarinas (Scopoletina y Scopolina) y un triterpeno pentaciclico (acido

aleanolico). Esta corteza del arbol es ampliamente usada por la medicina para el tratamiento de

enfermedades del rifidn, heridas y para el dolor de estomago (Vardamides et al.,2003).

HO
OMe

Figura 15.Scafopetalumato de Scaphopetalum thonneri.
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En el 2003, se identificaron ésteres de triterpenos en el ardndano Vaccinium macrocarpon,
llamados cis (1) y trans (2) 3-O-p-hidroxicinamatos del acido ursélico (Ver figura 16). El
arandano, es una fruta que ha demostrado tener un alto potencial benéfico, como es la
prevencién de adhesién de bacterias en el tracto urinario, ulceras estomacales, ademas de
poseer actividad antioxidante y anticancerigena (Murphy et al., 2003).

HO

HO @)

Figura 16. Cis {1) y trans (2) 3-O-p-hidroxicinamatos del acido ursélico

de Vaccinium macrocarpon.
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En el 2004, el éster de ia figura 17 trans-p-cumarate, ha sido aislado y probado contra
Staphylococcus capitis, mientras que fa figura 18 (I} reporta el derivado 11-etoxi oleanona de
Maytenus undata y finalmente en la figura 18 {ll} el triterpeno glicositado (Gibbons, 2004},

HO

HO™ ¢
H,C CH,

AcO (I
AcO gH

Figuras 18. Derivados naturales de triterpenos.
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En el mismo afio 2004, fueron aislados once triterpenos de la fruta de Zizyphus jujuba,
como son acido colubrinico, acido ziziberenalico, acido alfitolico y acido 3-O-cis-p-cumarato del
acido alfitolico {Ver ﬁgﬁra 19). Esta planta es ampliamente distribuida en Europa y en el sureste
de Asia. La semilla, la cual es conocida como Suan Tsao Zen en china es usada para el
tratamiento de insomnic , ademas de evitar artritis reumatoide, osteoartritis y lesiones

artereoscleroticas (Myung et at., 2004).

R3]

s,
%
%

R1= OH, R2= cis-p-cumaroiln
Figuras 19. Acido 3-O-cis-p-cumarato del acido alfitolico de Zizyphus jujuba.

En el afio 2005, tres nuevos ésteres de triterpenos pentaciclicos fueron aislados de
Bruguiera cylindrica, encontrado en Tailandia (Ver figura 20), estudios previos de estos
fitoquimicos, permitieron el aislamiento e identificacion de triterpenos de éste género, el cual

tiene un gran interés en la medicina (Karalai et al., 2005).

HO
Figuras 20. 3a-E-cafeoiltaraxerol de Bruguiera cilindrica.

19




En este mismo afo 5-hidroxi-2-metoxi-xantona, 2-hidroxi-3-metoxi-xantona, 4-hidroxi-3-

methoxi-fenil ferulato y el acido 3p-O-cafeato del acido betulinico (Ver figura 21) fueron aislados
a partir de Hypericum hookerianum (Clusiaceae), del area de la alta montafia de! norte de
Tailandia. Se ha reportado que esta planta contiene actividad antibacteriana, asi como un alto
efecto contra el crecimiento de células cancerigenas (Wilairat et al.,2005).

HO

H.c” “cH
H 3 3
HO

Figuras 21. 4-hidroxi-3-methoxi-fenil ferulato de Hypericum hookerianum.

En el 2005, dos nuevos ésteres de triterpeno llamados 3B—Z-ferulloillupeol y 3p-F-
ferulloillupeol, fueron aislados de las hojas de Ceriops decandra (Ver figura 22), esta planta se

encuentra en el este de Africa y Madagascar. Esta corteza del arbol ha sido usada como

medicina para el tratamiento de diarrea, vomito y ulceras (Ponglimanont et al.,2005).

J.

MeQ

HO

Figuras 22..38—Z-ferulloillupeal.




En la siguiente tabla 3 se muestra de manera cronolégica la cbtencion de varios ésteres de

triterpenos asi como sus fuentes y propiedades bioldgicas.

Aﬁo : Nombre : Fuente *l Rendimiento :| Prop. biolégicas §
1997 28-;C;tl|-3M(E) cumaralo { A d.56mg 7 1Kg § TralamlerIomdme
£ i1 del acido belulinico i| Diospyros maritima 2 E enfermedades
o1 1997 ‘cis ytrans i 20mg-41mg
| p-hidroxicinamato 4§ Acacia linarioides 1Kg -

i, . ldeamidna | Aceciatrinewa 4 0

| 1998 | Cafealo 28-aldeh|do-3|3u Celastrus 4 1.19mg/1Kg Estimulantes

i i il del amdo oleanohco | stehanotlfohus ?

‘ 1999 || 3- O—(E) cumarato de D- ‘ Casuanna 21 Bmg/ 1Kg i Actlwdad

: ] amirina ; equ.'setffoha i antioxidante
iQQQ 3-0-(2)-cumafato de C- ‘ Casuanna : Z19mg!1Kg Acllm;ldad '

amirina : equ.rset:folla antioxidante |

2002 ”Sc'afydpétaidméio I Scaphope A umm .B6mg I‘A‘i Kg % Dolor de estomago :

; thonneri
2003 Icis (1) and trans (2} 3-C- | “Vaccinium i 20mg/1Kg ~ Actividad
p-hidroxicinamate del i macrocarpon, i anticancerigena
.. {acido ursélico. b e e
|.2004 {trans-pcumarato | - i R
2004 ; Acido 3-O-cis-p- : Zizyphus jujuba |  8mg/1Kg i Tratamiento de
cumarato del ; ) ; insomnio

:[72005 | 3n-e-cafeniltaraxerol I Bruguiera cylindrica 62.0mg/1Kg ! Interés en la
T S codt o medicina
2005 | 4-hidroxi-3-methoxi-fenil Hypencum {| 6.36mg/1kg : Actividad
ferulato. hookerianum antibacteriana
2005 | 3p-Z-feruloillupeol ;| Ceriopsdecandra || 0.89mg/1Kg | Tratamiento de

; j | diarrea, vomito.

Tabla 3. Esteres de triterpenos aislados de fuentes naturales.

Esta informacion, resalta la importancia de los ésteres de triterpenos, fos cuales son
destacables por las propiedades biologicas que presentan.

Estos compuestos se han aislado de plantas, presentando un rendimiento muy bajo, en
relacion a 1Kg, el valor maximo fue de 62.0mg para el 3u-e-cafeoiltaraxerol a partir de
Bruguiera cylindrica, mientras que el valor minimo fue de 0.56mg para 28-acetil-3-(E) cumarato
del acido betulinico de Diospyros maritima como se muestra en la tabla 3.
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Estos compuestos estan formados por 4cidos hidroxicinamicos como son el &cido cumarico, -
ferllico, que se encuentran en mayor cantidad en la cascarilla de maiz y el 4cido caféico en el
café verde, asi como de tritepenos como el acido betulinico, cido ursdlico, acido alfitolico,
lupeol y la 8-amirina que se encuentran en una amplia variedad de plantas.

Estas dos unidades que conforman los éteres, se encuentran en fuentes naturales y en
cantidades abundantes del! orden de g/Kg, tal es el caso de la B-amirina con 4.03g / 1Kg a partir
de la corteza del arbol del nanche (Byrsonima crassifolia) y acido ursdlico 1.4g / 1Kg de ia
planta de tomillo (Thymus vulgaris). Estos datos abren la posibilidad de sintetizar los ésteres y
de obtener material suficiente para realizar diferentes pruebas.

4. Biotransformacion

Fara el desarrollo de éste frabajo, se realizd en la lercera etapa una técnica enzimatica
utilizando lipasas obtenidas de Candida antarctica y lipozyme, las caracteristicas que se
destacan en el empleo de lipasas es el uso de medios organicos para realizar reacciones de
ésterificacion, asi como para la sintesis de nuevos productos. Ya que el estudio de esto Gltimo,
ha sido amplio en diversos campos de la quimica.

Las biotransformaciones o bioconversiones, son reacciones quimicas catalizadas por
enzimas o sistemas enzimaticos contenidos en las células, este proceso consiste en la
modificacion estructural de un sustrato en un bioproducto mediado por un biocatalizador,
generalmente se lleva a cabo con altos niveles de especificidad y selectividad. Estos
catalizadores de origen natural ofrecen algunaé ventajas en la produccion de sustancias
tradiciqnales 0 nuevas (Faber,2000). Los biocatalizadores pueden ser enzimas puras o
extractos de éstas, cultivos de microorganismos_{hongos, bacterias y levaduras), complejos
enzimaticos, enzimas artificiales, células vegetales completas o exiractos de ellas, anticuerpos
cataliticos (Navarro,1988; Mermelstein,1998). Algunas enzimas son sensibles y pueden tolerar
un ambiehte hostil, asi como temperaturas maycres a 100°C y presiones altas, algunas
enzimas aceptan una amplia variedad de.substratos, ademas del natural. Actian a pHs
alrededor de 5-8, generalmente en 7 v a temperaturas de 20- 40°C e inclusive a temperaturas
mas altas de 40-70 °C.
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EERLAS i ra s L 1 L B B LAt e

[N"grupo [ Ciase [ Tipodereaccién catalizada [ Ejemplos
1 -| Oxidoreductasa || Transferencia de electrén 1 Catalasa, Glucosa Oxidasa, -
oo Oxidaciones i Lipooxigenasa
2 )| Transferasas 3 Transferencia del grupo funcional como | =——mv
: || acil, glicosil y fosfato de un substrato
3 | Hidrolasas .| Reacc. de hidrélisis. Substrato incluye Amilasas, Esterasas,
: i amida, ésteres, epoxidos, glicdsidos y Glucanasas, Pectinasas,
ool oo .. IPEplidos. Formacionde ésteres. | Proteasas, Ureasas, Lipasas -
4 | Liasas /| Adicion de grupos de dobles enlaces o | Hidroperoxidasas, Liasas
.. lifomaciondedoblesentaces | o
5 i| Isomerasas || Transferencia de grupos ala Glucosa isomerasa
.t tproducciondeformasisomericas. i
6 Ligasas ii Formacion de uniones C-C, C-5,C-O o —
: C-N por reacciones de condensacion
1porATP.

En la tabla 4, se muestra la clasificacion de las enzimas y ejemplos de ellas.

Tabla 4. Clasificacion y ejemplos de enzimas (Santamaria, 2002).

4.1. Lipasas ]

Las lipasas (Hidrolasas de los friacilgliceroles), son enzimas ampliamente difundidas en la
naturaleza, que poseen una considerable importancia fisiolégica y un gran potencial industrial,
es por mucho &l grupo de enzimas mas estudiado en aplicaciones biosintéticas (Faber, 2000).
Ademas de participar en el proceso de digestiobn de grasas, catalizando la hidrdlisis de
triacilgliceroles a gliceral y acidos grasos libres, posean una gran importancia biotecnaldgica ya
que son empleadas en la industria alimenticia. Las lipasas pertenecen al grupe de enzimas de
las hidrolasas, las cuales catalizan la hidrdlisis de uniones éster de glicéridos, acil-lipidos
emulsionados, se mantienen activas en la interfase agua / lipido. Ademas esta clase de
enzimas, demuestran una amplia especificidad en el sustrato, y pueden hidrolizar péptidos,
amidas y trighcéridos (Peter, 2000).

4.1.1. Fuentes y aplicaciones de Lipasas

Las lipasas se presentan, entre otros alimentos, en la leche, en semillas de oleaginosas
(soja, cacahuate), cereales (avena, trigo), frutas, hortalizas y en el tracto intestinal.

De igual forma se presentan en numerosos microorganismos como Aspergillus Niger, C.
rugosa, C. Lipalytica, G. candidum, H. Lanuginosa, M. Javanicus, Penicillium sp., P. Roquefortil,
P. Delemar, R. Javanicus, R. Niveus) liberan lipasas al medio de cultiva (Belitz, 1997;Hari,
2002).

23




5.-Arandano

El Arandano {Vaccinium macrocarpon), perteneciente a la familia Ericaceae, fruta nativa del

Narte de América principal productor, consumidor, exportador e importador de arandanos del

mundo vy juntoc a Canadé abarcan el 90% del area productiva total, seguida de Chile, Nueva

Zelanda y Sudafrica. Este frulo a despertado gran interés en el publico como un alimento

funcional, por sus grandes beneficios a la salud, asi como es importante desde el punto de vista

ecoldgice, no solo por sus frutos sino porque ademas protege el suelo de los bosques de ia

erosiéon (Murphy, 2003).

5.1. Valor Nutricional.

T

Contenido por 100 gramos de
__sustancia comestible

iAguate) . [874
‘[Proteinas(g) 0.3
-| Fibras {g) IR
‘[ Calorias (keal)  [42
[ Vitamina A(U) 30

1 Vitanina B1 (mg) [ 0014
[ Vitamina B2 (mg) “T0.0024
.| Vitamina B& (mg) | 0.012
| VitaminaC(mg) |12

| Acido fiavonoide {mg) [ 02

.1 Acido pantoténica (mg} i 12

[Sodiomg) 2

i| Potasio(mg) 72
[Calclo{mg) 14

[ Magnesio(mg)  ~ [6

.| Manganeso(mg) {05

[ Hierro(mg) " [os5
[Cobre(mg) [0626
[ Fésforo (mg) [1e
‘fCloromg) 4

Tabla 5. Contenido de sustancias en el arandano
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5.2. Acciones terapéuticas del arandano

Se ha demostrado que el arandano presenta acciones terapéuticas frente a alteraciones
circulatorias del sistema venoso, dado que los compuestos que contiene actiian protegiendo y
reforzando la pared de los vasos capilares y venosos, ademas previene la degeneracitn de la
retina y pérdida de la vision. {Murphy, 2003; Reed, 2002).

Frena el desarrollo de infeccién intestinal (Escherichia coli), normalizando el funcionamiento
del intestino y ejerce prevencion de infecciones urinarias, pues el jugo fresco o su extracto
ejercen accién antiséptica sobre la vejiga y 6rganos urinarios (Xiaojun, 2002).

Algunos de sus compuestos como las antocianinas, actian sobre los capilares de la retina
mejorando la irrigacién de las células foiosensibles resultando muy Util para recuperar ia
agudeza visual nocturna. Ademas posee taninos que le proporcionan una accién astringente
{Yeap, 1999).

5.3. Compuestos fendlicos identificados en el arandano

Recientemente se ha reportado que muchos de los efectos bioldgicos, que presenta el
arandano asi como otras frutas, se debe a la presencia de una amplia variedad de compuestos
fenélicos incluyende los acidos hidroxicinamicos y triterpenos, como se muestra en la siguiente
figura 23, y que en muchos casos estos contribuyen al color y sabor de las mismas.

Ry
Ry

R.
: o
R — o)

(Cis)

Me

R;=H, R;=OH, R3=H Acido Cumarico (1)

Ry'=CH3,R,'=CH3, R;=COOH Ac. Ursélico (B)
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Ry
Ry (Trans)

Ry =H, R;=OH, Rz=H Acido Cumarico (1)
Ry'=CH3, Ry'=CH3, Ry=COOH  Ac. Ursdlico (B)

Figura 23. Compuestos aislados del arandano

Como se muestra en la tabla 6, el arandano tiene mayor cantidad de compuestos fendlicos

ST R

que otras frutas:

: { Fruta Fenoles totales(umollg) |  Fenoles totales(umol/g)
I .l... . Pesoseco |  Pesohimedo

fUva(roja) [ " "e37+alz . 136+88
{{Clruela 582452 78407

{ il
l i

t 1

z o

[Manzana 341+48 64409
| Aguacate 127447 L3543

Tabla 6. Contenido de fenoles totales en frutas (Vinson,2001).

La.r_evisién realizada, resalta la importancia de los ésteres de triterpenos, los cuales son
destacables, por las varias funciones fisioldgicas que presentan, de ahi la motivacion en
desarrollar metodologias o procedimientos para su sintesis y que permite su uso posterior como
complemento o aditivos de alimentos. Para lo cual se han planteado los siguientes objetivos.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general
Obtener mediante una ruta que hace uso de reacciones quimicas y una enzimatica los

hidroxicinamatos de B-amirina, los cuales son andlogos a algunos de los compuestos
responsables de la actividad nutracéutica atribuida al aréndano.

HCy, 4CH;

O
R
1 RN OH +
R3
Ry
Acido cumarico (1)
Acido ferllico (2) B-Amirina (A)
C
R —
Ry
Rj

Cumarato de p-amirina (6a)
Ferulaio de p-amirina {6b)
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. Objetivos particulares:

Obtencién, purificacién e identificacion de p-amirina (A) a partir de la &rbol del nanche
(Byrsonima crassifolia) y el &cido ursélico (B), de la planta de tomillo (Thymus vuigaris)
mediante una técnica de extraccién utilizando acetato de etilo y acido acético al 2%.
Preparacion de cumarato de -amirina (6a) y ferulato de B-amirina (6b) mediante una ruta
quimico-enzimatica.

Obtencion dei acetilado del acido cumarico (1) vy ferulico (2).

Obtencién de los cloruras del acido cumarico y ferlico acetilados (4a y 4b).

Esterificacion de los cloruras del acido cumarico y ferdlico acetilados (5a y 5b).

Desproteccion del cumarato y ferulato de B-amirina acetilados (5a y 5b) utilizando lipasas

oblenidas de Candida antarctica y Lipozyme.

ldentificacion de todos los compuestos preparados en esta investigacion, utilizando técnicas

fisicoguimicas (p.i., Rf, IR, EM, 'H,"*C RMN).
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MATERIAL Y METODOS

1. Material y métodos
Para el desarrolio experimental de este frabajo, se utilizaron diferentes reactivos y métodos, los
cuales se encuentran especificados a continuacién.

1.1. Reactivos

Acido cumarico (CoH:03), acido ferdtico (CqoH1c04) acido caféico (CoHs0.), B-sitoesterol
(CagHs00), sulfato de sodio anhidro (Na,S0; anh.), hidroxido de sodio (NaOH), carbén activado,
malla molecular, gel de silice, acetato de etilo (CH;COOC.H;), acetona (CH,),CQ), acido
acético glacial (CH,COOH), acido clorhidrico concentrado (HCl o), anhidrido acético
(CH5CO),, clorura de oxalilo (C.ClLO5), cloroformo (CHCL;), diclorometano (CH,CL), éter de
petréleo (Cy1Hzs), hexano (CH4(CH).CH;y), metanol (CH;OHY), piridina (CsHsN) y tolueno(C,Hsg).
Todos los reactivos empleados fueron de grado reactivo analitico. En todos los experimentos se
empled agua destilada.
Reactivos bioldgicos: Las lipasas obtenidas de Candida antarctica y Lipozyme ambas de
Novozymes.

1.2. Reveladores, Cloruro férrico (FeCls) y Sulfato cérico.(Ce(S0,)..

1.3. Equipo

Incubadora-agitadora, modele 3531(THERMCLYNE); bomba de vacio ,modelo WP-25
(CAKTONY); balanza AP 110s (OHAUS); (MEL-TEMP) 10010 camara con lampara UV con
longitudes de onda 254 y 366nm, (CAMAG); rotavapor R-200 (BUCHI), parrilla de
calentamiento con agitacién magnética, modelo SPA 1025P (THERMOLYNE); recirculador de
agua con controf digital de temperatura 9101 (POLY SCIENCE); bafio de agua (CAKTON).
1.4. Analisis espectroscdpico de los compuestos abtenidos

Los compuestos obtenidos, fueron analizados por espectroscopia de infrarrojo (IR),
especfroscopia de masa (EM), resonancia magnética nuclear protonica (RMN 'H), y resonancia
magnética nuclear de carbono 13 (RMN °C).
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Los espectros de IR, se determinaron en un espectrofotdmetro FTiR Perkin Elmer 1600, 1as
determinaciones se realizaron en pastilla de bromuro de potasio (KBr), las unidades se
expresan en cm”,

Los especiros de masas fueron registrados en un espectrémetro de masas JEOL modelo .
JMS-8X102A, MASS Spectrometer, mediante la técnica FAB {Bombardeo de atomos rapido) e
impacto electronico.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN 'H) y de carbono-13
(RMN'®C) se generaron en un aparato Varian Unity innova VXR-3005m el cual se operd a una
frecuencia de 755 y 300 MHz. Los espectros fueron determinados utiizando cloroformo
deuterado (CDCls), los desplazamientos quimicos de las sefiales estan dados en unidades 3
(ppm).

Todos los analisis anteriormente mencionados se efectuaron en la USAI, Facultad de
Quimica de fa UNAM.

1.5. Procedimientos generales
Cromatografia en capa fina.

Para el seguimiento de los resultados durante cada proceso, asi como la deteccion de las
materias primas se utilizo CCF, empleando placas de aluminio de gel de silice con un espesor
de 0.2mm (Alugram SIL G/UV) y placas de celulosa microcristalina con un espesor de 0.1mm
{Macherey-Nagel).

Antes de revelar las placas, se visualizaron en ldmpara de UV {onda corta de 254nm y onda
larga 365nm). Posteriormente para el desarrollo de color se utilizaron reveladores como sulfato
cérico y cloruro férrica.

Cromatografia en columna

Para la purificacion de los triterpenos (A y B), asi como los ésteres acetilados (5a y 5b), se
realizo un fraccionamiento mediante cromatografia en columna ufilizando columnas de vidrio de
-diferentes tamafios y como adsorbente gel de silice de Macherey-Nagel.

Cromatagrafia en capa fina preparativa

Las placas empleadas en cromatografia en capa fina preparativa DC-Fertigplatten SIL G-
200 con un espesor de 0.25mm fueron de Macherey-Nagel.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

La estrategia a seguir para este trabajo se dividi6 en tres etapas, las cuales se mencionan a

continuacion:

1.-Obtencidn de [a B-amirina (A) de la corteza del arbol de nanche (Byrsonima crassifolia) y el
acido ursdlico (B) de la planta de tamillo { Thymus vulgaris), mediante una técnica de extraccion,
preparacion de la muestra, purificacion haciendo uso de cromatografia en columna e

identificacion mediante técnicas fisicoquimicas como; pf, Rf, IR, EM, *H,"*C RMN.

2.- Preparacién de los ésteres acetilados (6a y 5b) por métodos quimicos, mediante reacciones

de acetilacién, formacian de cloruro y estérificacion.

3.- Desproteccion del 5a y 5b, utilizando Candida antarctica y Lipozyme, asi coma identificacion

del cumarato y ferulato de B-amirina (6a y 6b), utilizando técnicas fisicoquimicas como: pf, Rf,

IR, EM, 'H, *C, RMN.
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1. Diagrama General de Investigacion
En el siguiente diagrama, se muestra de manera general fa metodologia seguida para la

preparacion quimico-enzimatica del cumarato de B-amirina (6a) y del ferulato de B-amirina (6b).

1™ Etapa 2% Etapa
NANCHE / TOMILLO AC. HIDROXICINAMICOS (1y 2}
Ext. con éter de petrileo Acetilacion
RESIDUO AHC, ACETILADOS (3a y 3b)

. Farmacian de clorira
v 12 Ext. Acetato de etilo/Ac. Acetico 2% v

RESIDUO CLORURO DE ACIDO (4a y 4b)

2% Ext Acetato de etilo/Ac. Acetico

.
EXTRACTO

Hexano- Acetato de etilo

PURIFICACION Esterificacion

Acetona

CRISTALIZACION

B-AMIRINA (A)/ Ac.
URSOLICO (B)

3” Etapa

ESTERES ACETILADOS (5a y 5b)

Lipasas
h 4

DESPROTECCION

CUMARATO DE 8-AMIRINA {6a)
FERULATO DE B-AMIRINA (6b)
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2. Diagrama de obtencién de los triterpenos
El siguiente diagrama, muestra la metodologia empleada para la obtencién de B-amirina (A} y el

acido ursdlico (B) a partir de fuentes abundantes mediante una técnica de extraccion.

MUESTRA
Limpieza
Y
4 Molienda
NANCHE TOMILLO
{Byrsonima crassifolia) (Thymus vulgaris L)

Extraccién con Eter de petrolec

RESIDUO EXTRACTO

12 Extraccién con acetato de etilo / Ac. acético
y

RESIDUO EXTRACTO

2% Extraccién con acetato de etilo / Ac. Acétice 2%

l
RESIDUO EXTRACTO
CONCENTRACION
PURIFICACION
CRISTALIZACION B-AMIRINA(A) [ AC. URSOLICO(B)
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2.1. Primera parte det desarrollo experimental (Obtencion de la f-amirina)

Para la obtencién de la p-amirina (A) se utilizé la corteza fresca del arbal de nanche
(Byrsonima crassifolia), realizando un secado de la corteza a temperatura ambiente, trituracion
manual; posteriormente se realizd un desengrasado, asi como una serie de extracciones con
disolventes de diferente pclaridad, cristalizacién y finalmente se le realizd al producto final una
serie de andlisis fisicoquimicas como son: pf, Rf.. IR, EM, 'H,"°C,RMN. A continuacion se
explica de manera mas amplia cada uno de los pasos descritos anteriormente.

2.1.1. Preparacion de la muestra

Para la obtencion de la B-amirina (A), se trabajd aproximadamenie con 3 Kg de la corteza
fresca dei arbol de nanche (Byrsonima crassifolia) traida de Campeche.

La preparacion de la muestra consistid en secar la corteza fresca del nanche a temperatura
ambiente (25-28 °C}, coloc&ndola sobre un papel absorbente durante 5 dias; una vez seca, se
hizo una reduccidn de tamafio mediante trituracidn manual para obtener un tamaro
homogéneo, finalmente se obtuvo 2.05 Kg.

2.1.2. Desengrasado

Se colocaron los 2.05 kg de la muestra en dos matraces de 2 L, adicionando éter de
petrdlec a cada uno, hasta que el disolvenie cubriera por completo la muestra (1.5 L), se
dejaron en reposo por 24 horas a temperatura ambiente (25-28 °C). Posteriormente se filiraron
y se concentraron por evaporacion. Este extracto se separd del resto de las muestras, para su
posterior estudio (Rastrelli, 1996).

2.1.3. Extraccion )

Después del desengrasado, se realizaron 4 extracciones por matraz, adicionando a cada
uno acetato de efilo-acido acético al 2%, hasta que el disolvente cubriera por completo la
muestra (1.5 L), se dejaron en reposo por 24 hrs a femperatura ambiente (25-28 °C).
Finalmente se filtrd cada extraccién por separado a través de un embudo de tallo largo, el
fitrado de cada extracto se concentrd por evaporacién (Murphy, 2003; Rastrelli, 1996).
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2.1.4. Andlisis de los extractos

Finalmente ef producto aislado se analizé por pruebas cromatograficas de capa fina. Como
fase movil se utilizé una mezcla de hexano-acetato de etilo en una proporcion 7:3. La coloracion
bbtenida por el compuesto fue comparada con una referencia proporcionada por el Instituto de
Quimica, para la identificacion del triterpeno.

2.1.5. Cristalizacion

A cada extracto concentrade se le adiciond acetona fria y se mantuve en un bario de hielo,
aparte se mantuvo enfriando un matraz con acetona. Después de que el extracto estuvo en
reposo y se observé la formacion de cristales, éstos se filtraron a vacio en un embudo Biichner,
el producto obtenido fue recuperado y lavado con acetona fria. Finalmente se obtuvo 8.264 g
del compuesto A. Los cristales obtenidos fueron analizados por técnicas fisicoquimicas como
pf, Rf,. IR, EM, 'H,"*C RMN {Rastrelli, 1996).

2.2. Obtencién del acido ursélico

En el caso de la obtencién del &cido ursolico (B) se realizé de la planta de tomillo{Thymus
vulgaris L) (Somova, 2003}, para fo cual se siguid el mismo procedimiento como para Ia
obtencién de la B-amirina. £l Gnico paso que se agregd a este procedimiento fue la purificacion
por medio de cromatografia en columna.

2.2.1. Preparacion de la muestra

Para la obtencidn del 4cido ursdlico (B) se trabajé con 5 Kg de la planta de tomillo. La
preparacién de la muestra consistid en secar la planta de tomilic (Thymus vulgaris) a
temperatura ambiente (25-28°C), colocandola sabre un pape! absorbente durante 5 dias. Una
vez seca la muestra se hizo una reduccion de tamaiio mediante trituracion manual para obtener
un tamafio homogéneo, finalmente se obtuvo 1 Kg.

2.2.2. Desengrasado

Con el fin de obtener el extracto de la planta de tomillo. Se colocaron 1 Kg de la muestra en
dos matraces de 2 L {500 g en cada uno), adicionando éter de petrdlec a cada uno, hasta que
el disolvente (1.5 L) cubriera por completo la muestra, se dejaron en repose por 24-48 hys a
temperatura ambiente {25-28 °C). Posteriormente se filtré cada extracto a través de un embudo
de tallo fargo. El filtrado se separé del residuo para concentrarlo par evaporacisn. El extractd se

separd del resto de las muestras, para su posterior estudio (Murphy, 2003; Somoava, 2003).
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2.2 3. Extraccion

Después del desengrasado, se adiciont acetato de etilo—acido acético al 2% a cada matraz,
hasta que el disolvente (1.5 L} cubriera por completo la muestra, se dejd en repose por 24hrs a
temperatura ambiente, se repiti6 la extraccion 4 veces por matraz.

Pasteriormente cada exiraccion se filtré por separado a través de un embudo de tallo largo.
El filtrado de cada extracto se concentrd por evaporacion. Después de obtener el exiracto
concentrado se filtré a vacio en un embudo Blichner, con una cama de celita, otra de carbén
activado para eliminar la clorofila. Para finalmente, concentrarlo por evaporacion.

2.2.4, Analisis de los extractos

Los extractos obtenidos, fueron analizados por pruebas cromatogréficas de capa fina.
Como fase madvil se utilizd una mezcla de hexano-acetato de efilo en una proporcidn 95:5
{Murphy, 2003). La coloracién obtenida por el compuesto fue comparada con una referencia
proporcionada por el Instituto de Quimica, para la identificacion del triterpeno.

2.2.5. Fraccionamiento por cromatografia en columna

Cada extracto (4), se purificé mediante cromatografia en columna, empleando ge! de silice y
una columna de 10 cm de diametro por 30 cm de alto, para la elusidn se realizaron 10
extracciones de 200mL de hexano-acetafo de efilo 95:5. 9:1, 8:2, 7:3. La purificacién de esle
compueslo, se siguid por cromatografia en capa fina, a lo largo de todas las fracciones
obtenidas. Finalmente se obluvo 1.4 g. del compuesto B. Se identificé por técnicas
fisicoquimicas como pf, Rf,. IR, EM, 'H, "*C, RMN {Hung, 2001).
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3. Diagrama de obtenciéon de los ésteres del &cido cumarico y ferulico acetilados
El siguiente diagrama muestra la metodologia empleada, para sintesis quimica del éster del
acido cumarico acetilado (5a) y el éster de! cido ferdlico acetilado (5b).

ACIDO CUMARICO (1) ACIDO FERULICO (2)

Acetilacion

r

ACIDO ACETILADO {3a y 3b)

Formacién de clorure

CLORURO DE ACIDO ACETILADO (4a y 4b)

Esterificacién

ESTER ACETILADO (5a y 5b)

3.1. Segunda parte del desarrollo experimental
La segunda etapa de esta investigacion consistid en la preparacidn de los ésteras del acido

cumarico y ferulico acetilados (5a y 5h). El rendimiento obtenido para cada una de estas etapas
se menciofia en la seccidn de resultados.

3.1.1. Acetilacién de los acidos cumaérico y ferulico

La reaccidn de acetilacién se realizé por un método sencillo, mediante el empleo del

anhidrido acético y piridina. Para explicar el procedimiento se basara en Ia preparacion del 5a.
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Para la acetilacion del compuesto 1, en un matraz bola se pest 2.05 g, se disolvio en 8mL
de anhidrido acético, en presencia de 5mL de piridina como medio de reaccion, esta mezcla se
dejé en un bafio de agua con agitacion a una temperatura 35-40°C por 24 hrs. La mezcla de
reaccion del acido, se tratd con acido clorhidrico al 5%, acetato de etilo y agua. El extracto
obtenido se concentrd utilizando la bomba de alto vacio. Todo el proceso de acetilacién para los
compuestos 1 y 2, se siguié por medic de CCF, empleando como eluyente un par de
disolventes Hexano-Acetato de etilo 7:3. Para el compuesto 3a se obtuvo 2.58 g y para el 3b
1.05g.

3.1.2. Formacidn de cloruros de los acidos cumarico y‘ferillico acetilados

El cloruro del 4cido cumarico acetilado (4a) y de! &cido ferulico acetilado (4b) se prepararon
a partir de 2 g de 3a y de 1 g de 3b respectivamente.

Para la formacion del compuesto 4a, en un matraz bola se pes6 2.0 g de 3a se disolvia en
20 mL de diclorometano. A esta disolucién se le adiciond lentamente 3 mL de cloruro de oxalilo.
Se coloctd a reflujo con agitacion por 24 hrs.. Después se evapord el disolvente para tener el
compuestes en forma sdlida. Debido a que los compuestos 4a y 4b son poco estables se
prepararon in situ, por lo que de estos compuestos no se tienen referencias, solo se dio
seguimiento a la reaccién a través de CCF.

3.1.3. Formacion del cumarato de B-amirina acetilado y ferulato de B-amirina acetitado.

Al 4a in situ, se disalvié en 5ml de diclorometano, se le adiciond 2.7 ¢ (0.006 mol) de A, en
presencia de 5 mL de piridina, para obtener finalmente el cumarato de B-amirina acetilado (5a).
La mezcla de reaccién, se mantuvo a reflujo con agitacion por 24 hrs. Para obtener el ferulato
de B-amirina acetilado {5b) se sigui6 el mismo procedimiento explicado para la formacién del 5a
{Mastihubova et al, 2001).

Una vez que por CCF se observé la formacion de los productos se prosiguié a evaporar el
disolvente. Para finalmente tratarios con &cido clorhidrico al 5% y acetato de etilo. Los extractos

“abtenidos se concentraron a sequedad en el rotavapor.

Purificacidén de los productos: Ya concentrados los productos, estos se purificaron por
cromatografia en columna, utilizando una columna de 6 cm de didmetro por 18 cm de alto, se
empaco con gel de silice v se eluyeron 15 fracciones de 100mL de hexano-acelato de etilo
95:5, 9:1.y 1.1, las cuales se concentraron a sequedad en un rotavapor por separado y se
analizaron por CCF, dando como producto 1.18g de cumarato de B-amirina acetilado (5a) y

0.63g de ferulato de f-amirina acetilado (Sb).
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4. Diagrama de desacetilacion del cumarato y ferulato de p-amirina acetilados
El siguiente diagrama muestra la metodologia empieada, para hidrélisis enzimatica del 5a y del
5b, para obtener el cumarato de B-amirina (6a) y el ferulato de f-amirina (6b).

ESTER DEL ACIDO CUMARICO ESTER DEL ACIDO FERULICO
ACETILADO (5a) ACETILADO (5b)
Lipasas Lipasas
ESTER DEL ACIDO ESTER DEL ACIDO
CUMARICO FERULICO
Purificacion Purificacion
r y
CUMARATO DE B-AMIRINA (6a) FERULATO DE B-AMIRINA (6b)

4.1. Tercera parte del desarrollo experimental

Para realizar {a ruta de sintesis propuesta en este trabajo, con el fin de desproteger el grupo
hidroxilo {-OH) de los acidos 5a y 5b, se monto una técnica enzimatica utilizando lipasas de
Candida antarclica y lipozyme ambas de Novozymes, para obtener el cumarate de B-amirina
(6a) y fertlato de p-amirina (6b) con las caracteristicas deseadas

E! rendimiento obtenido para cada una de estas etapas se menciona en la seccion de
resultados.

4.1.1, Desacetilacion del cumarato de B-amirina acetilado y ferulato de p-amirina acetilado

Para la reaccién de desacetilacion con lipasas, se colocd en diferentes viales 20 mg de las
muestras 9a y 5b por separado con 0.1mL de octanol y 10mi de tolueno, adicionando
posteriormente 10mg de enzima ya sea de Candida antarclica o de Lipozyme. Los viales se
colocaron en diferentes matraces, se mantuvieron en incubacién a 45°C y en agitacion a 250

rpm, alrededor de 4-5 hrs. Durante este proceso se dio seguimiento a la reaccitn por CCF.
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4.1.2. Purificacién de los compuestas finales

Después del tiempo de reaccién y de analizar por medic de cromatografia en capa fina cada

una de las muestras de los praductos finales, la mezcla de reaccion de cada acido, se filtré y se

lavo utilizando diclorometano. Finalmente se evaport el disolvente, dando como proaducto el
cumarato de B-amirina (6a) y el ferulato de p-amirina (6b) con las caracteristicas deseadas
(Cruz, 2004).




Hlsulbados

RESULTADOS

El siguiente diagrama representa la ruta de sintesis propuesta en este trabajo para la obtencién del
cumarato de f-amirina (6a) y ferulatc de B-amirina {6b), los cuales se obtuvieron a partir del acido
cumarico y ferilica {1 y 2) mediante un proceso de acetifacion, para obtener asiios acidos acetilados (3a
y 3b). Una vez formados los &cidos acetilados correspondientes se obtuvieron los cloruros de los acidos
cumarico y ferdlico acetilados (4a y 4b). Con estos compuestos y utilizando la -amirina {A) en presencia
de diclorometanc y piridina se llegd a los ésteres acstilados (5a y 5b). Para finalmente, realizar una
desacetilacion utilizando lipasas, de lo cual se obtuvieron el 6a y el 6b.

0 0
R1 \ R
1 N
| M Acetilacion l oH
r——
R
2 OOCH 4&
3]

R
Acido cumarico (1)

Acido ferdlice  (2) Ac. cumarico acelifado {3a)

Ac. ferulico acetilado (3b)

Cloruro de
oxalilo
Q
R
! = cl
_ CH,C00
o]
Ra
R, o Cloruro de los dcidos {8a y 4b)
s C, CH
Piridina + M, 2
Ry Diclorometano

R Cumarato de p-amirina (6a)
Ferulato de p-amirina (6h)

Lipasas

.0 =
Ry = (8] r
CHyC00 Ester del ac. cumérica acetilado (5a)
Ry

Ester dei dc. ferilico acelilado  (6b}
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A continuacion se presentan los resultados para la obtencitn de los triterpenos B-amirina A,
acido urstlico B, asi como para la preparacién del cumarato de B-amirina 6a y ferulato de -
amirina 6b) durante el desarrolto del presente trabajo.

Para cada uno de los compuestos los resultados se presentan en tablas diferentes,
mencionando las caracteristicas fisicas, resultados espectroscopicos vy resultados de
resonancia magnética nuclear. En algunos casos, se repartan los datos tedricos que se
conocen en la literatura, '

1. Obtencion de triterpenos
1.1. Obtencion de la f-Amirina

Para la formacién del cumarato de B-amirina (6a) y ferulato de B-amirina (6b), fue
indispensable la obtencion de un friterpeno. Para lo cual la primera parte de esta investigacion
consistio en la obtencion de la $-amirina (A) de la corteza del arbol de nanche (Byrsonima
crassifolia) de lo cual se obtuvo 8.246g con un rendimiento del 0.40%. En seguida se presentan
su estructura asi como los resultados obtenidos.

H,C, ,CH,

HO

H,C CH,

Estructura de la f-amirina (A)
El compuesto A se analizd por técnicas como son: pf, Rf, [R, EM, 'H, *C RMN, los
resultados se compararon con datos teé6ricos, 105 cuales concuerdan con los resultados

obtenidos, como se observa en las siguientes tablas 1, 2 y 3.

‘ ! Caracteristicas | Experimental Tedrico

_Cistblanco

[Tipo de cristal | Cristal blanco-Beige

i
1
i

{Puntode fusién [~ 195.198°C [ " 193-195°C |
{P.Molecular | ~ 426g/mal . A426g/mol
[Rf.

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de la -amirina (A}
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En el anexo para A, se muestra el espectro de masas con un valor 426, el cual concuerda
con los datos reportados. En el espectro de IR, se observan bandas de absorcion
correspondientes a los grupos funcionales caracteristicos de este triterpeno como es: en 3298
(OH). En la tabla 2, se muestran los resultados de los parametros de IR, EM, esperando con
esto tener una referenma mas para dlcho compuesto

oy BN L S

Anaiisis { Experlmental } Teorlco

K (KBr) Vma,Jcm 3298(0H) 1712y 1660
miz. 428 (M, GagHegO), 412(2.1),

| 408(0.5), 218(100),

1 203(24),189(5),135(8),133(4). _

i(KBr) Vma,/cm 1790 1708, 1663y1620
[miz: 426 (M", CaHegQ), 411(2.1), 393 (0.5),
218(100), 207(2), 203(24),191(5), 189(5),
(1 175(5), 181(4), 135(8),133(4).

,,1
TR
[ Em
i

i

Tabla 2. Identificacion espectroscépica de la p-amirina (A).

En los espectras de RMN'H y RMN™C (Ver anexo para A), resulta facil distinguir las
sefiales que corresponden a las caracteristicas de la f-amirina {A) como san; los ocho metilos
en las siguiente posiciones en C-23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, los cuales muestran seiiales a
un campo alto entre 0.6 y 1.8 ppm, de igual forma se confirma ta obtencion de este compuesto .
por la doble ligadura entre C-12 y C-13 el cual se presenta en 5.78 (1H, t, J=3.6Hz, H-12) lo
cual se cenfirma con los desplazamientos reportados por Knight, 1974; Rahman, 1990, asi
como la posicidén del grupo-OH en el C-3 presentada con una seiial en 3.23 (1H, m, J=5.1Hz,
H-3). Los datos obtenidos de resonancia magnética nuclear de 'H y ™C para la p-amirina (A),
se muestran en la tabla 3.

R R e B T BT s B T B LIS 4 T

Tedrico

5 Ana|15|s E Expenmental

'RMN 'H

CDCl;, TMS 299.7MHZ. &: 5.18(1H.L,
J=3.6Hz, H-12), 3.23(1H, m, J=5.1Hz.,

H-3)1.13, 0.99, 0.96 y 0.93 (cada uno 3H,

s, H-27, H-26, 23, y 25), 0.87 (6H,s, H-

1130,29), 0.83 y 0.79 {cada uno 3H,s,
{H-28,24)

TCDCls, TMS 100MHz. & 5 18(1H.L

J=4.0Hz, H-12), 3.22(1H, m, J=12Hz.,

H-3}, 1.12, 0.99, 0.96 y 0.93 {cada uno 3H,
.18, H-27, H-26, 23, y 25), 0.86 (6H,s, H-30,
129}, 0.82 y 0.78 (cada uno 3H,s, H-28, 24)

RMN
‘SC

: CDCIS,TMS75 3MH15 145 1(C 13)

121.7{C-12),79.0(C-3).55.1(C-5), 47.6
(C-9), 47.2(C-18), 46 B(C-19), 41.7,
(C-14),38.7(C-4.8),38.6(C-8), 37.1

1(C-22),34.7(C-21),33.3(C-29), 32.6

(C-7), 32.5{C-1T7), 31.1{C-20}, 28.4

| (C-28),28.1(C-23),27.2(C-2), 26.9
1{C-16),26.1{C-15),25.9(C-27), 23.7

{C-30),23.5(C-11),18.3(C-6), 16.8

1(C-26),15.5(C-25),15 5(C-24)

[CDCl,, TMS 22.63MHz, 5:145.1(C-13),
1121.18(C-12), 79.0(C-3), 55.3(C-5),
147 7(C-9), 47.3(C-18), 46.9(C-19), 41.8
1{C-14), 38.8(C4,8), 38.7(C-8), 37.6(C-22),
134.8(C-21), 33.3(C-29), 32.8(C-7), 32.5
1(C-17), 31.1(C-20), 28.4(C-28) 28 2(C-23),
| 27.3(C-2), 27.0(C-16), 26.2(C-15), 26.0
1(C-27), 23.7(C-30), 23 6(C-11),18.5

(C-6),16.9(C-26),15.6(C-25),15.5(C-24)

Tabla 3. Ideniificacion por resonancia magnética nuclear de la i-amirina {A).
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1.2. Obtencion del acido ursélico

Para la obtencion del acido ursdlico {B) se trabaj6é con la planta de tomillo, {Thymus
vulgaris L.) (Somova, 2003) se obtuvo 1.4 g, con un rendimiento 0.14%. Este compuesto se
analizo por técnicas: pf, Rf. IR, EM, 'H,"*C RMN, los resultados se analizaron con datos
tedricos, los cuales concuerdan con Jos resultados obtenidos, como se observa en las tablas 4,
5v6. ‘

Aunque la obtencién del acido ursélico (B) fue adecuada, se decidid utilizarse dnicamente la
B-amirina (A). Por lo que posteriormente se desarrollard la metodologia empleando esta
molécula; su estructura se muestra an la siguiente figura, y las caracteristicas fisicas de este
compuesto se presentan en la tabla 4.

H,C CH,

Estructura del acide ursélico (B)

— . , R SR T T B

] Caracterlstlcas l Experimental { Tedrico

Polvo b!anco .l —
| 2re281°c
[ _45Bg/mal
i
A

%iTIpO de crlstal Cnstal blanco
[Punto de fusion | 245 248°C
[P, Molecular _ ) 4569/mol ;‘
RE. (Hex-AcOEL 9:1)
:|Rendlmiento [T T0a4%

Tabla 4. Caracterislicas fisicas dal 4cido ursélico (B)

En el anexo para B, Se muestra el espectro de masas con valor 456, el cual corresponde
con el peso molecular por datos tedricos, de igual forma la presencia de los grupos funcionales
en el espectro de IR; presentan bandas de absorcién correspondientes al compuesto en 3437
(OH), 2926 y 7456 (CH3) (Hung, 2001).




Los resultados obtenidos del analisis espectroscopico por IR y Masas del acido ursélico (B)

{Anélisis | Experimental , Tedrico

IR [ (KBr) Voo ' :3437(0H), 2926, (KB Vinadem ™ :3437.71(OH), 2926.36, 1700-
1 1700-1690(COOH), 1456, 1387, 1043 1} 1690(COOH), 1456.21, 1387.19, 1043.89 y

G . iy9%6 ... . |9%3 -

; EM I miz: 456 (M, C30HO0s5), 439, 411(3), || miz 456 (M, CyyH,e04), 410(3),248(100),

¢ ;| 248(100), 203(47) 203(47).

Tabla 8. Identificacion especlroscopica del acido ursdlico (B).

En este caso, en et espectro de RMN'H y RMN™C (Ver anexo para el dcido ursdlico B), ios
desplazamientos C-23, 24, 25, 26, 27, 29, 30 se encuentra en un campo alto entre 0.8 y 1.4
ppm, los cuales corresponden a los mefilos de éste compuesto, asi como la posicidn del grupo -
OH en C-3, esta sefal se localiza en 3.19 (dd, J= 5.7HZ, H-3), todos éstos datos concuerda con
las referencias tedricas (Rahman, 1990).

Los datos obtenidos de resonancia magnética nuclear de 'H y '*C para el acido ursélico (B),
se muestran en la tabla 6.

AR R R S PESF vo BO RO B S A B T O BT

R

;;Anélisis

Experimental i

Tedrico

'RMNH

‘1 H-18), 1.25, 1.08,0.98{3H,d,J=10.8Hz,H-

-10.82(3H,5),0.77(3H,s)

CDCh, TMS 300.2MHz. 5.5.28(1H, . J=
3.6Hz, H-12), 3.19(1H,dd,
J= 5.7Hz, H-3),2. 20(1H,d,J=11 4Hz,

29), 0.92(3H,5,H-25), 0.86(3H,J=3Hz),

fcDbet,, TMS 300HzZ. 5:5.28(1H, £,J= 3.6Hz,
{H-12), 3.12(1H,dd J= 5.2Hz, H-3),

| 2.18(1H,0,J=13 8Hz,H-18), 1.25 y

| 1.09(3H,5),0.97(3H,d,4=6.8Hz), 0.92(3H.5),
| 0.86{3H,4=6.3Hz), 0.81(3H,s), 0.78(3H,5).

TRMN

125.3,138.1,180.2,

CDCl;, TMS 75.5MHz. 8:15.3, 15.5, 7177.0, :
18.2, 211, 23.1, 23.4, 241, 271, 280,

}29.5, 306, 32.9, 36.6, 36.9, 38.7, 39.0,:

394, 419, 474, 475, 526, 55.1, 78.8, !

181.2.

CDCl;, TMS 75.5MHz. &:15.5, 156, 170,
18.3, 21.2, 23.3, 23.6, 241, 27.2, 28.0, 29.7,
30.6, 32.9, 36.7, 37.0, 38.7, 39.0, 39.4, 420,
47.5, 47.9, 526, 55.2, 79.0, 125.8, 137.9,

Tabla 6. identificacion por resonancia magnética nuclear det acido ursélico (B).
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2. Obtencion de los ésteres del 4cido cumérico y ferdlico acetilados

Como segunda etapa en la metodologia empleada para este trabajo, fue la preparacién de
cumarato de 3-amirina acetilado (5a) y ferulate de p-amirina acetilado (5b), mediante el uso de
reacciones quimicas.

Los &cidos hidroxicinamicos utilizados fueron el acido cumarico (1) y el acido fertlico (2)
este ditimo fue extraido en el laboratorio (Tercero, 2001). Ambos compuestos se analizaron por
las siguientes técnicas: pf, Rf, IR, EM, "H,"*C RMN, los resultados obtenidos se analizaron con
datos tericos los cuales concuerdan como se observa en las siguientes tablas 7, 8 y 9.

Q

R S OH

Ry
R;

R¢=H, Ry=0OH, Ry=H Acido Cumarico (1)
Ry=H, Ry=0H, R3=OMe  Acido Ferillico (2)

Estructura base de los acidos hidroxicinamicos.

TR TR Y L

i Caracteristlcas

ACIdO Cumarlco (1) Acldo Ferullco (2)

1
GO, L CuttiOs

|
1 Formula |
[P-Molecular [~ ieaGBgma | isd1ogia
ﬁlpo decristal || Polvoblanco [ Polvo amarillo
- [Punto de fu ) 196200°C | 162467°C
l i

057 (Hex-AGOEt 6:4) 0.54(Hex-ACOEI 82)

{RE.

Tabla 7. Caracleristicas fisicas de los acidos hidroxicinamicos.

Los resultados del analisis espectroscapico por IR y Masas de los acidos hidroxicnamicos
se reportan en las siguiente tabla 8.

R e - ey

g[Analms | Acldo Cumarico (1) Acido Ferdlico (2)

% IR [{KBr) Vinaddom ™ 3372(0H), 167 1{C=0Y, | (KB V. mdom™ 3434 (ar omaii-OH),

g 11627, 1511, 1448, 1213, 1171, 978, .| 2918(C-H),1691(C=0), 1432({aromatico-
183241,691, _______|OH), 1275(aromatico-0-C), 1034(C-0).
iz 164 (M, CoHgOah, 147, 119,91, | miz. 194 (M", CroHo00). 194(7%),
1 65. 177(100%),136(28%), 107(249%),

89(21%), 77(52%),39(7%).

Tabla 8. ldenhﬁcaclon espectroscépica de los &cidos hidroxicinamicos
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Los dalos de resonancia magnética nuclear de 'H y "*C para los acidos hidroxicinamicos se °

muestran en la tabla 9.

Analisis :{ ‘ Acldo Cumirico (1) . t Acido Ferul:co (2)
[RMN'H |CDCL, TMS3002MHz  [CDCh, TMS 300 2MHz.
: | 5:7.76(2H,d,J=16.2Hz H-3), 1 8:7.71(1H,£,0,0=15.9MHz):

4 7.57(2H,d,J=8.4Hz H-5), 7.15(2H,d, 4 7.12(1H,0,J=8 1MHZz);7 07 (1H,dd,J=4.3MHz);

J=1.8Hz,H-6), 6.41(1H,dd,J=15.9Hz,H-2) | 6.93(1H,d,J=1.9MHz;
: 1| 6.29(1H,,d,J=15.8MHz; 3 94(3H,5.CH;-0).

\[RMN ™C [ CDCl,, TMS 300 2MHz. 5:115.7, 116.45. | CDCly, TMS 75.5MHz. 5:56.2, 1115,

;| 125.84, 130.76, 145.08, 160.05,168.9. 1115.9,116.1, 123.3, 126.3, 145.3, 148.4,
' 11 149.5, 168.9.

2.1,

Tabla 9. Identificacion por resonancia magnética nuclear de los 4cidos hidroxicinamicos.

Acetilacion de los acidos cumirico y ferilico

Para ilegar a la fermacion de los compuesto 3a y 3b, se tomd como materia de partida los

acidos cumarico (1) y el ferdlico (2), como se muestra en la siguiente reaccién.

0]
Anhidrido
Ry o oy  Aacético Ry T OH
| =
Rz Piridina OOCH,C
R3 R3

Ry=H, Ry=0H, R3=H  Ac.cumarico (1} Ry=H,Rj3=H Ac. cumarico acetilado (3a)
R4=H, Ry=0H, R3=OMe Ac. férillico (2) R;=H, R3=OMe Ac. ferdlicc acetilado (3b)

Los 2.58g de 3a con un rendimiento del 94% y los 1.05 g de 3b con un rendimignta del

96%, se les analizd por medio de técnicas fisicoquimicas. En las siguientes tablas 10, 11 y 12

se presentan los resultados..

R

}

T
7
L

i Caracterlstlcas iAc. Cumérlco Acetilado (3a) ] Ac Ferullco Acetalado (3b)

f Formula i C1|Hmo4 - Bl C12H,205 ____

| B, Molecular 1 7 207 1 glmol ] T 23612 glmm

[ Tipodecristal | _ Povoblancohuesa | Cristal amarilo

.| Punto de fusion | *154-159 °C [ 1es170°C o
~ RE N AcOEt64) 75 7 060(Hex -AcOEL, 82) -
Rendimiento [ 4% _ D %%

Tabla 10. Caracteristicas fisicas de los acidos hidroxicinamicos acelilados.




En la tabla 11 se muestran los resultados de los parametros obtenidos por IR, EM para los
compuestos 3a y 3b. Los resultados para el 3a en el espectro de IR presenta bandas
caracteristicas en 2822 correspondientes al compuesto acetilado, asi como en 7205 (COOH).
Al ver el espectro de masas el valor 207 corresponde con el valor caiculado para 3a. De igual
forma para el 3b, el valor obtenido de M* 236 corresponde con el esperado para la estructura
de este compuesto.

e g o S e S B2 DL R T SR, A S R R R BRI R B TR RO et 2k R R S A R T

iAnahsns Ac. Cumadrico Acetilado (3a) :i Ac Ferullco Acetllado (3b)

iR T(KBI) Ve T :2822(0CH,), KB Vioadom™ —
: 1677.90(C=0}, 1507{OH),

11585, 1507, 1428, 1371, 1311, 1286,
| 1205, 993, 839, 683, 632.

[EM iz 207 (M", CoHieO2).120, 89, 65 | miz. 536 (M", C1aH:205),194(10), f
d '1149(100), 132(40), 105(12), 89(5). . .

Tabla 11. Identificacién especlroscapica de los Acidos hidroxicinamicos acetilados.

En base a la referencia de Mastihubova, 2001, los datos de resonancia magnética nuclear
de 'H y °C para el 3a y 3b, que se muestran en la tabla 12 concuerdan, ya que para el 3a el
espectro de RMN'H, se observa una sefal en 2.32 (s, 3-H) correspondiente al &cido cumarico
acetilado (3a). Mientras que para el 3b, el espectro de RMN'H, muestra la sefial en 3.87 (s, 3-
H, OCHj3) a pesar de que no se cuenta con los espectros de IR y RMN™C, para éste ultimo, los
resultados obtenidos de RMN'H y EM son suficientes para decir que se trata del acido ferdlico
acetilado (3b).

S T

%Anélisis ACIdO Cumanco Acetllado (3a) } Aado Feruhco Acetllado (3b)
RMN'H CDC#g, TMS 300.2MHz. N CDClg, TMS SOOMHZ 8 7. 59(0‘ 1-
: |8:7.76(2H.d.J=16 2Hz H-3), H.,), 7.09(dd,1H.J=8.1Hz, H-8),
7.57(2H,d,J=8.4Hz,H-5), 7.15(2H,d, | 6.5(d,1-H, J= 15.9Hz), 3.81(s,3-

|J= 1.8Hz,H-6), 6.41(1H,dd,J=15.9HzH- | H,OCH;).
2),2.32(3H,8,7-H),

:|RMN e CDCl,, TMS 75. 5MH£S1172 1222 ”‘c:"t)él';,mﬁf'lmsmééﬁ:éwi\‘}iﬁmzm.mé}'ﬂ'w
: 1129.5, 131.7, 145.8, 152.4, 169.1, 171.3

Tabla 12. Identificacién por resonancia magnética nuclear de |os 4cidos hidroxicinamicos acstilados




2.2. Formacién de los clornuros de los acidos cumarico y ferdlico acetilados

Los cloruros del acido cumarico y ferllico (4a y 4b) se obtuvieron & partir del 3a y 3b
respectivamente, a través de la reaccidn con clorure de oxalilo en diclorometano, como se
muestra an la siguiente reaccion.

o o)
R, Cloruro de Ry
[ RN OH oxalilo [ x Cf
—-—b.
CHLC00 Diclorometano CH,COO0
Ra R3
Ry=H,R3=H  Ac. cumarico acetilado (3a) Ry=H, Rz=H  Cloruro ac. cumarico acetilade (4a)
R1=H, R3=OMe Ac. férllico acetifado (3b) Ry=H, R3=OMe Cloruro &c. fénilico acetilado (4b)

Los compuestos 4a y 4b presentaron un rendimiento del 92%. Estos no se mandaron a
analizar por ningdn método espectroscopico para su identificacion, por ser poco estables,
ademas de que se prepararon in situ e inmediatamente se utilizaron para la obtencién del 5a y
Sb respectivamente. En la tabla 13, se presentan algunas caracteristicas fisicas que éstos
presentaron. '

ratico (4b)

ST

Caracteristicas | Cloruro del Ac. Cumarico (4a) | Cloruro del Ac. Fe

5

\Formula s C2H3104Cl
‘[P.molecutar | 2gmol [ 254 gimol
RE [ 08aMexAORLEA) | 072(HexAcOEL 83
‘[Rendimiento | %% Ce%

i

Tabla 13. Caracteristicas fisicas de! clorura de los acidos hidroxicinamicos.

2.3. Esterificacion de los acidos cumarico y feriilico acetilados.
La siguiente reaccion muestra la formacion de los ésteres de los acidos cumérico y ferdlico
acetilados (5a y 5b), utilizando el 4a y 4b respectivamente y reaccionando con A en presencia

de piridina.
o]
(8]
R.
R 1
! = al R= p-amirina " \ OR
Piridina
CHAC00 CH;C00
Rs Rs

R¢4=H,R3=H  Cloruro cumarico acetilado (4a) R1=H, R3=H Cumarato de f-amirina acetilado (5a)
R4=H, Rz=OMe Cloruro fénilico acetilada (4b) Ry=H, R;=OMe Ferulado de B-amirina acetilade(5b)
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Los compuestos 5a y 5b, presentaron las caracteristicas fisicas que se indican en la tabla 14.

l Caractenstncas 1 Ester cumarico acetilado {5a) ! Ester feralico acetilado (Sb)
[Formula [ _ CatHesOs L CaHaOs
[P Molecular .. 6146gmol il 644.6g/mol
1| Tipo de crlstal [ Polvoblancohueso I " Cristal amarilo
ipf e L 238 243°C ) il 150- 155 "C )

[Rf. [ 092(Hex-AcOEL82) || 092(Hex-AcOEL, 7:3) 4
Rendimiento [ oa% | 7%

Tabla 14, Caracteristicas fisicas de los ésteres de acidos hidroxicinamicos acetilados

En la tabla 15 se muestran los resultados de los parametros obtenidos por IR, EM para los
compuestos. En el especiro de IR el 5a, presenta bandas caracteristicas en 2857 (O-CH,) y
1702 {C=0). Mientras que en el espectro de masas el valor 614, corresponde con el peso
molecular para la estructura de este compuesto. En cuanto al Sb, en el espectro de IR,
pedemos ver la presencia de bandas en 2917 (C-H), 1692 (C=0) mientras que en el espectro
de masas el valor 644 corresponde con eI peso molecular del compuesto

R

AP L S e iy e o

: Ana||5|s i Ester cumarico acetllado (5a) I Ester ferullco acetllado (5b)

f' R

TRB) Vopdom - 2851(0-CH), (KB} Vodom - 201 7).
| 3429(0H), 1702 (C=0), 1601, 1506, | 1692 (C=0),1273, 1032.
11462,1207, 1167,983,836,658 .. ... ... ... .

[EM " [miz: 614 (W', CyFiwOy), 147, 95,68 [ miz 644 (M, CzHigO)218, 177, 85,

Tabla 15. identificacion espectroscopica de los ésteres de acidos hidroxicinamicos acetilados

En cuanto a los valores obtenidos de RMN'H para el 5a, resulta facil distinguir las sefales
que le corresponden a los ocho metilos de A como son: C-23, 24,25, 26,27, 28, 29, 30, los
cuales muestran sefiales a un campo e;Ito entre 0.6 y 1.8 ppm, y en 2.31 (s, 3-H).

De igual forma para el 6b, se muestran los ocho metilos de A como son: C-23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, los cuales muestran sefiales a un campo alto entre 0.8 v 1.8 ppm, asi como la
sefial del acido ferdlico acetilado en 3.87 (s, 3-H, OCH;). Estos Los datos se muestran en la
tabla 16 (Maldonado, 1997; Masthubova, 2001).




E Analisis Ester cumarico acetilado (5a) | Ester ferilico acetilado (5b)
I RMN TH '[CDCl;, TMS 300.2MHz. || CDCl,, TMS 300.2MHz. 5: 7.59(d,1H, -
' | 5:7.66(1H,d,J=15.9Hz,H-3), || H-13}, 7.11(dd, 1H,H-8), 8.38(d, 1H J=
14.53(2H,d,J=2.1,H-5H-8), i 15.9Hz) 5.19(1H,{,J=3.6Hz), ;
16.3(1H,d,J=15.9Hz,H-2), :| 3.87(s,3H,0CH5),1.13, 0.99, 0.95,
5.19(1H,dd,J=3.6Hz,H-12), i (3H,5,H-27,28,25 y 23), 087(s,6H,H-
'14.85((1H,dd,J=8Hz), 2.31(3H,5,7-H), i129,30), 0.83 y 0.79 {3H,5,H-24, 28).
1.14, 0.98, 0.94, 0.91, 0.89, 0.87, :
I RMN CDCl;, TMS 75.5MHz. §:15.5, 16.7, 1 CDCly, TMS 75.5MHz. 5:15.5, 16.8,
e 116.8,18.2,23.6,259,261. 267,283, i118.2,23.5,23.6,259, 26.1, 26.9,
:131.0, 32.5,33.3, 36.8, 37.9,38.2,30.8, |27.8,28.1,284, 310,324,333,
441.7,47.2,55.2,81.0,119.0, 122.0, 134.7,37.1, 38.2,38.4,41.7, 46.7,
129.1, 143.1, 145.2, 151.9, 166.7, 147.2, 475,552, 76.0, 111.1, 119.0,
18905 11231,124.3,143.5 1452, 168.7.

Tabla 18. Identificacion por resonancia magnética nuclear de los esleres de acidos hidroxicinamicos

acetilados.

3. Obtencion del cumarato f3-amirina y ferulato de p-amirina

Como tercera etapa en [a metodolagia empleada para este trabajo, consistid en la
obtencion del 6a con un rendimiento del 92% y del 6b con un rendimiento del 90%, a partir de!
Sa y del 5b respectivamente, mediante el uso de una reaccién enzimatica. Los resultados

obtenidos se cbservan en las siguientes tablas y los especiros se muestran en parte de anexos.

3.1. Desacetilacion de los ésteres de acidos cumarico y feralico acetilados
Para la desproteccion del 5a y 5h, se monto una lécnica enzimatica utilizando lipasas de
Candida antarctica y lipozyme. La siguiente reaccion representa la ruta sintesis propuesta.

le) 0
R R, Y
k \ COR Lipasas OR
—_—
CH,CO0 Qctanol HO
Ry Tolueno Ry
Ri=H, R;=H Ester ac. cumarico acetilado (5a) R4=H, R3=H Cumarato de p—amirina (6a)

R1=H, R3= OMe Ester ac. fertlico acetiiado (5b) R¢=H, Ry= OMe Ferulato de B—amirina (6b)




El 6a y 6b, presentaron fas siguientes caracleristicas fisicas, las cuales se indican en la
siguiente tabla 17.

{Caracteristlcas l Cumaratode[%-amnrma (Ga) Ferulato de ﬁ-amlrma (sb)
Z) Formula «...,:LW o CasHseoa o C.,0H5.,O4 o
. PMolecular [ 5i25gimol z 602,50 gimol _
\[Tipodecristal [ Poloblancohueso [ Gristal amarilo
%Punto defusién | 180-187°C: | 55 °C

URF: EN OBT(Hex-AcOEtB 7)) UGZ(Hex—AcOEl? 3)
[Rendimiento [ 6% _ i ~90%

Tabla 17. Caracteristicas fisicas de los hidroxicinamatos de Iriterpenos

Para el 6a, en cuanto al espectro de IR se pudo observar bandas caracleristicas dei grupo -
OH unido a un anilio arematico en 3368 mientras que en el espectro de masas el cumarato de
f-amirina, presenta una M* de 572, el cual corresponde con el peso molecular para la
estructura de este compuesto (Takahashi, 1999). En cuanto ai 6b en el espectro de IR se
observaron bandas caracteristicas del grupo —OH unido también a un anillo aromético en 3464
y en el espectro de masas, el valor 602 comresponde de igual forma con el esperado para e
peso molecular de estd molécula (Maldonado, 1997; Rahman, 1990).

En {a tabla 18, se muestran los resultados de los parametras obtenidos por IR, y EM para
estos compuestos

VLT Pl PRSI i T RN R A e DR TR AR IR AR B TR AR A

/1 Andlisis E Cumarato de p-amirina (6a) [ Ferulato de B-amirina {6b)
1R [ TKBN Vomdem ™ -3368(0H), 1679, 1605, I (KB1) Vopdom " -3464(OH), 3019, 2675,
i 11514, 1462, 1203, 1167, 981, 830, 12927, 1338, 1423
i, . 1630, _— b
HEM Tmiz: 572 (M, cngsﬂos) 307, 218, miz: 602 M, cmHsao.) 218,177,137,
- 203, 189, 164,147, A109,86.

Tabla 18. Identificacion especiroscapica del los hidroxicinamatos de triterpenos

Para el 6a, el espectro de RMN'H,se distinguen las sefiales que le corresponden a los ocho
metilos de A como son: C-23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, los cuales muestran sefiales a un
campo alto entre 0.6 y 1.8 ppm, ademas se chserva la union con el acido cumarico en 5.19 {1H,
dd, J=3.6Hz, H-12) y la posicion del doble enlace del anillo.




Mientras que para el 6b, resulta facil distinguir también las sefiales que le corresponden a
los acho metilos de A como son: C-23, 24 25, 26, 27, 28 ,29, 30, los cuales muestran sefiales a
un campo alto entre 0.8 y 1.8 ppm (Ver anexos).

¢| Analisis i Cumarato de p-amirina (6a) Ferulato de p-amirina (6b)
“[RMN 'H '[CDCls, TMS 400MHz. [CDCly, TMS 400MHz. 5-
i 18:7.83(1H,dd J=16Hz, H-2, H-3 ), | 7.08(cld,1-H, H-6)
E \17.43(2H,8,J=8.4Hz, H-5 y H-9), 17.03(d,1H,4=1.6Hz,H-2),
| 6.85(2H,d.J=8 8Hz, H-8), || 6.92(d,1H,J=BHz H-5),
16.29(1H,dd,J=16Hz, H-2}, 116.29(d,1H,4=15.6Hz),
i 1 5.19(1H,dd,J=3.6Hz, H-12), | 5.82(s,1-H,0H),
1 4.65(1H,dd,J=8Hz), 1.14 (3H,s), 0.98, '} 3.93(s,3H,0CH,),
RMN i1 CDCl5;, TMS 300.2MHz. 8:15.5, 16.7, : CDCi5, TMS 300.2MHz. 5:55.94, 60.59,
3¢ 116.8,18.2, 236,259,261, 26 8,28.3, |63.10, 109.20, 114.64, 123.19, 123.30,
; 131.0,32.5,33.3, 35.4, 36.8, 37.9, 38.2, | 125.60, 146.71, 147.78, 167.09.
: 1397,41.6,47.1,55.2.80.8, 115.7, }
116.4, 121.6, 127.5, 129.8, 143.8, ;’ |

. Tabla 19. Identificacién por resonancia magnética nuclear del los hidroxicinamatos de triterpenos
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DISCUSION DE RESULTADOS

1. Obtencion de Triterpenaos

En la primera eiapa de éste trabajo se obtuvieron dos triterpenas, la B-amirina (A) y el acido
ursélico (B). Debido a que el triterpeno era esencial para llevar acabo la sintesis del cumarate
de B-amirina (6a), y del ferilato de f3-amirina (6b), por lo que fue indispensable su obtencitn asi

como su analisis espectroscépico.

1.1. B-Amirina

La #-amirina (A), es uno de los triterpenos mas comunes en las plantas, por lo que para su
obtencién se parti6 de la corieza del arbol del nanche (Byrsonima crassifolia), bajo las
condiciones descritas anteriormente (Rastrelli, 1996), con un rendimiento de 0.40%, este
resulta ser un rendimiento adecuado comparandolo con otras fuentes por ejemple Sorghum
bicolor el cual presento un rendimiento de 0.052% y de Linaria aucheri con 0.0018% (Heupel,
1985, Ercil, 2003).

La B-amirina (A), presenté cristales de color blanco-beige con un rendimiento de 0.40% en
base seca y un punto de fusion de 195-198 °C, el cual resulto muy similar al punto de fusion
tedrice 193-195 °C. Todos estos datos se pueden avalar con los resultados de las técnicas
especiroscdpicas, coma son con el espectro de masas ei cual presente un valor de 426, asi
como los datos de los grupos funcionaies del espectro de IR que presentd bandas de absorcion
correspondientes a los grupos funcionales caracteristicos de este triterpeno en 3298 (CH), 1712
{éster) y en 1553 y 814 para compuestos aromaticos, finalmente con la técnica de RMN'H y
RMN™C se mostraron desplazamientos para los ocho metilos en las siguiente posiciones en C-
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, los cuales muestran las sefiales a un campo altc entre 06 y 1.8
ppm, de igual forma se confirma !a obtencién de este compuesto por la doble ligadura en C-12 y
C-13 el cual se presenta en 5.18 (1H, t, J=3.6Hz, H-12), todos estos datos concuerdan con fos
desplazamientos tedricos reportades por Rahman, 1990 confirmando asi la obtencion del
compuesto.




1.2. Acido ursélico

El acido ursolico (B), es otro de los triterpenos comunes en las plantas, éste se aislo de la
planta de tomillo, (Thymus vulgaris L.), por las condiciones descritas por Somaova, 2003. El
compuesto B presentd cristales de color blanco con un rendimiento de 0.14% (BS) y un punto
de fusion de 246-250 °C. El acido ursdlico se puede aislar también de Amaracus dictamnus
aungue de esta fuente se oblenga un rendimienio menor de 0.003% en base seca (Piozzi,
1985).

Los resultados de las técnicas espectroscdpicas confirmaron la adecuada obtencion de B,
ya que el espectro de masas presento un valor 456 el cual corresponde con su peso molecular.
En el especiro de IR se presentaron bandas de absorcion correspondientes a los grupos
funcionales caracteristicos de este triterpeno por ejemplo en 3293 (OH) y en 1553, 814 para
compuestos aromaticos. Para confirmar la estructura de éste compuesto, se baso en los
espectros de RMN™C y RMN'H, ya que en éste ultimo se muestran desplazamientos para C-
23, 24, 25, 26, 27, 29 y C-30, éstos se encuentran en un campo aito entre 0.8 y 1.4 ppm, los
cuales corresponden a los metilos del compuesto, asi como la posicion det grupo -OH en C-3,
ests sefal se localiza en 3.19 (dd, J= 5.7HZ, H-3), todos éstos datos concuerdan con los
desplazamientos reportados en la literatura (Rahman, 1990; Hung, 2001).

Aungue los resultados obtenidos para ambos triterpenos fueron adecuados, se decidio
trabajar solamente con la B-amirina (A). Por lo que se propone Irabajar posteriormente con el
acido ursélico (B) aplicando la misma metodologia para la formacion de este compuesto u
otros compuestos similares.

2. Obtencion de los ésteres del acido cumdrico y ferdlico acetilados

La segunda etapa consistid en la formacion de 5a y 5b, mediante una ruta de reacciones
quimicas como son. acetilacion, formacion de los cloruros de los &cidos acetitados y
esterificacion.

2.1. Acido cumarico

El &cido cumarico (CqHz03) empleado para este trabajo fue de Sigma Co; con un alto grado
de pureza, con un PM:164.08 g/mol y presenté un punto de fusion 196-200 °C. En cuanto a los
espectros de IR, EM, RMN'H, RMN'™C presento las bandas caracteristicas del compuesto.




2.1.1. Acido cumarico acetilado

La acelilacion es una reacci6n sencilla, conocida y utilizada que tiene por objetivo proteger
el grupo hidroxilo (-OH) presente en fa estructura del acido cumarico (1).

El acido cumarico acetilado (CqH1,0,), presentd algunas diferencias con respecto a su
precursor el &cido cumarico (1), ya que es un polvo blanco con un punto de fusion 154-159 °C.
y un peso molecular de 207.1 g/mol. La reaccibon de formacion de éste compuesto fue
adecuada, ya que presento un buen rendimiento del 94%, esto basandose en una referencia
tedrica (Mastihubova, 2001), en ei cual ia reaccion de acetilacion presentd un rendimiento del
89%, y menor si se compara con fa obtencién de 3h el cual fue del 96%.

En cuanto al espectro de IR presentd bandas caracteristicas en 2822 correspondientes al
compuesto acetilado, asi como en 1205 (COOH). En el espectro de masas, el valor de 207
correspondid con el esperado para el peso molecular de este compuesto, de igual forma esto
se pudo comprobar con el espectra de RMN'H, en el cual se ohservaron desplazamientos
adecuados, mostrando sefales en 7.76 (2H, d, J= 16.2Hz, H-3) vy en 232 (s, 3-H)
caracteristicos de los compuestos acetilados.

2.1.2. Cloruro del acido cumarico acetilado

A partir del 3a, se obtuve el cloruro del acido cumarico (4a), bajo las condiciones descritas
anteriormente. Se sabe que los cloruros de acidos son los derivados mas reactivos de los
acidos carboxilicos y en base a esto, se llevd a cabo fa reaccion entre el 4a con A para obtener
el éster del acido cumarico acetilado {5a).

Para obtener el 4a se utilizé cloruro de oxalilo {C.Cl,Q,) ya que este compuesto es mas
sencillo y practico de manipular, ademas se obtienen los cloruros de manera mas sencilla
comparandolo con el cloruro de tionilo (SQCl,), ya que este cloruro se descompone si hay
presencia de agua en el medio,

El 4a, presento algunas diferencias de polaridad con respecto a su precursor. Sin embargo,
esle compuesto no se analizo por IR, EM, RMN'H, RMN'*C, debido a que se realizé in sity.

El rendimientc que se obtuvo para la formacion del 4a fue del 92%, el cual se considera
adecuado comparandolo con una referencia tedrica (Mastihubova, 2001) y argumentando que
la técnica de formacion de cloruros para este compuesto se desamollo por un procedimiento
mas sencillo.




2.1.3. Ester del acido cumarico acetilado

El éster del acido cumarico acetilado (CaHss04) presento un peso molecular de 614.8g/mot
con un punto de fusién de 238-243°C y un rendimiento del 34%. Este rendimiento fue mayor
comparandclo cén el éster del 4cido ferulico acetilado el cual fue del 27%.

En cuante al espectro de IR, se observo la presencia de bandas caracteristicas en 1384
correspondientes a CH;, 2851 (O-CH,) y 1702 (C=0). Mientras que en el espectro de masas, e
valor de 614 correspondid con el peso molecular para la estructura del compuesto. Para
confirmar la esiructura del compuesto se analizo el espectro de RMN'H, en el cual resulto facil
distinguir las sefiales que le corresponden a los acho metilos de A como son: C-23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, los cuales mostraron senales a campo alto entre 0.6 y 1.8 ppm, asi como la
sefnal del acido cumarico acetilado en 2.31 (s, 3-H) lo cual confirma que se realizd
adecuadamente la formacion del Sa.

2.2. Acido ferulico

El 4cido ferulico (2), se obtuvo mediante fa extraccion, a partir de nejayote {Tercero, 2001).
Se sabe que este acide hidroxicinamico es el compuesto mas abundante en la pared celular del
maiz {Liyama et al,1990). Cabe mencionar que esta metodologia ya se tenia implementada en
el laboraterio; por esta razdn, resulto sencilla la obtencidn del mismo.

El acido ferdlico (CioH1004) que se obtuvo presento un PM: 194.19g/moal. con un puntc de
fusién 162-167 °C el cual resultd similar al Pf (168-171 °C) del acido ferdfico comercial.

En cuanto al espectro de IR se observaron bandas caracteristicas del grupo —OH unido a un
anillo aromatico en 3434 y en 1432, asi como la presencia del grupo carbonilo en 1690 y la
banda caracteristica perteneciente al grupo metoxi (-OCH;). Todas éstas bandas
correspondieron con la estructura de este compuesto. En el espectro de masas, el valor 194
obtenido correspondié con el peso molecular esperado para la estructura de dicho &cido, esto
se pudo confirmar en el espectro de RMN'H, ya que se distinguieron claramente los protones
correspondientes al anille aromatico y dos protones correspondientes al doble enlace
desplazados a 3.94 ppm, correspondientes al grupo —CH,, presente en la estructura del
compuesto 2.
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2.2.1. Acido ferdlico acetilado

La obtencion de este intermediario 3b, se hizo con el fin de proteger el proteger hidroxilo
(-OH) presente en la estructura del acido fer(lico (2).

El derivado acetilado del &cido fertlico (C,,H.,0s), presento un peso melecular de 236.12
g/mol, asi como algunas diferencias con respecto a su precursor 2, como fue el punto de fusién,
ya que el acido ferllico acetilado (3b) presentd un punto de fusién de 166-170 °C, mayor que el
2, el cual fue de 162-167 °C. En cuanto al espectro de masas, el valor 236 correspondid con el
esperade para la estructura de este compuesto, de igual forma esto se comproba con el
espectro de RMN'H, en el cual se observo claramente una sefial en 3.81 (s, 3-H, OCH;).

A pesar de que no se conid con los espectros de IR y RMN"C, los resultados obtenidos
para RMN'H y EM fueron suficientes para decidir que se trataba del compuesto 3b. Ademas de
que la formacion de este compuesto fue adecuada, ya que presentd un rendimiento del 96%, el
cuai resulta mejor si Jo comparamos con el rendimiento del 3a el cual fue del 94% y de igual
forma al compararlo con datos de una referencia tedrica {Mastihubova, 2001), en el cual
presentd un rendimiento del 89%.

2.2.2. Cloruro de acido ferulico

A partir del 3b, se prepard, el cloruro del acido fertlico acetilado (4b), bajo las condiciones
descritas en el desarrollo experimental. El 4b, presento algunas diferencias de polaridad con
respecta a su precursor, ademas de que no fue analizado por IR, EM, RMN'H, RMN™C, debido
a que la reaccion se realizo in situ.

Presento un alto rendimiento del 92%, al igual que la formacién del 4a, lo cual demuestra la
eficiencia de la reaccidn asi como por el uso del cloruro de oxalilo. A diferencia de la formacion
del cloruro tedrico {Mastihubova, 2001), el cual presenta un rendimiento del 91%.

2.2.3. Ester del acido ferulico acetilado
El éster del &cido fertlico acetifado (C4HeOs), presentd un peso molecular de 644.6 g/mol y

un punto de fusion de 150-155 °C, con un rendimiento del 28%., el cual fue menor que 5a.

En cuanto al espectro de IR, se observo la presencia de bandas caracterislicas en 2917 (C-H),

1692 (C=0) y en el espectro de masas el valor 644 cbtenido correspondi6 con el esperado para

el peso molecular de la estructura de éste compuesto.




De igual forma esto se pudo comprobar con el espectro de RMN'H, en el cual resulto
facil distinguir las sefiales que le corresponden a los ocho metilos de A como son: C-23, 24, 25,
26, 27, 28, 29 y C-30, los cuales muestran sefiales a un campo alto entre 0.8 y 1.8 ppm, asi
como la sefal del acido ferdlico acetilado en 3.87 (s, 3-H, OCH,), todo esto confirma que el
pracedimiento que se siguié fue adecuado para la formacién de éste compuesto Sh.

3. Obtencidn del cumarato 8-amirina y ferulato de B-amirina.
La tercera etapa de esta investigacion se baso en la obtencién del cumarato de B-amirina y

el ferulato de B-amirina, mediante el usc de una ruta enzimatica usando lipasas de Candida
antarctica y lipozyme.

3.1 Cumarato de §§ amirina

Ei cumarato de B-amirina (CasHsOs) se formo a partir del 5a, ¢l cual presentd un peso
molecular de 572.5 g/mol, con un punto de fusion de 180-187 °C y un rendimienta del 92%
siendo este rendimientc mayor al que presento 6b el cual fue de 90%.

En cuanto al espectro de IR se pudo observar bandas caracteristicas del grupo —-OH unidg a
un anillo aromatico del acido cumarico en 3366, por otro {ado en el espectro de masas, el valor
de 572 comrespondié con el peso molecular para la estructura del cumarato de B-amirina y esto
se comprobé al hacer las lecturas de los espectros de RMN C y RMN'H, donde éste ultimo
presento desplazamientos que le corresponden a los ocho metilos de p-amirina como son: G-
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y C-30, los cuales mostraron sefales a un campo alto entre 0.6y 1.8
ppm, asi como 7.63 (1H ,dd, J=16Hz, H-2, H-3 ), en el cual se observa la unidn de} acido
cumarice ¢on la B-amirina (A) y finalmente en 5.19 (1H, dd, J=3.6Hz, H-12) el cual indica la

posicién del doble enlace, que se encuentra es la molécula de A (Takahashi, 1999).

3.2. Ferulato de p amirina

El feralato de B-amirina (CixHss0.) 6b, presento un peso molecular de 602.58 g/mol con un
punto de fusidon de 150-155 °C y un rendimiento cdel 90%, este rendimientc fue menor al
compararlo con el de 6a el cual fue del 92%. En cuanto al espectre de IR se pudo observar
bandas caracteristicas del grupe —-OH unido a un anillo aromatico en 3464.
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En el espectro de masas del 6b, el valor de 602 comespondid con el esperado para la
estructura de este compuesto, todos estos datos se esto comprobaron con los espectros de
RMN **C y RMN'H, en este ultimo, resulté f4cil distinguir los desplazamiento de las sefiales que
les corresponden a los ocho metilos de A como son:C-23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y C-30, las
cuales mostraron sefiales a un campo alto entre 0.8 y 1.8 ppm, asi comao 7.03 (d,1H, J=1.6Hz,
H-2), en el cual se observa la union del &cido ferdlico con la B-amirina (A) {Maldonado, 1997;
Rahman, 1990).

Una alternativa para obtener estos compuestos es aislarlos a partir de fuentes naturales,
como son Acacia linarivides y Casuarina equisetifqlia (Takahashi, 1999) aungque los
rendimientos son bajos, ya que a partir de 700g en BS de la muastra, se obtuvo un rendimiento
final del 0.04%, por lo que hace mas eficiente y sencillo aplicar la metcdologia desarrollada en
este trabajo para obtener cantidades adecuadas de los hidroxicinamatos de B-amirina, con él

objetivo de iniciar estudios en el campo de las alimentos y la saiud.




.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados y los resultados obtenidos en el experimento se

llegd a fas siguientes conclusiones:

Se comprob6 que el procedimiento empleado en esta investigacion, constituye una
alternativa rapida, sencilla y eficiente para obtener compuestos analagos con
caracteristicas nutracéuticas del arandano.

Los triterpenos que se aislaron a partir de plantas mexicanas fueron p-amirina (A) con

un rendimiento de 0.40% y e! acido ursdlico (B) con un rendimiento de 0.14%.

Las lipasas demastraron tener utilidad para realizar la hidrélisis de los acetatos de los
compuestos 5a y 5b con un 100% de conversion y rendimiento.

El cumarato de fl-amirina (6a) presentc mayor rendimiento comparandolo con el ferulato

de (-amirina (6b), porque este presenta un mayor problema de oxidacién par el OMe.




RECOMENDACIONES

Se sugiere se realicé la preparacién quimico-enzimatica y por un métedo enzimatico los

otros &cidos hidroxicindmicos diferentes a los empleados en este trabajo.

Se sugiere se realice fa obtencion de ésteres de Acidos hidroxicinamicos con el acido
ursélico.

Indudablemente el cumarato y ferulato de B-amirina obienidos en este trabajo,
representan un papel importante e innovador, por lo que se requiere se les realicen
pruebas de inocuidad, toxicidad cientificamente legitimas v fiables.

La evaluacion de la inocuidad y toxicidad, es dificil realizarlas debido a su complejidad y
al costo que significa realizar estudios de large plazo en humanos. Por lo tante, para una
mayor evidencia se sugiere realizar estudios en animales de experimentacién, que
puedan evidenciar una respuesta a corto plazo.

Las ideas expuestas en &l presente trabajo deberian convertirse en una motivacion para
lograr que en el pais exista una preocupacién sabre las alimentos funcionales y puedan
desarrollar una reflexion acerca del tema, para enfrentar problemas regulatorios y de
informacion al consumidor que esta drea exige de todos lo sectores comprometidos con
el area de alimentacion y nutrician.
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E.M. de la B-amirina (A)

ANEXOS
-AMIRINA (A)

Espectro de IR de ta f-amirina {A)
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Espectro de RMN °C de la p-amirina (A)
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Espectro de RMN 'Hde la p-amirina (A)




ACIDO URSOLICO (B)

E.M. del acido urséiico (B)

Espectro de IR del 4cido ursdlico (B)
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Espectro de RMN 'H del acido ursdlico {B)

Espectro de RMN 'H det 4cido ursalico (B)




Espectro de RMN °C det acido ursolico (B)
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Espectro de RMN *C del acido ursdlico (B)
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CUMARATO DE p-AMIRINA (6a)

E.M. del cumarato de B-amirina (6a)

Espectro de IR del cumaratc de p-amirina (6a)




Espectro de RMN 'H del cumarato de B-amirina (6a)




Espectro de RMN 'H del cumarato de f-amirina (6a)

Espectro de RMN "°C del cumarato de $-amirina (6a)
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Espectro de RMN °C del cumarato de B-amirina (6a)
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FERULATO DE p-AMIRINA (6b)

Espectro de EM del ferulato de p-amirina (6b)
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Espectro de RMN "H del ferulato de f-amirina (Bb)
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Espectra de RMN '°C del ferulato de -amirina (6b)

Espectro de RMN "°C del ferulato de p-amirina (6b)
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