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Capitulo I. Resumen

Mediante procedimientos de maceracion con disolventes orgédnicos se extrajeron tres
importantes compuestos quimicos presentes en el bagazo finamente molido de la uva (Vitis
vinifera), v.gr: physcion, emodina y resveratrol. Estos metabolitos poseen actividad biologica
y ademas, uno de ellos es un fuerte antioxidante muy conocido y utilizado en todo el mundo,

el trans-resveratrol.

Los tres compuestos mencionados fueron aislados y purificados por medio de
cromatografia en columna y cristalizacion. La caracterizacion de cada uno de estos
compuestos se realizd principalmente a través de resonancia magnética nuclear de una y
dos dimensiones, apoyada con otras espectroscopias, como infrarrojo, ultravioleta-visible y

espectrometria de masas.

Se realizaron modificaciones estructurales a través de reacciones quimicas a uno de estos
compuestos, el resveratrol. Se espera que algun derivado del resveratrol pueda presentar, al
menos como una de sus actividades biologicas, un mayor potencial antioxidante. Los
derivados sintéticos del resveratrol obtenidos son: resveratrol acetilado y epdxido de
resveratrol acetilado. Estos derivados se caracterizaron de igual forma por los métodos

espectroscopicos antes mencionados.

Los compuestos obtenidos son analizados mediante dos pruebas biolégicas para
determinar la actividad antioxidante de cada uno de ellos, las dos pruebas utilizan como
referencia a un antioxidante sintético, como el BHT y uno de origen natural, como el
o-tocoferol. La primer prueba consiste en hacer reaccionar uno de los compuestos obtenidos

con un radical libre (DPPH) y cuantificar la disminucién de la concentracion del radical libre.



Capitulo I. Resumen

La segunda prueba (TBARS) consta de inhibir la peroxidacion de lipidos, donde también
se hace reaccionar uno de los compuestos obtenidos con un radical libre, en este caso el
radical libre se obtiene a partir de un lipido y de igual forma se cuantifica la disminucion de la
concentracion del radical libre a través de reacciones quimicas sucesivas. Ambas pruebas
utilizan a la espectroscopia de ultravioleta-visible como técnica de identificacion y
cuantificacion.
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Capitulo Il. Introduccién

2.1

Generalidades

El aislamiento de sustancias quimicas que provienen de fuentes naturales, conocidas
comunmente como productos naturales, es tan antiguo como la humanidad misma y la
identificacion de la estructura quimica de estos compuestos esta intrinsecamente relacionada
con el nacimiento de la ciencia moderna de la quimica. La importancia de estudiar a los
productos naturales es que son el resultado de miles de millones de afios de evolucion de la

vida en nuestro planeta.

Los productos naturales poseen estructuras privilegiadas en relacion a su actividad
biolégica frente a compuestos sintéticos similares. Mediante ensayos biologicos se ofrece
una fuerte evidencia para el conocimiento adicional de la actividad de estos compuestos y en
comparacion con un grupo de compuestos sintéticos, la utilizacion de los productos naturales

ya ha sido evaluada por su actividad durante la evolucién.!

Un producto natural se define como un compuesto quimico caracteristico de una especie,
sea una planta o cualquier ser vivo, que en la mayoria de los casos, no tiene utilidad definida
en el organismo que lo sintetiza, de aqui que también se le conozca como metabolito
secundario. Comparado con el metabolito primario que si es fundamental en los procesos

bioquimicos del organismo.!?

Uno de los principales productos naturales que se comercializa en la actualidad es el
resveratrol, debido a que presenta actividad antioxidante en los seres Vvivos.



Capitulo Il. Introduccién

La uva es la fuente principal de donde se obtiene este compuesto quimico y se consume
en todo el mundo. Otra fuerte aplicacion de la uva, es en la elaboracién de vino, de aqui que

tenga una elevada demanda y sea de importancia econdmica.

Las distintas clases de uvas que se consiguen hoy en dia pertenecen todas al genero Vitis
vinifera, todas son provenientes del genero Vitis silvestris y han sido modificadas de manera
espontanea y por el hombre en un proceso de seleccién, generando mas de cinco mil
especies distintas. Los frutos que se obtienen del genero Vitis silvestris son siempre tintos,
por lo tanto, los frutos que actualmente carecen de pigmentacion son el resultado de

mutaciones de albinismo.

La presencia del genero Vitis en todo el mundo se debe a la migracién del ser humano
durante la formacion de los continentes, la expansion fue limitada por zonas montafiosas con
climas frios lo que provoco la existencia del genero Vitis viniferae en la cuenca del

Mediterraneo.

La prueba mas antigua del genero Vitis se da con el descubrimiento de una hoja fosilizada
de hace 63 millones de afios en la localidad de Sézanne en el Marne, Francia. Aparece en
Europa hace unos 26 millones de afios en regiones moderadamente calidas en el Macizo
Central. Y hace 2 millones de afos aparece el genero Vitis viniferae silvestris en la cuenca

del mar Mediterraneo y sur del mar Caspio.

El genero Vitis vinifera es posible cultivarlo en casi cualquier terreno, restringido solamente
por zonas climéticas frias, abarcando entre los 50° latitud norte y los 40° latitud sur a una
altitud de 800 a 900 metros sobre el nivel del mar. Aunque también se ha logrado cultivar en
los 1300 metros sobre el nivel del mar en un vifiedo de Saint Leocadie de los Pirineos

orientales.®
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2.2

Antecedentes

Se reporta la obtencion de una antraquinona de color amarillo llamada physcion, considerada
como un pigmento, aislada a partir del extracto de éter de Aspergillus ruber. También se
reporta la capacidad de physcion para formar quelatos con atomos de hierro y se demuestra
la formacion de complejos entre hierro y 1,8-dihidroxiantraguinonas.

El complejo formado con hierro y physcion es soluble en cloroformo y por lo tanto podria
presentar una funcién en el entorno lipidico de la pared celular. Ademas, el complejo de
physcion puede tener un uso como transportador de hierro o en el metabolismo de células

fingicas.!!

Se reporta el aislamiento de una antraquinona nueva llamada alatinona a partir de Cassia
alata.®) En ese entonces se le asigna una estructura incorrecta a tal compuesto y
posteriormente fue revisada la estructura de alatinona y se llega a la conclusion de que el
compuesto obtenido es realmente emodina./®! En 1971 se confirma la presencia de emodina

en la naturaleza.

Mediante un método de cromatografia centrifuga de particion, con un sistema de
disolventes hexano-acetato de etilo-etanol-agua (4:5:3:3; v/v) se aisla trans-resveratrol con
rendimiento del 0,7 % y pureza del 90 %."!

Las antraquinonas son un grupo de compuestos fendlicos presentes en plantas,
generalmente producidas por plantas con usos medicinales, provenientes principalmente de
dos importantes géneros, el Rheum en la familia Polygalaceae y Rubia en la familia
Rubiaceae.”!
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Se reporta la extraccién, separacion, purificacion e identificacion de emodina y physcion a
partir de raices de Rheum officinale mediante cromatografia de liquidos de alto rendimiento
con arreglo de fotodiodos (HPLC-PDA), cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria
de masas (LC-MS) y por comparacion con patrones de referencia auténticos.

Se obtiene un tiempo de retencién y una masa, respectivamente de: 66,04 min y 270
g-mol™ para emodina y 72,23 min y 284 g-mol™ para physcion. Ademas, se encuentra que el
contenido de emodina y physcion en la raiz de Rheum officinale es de 2,6 % y 0,8 %,

respectivamente.

En el mismo estudio realizado a las raices de Rheum officinale, se determina la actividad
de eliminacién de radicales libres y por ende la actividad antioxidante, de las antraguinonas
obtenidas mediante el método ABTS-*. En términos generales, este método consiste en
hacer reaccionar una muestra con el radical libore ABTS-" y cuantificar la disminucion en la

concentracion del radical mediante espectroscopia de UV-visible.

El método ABTS-" usa el &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) llamado
comunmente ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) en forma de sal de
diamonio. La estructura quimica de ABTS se muestra en la figura 1. La sal de ABTS absorbe
radiacion electromagnética a una longitud de onda de 734 nm.

Figura 1. ABTS
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Los resultados obtenidos por el método ABTS-" se expresan en términos de TEAC (Trolox
equivalent antioxidant capacity), que consiste en medir la actividad antioxidante de una
sustancia dada y compararla con la de un estandar de Trolox. Trolox es el nombre comun
para el &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, es un antioxidante derivado de

la vitamina E y su estructura quimica se muestra en la figura 2.

Figura 2. Trolox

El resultado obtenido para emodina y physcion es que tienen valores bajos de TEAC:
0,172 mM y 0,171 mM, respectivamente. Por lo tanto, resulta que no tengan buena actividad
de eliminacién de radicales y por lo tanto una mala actividad antioxidante. Con el analisis
hecho a la raiz de Rheum officinale se demuestra que para tener actividad de eliminacién de
radicales libres es necesaria la presencia de grupos hidréxido en uno solo de los anillos de
benceno de la estructura de la antraquinona, la presencia de dos grupos hidréxido en
posiciones orto en la molécula de la hidroxiantraquinona puede mejorar el efecto de

eliminacion de radicales y la glicosilacién de las hidroxiantraquinonas reduce la actividad.™

Se reporta que emodina muestra pobre actividad en el ensayo de ABTS:" y también en el
ensayo de DPPH, lo cual es relacionado directamente a su estructura quimica, es decir, a la
presencia de grupos hidroxido en ambos anillos aromaticos y un sustituyente metilo, todos en

posiciones meta.['% !

Se reporta la extraccion y aislamiento de emodina y physcion a partir del extracto de
cloroformo de semillas de Cassia tora usando técnicas de cromatografia en columna, con un

rendimiento menor al 0,1 % para cada compuesto.
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En el mismo estudio se reporta la determinaciéon estructural fue hecha por comparacion
con patrones de referencia auténticos y aplicando métodos espectroscépicos como
resonancia magneética nuclear (RMN) y espectroscopia de masas (EM). En el mismo estudio,
se realizan pruebas de microbiologia para determinar la actividad fungicida in vivo,
resultando ser emodina y physcion potentes agentes fungicidas contra Botrytis cinerea,
Erysiphe graminis, Phytophthora infestans y Rhizoctonia solani. Los compuestos muestran
de fuerte a moderada actividad en concentraciones de 1 g-L*, 0,5g-L*y 0,25 g-L™.

El valor de concentracion letal que se espera produzca la muerte del 50 % de los
organismos (LCso) también se calcula para los compuestos obtenidos de las semillas de
Cassia tora. Para emodina son: 0,102 g-L™, 0,163 g-L*, 0,385 g-L™* y 0,046 g-L™* contra
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans y Erysiphe graminis,
respectivamente. Y para physcion son: 0,248 g-L*, 0,263 g-L*, 0,518 g-.L* y 0,073 g-L*
contra Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans y Erysiphe graminis,

respectivamente.*?

Se reporta la extraccion de physcion a partir de Rheum emodi y ademas se demuestra que
exhibe actividad fungicida contra Candida anbicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton

mentagrophytes y Aspergillus fumigatus.™**

2.3

Aplicaciones

Los polifenoles ejercen un efecto benéfico para la salud humana y particularmente contra las
enfermedades del corazén. Varios estudios realizados in vitro con extractos crudos de
polifenoles mostraron importantes propiedades bioldgicas tales como: actividades de
vasodilatacién dependientes del endotelio, inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja

densidad, actividades anticancerigenas y antiagregacion plaquetaria.** 1% 6. 17. 18]

10
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El resveratrol posee importantes propiedades biol6gicas, recientes estudios han
demostrado efectos protectores al corazon y propiedades preventivas de quimioterapia para

el tratamiento contra el cancer.[*® 20 211

Las raices de Rheum officinale han sido usadas como una importante medicina tradicional
China durante varios siglos y también son usadas en la elaboracion de medicamentos a base

de hierbas en Japén y Corea.!** #

Los componentes activos mayoritarios en la raiz de Rheum officinale son
hidroxiantraquinonas y sus derivados. Poseen efectos bactericidas, antiinflamatorios,
antivirales y contra el cancer. Tradicionalmente se usa la raiz para remedios contra
enfermedades del sistema digestivo, como estrefiimiento, disenteria, gastritis, enteritis, ulcera
gastrica y hepatitis. También es usada para el tratamiento de varios tipos de hemorragias y
traumas, ademas ha sido empleada en el tratamiento y prevencion de algunas enfermedades

crénicas como ateroesclerosis y diabetes.?® 24

La dificultad para definir la significancia ecoldgica de fungicidas sintéticos ha sido una
buena razén para suponer que los metabolitos secundarios de plantas han evolucionado

para proteger a las plantas contra los ataques por patégenos microbianos.?®

El extracto de semillas de Cassia tora exhibe potente actividad fungicida contra Pyricularia
grisea, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans y Erysiphe graminis. Cassia tora no es la
Unica especie importante como fuente de fungicidas naturales pero también es considerada
importante por sus propiedades medicinales como antiséptico, antidiarreico, antioxidante,

26, 27, 28, 29
o.l

antimicrobiano y antimutadgen ] Las semillas de Cassia tora han sido usadas

extensamente para el tratamiento de ojos rojos y lagrimeo, dolor de cabeza y mareos.*”

Los antioxidantes sintéticos como el hidroxianisol butilado (BHA) y el hidroxitolueno
butilado (BHT), han sido usados ampliamente como antioxidantes para alimentos y se han
reportado como cancerigenos, por lo que se han usado con menor frecuencia a pesar de

tener elevada actividad antioxidante.
11
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El antioxidante BHA es una mezcla de dos isdbmeros, el 2-(ter-butil)-4-metoxifenol y el
3-(ter-butil)-4-metoxifenol (figura 3), ha sido probado en ratas y se ha demostrado que
produce células cancerigenas en el estomago del animal, ademas el aumento del cancer
depende del incremento en la concentracién del antioxidante. Concentraciones grandes de
BHA y BHT causan significativamente el crecimiento del higado y ademdas, el BHT
incrementa la actividad de la enzima hepética microsomal. La estructura quimica del BHT

(2,6-di-ter-butil-4-metilfenol) se muestra en la figura 4.3% 3% 33

Figura 3. BHA

Figura 4. BHT

Antioxidantes naturales como el tocoferol son alternativas usadas frecuentemente
consideradas como seguras y que presentan menos reacciones adversas. En general el
tocoferol presenta menor actividad antioxidante que antioxidantes sintéticos como el BHA y el
BHT.B4

12
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El a-tocoferol, un antioxidante natural, es un antioxidante efectivo para alimentos que
contienen lipidos pero su uso es limitado. Ademas, se conoce bien su efecto contra radicales
provenientes del oxigeno causantes de la peroxidacion de lipidos.*> % El a-tocoferol (figura

5) se ha reportado que presenta menor actividad antioxidante que el BHA.

Figura 5. a-tocoferol

La adicién de antioxidantes a alimentos es uno de los métodos mas efectivos para retardar
la oxidacion de lipidos. Esto se ha vuelto popular para aumentar la vida de anaquel de
productos alimenticios logrando mejorar la estabilidad de lipidos y de los alimentos que los

contienen. Asi se previene la perdida de la calidad sensorial y nutricional.B”!

La peroxidacion de lipidos en grasas y alimentos grasos no solo provoca el deterioro
guimico, también produce radicales libres u oxigenos activos que estan asociados

supuestamente con efectos de cancer, mutaciones y envejecimiento.®

La aplicacion mas conocida para una reaccion de acetilacion o acilacion se da en la
aspirina, o acido acetilsalicilico, cuyo uso se remonta a finales de 1800. Desde antes del
tiempo de Hipdcrates en el afio 400 dC se sabia que la fiebre puede disminuirse masticando
la corteza de los arboles de sauce. El agente activo en la corteza del sauce descubierto en
1827, es un compuesto aromatico llamado salicina, la cual puede convertirse por la reaccién

con agua en alcohol salicilico y oxidarse para dar acido salicilico.

13
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El 4cido salicilico resulta ser aun mas efectivo que la salicina para reducir la fiebre y tiene
accion analgésica y antiinflamatoria. Desafortunadamente, también resulta ser mas nocivo
para las paredes del estomago si se toma diariamente. Sin embargo, la conversion del grupo
fendlico a un éster acético produce acido acetilsalicilico, el cual es tan potente como el acido

salicilico, pero es menos agresivo con el estomago.

La aplicacion mas conocida para un epoxido es en resinas y adhesivos epoOxicos. Las
resinas y los adhesivos epdéxicos consisten por lo general en dos componentes que se
mezclan antes de usarlo. Un componente es un prepolimero liquido y el otro es un agente de
endurecimiento que reacciona con el prepolimero y hace que se solidifique. Las resinas y los
adhesivos epo6xicos mas ampliamente utilizados se basan en un prepolimero preparado a
partir del bisfenol A y de la epiclorohidrina (un ep6xido). En el momento en que se va a usar
el epoxido, se afiade un agente de endurecimiento basico como una amina terciaria, para
ocasionar que las cadenas individuales del prepolimero se unan entre si, involucrando la
apertura del anillo del epéxido catalizada por base. El resultado de la polimerizacién y de la
reaccion de apertura del epoxido es un polimero inmenso que posee una enorme fuerza y

resistencia quimica.?®!
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Capitulo Ill. Marco tedrico

3.1

Productos naturales

Los productos naturales siempre han sido uno de los objetos mas fascinantes de la quimica
practica. De hecho, en muchas definiciones de la quimica, el aislamiento, purificacion y
elucidacién estructural de productos naturales juega un papel central. La historia de este arte
se desarroll6 gradualmente desde el comienzo de la quimica, pasando por las mediciones
fisicas y finalmente a las técnicas espectroscépicas recientes. Otra fuerza impulsora de la
guimica de productos naturales era y es hacer uso de sus propiedades, por ejemplo, en la
medicina. Los productos naturales tienen "estructuras privilegiadas" con respecto a su
actividad biologica. En ensayos biolégicos ellos a menudo ofrecen una ventaja estructural
para el desarrollo adicional o futuro de nuevos compuestos, en comparacion con un grupo de
compuestos puramente sintéticos. Y a todo esto se suma un hecho muy importante, el cual

es que ya han sido evaluados por su actividad en la naturaleza durante la evolucion.™

3.2
Polaridad

La polaridad de un enlace se considera como la distribucién de los electrones en los enlaces
covalentes y algunas de las consecuencias que surgen cuando en un enlace los electrones

no estan compartidos equitativamente.
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El continuo en el enlace a partir de covalente a ionico es el resultado de una distribucion
inequitativa de los electrones de enlace entre atomos. La carga parcial positiva (87)

representa al &tomo pobre en electrones y negativa (8°) al atomo rico en electrones.

El enlace en el cloruro de sodio es i6nico, porque el sodio transfiere un electrén al cloro
para formar iones Na* y CI-, los cuales se mantienen juntos en el sélido a través de
atracciones electrostaticas. El enlace C-C en el etano es covalente, los dos atomos de
carbono comparten por igual los dos electrones del enlace, lo que resulta de una distribucion
electrénica simétrica en el enlace; sin embargo, la mayor parte de los enlaces, ni son
totalmente idnicos ni totalmente covalentes, sino que estan entre los dos extremos; a los
electrones compartidos se les conoce como enlaces covalentes polares, lo que significa que
los electrones de enlace son mas fuertemente atraidos por un atomo que por el otro, lo que

lleva a que la distribucion electronica entre los a&tomos sea asimétrica.

La polaridad del enlace es debida a las diferencias en la electronegatividad (EN), la
habilidad intrinseca de un atomo para atraer a los electrones compartidos en un enlace

covalente.

Los enlaces entre el carbono y los elementos mas electronegativos, tales como el oxigeno
y el nitrdgeno estan polarizados, por lo que los electrones del enlace se apartan del carbono
y van hacia el &tomo electronegativo. Esto deja al carbono con una carga parcial positiva,
representada por &, y al atomo electronegativo con una carga parcial negativa, §~. Los
enlaces entre el carbono y los elementos menos electronegativos estan polarizados, por lo
gue el carbono porta una carga parcial negativa y el otro &tomo porta una carga parcial

positiva.

Como regla general, los enlaces entre atomos cuyas electronegatividades difieren por
menos de 0.5 son covalentes no polares, los enlaces entre atomos cuyas
electronegatividades difieren entre 0.5 a 2 son covalentes polares y los enlaces entre &tomos
cuyas electronegatividades difieren en mas de 2 son idénicos en gran medida.
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Cuando hablamos de la capacidad de un atomo para polarizar un enlace, por lo regular
utilizamos el término efecto inductivo y un efecto inductivo simplemente es el desplazamiento
de electrones en un enlace ¢ como respuesta a la electronegatividad de los atomos
cercanos. Los metales, como el litio y el magnesio donan electrones inductivamente,
mientras que los no metales reactivos, como el oxigeno y el nitrégeno, retiran electrones

inductivamente.

Como los enlaces individuales con frecuencia son polares, también lo son las moléculas
en su conjunto. La polaridad molecular resulta a partir de la suma vectorial de todas las
polaridades de los enlaces individuales y el aporte de pares de electrones no enlazados en la

molécula.

La polaridad molecular neta se mide por una cantidad denominada momento dipolar y
puede concebirse como sigue: un centro de masa de todas las cargas positivas (nucleos), en
una molécula y un centro de masa de todas las cargas negativas (electrones), si estos dos

centros no coinciden, entonces la molécula tiene una polaridad neta.

El momento dipolar, u, se define como la magnitud de la carga Q en cualquier extremo del

dipolo molecular, multiplicada por la distancia r entre las cargas.

Ecuacién 1

pu=Qr

Los pares de electrones no enlazados en el atomo de oxigeno y en el &tomo de nitrégeno
sobresalen en el espacio alejandose de los nucleos con carga positiva, llevando a una
separacion considerable de cargas y haciendo una gran contribucién dipolar. Un compuesto
con momento dipolar elevado se considera como polar y uno con momento dipolar bajo se

considera no polar.?"!
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3.3

Técnicas analiticas de separacion

La mayoria de los andlisis en quimica se relaciona con especies extrafias que pueden
atenuar la sefal del analito o producir una que no se distinga de la que produce el analito.
Una sustancia que afecta una sefal analitica se dice que es una interferencia o un

interferente.

La cromatografia es un método muy empleado para la separacion, identificacion y
determinacion de los componentes quimicos de mezclas complejas. Es dificil definir con rigor
el termino “cromatografia” porque el concepto se aplica a una gran variedad de sistemas y
técnicas. Sin embargo, todos estos métodos tienen en comun el empleo de una fase
estacionaria y una fase movil. Los componentes de una mezcla se pasan a través de una
fase estacionaria mediante el flujo de una fase mévil y las separaciones estan basadas en las

diferencias en la velocidad de migracion entre los componentes de la fase mavil.

Los métodos cromatograficos son de dos tipos fundamentales. En la cromatografia en
columna la fase estacionaria se mantiene dentro de un tubo angosto y la fase mévil se hace
pasar por el tubo, con presién o por gravedad. En la cromatografia en capa fina la fase
estacionaria esta sujeta por una placa plana o en los poros de un papel. En este caso la fase
movil se mueve a través de la fase estacionaria por accion capilar o por la influencia de la

gravedad.
Todas las separaciones cromatograficas se basan en las diferencias de la cantidad de la
distribucion del soluto entre la fase movil y la fase estacionaria. Para la especie A de un

soluto, el equilibrio implicado es el siguiente:

A (mévil) 2 A (estacionaria)
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La constante de equilibrio K, para este equilibrio, se denomina constante de distribucion,

gue se define como:

Ecuacioén 2
[Al: _ Cs

Ke=1a1,, = ¢

En donde los términos entre corchetes son las actividades del soluto A en las dos fases. A
dilucién infinita se puede sustituir por Cg, la concentracion molar del soluto en la fase
estacionaria y Cy, Su concentracion analitica molar en la fase mévil. De manera ideal, la
constante de distribucién es constante en un intervalo amplio de concentraciones de soluto,

es decir, Cg es directamente proporcional a Cy.

A la relacion de la distancia que recorre una sustancia en una placa de cromatografia en
capa fina y la distancia que recorre el eluyente a partir del punto de aplicacién se le conoce
como frente de referencia, Ry, y se expresa como una fraccion decimal. El valor del frente de
referencia es de gran utilidad cuando se desea seleccionar el eluyente adecuado en una
separacion de compuestos, por lo qgue podemos decir que para los siguientes valores de Rs la

informacion que obtendremos es:

v R¢< 0.5 el eluyente es de baja polaridad para la separacion.
v R¢=0.5 el eluyente es el ideal para la separacion.
v R¢> 0.5 es de alta polaridad para la separacion.

Existen diferentes clases de interacciones intermoleculares que originan que los
compuestos organicos se unan a la superficie del adsorbente con mayor o menor fuerza,
dependiendo de la naturaleza polar o no polar de los compuestos. Los compuestos no
polares interaccionan con debilidad con el adsorbente por medio de fuerzas de van der
Waals, mientras que las interacciones mas fuertes se manifiestan en compuestos polares
gue van desde fuerzas del tipo dipolo-dipolo hasta interacciones mas directas como

formacion de sales, enlace de coordinacién o puentes de hidrégeno."® 44
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3.3.1

Interacciones no covalentes

La reactividad quimica enfoca principalmente la atencion en los enlaces, interacciones
covalentes entre los a4tomos dentro de moléculas individuales; sin embargo, también son
importantes una variedad de interacciones entre moléculas que afectan en forma intensa las
propiedades moleculares. En forma colectiva se llaman fuerzas intermoleculares, fuerzas de
van der Waals o interacciones no covalentes, también son de varios tipos diferentes: fuerzas

dipolo-dipolo, fuerzas de dispersiéon y enlaces por puente de hidrégeno.

Las fuerzas dipolo-dipolo ocurren entre moléculas polares como resultado de interacciones
electrostaticas entre dipolos. Las fuerzas pueden ser atractivas o repulsivas, dependiendo de
la orientacién de las moléculas: atractivas cuando estan juntas cargas distintas y repulsivas
cuando estan juntas cargas iguales. La geometria atractiva es de menor energia y por tanto

predominante.

Las fuerzas de dispersién ocurren entre todas las moléculas vecinas y surgen porque la
distribucion electronica dentro de las moléculas esta cambiando constantemente, y aunque
uniforme en una base de tiempo promedio, la distribucion electronica aun en las moléculas
no polares tiende a ser no uniforme en cualquier instante. Un lado de la molécula puede
tener, por casualidad, un ligero exceso de electrones en relacion con el lado opuesto, dando
a la molécula un dipolo temporal; este dipolo temporal en una molécula ocasiona que una
molécula cercana adopte un dipolo temporal opuesto, con el resultado de que se induce una
pequefia atraccion entre las dos. Los dipolos temporales moleculares tienen sélo una
existencia fugaz y estan en constante cambio, pero sus efectos acumulativos son con
frecuencia lo suficientemente fuertes como para causar que una sustancia sea liquida o

sélida en lugar de gaseosa.
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El enlace por puente de hidrogeno, es una interaccién atractiva entre un atomo de
hidrégeno enlazado a un atomo de oxigeno o de nitrégeno electronegativo y un par de
electrones sin compartir en otro &tomo de oxigeno o de nitrdgeno. En esencia, un enlace por
puente de hidrogeno es una interaccion dipolo-dipolo fuerte que involucra enlaces

polarizados O-H y N-H.B%

3.4

Técnicas analiticas instrumentales

La espectroscopia es la ciencia que estudia las interacciones que suceden entre la radiacion
y la materia. Los métodos de analisis en quimica que emplean a la luz y otras formas de

radiacion electromagnética son los que mas se utilizan en la quimica analitica.

Los métodos espectroscépicos de analisis miden la cantidad de radiacion producida o
absorbida por las especies atobmicas o moleculares que se analizan. Estos métodos también
se clasifican de acuerdo con la regién del espectro electromagnético que se utiliza para hacer
la medicion. Estas regiones incluyen los rayos y, X, ultravioleta (UV), visible, infrarrojo (IR),
las microondas y radiofrecuencias (RF). Ademas de la radiacion electromagnética, la
espectroscopia también incluye técnicas de espectroscopia acustica, de masa y electronica.

La espectroscopia ha jugado un papel fundamental en el desarrollo de la teoria atémica
moderna. Los métodos espectroscépicos también han aportado las herramientas que,
posiblemente, son las que mas se utilizan para elucidar estructuras moleculares, asi como
para identificar y obtener la composicion cuantitativa y cualitativa de sustancias organicas e

inorgénicas."”
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3.4.1

Espectroscopia de ultravioleta-visible

Los métodos espectroscopicos de absorcion hacen uso de la absorcion de radiacion
electromagnética que exhibe una molécula o material a una frecuencia caracteristica
correspondiente a la energia de transicion existente entre diferentes niveles de energia
vibracional o electronica. La intensidad estd relacionada con la probabilidad de que la

transicion ocurra.

La espectroscopia de ultravioleta-visible (espectroscopia UV-visible) consiste en la
observacion de la absorcion de radiacion electromagnética en las regiones del visible y el
ultravioleta (UV) del espectro. En ocasiones se le conoce como espectroscopia electrénica

porque la energia se utiliza para excitar especies a niveles de energia electronica mas altos.

La muestra suele encontrarse en disolucion, pero también puede tratarse de un gas; en
cualquier caso, esta contenida en una celda construida con un material 6pticamente inactivo
como el vidrio o, para examinar espectros UV a longitudes de onda por debajo de 320 nm,
cuarzo (SiO,). La celda se coloca frente al haz de una fuente luminosa y la transmisién éptica
se mide con un detector. Por lo general, el haz de luz incidente se divide en dos: una parte
del haz pasa a través de la muestra y la otra a través de otra celda que es idéntica, excepto
gue la muestra se encuentra ausente (blanco). Los haces de la muestra y el de referencia se
comparan en el detector (un fotodiodo).

Los espectrometros convencionales barren la longitud de onda del haz incidente
cambiando el angulo de una rejilla de difraccion, si bien ahora es mas comun registrar el
espectro completo de una sola vez mediante el uso de un detector de arreglo de diodos. La

absorbancia, A, de una muestra se define como:
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Ecuacién 3
I
-4

Donde |y es la intensidad incidente e | la intensidad medida después de pasar a través de
la muestra. El detector es el factor delimitante para especies que absorben fuertemente
porque la medicién de un flujo de fotones bajo no es confiable. La ley de Lambert-Beer
empirica se usa para relacionar la absorbancia con la concentracion molar C; de la especie

absorbente i y la longitud de la trayectoria 6ptica b (longitud o espesor de la celda).

Ecuacion 4

A= SCib

En ésta ecuacion, ¢ es la constante de absortividad molar (aun conocido como coeficiente
de extincién). Los valores de ¢ comprenden desde por arriba de los 10°> L-mol™*-cm™ para
transiciones totalmente permitidas hasta menos de 1 L-mol*-cm™® para transiciones
prohibidas; en este ultimo caso, las especies absorbentes pueden ser dificiles de observar, a

menos de que la concentracién o la longitud de la trayectoria se incrementen.

El hecho de que atomos y moléculas posean una serie discreta de niveles de energia es
una caracteristica esencial de todas las espectroscopias. Si todas las moléculas tuvieran un
espectro continuo de energia, seria imposible distinguirlas sobre la base de sus espectros de
absorcién. Sin embargo, no todas las transiciones entre estados elegidos arbitrariamente
tienen lugar. Las reglas de selecciobn nos dicen qué transiciones se observaran

experimentalmente.[*? +*!
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3.4.2

Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia vibracional se usa tanto para caracterizar compuestos en términos de la
fuerza y la cantidad de enlaces que se encuentran presentes, como para detectar la
presencia de compuestos conocidos (huella digital), para monitorear cambios en la
concentracion de especies durante una reaccion, para determinar los componentes de un
compuesto desconocido, para establecer la probable estructura de un compuesto y para
medir propiedades de enlaces (constantes de fuerza).

Un enlace en una molécula se comporta como un resorte: al extenderlo a lo largo de la
distancia x produce una fuerza de restauracién F. Para pequefios desplazamientos, la fuerza

de restauracion es proporcional al desplazamiento:

Ecuacién 5

F =—kx
Donde k es la constante de fuerza del enlace: cuanto mas rigido es el enlace, mayor es la

constante de fuerza. Un sistema asi se conoce como oscilador arménico y la solucién de la

ecuaciéon de Schrodinger proporciona las energias para cada estado vibracional:

Ecuacién 6

Donde:

Ecuaciéon 7
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Ecuacién 8

Donde n es el numero cuantico vibracional, w es la frecuencia angular, h es la constante
de Planck (0.66262:107% J-s) y M es la masa efectiva o reducida del oscilador. Para una

molécula diatbmica compuesta de &tomos de masas ma y mg:

Ecuacién 9
my - Mg

mA+mB

Si ma >> mg, entonces M = mg y solo el &omo B se mueve de manera apreciable durante
la vibracién: en este caso, los niveles de energia vibracional son determinados en gran
medida por mg, la masa del atomo mas ligero. Por ende, la frecuencia angular » sera alta
cuando la constante de fuerza sea grande (un enlace rigido) y la masa del oscilador sera
baja (solo los atomos ligeros se mueven durante la vibracion). Las energias vibracionales por
lo general se expresan en términos del numero de onda v, que es igual al inverso de la

longitud de onda A:

Ecuacién 10

Donde c es la velocidad de la luz (2.997925-10° m-s™). La relacion entre la frecuencia

angular w y la frecuencia vibracional v es:

Ecuacién 11

Recordando que la relacion entre la longitud de onda Ay la frecuencia vibracional v es una
constante.
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Ecuacién 12

c=Av

Los valores tipicos de v se ubican en el intervalo de los 300 cm™ a los 3800 cm™. Una
molécula que consta de N atomos puede vibrar de 3N-6 formas distintas si es no lineal, y de
3N-5 formas diferentes si es lineal. Estas diversas vibraciones se llaman modos normales.
Los modos de flexion suelen presentarse a frecuencias mas bajas que los modos de
alargamiento y dependen de las masas de los atomos en una forma compleja que refleja
hasta donde se pueden mover los diferentes atomos en cada modo. Los modos se indican
como ng, Ny,..., Y €n ocasiones reciben nombres evocadores, como estiramiento simétrico y
asimétrico. Solo los modos normales que corresponden a un momento dipolar eléctrico
cambiante pueden interactuar con la radiacion infrarroja, de manera que Unicamente esos

modos son activos en la produccion de un espectro de infrarrojo (IR).

El campo eléctrico actiia sobre un momento dipolar de la molécula que puede ser de dos
tipos: permanente y dinamico. Las moléculas polares tienen un momento dipolar
permanente. Conforme las moléculas vibran, se puede generar un momento dipolar dinamico
adicional inducido. La magnitud del momento dipolar depende de la longitud de enlace y del
grado en el que la carga se transfiere de un atomo a otro.

A su vez, la transferencia de carga depende del solapamiento de las densidades
electrénicas de los dos atomos y por lo tanto, sensible a la distancia internuclear. Conforme
la molécula vibra, su momento dipolar cambia, generandose un momento dipolar dinamico.
Debido a que la amplitud vibracional es una pequefa fraccion de la distancia de enlace, el
momento dipolar dinamico es generalmente pequefio comparado con el momento dipolar

permanente.

El momento dipolar dinamico mas que el permanente es el que determina si una molécula

absorbe energia en la parte infrarroja del espectro.
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En la espectroscopia de infrarrojo (espectroscopia IR), el espectro vibracional de un
compuesto se obtiene al exponer la muestra a la radiacion infrarroja registrando la variacion
de la transmision con la frecuencia. En los primeros espectrometros se media la transmision
a medida que la frecuencia se barria entre dos limites. Ahora el espectro se obtiene de un
interferograma por medio de una transformada de Fourier, que convierte la informacion de
dominio del tiempo (con base en la interferencia de ondas que viajan a lo largo de las
trayectorias de distintas longitudes) al dominio de la frecuencia. La muestra debe estar
contenida en un material que no absorba radiacién infrarroja, lo cual significa que no puede
utilizarse vidrio, y las disoluciones acuosas son inadecuadas, a menos que las bandas
espectrales de interés se presenten a frecuencias no absorbidas por el agua. Las ventanas
Opticas suelen construirse de Csl; por su parte, los procedimientos tradicionales de
preparacion de muestras en pastillas de KBr o en suspensién de parafina han sido
reemplazados en gran medida por dispositivos de reflectancia en los cuales la muestra

simplemente se coloca en posicion.*> *

3.4.3

Espectrometria de masas

Las técnicas de ionizacion miden las energias de productos, electrones o fragmentos
moleculares generados cuando una muestra es ionizada mediante el bombardeo con

radiacion o particulas de alta energia.

La espectrometria de masas (EM) es una técnica que permite determinar la masa de una
molécula y de sus fragmentos. La EM mide la relacion masa/carga (m/z) de los iones
gaseosos. Los iones pueden tener carga positiva 0 negativa, y resulta normalmente trivial

inferir la carga real en un ion y por lo tanto, la masa de una especie.
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La exactitud en la medicién de la masa de los iones varia de acuerdo con el uso que se
haga del espectrémetro. Si todo lo que se requiere es una medicién poco refinada de la masa
para una molécula (por ejemplo dentro de m/z £ 1), la resolucion del espectrometro de masas

s6lo necesita ser del orden de una parte en 10*.

En contraste, para determinar la masa de los atomos individuales de modo que pueda
determinarse el defecto de masa, la exactitud debe aproximarse a una parte en 10*°. Con un
espectrometro de masas de esta resolucion, las moléculas con la misma masa nominal como
12¢1%0 (m/z = 27.9949) pueden distinguirse de las de *N, (m/z = 28.0061) y la composicién
elemental e isotépica de los iones de masa nominal menor a m/z = 1000 puede determinarse

sin ambigiedades.

La principal dificultad técnica con la espectrometria de masas es convertir una muestra (a
menudo liquida o sélida y normalmente sin carga) en iones gaseosos. Por lo general, se
utiliza menos de un miligramo del compuesto. Se han desarrollado muchos sistemas
experimentales diferentes para producir iones en fase gaseosa, todos ellos tendientes a
fragmentar al compuesto de interés. La ionizacién por impacto electrénico (IE) se lleva a
cabo a partir del bombardeo de una muestra con electrones de alta energia, lo que origina
tanto su vaporizacibn como su ionizacion; la desventaja radica en que IE tiende a inducir una

considerable descomposicién de las moléculas mas grandes.

El bombardeo por &tomos rapidos (FAB) es similar a IE, pero el bombardeo de la muestra
con atomos neutros rapidos es ahora lo que se usa para volatilizar y conseguir la ionizacion
de la muestra; induce menos fragmentacién que IE. La desorcidn/ionizacion laser asistida por
matriz (MALDI) es similar a IE, pero se usa un pulso de laser corto con el mismo efecto; esta
técnica es en particular efectiva para muestras de polimeros. En la ionizacion por
electroespray (ESI) se rocian en una camara de vacio gotitas cargadas de disolucion donde
la evaporacion de disolventes da como resultado la generacion de iones individualmente
cargados; la espectrometria de masas ESI a menudo es el método de elecciéon para

compuestos iénicos en disolucion.
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El método tradicional para la separacion de los iones se basa en la aceleracion de éstos
con un campo eléctrico para defleccionarlos posteriormente con un campo magnético
mientras se encuentran en movimiento; los iones con una relacién de masa/carga mas baja
se deflectan mas que los iones mas pesados; por consiguiente, el barrido a través de un

campo magnético permite detectar iones de diferente relacion masa/carga.

En el espectrémetro de masas de tiempo de vuelo (TOF), los iones de una muestra son
acelerados por un campo eléctrico durante un tiempo fijo y luego se les permite volar con
libertad. Como la fuerza en todos los iones de la misma carga es igual, los iones mas ligeros
se aceleraran a velocidades mas altas que los iones mas pesados y haran contacto mas

rapidamente con el detector.

En un espectrometro de masas de resonancia ciclotronica de iones (ICR), a menudo
denotado como FTICR, debido a la transformada de Fourier, los iones se recolectan en una
pequefia celda ciclotronica dentro de un campo magnético fuerte, circulan alrededor del
campo magnético y se comportan como una corriente eléctrica. Como una corriente
acelerada genera radiacién electromagnética, la sefial producida por los iones puede

detectarse y ser utilizada para establecer la relacidn masa/carga de los iones en movimiento.

Ademas de indicar la masa de la molécula (y en consecuencia su masa molar) o de un ion
bajo estudio, el espectro de masas también proporciona informacién acerca de las rutas o
patrones de fragmentacion de las moléculas, esta informacion puede utilizarse para confirmar

asignaciones estructurales.!? +*!
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3.4.4

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) es el método espectroscédpico mas eficiente y
utilizado para determinar estructuras moleculares en disolucion y en liquidos puros. En
muchos casos proporciona informacién acerca de la forma y simetria con mayor certidumbre
de la que es posible con otras técnicas espectroscopicas, como la espectroscopia IR.
Asimismo, puede utilizarse para seguir reacciones, en muchos casos proporcionando
detalles mecanisticos. Sin embargo, a diferencia de la difraccién de rayos X, la mayoria de
los estudios de RMN de moléculas en disolucién no pueden proporcionar una distancia de
enlace detallada ni informacion acerca de los angulos, con excepcion del experimento NOE

gue si determina tales parametros.

La sensibilidad de la RMN depende de varios parametros, incluidos la abundancia del
is6topo y el tamafio de su momento magnético nuclear. Por ejemplo el *H, con un 99.98 % de
abundancia natural y un gran momento magnético, resulta mas facil de observar que el **C,
cuyo momento magnético nuclear es mas pequefio y cuenta con sélo un 1.1 % de
abundancia natural. Con técnicas modernas de RMN multinucleares es particularmente facil
correr espectros de *H, °F y 3'P, pudiéndose obtener también espectros Utiles para muchos
otros elementos. Una limitante comun de los nlcleos exoéticos es la presencia de un
momento nuclear cuadrupolar, una distribucion no uniforme de carga eléctrica (que esta
presente para todos los nucleos con | > V%), que ensancha sefiales y degrada los espectros.
Los nucleos con nimeros atémicos pares y nimeros de masa pares (como *2C y *°0) tienen

un espin de cero y son invisibles en RMN.
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Un nudcleo con espin | puede tener hasta 2| + 1 orientaciones relativas a la direccion de un
campo magneético aplicado. Cada orientacion tiene una energia diferente, siendo el mas bajo
el nivel mas poblado de acuerdo a la distribucion de Boltzmann (ecuacion 14). La separacion

de energia entre los dos niveles de un ntcleo con un espin de % (como *H o *°C) es:

Ecuacién 13

Donde By es la magnitud del campo magnético aplicado y y la relacion giromagnética del
nacleo o razén giromagnética, es decir, la relacién del momento magnético con respecto a su
momento angular de giro, y también es conocida como constante giromagnética y es

diferente para cada nucleo.

Ecuacién 14

e_ﬁEn
Pn = q
Con:
Ecuacién 15
_ 1
p= kT

Donde p, es la probabilidad de ocupacién de un nivel de energia dado, E, es la energia
del nivel n, q se denomina funcién de particién, T es la temperatura absoluta y k es la
constante de Boltzmann (1.3806-1072% J-K™).

Ecuacién 16

q — Z e_ﬁEn

n
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La funcion de particion representa la suma de todos los términos que describe la

probabilidad asociada a la variable de interés, en este caso E.

Como la diferencia entre los niveles de energia es relativamente pequefia, la poblacion del
nivel mas bajo es so6lo marginalmente mayor que la de los niveles méas altos, y asi la
sensibilidad del experimento RMN sera baja, pero podra incrementarse si se usa un campo
magnético mas potente, lo cual aumenta la diferencia de poblacién y la intensidad de la

absorcion.

En un principio, los espectros se obtenian en un modo de onda continua (OC) en la cual la
muestra se sometia a un barrido de radiofrecuencia y las resonancias se iban registrando en
el espectro. Ahora las separaciones de energia se identifican al excitar los nucleos en la
muestra con una secuencia de pulsos de radiofrecuencia para posteriormente observar el
retorno de la magnetizacion nuclear al equilibrio. La transformada de Fourier convierte
posteriormente los datos del dominio en funcion del tiempo a dominio en funcion de la
frecuencia, con maximos en las frecuencias correspondientes a transiciones entre los

distintos niveles de energia nuclear.

La frecuencia de una transicion en RMN depende del campo magnético local
experimentado por el ndcleo y se expresa en términos del desplazamiento quimico, o
(expresado en ppm), es la diferencia entre la frecuencia de resonancia vk de los ndcleos en

la muestra y la de un compuesto de referencia vg°:

Ecuacién 17

Un estandar comln para los espectros de *H es el tetrametilsilano Si(CHs)s, abreviado
como TMS. Los desplazamientos quimicos del *H y de otros nlcleos en diversos ambientes
guimicos se encuentran tabulados, de modo que a menudo pueden usarse correlaciones

para identificar compuestos o al elemento al cual esta enlazado el nucleo resonante.
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Los desplazamientos quimicos son diferentes para el mismo elemento en posiciones no

equivalentes dentro de una molécula.

La asignacion estructural esta apoyada a menudo por la observacién del acoplamiento
espin-espin de los nucleos, lo cual da lugar a multipletes en el espectro. La fortaleza del
acoplamiento espin-espin, que se describe en términos de la constante de acoplamiento
espin-espin, J (expresada en Hz), se reduce rapidamente con la distancia a través de los
enlaces quimicos y en muchos casos es mayor cuando los dos atomos se enlazan de
manera directa entre si. Todas las transiciones permitidas ocurren en la misma frecuencia
cuando los nudcleos estan relacionados por simetria y cualquier acoplamiento espin-espin
resulta invisible. De este modo, para la molécula de CHsl se observa una sola sefial de *H
aun cuando haya acoplamiento entre los nucleos de H debido a que los tres ndcleos estan

relacionados entre si mediante un eje de orden 3.

Cuando un ndcleo de espin = %2 (0 un conjunto de nucleos de medio espin simétricamente
relacionados) se acopla(n) a un nucleo de espin | se obtiene un multiplete de 2| + 1 sefales.
El acoplamiento entre los espines nucleares de diferentes elementos se denomina
acoplamiento heteronuclear. ElI acoplamiento homonuclear entre nucleos del mismo
elemento es detectable cuando los nucleos no estan relacionados por las operaciones de

simetria de la molécula.

Las dimensiones de las constantes de acoplamiento homonuclear *H-'H en moléculas
organicas suelen ser de 18 Hz o0 menos. La magnitud de las constantes de acoplamiento a
menudo se relacionan con la geometria de la molécula haciendo referencia a las tendencias

empiricas.

La intensidad integrada de una sefial que surge de un conjunto de nucleos relacionados
por simetria es proporcional al nimero de nudcleos contenidos en ese conjunto. Siempre que
haya suficiente tiempo durante la adquisicién del espectro para la relajacion total del nacleo
observado, las intensidades integradas (las “integrales”) podran utilizarse con certidumbre

para ayudar a la asignaciéon de sefiales del espectro.
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Las intensidades relativas de las 2N + 1 sefiales en un multiplete que surge del
acoplamiento con N nucleos equivalentes de espin %2 estan dadas por el triAngulo de Pascal
(figura 6); de esta manera, el acoplamiento con tres protones equivalentes inducen un
cuarteto 1:3:3:1. Por su parte, los grupos de nucleos con nimeros cuanticos de espin mas
alto generan diferentes patrones. Por ejemplo, el espectro *H RMN del HD consiste en tres
sefiales de igual intensidad como resultado del acoplamiento con el nicleo de ?H (I = 1, con

21 + 1 = 3 orientaciones).*> !

1
1 1
1 2 1
1 3 3 1
1 4 6 4 1

1 5 10 10 5 1

Figura 6. Tridngulo de Pascal.

3.5

Reaccion de sustitucion nucleofilica en el grupo acilo

Este tipo de reaccion solo ocurre con derivados de acidos carboxilicos, los derivados de
acidos carboxilicos son compuestos en los cuales un grupo acilo (R-C=0) esta unido a un
atomo o a un sustituyente electronegativo que puede actuar como un grupo saliente en una

reaccion de sustitucion.

Cuando el grupo carbonilo de un derivado de &cido carboxilico reacciona con un
nucledfilo, la adicién ocurre de la manera usual, pero el alcéxido tetraédrico intermediario
formado inicialmente no se pude aislar. Debido a que todos los derivados de acidos
carboxilicos tienen un grupo saliente unido al carbono del carbonilo, el intermediario
tetraédrico puede reaccionar posteriormente, expulsando el grupo saliente y formando un
nuevo compuesto carbonilico. La adicion de un nucledfilo a un enlace polar C=0 es el paso

clave para esta reaccion.

35



Capitulo Ill. Marco tedrico

El comportamiento de los derivados de acidos carboxilicos se debe a que tienen un
carbono de un grupo acilo unido a un grupo saliente que puede salir como un anién estable.
Tan pronto como se forma el intermediario tetraédrico, se expulsa el grupo saliente para

generar un nuevo compuesto carbonilico.

La sustitucién nucleofilica directa en el grupo acilo de un acido carboxilico es dificil debido
a que el -OH es un mal grupo saliente y por lo general es necesario incrementar la
reactividad del &cido, ya sea utilizando un &cido fuerte como catalizador para protonar el
grupo carboxilo y hacerlo un mejor electréfilo, o convertir el grupo -OH en un mejor grupo

saliente.

La reaccion de un derivado de acido con un alcohol se conoce comunmente como
alcohdlisis, el producto de esta reaccién es un éster. Por lo general este tipo de reaccion se
realiza en presencia de piridina o de NaOH para que reaccionen con el &cido formado. La
reaccion de alcohdlisis utilizando un cloruro de &cido es probablemente la reaccidon mas

utilizada para la preparacion de ésteres en el laboratorio.

El impedimento estérico afecta de manera considerable la reaccion de un alcohol con un
derivado de acido. Los grupos voluminosos, en cualquiera de los dos reactivos, retardan
considerablemente la reaccion, debido al orden de reactividad entre los alcoholes: primario >
secundario > terciario. Como resultado de este orden, con frecuencia es posible esterificar

selectivamente un alcohol no impedido en presencia de uno mas impedido.
Con frecuencia se utiliza el anhidrido acético para preparar ésteres acetato a partir de

alcoholes. Por ejemplo, la aspirina (acido acetilsalicilico) se prepara de forma comercial por
la acetilacién del cido salicilico con anhidrido acético en NaOH acuoso.?”
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3.6

Reaccion de oxidacion de alquenos

Los alquenos se oxidan para dar epoxidos en el tratamiento con un peroxiacido (RCO3zH),
como el acido meta-cloroperoxibenzoico. Un epoéxido, también llamado oxirano, es un éter
ciclico con un atomo de oxigeno en un anillo de tres miembros. La quimica de los epdxidos
es de interés debido a que los epdxidos son mucho mas reactivos que otros éteres, esta
propiedad se le atribuye a la tensién angular en el anillo de tres miembros, brindando a los

epoxidos de una reactividad quimica Unica.

Los peroxiacidos transfieren un atomo de oxigeno al alqgueno con estereoquimica sin, es
decir, los dos enlaces C-O se forman por el mismo lado del doble enlace a través de un
mecanismo de una etapa sin intermediarios, en donde el &tomo de oxigeno que se transfiere

es el que se encuentra mas alejado del grupo carbonilo.

Otro método para la sintesis de epoxidos es a través del uso de halohidrinas, preparadas
por adiciones electrofilicas de HO-X a alquenos (donde X representa un halégeno).
Posteriormente, el tratamiento de una halohidrina con una base, provoca la eliminacién de
HX formando un epoxido por medio de una sintesis de éter tipo Williamson intramolecular, es
decir, el ion alcoxido nucleofilico y el haluro de alquilo electrofilico estan en la misma

molécula.
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Capitulo 1V. Objetivos

4.1

Generales

Poseer una vision introductoria de la importancia de los productos naturales en la
quimica contemporanea desde el punto de vista extractivo, analitico y espectroscopico.
Obtener experiencia en procedimientos de laboratorio empleados en el estudio de
materia vegetal de importancia quimica, farmacol6gica y econémica en la actualidad.
Desarrollar experiencia general sobre la aplicacion de técnicas analiticas instrumentales
en el estudio de metabolitos secundarios de origen vegetal incluyendo técnicas
cromatograficas y espectroscopicas como infrarrojo, ultravioleta-visible, resonancia
magnética nuclear y espectrometria de masas.

Adquirir la habilidad de sintesis organica a partir de reacciones quimicas simples a
compuestos aislados presentes en la naturaleza y obtener derivados con estructura

guimica diferente.
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4.2

Particulares

Extraer mediante maceracion con disolventes organicos de distinta polaridad a tres de
los principales compuestos presentes en Vitis vinifera (uva): physcion, emodina y
resveratrol.

Estudiar mediante cromatografia en capa fina cada paso de la extraccion para determinar
en que extracto se encuentra physcion, emodina y resveratrol y asi analizar la posibilidad
para separar a cada uno de ellos.

Aislar mediante cromatografia en columna y purificar mediante cristalizacion a physcion,
emodina y resveratrol. Determinar el rendimiento de extraccion para cada compuesto.
Realizar modificaciones estructurales al resveratrol mediante reacciones quimicas
simples como acetilacion y epoxidacion.

Caracterizar principalmente por resonancia magnética nuclear a physcion, emodina,
resveratrol y a los derivados sintéticos del resveratrol con el apoyo de la espectroscopia
de infrarrojo, ultravioleta-visible y espectrometria de masas.

Usar como criterio de reaccidon a la cromatografia en capa fina y a la resonancia
magnética nuclear para las reacciones hechas al resveratrol.

Reunir la espectroscopia completa (UV-visible, IR, EM y RMN) de los compuestos
obtenidos.

Valorar la actividad antioxidante de physcion, emodina, resveratrol y de los derivados

sintéticos del resveratrol.
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Capitulo V. Hipotesis

De manera simple, mediante maceracion con disolventes organicos, se obtendra a tres
importantes compuestos polifendlicos presentes en Vitis vinifera (uva), los cuales son

metabolitos secundarios que se espera tengan actividad antioxidante.

Es posible obtener derivados sintéticos a partir de productos naturales mediante
reacciones quimicas simples. El partir de una estructura aislada, tendra como ventaja que el
producto de las reacciones no necesite de algun método sofisticado de purificacion.

También se espera que los derivados sintéticos de resveratrol presenten igual 0 mayor
actividad antioxidante comparados con los antioxidantes sintéticos que se manejan con

frecuencia y que tienen gran importancia en el mercado.
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Capitulo VI. Metodologia

6.1

Materia prima

Bagazo de uva (Vitis vinifera) finamente molido. Adquirido de AHD International.

6.2

Materiales

Silice gel, 60 F2s4 (cromatografia en capa fina, grosor de capa: 250 um), Merck. Silice gel,
grado 10180 (malla 70-230, 40 Angstrom), Sigma-Aldrich. Tiras de prueba de pH, P-4786
(0-14.0), Sigma. Papel filtro (estandar), grado cualitativo 1 (circulos de 55 mm de diametro),
Whatman. Papel filtro (estandar), grado cualitativo 1 (circulos de 25 mm de diametro),

Whatman.

6.3

Reactivos

Sulfato de cerio (IV), Ce(SO.). (332.24 g-mol™?, 3.010 g-cm™), Aldrich. Acido sulfdrico,
H,SO4 97.8 % (98.08 g-mol™, 1.84 g-mL™), J. T. Baker. Anhidrido acético, (CH3CO),0
= 97 % (102.09 g-mol™, 1.08 g-mL™), Merck. Piridina, CsHsN = 99 % (79.10 g-mol™,
0.978 g-mL™), Aldrich. Bicarbonato de sodio, NaHCO; 99.5-100.5 % (84.01 g-mol™,
2.160 g-cm™), Aldrich. Sulfato de sodio anhidro, Na,SO4 = 99.0 % (142.04 g-mol™), Aldrich.

Acido meta-cloroperoxibenzoico (MPCBA), CICsHsCO3sH < 77 % (172.57 g-mol™), Aldrich.
44



Capitulo VI. Metodologia

6.4
Equipos

Balanza analitica, V-1mg (capacidad: 120 g, sensibilidad: 0.001 g), ACCULAB®. Parrilla de
calentamiento, Cimarec® 2, Thermolyne. Rotavapor, R-205, BUCHI. Equipo de punto de
fusién, 1A9100x1, ThermoFisher Scientific-Electrothermal. Lampara de UV, UVGL-25
(lampara multibanda UV-254/365 nm, 115 V, 60 MHz y 0.16 A), Mineralight®. Manta de
calentamiento con agitacién de 100 mL, MCA 302-3, SEV®. Recirculador, ECO-30 (127
V, 6 A, 60 Hz y 762 W), SEV®. Bomba de vacio, DOA-P104-AA (115 V, 4.2 Ay 60 Hz),
GAST®.

6.5

Software

iINMR, versién 4.0.3, Febrero 2011, Mestrelab Research®.

6.6

Extraccion por maceracion con disolventes organicos

10.000 g de materia prima finamente molida, se coloca en un matraz Erlenmeyer de 250 mL,
se adiciona 200 mL de hexano y se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 24
horas. Transcurrido este tiempo se filtra a vacio el residuo vegetal y el liquido filtrado se

denomina extracto de hexano de Vitis vinifera (EHVV).
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El sélido obtenido se coloca nuevamente en el matraz Erlenmeyer, se adiciona 200 mL de
AcOEt y se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas mas. Transcurridas
las 24 horas se filtra a vacio el residuo vegetal y el liquido filtrado se denomina extracto de
acetato de etilo de Vitis vinifera (EACOEtVV).

El solido obtenido se coloca una vez mas en el matraz Erlenmeyer, se adiciona 200 mL de
MeOH y se deja en agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas mas. Transcurridas
las 24 horas se filtra a vacio el residuo vegetal y el liquido filtrado se denomina extracto de
metanol de Vitis vinifera (EMeOHVV).

Cada extracto organico se concentra por separado, ocupando un matraz redondo de 500
mL y el Rotavapor para evaporar por completo el disolvente hasta sequedad total. Una vez
secos, cada extracto se transfiere a un vial debidamente etiquetado y se seca a alto vacio
durante 1 hora.

Se toma de cada extracto alrededor de 1 mg y se disuelve cada uno por separado
ocupando la minima cantidad de disolvente (acetona). Cada extracto se aplica sobre la
superficie de una placa para cromatografia (silice gel en vidrio) y se coloca dentro de una
camara de elucion para realizar la separacion. Para el EHVV y el EACOEtVV se utiliza como
eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (7:3) y para el EMeOHVV se ocupa hexano-AcOEt

(1:1). Para las 3 placas hechas se emplea como revelador Ce(SQO,), y calentamiento.

6.6.1

Preparacion del revelador

Se preparan 100 mL de disolucién diluida de H,SO,4 (0.018 M) ocupando 0.1 mL de H,SO,
concentrado en agua destilada. Se adiciona a la disolucion 1.661 g de Ce(SQ,); y se agita
hasta disolver completamente.
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6.7

Aislamiento por cromatografia en columna

El EACOEtVV sdlido se mezcla con silice gel en un mortero de porcelana y se pulveriza hasta
conseguir un sélido fluido finamente molido. La muestra se coloca sobre la superficie del
silice gel, encima se coloca la cama de sal y se inyecta la muestra poco a poco con eluyente.

Una vez inyectada la muestra se ajusta un flujo de 2 mL por minuto (aproximadamente).

Los compuestos presentes en el EACOEtVV se aislan mediante cromatografia en columna
(monitoreo de la separacién por cromatografia en capa fina). Utilizando una columna de
vidrio de 10 cm de diametro interno por 43 cm de longitud, ocupando aproximadamente 500

g de silice gel y como eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (7:3).

Cada compuesto obtenido se concentra por separado, ocupando un matraz perade 1 Ly
el Rotavapor para evaporar por completo el disolvente hasta sequedad total. Una vez secos,
cada compuesto se transfiere a un vial debidamente etiquetado y se seca a alto vacio
durante 1 hora.

Se toma de cada compuesto alrededor de 1 mg y se disuelve cada uno por separado
ocupando la minima cantidad de disolvente (acetona). Cada compuesto se aplica sobre la
superficie de una placa para cromatografia (silice gel en vidrio) y se coloca dentro de una
camara de elucion para realizar la separacién. Para todos los compuestos obtenidos se
utiliza como eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (1:1). Para las placas hechas se emplea

como revelador Ce(S0O,), y calentamiento.
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6.8

Purificacion por cristalizacion

Primer compuesto: se disuelve en la minima cantidad de acetona caliente, se adiciona
aproximadamente 2 mL de hexano y 1 mL de EtOH. Se evapora el exceso de disolvente, se
deja enfriar la disolucién y se induce la cristalizacién en bafio de hielo.

Segundo compuesto: se disuelve en la minima cantidad de acetona caliente y se adiciona
hexano hasta que la disolucién se ponga turbia. Se disuelve nuevamente con mas acetona
caliente hasta eliminar la turbidez y se evapora todo exceso de disolvente. Se deja enfriar la

disolucién y se induce la cristalizacién en bafio de hielo.

Tercer compuesto: se disuelve en la minima cantidad de acetona caliente y se adiciona
hexano hasta que la disolucién se ponga turbia. Se disuelve nuevamente con mas acetona
caliente hasta eliminar la turbidez y se evapora todo exceso de disolvente. Se deja enfriar la
disolucion y se induce la cristalizacién en bafio de hielo. Se deja reposar la disolucion en
bafio de hielo durante 1 hora.

Los cristales obtenidos de cada compuesto se filtran a vacio por separado. Una vez secos,
cada compuesto se transfiere a un vial debidamente etiquetado (pesado previamente) y se
seca a alto vacio durante 1 hora. Se pesa cada compuesto y se calcula el rendimiento de

extraccion obtenido.

Se toma de cada compuesto puro alrededor de 1 mg y se disuelve cada uno por separado
ocupando la minima cantidad de disolvente (acetona). Cada compuesto se aplica sobre la
superficie de una placa para cromatografia (silice gel en vidrio) y se coloca dentro de una
camara de elucion para realizar la separacién. Para todos los compuestos obtenidos se
utiliza como eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (1:1). Para las placas hechas se emplea

como revelador Ce(S0O,), y calentamiento.
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6.9

Reaccion de acetilacion de resveratrol

En un vial de reaccién de 5 mL se coloca 0.800 g de resveratrol y se adiciona 1.5 mL de
anhidrido acético (en exceso) y 1 mL de piridina, se tapa el vial y se deja en agitacion
durante 4 horas a temperatura ambiente. Transcurridas las 4 horas se extrae con 25 mL de
AcOEt y se lava 7 veces cada una con 25 mL de agua destilada neutralizando en cada

ocasion con NaHCOs;. Se seca la fase organica con Na;SO,4 anhidro.

Se concentra el producto ocupando un matraz redondo de 100 mL y el Rotavapor para
evaporar por completo el disolvente hasta sequedad total. Una vez seco, se transfiere a un
vial debidamente etiquetado (pesado previamente) y se seca a alto vacio durante 1 hora. Se

pesay se calcula el rendimiento de reaccién obtenido.

Se toma del producto obtenido alrededor de 1 mg y se disuelve ocupando la minima
cantidad de disolvente (acetona). Se aplica sobre la superficie de una placa para
cromatografia (silice gel en vidrio) y se coloca dentro de una cadmara de elucion para realizar
la separacion. Se utiliza como eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (1:1). Para la placa

hecha se emplea como revelador Ce(SO,); y calentamiento.

6.10

Reaccion de epoxidacion de resveratrol acetilado

En un matraz redondo de 50 mL se coloca 0.100 g de resveratrol acetilado y se adiciona
0.070 g de acido meta-cloroperoxibenzoico (en exceso), se pone en agitacion y en reflujo con
5 mL de AcOEt durante 4 horas. Transcurridas las 4 horas se extrae con 25 mL de AcOEt y
se lava 5 veces cada una con 25 mL de agua destilada neutralizando en cada ocasién con

NaHCOs. Se seca la fase organica con Na,SO, anhidro.
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Se concentra ocupando un matraz redondo de 100 mL y el Rotavapor para evaporar por
completo el disolvente hasta sequedad total. Una vez seco, se transfiere a un vial
debidamente etiquetado (pesado previamente) y se seca a alto vacio durante 1 hora. Se

pesay se calcula el rendimiento de reaccién obtenido.

Se toma del producto obtenido alrededor de 1 mg y se disuelve ocupando la minima
cantidad de disolvente (acetona). Se aplica sobre la superficie de una placa para
cromatografia (silice gel en vidrio) y se coloca dentro de una cadmara de elucion para realizar
la separacion. Se utiliza como eluyente una mezcla de hexano-AcOEt (1:1). Para la placa

hecha se emplea como revelador Ce(SO,); y calentamiento.

6.11

Caracterizacion de physcion, emodina, resveratrol y sus derivados

La caracterizacion se realiza principalmente mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN) apoyada de técnicas espectroscépicas como infrarrojo (IR),
ultravioleta-visible (UV-visible) y espectrometria de masas (EM). Los espectros son obtenidos
por el técnico académico encargado del area correspondiente y son entregados para su
analisis. En el caso de RMN, se entregan los archivos “FID” y los espectros se procesan
mediante el software INMR.

Para la obtencion de los espectros de RMN de physcion se emplea 0.005 g para el
experimento de *H y 0.010 g para el experimento de *C, HSQC y HMBC. Se utiliza CDCls
como disolvente y como referencia se usa TMS (para el experimento de *H) y CDCl; (para
los experimentos de *C, HSQC y HMBC). Para los experimentos solicitados se emplea el
equipo de RMN de 400 MHz.
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Para la obtencién de los espectros de RMN de emodina se emplea 0.005 g para el
experimento de *H y 0.010 g para el experimento de **C, HSQC y HMBC. Se utiliza CDCl3 y
tres gotas de DMSO como disolvente y como referencia se usa TMS (para el experimento de
'H) y CDCI; (para los experimentos de *C, HSQC y HMBC). Para los experimentos
solicitados se emplea el equipo de RMN de 500 MHz.

Para la obtencion de los espectros de RMN de resveratrol se emplea 0.005 g para el
experimento de 'H y 0.010 g para el experimento de *C, HSQC y HMBC. Para el
experimento de 'H se utiliza (CD3).CO como disolvente y se usa el disolvente como
referencia. Para los experimentos de *C, HSQC y HMBC se utiliza CDCl; y tres gotas de
DMSO como disolvente y se usa CDCl; como referencia. Para los experimentos solicitados
se emplea el equipo de RMN de 400 MHz.

Para la obtencion de los espectros de RMN de resveratrol acetilado se emplea 0.005 g
para el experimento de 'H y 0.010 g para el experimento de **C, HSQC y HMBC. Se utiliza
CDCl; como disolvente y como referencia se usa TMS (para el experimento de *H) y CDCl;
(para los experimentos de *C, HSQC y HMBC). Para los experimentos solicitados se emplea
el equipo de RMN de 500 MHz.

Para la obtencion de los espectros de RMN de epéxido de resveratrol acetilado se emplea
0.005 g para el experimento de *H y 0.010 g para el experimento de *C, HSQC y HMBC. Se
utiliza CDCl; como disolvente y como referencia se usa TMS (para el experimento de 'H) y
CDCl; (para los experimentos de **C, HSQC y HMBC). Para los experimentos solicitados se
emplea el equipo de RMN de 500 MHz.

Para la obtencion de los espectros de UV-visible, se emplean 0.005 g de cada compuesto

y se utiliza MeOH como disolvente. Se realiza un andlisis cualitativo para todos los

compuestos.
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Para la obtencion de los espectros de IR, se emplean 0.002 g de cada compuesto y se
prepara la muestra mediante el método de pastilla con KBr, a excepciéon del epdxido de
resveratrol acetilado que se prepara mediante el método de pelicula con nujol.

Para la obtencién de los espectros de EM, se emplean 0.001 g de cada compuesto. El

método de ionizacion es por impacto electronico para todos los compuestos.

6.12
Valoracion de la actividad antioxidante de

physcion, emodina, resveratrol y sus derivados

Todos los compuestos obtenidos se analizan mediante dos pruebas bioldgicas para
determinar su actividad antioxidante: inhibicion de la peroxidacion de lipidos (TBARS) y
reduccion del radical DPPH. Tales pruebas son realizadas por el técnico académico
encargado del area correspondiente y los resultados son entregados para su analisis. Se

envian 0.005 g de cada compuesto para realizar ambas pruebas solicitadas.
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7.1

Del extracto al compuesto puro

De la maceracion con disolventes organicos de la materia prima, se obtienen tres extractos
gue muestran el contenido de varios compuestos de polaridad distinta. En estos tres
extractos, se obtienen a todos los compuestos que son solubles en el disolvente empleado
correspondiente en cada caso, extrayendo compuestos desde baja polaridad hasta alta
polaridad.

El primer extracto obtenido, denominado EHVV, es un solido de color café oscuro (casi
negro), que al ser analizado mediante cromatografia en capa fina (imagen 1), muestra la
presencia de varios compuestos con polaridad de baja a media, en concentraciones altas y
dos compuestos en concentraciones bajas, uno con polaridad media y el otro con polaridad
alta.

Imagen 1. Extracto de hexano de Vitis vinifera (EHVV). La aplicacion del lado izquierdo corresponde a la
materia prima disuelta en MeOH y es usada como referencia. La aplicacion del lado derecho corresponde
al EHVV. El medio de elucion es hexano-AcOEt (7:3) y se utiliza como revelador sulfato de cerio (IV) y

calentamiento.
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Los compuestos que estan en mayor concentracion, son probablemente acidos grasos de
cadena larga, compuestos aromaticos, glucidos, disacaridos, etcétera. Estos son solubles o
parcialmente solubles en hexano (disolvente organico no polar utilizado para extraerlos), los
compuestos con polaridad ligeramente mayor que la del hexano, pueden ser extraidos
debido a que los acidos grasos, por ejemplo, cambian las propiedades del hexano,
aumentando un poco su polaridad y facilitando la solubilidad de ellos. Todos estos

compuestos no son de interés en este estudio por lo cual no son analizados ampliamente.

Los dos compuestos que estan en menor concentracion, pueden ser los de interés en este
estudio, dado que emodina y resveratrol son compuestos de polaridad media y alta,
respectivamente. Sin embargo, estos dos compuestos presentes en el EHVV podrian llegar a
perderse en el momento en que quisieran ser separados, debido a que se encuentran menos
concentrados con respecto a los demas compuestos. Por lo tanto, no se decide aislar a estos

compuestos a partir de este extracto.

El segundo extracto obtenido, denominado EACOEtVV, es un sdlido de color entre naranja
y café oscuro, que al ser analizado mediante cromatografia en capa fina (imagen 2), muestra
la presencia de tres compuestos de polaridad distinta. EI compuesto | es de polaridad baja, el
compuesto Il es de polaridad media y el compuesto Il es de polaridad alta.

Imagen 2. Extracto de AcOEt de Vitis vinifera (EACOEtVV). La aplicacion en ambas ilustraciones
corresponde al EACOEtVV. La imagen de la izquierda ilustra a la imagen de la derecha antes de aplicar el
revelador. El medio de elucion es hexano-AcOEt (7:3) y se utiliza como revelador sulfato de cerio (IV) y
calentamiento.
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La diferencia de polaridad entre los compuestos presentes en el EACOEtVV, hace posible
el pensar en separarlos facilmente por cromatografia en columna, ademas de que estan en
concentraciones altas y parcialmente puros. Y dado que physcion, emodina y resveratrol
presentan distintas polaridades que concuerdan a las mostradas anteriormente, los
compuestos extraidos presentes en el EACOEtVV pueden ser los que se busca separar y por

ende se decide aislar a los compuestos presentes en este extracto.

El tercer extracto obtenido, denominado EMeOHVV, es un sélido de color negro, que al
ser analizado mediante cromatografia en capa fina (imagen 3), no muestra la presencia de
algun compuesto de polaridad distinta al de el o los compuestos muy polares que conforman
el punto de aplicacion. Lo cual explica que con hexano y AcOEt se ha logrado extraer a todos
los compuestos de polaridad baja, media y alta presentes en la materia prima.

Imagen 3. Extracto de MeOH de Vitis vinifera (EMeOHVV). En la imagen de la izquierda: la aplicacion del
lado izquierdo corresponde a la materia prima disuelta en MeOH y es usada como referencia; la aplicacion
del lado derecho corresponde al EMeOHVV. En la imagen de la derecha: la aplicaciéon corresponde al
EMeOHVV. El medio de elucién es hexano-AcOEt (1:1) y se utiliza como revelador sulfato de cerio (IV) y

calentamiento.

Los tres compuestos presentes en el EACOEtVV se aislan mediante cromatografia en
columna (imagen 4), el monitoreo de la separacién se realiza mediante cromatografia en
capa fina y se logra separar a cada compuesto en un nimero minimo de fracciones. Las
fracciones iguales se juntan y se analiza la pureza de los tres compuestos separados. Los
tres compuestos obtenidos se purifican mediante cristalizacién y nuevamente, se analizan

mediante cromatografia en capa fina.
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Imagen 4. Columna empacada. Se observa como se van separando los distintos compuestos presentes en
el EACOEtVV. El medio de elucion es hexano-AcOEt (7:3).

El primer compuesto aislado y purificado a partir del EACOEtVV (compuesto 1), es un
sélido de color amarillo que funde a 202-203 °C (imagen 5). De este compuesto se obtiene
0.143 g, alcanzando un rendimiento de extraccién de 1.43 %. Este compuesto aislado es
probablemente physcion, coincide en polaridad y en el punto de fusién reportado por la
literatura (207-209 °C), referencia [12].

Imagen 5. Compuesto | (Physcion). Polvo que no se ve afectado electrostaticamente y aparentemente sin
propiedades cristalinas.
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El compuesto | se analiza mediante cromatografia en capa fina (imagen 6), se observa
gue el compuesto se ha separado totalmente y que posee elevada pureza. EI compuesto
conserva la polaridad baja con un valor de Ry = 0.872.

Imagen 6. Compuesto | (R; = 0.872). La aplicacion se ha colocado por duplicado en la misma placa y en
ambas iméagenes corresponde al primer compuesto separado. La imagen de la izquierda ilustra a la imagen
de la derecha antes de aplicar el revelador. El medio de elucién es hexano-AcOEt (1:1) y se utiliza como
revelador sulfato de cerio (IV) y calentamiento. En las imagenes se muestra la aplicacion del compuesto
después de haber sido purificado.

El segundo compuesto aislado y purificado a partir del EACOEtVV (compuesto Il), es un
sélido de color naranja que funde a 261-262 °C (imagen 7). De este compuesto se obtiene
0.367 g, alcanzando un rendimiento de extraccion de 3.67 %. Este compuesto aislado es
probablemente emodina, coincide en polaridad y en el punto de fusién reportado por la
literatura (260-263 °C), referencia [12].

Imagen 7. Compuesto Il (Emodina). Polvo que se ve afectado electrostaticamente y aparentemente sin

propiedades cristalinas.
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El compuesto Il se analiza mediante cromatografia en capa fina (imagen 8) se observa

gue el compuesto se ha separado totalmente y que posee elevada pureza. EI compuesto
conserva la polaridad media con un valor de Ry = 0.718.

Imagen 8. Compuesto Il (R; = 0.718). La aplicacién se ha colocado por duplicado en la misma placa y en
ambas iméagenes corresponde al segundo compuesto separado. La imagen de la izquierda ilustra a la
imagen de la derecha antes de aplicar el revelador. El medio de elucion es hexano-AcOEt (1:1) y se utiliza
como revelador sulfato de cerio (IV) y calentamiento. En las imagenes se muestra la aplicacion del
compuesto después de haber sido purificado.

El tercer compuesto aislado y purificado a partir del EACOEtVV (compuesto Ill), es un
solido de color café claro que funde a 244-245 °C. De este compuesto se obtiene 3.291 g,

alcanzando un rendimiento de extraccion de 32.91 % (imagen 9). Este compuesto aislado es
probablemente resveratrol.

Imagen 9. Compuesto Il (Resveratrol). Polvo que no se ve afectado electrostaticamente y aparentemente
sin propiedades cristalinas.
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El compuesto Ill se analiza mediante cromatografia en capa fina (imagen 10) se observa
gue el compuesto se ha separado totalmente y que posee elevada pureza. EI compuesto

conserva la polaridad alta con un valor de Ry = 0.325.

Imagen 10. Compuesto Il (R; = 0.325). La aplicaciéon se ha colocado por duplicado en cada placa y se
muestra en ambas imagenes la aplicacién del tercer compuesto separado. El medio de elucién es hexano-
AcOEt (1:1) y se utiliza como revelador sulfato de cerio (IV) y calentamiento. En las imagenes se muestra la
aplicacion del compuesto después de haber sido purificado. En ambas imagenes, las dos aplicaciones del

tercer compuesto se encuentran concentradas.

7.2

El acetilado

El producto de la reaccion de acetilacion de resveratrol (compuesto 1V), es un sélido de color
café claro, mas claro que el color original del resveratrol y funde a 117-118 °C. Se obtiene

1.183 g de producto, alcanzando un rendimiento de reaccion de 95.25 %.

El compuesto IV se analiza mediante cromatografia en capa fina (imagen 11), se observa
un cambio en la polaridad del compuesto obtenido con respecto al resveratrol, el producto
sintetizado se observa completamente puro y es de polaridad media con un R; = 0.667 (para
el resveratrol el Ry = 0.325). Ademas se observa que los reactivos han reaccionado

totalmente.
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Imagen 11. Acetilacion de resveratrol. La aplicacion del lado izquierdo corresponde al resveratrol y es
usada como referencia. La aplicacion del lado derecho corresponde al producto de la reaccion. El medio de

elucién es hexano-AcOEt (1:1) y se utiliza como revelador sulfato de cerio (IV) y calentamiento.

El resveratrol es un compuesto polifendlico que posee en su estructura tres hidrégenos
acidos (pKa1 = 8.8, pKa2 = 9.8 y pKa 3 = 11.4, referencia [44]), sin embargo, no reacciona con
la piridina (pKa = 5.25, referencia [39]) en una reaccién acido-base para sustraer el protén del
fenol, el &omo de oxigeno del fenol se comporta como un nucledfilo. La formacion del
producto se rige por la reaccion de sustitucion nucleofilica en el grupo acilo del anhidrido

aceético. La reaccion se muestra en la figura 7.

Figura 7. Reaccion de acetilacion.

El efecto neto de la sustitucion nucleofilica en el grupo acilo es el reemplazo del grupo
saliente por el nucledfilo entrante, en este caso el grupo saliente es el ion acetato. El
mecanismo de la reaccién sucede a través de un intermediario tetraédrico, seguido de una
reaccion acido-base donde el ion acetato recién formado o el proveniente de alguna otra
molécula, sustrae el hidrogeno del fenol. El uso de piridina en la reaccién, es para controlar la
generacion del acido acético formado (pK, = 4.8, referencia [39]), por medio una reaccion

acido-base. El mecanismo de la reaccién se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Mecanismo de la reaccion de acetilacion.
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No se tiene la certeza de que hidroxilo reacciona primero y es poco probable que
reaccionen los tres al mismo tiempo, debido a que las moléculas deben encontrarse en la
posicion adecuada y tener la energia cinética necesaria para que reaccionen. Sin embargo,
es mas probable que reaccione primero el hidroxilo que tiene menor impedimento estérico.
Una vez que ha reaccionado el primer hidroxilo, los otros dos son equivalentes y de igual
forma es poco probable que reaccionen los dos al mismo tiempo, por lo tanto, reacciona uno

y después el otro.

La reaccion con el ultimo hidroxilo de la molécula tiene sin duda una cinética menor que el
primer hidroxilo que reacciono, es decir, se efectia mas lento que las otras dos reacciones,
debido al impedimento estérico formado en la molécula. Ademas se suma el hecho de que
los anhidridos reaccionan mas lentamente que los cloruros de acido, debido a que un cloruro
de &cido es mas reactivo que un anhidrido, sin embargo, la cinética de la reacciéon no es un

objetivo en este estudio, por lo cual no se abunda en el tema.

La reaccion de acetilacion de resveratrol realizada en este trabajo no se ha reportado en la
literatura consultada, con este estudio se obtiene el método de sintesis para formar el

compuesto triacetilado del resveratrol mediante la reaccion con anhidrido acético y piridina.

7.3

La epoxidacion del acetilado

El producto de la reaccion de epoxidacion de resveratrol acetilado (compuesto V), es un
liqguido espeso de color amarillo. Se obtiene 0.067 g de producto, alcanzando un rendimiento
de reaccion de 64.11 %. ElI compuesto V se analiza mediante cromatografia en capa fina
(imagen 12), no se observa un cambio en la polaridad del compuesto obtenido con respecto
al resveratrol acetilado, el producto sintetizado se observa completamente puro y es de
polaridad media con un R = 0.667, igual al del resveratrol acetilado. Ademas se observa que

los reactivos han reaccionado totalmente.
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Imagen 12. Epoxidacion de resveratrol acetilado. La aplicacion del lado izquierdo corresponde al
resveratrol y es usada como referencia. La aplicacion del centro lado izquierdo corresponde al resveratrol
acetilado y es usada como referencia. La aplicacion del centro lado derecho corresponde al MPCBA y es
usada como referencia, este compuesto se observa con luz ultravioleta debido a que no reacciona con el
revelador usado y es por eso que no se ve alguna mancha en las imagenes mostradas. La aplicacion del
lado derecho corresponde al producto de la reaccion. El medio de eluciéon es hexano-AcOEt (1:1) y se

utiliza como revelador sulfato de cerio (IV) y calentamiento. Se hace por duplicado el analisis.

Aunque no existe un cambio notorio en la polaridad del producto obtenido, se pueden
observar diferencias en la forma de las manchas que aparecen en la placa al momento de
ser revelada con sulfato de cerio (IV) y calentamiento. Es decir, los compuestos presentes en
la placa reaccionan de manera distinta con el revelador de sulfato de cerio (IV), en las placas
de la imagen 12 la mancha del centro lado izquierdo que corresponde al resveratrol acetilado
es distinta en color y forma a la mancha de la derecha que corresponde al producto
sintetizado. Por lo tanto, indica que se ha formado un nuevo producto.

El resveratrol acetilado posee en su estructura un doble enlace trans, el cual se oxida en
presencia del MPCBA, el peroxiécido transfiere un atomo de oxigeno al alqueno formando un
epoxido. La formacion del producto se rige con estereoquimica sin, es decir, los dos enlaces
C-0O se forman por el mismo lado del doble enlace sin modificar la estereoquimica trans. La

reaccion se muestra en la figura 9.

Figura 9. Reaccion de epoxidacion.
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El mecanismo de la reaccion sucede en una sola etapa sin intermediarios, el atomo de
oxigeno que se transfiere es el mas alejado del grupo carbonilo. Sin embargo, el epoxido
puede formarse por “arriba” o por “debajo” del doble enlace, lo cual genera dos isémeros: el
2R,3R vy el 2S,3S, respectivamente. El mecanismo de la reaccion se muestra en la figura 10.

Figura 10. Mecanismo de la reaccion de epoxidacion.

La reaccion de epoxidacion de resveratrol acetilado, se probo en varias ocasiones sin
aplicar calor a la reaccién, en todos estos casos, la reaccion no procedia y el epoxido
esperado no se formaba. La aplicacion de energia en forma de calor al medio de reaccion,
provoco que la reaccién sucediera y se produciera el epéxido. Lo cual nos dice que la
formacion del epdxido requiere de energia y que la reaccion es endotérmica. Es muy
probable que el efecto estérico sea el causante de que la reaccion necesite energia para que
suceda, debido a que el doble enlace se encuentra en medio de dos anillos de benceno y
ademas el peroxiacido utilizado es muy voluminoso, por lo que si hay un impedimento

estérico en la reaccion.
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Siempre que se forma un producto quiral por la reaccion entre dos reactivos aquirales, el
producto se obtiene en una mezcla racémica, es decir, los enantiomeros del producto se
forman en cantidades iguales. Por lo tanto, el producto de la reaccion de epoxidaciéon de
resveratrol acetilado se espera sea una mezcla racémica de epoxidos (2R,3R) y (2S,3S). En
este trabajo no se separan los dos is6meros formados, dejando abierta la investigacion

acerca de métodos de aislamiento para enantiomeros del epdxido de resveratrol acetilado.

En la actualidad se desarrollan métodos de sintesis enantioselectivos, los cuales producen
en mayor cantidad solo uno de los dos enantiomeros posibles. Un ejemplo de reaccion
enantioselectiva es la epoxidacion de Sharpless, en la cual un alcohol alilico se trata con
hidroperdxido de ter-butilo (CH3)3C-OOH, en presencia de tetraisopropéxido de titanio y de
tartrato de dietilo (DET) como un reactivo quiral auxiliar, sea el tartrato (R,R) o el (S,S).

La reaccion de epoxidacion de resveratrol acetilado realizada en este trabajo no se ha
reportado en la literatura consultada, con este estudio se obtiene el método de sintesis para
formar el epdxido del resveratrol acetilado mediante la reaccion con MPCBA.

7.4

Del compuesto puro a la estructura quimica

De los tres compuestos aislados se obtienen los espectros de RMN, EM, IR y UV-visible.
Todos los espectros se muestran en el Capitulo X (pagina 123). Estos resultados se analizan
para determinar la estructura quimica y saber de que compuesto se habla en cada caso.
Para la interpretacion de los espectros de todas las técnicas espectroscopicas se utiliza el
apoyo de tablas provenientes de: Structure Determination of Organic Compounds, referencia
[45]. También se usan los valores de desplazamiento quimico para disolventes comunes y
trazas de impurezas, reportados en: NMR Chemical Shifts of Common Laboratory Solvents

as Trace Impurities, referencia [46].
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Los espectros han sido agrupados conforme al compuesto que corresponden, ordenados
de acuerdo a la importancia para establecer la estructura quimica y numerados
consecutivamente. Es decir, se agrupan los espectros de todas las técnicas
espectroscopicas para cada uno de los compuestos obtenidos en orden de aparicion:
physcion, emodina, resveratrol, resveratrol acetilado y epoxido de resveratrol acetilado. Se
ordenan dentro del grupo de acuerdo a la informacién proporcionada para elucidar la
estructura quimica de mayor a menor prioridad: RMN, EM, IR y UV-visible. Y una vez
acomodados, solo son numerados consecutivamente. Sin embargo, el uso de los resultados
se ocupa de manera diferente al orden establecido anteriormente. Se empieza utilizando la
informacion que proporcionan los resultados de menor prioridad y se termina con los
resultados de mayor prioridad, solo para establecer al final mejores conclusiones. Se

conserva la agrupaciéon y la numeracion dada a los espectros.

Compuesto I. Physcion 7.4.1

El espectro de UV-visible del compuesto | (espectro 8), muestra sefiales con maximos de
absorcion a distintas longitudes de onda, las cuales corresponden a transiciones energéticas
permitidas del grupo funcional: doble enlace a 224.0 nm (0.731 A); cetona a 266.0 nm
(0.387 A) y 287.0 nm (0.386 A); y aromatico policiclico (bencenos fusionados como naftaleno,
antraceno, etcétera) a 434.0 nm (0.245 A).

El orden de magnitud de las constantes de absortividad molar tedricas son: para un doble
enlace es entre 10°-10* L-mol™*-cm™; para una cetona es entre 10-10? L-mol™*-cm™; y para un
aromatico policiclico es entre 10*%-10*! L-mol*-cm™ (referencia [45]). Esto indica que la
absorbancia de un doble enlace es mayor que la absorbancia de una cetona, mientras que la
absorbancia de un aromatico policiclico puede ser mayor o menor que la absorbancia de un
doble enlace pero siempre mayor a la absorbancia de una cetona. Esta relacion resulta
debido a que la absorbancia y la constante de absortividad molar (¢) son directamente

proporcionales (ecuacion 4).
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El espectro de UV-visible del compuesto | se realiza mediante un andlisis cualitativo, por lo
gue no es posible calcular el valor de ¢, pero se puede considerar a la absorbancia como un
criterio para corroborar la asignacion de sefiales debido a la proporcionalidad entre ambos

parametros.

En el espectro de UV-visible del compuesto | se observa que la absorbancia para la sefal
que corresponde a un doble enlace es mayor que la absorbancia de las dos sefales de
cetonas y que la absorbancia de la sefal del aromatico policiclico, tal como se espera
tedricamente. Sin embargo, la absorbancia de la sefial que corresponde al aromatico
policiclico no es mayor que la absorbancia de las dos sefiales de las cetonas, lo cual indica
gue la absorcion del aromético policiclico no corresponde exactamente a anillos de benceno

fusionados. Las sefiales y las asignaciones se muestran de manera resumida en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de sefiales obtenidas por UV-visible del compuesto I.

_ e/L-mol™*-cm™ Grupo
Seflal A/nm Absorbancia/A _
(tedrico) Funcional
1 224.0 0.731 10%-10* -C=C-
2  266.0 0.387 10-10° >C=0
3  287.0 0.386 10-10° >C=0
4  434.0 0.245 10%4-10** ¢ (policiclicos)*

*No son exactamente anillos de benceno fusionados.

El espectro de IR del compuesto | (espectro 7), muestra sefiales de absorcion que
corresponden a diferentes grupos funcionales: metilo en 2980.25 cm™, 2917.80 cm™ y
1365.73 cm™; metoxilo en 2847.53 cm™; carbonilo en 1620.35 cm™; fenol en 1224.37 cm™;
benceno en 1563.39 cm™, 1476.85 cm™, 757.96 cm™ y 712.52 cm™; y éter en 1157.66 cm™ y
1033.87 cm™.

En el espectro de IR del compuesto | no se observa la presencia de sefales que
correspondan a grupos funcionales hidroxilo. La intensidad de las sefiales que se encuentran

por debajo de los 3000 cm™ indican que son pocos los sustituyentes metilo en el compuesto.
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Las sefiales a 757.96 cm™ y 712.52 cm™ corresponden a un benceno trisustituido en
posiciones 1,2,3 (orto y meta). Las sefiales a 872.18 cm™ y 849.62 cm™ pueden corresponder
a un benceno tetrasustituido en posiciones 1,2,3,5 (orto y meta), pero son poco confiables
debido a que son sefiales débiles. Las sefiales y las asignaciones se muestran de manera

resumida en la tabla 2.

Tabla 2. Resumen de sefiales obtenidas por IR del compuesto I.

Sefial wv/cm™ Intensidad Tipo (?le Vibracién Grupo
Vibracion Funcional

1 2980.25 Débil Estiramiento C-H -CHjs
2 2917.80 Débil Estiramiento C-H -CHjs
3 2847.53 Débil Estiramiento C-H -O-CHjs
4 1620.35 Media Estiramiento C=0 >C=0
5  1563.39 Débil Estiramiento c=C ¢
6 1476.85 Media Estiramiento C=C 0
7 1365.73 Media Flexion C-H -CHjs
8 1224.37 Media Estiramiento C-O ¢-OH
9 1157.66 Media Estiramiento C-O -C-O-C-
10  1033.87 Media Estiramiento C-O -C-O-C-
11 757.96 Media Flexion C-H ¢ (1,2,3)
12 = 71252 Media Flexion C-H o (1,2,3)

Nota: se consideran sefiales de intensidad media entre 80 % y 40 % de Transmitancia.

El espectro de EM del compuesto | (espectro 6), muestra a 284 m/z el valor que
corresponde al iébn molecular (M™), este valor también corresponde al pico base del espectro.
No se observan perdidas de masa l6gicas debidas a la fragmentacién de la molécula.

De acuerdo a la isotopia no se observa la presencia de algin atomo de halégeno en la
estructura de la molécula. La masa del compuesto es par por lo que no hay un numero impar
de atomos de nitrégeno en el compuesto. Por lo tanto, la formula molecular para el

compuesto | es C15H1205 con una masa molar de 284.263 g-mol™.
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El espectro de RMN *H del compuesto | (espectro 1 y 2), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: hidrogenos del grupo funcional metilo unido a un benceno a
2.438 ppm; hidrégenos del grupo funcional metilo unido a un fendxido a 3.929 ppm;
hidrégenos del grupo funcional benceno a 6.659 ppm, 7.056 ppm, 7.331 ppm y 7.593 ppm; e
hidrégenos del grupo funcional hidroxilo unido a un benceno a 12.077 ppmy 12.274 ppm.

En el espectro de RMN *H del compuesto |, la sefial a 6.659 ppm se muestra como un
doblete y corresponde a un acoplamiento meta entre dos nucleos de hidrégeno involucrados
gue estan a cuatro enlaces de distancia, su constante de acoplamiento es 2.8 Hz. De igual
forma, la sefial a 7.331 ppm se muestra como un doblete y corresponde a un acoplamiento
meta entre dos nucleos de hidrégeno involucrados que estan a cuatro enlaces de distancia,
Su constante de acoplamiento es 2.4 Hz. Las sefales a 2.438 ppm, 3.929 ppm, 12.077 ppm Yy

12.274 ppm se muestran como sefiales simples, cominmente llamadas singuletes.

Las sefiales a 7.056 ppm y 7.593 ppm se muestran con otro tipo de multiplicidad (la cual
no se describe), debido a que los nucleos de hidrégeno involucrados presentan constantes
de acoplamiento diferentes, lo que ocasiona que el desdoblamiento de las sefales no siga
las proporciones de intensidad establecidas en la figura 6, ademas de que poseen mas tipos
de acoplamientos (los cuales no se describen). Las sefiales y las asignhaciones se muestran

de manera resumida en la tabla 3.

La correlacion de un atomo de hidrégeno con un atomo de carbono se muestra en la
columna “Localizacion” de la tabla 3, en la cual se indica en que atomo de carbono se
encuentra enlazado el o los atomos de hidrégeno correspondientes a la sefial que aparece a
determinado desplazamiento quimico. Para asignar la posicion de los a&tomos de hidrogeno
en la estructura quimica de la molécula, se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los
experimentos HSQC y HMBC (como se vera mas adelante).

En el caso de los hidrégenos del grupo funcional hidroxilo que no se encuentran
directamente enlazados a un atomo de carbono, la correlacién se hace con el aomo de

carbono que esta enlazado al oxigeno del hidroxilo correspondiente.
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Tabla 3. Resumen de sefiales obtenidas por RMN "H del compuesto I. *Ver figura 11.

Sefial é/ppm | Multiplicidad JIH J/Hz Gru.po Localizacion*
Funcional
1 2.438 Singulete 3 — ¢-CHs C16
2 3.929 Singulete 3 — $-O-CHjs C15
3 6.659 Doblete 1 28 () C2
4 7.056 - 1 - ) c7
5 7.331 Doblete 1 24 ¢ C4
6 7.593 - 1 - (0 C5
7 12.077 Singulete 1 — ¢-OH C8**
8 12.274 Singulete 1 — ¢-OH C1**

**Los hidrogenos se correlacionan al carbono enlazado al oxigeno del hidroxilo.

El espectro de RMN *3C del compuesto | (espectro 3), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: carbono alifatico a 22.292 ppm; carbono alifatico base de oxigeno
a 56.210 ppm; carbono aromatico a 106.890 ppm, 108.319 ppm, 110.375 ppm, 113.787 ppm,
121.398 ppm, 124.620 ppm, 133.324 ppm, 135.353 ppm y 148.562 ppm; carbono aromatico
base de oxigeno a 162.619 ppm, 165.301 ppm y 166.662 ppm; y carbono de cetona a
182.070 ppmy 190.877 ppm.

En el espectro de RMN *3C del compuesto |, las sefiales a 110.375 ppm, 113.787 ppm,
133.324 ppm, 135.353 ppm, 148.562 ppm, 162.619 ppm, 165.301 ppm, 166.662 ppm,
182.070 ppm y 190.877 ppm corresponden a carbonos cuaternarios. Las sefales y las

asignaciones se muestran de manera resumida en la tabla 4.

La numeracion de los atomos de carbono en la estructura de la molécula se muestra en la
columna “Localizacion” de la tabla 4, en la cual se indica que numero se le asigna al atomo
de carbono correspondiente a la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.
Para asignar la posiciéon de los atomos de carbono en la estructura quimica de la molécula,
se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los experimentos HSQC y HMBC (como se

vera mas adelante).
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Tabla 4. Resumen de sefiales obtenidas por RMN **C del compuesto I. *Ver figura 11.

Senal . é/ppm Gru.po Localizacion*
Funcional
1 22292  ¢-CHs C16
2 56.210 @ ¢-O-CHs C15
3 106.890 ) Cc2
4 108.319 ) C4
5  110.375 ) C12
6  113.787 ) C13
7  121.398 ) C5
8  124.620 ) C7
9 133.324 0 Ci14
10  135.353 ) C11
11  148.562 ) C6
12 162.619  ¢-OH cs8
13  165.301  ¢-OH C1
14  166.662 ¢-O-CHjs C3
15  182.070 >C=0O C10
16  190.877 >C=0 C9

Con la informacién obtenida de los espectros de UV-visible, IR, EM, RMN *H y RMN *3C
obtenidos para el compuesto |, se logra elucidar la estructura quimica de este compuesto, la
cual se muestra en la figura 11. El nombre que recibe de acuerdo a las recomendaciones de
la IUPAC es 1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metilantraquinona, sin embargo, el compuesto | se
conoce comunmente como physcion y se ha reportado ampliamente en la literatura. La
estructura de physcion ha sido bien planteada por medio de estas técnicas espectroscépicas
en este estudio, pero estas no proporcionan suficiente informacion para asignar y
correlacionar los atomos de hidrégeno y de carbono en la estructura de la molécula, por lo
gue es necesario utilizar mas técnicas de espectroscopia para caracterizar por completo la

estructura quimica.
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Figura 11. 1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metilantraquinona.

*Numeracién basada en las recomendaciones de la [IUPAC.

El espectro de RMN HSQC del compuesto | (espectro 4), muestra sefales para los
acoplamientos quimicos a un enlace de distancia entre nucleos de hidrogeno y nucleos de
carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a a&tomos de hidrégeno enlazados
directamente a atomos de carbono. Las sefales que se observan se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HSQC del compuesto I. *Ver figura 11.

Sefial 6/ppm de'H o&/ppm de **C Acoplamiento ' Distancia Correlacion H-C*
1 2.438 22.292 'H-3C 1 enlace C16
2 3.929 56.210 H-C 1 enlace C15
3 6.659 106.890 H-C 1 enlace C2
4 7.056 124.620 'H-13C 1 enlace C7
5 7.331 108.319 H-C 1 enlace C4
6 7.593 121.398 H-C 1 enlace C5

En la columna de “Correlacién H-C” en la tabla 5, se indica a que niumero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al acoplamiento mostrado en

la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.

El espectro de RMN HMBC del compuesto | (espectro 5), muestra sefiales para los
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces de distancia entre nucleos de hidrogeno y
nacleos de carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno
cercanos a atomos de carbono. Las sefiales que se observan se muestran en la tabla 6.
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Tabla 6. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HMBC del compuesto I. *Ver figura 11.

Sefial dé/ppm de'H &/ppm de **C Acoplamiento | Distancia Correlacion H-C*
1 121.398 H-3c 3 enlaces C5
2 2.438 124.620 H-Bc 3 enlaces Cc7
3 148.562 H-c 2 enlaces C6
4 3.929 166.662 H-c 3 enlaces C3
5 108.319 H-c 3 enlaces C4
6 110.375 H-c 3 enlaces C12

6.659 ——
7 165.301 H-~C 2 enlaces C1l
8 166.662 H-c 2 enlaces C3
9 22.292 H-c 3 enlaces C16
10 113.787 H-3c 3 enlaces C13
7.056 ——
11 121.398 H-~C 3 enlaces C5
12 162.619 H-15c 2 enlaces C8
13 106.890 H-c 3 enlaces Cc2
14 110.375 H-c 3 enlaces C12
15 7.331 135.353 'H-cC 2 enlaces Cl1
16 166.662 H-c 2 enlaces C3
17 182.070 Q-3¢ 3 enlaces C10
18 22.292 'H-BC 3 enlaces C16
19 113.787 H-3c 3 enlaces C13
20 7.593 124.620 H-c 3 enlaces Cc7
21 148.562 H-15c 2 enlaces C6
22 182.070 H-c 3 enlaces C10
23 113.787 H-3c 3 enlaces C13
24 12.077 124.620 H-Bc 3 enlaces Cc7
25 162.619 Q-3¢ 2 enlaces C8
26 106.890 H-c 3 enlaces Cc2
27 12.274 110.375 H-Bc 3 enlaces C12
28 165.301 H-c 2 enlaces C1
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En la columna de “Correlacién H-C” en la tabla 6, se indica a que niumero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al o a los acoplamientos

mostrados en la o las sefales que aparecen a determinado desplazamiento quimico.

Una vez que se tiene la estructura quimica de physcion es posible visualizar los probables
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces, la mayoria de ellos se observan en el espectro
de RMN HMBC, sin embargo, hay unos pocos que no se observan como es el caso: del
acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 7.056 ppm y el carbono a
148.562 ppm; y del acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 7.593 ppm

y el carbono a 133.324 ppm.

Figura 12. Physcion.

Compuesto Il. Emodina 7.4.2

El espectro de UV-visible del compuesto Il (espectro 16), muestra sefiales con maximos de
absorcion a distintas longitudes de onda, las cuales corresponden a transiciones energéticas
permitidas del grupo funcional: doble enlace a 222.5 nm (0.246 A); cetona a 252.0 nm
(0.119 A), 266.0 nm (0.120 A) y 288.5 nm (0.141 A); y aromético policiclico (bencenos

fusionados como naftaleno, antraceno, etcétera) a 436.0 nm (0.075 A).

El orden de magnitud de las constantes de absortividad molar tedricas son: para un doble
enlace es entre 10°-10* L-mol™*-cm™; para una cetona es entre 10-10? L-mol™*-cm™; y para un
aromatico policiclico es entre 104-10** L-mol™*-cm™ (referencia [45]).
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Lo anterior indica que la absorbancia de un doble enlace es mayor que la absorbancia de
una cetona, mientras que la absorbancia de un aromatico policiclico puede ser mayor o
menor que la absorbancia de un doble enlace pero siempre mayor a la absorbancia de una
cetona. Esta relacion resulta debido a que la absorbancia y la constante de absortividad
molar (g¢) son directamente proporcionales (ecuacién 4). El espectro de UV-visible del
compuesto |l se realiza mediante un andlisis cualitativo, por lo que no es posible calcular el
valor de ¢, pero se puede considerar a la absorbancia como un criterio para corroborar la

asignacion de sefiales debido a la proporcionalidad entre ambos parametros.

En el espectro de UV-visible del compuesto Il se observa que la absorbancia para la sefal
que corresponde a un doble enlace es mayor que la absorbancia de las tres sefales de
cetonas y que la absorbancia de la sefal del aromatico policiclico, tal como se espera
tedricamente. Sin embargo, la absorbancia de la sefial que corresponde al aromatico
policiclico no es mayor que la absorbancia de las tres sefiales de las cetonas, lo cual indica
gue la absorcion del aromatico policiclico no corresponde exactamente a anillos de benceno

fusionados. Las sefiales y las asignaciones se muestran de manera resumida en la tabla 7.

Tabla 7. Resumen de sefiales obtenidas por UV-visible del compuesto II.

_ e/L-mol™*-cm™ Grupo
Seflal A/nm Absorbancia/A _
(tedrico) Funcional
1 2225 0.246 10°-10* -C=C-
2 2520 0.119 10-10° >C=0
3  266.0 0.120 10-10° >C=0
4  288.5 0.141 10-10° >C=0
5  436.0 0.075 10%4-10** ¢ (policiclicos)*

*No son exactamente anillos de benceno fusionados.

El espectro de IR del compuesto Il (espectro 15), muestra sefiales de absorcion que
corresponden a diferentes grupos funcionales: hidroxilo en 3356.98 cm™; carbonilo en
1626.63 cm™; benceno en 1559.69 cm™, 1481.46 cm™, 758.42 cm™ y 724.79 cm™; y fenol en
1209.68 cm™y 1161.98 cm™.
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En el espectro de IR del compuesto Il no se observa la presencia de sefiales por debajo
de 3000 cm™ que correspondan a grupos funcionales metilo y metileno. Sin embargo, la
sefial a 1373.00 cm™ podria ser la absorcién de un grupo metilo, pero es baja la posibilidad,
0 en todo caso, son pocos los sustituyentes metilo en el compuesto.

Las sefiales a 758.42 cm™ y 724.79 cm™ corresponden a un benceno trisustituido en
posiciones 1,2,3 (orto y meta). Las sefiales a 1209.68 cm™ y 1161.98 cm™ indican la
probabilidad de presentar dos tipos distintos de fenoles en la estructura de la molécula. Las

sefales y las asignaciones se muestran de manera resumida en la tabla 8.

Tabla 8. Resumen de sefiales obtenidas por IR del compuesto II.

Sefial v/cm™ Intensidad Tipo (?le Vibracién Gru.po
Vibracion Funcional
1 3356.98 Débil Estiramiento O-H -OH
2 1626.63 Media Estiramiento C=0 >C=0
3 1559.69 Media Estiramiento C=C (0
4 1481.46 Media Estiramiento C=C (0
5 1209.68 Media Estiramiento C-O ¢-OH
6 1161.98 Media Estiramiento C-O ¢-OH
7 | 758.42 Media Flexion C-H o (1,2,3)
8 724.79 Media Flexion C-H ¢ (1,2,3)

Nota: se consideran sefiales de intensidad media entre 80 % y 40 % de Transmitancia.

El espectro de EM del compuesto Il (espectro 14), muestra a 270 m/z el valor que
corresponde al iébn molecular (M™), este valor también corresponde al pico base del espectro.

No se observan perdidas de masa l6gicas debidas a la fragmentacién de la molécula.

De acuerdo a la isotopia no se observa la presencia de algin atomo de halégeno en la
estructura de la molécula. La masa del compuesto es par por lo que no hay un numero impar
de atomos de nitrégeno en el compuesto. Por lo tanto, la formula molecular para el

compuesto Il es C15H1005 con una masa molar de 270.237 g-mol™.
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El espectro de RMN *H del compuesto Il (espectro 9 y 10), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: hidrogenos del grupo funcional metilo unido a un benceno a
2.418 ppm; hidrogenos del grupo funcional benceno a 6.618 ppm, 7.012 ppm, 7.256 ppm y
7.527 ppm; e hidrégenos del grupo funcional hidroxilo unido a un benceno a 10.580 ppm,
12.132 ppmy 12.202 ppm.

En el espectro de RMN *H del compuesto II, la sefial a 6.618 ppm se muestra como un
doblete y corresponde a un acoplamiento meta entre dos nucleos de hidrégeno involucrados
gue estan a cuatro enlaces de distancia, su constante de acoplamiento es 2.0 Hz. De igual
forma, la sefial a 7.256 ppm se muestra como un doblete y corresponde a un acoplamiento
meta entre dos nucleos de hidrégeno involucrados que estan a cuatro enlaces de distancia,
su constante de acoplamiento es 2.5 Hz. Las sefiales a 2.418 ppm, 10.580 ppm, 12.132 ppm

y 12.202 ppm se muestran como sefiales simples, cominmente llamadas singuletes.

Las sefiales a 7.012 ppm y 7.527 ppm se muestran con otro tipo de multiplicidad (la cual
no se describe), debido a que los nucleos de hidrégeno involucrados presentan constantes
de acoplamiento diferentes, lo que ocasiona que el desdoblamiento de las sefales no siga
las proporciones de intensidad establecidas en la figura 6, ademas de que poseen mas tipos
de acoplamientos (los cuales no se describen). Las sefales y las asignaciones se muestran

de manera resumida en la tabla 9.

La correlacion de un atomo de hidrégeno con un atomo de carbono se muestra en la
columna “Localizacion” de la tabla 9, en la cual se indica en que atomo de carbono se
encuentra enlazado el o los atomos de hidrégeno correspondientes a la sefial que aparece a
determinado desplazamiento quimico. Para asignar la posicion de los atomos de hidrogeno
en la estructura quimica de la molécula, se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los
experimentos HSQC y HMBC (como se vera mas adelante).

En el caso de los hidrégenos del grupo funcional hidroxilo que no se encuentran
directamente enlazados a un atomo de carbono, la correlacién se hace con el aomo de

carbono que esta enlazado al oxigeno del hidroxilo correspondiente.
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Tabla 9. Resumen de sefiales obtenidas por RMN "H del compuesto II. *Ver figura 13.

Sefial é/ppm | Multiplicidad JIH J/Hz Gru.po Localizacion*
Funcional
1 2.418 Singulete 3 — ¢-CHs C15
2 6.618 Doblete 1 20 ¢ C2
3 | 7.012 - 1 - I C7
4 7.256 Doblete 1 25 ¢ C4
5 7.527 - 1 - ) C5
6 10.580 Singulete 1 — ¢-OH C3**
7 12.132 Singulete 1 — ¢-OH C8**
8  12.202  Singulete 1 - »-OH C1**

**Los hidrogenos se correlacionan al carbono enlazado al oxigeno del hidroxilo.

El espectro de RMN **C del compuesto Il (espectro 11), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: carbono alifatico a 20.900 ppm; carbono aromético a
107.368 ppm, 108.130 ppm, 108.601 ppm, 112.482 ppm, 119.710 ppm, 123.059 ppm,
132.023 ppm, 134.085 ppm y 146.776 ppm; carbono aromético base de oxigeno a
161.079 ppm, 164.111 ppm y 164.636 ppm; y carbono de cetona a 180.900 ppm vy
189.190 ppm.

En el espectro de RMN **C del compuesto I, las sefiales a 108.130 ppm, 112.482 ppm,
132.023 ppm, 134.085 ppm, 146.776 ppm, 161.079 ppm, 164.111 ppm, 164.636 ppm,
180.900 ppm y 189.190 ppm corresponden a carbonos cuaternarios. Las sefales y las

asignaciones se muestran de manera resumida en la tabla 10.

La numeracion de los atomos de carbono en la estructura de la molécula se muestra en la
columna “Localizaciéon” de la tabla 10, en la cual se indica que numero se le asigna al &tomo
de carbono correspondiente a la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.
Para asignar la posicién de los atomos de carbono en la estructura quimica de la molécula,
se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los experimentos HSQC y HMBC (como se

vera mas adelante).
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Tabla 10. Resumen de sefiales obtenidas por RMN **C del compuesto II. *Ver figura 13.

Senal . é/ppm Gru.po Localizacion*
Funcional
1 20.900 ¢-CH3 C15
2  107.368 ) C2
3 108.130 ) C12
4  108.601 d C4
5  112.482 ) C13
6 | 119.710 b C5
7  123.059 ) C7
8  132.023 ) Cl4
9 134.085 0 C11
10  146.776 ) C6
11  161.079  ¢-OH Cs8
12 164.111  ¢-OH C3
13  164.636 ¢-OH C1
14  180.900 >C=0O C10
15 189.190 >C=0 C9

Con la informacién obtenida de los espectros de UV-visible, IR, EM, RMN *H y RMN *3C
obtenidos para el compuesto Il, se logra elucidar la estructura quimica de este compuesto, la
cual se muestra en la figura 13. El nombre que recibe de acuerdo a las recomendaciones de
la IUPAC es 1,3,8-trihidroxi-6-metilantraquinona, sin embargo, el compuesto Il se conoce
comunmente como emodina y se ha reportado ampliamente en la literatura. La estructura de
emodina ha sido bien planteada por medio de estas técnicas espectroscOpicas en este
estudio, pero estas no proporcionan suficiente informacion para asignar y correlacionar los
atomos de hidrégeno y de carbono en la estructura de la molécula, por lo que es necesario

utilizar mas técnicas de espectroscopia para caracterizar por completo la estructura quimica.
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Figura 13. 1,3,8-trihidroxi-6-metilantraquinona.

*Numeracién basada en las recomendaciones de la [IUPAC.

El espectro de RMN HSQC del compuesto Il (espectro 12), muestra sefiales para los
acoplamientos quimicos a un enlace de distancia entre nucleos de hidrogeno y nucleos de
carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno enlazados
directamente a atomos de carbono. Las sefales que se observan se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HSQC del compuesto II. *Ver figura 13.

Sefial 6/ppm de'H o&/ppm de **C Acoplamiento ' Distancia Correlacion H-C*
1 2.418 20.900 'H-3C 1 enlace C15
2 6.618 107.368 H-C 1 enlace C2
3 7.012 123.059 'H-13C 1 enlace C7
4 7.256 108.601 'H-13C 1 enlace c4
5 7.527 119.710 'H-13C 1 enlace C5

En la columna de “Correlacion H-C” en la tabla 11, se indica a que niumero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al acoplamiento mostrado en

la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.

El espectro de RMN HMBC del compuesto Il (espectro 13), muestra sefiales para los
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces de distancia entre nucleos de hidrogeno y
nacleos de carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno

cercanos a atomos de carbono. Las sefiales que se observan se muestran en la tabla 12.
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Tabla 12. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HMBC del compuesto Il. *Ver figura 13.

Sefial dé/ppm de'H &/ppm de **C Acoplamiento | Distancia Correlacion H-C*
1 119.710 H-3c 3 enlaces C5
2 2.418 123.059 H-Lc 3 enlaces Cc7
3 146.776 Q-3¢ 2 enlaces C6
4 108.130 H-c 3 enlaces C12
5 108.601 H-c 3 enlaces C4

6.618
6 164.111 H-3c 2 enlaces C3
7 164.636 Q-3¢ 2 enlaces C1
8 20.900 H-c 3 enlaces C15
9 112.482 H-3c 3 enlaces C13
7.012 A
10 119.710 H-~C 3 enlaces C5
11 161.079 Q-3¢ 2 enlaces C8
12 107.368 H-15c 3 enlaces Cc2
13 108.130 H-c 3 enlaces C12
14 7.256 134.085 H-c 2 enlaces Cl1
15 164.111 H-Bc 2 enlaces C3
16 180.900 H-c 3 enlaces C10
17 20.900 H-c 3 enlaces C15
18 112.482 H-15c 3 enlaces C13
19 7.527 123.059 H-c 3 enlaces Cc7
20 146.776 H-3c 2 enlaces C6
21 180.900 'H-cC 3 enlaces C10
22 112.482 H-c 3 enlaces C13
23 12.132 123.059 H-c 3 enlaces Cc7
24 161.079 Q-3¢ 2 enlaces C8
25 107.368 H-c 3 enlaces Cc2
26 12.202 108.130 H-c 3 enlaces C12
27 164.636 H-c 2 enlaces C1
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En la columna de “Correlacion H-C” en la tabla 12, se indica a que niumero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al o a los acoplamientos

mostrados en la o las sefales que aparecen a determinado desplazamiento quimico.

Una vez que se tiene la estructura quimica de emodina es posible visualizar los probables
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces, la mayoria de ellos se observan en el espectro
de RMN HMBC, sin embargo, hay unos pocos que no se observan como es el caso: del
acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 7.012 ppm y el carbono a
146.776 ppm; del acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 7.527 ppm y
el carbono a 132.023 ppm; y del acoplamiento a dos y tres enlaces de distancia entre el
hidrégeno a 10.580 ppm y los carbonos a 164.111 ppm, 107.368 ppm y 108.601 ppm.

Figura 14. Emodina.

Compuesto lIl. Resveratrol 7.4.3

El espectro de UV-visible del compuesto Il (espectro 24), muestra sefiales con maximos de
absorcion a distintas longitudes de onda, las cuales corresponden a transiciones energéticas
permitidas de grupo funcional: doble enlace a 218.0 nm (0.979 A); y benceno a 306.0 nm
(1.302 A).

El orden de magnitud de las constantes de absortividad molar tedricas son: para un doble
enlace es entre 10°-10* L'-mol*-cm™; y para un benceno es entre 10*10° L-mol*-cm™
(referencia [45]).
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Lo anterior indica que la absorbancia de un benceno es mayor que la absorbancia de un
doble enlace. Esta relacion resulta debido a que la absorbancia y la constante de
absortividad molar (¢) son directamente proporcionales (ecuacién 4). El espectro de UV-
visible del compuesto Il se realiza mediante un andlisis cualitativo, por lo que no es posible
calcular el valor de ¢, pero se puede considerar a la absorbancia como un criterio para

corroborar la asignacion de sefales debido a la proporcionalidad entre ambos parametros.

En el espectro de UV-visible del compuesto Ill se observa que la absorbancia para la sefial
gue corresponde a un benceno es mayor que la absorbancia de la sefial de un doble enlace,
tal como se espera tedricamente. Las sefiales y las asignaciones se muestran de manera

resumida en la tabla 13.

Tabla 13. Resumen de sefiales obtenidas por UV-visible del compuesto .

g/lL-mol*-cm™®  Grupo

Sefial | A/Inm Absorbancia/A _
(tedrico) Funcional

1 218.0 0.979 10°-10* -C=C-
2 306.0 1.302 10%-10° O

El espectro de IR obtenido para el compuesto Ill (espectro 23), muestra sefiales de
absorcion que corresponden a diferentes grupos funcionales: hidroxilo en 3206.83 cm™;
doble enlace en 3019.47 cm™ y 964.17 cm™; benceno en 1606.79 cm™, 1585.17 cm™,
1510.41 cm™, 1461.31 cm™, 1443.30 cm™ y 830.83 cm™; y fenol en 1147.17 cm™.

En el espectro de IR del compuesto Il las sefiales a 3019.47 cm™ y 964.17 cm™
corresponden a un doble enlace, cuya estereoquimica es atribuida al isomero trans. La sefal

a 830.83 cm™ corresponde a un benceno disustituido en posiciones 1,4 (para).

Las sefiales a 1606.79 cm™ y 1461.31 cm™ corresponden a un tipo de benceno y las
sefiales a 1585.17 cm™ y 1443.30 cm™ corresponden a otro tipo distinto de benceno, esta

conclusion se obtiene de analizar la forma y posicion de las sefales.
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La sefial a 1382.41 cm™ podria ser la absorcién de un grupo metilo, pero debido a que no
aparecen sefiales por debajo de 3000 cm™ se descarta la posibilidad de presentar metilos y
metilenos en la estructura de la molécula. Las sefales y las asignaciones se muestran de

manera resumida en la tabla 14.

Tabla 14. Resumen de sefiales obtenidas por IR del compuesto llI.

Sefial wv/cm™  Intensidad Tipo ‘?'e Vibracion Gru.po
Vibracion Funcional
1 3206.83 Media Estiramiento O-H OH
2 3019.47 Débil Estiramiento C-H C=C (trans)
3 1606.79 Media Estiramiento Cc=C [0
4 1585.17 Media Estiramiento C=C [0}
5 1510.41 Media Estiramiento Cc=C [0}
6 1461.31 Media Estiramiento Cc=C [0}
7 1443.30 Media Estiramiento Cc=C [0
8 1147.17 Intensa | Estiramiento C-O ¢-OH
9 964.17 Media Flexion C-H C=C (trans)
10 830.83 Media Flexion C-H ¢ (1,4)

Nota: se consideran sefiales de intensidad media entre 80 % y 40 % de Transmitancia.

El espectro de EM del compuesto lll (espectro 22), muestra a 228 m/z el valor que
corresponde al iébn molecular (M™), este valor también corresponde al pico base del espectro.
No se observan perdidas de masa l6gicas debidas a la fragmentacién de la molécula.

De acuerdo a la isotopia no se observa la presencia de algin atomo de halégeno en la
estructura de la molécula. La masa del compuesto es par por lo que no hay un numero impar
de atomos de nitrégeno en el compuesto. Por lo tanto, la formula molecular para el

compuesto Il es C14H1203 con una masa molar de 228.243 g-mol™.

85



Capitulo VII. Resultados

El espectro de RMN *H del compuesto 11l (espectro 17 y 18), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: hidrogenos del grupo funcional benceno a 6.271 ppm, 6.542 ppm,
6.837 ppm y 7.417 ppm; hidrégenos del grupo funcional doble enlace a 6.881 ppm y
7.017 ppm; e hidrogenos del grupo funcional hidroxilo unido a un benceno a 8.176 ppm, y
8.442 ppm.

En el espectro de RMN *H del compuesto IlI, la sefial a 6.271 ppm se muestra como un
triplete y corresponde a dos acoplamientos meta entre tres ndcleos de hidrégeno
involucrados que estdn a cuatro enlaces de distancia cada uno, su constante de
acoplamiento es 2.4 Hz. Las sefales a 6.881 ppm y 7.017 ppm se muestran como un doblete
cada una (aunque podria ser un doble de dobles debido a las interacciones de ambos
hidrogenos), aun asi corresponden a un acoplamiento entre dos nucleos de hidrégeno
involucrados que estan a tres enlaces de distancia y que es caracteristico de un doble enlace
trans, la constante de acoplamiento para cada doblete es 16.4 Hz. Las sefales a 8.176 ppm

y 8.442 ppm se muestran como sefales simples, comunmente llamadas singuletes.

Las sefales a 6.542 ppm, 6.837 ppm y 7.417 ppm se muestran con otro tipo de
multiplicidad (la cual no se describe), debido a que los ndcleos de hidrégeno involucrados
presentan constantes de acoplamiento diferentes, lo que ocasiona que el desdoblamiento de
las sefiales no siga las proporciones de intensidad establecidas en la figura 6, ademas de
gue poseen mas tipos de acoplamientos (los cuales no se describen). Las sefales y las

asignaciones se muestran de manera resumida en la tabla 15.

La correlacion de un atomo de hidrégeno con un atomo de carbono se muestra en la
columna “Localizacion” de la tabla 15, en la cual se indica en que atomo de carbono se
encuentra enlazado el o los atomos de hidrogeno correspondientes a la sefial que aparece a
determinado desplazamiento quimico. Para asignar la posicion de los atomos de hidrogeno
en la estructura quimica de la molécula, se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los
experimentos HSQC y HMBC (como se vera mas adelante).
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En el caso de los hidrégenos del grupo funcional hidroxilo que no se encuentran
directamente enlazados a un atomo de carbono, la correlacién se hace con el aomo de

carbono que esta enlazado al oxigeno del hidroxilo correspondiente.

Tabla 15. Resumen de sefiales obtenidas por RMN *H del compuesto IlI. *Ver figura 15.

Sefial é6/ppm | Multiplicidad fIH J/Hz Gru.po Localizacion*
Funcional
1 6.271 Triplete 1 24 ¢ C2
2 | 6.542 — 2 - ) C4yC6
3 6.837 - 2 - (0 C3"yC5”
4 6.881 Doblete 1 164 -CH=CH- Cr
5 7.017 Doblete 1 164 -CH=CH- C2
6 | 7.417 — 2 - b C2"y C6”
7 8.176 Singulete 2 — -OH Cly C3**
8 8.442 Singulete 1 — -OH C4r**

**Los hidrogenos se correlacionan al carbono enlazado al oxigeno del hidroxilo.

El espectro de RMN *3C del compuesto IIl (espectro 19), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: carbono aromatico a 101.029 ppm, 103.522 ppm, 114.605 ppm,
126.562 ppm, 126.907 ppm y 138.271 ppm; carbono de doble enlace a 124.710 ppm y
127.248 ppm; y carbono aroméatico base de oxigeno a 156.176 ppm y 157.459 ppm. Las
seflales a 126.907 ppm, 138.271 ppm, 156.176 ppm y 157.459 ppm corresponden a
carbonos cuaternarios. Las sefales y las asignhaciones se muestran de manera resumida en
la tabla 16.

La numeracion de los atomos de carbono en la estructura de la molécula se muestra en la
columna “Localizacion” de la tabla 16, en la cual se indica que numero se le asigna al atomo
de carbono correspondiente a la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.
Para asignar la posicion de los atomos de carbono en la estructura quimica de la molécula,
se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los experimentos HSQC y HMBC (como se
vera mas adelante).
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Tabla 16. Resumen de sefiales obtenidas por RMN **C del compuesto Ill. *Ver figura 15.

Senal . é/ppm Gru.po Localizacion*
Funcional

1 | 101.029 ) C2

2  103.522 ) C4yC6
3 114.605 0 C3"yC5”
4 124.710 | -CH=CH- Ccr

5 126.562 ) C2"y C6”
6 126.907 0 Cc1”

7 127.248 | -CH=CH- C2

8  138.271 ) C5

9 156.176 $-O- Cc4”

10  157.459 $-O- ClyC3

No se observan todas las sefiales de carbono e hidrégeno que se esperarian, debido a
gue los carbonos e hidrégenos tienen un entorno electronico similar, lo que los hace ser

equivalentes quimicamente.

Con la informacién obtenida de los espectros de UV-visible, IR, EM, RMN *H y RMN *3C
obtenidos para el compuesto lll, se logra elucidar la estructura quimica de este compuesto, la
cual se muestra en la figura 15. El nombre que recibe de acuerdo a las recomendaciones de
la IUPAC es (E)-5-(4-hidroxiestiril)-1,3-dihidroxibenceno, sin embargo, el compuesto Il se
conoce comunmente como resveratrol y se ha reportado ampliamente en la literatura. La
estructura de resveratrol ha sido bien planteada por medio de estas técnicas
espectroscopicas en este estudio, pero estas no proporcionan suficiente informacion para
asignar y correlacionar los atomos de hidrégeno y de carbono en la estructura de la
molécula, por lo que es necesario utilizar mas técnicas de espectroscopia para caracterizar

por completo la estructura quimica.
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Figura 15. (E)-5-(4-hidroxiestiril)-1,3-dihidroxibenceno.

*Numeracién basada en las recomendaciones de la [IUPAC.

El espectro de RMN HSQC del compuesto Ill (espectro 20), muestra sefales para los
acoplamientos quimicos a un enlace de distancia entre nucleos de hidrogeno y nucleos de
carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno enlazados
directamente a atomos de carbono. Las sefales que se observan se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HSQC del compuesto IlIl. *Ver figura 15.

Sefial 6/ppm de'H o&/ppm de **C Acoplamiento ' Distancia Correlacion H-C*
1 6.271 101.029 'H-3C 1 enlace c2
2 6.542 103.522 'H-BC 1 enlace C4yCé6
3 6.837 114.605 'H-BC 1 enlace C3"y C5”
4 6.881 124.710 'H-13C 1 enlace cr
5 7.017 127.248 'H-13C 1 enlace c2
6 7.417 126.562 'H-13C 1 enlace C2"y C6”

En la columna de “Correlacion H-C” en la tabla 17, se indica a que niumero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrogeno correspondiente al acoplamiento mostrado en

la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.

El espectro de RMN HMBC del compuesto Il (espectro 21), muestra sefales para los
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces de distancia entre nucleos de hidrégeno y
nacleos de carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno
cercanos a atomos de carbono. Las sefiales que se observan se muestran en la tabla 18.
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Tabla 18. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HMBC del compuesto Ill. *Ver figura 15.

Sefial d/ppm de *H &/ppm de **C Acoplamiento Distancia Correlaciéon H-C*

1 103.522 'H-BC 3 enlaces C4yCé6
6.271 o

2 157.459 H-~C 2 enlaces ClycC3

3 101.029 H-c 3 enlaces C2

4 103.522 'H-BC 3 enlaces C4yCé6
6.542 o

5 124.710 H-°C 3 enlaces cr

6 157.459 'H-BC 2 enlaces ClyC3

7 114.605 'H-BC 3 enlaces C3"y C5™

8 126.562 'H-BC 2 enlaces C2"y C6"
6.837 —

9 126.907 H-°C 3 enlaces C1”

10 156.176 H-c 2 enlaces c4”

11 103.522 'H-BC 3 enlaces C4yCé6

12 126.907 'H-C 3 enlaces c1l”
6.881 S

13 127.248 H-°C 2 enlaces c2

14 138.271 H-c 2 enlaces C5

15 124.710 'H-C 2 enlaces cl

16 126.562 H-c 3 enlaces C2"y C6"
7.017 e

17 126.907 H-°C 2 enlaces C1”

18 138.271 'H-BC 3 enlaces C5

19 114.605 'H-BC 2 enlaces C3"y C5”

20 126.562 H-c 3 enlaces C2"y C6"

21 7.417 126.907 'H-C 2 enlaces c1l”

22 127.248 H-c 3 enlaces Cc2’

23 156.176 H-c 3 enlaces C4”

24 101.029 H-c 3 enlaces Cc2

25 8.176 103.522 H-c 3 enlaces C4yC6

26 157.459 'H-BC 2 enlaces ClyC3

27 8.442 114.605 'H-BC 3 enlaces C3"y C5”
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En la columna de “Correlacion H-C” en la tabla 18, se indica a que niumero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al o a los acoplamientos

mostrados en la o las sefales que aparecen a determinado desplazamiento quimico.

Una vez que se tiene la estructura quimica de resveratrol es posible visualizar los
probables acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces, la mayoria de ellos se observan en
el espectro de RMN HMBC, sin embargo, hay unos pocos que no se observan como es el
caso: del acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 6.542 ppm vy el
carbono a 138.271 ppm; y del acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a

8.442 ppm y el carbono a 156.176 ppm.

En la figura 15 no se muestra la estereoquimica correcta del resveratrol, debido a que el
objetivo en esa estructura es mostrar la numeracion de los atomos de carbono para poder
entender las correlaciones hidrogeno-carbono. En la figura 16 se muestra la distribucion
espacial de los sustituyentes en la molécula de resveratrol, mostrando el doble enlace trans.

Figura 16. Resveratrol.

En la literatura consultada son pocos los articulos que reportan la caracterizacion de la
estructura de la molécula de resveratrol mediante RMN, el método que ha sido mayormente
reportado es mediante HPLC y el uso de estandares auténticos de resveratrol. Con este
estudio se establecen las asignaciones, correlaciones y acoplamientos hidrégeno-carbono
para la estructura del resveratrol mediante RMN utilizando los experimentos de 'H, *C,
HSQC y HMBC.

91



Capitulo VII. Resultados

Compuesto V. Acetilado 7.4.4

El espectro de UV-visible del compuesto IV (espectro 32), muestra sefiales con maximos
de absorcion a distintas longitudes de onda, las cuales corresponden a transiciones
energéticas permitidas de grupo funcional: doble enlace a 207.0 nm (1.133 A); éster
228.0 nm (0.995 A); y benceno a 299.0 nm (1.701 A). El orden de magnitud de las constantes
de absortividad molar teéricas son: para un doble enlace es entre 10°-10* L-mol™*-cm™; para
un éster es de 10>’ L-mol*-cm™; y para un benceno es entre 10*-10° L-mol™*-cm™ (referencia
[45]).

Lo anterior indica que la absorbancia de un benceno es mayor que la absorbancia de un
doble enlace y que la absorbancia de un doble enlace es mayor que la absorbancia de un
éster. Esta relacion resulta debido a que la absorbancia y la constante de absortividad molar
(¢) son directamente proporcionales (ecuacion 4). El espectro de UV-visible del compuesto IV
se realiza mediante un analisis cualitativo, por lo que no es posible calcular el valor de ¢, pero
se puede considerar a la absorbancia como un criterio para corroborar la asignacién de

sefales debido a la proporcionalidad entre ambos parametros.

En el espectro de UV-visible del compuesto IV se observa que la absorbancia para la
sefal que corresponde a un benceno es mayor que la absorbancia de la sefial de un doble
enlace y que la absorbancia de un doble enlace es mayor que la absorbancia de un éster, tal
como se espera tedricamente. Las sefiales y las asignaciones se muestran de manera

resumida en la tabla 19.

Tabla 19. Resumen de sefiales obtenidas por UV-visible del compuesto IV.

N _ e/lL-mol*-cm®  Grupo
Sefial | A/Inm Absorbancia/A _
(tedrico) Funcional

1 207.0 1.133 10°-10* -C=C-
2 228.0 0.995 10t/ -O-CO-
3 299.0 1.701 10%-10° O
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El espectro de IR obtenido para el compuesto IV (espectro 31), muestra sefiales de
absorcion que corresponden a diferentes grupos funcionales: éster en 1751.89 cm™,
1189.06 cm™ y 1124.32 cm™; benceno en 1610.67 cm™, 1579.82 cm™, 1505.17 cm™,
1017.37 cm™ y 902.03 cm™; metilo en 1369.09 cm™; y doble enlace en 971.91 cm™.

En el espectro de IR del compuesto IV la sefial a 971.91 cm™ corresponde a un doble
enlace, cuya estereoquimica es atribuida al isémero trans. La sefial a 1751.89 cm™
corresponde al carbonilo de un éster, esta asignacion se confirma con las sefiales que
aparecen a 1189.06 cm™ y 1124.32 cm™. No se observan las sefiales correspondientes al

grupo funcional hidroxilo por arriba de 3000 cm™.

La sefial a 1369.09 cm™ corresponde a la absorcién de un grupo metilo de un solo tipo,
debido a que la intensidad de la sefial es buena y no aparecen mas sefiales por debajo de
3000 cm™ correspondientes a metilos. Las sefiales y las asignaciones se muestran de

manera resumida en la tabla 20.

Tabla 20. Resumen de sefiales obtenidas por IR del compuesto IV.

Sefial wv/cm™ Intensidad Tipo qe Vibracién Gru-po
Vibracion Funcional

1 1751.89 Media Estiramiento C=0 -O-C=0
2 1610.67 Débil Estiramiento Cc=C ()
3 1579.82 Débil Estiramiento Cc=C ()
4 1505.17 Débil Estiramiento Cc=C ()
5 1369.09 Media Flexién C-H -CHjs
6 1189.06 Media Estiramiento C-O -O-C=0
7 1124.32 Media Estiramiento C-O -O-C=0
8 1017.37 Media Flexion C-H ()
9 971.91 Media Flexion C-H -CH=CH- (trans)
10  902.03 Media Flexion C-H )

Nota: se consideran sefiales de intensidad media entre 80 % y 40 % de Transmitancia.
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El espectro de EM del compuesto IV (espectro 30), muestra a 354 m/z el valor que
corresponde al i6n molecular (M*) y a 228 m/z muestra el valor que corresponde al pico base
del espectro (resveratrol).

Se observan 3 perdidas de masa légicas debidas a la fragmentaciéon de la molécula: a
312 m/z se observa la perdida de un acetilo (M-42), excepto un proton (M-COCHy); a 270 m/z
se observa la perdida de dos acetilos (M-84), excepto dos protones (M-(COCH,),); vy a
228 m/z se observa la perdida de tres acetilos (M-126), excepto tres protones (M-(COCHy)s).
En los casos en donde se hace excepcion a la perdida de protones, se debe a que hay un

rearreglo en la molécula para protonarse.

De acuerdo a la isotopia no se observa la presencia de algin atomo de halégeno en la
estructura de la molécula. La masa del compuesto es par por lo que no hay un numero impar
de atomos de nitrégeno en el compuesto. Por lo tanto, la formula molecular para el

compuesto IV es CooH1806 con una masa molar de 354.353 g-mol™.

El espectro de RMN *H del compuesto IV (espectro 25 y 26), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: hidrégenos del grupo funcional metilo a 2.299 ppm; hidrogenos
del grupo funcional benceno a 6.823 ppm, 7.086 ppm, 7.113 ppmy 7.479 ppm; e hidrégenos
del grupo funcional doble enlace a 6.961 ppmy 7.054 ppm.

En el espectro de RMN *H del compuesto 1V, la sefial a 6.823 ppm se muestra como un
triplete y corresponde a dos acoplamientos meta entre tres ndcleos de hidrégeno
involucrados que estdn a cuatro enlaces de distancia cada uno, su constante de
acoplamiento es de 2.0 Hz. Las sefiales a 6.961 ppm y 7.054 ppm se muestran como un
doblete cada una (aunque podria ser un doble de dobles debido a las interacciones de
ambos hidrégenos), aun asi corresponden a un acoplamiento entre dos nucleos de hidrogeno
involucrados que estan a tres enlaces de distancia y que es caracteristico de un doble enlace
trans, la constante de acoplamiento para cada doblete es 16.5 Hz y 16.0 Hz,
respectivamente. La sefal a 2.299 ppm se muestra como sefial simple, cominmente llamada

singulete.
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Las sefales a 7.086 ppm, 7.113 ppm y 7.479 ppm se muestran con otro tipo de
multiplicidad (la cual no se describe), debido a que los nacleos de hidrégeno involucrados
presentan constantes de acoplamiento diferentes, lo que ocasiona que el desdoblamiento de
las sefales no siga las proporciones de intensidad establecidas en la figura 6, ademas de
gue poseen mas tipos de acoplamientos (los cuales no se describen). Las sefales y las

asignaciones se muestran de manera resumida en la tabla 21.

La correlacion de un atomo de hidrégeno con un atomo de carbono se muestra en la
columna “Localizacion” de la tabla 21, en la cual se indica en que atomo de carbono se
encuentra enlazado el o los atomos de hidrogeno correspondientes a la sefial que aparece a
determinado desplazamiento quimico. Para asignar la posicion de los atomos de hidrogeno
en la estructura quimica de la molécula, se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los
experimentos HSQC y HMBC (como se vera mas adelante).

Tabla 21. Resumen de sefiales obtenidas por RMN "H del compuesto V. *Ver figura 17.

Sefial é6/ppm | Multiplicidad fIH J/Hz Gru.po Localizacion*
Funcional

1 2.299 Singulete 9 — -CHs Clly CIr

2 6.823 Triplete 1 20 ¢ C2

3 6.961 Doblete 1 16.5 -CH=CH- Cr

4 7.054 Doblete 1 16 -CH=CH- C2

5 7.086 - 2 - (0 C3"yC5”

6 7.113 Doblete 2 25 ¢ C4yCb6

7 7.479 — 2 - I C2"y C6”

El espectro de RMN *C del compuesto IV (espectro 27), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: carbono alifatico a 21.246 ppm; carbono aromético a 114.527
ppm, 117.024 ppm, 122.016 ppm, 127.773 ppm, 134.583 ppm y 139.657 ppm; carbono de
doble enlace a 127.327 ppm y 129.780 ppm; carbono aromatico base de oxigeno a 150.561
ppmy 151.442 ppm;y carbono del carbonilo de un éster a 169.076 ppm y 169.473 ppm.

95



Capitulo VII. Resultados

En el espectro de RMN *3C del compuesto IV, las sefiales a 134.583 ppm, 139.657 ppm,

150.561 ppm, 151.442 ppm, 169.076 ppm y 169.473 ppm corresponden a carbonos

cuaternarios. Las sefales y las asignaciones se muestran de manera resumida en la

tabla 22.

La numeracién de los atomos de carbono en la estructura de la molécula se muestra en la

columna “Localizacién” de la tabla 22, en la cual se indica que numero se le asigna al atomo

de carbono correspondiente a la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.

Para asignar la posicién de los atomos de carbono en la estructura quimica de la molécula,

se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los experimentos HSQC y HMBC (como se

vera mas adelante).

Tabla 22. Resumen de sefiales obtenidas por RMN **C del compuesto IV. *Ver figura 17.

Senal  dé/ppm Gru.po Localizacion*
Funcional

1 21.246 -CHs Clly CIr
2 114.527 b C2
3 117.024 ) C4yC6
4 122.016 ¢ C3”y C5”
5 127.327 | -CH=CH- Ccr
6 127.773 0 C2"y C6”
7 129.780 | -CH=CH- C2
8 134.583 ) C1”
9 139.657 (0 C5
10 | 150.561 ¢-O- C4”
11 151.442 ¢-O- ClyC3
12 169.076  -COO- Cl
13  169.473 -COO- Cr
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No se observan todas las sefiales de carbono e hidrégeno que se esperarian, debido a
gue los carbonos e hidrégenos tienen un entorno electronico similar, lo que los hace ser

equivalentes quimicamente.

Con la informacién obtenida de los espectros de UV-visible, IR, EM, RMN *H y RMN *3C
obtenidos para el compuesto IV, se logra elucidar la estructura quimica de este compuesto,
la cual se muestra en la figura 17. EI nombre que recibe de acuerdo a las recomendaciones
de la IUPAC es (E)-5-(4-acetoxiestiril)-1,3-diacetoxibenceno, sin embargo, el compuesto 1V lo
podemos llamar resveratrol acetilado y para fines practicos en este estudio, solo como
“acetilado”.

La estructura del acetilado ha sido bien planteada por medio de estas técnicas
espectroscopicas en este estudio, pero estas no proporcionan suficiente informacion para
asignar y correlacionar los atomos de hidrégeno y de carbono en la estructura de la
molécula, por lo que es necesario utilizar mas técnicas de espectroscopia para caracterizar

por completo la estructura quimica.

Figura 17. (E)-5-(4-acetoxiestiril)-1,3-diacetoxibenceno.

*Numeracién basada en las recomendaciones de la [IUPAC.

El espectro de RMN HSQC del compuesto IV (espectro 28), muestra sefiales para los
acoplamientos quimicos a un enlace de distancia entre nucleos de hidrégeno y nucleos de
carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno enlazados

directamente a atomos de carbono. Las sefales que se observan se muestran en la tabla 23.
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Tabla 23. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HSQC del compuesto IV. *Ver figura 17.

Sefial d/ppm de *H &/ppm de **C  Acoplamiento Distancia Correlaciéon H-C*

1 2.299 21.246 'H-13C 1 enlace Clly CII

2 6.823 114.527 'H-13C 1 enlace c2

3 6.961 127.327 'H-13C 1 enlace Cc1

4 7.054 129.780 H-C 1 enlace c2

5 7.086 122.016 'H-BC 1 enlace C3"y C5”

6 7.113 117.024 'H-13C 1 enlace C4yC6

7 7.479 127.773 'H-BC 1 enlace C2”y C6”

En la columna de “Correlacion H-C” en la tabla 23, se indica a que numero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al acoplamiento mostrado en

la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.

El espectro de RMN HMBC del compuesto IV (espectro 29), muestra sefiales para los
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces de distancia entre nucleos de hidrégeno y
nacleos de carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno

cercanos a atomos de carbono. Las sefiales que se observan se muestran en la tabla 24.

En la columna de “Correlacion H-C” en la tabla 24, se indica a que niumero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al o a los acoplamientos

mostrados en la o las sefales que aparecen a determinado desplazamiento quimico.

Una vez que se tiene la estructura quimica del acetilado es posible visualizar los probables
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces, la mayoria de ellos se observan en el espectro
de RMN HMBC, sin embargo, hay unos pocos que no se observan como es el caso: del
acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 7.113 ppm y el carbono a
139.657 ppm; y del acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 7.479 ppm

y el carbono a 134.583 ppm.

98



Capitulo VII. Resultados

Tabla 24. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HMBC del compuesto IV. *Ver figura 17.

Sefial d/ppm de *H &/ppm de **C Acoplamiento Distancia Correlaciéon H-C*
- > 205 169.076** 'H-Bc 2 enlaces Cl
' 169.473** H-Bc 2 enlaces cr
2 6,623 117.024 'H-BC 3 enlaces C4yC6
3 ' 151.442 IH-B¢ 2 enlaces ClyC3
4 117.024 'H-BC 3 enlaces C4yC6
5 6.961 129.780 'H-Bc 2 enlaces c2
6 ' 134.583 -3¢ 3 enlaces c1l”
7 139.657 H-c 2 enlaces C5
- 127.327** H-c 2 enlaces Cl’
- 054 127.773* 'H-BC 3 enlaces C2”y C6”
9 ' 134.583 -3¢ 2 enlaces c1l”
10 139.657 'H-cC 3 enlaces C5
11 122.016 'H-BC 3 enlaces C3"y C5”
12 086 127.773 'H-BC 2 enlaces C2”y C6”
13 ' 134.583 'H-cC 3 enlaces c1”
14 150.561 H-c 2 enlaces c4”
15 114.527 H-c 3 enlaces Cc2
16 113 117.024 'H-BC 3 enlaces C4yCé6
17 ' 127.327 H-Bc 3 enlaces C1l
18 151.442 'H-BC 2 enlaces ClyC3
19 122.016 'H-BC 2 enlaces C3"y C5”
20 2 475 127.773 'H-BC 3 enlaces C2"y C6"
21 ' 129.780 H-Bc 3 enlaces c2
22 150.561 H-c 3 enlaces c4”

**Se observa solo una sefial para correlacionar el &tomo de hidrégeno con los dos atomos de carbono distintos.

99



Capitulo VII. Resultados

En la figura 17 no se muestra la estereoquimica correcta del acetilado, debido a que el
objetivo en esa estructura es mostrar la numeracion de los &tomos de carbono para poder
entender las correlaciones hidrogeno-carbono. En la figura 18 se muestra la distribucion
espacial de los sustituyentes en la molécula del acetilado, mostrando el doble enlace trans.

Figura 18. Acetilado.

En la literatura consultada no se reporta la caracterizacion de la estructura de la molécula
del acetilado mediante RMN. Con este estudio se establecen las asignaciones, correlaciones
y acoplamientos hidrégeno-carbono para la estructura del acetilado mediante RMN utilizando
los experimentos de *H, **C, HSQC y HMBC.

Compuesto V. Epoxido 7.4.5

El espectro de UV-visible del compuesto V (espectro 40), muestra sefiales con maximos
de absorcion a distintas longitudes de onda, las cuales corresponden a transiciones
energéticas permitidas de grupo funcional: ep6xido a 204.5 nm (0.838 A); éster 230.5 nm
(0.511 A); y benceno a 297.0 nm (0.061 A).

El orden de magnitud de las constantes de absortividad molar tedricas son: para un

epoxido es de 10*° L-mol™*-cm™; para un éster es de 10*’ L-mol*-cm™; y para un benceno es

entre 10%-10° L-mol™-cm™ (referencia [45]).
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Lo anterior indica que la absorbancia de un benceno es mayor que la absorbancia de un
epoxido y que la absorbancia de un epéxido es mayor que la absorbancia de un éster. Esta
relacion resulta debido a que la absorbancia y la constante de absortividad molar (¢) son
directamente proporcionales (ecuacion 4). El espectro de UV-visible del compuesto V se
realiza mediante un analisis cualitativo, por lo que no es posible calcular el valor de ¢, pero se
puede considerar a la absorbancia como un criterio para corroborar la asignacion de sefales

debido a la proporcionalidad entre ambos parametros.

En el espectro de UV-visible del compuesto V se observa que la absorbancia para la sefial
gue corresponde a un epo6xido es mayor que la absorbancia de un éster, tal como se espera
tedricamente. Sin embargo, la sefial que corresponde a un benceno es mucho menor que la
absorbancia del éster y del epodxido, lo cual indica que la conjugacién ha cambiado entre los
dos anillo aromaticos. Las sefiales y las asignaciones se muestran de manera resumida en la
tabla 25.

Tabla 25. Resumen de sefiales obtenidas por UV-visible del compuesto V.

_ g/lL-mol*-cm™  Grupo
Sefial | A/Inm  Absorbancia/A _
(tedrico) Funcional
1 2045 0.838 10%° -C-O-C-
2 2305 0.511 10"’ -0-C=0
3  297.0 0.061 10%-10° o

El espectro de IR obtenido para el compuesto V (espectro 39), muestra sefiales de
absorcion que corresponden a diferentes grupos funcionales: éster en 1768.82 cm™; éster y
epoxido a 1196.23 cm™ y 1125.07 cm™; benceno en 1616.26 cm™, 1594.55 cm™,
1510.17 cm™, 1021.89 cm™ y 910.10 cm™; y metilo en 1369.84 cm™.

En el espectro de IR del compuesto V no se observa la sefial del doble enlace. La sefal a
1768.82 cm™ corresponde al carbonilo de un éster, esta asignacién se confirma con las
sefiales que aparecen a 1196.23 cm™ y 1125.07 cm™, aunque estas dos ultimas sefiales

también corresponden a un epoxido.
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La sefial a 1369.84 cm™ corresponde a la absorcién de un grupo metilo de un solo tipo,
debido a que la intensidad de la sefial es buena y no aparecen mas sefiales por debajo de
3000 cm™ correspondientes a metilos. No se observan las sefiales correspondientes al grupo
funcional hidroxilo por arriba de 3000 cm™. Las sefiales y las asignaciones se muestran de

manera resumida en la tabla 26.

Tabla 26. Resumen de sefiales obtenidas por IR del compuesto V.

. L _ Tipo de _ . Grupo
Seilal wv/cm™ | Intensidad _ _ Vibracion _
Vibracion Funcional
1 1768.82 Intensa | Estiramiento C=0 -O-C=0
2 1616.26 Media Estiramiento Cc=C ¢
3 1594.55 Media Estiramiento Cc=C ¢
4 1510.17 Media Estiramiento Cc=C ¢
5 1369.84 Media Flexion C-H -CHj3
- -O-C=0
6 1196.23 Intensa Estiramiento C-O
-C-0-C-
-O-C=0
7 1125.07 Media Estiramiento C-O
-C-0-C-
8  1021.89 Media Flexion C-H ¢
9 910.10 Media Flexion C-H ¢

Nota: se consideran sefiales de intensidad media entre 80 % y 40 % de Transmitancia.

El espectro de EM del compuesto V (espectro 38), muestra a 370 m/z el valor que
corresponde al i6n molecular (M*) y a 328 m/z muestra el valor que corresponde al pico base
del espectro.

De acuerdo a la isotopia no se observa la presencia de algin atomo de halégeno en la
estructura de la molécula. La masa del compuesto es par por lo que no hay un numero impar
de atomos de nitrégeno en el compuesto. Por lo tanto, la formula molecular para el

compuesto V es CxoH1507 con una masa molar de 370.353 g-mol™.
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Se observan 7 perdidas de masa légicas debidas a la fragmentacion de la molécula: a
354 m/z se observa la perdida de un oxigeno (M-16, M-O); a 328 m/z se observa la perdida
de un acetilo (M-42), excepto un proton (M-COCH,); a 312 m/z se observa la perdida de un
acetilo y un oxigeno (M-58), excepto un proton (M-O(COCH,)); a 286 m/z se observa la
perdida de dos acetilos (M-84), excepto dos protones (M-(COCH,),); a 268 m/z se observa la
perdida de dos acetilos y un oxigeno (M-102, M-O(COCH3),); a 244 m/z se observa la
perdida de tres acetilos (M-126), excepto tres protones (M-(COCH,)3); vy a 226 m/z se
observa la perdida de tres acetiios y un oxigeno (M-144), excepto un proton
(M-O(COCH3)2(COCHy,)). En los casos en donde se hace excepcion a la perdida de protones,
se debe a que hay un rearreglo en la molécula para protonarse. En los casos en donde se
pierde un atomo de oxigeno, la perdida proviene del enlace -C-O-C- del epodxido.

Aungue es poco probable que salga un atomo de oxigeno en forma de radical, la primer
fragmentacion de la molécula es debida a la perdida de un oxigeno proveniente del epoéxido.
Sin contemplar la primer perdida, la segunda fragmentacién de la molécula se debe a la
perdida de un acetilo como Unica posibilidad, esto indica que en la segunda fragmentacion se
rearregla la molécula formando nuevamente el enlace -C-O-C- del epdxido, perdiendo un ion
acetilo. En la tercer fragmentacion de la molécula se vuelve a observar la perdida de un
oxigeno, para esta perdida existen dos posibilidades: (1) que se pierda el oxigeno del
epoxido; o (2) que se pierda el oxigeno del fenol (ya se ha perdido un acetilo, por lo que se
ha formado un fenol). Para saber que opcién de las planteadas anteriormente es la correcta,
se utiliza la cuarta fragmentacion de la molécula sin contemplar las tres perdidas anteriores,
en esta fragmentacion solo es posible la perdida de dos acetilos, lo cual indica que el epoxido
se ha vuelto a formar y que el enlace C-O del fenol permanece. El elegir la opcion (2) como
la mas probable implica el romper y formar el enlace C-O del fenol lo cual no se puede
comprobar, mientras que el elegir a la opcion (1) como la mas probable implica el romper y
formar los enlaces C-O del epo6xido, lo cual ya se observo en las primeras dos
fragmentaciones de la molécula. Por lo tanto, en la tercer fragmentacién de la molécula la
perdida del a&tomo de oxigeno proviene del epdxido. Para la quinta, sexta y séptima
fragmentacion, se pueden hacer las mismas conjeturas hechas para las primeras cuatro

fragmentaciones, debido a que se observa cierta periodicidad en las sefiales del espectro.
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El espectro de RMN *H del compuesto V (espectro 33 y 34), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: hidrogenos del grupo funcional metilo a 2.287ppm y 2.302 ppm;
hidrogenos del grupo funcional epéxido a 3.818 ppm; e hidrégenos del grupo funcional
benceno a 6.892 ppm, 6.967 ppm, 7.099 ppmy 7.334 ppm.

En el espectro de RMN *H del compuesto V, la sefial a 3.818 ppm se muestra como un
cuarteto y corresponde a un acoplamiento entre dos ndcleos de hidrégeno involucrados que
estan a tres enlaces de distancia cada uno, su constante de acoplamiento es de 2.0 Hz. La
sefal a 6.892 ppm se muestra como un triplete y corresponde a dos acoplamientos meta
entre tres nucleos de hidrogeno involucrados que estan a cuatro enlaces de distancia cada
uno, su constante de acoplamiento es de 2.5 Hz. La sefial a 6.967 ppm se muestra como un
doblete y corresponde a dos acoplamientos meta entre tres nucleos de hidrogeno
involucrados que estdn a cuatro enlaces de distancia cada uno, su constante de
acoplamiento es 2.5 Hz. Las sefiales a 2.287 ppm y 2.302 se muestran como sefiales

simples, comunmente llamadas singuletes.

Las sefales a 7.099 ppm y 7.334 ppm se muestran con otro tipo de multiplicidad (la cual
no se describe), debido a que los nucleos de hidrégeno involucrados presentan constantes
de acoplamiento diferentes, lo que ocasiona que el desdoblamiento de las sefales no siga
las proporciones de intensidad establecidas en la figura 6, ademas de que poseen mas tipos
de acoplamientos (los cuales no se describen). Las sefiales y las asighaciones se muestran

de manera resumida en la tabla 27.

La correlacion de un atomo de hidrégeno con un atomo de carbono se muestra en la
columna “Localizacion” de la tabla 27, en la cual se indica en que atomo de carbono se
encuentra enlazado el o los atomos de hidrégeno correspondientes a la sefial que aparece a
determinado desplazamiento quimico. Para asignar la posicion de los atomos de hidrogeno
en la estructura quimica de la molécula, se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los
experimentos HSQC y HMBC (como se vera mas adelante).
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Tabla 27. Resumen de sefiales obtenidas por RMN "H del compuesto V. *Ver figura 19.

Sefial d8/ppm | Multiplicidad fIH J/Hz Gru.po Localizacion*
Funcional

1 2.287 Singulete 6 — -CHs3 Cll

2 2.302 Singulete 3 — -CHs3 CIr

3 3.818 Cuarteto 2 2.0 -CH-O-CH- C2'yC3

4 6.892 Triplete 1 25 [0} C2

5 6.967 Doblete 2 25 ) C4yC6

6 7.099 - 2 - (0 C3"yC5”

7 7.334 - 2 - (0 C2"y C6”

El espectro de RMN *3C del compuesto V (espectro 35), muestra sefiales a diferentes
desplazamientos quimicos: carbono alifatico a 21.188 ppm y 21.227 ppm; carbono base de
oxigeno a 62.029 ppm y 62.533 ppm; carbono aromatico a 115.554 ppm, 116.217 ppm,
121.997 ppm, 126.744 ppm, 134.258 ppm y 139.852 ppm; carbono aromatico base de
oxigeno a 150.937 ppm y 151.507 ppm; y carbono del carbonilo de un éster a 169.020 ppm y
169.512 ppm.

En el espectro de RMN *3C del compuesto V, las sefiales a 134.258 ppm, 139.852 ppm,
150.937 ppm, 151.507 ppm, 169.020 ppm y 169.512 ppm corresponden a carbonos
cuaternarios. Las sefales y las asignaciones se muestran de manera resumida en la
tabla 28.

La numeracion de los atomos de carbono en la estructura de la molécula se muestra en la
columna “Localizacion” de la tabla 28, en la cual se indica que numero se le asigna al atomo
de carbono correspondiente a la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.
Para asignar la posiciéon de los atomos de carbono en la estructura quimica de la molécula,
se utiliza el apoyo de los espectros de RMN de los experimentos HSQC y HMBC (como se

vera mas adelante).
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Tabla 28. Resumen de sefiales obtenidas por RMN **C del compuesto V. *Ver figura 19.

Senal dé/ppm Gru.po Localizacion*
Funcional
1 21.188 -CH3 Cll
2 21.227 -CHs3 CIr
3 62.029 -CH-O-CH- C2
4 62.533 -CH-O-CH- C3’
5 115.554 ¢ C2
6  116.217 B C4yC6
7 121.997 ) C3"y C5”
8 126.744 ) C2"y C6”
9 134.258 ) Cc1”
10  139.852 () C5
11  150.937 o-O- c4”
12 151.507 ¢-O- ClyC3
13  169.020 -COO- Cr
14 169.512 -COO- Cl

Con la informacién obtenida de los espectros de UV-visible, IR, EM, RMN *H y RMN *3C
obtenidos para el compuesto V, se logra elucidar la estructura quimica de este compuesto, la
cual se muestra en la figura 19. El nombre que recibe de acuerdo a las recomendaciones de
la IUPAC es 5-((2'R,3'R)-3’-(4"-acetoxifenil)oxiran-2’-il)-1,3-diacetoxibenceno para uno de los
isbmeros y 5-((2'S,3'S)-3'-(4"-acetoxifenil)oxiran-2'-il)-1,3-diacetoxibenceno para el otro, sin
embargo, el compuesto V lo podemos llamar ep6xido de resveratrol acetilado y para fines
practicos en este estudio, solo como “epdxido”. La estructura del epdxido ha sido bien
planteada por medio de estas técnicas espectroscopicas en este estudio, pero estas no
proporcionan suficiente informacion para asignar y correlacionar los atomos de hidrégeno y
de carbono en la estructura de la molécula, por lo que es necesario utilizar mas técnicas de

espectroscopia para caracterizar por completo la estructura quimica.
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No se observan todas las sefiales de carbono e hidrégeno que se esperarian, debido a
gue los carbonos e hidrégenos tienen un entorno electronico similar, lo que los hace ser

equivalentes quimicamente.

Figura 19. 5-((2'R,3'R)-3'-(4"-acetoxifenil)oxiran-2'-il)-1,3-diacetoxibenceno.
5-((2'S,3'S)-3'-(4"-acetoxifenil)oxiran-2'-il)-1,3-diacetoxibenceno.

*Numeracién basada en las recomendaciones de la [IUPAC.

El espectro de RMN HSQC del compuesto V (espectro 36), muestra sefiales para los
acoplamientos quimicos a un enlace de distancia entre nucleos de hidrogeno y nucleos de
carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno enlazados
directamente a atomos de carbono. Las sefales que se observan se muestran en la tabla 29.

Tabla 29. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HSQC del compuesto V. *Ver figura 19.

Sefial dé/ppm de *H d&/ppm de *3C  Acoplamiento Distancia Correlaciéon H-C*

- 2.287** 21.188** 'H-BC 1 enlace Cll
2.302** 21.227* 'H-BC 1 enlace cIr

2 62.029 'H-BC 1 enlace c2
3.818%*+ ——

3 62.533 H-~°C 1 enlace C3

4 6.892 115.554 'H-BC 1 enlace C2

5 6.967 116.217 'H-BC 1 enlace C4yC6

6 7.099 121.997 'H-BC 1 enlace C3"y C5”

7 7.334 126.744 'H-BC 1 enlace C2”y C6”

**Se observa solo una sefial para correlacionar a los dos atomos de hidrégeno con los dos atomos de carbono distintos presentes
en la molécula para el grupo funcional -CHs, por lo que la correlaciéon se hace a partir del espectro de RMN HMBC. ***Los dos

hidrégenos son equivalentes quimicamente.
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En la columna de “Correlacion H-C” en la tabla 29, se indica a que numero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al acoplamiento mostrado en

la sefial que aparece a determinado desplazamiento quimico.

El espectro de RMN HMBC del compuesto V (espectro 37), muestra sefales para los
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces de distancia entre nucleos de hidrégeno y
nacleos de carbono, con estas sefiales es posible correlacionar a atomos de hidrogeno

cercanos a atomos de carbono. Las sefiales que se observan se muestran en la tabla 30.

En la columna de “Correlacion H-C” en la tabla 30, se indica a que niumero de atomo de
carbono se correlaciona el atomo de hidrégeno correspondiente al o a los acoplamientos

mostrados en la o las sefales que aparecen a determinado desplazamiento quimico.

Una vez que se tiene la estructura quimica del ep6xido es posible visualizar los probables
acoplamientos quimicos a dos y tres enlaces, la mayoria de ellos se observan en el espectro
de RMN HMBC, sin embargo, hay unos pocos que no se observan como es el caso: del
acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 6.967 ppm y el carbono a
139.852 ppm; y del acoplamiento a dos enlaces de distancia entre el hidrégeno a 7.334 ppm
y el carbono a 134.258 ppm.

En la figura 19 no se muestra la estereoquimica correcta del epoxido, debido a que el
objetivo en esa estructura es mostrar la numeracion de los &tomos de carbono para poder
entender las correlaciones hidrogeno-carbono. En la figura 20 se muestra la distribucion
espacial de los sustituyentes en la molécula del ep6xido, mostrando los dos centros quirales
y los dos isémeros formados.

En el epoxido se observa dos sefiales diferentes para los atomos de carbono alifético, asi
también se observan dos tipos de hidrégeno correspondientes al grupo metilo. Mientras que
en el acetilado solo se observa una sefial para carbono alifatico y una para hidrégeno del
grupo metilo. Esto indica que la formacion del epoxido elimina la similitud electrénica ente los

carbonos e hidrogenos que en el acetilo son equivalentes quimicamente.
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Tabla 30. Resumen de sefiales obtenidas por RMN HMBC del compuesto V. *Ver figura 19.

Sefial é/ppm de *H &/ppm de *C  Acoplamiento  Distancia  Correlacién H-C*
1 2.287 169.512 'H-C 2 enlaces Cl
2 2.302 169.020 'H-C 2 enlaces cr
. 62.029%** 'H-13C 2 enlaces c2

> 62.533** 'H-C 2 enlaces c3’
4 2 818 116.217 'H-BC 3 enlaces C4yC6
5 126.744 'H-BC 3 enlaces C2"y C6"
6 134.258 'H-BC 2y 3 enlaces C1”
7 139.852 'H-BC 2y 3 enlaces C5
8 6.802 116.217 'H-BC 3 enlaces C4yC6
9 ' 151.507 IH-B¢ 2 enlaces ClyC3
10 62.029 'H-C 3 enlaces c2

1w 6.967 115.554%+* 'H-3C 3 enlaces C2

116.217%+* 'H-BC 3 enlaces C4yC6

12 151.507 'H-BC 2 enlaces ClyC3
13 121.997 'H-BC 3 enlaces C3"y C5”
14 - 099 126.744 'H-BC 2 enlaces C2”y C6”
15 134.258 'H-13C 3 enlaces c1”
16 150.937 'H-C 2 enlaces c4”
17 62.533 'H-13C 3 enlaces Cc3
18 234 121.997 'H-BC 2 enlaces C3"y C5”
19 126.744 'H-BC 3 enlaces C2"y C6"
20 150.937 'H-C 3 enlaces c4”

**Los dos hidrégenos son equivalentes quimicamente. ***Se observa solo una sefial para correlacionar el a&tomo de hidrégeno con los

dos atomos de carbono distintos.

El epoxido de resveratrol acetilado no se ha reportado en la literatura y por ende, la
caracterizacion de la estructura de la molécula del epéxido mediante RMN o alguna otra
espectroscopia no se conoce.
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Figura 20. Isbmeros del ep6xido: 2R,3R y 2S,3S, respectivamente.

Con este estudio se establecen las asignaciones, correlaciones y acoplamiento hidrogeno-
carbono para la estructura del epdxido principalmente mediante RMN utilizando los
experimentos de *H, *C, HSQC y HMBC. Asi también mediante UV-visible, IR y EM.

7.5

Actividad antioxidante

Los resultados de la prueba biolégica TBARS, obtenidos para los cinco compuestos
caracterizados, se procesan y con ellos se analiza la actividad antioxidante que genera cada
una de las moléculas probadas. En el ensayo de la inhibicion de la peroxidacion de lipidos se
utiliza BHT y a-tocoferol como patrones de referencia, su actividad antioxidante es alta a una
concentracion de 100 ppm, con un maximo de 100 % y 72.25 % de inhibicion para la
peroxidacion de lipidos, respectivamente. Los resultados se resumen en la grafica 1.

El ensayo TBARS (ThioBarbituric Acid Reactive Substances) consiste a grandes rasgos en
evitar la formacion del malondialdehido, el dialdehido se produce de la peroxidacion de
acidos grasos en una secuencia de reacciones con FeSO,. El método de deteccion es a
través de un detector UV-visible, debido a que el malondialdehido al reaccionar con el acido
2-tiobarbitarico (TBA) forma un compuesto colorido que absorbe luz a una longitud de onda
de 532 nm, por lo tanto, se puede medir el cambio en la concentracion del malondialdehido al
agregar un compuesto que inhiba su formacion. Un compuesto que inhibe la peroxidacion de
lipidos y por lo tanto la formacion del dialdehido se considera con actividad antioxidante.
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Se observa que physcion no presenta actividad antioxidante en el ensayo TBARS, por lo
gue su estructura quimica no genera la inhibiciobn de la peroxidacién de lipidos. A la
concentracion de 100 ppm resulta casi nula la actividad antioxidante del compuesto, con un
méaximo de 4.13 % de inhibicion para la peroxidacion de lipidos.

Mientras que emodina presenta moderada actividad antioxidante en el ensayo TBARS, por
lo que su estructura quimica genera la inhibicion de la peroxidacion de lipidos. A la
concentracion de 100 ppm resulta mediana la actividad antioxidante del compuesto, con un
maximo de 43.50 % de inhibicion para la peroxidacion de lipidos.

Por otro lado, se observa que el resveratrol, el acetilado y el epdxido presentan alta
actividad antioxidante en el ensayo TBARS, por lo que su estructura quimica genera la
inhibicién de la peroxidacion de lipidos. A la concentracion de 100 ppm resulta elevada la
actividad antioxidante de estos compuestos, con un maximo de 99.38 %, 99.50 % y 82.50 %
de inhibicién para la peroxidacion de lipidos.

Grafica 1. Ensayo TBARS.

100

50 41 ppm
410 ppm
20 L1100 ppm

111



Capitulo VII. Resultados

En la grafica 1 se observa que el resveratrol tiene la misma actividad antioxidante que el
antioxidante sintético BHT y mas actividad que el antioxidante natural a-tocoferol. Por lo
tanto, el resveratrol extraido posee tanta actividad antioxidante como uno sintético y mas que

el antioxidante natural comdnmente usado.

En la prueba de TBARS el resveratrol triacetilado presenta igual actividad antioxidante que
el resveratrol aunque el epodxido de resveratrol triacetilado pierde eficacia frente a la
inhibicién de la peroxidacion de lipidos. Por otro lado, la emodina resulta ser otro antioxidante
natural presente en la uva (Vitis vinifera) con baja inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Los resultados de la prueba biolégica DPPH, obtenidos para los cinco compuestos
caracterizados, se procesan y con ellos se analiza la actividad antioxidante que genera cada
una de las moléculas probadas. En el ensayo de la reduccion del radical DPPH se utiliza
BHT y a-tocoferol como patrones de referencia, su actividad antioxidante es alta a una
concentracion de 100 ppm, con un maximo de 21.01 % y 94.28 % de inhibicion para la
peroxidacién de lipidos, respectivamente. Los resultados se resumen en la grafica 2.

El ensayo DPPH consiste en reducir al radical 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH), el radical
extrae un proton de un compuesto polifendlico formando el 1,1-difenil-2-picrilhidracina. El
método de deteccidon es a través de un detector UV-visible, debido a que la hidracina
formada es un compuesto colorido que absorbe luz a una longitud de onda de 515 nm, por lo
tanto, se puede determinar el cambio en la concentraciébn del radical al agregar un
compuesto que lo reduzca. Un compuesto que reduce el radical a la hidracina se considera
con actividad antioxidante.

Se observa que physcion, emodina, el acetilado y el epdéxido no presentan actividad
antioxidante en el ensayo DPPH, por lo que su estructura quimica no genera la reduccion del
radical DPPH. A la concentracion de 100 ppm resulta casi nula la actividad antioxidante de
los compuestos, con un méaximo de 2.27 %, 5.02 %, 1.62 % y 1.79 % para la reduccion del

radical, respectivamente.
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El resveratrol es el Unico compuesto que presenta actividad antioxidante mediante el
ensayo DPPH, por lo que su estructura quimica si interacciona en con el radical DPPH. A la
concentracion de 100 ppm presenta un maximo de 55.00 % en la reduccién del radical.

Grafica 2. Porcentaje de reduccion del radical DPPH.
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La grafica 2 muestra que el resveratrol posee una actividad antioxidante poco mas del
doble que el BHT y poco mas de la mitad del a-tocoferol, por lo que en la reduccién del
radical DPPH no es tan eficiente comparado con el antioxidante natural cominmente usado,

aunque si mas eficiente que el sintético.
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Mediante la maceracién con acetato de etilo y cromatografia en columna se aislan tres
compuestos presentes en el bagazo de la uva (Vitis vinifera): physcion, emodina y
resveratrol. Del resveratrol se obtienen dos derivados mediante reacciones quimicas
frecuentemente usadas en sintesis organica: resveratrol acetilado y epéxido de resveratrol
acetilado. Los cinco compuestos obtenidos se caracterizan utilizando en conjunto cuatro
técnicas de espectroscopia: UV-visible, IR, EM vy principalmente por RMN con los
experimentos de 'H, *C, HSQC y HMBC. Ademas, los cinco compuestos obtenidos se
analizan para valorar su actividad antioxidante mediante las pruebas: inhibicion de la

peroxidacién de lipidos (TBARS) y reduccion del radical DPPH.

Physcion, el primer compuesto aislado, es un polifenol que posee la estructura base de
una antraquinona con una masa molar de 284.263 g-mol™, es un sélido de color amarillo con
un punto de fusion de 202-203 °C, tiene un Rs = 0.872 en hexano-AcOEt (1:1) y del cual se
obtiene 0.143 g, alcanzando un rendimiento de extraccion de 1.43 %. Physcion resulta no
tener actividad significativa en ninguna de las dos pruebas para determinar su actividad

antioxidante.

Emodina, el segundo compuesto aislado, es un polifenol que posee la estructura base de
una antraquinona con una masa molar de 270.237 g-mol™, es un sélido de color naranja con
un punto de fusion de 261-262 °C, tiene un R; = 0.718 en hexano-AcOEt (1:1) y del cual se
obtiene 0.367 g, alcanzando un rendimiento de extraccién de 3.67 %. Emodina resulta ser
activa en la prueba de TBARS, pero su actividad es casi nula en la inhibicion del radical
DPPH.
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Resveratrol, el tercer compuesto aislado, es un polifenol que posee la estructura base de
un estilbeno con una masa molar de 228.243 g-mol™, es uno de los antioxidantes de mayor
importancia econémica y es usado frecuentemente en todo el mundo. Es un sélido de color
café claro con un punto de fusidén de 244-245 °C, tiene un R¢ = 0.325 en hexano-AcOEt (1:1)
y del cual se obtiene 3.291 g, alcanzando un rendimiento de extraccion de 32.91 %. El
resveratrol es un antioxidante muy activo en la inhibicion de la peroxidacion de lipidos, pero

de mediana eficacia en la reduccién de radicales libres DPPH.

El primer derivado es el resveratrol acetilado con una masa molar de 354.353 g-mol™, es
un sélido de color café claro con un punto de fusién de 117-118 °C, tiene un Rf = 0.667 en
hexano-AcOEt (1:1) y del cual se obtiene 1.183 g de producto, alcanzando un rendimiento de
reaccion de 95.25 %. El resveratrol acetilado muestra gran actividad en la inhibicién de la
peroxidacion de lipidos, pero su actividad es practicamente nula en la reduccion del radical
DPPH.

El segundo derivado es el epdxido de resveratrol acetilado con una masa molar de
370.353 g-mol™, es un liquido espeso de color amarillo, tiene un R = 0.667 (1:1) y del cual se
obtiene 0.067 g de producto, alcanzando un rendimiento de reaccion de 64.11 %. El epoxido
de resveratrol acetilado es eficaz en la prueba de TBARS pero su actividad es nula en la
reduccion del radical DPPH.

La espectroscopia de UV-visible es poco confiable en la determinacion de grupos
funcionales y resulta menos util en la caracterizacion de la molécula, mientras que la
espectroscopia de IR asigna inequivocamente los grupos funcionales presentes en el
compuesto y es de gran ayuda en la caracterizacion de la molécula, sin embargo, no
resuelve el problema de elucidar la estructura quimica. La espectrometria de masas (EM)
proporciona sin ningun problema el valor de la masa molar del compuesto y elimina una

cantidad innumerable de posibilidades.
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La espectroscopia de RMN resuelve todos estos problemas en conjunto por medio de
varios experimentos, solo por mencionar los utilizados en este estudio, como *H, **C, HSQC
y HMBC, aunque existen en la actualidad un gran numero de experimentos que podrian ser
utilizados para elucidar la estructura quimica por completo, sin embargo, puede ser que no
resuelva el problema de asignar la masa molar. Por lo tanto, el utilizar al menos estas cuatro
espectroscopias en conjunto proporciona de una manera facil, rapida y sencilla el

caracterizar la estructura quimica de un compuesto puro.

La cromatografia en capa fina es una técnica muy Util para analizar cualitativamente la
presencia de compuestos en una mezcla homogénea, también muestra la pureza de cada
uno de ellos y puede ser usada como criterio en una reaccion quimica. Al igual, la
espectroscopia de RMN también puede usarse como una técnica para analizar la pureza de

un compuesto y como un criterio adicional en una reaccion quimica.

La espectroscopia de RMN por medio de los experimentos utilizados en este estudio, no
es capaz de distinguir entre los dos isémeros obtenidos del ep6xido de resveratrol acetilado,
debido a que las sefales de los espectros para los cuatro experimentos analizados, no
proporcionan informacion acerca de la estereoquimica de los dos centros quirales que
contiene el compuesto. Por lo tanto, queda abierta la investigacidbn acerca de: técnicas
espectroscopicas de RMN para diferenciar y métodos de aislamiento para separar, a los
isbmeros 2R,3R y 2S,3S obtenidos en este trabajo.
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Capitulo X. Espectros

10.1

Physcion

1,8-dihidroxi-3-metoxi-6-metilantraguinona
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Capitulo X. Espectros

Espectro 1. Espectro de RMN *H de physcion. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro de RMN de 400 MHz.
El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCl; como disolvente (7.263 ppm). Las sefales
son referenciadas con respecto a la sefial de TMS (0.000 ppm). La sefial a 2.171 ppm corresponde a residuos de (CH3),CO.

La sefal a 1.585 ppm corresponde a impurezas (grasa).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 2. Espectro de RMN *H de physcion (expansiones). El espectro se obtiene a partir de un espectrofotdémetro de RMN
de 400 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCl; como disolvente (7.263 ppm).
Las sefales son referenciadas con respecto a la sefial de TMS (0.000 ppm).
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Espectro 3. Espectro de RMN *3C de physcion. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de RMN de 400 MHz.
El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Las sefiales son referenciadas con respecto a la sefial de
CDCl; (t, 77.160 ppm). Se utiliza CDCl3; como disolvente.
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Espectro 4. Espectro de RMN HSQC de physcion. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de RMN de
400 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCl; como disolvente.
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Espectro 5. Espectro de RMN HMBC de physcion. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de RMN de

400 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por milléon (ppm). Se utiliza CDCl; como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 6. Espectro de EM de physcion. El espectro se obtiene a partir de un espectrémetro de masas. El método de

ionizacién es por impacto electronico. Las unidades de masa se obtienen de la relacion masa-carga (m/z).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 7. Espectro de IR de physcion. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotdmetro de IR. El nimero de onda se

muestra en cm™ y la transmitancia en %. La muestra se prepara por el método de pastilla con KBr para su analisis.
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Espectro 8. Espectro de UV-visible de physcion. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de UV-visible. Se
realiza un andlisis cualitativo. La longitud de onda se muestra en nm y la absorbancia en A. La division minima es de 100.0 nm

y 0.200 A. Se utiliza MeOH como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

10.2

Emodina

1,3,8-trihidroxi-6-metilantraquinona
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Capitulo X. Espectros

Espectro 9. Espectro de RMN *H de emodina. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro de RMN de 500 MHz. El
desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCl; (7.399 ppm) y tres gotas de DMSO
(2.722 ppm) como disolvente. Las sefales son referenciadas con respecto a la sefial de TMS (0.000 ppm). La sefial a
2.171 ppm corresponde a residuos de (CH3),CO. La sefial a 3.929 ppm corresponde a residuos de H,O presente en el DMSO
usado.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 10. Espectro de RMN *H de emodina (expansiones). El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro de RMN
de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCl3 (7.399 ppm) y tres gotas de

DMSO (2.722 ppm) como disolvente. Las sefiales son referenciadas con respecto a la sefial de TMS (0.000 ppm).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 11. Espectro de RMN *3C de emodina. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de RMN de 500 MHz.
El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Las sefiales son referenciadas con respecto a la sefial de
CDCl; (t, 77.160 ppm). Se utiliza CDCl3 y tres gotas de DMSO (m, 38.873) como disolvente.
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Espectro 12. Espectro de RMN HSQC de emodina. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotdmetro de RMN de
500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCl; y tres gotas de DMSO como
disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 13. Espectro de RMN HMBC de emodina. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotdmetro de RMN de
500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCl; y tres gotas de DMSO como
disolvente.

138



Capitulo X. Espectros

Espectro 14. Espectro de EM de emodina. El espectro se obtiene a partir de un espectrometro de masas. El método de

ionizacién es por impacto electronico. Las unidades de masa se obtienen de la relacion masa-carga (m/z).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 15. Espectro de IR de emodina. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de IR. El nUmero de onda se

muestra en cm™ y la transmitancia en %. La muestra se prepara por el método de pastilla con KBr para su analisis.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 16. Espectro de UV-visible de emodina. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de UV-visible. Se
realiza un andlisis cualitativo. La longitud de onda se muestra en nm y la absorbancia en A. La division minima es de 100.0 nm

y 0.100 A. Se utiliza MeOH como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

10.3

Resveratrol

(E)-5-(4-hidroxiestiril)-1,3-dihidroxibenceno
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Capitulo X. Espectros

Espectro 17. Espectro de RMN 'H de resveratrol. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro de RMN de
400 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Las sefiales son referenciadas con respecto a la
sefal de (CD3),CO (2.050 ppm). Se utiliza (CD3),CO como disolvente. La sefial a 2.086 ppm corresponde a residuos de
(CH3).CO. La seial a 3.040 ppm corresponde a H,O presente en el disolvente usado.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 18. Espectro de RMN *H de resveratrol (expansiones). El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro de
RMN de 400 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Las sefiales son referenciadas con
respecto a la sefial de (CD3),CO (2.050 ppm). Se utiliza (CD3),CO como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 19. Espectro de RMN *3C de resveratrol. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro de RMN de
400 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCI; y tres gotas de DMSO

(m, 38.803 ppm) como disolvente. Las sefales son referenciadas con respecto a la sefial de CDCls (t, 77.160 ppm).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 20. Espectro de RMN HSQC de resveratrol. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de RMN de
400 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCl; y tres gotas de DMSO como
disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 21. Espectro de RMN HMBC de resveratrol. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de RMN de
400 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Se utiliza CDCl; y tres gotas de DMSO como
disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 22. Espectro de EM de resveratrol. El espectro se obtiene a partir de un espectréometro de masas. El método de

ionizacién es por impacto electronico. Las unidades de masa se obtienen de la relacion masa-carga (m/z).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 23. Espectro de IR de resveratrol. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de IR. El nimero de onda

se muestra en cm™ y la transmitancia en %. La muestra se prepara por el método de pastilla con KBr para su andlisis.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 24. Espectro de UV-visible de resveratrol. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de UV-visible. Se
realiza un andlisis cualitativo. La longitud de onda se muestra en nm y la absorbancia en A. La division minima es de 100.0 nm

y 0.500 A. Se utiliza MeOH como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

10.4

Resveratrol acetilado

(E)-5-(4-acetoxiestiril)-1,3-diacetoxibenceno
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Capitulo X. Espectros

Espectro 25. Espectro de RMN *H de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro de RMN de
500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCl; como disolvente (7.256 ppm).

Las sefales son referenciadas con respecto a la sefial de TMS (0.000 ppm).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 26. Espectro de RMN 'H de resveratrol acetilado (expansiones). El espectro se obtiene a partir de un
espectrofotometro de RMN de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCl3
como disolvente (7.256 ppm). Las sefiales son referenciadas con respecto a la sefial de TMS (0.000 ppm).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 27. Espectro de RMN *3C de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro de RMN
de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Las sefales son referenciadas con respecto a
la sefial de CDCl; (t, 77.160 ppm). Se utiliza CDCl3; como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 28. Espectro de RMN HSQC de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de

RMN de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCI; como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 29. Espectro de RMN HMBC de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de

RMN de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCI3; como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 30. Espectro de EM de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrometro de masas. El

método de ionizacion es por impacto electrénico. Las unidades de masa se obtienen de la relacion masa-carga (m/z).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 31. Espectro de IR de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotometro de IR. El nimero

de onda se muestra en cm™ y la transmitancia en %. La muestra se prepara por el método de pastilla con KBr para su anélisis.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 32. Espectro de UV-visible de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotbmetro de
UV-visible. Se realiza un analisis cualitativo. La longitud de onda se muestra en nm y la absorbancia en A. La division minima
es de 100.0 nmy 0.500 A. Se utiliza MeOH como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

10.5

Epoxido de resveratrol acetilado

5-((2'R,3'R)-3’-(4"-acetoxifenil)oxiran-2'-il)-1,3-diacetoxibenceno
5-((2'S,3'S)-3'-(4"-acetoxifenil)oxiran-2-il)-1,3-diacetoxibenceno
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Capitulo X. Espectros

Espectro 33. Espectro de RMN *H de epéxido de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotémetro
de RMN de 500 MHz. EI desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCl; (7.258 ppm) como
disolvente. Las sefiales son referenciadas con respecto a la sefial de TMS (0.000 ppm).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 34. Espectro de RMN *H de epoxido de resveratrol acetilado (expansiones). El espectro se obtiene a partir de un
espectrofotometro de RMN de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCl3
(7.258 ppm) como disolvente. Las sefiales son referenciadas con respecto a la sefial de TMS (0.000 ppm).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 35. Espectro de RMN **C de epéxido de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un
espectrofotometro de RMN de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millon (ppm). Las sefiales son

referenciadas con respecto a la sefial de CDClI; (t, 77.160 ppm). Se utiliza CDCl; como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 36. Espectro de RMN HSQC de epdxido de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un
espectrofotometro de RMN de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCl3

como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 37. Espectro de RMN HMBC de epoOxido de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un
espectrofotometro de RMN de 500 MHz. El desplazamiento quimico se muestra en partes por millén (ppm). Se utiliza CDCl3

como disolvente.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 38. Espectro de EM de epdxido de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrometro de
masas. El método de ionizacion es por impacto electronico. Las unidades de masa se obtienen de la relacibn masa-carga
(m/z).
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Capitulo X. Espectros

Espectro 39. Espectro de IR de epdxido de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un espectrofotdmetro de
IR. El nmero de onda se muestra en cm™ y la transmitancia en %. La muestra se prepara por el método de pelicula con nuijol

para su analisis.
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Capitulo X. Espectros

Espectro 40. Espectro de UV-visible de epdxido de resveratrol acetilado. El espectro se obtiene a partir de un
espectrofotometro de UV-visible. Se realiza un analisis cualitativo. La longitud de onda se muestra en nm y la absorbancia en

A. La division minima es de 50.0 nm y 0.200 A. Se utiliza MeOH como disolvente.
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