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1| RESUMEN

Resumen

El presente trabajo describe el estudio de la reaccion de acoplamiento oxidativo de
ésteres de metilo y etilo de los acidos hidroxicinamicos (acido p-cumarico, cafeico,
ferulico y sinapico) y de derivados vainilloides que utilizan vainillina como base
como son: el alcohol vainillinico, acido vainillinico, el derivado de curcumina 4-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-buta-3-en-2-ona (aqui mostrado como derivado vainilloide) y
la forma de obtencién de estos como materias primas para la reaccion, asi como
del 4-hidroxi-3-etoxibenzaldehido con un extracto vegetal peroxidasa de rabano

cruda obtenido de rdbano rojo comercial (Raphanus sativus).

Los ésteres de los acidos hidroxicinAmicos se prepararon a partir de los acidos
correspondientes utilizando la esterificacion de Fisher con rendimientos de buenos
a excelentes utilizando metanol para los ésteres de metilo y etanol para los
ésteres de etilo como agentes esterificantes y disolvente, donde es primordial un
medio de reaccidon anhidro y tiempos de reaccién largos basados en la sustitucion

del anillo aroméatico del acido hidroxicinAmico.

Por lo que se refiere a los derivados vainilloides, el alcohol vainillinico se obtuvo
de la reduccién quimica con NaBHg,, el acido vainillinico se prepar6 por un método
biosintético utilizando Aspergillus niger como biocatalizador de la reduccion de
acido ferdlico para la obtencion de este a escala preparativa, mostrando la
posibilidad de obtener &cido vainillinico con Aspergillus niger a partir de acido
ferdlico y su posible escalamiento a multi-gramos. Posteriormente se condenso
vainillina y acetona como forma de obtener un derivado de curcumina mediante el

condensacion alddlica.

Finalmente se realiz6 el acoplamiento oxidativo de los ésteres hidroxicindmicos
con el extracto vegetal de peroxidasa de rabano cruda de rabano rojo y se
obtuvieron compuestos ciclicos para tres de los ésteres evaluados como resultado

de un acoplamiento radicalario 5-8. El caso de los derivados vainilloides resulté en
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productos acoplados orto-orto y en la oxidacién del alcohol vainillinico durante la

reaccion de acoplamiento.
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1. Introduccion

Ya hace unas décadas los quimicos sintéticos han dedicado sus esfuerzos a
procesos mas “verdes”, por lo que han recurrido a introducir en sus esquemas de
sintesis procesos biocataliticos, que muestran ventajas sintéticas con respecto a
métodos sintéticos “clasicos”. Las enzimas son bien conocidas por catalizar
reacciones en medios biologicos, asi como in vitro donde han mostrado
caracteristicas y propiedades para llevar a cabo un amplio espectro de reacciones.
Las ventajas que ofrece un biocatalizador o enzima con respecto a reacciones por
otras vias es que éstas pueden ser usadas en medios acuosos y no acuosos,
temperaturas moderadas (<100 °C), bajas presiones, no presentan toxicidad
(aunque pueden ser alergénicas). La amplia superficie de contacto entre la enzima
y el sustrato ofrece un alto potencial de regio- y estereo-control, asi como poder
incrementar la velocidad de reaccién hasta 10%° veces con respecto a una

reaccion no catalizada®.

Una de las reacciones centrales en quimica organica es la de las oxidaciones.
Este tipo de reacciones presenta algunas desventajas como es la utilizacién de
catalizadores basados en cromatos, y aunque se estan realizando esfuerzos para
utilizar procedimientos ambientalmente mas benignos como es el uso de O, vy
H.O,, no es aun suficiente para catalizadores quimicos. Debido a esto enzimas
oxidantes como las oxigenasas, oxidasas y peroxidasas han surgido como pilares
para catalizar reacciones de oxidacidén, pues presentan regioselectividad por
oxidacion de polioles, regio y enantioselectividad para oxi-funcionalizar enlaces C-
H no activados, dobles enlaces C=C y oxidacion selectiva de grupos funcionales

en presencia de algunos mas reactivos®.

Las peroxidasas catalizan reacciones de acoplamiento de fenoles, el cual es un
proceso que genera bastante atencién dentro de la quimica organica debido a que
provee de una forma rapida de sintesis de compuestos biarilo mediante
acoplamiento C-C, unidad presente en diferentes moléculas encontradas en la

naturaleza con bioactividad importante, ademas de que permite entender cOmo



4 | INTRODUCCION

ocurre la biosintesis de productos naturales e incita a los quimicos sintéticos a
elaborar rutas biomiméticas para obtener derivados sintéticos de productos
naturales de importancia para la industria farmacéutica, agroalimentaria y de

aditivos en alimentos?®.
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2. Antecedentes

2.1 Hidroxicinamatos de alquilo

Los hidroxicinamatos de alquilo (Fig. 1) son derivados esterificados de los acidos
hidroxicindmicos (acido p-cumarico, acido cafeico, acido ferulico y acido sinapico)
con una cadena alifatica que puede variar en su longitud. Estos pueden ser
sintetizados mediante sintesis quimica (Sintesis de Fischer) o enzimatica
(Lipasas), segun se ha reportado en varios trabajos, ya que los acidos
hidroxicinamicos presentan una potente actividad antioxidante®, esta puede ser
mejorada mediante lipolifilizacion, es decir, afiadir una funcionalidad lipofilica a
una molécula, obtenida via esterificacion de los &acidos hidroxicinamicos con
alcoholes de cadena alifatica corta y larga. Esta funcionalidad lipofilica incrementa
la movilidad de estos antioxidantes hacia los sitios donde actdan, en comparacion
con los acidos libres. Se ha observado en sistemas compartimentados como son:
las emulsiones, membranas y células vivas que esta hidrofobicidad ofrece
ventajas para obtener las propiedades atribuidas a los hidroxicinamatos de
alquilo®.

0]

R
1 A R

R= alquilo
HO

Ro

acido p-cumarico R4, R, = H

acido cafeico Ry= OH, Ry=H

acido ferulico R{=OH, R,=0OCHj4
acido sinapico R{=OCHj, R,=0OCHj;

Fig. 1. Estructura general de los hidroxicinamatos de alquilo.

De esta manera, existen trabajos en los que se han aislado ésteres de alquilo de
los acidos hidroxicinamicos y encontrado que son moléculas con actividad contra
radicales libres o con alguna actividad bioldgica. Noda (1971)° aisl6 el sinapato de
metilo a partir de semillas de canola mediante cromatografia. Este es un derivado

esterificado del acido sinapico, el cual identific6 ampliamente mediante técnicas
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espectrofotométricas, espectroscopicas y cromatograficas. Muchos otros trabajos
incluyen el uso de ésteres de alquilo, a fin de demostrar su actividad biol6gica. Por
ejemplo seis diferentes hidroxicinamatos de metilo (p-cumarato, cafeato, ferulato,
sinapato, p-metoxicinamato, 3,4-dimetoxicinamato) fueron probados en medios
bioldgicos para observar su efecto contra Pseudomonas fluorescens’, y se
encontraron que no existia un efecto significativo de inhibicion del crecimiento del
microorganismo. Sin embargo, cuando los hidroxicinamatos de metilo fueron
usados como mezclas en el medio, la inhibicion aumentaba debido a un efecto
sinérgico, ademas de que el coeficiente de particion aceite-agua (buffer de
fosfatos) también se vefa incrementado. Posteriormente, Hashidoko y cols. (1992)®
aislaron e identificaron tres 4-hidroxicinamatos de alquilo de cadena larga (Fig. 2)
de la planta Rosa rugosa, los cuales se biosintetizaron tras la esterificacién del
acido 4-hidroxicinamico con los alcoholes correspondientes (Ej. Alcohol
dodecanoico). Es posible encontrar otros hidroxicinamatos debido a que se han
encontrado otros alcoholes de cadena larga (Cao, C24, C27, C30, C32) €n esta planta

si se utilizan otros métodos de extraccion.

0]

R

HO R= CoHys,
CosHs3,
CogHs7

Fig. 2. Estructura de los 4-hidroxicinamatos de alquilo de cadena larga (Hashidoko, 1992).

Otro de los estudio fue evaluar los compuestos aislados de la planta Ballota Nigra,
debido a que es bien conocido que sus extractos alcohodlico tienen efectos
terapéuticos contra influenza, tos comun y efecto neuro-sedativo®, asi encontraron
gue los extractos de las partes areas de la planta contienen un cantidad
importante de glicosil y no glicosil ésteres derivados de los acidos cafeico y acido
ferulico, y que solo uno de los derivados glicosilados tenia un efecto importante de

inhibicion contra bacterias Gram-positivo y Gram-negativo, mientras que el
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derivado no-glicosilado (Fig. 3) tenia una actividad menor a la de los derivados

HO L1
et
HO COOH

Fig. 3. Estructura del acido cafeoil-L-malico, derivado no-glicosilado (Didry, 1999).

glicosilados.

En la hierba Marrubium vulgare, Sahpaz (2002)° identificé varios derivados
esterificados del &cido cafeico, para los cuales se probd su actividad anti-
inflamatoria, como fue descrito por Didry®. Los compuestos glicosilados se
demostré tienen una mayor actividad comparados con los no-glicosilados. Una de
las explicaciones es que el efecto estérico de los derivados glicosilados, donde las
unidades de azlcares presentes impiden a la molécula llegar a los sitios activos
de la enzima COX-1 y COX-2. Ademas de que ambos derivados presentan
actividad antioxidante contra especies reactivas de oxigeno (ERO) como son

radicales libres y peroxidos en la célula.

No solo se han aislado derivados esterificados de los acidos hidroxicinamicos, sino
que se ha descrito su sintesis y se han evaluado algunas propiedades biolégicas.
Con la finalidad de estudiar la actividad contra radicales libres, Silva (2001)*
sintetiz6 3 derivados de acido cafeico, esterificando con metanol, etanol y propanol
mediante la esterificacion de Fischer. Una vez sintetizados los derivados los
autores realizaron el estudio de actividad contra radicales libres usando DPPH (2-
difenil-1-picrilhidracil) y encontraron que los ésteres presentaban un alto poder
antiradical cuando se comparaban con los &cidos. Cuando realizaron la
esterificacién del acido dihidrocafeico observaron que el poder antiradical se veia
considerablemente disminuido y que la actividad contra radicales libres era
independiente de la cadena alifatica. Por otro lado, para probar la estabilidad del
aceite de girasol ante los procesos oxidativos los mismos investigadores
sintetizaron los ésteres propilicos del acido cafeico, acido ferulico e isoferulico y

del dihidrocafeico!* mediante esterificacion de Fischer de los acidos con alcohol
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isopropilico. La adicién de estos derivados al aceite de girasol demostré que se
incrementaba la estabilidad con los ésteres del acido cafeico y del acido
dihidrocafeico. Sin embargo cuando se adicionaron los ésteres del iso y &cido

ferulico no existié diferencia en comparacion con el aceite sin aditivos.

El estudio de la reaccion de esterificacion de acido cafeico con metanol utilizando
acido p-toluensulfonico®® demostré que la reaccién procede con buen rendimiento
a temperaturas de 60 a 70°C, exceso de metanol y cantidades cataliticas de acido
p-toluensulfénico como catalizador resulta conveniente para las reacciones de

esterificacion.

Jayaprakasam (2006)", investigé la actividad contra la proliferacién de células
cancerosas Y sintetizé varios derivados esterificados (cadenas alifaticas de C3-Cyo)
mediante esterificacion de Fischer para los ferulatos de alquilo y cafeatos de
alquilo de cadena corta utilizando acido p-toluensulfénico. Para los cafeatos de
alquilo de cadena larga se prepararon los cloruros de acido correspondientes y se
condensaron estos con los alcoholes correspondientes. Los estudios de
proliferacion de células cancerosas in vitro demostraron que los hidroxicinamatos
de alquilo de cadena larga presentaban una mayor actividad contra la proliferacién
de células cancerosas, mientras que para la actividad inflamatoria asociada a la
enzima COX los cafeatos y ferulatos de cadena intermedia presentaban mejor
actividad al inhibir la COX-1 y COX-2. Posteriormente, varios hidroxicinamatos de
alquilo se prepararon utilizando &cido p-toluensulfénico para evaluar su actividad
antimicrobiana, y los ésteres de metilo, etilo, propilo y hexilo del &cido cafeico
mostraron mayor actividad en relacion con otros ésteres de acidos fendlicos (acido
cafeico, acido vainillinico, acido gentisico y acido protocatéquico), debido a que el
acido cafeico es un polifenol el cual es mas facilmente oxidado en su forma de

hidroxilbenzoquinona.

Cuando se utilizaron lipasas como una estrategia mas limpia como catalizadores
de la reaccién de esterificacion™ se alcanzé la sintesis de hidroxicinamatos de
alquilo y dihidrohidroxicinamatos de alquilo. Los dihidrohidroxicinamatos de alquilo

se obtuvieron en menor proporcién que los hidroxicinamatos de alquilo, ya que
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tienen un doble enlace C-C en su estructura y el nUmero de grupos metoxi o
hidroxi disminuia también la obtencién de los ésteres, para los que se requirieron
también mayores de tiempos de reaccién. Weitkamp (2006)°, transesterificaron
hidroxicinamatos de alquilo con 1-dodecanol utilizando lipasas como catalizadores
de la reaccion y encontraron que la transesterificacion era mas rapida que la
esterificacibn misma, asi como la estructura de los hidroxicinamatos de metilo

afectaba los tiempos de reaccion de transesterificacion.

Esteves (2008)' sintetizé tres trihidroxicinamatos para estudiar su actividad
citotoxica y antioxidante y llevo a cabo la reaccion de Knoevenagel entre el

trinidroxibenzaldehido y acido maldnico o etilmalonato o dietiimalonato (Fig. 4).

HO i
X HO
0 Xy O0R;
R
HO 1, HO 2
OH  R.=H,Et
R,=H, OOEt

Fig. 4. Esquema de reaccién de sintesis de trihidroxicinamatos (Esteves, 2008).

Para los 3 derivados encontré que la actividad antioxidante no era diferente entre
ellos, debido a que uno de los factores que determinan la actividad es la cantidad
de grupos hidroxi en la estructura de las moléculas y que éster lineal era el Unico
qgue funcionaba como un agente citotéxico, con una actividad comparable con los
ésteres de acido cafeico y acido galico. Asimismo, Teixeira (2013)*® estudié las
propiedades de varios ésteres y diésteres de varios acidos fendlicos y los obtuvo a
partir de las esterificacion de Fischer del acido cafeico o via condensacion de
Knoevenagel-Doebner del trihidroxibenzaldehido con acido malonico, etil malonato
y dietiimalonato, de estos derivados encontr6 que los hibridos del acido galoil-
cinamico tienen un efecto antioxidante mayor que el acido galico o acido cinamico
por si solos, asi como que el incremento en la longitud de las cadenas alifaticas

solo produce un aumento en la lipofilicidad de los compuestos.
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De la misma manera, se han estudiado los efectos antioxidantes contra oxidacion
de lipoproteinas utilizando ésteres de acidos hidroxicinamicos como moléculas
modelo®®, utilizaron feruloil esterasas en medios microemulsionados con el fin de
obtener los hidroxicinamatos de butilo y los resultados de los efectos de la

demostraron que los sinapatos de butilo presentaban un mejor efecto antioxidante.

Otra aproximacion para la obtencién de hidroxicinamatos de alquilo fue descrita
por Menezes (2011)%, el cual a partir del acido de Meldrum (2,2-dimetil-1,3-
dioxano-4,6.diona) con los alcoholes correspondientes, obtuvo ésteres del acido
maldnico para posteriormente condensarlo con varios benzaldehidos via
modificacion de la condensacion de Knoevenagel (Fig. 5). De esta manera,
concluyeron gue los hidroxicinamatos de alquilo de la serie de derivados de acido
cafeico mostraban actividades antioxidantes mayores que la serie de derivados de

acido ferulico.

o o 0O o
R{” “OH + TY — R1OJ\/U\OH

0.__0

acido de Meldrum l e}
R4 N
R4= tetradecanol, hexadecanol, octadecanol R
R2, R3, R4= H, OCH3
R3
R

Fig. 5. Esquema de reaccion de la sintesis de los ésteres de acido ferulico y acido cafeico
a partir del acido de Meldrum via modificacién de la condensacién de Knoevenagel
(Menezes, 2011)

Es tan extensa la quimica de los ésteres derivados de los acidos hidroxicinamicos
que incluso han surgido estudios de espectroscopia de Raman?! donde se dan a
conocer a fondo las estructuras y las conformaciones mas energéticamente
favorables, en relacion a la conformacion E alrededor del doble enlace. Ademas,
se encontr0 que la conformacion del grupo carbonilo con respecto al anillo

aromatico depende del derivado esterificado, y que la conformacion anti estaba
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favorecida para los cafeatos y que se tenia igual poblacion de conformaciones anti

y syn para los ferulatos.

Li (2009)%* desarroll6 un método sintético para obtener ferulatos de alquilo
mediante radiacion con microondas, para lo cual estudiaron los efectos de la
temperatura, el catalizador, la relacion molar acido ferulico:etanol y tiempos de
reaccion. Al aplicarlo a la sintesis de ferulatos de alquilo de cadena mas larga
observaron que, comparado con métodos convencionales, los tiempos de reaccion
disminuian de horas a minutos, no importando el largo de la cadena alifatica y los
mejores rendimientos se obtenian para la misma serie por los dos métodos

sintéticos.

En el mismo sentido cafeatos/ferulatos de metilo, etilo, propilo y butilo se
sintetizarén por radiacion de microondas basados en la sintesis de Fischer®
reduciendo de esta manera los tiempos de reaccion, el volumen de disolventes,
asi como el trabajo después de completar la reaccion. Para medir su actividad
contra estrés oxidativo en células neuronales, llevaron a cabo ensayos
electroquimicos para determinar el potencial oxidante de los derivados, estos
mostraron que un potencial oxidante significaba una mayor actividad antioxidante;
asi los ésteres del 4cido cafeico poseian mayor actividad que los ésteres del acido
fertlico en concordancia con trabajos anteriores con ensayos de actividad
antioxidante con el estudio de la inhibicion del radical estable del DPPH y FRAP
(poder antioxidante reductor del hierro) y, por ende, presentaban mejor proteccion

contra estrés oxidativo.

Yang (2012)** estudié la velocidad de reaccién de esterificacién via enzimatica
para obtener derivados esterificados del acido dihidrocafeico como modelo. Utilizé
varios alcoholes de cadena corta y larga, observando que cuando se utilizaban los
de cadena larga la reaccion procedia con mayores rendimientos y éstos
aumentaban con el tiempo de reaccion. Asi mismo, encontrO0 que en mezclas de
hexano y butanona la reaccion se conducia de mejor manera. Cuando este
modelo se utilizé con acido cafeico y acido ferulico las conversiones eran bajas,

debido a la solubilidad de estos en la mezcla de disolventes.
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Recientemente otra de las rutas para sintetizar el ferulato de etilo es utilizar
vainillina y &cido maldnico en una condensacién de Knoevenagel para obtener el
acido ferdlico, el cual es esterificado mediante sintesis de Fischer®, que a su vez
es reducido al dihidroferulato de etilo con el fin de realizar reacciones de
transesterificacion con polioles para tener nuevos bloques de moléculas que sirvan
en polimerizacion quimica, al ser estos convertidos facilmente en acrilatos y

aliléteres.

Finalmente, Guo (2005)% desarroll6 un método quimio-selectivo para obtencion de
ésteres de acidos fendlicos, dentro de los cuales obtuvo éster de metilo y bencilo
del &cido p-cumérico en un solo paso al hacer reaccionar KHCOj3;, un haluro de
alquilo y DMF (Fig. 6). Los ésteres fueron obtenidos en altos rendimientos bajo

condiciones suaves 40°C y tiempos de reaccién cortos.

o 0

/©/\)J\0H KHCO3;, RX, DMF /@/\)J\OR
HO HO

R= CHj3, bencilo
X=Brol

Fig. 6. Esquema de reaccion de la sintesis de ésteres de acido p-cumarico (Guo, 2005).

2.2 Derivados de vainillina

La vainillina es el principal compuesto encontrado en las vainas de la vainilla, y
responsable del sabor dulce de esta. Estructuralmente pertenece a los
compuestos fendlicos aromaticos, especificamente a los compuestos fendlicos
simples C;-Cg. La produccion de vainillina en 2010 en el mundo ascendié a 15
000 000 Kg y de esta solo 1% del total es extraida de las vainas de vainillina ya
gue la produccion sintética es la principal forma de obtencién. Puede ser obtenida
a partir de &cido ferdlico, eugenol, isoeugenol®’ o por depolimerizacién de la
lignina®®. Recientemente ha ganado atencién debido a que sirve como bloque
sintético para la obtencién de nuevos materiales con una variedad de aplicaciones.
De esta manera, ha servido como bloque para la sintesis de bases de Schiff* lo
cual se obtiene condensado la vainillina con diferentes anilinas en medio acido

(Fig. 7). Estas iminas fueron probadas como agentes antimicrobianos, observando



13 ‘ ANTECEDENTES

que estos derivados son efectivos en mayor proporcién contra bacterias Gram

negativo.

OMe

HO HO
OMe OMe

H_
CN HO

OMe
HO

OMe
Fig. 7. Bases de Schiff basadas en vainillina (Vaghasiya, 2004).

Basados en la estructura de la vainillina, se condensaron diaminas con vainillina
para obtener bases de Schiff, estas se usaron en la sintesis de glicidiléteres®
compuestos de interés debido a que son materia prima para la obtencion de
resinas epoxicas ampliamente usadas en recubrimientos organicos, liberacion de

genes y desarrollo de nuevos farmacos.

Li (2010)*, sintetizaron dos derivados de vainillina haciéndola reaccionar con dos
hidracinas aromaticas para obtener dos hidrazonas (Fig. 8), las cuales se utilizaron
como ligantes en el disefio de nuevos compuestos de coordinacion. El grupo de la
vainillina presenta una variedad de posibilidades al poder ser un ligante
monodentado, bidentado, como grupo quelato y puente quelato, extendiendo su

qguimica al uso en el disefio de materiales con propiedades optoelectronicas.
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Fig. 8. Estructura de nuevos ligantes basados en la vainillina (Li, 2010).

La vanillina se ha utilizado recientemente como nucleo en la preparacion de
semiconductores organicos transformando esta a eumelaninas (derivados N-de
alquilindoles) las cuales pueden polimerizarse via acoplamiento de Sonogashira®.
Las eumelaninas derivadas de vainillina mostraron propiedades semejantes con

respecto a semiconductores organicos obtenidos a partir de otros nucleos.

Los derivados alcohol, acido y el dimero de la vainillina®® (Fig. 9) fueron evaluados
como inhibidores de accion de la tirosinasa, enzima que en mamiferos causa la
pigmentacién de piel, ojos y cabello; en plantas produce la coloracion café lo cual
determina la calidad del productos agricolas de consumo humano; los resultados
obtenidos mostraron que la vainillina y su dimero no presentaban inhibicion de la
actividad de la enzima mientras que el acido vainillinico y el alcohol vainillinico si la

mostraban.
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CHO HO COOH
MeO MeO MeO
OH OH OH
a b c
CHO CHO
MeO I OMe
OH OH

Fig. 9. Estructuras de la vainillina (a), alcohol vainillinico (b), &cido vainillinico (c) y bis-
vainillina (d) (Bagheri, 2012)

La aplicacion mas importante de la vainillina como materia prima para nuevos
materiales ha sido dirigida a la obtencion de polimeros con diferentes propiedades:
polimeros termoestables anélogos a poliésteres y poliuretanos y polimeros para la

liberacion de farmacos.

La polimerizacion electroquimica de la vainillina, previo acoplamiento oxidativo
produjo la polivainillina® (Fig. 10) con un 93% de rendimiento y de forma
reproducible haciendo este un método eficiente para la obtencion de un polimero
termoestable con potencial para ser usado como atrapador de iones metalicos en
soluciones acuosas.

— HO -
MeO OH —

-] HO OMe
L OH Jn

Fig. 10. Estructura de la polivainillina (Amarasekara, 2012)
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Kevwitch (2012)* report6 la sintesis de una serie de oligémeros para estudiar el
efecto de desensamble con el fin de sintetizar dendrimeros con aplicacion en
carga y liberacion de farmacos basados en vainillina, formando los éteres de alilo
o nitrobencilo con los respectivos bromuros para obtener los dimeros
correspomdientes, los cuales fueron tratados con N-bromosuccinimida (NBS) para

sintetizar oligdmeros de 3 unidades monoméricas.

En otro estudio de la vainillina usada como materia prima, se sintetizO un co-
polimero via polimerizacion la vainillina utilizando la técnica de cadena con
adicién-fragmentacion reversible (RAFT)*®. De esta manera se obtenia un
derivado del metacrilato, permitiendo tener un polimero mediante técnicas
sustentables y caracteristicas semejante a co-polimeros basados en estructuras
lignoliticas. Firdaus®’ (2013) sintetiz6 varios monémeros de vanillina como bloques
para la obtencion de poliésteres, modificando su estructura y condensando el
derivado reducido con haluros de acidos grasos para obtener los éteres
aromaticos, los cuales fueron transesterificados o se funcionalizaron con un grupo
tiol (Fig. 11).

HO
OMe
OH
a
i
R\n/O HO HO
0 bt
R™OR4 RSH
OMe OMe OMe
Orrs ° o
BN NN Mg\
SR

Fig. 11. Esquema de sintesis de los monémeros derivados de la vanillina funcionalizados
con acidos grasos a) alcohol vainillinico, b) 3metoxi-4-undec-10-en-1-iloxi)fenil)metanol
(Firdaus, 2013).
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Recientemente, Fache (2015)%%

sintetiz6 una serie de epoxi vainilloides,
utilizando la vainillina y sus derivados oxidados y reducidos, acido vainillinico y
alcohol vainillinico, respectivamente, para lo cual los bloques primarios fueron
eterificados via reaccion con epiclorohidrina o esterificados con haluros de alilo.
Posteriormente fueron funcionalizados con tioles o transformados a derivados

carbonato.

2.2.1 Derivados de vainillina: Curcuminoides

Una de las unidades que pueden ser obtenidos a través de la vainillina son las
estructuras analogas de curcumina, el cual es un compuesto encontrado en la
planta de la curcuma. Ha recibido atencion debido nutracéutico o como
componente para el disefio de alimentos preventivos de cancer. La curcumina
tiene un sistema de dos fenoles metoxilados conjugados con una p-dicetona (Fig.
12), teniendo asi la propiedad de atrapar radicales libres y presentar alta actividad

antioxidante gracias a su estructura®.

O OH
H,CO P OCH,
HO ‘ ‘ OH

Fig. 12. Estructura de la curcumina (Masuda, 2001).

En el estudio de agentes contra el cancer de prostata varios derivados
curcuminoides se sintetizaron, condensando diferentes benzaldehidos sustituidos
incluidos la vainillina con 2,4-pentandionas usando anhidrido borico**, de esta
manera fue posible obtener derivados con un solo grupo arilo o con 2 grupos arilo
cuando se utilizaban dos equivalentes de los benzaldehidos, sin embargo si se
requeria de dos anillos arilo diferentes la relacién de benzaldehidos era 1:1. Los
derivados de curcumina fueron probados contra actividad citotéxica en células
cancerosas los compuestos que tenian una estructura basada en la vainillina
presentaron baja actividad contra otros derivados con mayor semejanza con la

curcumina.
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Ryu (2006)* desarroll6 una serie de derivados de vainillina (Fig. 13) con el
objetivo de obtener curcuminoides, y examinaron su efecto en la acumulacion de
placas amiloides y nodos neurofibrilares dentro del cerebro, causantes de la
enfermedad de Alzheimer para lo cual condensaron los derivados vanilloides con

acetona u 2,4-pentanodiona.

0 (0]
MeO H acetona MeO X
HO <% HO
R & R
e”oo,.
- %
R=H, I, Br O”e o OH
MeO N =
HO
R

Fig. 13. Esquema de sintesis de curcuminoides a partir de derivados de vainillina (Ryu,
2006)

En estudios similares, derivados de vainillina fueron condensados con acetona,
ciclopentanona y ciclohexanona®® para obtener las estructuras analogas de la
curcumina. La finalidad era tener compuestos que poseyeran un solo grupo
carbonilo al ser probado que la funcionalidad de un solo grupo modifica la accién

del curcuminoide esto lo hace eficaz para su uso en actividad antiinflamatoria.

Zhang (2008)** obtuvo a partir de vainilloides eterificados (Fig. 14) analogos de la
curcumina; haciendo reaccionar la vainillina con 2,4-pentanodiona en una reaccion
de Claisen-Schmidt.
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CH,CH(OH)CH,OH
CH,COONa
O OH

HsCO P OCH,
RO ‘ ‘ OH

Fig. 14. Esquema de la condensacion de Claisen- Schmidt de vainilloides con 2,4-

pentanodiona (Zhang, 2008).

Analogamente varios curcuminoides simétricos y asimétricos se sintetizaron en
una reaccion de condensacién aldélica en medio béasico o acido®, usandose
diferentes benzaldehidos hidroxi y metoxi sustituidos (Fig. 15), se encontré que los
curcuminoides asimeétricos tenian un menor rendimiento en comparacion con los
simétricos. Sin embargo, los derivados eran obtenidos en mayor rendimiento
cuando poseian un hidroxilo en posicion orto y las condiciones de reaccion eran
en medio acido, para los demas derivados los mejores resultados fueron obtenidos
en medio basico. Asimismo, la reduccion de la cadena al obtener derivados con un
solo carbonilo en comparacion con la curcumina incrementa el potencial
antioxidante de éste, asi como la ausencia de grupos fendlicos disminuye su
actividad comparado con los que tienen algun grupo fendlico. Esta actividad es

incrementada cuando existe un grupo hidroxilo en posicion para.

Finalmente cuando se probd la actividad antitumoral la correlacion de la posicion
de los grupos fendlicos fue semejante a la de su actividad antioxidante, aunque es
relevante la posicién orto al encontrarse que las estructuras que poseian un

hidroxilo en esta posicion tenian una mayor actividad.
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H acetona/ NaOH o HCI
—_—

R1, R2, R3, R4= H, OH, OCH3

Fig. 15. Esquema de la condensacion de benzaldehidos disustituidos con acetona en una
relacion 2:1 (Li, 2015).

2.3 Acoplamiento oxidativo de fenoles

El acoplamiento oxidativo de fenoles es un tipo de reaccién organica que ha
generado interés para la obtencion de moléculas con alguna aplicacion, pues abre
la posibilidad de acceso a compuestos biarilos acoplando compuestos arilo
mediante enlaces C-C o enlaces C-O, los cuales sirven como bloques quimicos en
la sintesis de productos naturales. Ej. polifenoles, alcaloides, terpenoides y

policetidos®.

Para entender el acoplamiento oxidativo es necesario estudiar las consideraciones
mecanisticas de éste, debido a que conlleva a la formacion de radicales libres,

obtenidos a través varios mecanismos. (Fig. 16).
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Fig. 16. Consideraciones mecanisticas para el acoplamiento de fenoles. TES
(transferencia de electron simple), HAT (transferencia de un atomo de hidrogeno), TPCE

(transferencia concertada proton-electrén) (Quideau, 2014).

Una vez obtenido el radical fenoxi, este puede ser estabilizado por resonancia en
el anillo aromético (Fig. 17) dando posibilidad a diferentes acoplamientos del
radlcal COI‘tO'O1 Cpara'o1 COI‘tO'COI‘IOa Corto'Cpara1 Cpara'Cpara y O_O

Fig. 17. Posibilidades de acoplamiento C-C o C-O.

El primer mecanismo (Fig. 17, a) es la desprotonacion del fenol al poseer un
enlace O-H polarizable convirtiendo a este en un acido de Brgnsted con un pKa
entre 7 y 12. Sin embargo, si el fenol contiene sustituyentes electro-atractores

orto/para este pka puede ser disminuido, una vez formado el ion fenolato este es
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estabilizado por tautomeria en el anillo aromatico, el cual mediante un mecanismo
de transferencia de electrén simple (TES) produce el radical fenoxi. El segundo
mecanismo (Fig. 17, b) es la conversion directa del fenol en el radical fenoxi via
un mecanismo de transferencia de un atomo de hidrégeno (TAH), debido a la baja
energia de disociacion del enlace O-H y al igual que en el mecanismo (a), los
sustituyentes electro-donadores orto/para disminuyen la energia de disociacion,
asi como estabilizan el radical fenoxi. El tercer mecanismo (Fig. 17, c) es la
transferencia concertada proton-electron (TPCE), el cual también puede ser no
concertado en un proceso de TES para producir el fenoxi cation radical para

posterior desprotonacion del cation radical®.

Uno de los oxidantes mas utilizados para reacciones de acoplamiento oxidativo
son aqguellos que llevan a cabo mecanismos de transferencia de electrén simple, al
lograr producir eficazmente radicales fenoxi, entre los oxidantes inorganicos
utilizados se encuentran compuestos de Fe(ll), Ag(l) y Cu (ll) como KzFe(CN)g,
FeCl; y Ag,0 y varios complejos aminados de Cu(ll). El acoplamiento oxidativo
puede ser logrado por enzimas, particularmente las oxidasas como lacasas,

tirosinasas y peroxidasas®.

2.3.1 Acoplamiento oxidativo de fenoles catalizada por peroxidasas

Las peroxidasas las cuales son hemo proteinas que contienen una protoporfirina

(IX) como grupo prostético (Fig. 18).
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OH

Fig.18. Estructura del grupo hemo de la peroxidasa (peroxidasa de rabano) (Hamid,
2009).

La actividad de las peroxidasas se ha encontrado en plantas, y se clasifican como
peroxidasas tipo lll, estas participan en dos procesos cataliticos: i) Regular el ciclo
peroxidativo reduciendo H,0, a H,O transfiriendo electrones a moléculas
donadoras como fenoles, precursores de lignina o de metabolitos secundarios; ii)
en un ciclo hidroxilico para generar ERO’s (Especies Reductoras de Oxigeno),
ayudando en la adaptacion de éstas a ambientes mas oxigenados o en la

formacion de estructuras rigidas dentro de la planta®.

La aplicacién de las peroxidasas va desde la remocion de compuestos fendlicos
de aguas residuales, decoloracion de disoluciones de colorantes sintéticos,
deodorizacién de estiércol y como biosensor en inmunoensayos®’. En sintesis
organica cataliza la oxidacién (acoplamiento oxidativo) de varios sustratos entre
los que se encuentran los fenoles, usando H,O, u otros peréxidos organicos*’*2,
polimerizacion, hidroxilacion y nitracion enzimatica de fenoles, asi como

sulfoxidacién asimétrica de tioéteres*®.

En este sentido, han sido bastantes los esfuerzos por utilizar las peroxidasas en
sintesis organica para obtener moléculas nuevas con alguna aplicacion, actividad

bioldgica o hasta en pasos sintéticos hacia la sintesis total de productos naturales,
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asi como para entender los factores por el que catalizan las reacciones de

acoplamiento oxidativo de fenoles.

Las peroxidasas catalizan reacciones de acoplamiento debido a la generacion de
radicales en los sustratos utilizados. Scott (1965)* propuso que las peroxidasas
son capaces de generar productos Opticamente activos cuando se utilizan
sustratos “naturales a la enzima, aunque el uso de sustratos “no naturales” forma
productos variados del acoplamiento de los distintos radicales generados por la
enzima, concluyendo asi que la enzima no es regioselectiva y que las peroxidasas
solo generan los radicales en la superficie de la enzima. Danner (1973)*° estudio
los aspectos cinéticos de varios sustratos fendlicos y encontré indicios del que
radical formado por el sitio activo de la enzima, se mantiene unido al sitio activo
durante el proceso de acoplamiento, pues en los compuestos utilizados solo se
identifico la presencia de un solo producto. De esta manera, sugirieron que esto se
debia a que los productos se oxidan una vez que son formados, asi como el

sustrato fenodlico se une a la enzima a través del fenol y no otra posicion del anillo.

El mecanismo por el cual las peroxidasas de rabano (PR) catalizan reacciones de
acoplamiento ha sido estudiado extensivamente. De esta manera, puede ser

representado por el siguiente mecanismo.

H,0,+AH, — > 2H,0+AH’

Asi como el proceso catalitico de la peroxidasa para formacion de los radicales

utilizando acido feralico como sustrato reductor (Fig. 19).
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Fig. 19. Ciclo catalitico de la peroxidasa de rabano (Veitch, 2004).

El proceso catalitico implica la oxidacién Fe(lll) conocido como estado de reposo
de la enzima por parte de un agente oxidante (H.0,), para ser oxidado a Fe( IV)
denominado compuesto | y la formacién de un cation radical dentro de la porfirina,
seguido de una reduccién del compuesto |, el cual requiere de un agente reductor
(Ej. Acido férulico o compuesto fendlicos) para dar como resultado el compuesto I,
debido a que los compuestos | y Il tienen un estado de oxidacion mayor al del
estado de reposo pueden servir como oxidantes; se ha estimado que el potencial
redox de los compuestos esta cercano a +1 V. Durante el proceso catalitico los
agentes reductores de los compuestos | y Il se convierten en especies oxidadas
por una TES y genera asi las especies radicales de los sustratos que llevan a

cabo acoplamiento oxidativo.

Durante el acoplamiento oxidativo los sustratos reductores pueden acoplarse en
dimeros, trimeros u oligémeros®* Esta particularidad hace interesante a las

peroxidasas para obtener dimeros, los cuales promueven la generacion de
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polifenoles basados en medios bioldgicos, asi como nuevas moléculas que tengan

una importante actividad bioldgica.

Los esfuerzos por obtener dimeros usando peroxidasas han sido intensamente
trabajados pues proveen de una herramienta sintética “verde” para obtener
moléculas novedosas a partir de compuestos fendlicos. Chioccara (1993)° realiz6
la oxidacion de tres fenil propanoides (Fig. 20) utilizando peroxidasa de rabano
(PR) en un sistema de mezclas de disolventes (Metanol/H,O) a un pH= 3-7.4,
obteniendo los dimeros en mayor proporcion que estaban acoplados en un
sistema -5 y que todos los compuestos presentaban dos centros quirales, asi
como la estereoquimica que presentaban eran trans; asi como también
identificaron en menor proporcién productos acoplados mediante un sistema (3-O-
4. Al cambiar las condiciones de las reacciones: el pH 6ptimo para tener los
mayores rendimientos era 3. A su vez, el efecto del disolvente en una proporcién
de 1:1 o metanol en mayor proporcion mostro que el acoplamiento B-O-4 de los

compuestos aumentaba el rendimiento de éstos.

R
R 4-0 OMe
X e}
b
PR + R,0
- . 7 R
OMe Metanol / H20 Dimero $-4-O
OH OMe
OH

R= CHj, isoeugenol HO

R=0CHj3;, alcohol coniferilico
R=COOCHj;, metil ferulato

Fig. 20. Esquema del acoplamiento oxidativo de isoeugenol, alcohol coniferilico y metil
ferulato (Chioccara, 1993).

La reaccion de acoplamiento de fenol, aporté datos sobre el mecanismo de
formacion de radicales fendlicos en el acoplamiento oxidativo, al hacer reaccionar
fenol con PR en presencia de H,0O,, asi fue posible aislar 10 productos que
precipitaron en el medio de reaccién los cuales se separaron mediante
centrifugacion y fueron identificados como los productos de acoplamiento

orto,orto-difenol, para,para-difenol, 2,4-difenol, p-fenoxifenol, o-fenoxifenol, o,p-
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difenol, 4-(4-fenoxifenoxi)fenol®, en concordancia con los aspectos mecanisticos

para el acoplamiento oxidativo de fenoles.

Posteriormente, Setala>* sintetiz6 el sinapato de metilo a partir de vainillina, para lo
cual bromo y metoxilo la vainillina para obtener siringaldehido, el cual mediante
una reaccion de Knoevenagel con acido malénico y posterior esterificacion de
Fischer con metanol obtuvo el éster esperado, con el que realiz6 reacciones de
acoplamiento con PR y perdxido de hidrégeno como oxidante, la sintesis fue
llevada en medios acuosos a pH= 4 (buffer de citratos) en mezcla con acetona y
metanol (Fig. 21), el acoplamiento en medios acuoso con acetona dio los
productos de dimerizacion B-py subsecuente aromatizacion del intermediario
metenquinona. Sin embargo, en medios acuosos metandlicos dio como resultado
espiro dimeros diastereoisoméricos en los cuales, una vez realizado el
acoplamiento B—p el intermediario metenquinona sufren una adicién de metanol,
seguido de un ataque nucleofilico por parte del anillo aromatico al estar la

funcionalidad quinona protonada debido al medio impuesto por el buffer.

COOMe MeO CO,Me
K o®
PR HO CO,Me

OMe
Acetona / H20, pH=4
MeO OMe
OH MeO OMe
OH
COOMe
MeO COzMe
X
PR COsMe
Metanol / H20, pH=4 O
MeO OMe
OH OMe
MeO
OH

Fig. 21. Esquema de reaccion para la sintesis del dimero B— y espiro dimeros del metil
sinapato (Setala, 1994).

Sridhar (1997)*° realizd6 el acoplamiento oxidativo de 2-naftoles para obtener
estructuras dimeéricas (1,1-binaftil-2,2"-dioles) con peroxidasa de rabano, al ser
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estos auxiliares quirales en sintesis organica, la reaccion oxidacién es comparable
con métodos tradicionales de obtener binaftoles en buenos rendimientos (>70%).
No obstante, Schmitt (1998)° efectu6 el mismo estudio para la sintesis de biarilos,
incluyendo el 2-naftol y observd que la peroxidasa no era selectiva pues se
obtienen sélo mezclas racémicas en excesos enatioméricos pobres bajo diferentes
condiciones (pH, temperatura, disolvente) contraponiendo los resultados obtenidos
por Sridhar. Para la sintesis de un fragmento biarilo perteneciente a la
vancomicina®’, tres diferentes derivados aminoacidos aromaticos (Fig. 22) fueron
hetero-acoplados con peroxidasa de soya y PR, para obtener principalmente
uniones C-O en rendimientos moderados dando lugar al fragmento esperados,
aunque también acoplamientos C-C y homo-acoplamientos se encontraron en la

mezcla de reaccion.

cl OH OH

X X
OH
NHAc C'\©\/r\'1\|-|Ac
MeOOC COOMe

OH MeOOC” “NHAc OH
Fig. 22. Estructura molecular de aminoacidos hetero-acoplados (Malnar, 200).

Con base en el objetivo de obtener compuestos fendlicos con actividad biolégica,
una serie de metoxi-o-fenoles fueron sujetos a oxidacion con peroxidasa de
soya”®, obteniendo dimeros, trimeros, tetrd&meros y pentameros, donde se
demostré que es posible obtener dimeros si las concentraciones de disolvente son
bajas y que en condiciones acidas pH igual o menor a 4 estos son favorecidos, y

que a pH mayores se obtienen una serie de mezclas de dimeros y oligdmeros.

Cuando se acoplaron enzimaticamente 3,4-dihidroxi fenilpropanoides con
peroxidasas, solo se obtuvieron los reactivos iniciales presumiblemente debido a
qgue los radicales obtenidos por esta via son rapidamente transformados a su
derivado quinona mas estable, aunque si se acoplaban los fenilpropanoides 4,5-
dihidroxi-3-metoxi el resultado era la obtencion de dimeros unidos en la forma 8-O-
3>,
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La sintesis del alcohol dehidroconiferilico demostré que el acoplamiento oxidativo
con peroxidasas puede ser enantioselectivo si el precursor fenilpropanoide es
modificado con una funcién amino&cido al ser este un auxiliar quiral®® (Fig. 23), el
cual puede ser facilmente hidrolizado al 4cido correspondiente, que es reducido y
posibilita no solo la obtencion del alcohol sino de otros fenilcumaranos analogos

en altos rendimientos y 6pticamente puros.

OH

HO
H =
R
HO MeO o o OMe
OMe
HO

Fig. 23. Esquema del acoplamiento de fenilpropanoides modificados con un aminoéacido

uitlizado como auxiliar quiral (Bolzacchini, 1998).

Guo(1998)®* utilizaron una ruta quimio-enziméatica para la sintesis total de
bastadinas, para lo cual acoplaron con PR derivados halogenados de tirosina y
tiramina, logrando el acoplamiento C-O y obtener el bloque isoditirosina por
sintesis enzimética como precursor de las bastadinas. Durante el trabajo,
encontraron que el medio de reaccion era importante al observar pues en un buffer
de fosfatos pH=4 los productos de acoplamiento no fueron identificados, aunque
en uno de acetatos pH=5 la reaccion de oxidaciébn procedia obteniendo
rendimientos moderados. De la misma manera, el acoplamiento oxidativo con PR
se realizd para la sintesis de americanol A e isoamericanol A, compuestos con
actividad neurotrofica, acoplando acido cafeico para obtener acidos dicarboxilicos

1,4-dibenzodioxanos (Fig. 24) via un acoplamiento C-O.

OH

(@]
/\/@ >
HOOC™ ™ (@] COOH

Fig. 24. Estructura de los acidos dicarboxilicos 1,4-dibenzodioxanos (Guo, 1998).
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El acoplamiento entre resveratrol y &acido ferdlico mediante oxidacion con
peroxidasa® para determinar el efecto de estos como anticancerigenos dio como
resultado un heterodimero (Fig. 25) el cual mostro un efecto anticancerigeno

mayor a los de los mondémeros.

Fig. 25. Estructura del heterodimero obtenido entre el acoplamiento de acido ferdlico y
resveratrol (Bee-Bei, 2007).

Por otro lado se han generado diversas sintesis de lignanos, compuestos
encontrados en plantas para entender completamente el proceso por el que deriva

la lignificacién en estructuras vegetales.

Karhunen (1995)% sintetizaron dos estructuras de dibenzodioxocinas (Fig. 26),
realizando la oxidacién de alcohol dehidrovainillinico y dehidropropilguaicol con
isoeugenol en una relacion 1:1 utilizando peroxidasa de rabano en presencia de
H,O,, aparentemente el acoplamiento C-O es el paso inicial de la reaccion, dando
lugar a una funcionalidad metenquinona, la cual se cicla intramolecularmente para

formar el anillo de 8 miembro de las dibenzodioxacinas.
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R R
— OH
SIS
MeO oMe HO
OH OH OMe
R=CH,OH, a l ¢
R=n-Pr, b
R R
MeO OMe
o} o)
OH
MeO
HO

Fig. 26. Sintesis de benzodioxacinas. a) alcohol dehidrovainillinico, b) dehidropropilguaicol

c) isoeugenol (Karhunen, 1995).

Para aportar evidencias de que los mondmeros de ésteres de acido ferulico se
incorporan a la lignina dentro de las paredes celulares de las plantas® dimeros de
acido ferdlico, principalmente los acoplados 5-5, alcohol coniferilico y precursores
lignoliticos, se unieron en reacciones con PR utilizando H,0O,. De esta manera, se
obtuvieron derivados acoplados que mostraban uniones C-C, C-O encontradas
usualmente en reacciones de este tipo. Obtuvieron también formas de
acoplamiento en la que la funcionalidad de ferulato se acoplaba a los precursores
lignoliticos en una manera 8-5y 8-0-4 (Fig. 27). De esta manera, se encontro tal a
y como se incorporan los monomeros de éster del acido ferdlico también se
incorporan a la cadena polimérica de la lignina, al ser posible el acoplamiento en

dos posiciones del polimero en crecimiento.
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R= H, Me, Et, Arabino-Me, Arabino-Xilano RO 0
4 L
L=Cadena lignolitica o
7
MeO
RO OMe

Fig. 27. Estructuras lignoliticas del acoplamiento de ésteres de acido ferulico (Quideau,
1997).

Syrjanen (1998)%® evalué los potenciales de oxidacién de alcohol p-cumarilico,
coniferilico y sinapilico (precursores lignoliticos) al acoplarlos con dimeros B-O-4
previamente sintetizados (Fig. 28). De esta manera, encontraron que los productos
solo se acoplaban cuando estos tenian potenciales de oxidacibn semejantes,
aunqgue los alcoholes se acoplaban entre ellos mas rapidamente debido a que la
posicion C-5 tiene una mayor reactividad en comparacion con los dimeros 3-O-4,
los cuales tienen un potencial mas bajo y obtuvieron la recuperacion cuantitativa

de los dimeros B-O-4 sin transformacion después de la reaccion.
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R1, R2, R3, R4= H, OCH3
Fig. 28. Estructura de los alcoholes cumarilicos (a) y dimeros 3-O-4 (b) (Syrjanen, 1998).

En otro estudio sobre la relacion estructural encontrada en la lignina y el tipo de
acoplamiento® efectuada en las plantas durante el proceso de lignificacion,
compuestos derivados de pinoresinol fueron sintetizados obteniendo trimeros del
acoplamiento entre alcohol coniferilico y dimeros coniferilicos acoplados 5-5 y 5-
0-4 (Fig. 29). Observaron que el mecanismo de lignificacion por el cual este se
lleva a a cabo no implica solo el acoplamiento entre dos monolignoles (alcohol
coniferilico) y su posterior acoplamiento con el residuo lignolitico, sino que un
monolignol se une al residuo lignolitico formando productos derivados de
pinoresinol 5-5 y 5-O-4, ampliando el conocimiento en el cual se produce el
proceso de lignificacion en plantas.

HO OH
HO
Z OH 7
MeO I I OMe ; (0) OMe
OH OH OMe OH

a b

Fig. 29. Estructuras diméricas coniferilicas a) 5-5 , b) 5-O-4 y c) alcohol coniferilico
(Yue,2012).
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Saliu (2011)% estudi6 la reaccién de hetero-acoplamiento con PR de ésteres de
metilo de acidos hidroxicinAmicos, donde obtuvieron una serie de
dehidrobenzofuranos, los cuales tienen estructuras analogas al 3°,4-di-O-
metilcedrusin (Fig. 30) producto natural de interés biolégico, de la misma manera
realizaron la sintesis selectiva® de estos nuevos derivados debido a que por otras
rutas solo mezclas racémicas se obtenian logrando asi excesos enantioméricos de

los dehidrobenzofuranos.

OMe
Fig. 30. Estructura del 3",4-di-O-metilcedrusin (Saliu, 2011).

Para entender como el mecanismo por el cual los tejidos de plantas son sanados,
particularmente en especies de papa®’, se acoplaron los 4 &cidos hidroxicindmicos
en mezclas equimolares y se obtuvieron heterodimeros del acoplamiento de acido
cafeico con &cido ferulico y &cido sinapico. Sin embargo, en las otras mezclas solo
se obtenian homodimeros de los acidos por mecanismos previamente elucidados,
a partir de lo cual determinaron la reactividad y la rapidez con que los &cidos eran
dimerizados a sus correspondientes homodimeros siendo el orden el siguiente:

feralico>cafeico>p-cumarico.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general
e Estudiar las reacciones de acoplamiento orto-oxidativo con extractos de
peroxidasa de rdbano obtenidas de rabano rojo (Rhapanus sativus) como
un método accesible y facil para la obtencion de dimeros de derivados
vainilloides e hidroxicinamatos de alquilo.

3.2 Objetivos particulares

e Sintetizar los compuestos vainilloides y los hidroxicinamatos de alquilo.

e Realizar la reaccion de acoplamiento con el extracto vegetal de peroxidasa
de rabano cruda de rdbano rojo de los compuestos vainilloides y los
hidroxicinamatos de alquilo.

e Identificar los productos obtenidos por acoplamiento oxidativo de los
derivados vainilloides e hidroxicinamatos de alquilo por resonancia

magnética nuclear.
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Acoplamiento oxidativo

Esquema global de ruta sintética propuesta para la sintesis de los compuestos vainilloide e

hidroxicinamatos de alquilo y productos de acoplamiento oxidativo.
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4. Resultados y Discusion

En el presente trabajo evalud la obtencion de productos acoplamiento oxidativo de
derivados fendlicos: derivados vainilloides y alquil ésteres de &cidos
hidroxicindmicos mediante el uso de extracto vegetal de PR cruda obtenida de
rabano rojo comercial (Raphanus sativus) como un método de sintesis

biocatalizada.

En la primera etapa del trabajo se obtuvieron los ésteres de metilo y etilo de los
acidos hidroxicinamicos: sinapato de etilo (1a), sinapato de etilo (1b), cafeato de
metilo (2a), cafeato de metilo (2b), ferulato de metilo (3a), ferulato de etilo (3b),
sinapato de metilo (4a) y sinapato de etilo (4b) (Fig. 31). De igual manera, se
obtuvieron derivados de la vainillina (5): alcohol vainillinico (6), acido vainillinico
(7), 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-buta-3-en-2-ona (8) y se propuso el acoplamiento
del 4cido 3-etoxi-4-hidroxibenzoico (9) (Fig. 32).

(0]
R
2 N OR;
HO a R1= Me
b R,=Et
Rs3

1a, 1b; Ry,Rs= H

Za, 2b, R2,R3= OH

3a, 3b; R,= OH, Ry= OCHj
4a, 4b, R2, R3= OCH3

Fig. 31. Estructura de los ésteres de metilo y etilo de los &cidos hidroxicinamicos.
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HO COOH o] COOH
X
H5CO H3CO HO H3CH,CO
OH OH OCHg OH
6 7 8 9

Fig. 32. Estructura de los derivados vainilloides

En una segunda etapa se evalué el uso del extracto vegetal de PR cruda en los
diferentes derivados fendlicos como biocatalizador de la reaccion de acoplamiento

oxidativo para obtencion de productos de dimerizacion.

4.1 Sintesis de los ésteres de metilo y etilo de los acidos hidroxicinamicos

La sintesis de los ésteres de metilo y etilo se llevd a cabo mediante la
esterificacion de Fischer (Fig. 33), para lo cual se hizo reaccionar el &cido
hidroxicinamico correspondiente en un exceso del alcohol utilizado como agente
acilante y como disolvente (metanol o etanol) en medio &cido segun el producto
deseado, a fin de evitar la hidrolisis del éster formado la reaccion se llevé en
condiciones de ausencia de agua utilizando malla molecular. Los tiempos de
reaccion se establecieron en un rango de 24 h en el caso de los acidos
hidroxicinAmicos monosustuidos (acido p-cumarico) y disustituidos (acido cafeico y
acido ferulico) y en 48 horas en el caso del acido hidroxicinamico trisustituido
(acido sinapico). De esta manera se obtuvieron los ésteres de alquilo 1a, 2a, 1b,
2b, 3a, 3b, y 4b, previa purificacion por cromatografia en columna o
recristalizacién. Los productos se caracterizaron por Resonancia Magnética de
protén y carbén (RMN *H y 3C).
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o]
R SN H,S0, 6 7
OH concentrado R4 A OR
8 9 3
H
° MeOH o EtOH  HO 4 Y, 2
Re reflujo R 1a-4a
2 1b-4b
R4, Ro,=H, acido cumarico, 1
R4=H, Ry= OH, acido cafeico, 2 R1,R2=H, R3= Me 1a, R3= Et 1b
R4=H, R,=OCHy3, acido ferulico, 3 Ry,Ry= OH, R3= Me 2a, R3= Et 2b
R4, R,= OCH3, acido sinapico, 4 R4=H, R;=OCHj3, R3= Me 3a, R3= Et 3b

R1,R2=OCH3, R3= Me 4a, R3=Et 4b

Fig. 33. Esquema de la reaccion de esterificacion de Fischer de los acidos

hidroxicindmicos.

El cumarato de metilo (1a) se obtuvo como un sdlido blanco en un rendimiento de
94% posterior a su recristalizacion, rendimiento esperado para la sintesis de 1a;
en la espectroscopia de RMN de proton fue identificado en 3.72 ppm (partes por
millén) el grupo del éster metilico, en 6.35 doblete, asi como en 7.61 doblete para
los hidrégenos en las posiciones 8 y 7 respectivamente con una constante de
acoplamiento J= 16 Hz, correspondiente al is6bmero trans. En resonancia de
carbono se identific6 en 50.59 ppm el desplazamiento correspondiente al metilo
del grupo éster, en 114.42 ppm el desplazamiento para el carbono en posicion 8,
asi como en 144.45 ppm el desplazamiento para el carbono en posicion 7 y

finalmente en 166.45 ppm el carbonilo del éster.

Por otro lado, se logré sintetizar el cumarato de etilo (2a) como un sélido
anaranjado en un rendimiento de 71.5%. Después de purificacion por
cromatografia en columna, en la caracterizacion por RMN de protdn se identificd
en 1.28 ppm un triplete correspondiente al CH;3 del grupo etilo, asi como un
cuadruplete en 4.19 ppm del metileno, en 6.34 ppm se encontré un doblete que se
asigno al hidrégeno en posicion 8 y en 7.60 ppm doblete para el hidrogeno en
posicion 7, ambos desplazamientos presentaban una constante acoplamiento de
J=15.9 Hz correspondiente al isomero trans. En RMN de carbono se identificd en
13.76 ppm el CHgs, en 59.58 ppm el CH,, de la misma forma se observé en 166.47
ppm el desplazamiento para el grupo carbonilo de éster.
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En el caso de la esterificacion del acido cafeico, se obtuvo el cafeato de metilo
(1b) como un polvo amarillo en un rendimiento de 60%, este se caracterizé por
RMN de proton; se observé en 3.72 ppm singulete para el desplazamiento
correspondiente al metilo del éster, en 6.29 ppm doblete con una constante de
acoplamiento J= 15.9 Hz correspondiente al hidrogeno en posicion 8, asi como en
7.55 ppm doblete con una constante de acoplamiento J= 15.9 Hz, correspondiente
al isébmero trans. En RMN de carbono se identifico en 50.59 ppm el metilo del
éster, asi como en 166.92 ppm el desplazamiento para el grupo carbonilo del

éster.

La sintesis del cafeato de etilo (2b) dio como resultado un polvo blanco en un
rendimiento de 58%, este se caracteriz6 por RMN de proton, donde en 1.57 ppm
se observo un triplete correspondiente al CHs, asi como en 4.18 ppm cuadruplete
para el CH; del grupo etilo, en 6.27 y 7.53 ppm se encontré el desplazamiento de
los hidrégenos para las posiciones 8 y 7 respectivamente, los cuales tiene una
constante de acoplamiento de J= 15.9 Hz asignada al isbmero trans. En RMN de
carbono se observo en 13.76 ppm el carbono de metilo, en 59.57 ppm el carbono
del CH; del grupo etilo, en 166.46 ppm se encontré el desplazamiento para el

carbonilo del éster.

La sintesis del ferulato de metilo (3a) dio como resultado un sélido amarillo, previa
purificacion en cromatografia en columna en un rendimiento de 79.43%. El
producto se identifico6 por RMN de proton donde se observé en 3.75 ppm un
singulete correspondiente al metilo del éster, en 6.32 ppm doblete con una
constante de acoplamiento J= 15.9 Hz y en 7.65 ppm doblete con una constante
de acoplamiento J= 15.8 Hz propios de los hidrégenos en posicion 8 y 7
constantes de acoplamiento propias del isomero trans. .En RMN de carbono se
observd en 51.2 ppm el desplazamiento de carbono correspondiente al metilo del

éster, en 167.60 ppm el desplazamiento para el carbonilo del éster.

Por otro se obtuvo el ferulato de etilo (3b) como un sélido anaranjado que
purificado por cromatografia en columna alcanzo un rendimiento de 94.4%, el

éster se caracteriz6 por RMN de protén, se observé en 1.33 ppm triplete
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correspondiente al CHj, cuadruplete en 4.26 ppm correspondiente al CH, del
grupo etilo del éster, en 6.29 ppm y 7.61 ppm los desplazamientos de los
hidrogenos en posicion 8 y 7 con constante de acoplamiento J= 15.9 Hz
correspondientes al isomero trans. Por otro lado en la RMN de carbono se observé
en 14.32 ppm el CHz y en 60.33 ppm el CH; del grupo etilo del éster, igualmente

en 167.60 ppm se identifico el desplazamiento para el carbonilo de éster.

Finalmente la esterificacion del acido sinapico dio como resultado la obtencion del
sinapato de etilo (4b) en un rendimiento de 93.8%, el cual se caracterizé por RMN
de proton donde observd en 1.34 ppm triplete para el CHjz, en 4.26 ppm
cuadruplete correspondiente al CH, del grupo etilo del éster, asi como en 6.30
ppm el desplazamiento para el hidrégeno en posicién 8 con una constante de
acoplamiento de J= 15.8 Hz y en 7.60 ppm desplazamiento para el hidrogeno en
posicion 7 con una constante de acoplamiento de J= 15.9 Hz, valor de la
constante para el isémero trans. De modo similar en RMN de carbono se encontrd
en 14.31 ppm el desplazamiento para el CHs, en 60.36 ppm el desplazamiento
para el CH,, finalmente en 167.60 ppm el desplazamiento para el carbonilo de

éster.

A pesar de, haber obtenido el sinapato de etilo puro y en rendimiento aceptable,
cuando se realiz6 la sintesis del sinapato de metilo (4a) no fue posible obtener un
producto puro después de purificacion de la mezcla de reaccién debido a la
complejidad de productos obtenidos durante la reaccién'? y posiblemente debido a
esto, las pocas publicaciones donde se hace uso del sinapato de metilo como

materia prima para las reacciones de acoplamiento oxidativo®.

Las reacciones de esterificacién de los acidos hidroxicinamicos para la obtencién
de los metil y etil ésteres dieron como resultado 5 ésteres en rendimientos de

buenos a excelentes Tabla 1.
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Ester Rendimiento %
p-cumarato de metilo 94.4
p-cumarato de etilo 71.5
cafeato de metilo 61.3

cafeato de etilo 58

ferulato de metilo 79.43
ferulato de etilo 94.4

sinapato de metilo No determinado
sinapato de etilo 93.8

Tabla 1. Rendimientos obtenidos para los ésteres de los acidos hidroxicinamicos

Cuando se compararon las reacciones de esterificacion del 4cido p-cumarico y el
acido cafeico el patron de doble sustitucion encontrado en el &cido cafeico tiene un
resultado de disminuir la electrofilia del &cido carboxilico por efectos electronicos
de los dos hidroxilos presentes dentro del anillo aromatico, lo que se observa en el
menor rendimiento de los productos 2a y 2b con respecto a los demas ésteres
sintetizados. Si se comparan los rendimientos de los ésteres sintetizados a partir
de &cido ferdlico con los ésteres con mono, doble (dos grupos hidroxilo) o triple
sustitucion en el anillo aromatico, la presencia del grupo hidroxilo y el grupo
metoxilo incrementa la conjugacion a través de la estructura incrementando la
electrofilia del acido carboxilico favoreciendo el ataque nucleofilico por parte del
alcohol, lo que deriva en la obtencion de los mejores rendimientos de los ésteres

sintetizados.

Por otro lado, el caso de los productos de esterificacion del acido sinapico dio

como resultado solo el aislamiento del éster 4b en un excelente rendimiento
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después de largos tiempos de reaccion, el doble comparado con los tiempos para
la esterificacién de los acidos hidroxicinamicos con uno o dos sustituyentes sobre
el anillo aromatico, aparentemente la triple sustitucién afecta el ataque nucleofilico
del alcohol al &cido carboxilico por un efecto estérico mas que por un efecto
electronico. De esta manera, es posible obtener el éster o la mezcla de productos

durante largos tiempos de reaccién pero sin un control de los productos obtenidos.

La razon principal para el éxito de la reaccion de esterificacion de Fisher en medio
acido, debido a que en esta reaccion existe el equilibrio acido-éster (Fig. 34) y esta
es reversible dando lugar a rendimientos bajos del éster; el uso de exceso de
alcohol o &cido durante la reaccion, asi como la remocién de agua genera altos
rendimientos del éster durante varias horas.

(@] H+ (@]

)J\ + H20

R™ “OH R” “OR;

Fig. 34. Esquema del equilibrio 4cido-éster

Asi de esta forma, al ser utilizado exceso de alcohol y llevarse a cabo la remocién
de agua del medio de reaccion durante la experimentacion. Se observd que los
mayores tiempos de reaccion para la obtencién de los ésteres, se llevan a cabo
cuando existe una triple sustitucion en el anillo aromatico posibilitando la obtencién
del éster e incluso altos rendimientos, para el caso de doble sustitucion en el anillo
aromatico un grupo metoxi (&cido ferudlico) incrementa los rendimientos,
comparables con los obtenidos para los ésteres del acido p-cumarico con una sola
sustitucion durante tiempos de reaccion iguales. Por otra parte, la longitud de la
cadena alifatica de los alcoholes utilizados parece no tener un relevancia en la
obtencion de los ésteres, pues se observo igual obtencion de los ésteres con
metilo y etilo independientemente de la longitud de la cadena del alcohol en

buenos y altos rendimientos.

De esta manera se propone que para obtener los ésteres en cantidades

adecuadas y relativamente puros, depende de la sustitucion del anillo aromatico y
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de la naturaleza del acido, mas que de la longitud de la cadena alifatica del alcohol

utilizado como agente esterificante.

4.2 Sintesis de los derivados vainilloides (alcohol vainillinico, acido
vainillinico y 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-buta-3-en-2-ona)

Los derivados vanilloides o derivados de vainillina fueron sintetizados mediante la
reduccion con NaBH, de la vainillina, la oxidacion de acido feralico en un proceso
biosintético con Aspergillus niger® y la sintesis de un derivado asimétrico de la

curcumina.

La sintesis del alcohol vainillinico (6) se realizd por la reduccién de la vainillina®
(5) en un medio basico utilizando borohidruro de sodio (NaBH,) (Fig. 35) como
agente reductor en un proceso de condiciones suaves debido a que se llevd a

cabo a temperatura ambiente y en cantidades minimas de disolvente.

Ne) OH
NaBH,/NaOH
HO — . HO
OCH3 TA. OCH3
5 6

Fig. 35. Esquema de la sintesis del alcohol vainillinico.

De esta manera se aislé un solido blanco en un rendimiento del 90%, el cual se
caracterizé por resonancia magnética de proton y carbén. En RMN de proton se
observo en 3.72 ppm singulete para el desplazamiento para los tres hidrogenos
del metoxilo, en 4.34 ppm singulete para los dos hidrégenos del metileno, asi
como en 6.68 ppm y 6.85 ppm el desplazamiento de los hidrogenos de la anillo
aromatico de 6. En RMN de carbdén se encontré en 55.58 ppm del desplazamiento
del carbono del metoxilo, en 62.98 ppm la sefal correspondiente al carbono del
metileno y en 133. 45 ppm para el carbono en posicion 1 del anillo aromatico.
Todas los sefiales encontradas para los hidrogenos y carbonos de 6, estan de

acuerdo con datos de la literatura’®.
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El caso de la obtencion del acido vainillinico (7) esta se llevé a cabo mediante la
bioconversion de &cido feralico con Aspergillus niger. Cuando se utilizaba este
hongo para llevar a cabo la reaccion de descarboxilacion de &cido ferulico, el cual
se encuentra en cantidades apreciables en el nejayote y es un residuo
agroalimentario obtenido del proceso de nixtamalizacion de maiz, es posible
obtener compuestos de valor agregado como lo son &cido ferulico y sus derivados
mediante biosintesis®®. De esta manera, durante el proceso de descarboxilacion
del acido ferdlico contenido en el nejayote se puede obtener 4-vinilguayacol. Sin
embargo se encontr6 que en estudios de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (CLAR) el micelio del hongo libre Aspergillus niger, no solo realizaba la
descarboxilacién del &cido ferudlico (3) dentro de la matriz (nejayote) y el 4-
vinilguayacol (3-metoxi-4-hidroxiestireno) se obtenia como producto principal, sino
gue también se generaban pequefias cantidades del compuesto 7 mediante la

conversién reductiva del 4cido fertlico™ (Fig. 36).

X

OCH,

4-vinilguayacol

HO

OH

HO

HO OCH,

OCH,

Fig. 36. Esquema de la conversion biosintética de acido ferualico por hongos (Priefert,
2001).

De este modo, se propuso obtener el derivado vainilloide 7 utilizando este método,
haciéndolo de manera sintética sin una matriz vegetal y realizar la reduccion con

estandares de acido ferulico.
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Por esta razén, seguimos el procedimiento experimental descrito para la oxidacion

con Aspergillus niger utilizando acido ferulico grado reactivo. Se colocé la biomasa

en un medio adecuado para el crecimiento del micelio del hongo y una vez

obtenida la biomasa tras un proceso de incubacion del hongo por 24 h, se traslado

al medio de reaccion donde se agrego el acido ferulico y se incubd la reaccién por

24 h por cuadriplicado. Después, se realizé un andlisis por CLAR (Cromatografia

de Liquidos de Alta Resolucién) por el método descrito en la Tabla 2.

Sistema
Fase movil A: 4% Acido acético
B: Acido acético/ Acetonitrilo/Metanol (1:5:94)
Flujo 1mL/min

Inyeccion 10 pL

Gradiente Tiempo (min) A B
0-30 100 0
30-40 48 52

40 100 0

Tabla 2. Método de CLAR para determinacién de la bioconversién de acido ferulico a

acido vainillinico.

El perfil cromatografico de la reducciéon del acido ferulico a acido vainillinico (Fig

37) esta de acuerdo en lo descrito en la literatura®, se determiné en un tiempo de

retencion de 14.34+0.01 minutos al acido vainillinico, el cual se calcul® en un

rendimiento de 96.20% antes de la extraccion.
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Fig. 37. Perfil cromatografico de la conversion de acido feralico a &cido vainillinico.

Una vez obtenido el perfil cromatografico se aislé el acido vainillinico como un
sélido ligeramente amarillo, en un excelente rendimiento de 93.75%, después de
la reaccién de reduccion del acido ferdlico. No obstante el método para la
obtencion de 7 en la escala de grandes cantidades implica el crecimiento de
cantidades mayores de biomasa, aunque se pueden obtener en bioreactores con
el fin de escalar la reaccibn como meétodo de obtencién del &cido vainillinico
biotecnolégicamente. De cualquier modo, nuestros resultados demuestran que la
reduccion biosintética del acido ferulico es un método accesible y limpio el cual se
realiza en condiciones suaves de reaccion a 40°C y se producen minimas
cantidades de desechos durante el proceso, en comparacion con los méetodos
quimicos de oxidacion para la sintesis de acido vainillinico a partir de vainillina, la
cuales hacen uso de oOxido de plata y cantidades equimolares de hidroxido de
sodio’?, aunado a la produccién de plata metélica después de terminada la
reaccion la cual debe ser removida del medio de reaccion antes de la extraccion

completa del producto de oxidacion junto con materia prima sin reaccionar cuando
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se realiz6 la oxidacion de la vainillina por este método, generando un producto de

oxidacion dificil de purificar y en bajos rendimientos.

De este modo, se propone que Aspergillus niger lleva a cabo los mecanismos de
descarboxilacion y reduccion del acido ferdlico, bajo dos condiciones
experimentales diferentes. Por un lado como fue descrito el hongo sobre un
soporte genera el producto de descarboxilacion mayoritariamente y posiblemente
debido a que el sustrato en estas condiciones solo la descarboxilasa actia como
catalizador de la bioconversion. Sin embargo, en conjunto con nuestra
observacion cuando intentamos la conversion reductiva del acido feralico con el
micelio de Aspergillus niger libre se encontré Unicamente la produccion de 7 en
contraste con lo observado para el micelio soportado, esto posiblemente es
atribuible a que en estas condiciones el ataque de hidruros a un intermediario
quinona previa isomerizacion del acido ferulico, forma el acido dihidroferdlico y
posteriormente metabolizado a &cido vainillinico bajo condiciones aerobias’* como
se propone en la conversion reductiva de acido feralico por otros microorganismos
(Fig. 38).

Z OH [2H]

OH

acido

HO dihidroferuli
OCHj OCH, ihidroferulico

Intermediario quinona
o y

" 0H %

HO OH
OCHj
HO
3 OCH3

Fig. 38. Esquema del mecanismo propuesto para la conversion reductiva de acido ferulico

con Aspergillus niger a acido vainillinico (Priefert, 2001).
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Para el caso del tercer derivado a partir de la vainillina se propuso la obtencion de
un derivado asimétrico de la curcumina, haciendo reaccionar la vainillina con
acetona en medio béasico en una reaccion condensacion alddlica tipica en una

modificacién del procedimiento descrito en la literatura® (Fig. 39).

CHO O
e) NaOH exceso X
+ >
OCHj )J\ EtOH HO
OH OCHj;
5 8

Fig. 39. Esquema de la reaccion de condensacion alddlica. Sintesis de la 4-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)-buta-3-en-2-ona.

De esta manera, se obtuvo la 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-buta-3-en-2-ona (8) como
un solido café-verde, con un rendimiento del 55.15%, el cual se caracterizd por
RMN de proton se encontré en 2.35 ppm singulete para el desplazamiento del
metilo de 8, en 3.85 ppm el desplazamiento para el grupo metoxi del anillo
aromatico, asi como en 6.51 y 7.45 ppm dobletes con una constante de
acoplamiento J= 16 Hz para la insaturacion en la posicion 3 de la cetona
identificAndose asi el isomero trans; en 6.80 ppm doblete con una constante de
acoplamiento J= 7.7 Hz para los hidrégenos en las posicion 5 y 6 del anillo

aromatico.

Cuando se intent6 sintetizar otros derivados de la curcumina condensando
vainillina con acetofenona, dos equivalentes de vainillina y vainillina con 4-hidroxi-
3-etoxibenzaldehido (9) (Fig. 39) se observd que la reaccién no procedia en las
condiciones descritas en la literatura®* y solo la vainillina era recuperada al
precipitar en el medio de reaccion, asi como una cantidad apreciable de un sélido
blanco, posiblemente una sal sddica generada durante la reaccién. Se pudo
obtener el producto 8 al ser observado que cierta cantidad de este se generaba
con las condiciones iniciales de reaccion, y que agregando un exceso de NaOH y

3 equivalentes de acetona la obtencion de 8 se incrementaba.
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En el caso de los derivados de curcumina bajo las mismas condiciones de
reaccion descritas en la literatura para la condensacion de vainillina:acetofenona,
dos equivalentes de vainillina y vainillina:9 (Fig. 40), los mismos efectos eran
observados al obtenerse la vainillina después de la reaccion junto con un sélido

blanco como en la reaccion de sintesis de 8.

O O
DAACENCAAA S
HO HO OH
OCH;4 OCH; OCH;4 OEt OEt
Vainillina:acetofenona 2 equivalentes vainillina vainillina:4-hidroxi-3-etoxibenzaldehido

Fig. 40. Estructura de los derivados de curcumina a partir de vainillina

Asimismo, cuando efectuamos la modificacion propuesta para la obtencién de los
derivados de curcumina adicionales no se observdO mejora en la obtencion de
estos productos: una vez que se realizo el trabajo experimental no se aislé ningun

producto para su identificacion.

Las posibles causas de los bajos rendimientos pueden ser explicadas con base
en las condiciones de reaccidén. En el caso de la sintesis de 8, el carbanién
formado en el tratamiento de la acetona con NaOH es menos estable que el ion
enolato, al ser el oxigeno un atomo capaz de soportar la carga negativa generada
(Fig. 41), la mayor estabilidad el ion enolato explicaria adecuadamente la
formacion de la sal sddica obtenida durante la reaccién, también demostrando que
el carbanion formado es rapidamente transformado al ion enolato y reduciendo la

posibilidad de ataque nucleofilico por parte del poco estable carbanién.

+
o NaOH )OK o Na ONa*
)J\ 'Hzc )\ %\
o
carbanion ion enolato

Fig. 41. Esquema del equilibrio carbanion-ion enolato.
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De la misma manera pueden ser explicados los casos de las sintesis de los
intentos de condensacion al ser el paso clave de la reaccion la desprotonacion de
la acetona, asi como en el caso de la condensacion con acetofenona, en todos los
casos es indispensable la formacion del carbanion para obtener el nucleofilo
adecuado que lleve a cabo el ataque al grupo aldehido de la vainillina. Por otra
parte, la sal sddica posiblemente obtenida es la formada por el ion enolato. En el
caso de la condensacion con acetofenona otro aspecto relevante es la poca
acidez de los hidrégenos alfa al carbonilo (pka=21.55) los cuales son menos
acidos que los de la acetona (pka=19) y la probabilidad de formacion del
carbanién requerido es menor que en el caso de la condensacion con acetona.
Por otro lado, las condensaciones de dos equivalentes de vainillina con 4-hidroxi-
3-etoxibenzaldehido una vez producido el intermediario para la obtencién de los
derivados de curcumina, sigue una via semejante a la del producto 8.
Posiblemente la menor acidez los hidrégenos alfa al carbonilo de este
intermediario con respecto a la acetona o acetofenona imposibilita la segunda
condensacion con otro equivalente de acetofenona o 4-hidroxi-3-
etoxibenzaldehido (Fig. 42).

OCH, OCH,

)J\ X aob a= 1 eq vainillina

b= 1 eq 4-hidroxi-3-etoxibenzaldehido

OCHjs HO
OH OCH;

Fig. 42. Esquema de reaccion de los derivados de curcumina con 2 eq vainillina y 4-

hidroxi-3-etoxibenzaldehido.
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4.3 Acoplamiento oxidativo de los ésteres de acidos hidroxicinamicos y

derivados vainilloides

La PR en su forma pura se ha utlizado ampliamente en reacciones de
acoplamiento oxidativo de una diversidad de compuestos fendlicos. Sin embargo
son pocos los trabajos donde el uso de extractos vegetales que contienen
peroxidasas se ha utilizado como catalizador de la reaccion de acoplamiento de
fenoles”™"®. En nuestro equipo de trabajo se ha comprobado que la peroxidasa

75,76

extraida de diversas fuentes vegetales promueve el acoplamiento de fenoles"™ ">,

en este sentido se utilizé el extracto vegetal crudo de PR de rdbano rojo.

El acoplamiento oxidativo de los ésteres l1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4b con el extracto
vegetal (actividad enzimatica= 1.35 U/mL"®) se llev6 a cabo en un medio acuoso a
pH=4 en buffer de acetatos. EI pH en el que se realizaron las reacciones de
acoplamiento oxidativo es el 6ptimo encontrado para la reaccion de acoplamiento
con extractos vegetales que contienen peroxidasas’®, asi como con enzima
comercial®>***®; debido a la poca solubilidad de los ésteres en el medio acuoso se
utilizé un co-solvente que en todos los casos fue acetona, la cual se agregé hasta
completa solubilidad del éster en el medio, una vez se tenia un medio homogéneo
para la reaccién, se agregdé una solucion de peroxido de hidrégeno al 3% para
iniciar la reacciéon dando como resultado el compuesto | dentro del ciclo catalitico
de la peroxidasa para cada uno de los ésteres evaluados (Fig. 19), el cual genera

el radical fendlico intermediario para las reacciones de acoplamiento.

De esta manera, se realizd el acoplamiento de los hidroxicinamatos dando como
resultado los productos de acoplamiento oxidativo de los ésteres 3b y 4b los
cuales se obtuvieron como precipitados dentro del medio de reaccion, facilitando

su separacion por filtracion, estos se caracterizaron por RMN de protdn y carbén.

El producto de acoplamiento del etil ferulato fue identificado como el (E)-2-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-5-(3-metoxi-3-oxoprop-1-enil)-2,3-

dihidrobenzofuran-3-carboxilato de etilo” (3'b) el cual es un compuesto
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dihidrobenzofurano lignolitico (Fig. 43), que se obtuvo como un solido café en un
rendimiento de 12.82%.

Fig. 43. Estructura del producto de acoplamiento del ferulato de etilo (Modificado de
Moussoni, 2011).

Asi mismo, se identificaron las sefiales correspondientes en RMN de proton y
carbén con base en la literatura para los producto esperados de la reacciéon’ "’
En RMN de protén se observo en 3.76 ppm singulete correspondiente al metoxilo
de la posicion 3, en 3.84 ppm singulete correspondiente al metoxilo en posicién 37,
en 4.51 doblete con una constante de acoplamiento J= 8 Hz para el hidrégeno en
la posicion 8" y en 5.91 ppm doblete con una constante de acoplamiento J= 8 Hz
para el hidrogeno en posicién 7” asignaciones reportadas para el enantimero con
configuracion E, en 6.55 ppm doblete con una constante de acoplamiento J= 15.9
Hz para el hidrogeno de la posicion 8, asi como en 7.62 ppm doblete con una

constante de acoplamiento J= 16 Hz para el hidrégeno en posicion 7.

Por otro lado, en RMN de carbono se observaron las 24 sefiales correspondientes
al dimero, se observo en 14.02 y 14.22 ppm los metilos de las posiciones 11y 117,
en 54.18 ppm el carbono terciario correspondiente a la posicion 7° , igualmente en
87.23 ppm el carbono terciario correspondiente a la posicion 8 los cuales son
carbonos generados de la ciclacion del acoplamiento del radical fendlico en
posicién 5 y el radical fendlico en posicién 8, en 55.63 y 55.92 ppm el carbono
correspondientes a los metoxilos de les estructura, en 59.80 ppm el metileno de la
posicién 107, en 61.32 ppm el metileno de la posicion 10, en 126.21 ppm el carbén

aromatico de la posicion 5y en 149.35 ppm el carbdén aromatico de la posicion 4.
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De la misma manera, cuando se realizd la reaccion de acoplamiento del éster 4b
se obtuvo un solido café en un rendimiento del 11.13%, este se caracterizd por
resonancia magneética nuclear, y fue identificado como el 6-hidroxi-1-(4-hidroxi-3,5-
dimetoxifenil)-5,7-dimetoxi-1,2-dihidronaftalen-2,3-dicarboxilato de dietilo™ (4’b)
(Fig. 44).

Fig. 45. Estructura del producto de acoplamiento del sinapato de etilo (Setéla, 1999).

El andlisis de los espectros demostr6 en RMN de protén una sefal en 4.13 ppm
multiplete para el desplazamiento del hidrégeno en posicion 2, en 4.81 ppm
singulete para el hidrogeno en la posicidbn 1, en 7.63 ppm singulete para el
desplazamiento del hidrogeno en posicion 4, en 3.60 ppm singulete para el
desplazamiento de los hidrégenos de los metoxilos en posicion 8, asi como en
7.05 ppm singulete para el hidrégeno en posicion 5. En RMN de carbono se
observaron 22 sefiales correspondientes a los reportados para la estructura’®, en
31.27 ppm el desplazamiento para el carbon terciario en posiciéon 1 y en 46.11
ppm el desplazamiento para el carbon terciario en posicion 2 los cuales se
generan de la ciclacion de los radicales fenélicos en posicion 8 del sinapato de
etilo previo acoplamiento de estos, en 137.31 ppm el desplazamiento para el
carbono en posicion 4, asi como en 166.00 ppm sefial correspondiente al grupo
carboxilo del éster en posicion 3y en 171.6 ppm sefal correspondiente al grupo

carboxilo del éster unido a la posicion 2.

Cuando realizamos la reaccion de acoplamiento de los ésteres 1b, 2a, 2b, 3ay 4a,

no se obtuvieron resultados semejantes al acoplamiento de 3b y 4b. Sin embargo,
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se purificaron las mezclas de reaccion por cromatografia en capa fina preparativa,
a fin de identificar algdn producto de acoplamiento. Durante el andlisis de la
espectroscopia de las reacciones de acoplamiento de ésteres solo fue posible
identificar a través de RMN de proton y carbon el dimero (E)-2-(4-hidroxifenil)-5-(3-
metoxi-3-oxoprop-1-enil)-2,3-dihidrobenzofuran-3-carboxilato de metilo” (1"a) (Fig.
45) como producto de acoplamiento del éster 1a, el cual se purifico a partir de 53.7
mg de mezcla purificada se obtuvo en un rendimiento de 11.16% (6.4 mg).

Fig. 45. Estructura del producto de acoplamiento del p-cumarato de metilo (Moussoni,
2011).

Por tanto, se observé en RMN de protén en 4.26 ppm doblete con una constante
de acoplamiento J= 7.5 Hz para el hidrogeno en posicion 8y en 6.08 ppm doblete
con una constante de acoplamiento J= 7.5 Hz para el hidrogeno en posicion 7°
asignaciones reportadas para el enantiomero E, también en 6.31 ppm doblete con
una constante de acoplamiento J= 16 Hz para el hidrogeno en la posicién 8 y en
7.65 ppm doblete con una constante de acoplamiento para el hidrogeno en la
posicion 7. Los resultados observados en la resonancia estdn en concordancia

con la literatura”.

La reaccion de acoplamiento de los ésteres la y 3b realizados con extracto
vegetal de PR cruda de rabano rojo da como resultado el acoplamiento de los
radicales formados en las posiciones 5 y 8 de los ésteres como productos
principales y los productos formados son explicados mediante en el siguiente
mecanismo propuesto por Moussoni’® (Fig. 46) para la formacion de los ésteres de

metilo del &cido p-cumarico y ferulico.
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Fig. 46. Esquema del mecanismo propuesto para la formacion de los dimeros de los
ésteres metilo y etilo del &cido p-cumarico y ferudlico. (Modificado de Moussoni,
2011).

El primer aspecto una vez formado el radical fenolico por la peroxidasa, es el
arreglo de este radical para la formacion del radical semiquinona sobre la posicion
8 y el radical metenquinona sobre la posicion 5, los cuales se acoplan generando
un nuevo enlace Cg-Cs entre el radical semiquinona y metenquinona, seguido de la

ciclacion regio selectiva para dar una estructura mas estable por el ataque
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nucleofilico del oxigeno del carbonilo en posicion 4 de la metenquinona al carbono
en posicion 7 de la semiquinona, dando lugar a la formacion de los
dihidrobenzofuranos. .En el caso de los ésteres de metilo del acido p-cumarico y
ferdlico, la posicion 5 es favorecida para la formacion de un radical medianamente
estable, de la misma manera que ha sido observado en el acoplamiento de la
vainillina para la obtencién de la divainilina”™. Si se analiza los posibles
acoplamientos que se podrian observar durante la reaccion, se observa que las
formas resonantes del radical fendlico a través de las estructuras de los ésteres
son cuatro formas en las existen 2 formas resonantes con un radical terciario
(formas resonante 2 y 3) (Fig. 47). Estos ultimos son radicales mas estables que
el originado en el oxigeno o en el observado para la forma resonante 4, siendo
esperado el acoplamiento de estos debido a la estabilidad como es observado
para la formacién de radicales (estabilidad de radicales sobre carbono 3°>2°>1°),
los cuales son efectos electrénicos de la molécula a considerar. No obstante, si
consideramos los efectos estéricos de los radicales formados, el acoplamiento de
la forma resonante 3 estaria imposibilitado por el volumen de los sustituyentes
alrededor del radical (Fig. 48, a). De igual, la forma resonante 2 al ser una de los
mas estables por ser un radical secundario, se esperaria un acoplamiento 5-5 (Fig.
48, b), la cual no es observada durante el acoplamiento de 1a y 3b, posiblemente

debido también a factores estéricos sobre el radical.

COOR COOR COOR ROOC
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R, R, R, Ry
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1 2 3 4

Rs= H, R=Me 1a
R{=OMe, R=Et 3b

Fig. 47. Formas resonantes del radical formado por la PR para los ésteres 1ay 3b.
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Fig. 48. Esquema de la reaccion para los acoplamientos esperados cuando se usa la PR

como catalizador de la reaccién de acoplamiento oxidativo. a) Mecanismo propuesto para

acoplamiento forma resonante 3, b) Mecanismo propuesto para acoplamiento forma

resonante 2.
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Analogamente, cuando se realizé el acoplamiento de éster 4b dio como resultado
el producto de ciclacion resultado de la formacion de dos radicales metenquinona
lo que se puede observar en el siguiente mecanismo como propone Setala>* (Fig.

49).
COOR COOR 8 /— O  Radical metenquinona
X A ROOC-C*

MeO OMe MeO OMe
OH (o)
OMe
R=Et 4b
— (0]
ROOC-C*
8 OMe

MeO i i COOR
HO COOR
OMe!
MeO OMe

OH

Meten bisquinona 4'b

Fig. 49. Mecanismo propuesto para la obtencién del dimero del sinapato de etilo
(Modificado de Setald, 1999).

El mecanismo propone que una vez formado el radical fendlico,
subsecuentemente el radical metenquinona es cual es producido de la formacién
del radical en posicibn 8, dos radicales metenquinona se acoplan para la
formacion de la meten bisquinona lo cual es considerado el paso clave para la
formacion del dimero 4°b, este sufre un rearreglo prototropico, es decir, la adicion
de un protén a la meten bisquinona, el cual promueve la estructura cinamoil de

una de las metenquinona. Esta lleva a cabo el ataque nucleofilico al otro extremo
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metenquinona a través del carbono en posicion 2 de la nueva estructura cinamoil
al carbono en posiciébn 7 de la segunda metenquinona; aunque el caso del
sinapato de etilo donde es posible formar dos radicales terciarios como se puede
apreciar en las formas resonantes de 2 y 3 (Fig. 50), el hecho de no observar los
productos de acoplamiento de alguna de estas posibles formas donde se puede
encontrar el radical inducido por la PR, puede ser atribuido a los efectos estéricos
observados alrededor de estas posiciones. Estos resultados estan en acuerdo con

los encontrados para el acoplamiento del acido sinépico y su éster de metilo®*

COOR COOR (FOOR
= = c
[ |
R1 R R4 R4 R4
o’ o (0]
1 2 3 4
R,= OMe
R= Et

Fig. 50. Formas resonantes del radical formado por la PR para el éster 4'b

Los resultados obtenidos para el caso de los ésteres de los dimeros 1'a, 3'b y 4'b,
permiten proponer que la PR no solo es capaz de producir el radical fendlico y
comenzar la reaccion de acoplamiento, la cual se cree es llevada a cabo fuera del
sitio activo de la enzima. Si observamos tanto los efectos electrénicos y estéricos
que dan estabilidad a los radicales formados y su posible union entre estos, el
radical formado en la posicién 5 es el de mayor estabilidad comparado con los
otros que se pueden producir, esperando productos del acoplamiento de este
radical. Sin embargo, se observa la formacién de un radical secundario obtenido
en posicion 8 y posicion 5, quizas es debido que la estabilidad de los radicales
producidos es consecuencia de la interaccion del sustrato con la peroxidasa y no

de los efectos electronicos de los radicales.
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Sin embargo, el extracto vegetal de PR cruda tiene regioselectividad para la
formacién de radicales en las posiciones 5 y 8 para compuestos fendlicos con
posiciones orto-no sustituidas y a, p-insaturados como se observa en las
estructuras de la y 3b, y la formacion de radicales en la posicibn 8 para
compuestos fenolicos orto disustuidos y o.p-insaturados como se aprecia en la
estructura de 4b. En contraste, la PR en su forma primitiva y sin purificacion
disminuye la posibilidad de estabilizacion de los radicales formados al ser

obtenidas mezclas complejas de productos de acoplamiento.

Finalmente, se plantea que la purificacion parcial del extracto vegetal PR cruda
derive en la obtencién de productos ciclicos para los ésteres estudiados, asi como
en una amplia variedad de dihidrobenzofuranos o dihidronaftalenos en sustratos

con sistemas fenoélicos similares a los ésteres estudiados.

Por otro lado, cuando se realiz6 el acoplamiento de los derivados de vainillina 6, 7,
8y 9, se realiz6 un método experimental semejante al realizado para los ésteres
de alquilo de los acidos hidroxicinAmicos y observar el comportamiento de estos
cuando un grupo funcional era cambiado en la estructura base de la vainillina; un
grupo alcohol para 6, un grupo carboxilico para 7, un grupo enona para 8 y el

cambio de un metoxilo por un etoxilo para 9.

En ese orden una vez realizada la reaccion de acoplamiento del alcohol vainillinico
se obtuvo un sélido rojizo el cual se identificé por RMN como el 6,6'-dihidroxi-5,5'-
dimetoxi-[1,1'-bifenil]-3,3"-dicarbaldehido 10 (Fig. 51) o en su nombre comudn

divainillina en un rendimiento de 25.56 %.

Fig. 51. Estructura de la divanillina (Modificado de Nishimura, 2010).
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De este modo, en RMN de protén se encontré en 3.79 ppm multiplete para los 6
hidrégenos de los grupos metoxi y en 9.82 ppm multiplete para los 2 hidrégenos
de los grupos aldehidos. En RMN de carbono se observé en 56.01 ppm sefal para
los 2 metoxi, en 127.73 ppm sefal para los carbonos en posicion 5y 5° observada
para la union C-C en sistemas bifenilo, en 128 ppm la sefial para los carbonos en

posicion 1y en 191.34 ppm la sefial para los carbonos de los grupos aldehido.

El caso de la reaccion de acoplamiento se identifico la divanillina como el producto
principal de la reaccion inequivocamente debido a que no se observaron los
desplazamientos del alcohol vainillinico como son los hidrogenos correspondientes
a los metilenos, asi como la sefial en RMN de carbono en 191.34 ppm
caracteristica del grupo aldehido de la divainillina. La integracion de las sefiales se
observé para la estructura dimérica y se corroboré con lo reportado en la

literatura’®.

Aungue no es clara la forma en que se lleva a cabo la reaccion de oxidacion de 6,
Zhi®® propone el mecanismo de oxidacién de alcoholes primarios con PR, y se
sugiere como posible mecanismo para la oxidacion del alcohol vainillinico (Fig.
52).
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Fig. 52. Esquema del posible mecanismo de oxidacién del alcohol vainillinico a la vainillina
durante la reaccién de acoplamiento oxidativo por PR. a) complejo hidroxilado de hierro b)

radical a-hidroxi del alcohol vainillinico (Modificado de Zhi, 2008).

En el inicio del ciclo catalitico la PR se encuentra en el estado de reposo, donde el
grupo hemo de la protoporfirina se encuentra en un estado de oxidacién de +3.
una vez adicionado el peroxido de hidrogeno el grupo hemo se transforma al
compuesto |, este estado producido durante el ciclo catalitico de la peroxidasa de
rabano y promueve la oxidacion, el cual se cree produce el complejo de hierro
hidroxilado y el radical a-hidroxi del alcohol, como la transferencia de un hidrogeno
al oxigeno del compuesto | por parte del alcohol. Una vez formado el radical o-
hidroxi este puede ser hidratado y perder una molécula de agua para generar la

vainillina.

No obstante, durante la oxidacion de 6 la peroxidasa no pierde actividad para
catalizar la reaccion de acoplamiento de la recién formada vainillina al no ser

observado solo la oxidacion de 6 a 5, sino el producto 10 como el compuesto de
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acoplamiento de la recién formada vainillina durante la reaccién con PR. Como se
sabe durante la obtencién de la divanillina con peroxidasa de radbano, esta se
forma por la formacion del radical en posicion orto y subsecuente apareamiento de
dos radicales resultando en la unién orto-orto (Fig. 53).

CHO CHO CHO CHO
PR N (Y 2 H
— | c ot | -
OCH;  HsCO OCH; HaCO™ ™, OCHj
0 o Co o)

CHO

OH
6
+H*
PR
HO CHO CHO
H5CO E g OCH,
OCHs OH OH
OH
5 10

Fig. 53. Esquema del mecanismo de la reaccion acoplamiento de la vainillina para la

formacion de la divanillina.

Para continuar el estudio del acoplamiento oxidativo de compuestos fendlicos se
realiz6 el acoplamiento de 7, en este sentido se obtuvo el producto de
acoplamiento del &cido vainillinico identificado por RMN como el 3,3'-di acido-6,6'-
dihidroxi-5,5'-dimetoxi-[1,1'-bifenil]lcarboxilico o comunmente denominado como di
acido vainillinico (11) (Fig. 54) como un sdlido rojizo-café en un rendimiento de

15.16%.
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COOH COOH
3’ 3

1"

Fig. 54. Estructura del di &cido vainillinico.

En consecuencia se observé en RMN de proton los siguientes desplazamientos:
en 3.34 ppm singulete para los hidrogenos de los dos metoxilos, asi como en
12.85 ppm singulete correspondiente a los hidrégenos de los &cidos carboxilicos.
En RMN de carbon se observo las siguientes sefiales: en 55.72 ppm sefial para
los carbonos de los metoxilos, en 123.43 ppm sefial para la nueva union C-C
observada tipicamente para la union entre anillos aromaticos, en 148.12 ppm, en,
y en 166.74 ppm sefial para los carbonos de los grupos carboxilicos. El nimero de
sefales observadas esta de acuerdo con la cantidad de sefiales esperadas para el
dimero 11, al ser esta una molécula simétrica, asimismo la integracién de los

hidrégenos en RMN de protén es equivalente para el producto.

El dimero obtenido de la reacciéon de acoplamiento de 7 dio como resultado el
acoplamiento orto-orto, el cual es explicado mediante la formacion del radical
sobre la posicion orto al grupo fendlico del acido vainillinico del mismo modo que
para la obtencion de 10 (Fig. 53), asi dando lugar a la unién orto-orto de este

radical formado durante la reaccion.

Para extender el rango de posibles sustratos para el presente estudio se probé la
reaccion de acoplamiento de 9 con el extracto vegetal de PR cruda bajo las
mismas condiciones de reaccion. De esta manera, se obtuvo el producto de
acoplamiento en un rendimiento del 4.73% como un sélido café oscuro el cual se
identific6 como el 5,5'-dietoxi-6,6'-dihidroxi-[1,1'-bifenil]-3,3'-dicarbaldehido (12)
(Fig. 55).
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12

Fig. 55. Estructura del producto de acoplamiento 12.

Este se caracterizd6 por RMN de proton y carbono encontrandose en 1.11 ppm
singulete para el desplazamiento de los dos metilos de los etoxi, en 3.72 ppm
multiplete para los hidrogenos de los dos metilenos de los grupos etoxi,
igualmente en 8.72 singulete para los hidrogenos sobre los grupos aldehidos. En
RMN de carbono se identificd los siguientes desplazamiento; se encontré en 14.52
ppm sefial para los metilos, en 64.34 ppm sefal para los metilenos, en 127.80
ppm sefial para los carbonos en posicion 1y 1” resultado del acoplamiento de las
posiciones orto-orto de 9 después de la reaccion, asi como en 191.7 ppm para los

carbonos de los grupos funcionales aldehidos.

Finalmente con el fin de estudiar derivados a,p—-insaturados en posicion para y no
sustituidos en posicién orto al grupo fendlico se realizé la reaccion para el
producto 8, al ser observado durante el acoplamiento de los ésteres de metilo y
etilo de los acidos hidroxicinamicos la posibilidad no solo del acoplamiento orto-
orto, sino 5-8 como se observo para el acoplamiento de los ésteres de alquilo 1a,
3b y 4b. Sin embargo, no se observé producto de acoplamiento y solo el sustrato
se recuperd después de la reaccion. Una de las posibilidades planteadas para
explicar la falta de un producto de acoplamiento reside en que este derivado de
vainillina, posee un sistema a,p-insaturado y posicion orto no sustituida como los

alquil ésteres estudiados (Fig. 56).
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Fig. 56. Relacion de la cetona a.,p-insaturada y posicion orto no sustituida de 8.

A pesar de esto, a diferencia de los ésteres el producto 8 posee un grupo cetona,
el cual no aporta efectos de estabilidad por resonancia al radical formado, lo que
disminuye los posibles radicales que pueden ser formados, aunado a los efectos
estéricos como en el caso de los ésteres de metilo y etilo.

Otra factor, se propone en la relacion de extracto utilizado durante la reaccion para
el caso de los derivados vainilloides es de 1:1, mientras que para el caso de los
ésteres de alquilo es 1:1.2 (volumen de buffer de acetatos: gramos de vegetal
utilizado), relaciones que favorecen las reacciones de acoplamiento de los
sustratos utilizados. Se propone también que el derivado de vainillina 8, al tener
una estructura similar a los ésteres (posicion orto-no sustituida y un sistema a.,f3-
insaturado en posicidn para) la relacion 1:1 no favorezca el acoplamiento y como
se observo para el caso de los ésteres una relacion 1:1.2 permita obtener el
producto de acoplamiento correspondiente al tener una estructura mas analoga a

estos.

De manera, que los derivados 6, 7 y 9 evaluados para la reaccion de acoplamiento
con la PR en la matriz vegetal produce mayoritariamente los acoplamientos orto-
orto como se esperaba para el caso de estos compuestos y se propone que el uso
de una mayor cantidad de extracto vegetal de PR cruda favoreceria la obtencién

del producto de acoplamiento para 8.

Asi como, el uso del extracto vegetal de PR cruda de rabano rojo en su forma

primitiva y bajo las condiciones utilizadas, induce la oxidacion de alcoholes
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primarios como se observo en la reaccion de acoplamiento de 6, y se requiere

investigacion en este sentido.

Finalmente, el uso de un extracto vegetal de PR cruda como el del rabano rojo
donde se observa actividad de la enzima, dio como resultado la sintesis de
compuestos por acoplamiento oxidativo como se observa también en el uso de
peroxidasas comerciales y/o con catalizadores inorganicos, y la sintesis de
derivados de interés quimico mediante procesos biotecnoldgicos utilizando
Aspergillus niger son procesos que pueden ser incluidos dentro de los procesos de
la Quimica Verde o sostenible: pues hace uso de catalizadores (biocatalizadores)
los cuales son sustancias renovables y de bajo coste, genera sustancias poco
toxicas o de ninguna toxicidad, minimiza el uso de energia al ser procesos que se
llevan a cabo a temperatura ambiente o a bajas temperaturas, maximiza la
incorporacion de los materiales manejados y utiliza disolventes inocuos al medio

ambiente.
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5. Materiales y Métodos

Los reactivos se obtuvieron de Sigma- Aldrich y se utilizaron sin previa
purificacion. Los disolventes se manejaron sin destilar y se secaron cuando fue
necesario. La resonancia magnética de *H y **C se realizaron en espectrémetro
Varian Unity Inova 300 MHz (USAI) y espectrémetro Agilent 600 DD2 600 MHz
(UAM-X). Aspergillus niger fue proporcionado como se cita en la Tesis de
Maestria®®. La Cromatografia de Liquidos se realizé6 en cromatégrafo de liquidos
de alta resolucion: Autoinyector Waters 2707, bomba Waters 1525, detector UV

Waters 2478, Columna Hypersil Gold 250 x 4.6 mm, 5 4 Thermo Scientific.

5.1 Sintesis de los derivados vainilloides

5.1.1 Sintesis del alcohol vainillinico

Se pesaron 5 gramos (32.89 mmol) de vainillina en un matraz bola de 50 mL, la
cual fue disuelta en la minima cantidad de etanol, con agitacién y en bafio de
hielo, después de lo cual se adiciono gota a gota 10 ml de una solucién de NABH,4
6.5 M en 1.0 M de NaOH, la cual se agito vigorosamente. Una vez adicionado
completamente la solucién de NaBH4, se dejé la reaccion por 20 minutos a
temperatura ambiente hasta completar la reaccion. Posteriormente se adiciono
HCI concentrado hasta no evolucion de gas (Hz), se comprobé que la mezcla
tuviera un pH acido, con lo cual se agito por 10 minutos mas, formandose un
precipitado blanco el cual se filtr6 al vacio y se lavé con porciones de agua de
hielo, se seco al vacio para dar un sélido blanco (4.5 g) Rendimiento: 90%. RMN
'H (ppm): 3.72 (s, 3H), 4.34 (s, 2H), 6.68 (s, 2H), 6.85 (s, 1H). RMN *C (ppm):
55.58, 62.98, 111.02, 115.01, 119.07, 133.45, 147.21, 147.31.

5.1.2 Sintesis de acido vainillinico. Conversion reductiva de acido ferulico
con Aspergillus niger

En un matraz Erlenmeyer se adicionaron 90 mL de agua estéril, 10 mL de medio
minimo y 0.5 g de glucosa, al cual se inoculo esporas de Aspergilus niger
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previamente cultivadas®®, el medio se incubd por 24 horas a 40°C para el

crecimiento de la biomasa (micelio).

La reaccion de oxidacion del acido ferulico se prepard lavando la biomasa con
agua estéril (3 x 50 mL), se coloco el micelio en un matraz Erlemeyer que contenia
90 mL de agua estéril, 10 mL de medio minimo, 0.1 g de glucosa y 0.1 g de acido
ferdlico, el medio de reaccién se incubo por 24 horas, después de lo cual se filtré
la biomasa y se extrajo con AcOEt (3 x 30 mL), el disolvente se secd sobre
Na,SO, y se evaporo para obtener un solido ligeramente amarillo (0.75 Q).
Rendimiento: 93.75% en masa. El acido vainillinico se identificé por cromatografia

de liquidos de alta resolucion de la mezcla de reaccion filtrada.

Preparacion medio minimo. En 100 mL de agua desionizada se disolvio 24 g de
NaNOs3, 6 g de KHPOy4, 2 g de KCly 2 g de MgSO,47H,0.

5.1.3 Sintesis de 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-buta-3-en-2-ona

Se peso 1g (6.57 mmol) de vainillina en un matraz bola de 50 ml, a la cual se
adicionaron 9 mL de EtOH y 1.92 mL (26.28 mmol) de acetona, la cual se agit
vigorosamente, a continuacion se agregé 8 mL de una solucion de NaOH al 8%.
La reaccion se siguié por CFF durante dos horas, después de lo cual se agrego
4.45 ml de NaOH al 8% y un equivalente de acetona; la reaccion se dejo por 1
hora mas, precipitando un sélido el cual se filtr6 y se lavdo con MEOH.
Posteriormente los lavados se juntaron, se evaporo el disolvente a sequedad para
dar un sélido café —verde (0.69 g). Rendimiento: 55.15%. RMN *H (ppm): 2.35 (s,
3H), 3.85 (s, 3H), 6.51 (d, 1H, J= 16 Hz), 6.80 (d, 1H, J=7.7 Hz), 7.02 (d, 2H, J=
7.9 Hz), 7.45 (d, 1H, J= 16 Hz).

5.2 Sintesis de hidroxicinamatos de alquilo

5.2.1 Sintesis del cumarato de metilo

Se peso 1 g (6.09 mmol) de acido p-cumarico en un matraz bola de 100 mL, se

adicion6 50 mL de metanol seco, la mezcla se agitd vigorosamente hasta
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completa disolucion del acido, después se agregd 5 mL de H,SO4 concentrado, se
puso a reflujo la mezcla por 24 horas, se enfri6 a temperatura ambiente, se
neutralizé la mezcla y se extrajo con AcOEt (3 x 20mL), el disolvente se secé
sobre Na,SO, y se evaporo al vacio en evaporador rotatorio. El residuo se
cristalizo de Acetona/H,0 para dar un polvo blanco (1.02 g). Rendimiento: 94.4%.
RMN *H (ppm): 3.72 (s, 3H), 6.35 (d, 1H, J= 16 Hz), 6.90 (d, 2H, J= 8.7 Hz), 7.55
(d, 2H, J=8.7 Hz), 7.61 (d, 1H, J= 16 Hz). RMN *3C (ppm): 50.59, 114.42, 115. 78,
126. 09, 130.01, 144.45, 159.65, 166.94.

5.2.2 Sintesis del cumarato de etilo.

Se pesd 1 g (6.09 mmol) de acido p-cumérico en un matraz bola de 100 mL, se
adiciono 50 mL de etanol seco, la mezcla se agito vigorosamente hasta completa
disolucién del acido, posteriormente se agregdé 5 mL de H,SO, concentrado, se
puso a reflujo la mezcla por 24 horas, se enfrio a temperatura ambiente, se
neutralizé la mezcla y se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL), el disolvente se seco
sobre Na,SO, y se evaporé al vacio en evaporador rotatorio. El residuo se purifico
en columna cromatografica con un eluyente Hexano-AcOEt (80:20) para dar un
sélido anaranjado (0.83 g), Rendimiento: 71.5%. RMN *H (ppm): 1.28 (t, 3H, J= 7.1
Hz), 4.19 (q, 2H, J= 7.1 HZz), 6.34 (d, 1H, J= 15.9 Hz), 6.90 (d, 2H, J= 8.6 Hz), 7.55
(d, 2H, J= 8.6 Hz), 7.60 (d, 1H, J= 15.9 Hz). RMN **C (ppm): 13.76, 59.58, 114.80,
115.70, 126.15, 129.97, 144.22, 159.60, 166.47.

5.2.3 Sintesis del cafeato de metilo

Se peso 1 g (5.5 mmol) de &cido cafeico en un matraz bola de 100 mL, se adiciono
50 mL de metanol seco, la mezcla se agito vigorosamente hasta completa
disolucién del acido, después se agregd 5 mL de H,SO,4 concentrado, se refluyo la
mezcla por 24 horas, se enfrid6 a temperatura ambiente, se neutralizo la mezcla

con NaHCOg3; al 10% y se extrajo con AcCOEt (3 x 20 mL), el disolvente se seco
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sobre Na,SO, y se evapord al vacio en evaporador rotatorio. El residuo se
cristalizo de Acetona/H,O para dar un polvo amarillo claro (0.65 g) Rendimiento:
61.3%. RMN *H (ppm): 3.72 (s, 3H), 6.29 (d, 1H, J= 15.9 Hz), 6.88 (d, 1H J= 8.1
Hz), 7.05 (dd, 1H, J= 8.2, 2.1 Hz), 7.17 (d, 1H, J= 2.1), 7.55 (d, 1H, J= 15.9 H2z).
RMN *3C (ppm): 50.59, 114.29, 114.46, 115.47, 121.62, 126.72, 126.72, 144.50,
145.39, 147.82, 166.92.

5.2.4 Sintesis del cafeato de etilo

Se peso 1 g (5.5 mmol) de &cido cafeico en un matraz bola de 100 mL, al cual se
adicion6 50 mL de etanol seco, la mezcla se agitdé hasta completa disolucion del
acido, posteriormente se adiciono 5 mL de H,SO,, la mezcla se refluyo por 36
horas, se enfrio a temperatura ambiente, se neutralizo con NaHCO; al 10%, se
extrajo con AcOEt (3 x 20mL), el disolvente se sec6 sobre Na,SO, y se evapord
en evaporador rotatorio para dar un residuo, el cual se cristalizd6 de Acetona/H,0
para dar un polvo blanco (0.67 g). Rendimiento: 58 %. RMN *H (ppm): 1.27 (t, 3H,
J= 7.1 Hz), 4.18 (q, 2H, J=7.1 Hz), 6.27 (d, 1H, J=15.9 Hz), 6.87 (d, 1H, J= 8.2 Hz),
7.04 (dd, 1H, J=8.2, 2.1 Hz), 7.16 (d, 1H, J= 2.1 Hz), 7.53 (d, 1H, J=15.9 Hz). RMN
13C (ppm): 13.76, 59.57, 114.27, 114.91, 115.46, 121.56, 127.77, 144.57, 145.38,
166.46.

5.2.5 Sintesis del ferulato de metilo

Se pes6 1g (5.15 mmol) de &cido ferdlico en un matraz bola de 100 mL, se
adicionaron 50 mL de metanol seco, la mezcla se agitd6 hasta completa disolucion
del acido, después se adicionaron 5 mL de H,SO,, la mezcla se sometié a reflujo
por 36 horas, se enfri6 a temperatura ambiente, se neutraliz6 con NaHCOS3 al
10%, se extrajo con AcOEt (3 x 20mL), el disolvente se sec6 sobre Na,SO, y se
evaporo en evaporador rotatorio para dar un residuo, el cual se purificO por

columna cromatografica utilizando un eluyente Hexano-AcOEt (80:20) para dar un
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sélido amarillo (0.85 g). Rendimiento: 79. 43 %. RMN *H (ppm): 3.75 (s, 3H), 6.32
(d, 1H, J=15.9 Hz), 6.90 (s, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.65 (d, 1H, J=15.8 Hz).
RMN *3C (ppm): 51.2, 55.46, 111.17, 114.51, 115.53, 120.34, 125.67, 144.72,
146.68, 149.90, 167.60.

5.2.6 Sintesis del ferulato de etilo

Se pesO 1 g (5.15 mmol ) de acido ferdlico en un matraz bola de 100 mL, se
adicion6 50 mL de etanol seco, la mezcla se agito hasta completa disolucion del
acido, posteriormente se adicion6 5 mL de H,SO,, la mezcla se refluyo por 36
horas, se enfri6 a temperatura ambiente, se neutraliz6 con NaHCO3; al 10%, se
extrajo con AcOEt (3 x 20 mL), el disolvente se secd sobre Na,SO4 y se evaporo
en evaporador rotatorio para dar un residuo, el cual se purific6 por columna
cromatografica utilizando un eluyente Hexano-AcOEt (80:20) para dar un sélido
anaranjado (1.03 g). Rendimiento: 94.4%. RMN *H (ppm): 1.33 (t, 3H, J= 7.1 Hz),
4.26 (q, 2H, J= 7.1 Hz), 6.29 (d, 1H, J= 15.9 Hz), 6.92 (d, 1H, J= 8.1 Hz), 7.03 (d,
1H, J= 1.9 Hz), 7.07 (dd, 1H, J= 8.1, 1.9 Hz), 7.61 (d, 1H, J= 15.9 Hz). RMN *C
(ppm): 14.32, 60.33, 109.28, 114.68, 115.60, 122.97, 126.99, 144.63, 146.63,
147.88, 167.26.

5.2.7 Sintesis del sinapato de metilo

Se pesé 1 g (4.4 mmol) de acido sinapico en un matraz bola de 100 mL, se
adicion6 50 mL de metanol seco, la mezcla se agitdé vigorosamente hasta
completa disolucion del acido, después se agregd 5 mL de H,SO,4 y se refluyo la
mezcla por 48 horas, se enfrié a temperatura ambiente, se neutralizo con NaHCOs3
al 10%, la mezcla se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL), el disolvente se secd sobre
Na SO, y se evaporo en evaporador rotatorio para dar un polvo rosado, mezcla de
materia prima, el producto esperado y subproductos. El producto no se pudo
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cristalizar o purificar por columna cromatografica debido a la complejidad de la

mezcla de productos.

5.2.8 Sintesis del sinapato de etilo

Se pes6é 1 g (4.4 mmol) de &cido sinapico en un matraz bola de 100 mL, se
adicion6 50 mL de etanol seco, la mezcla de agito hasta completa disolucion del
acido, enseguida se adiciono 5 mL de H,SO,4 concentrado y se refluyo la mezcla
por 48 horas, se enfrié a temperatura ambiente, se neutralizo con NaHCO3 al 10%,
la mezcla se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL), el disolvente se sec6 sobre Na,SO, y
se evaporé en evaporador rotatorio para dar un residuo. El residuo se cristalizo de
Acetona/H,O para dar un polvo blanco (1.04 g). Rendimiento: 93.8 %. RMN *H
(ppm): 1.34 (t, 3H, J= 7 Hz), 3.92 (s, 6H), 4.26 (g, 2H, J= 7 Hz), 6.30 (d, 1H, J=
15.8 Hz), 6.77 (s, 2H), 7.60 (d, 1H, J= 15.9 Hz). RMN *3C (ppm): 14.31, 50.26,
60.36, 104.98, 115.99, 125.92, 137.02, 144.81, 147.81, 147.16, 167.12.

5.3 Preparacion general del extracto vegetal de peroxidasa de rabano
obtenida de rédbano rojo

El rdbano fresco o previamente refrigerado a -28°C, se retird la piel y se licuo en
un buffer de acetatos pH=4 en un relaciébn 1:1, posteriormente se separé el
residuo vegetal del extracto mediante filtracion al vacio usando una gasa bajo
bafio de hielo, se adicion6 3 g de PVP (polivinilpirrolidona) y se agité por 5
minutos. El extracto vegetal de peroxidasa se filtré al vacio a través de una cama
de celita de aproximadamente 2 cm de espesor previamente lavada con agua
destilada pH=4, el extracto se reservé bajo bafio de hielo para su posterior

utilizacion.

La actividad enzimatica del extracto vegetal de PR cruda sin PVP se determino
como 1.31 U/mL y el extracto vegetal de PR cruda con PVP se determind como
1.35 U/mL".
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5.4 Acoplamiento oxidativo de derivados vanilloides con extracto vegetal de
peroxidasa de rabano de rdbano rojo

5.4.1 Acoplamiento oxidativo de 4-hidroxi-3-etoxibenzaldehido obtencién del
5,5'-dietoxi-6,6'-dihidroxi-[1,1'-bifenil]-3,3'-dicarbaldehido

A un matraz Erlenmeyer de 150 mL se adicion6 60 mL de extracto vegetal de
rabano rojo y 0.57 g (3.4 mmol) de 4-hidroxi-3-etoxibenzaldehido, seguido se
agregd acetona como co-solvente hasta completa disolucion del producto, se
adiciono 4 mL de H,0, al 3% y se agito durante 20 minutos, en seguida se afiadio
HCI concentrado hasta pH= 3. Finalmente la mezcla se filtr6 al vacioé para dar un
sélido café oscuro (0.053 g). Rendimiento: 4.73%. RMN 'H (ppm): 1.11 (s, 6H),
4.31 (m, 4H), 6.70 (br s, 2H), 6.72 (br s, 2H), 8.72 (s, 2H). RMN *3C (ppm): 14.52,
64.34, 110.34, 124.63, 127.80, 127.88, 147.19, 150.50, 191.17.

5.4.2 Acoplamiento orto-oxidativo de alcohol vainillinico obtencién del 5,5'-
bis (hidroximetil)-3,3'-dimetoxi-[1,1'-bifenil]-2,2'-diol (divainillina)

En un matraz Erlenmeyer de 150 mL se adiciono 60 mL de extracto vegetal de
rabano rojo y 0.5064 g (3.2 mmol) de alcohol vainillinico, después de lo cual se
afadiéo 4 mL de H,O, al 3%, la mezcla se agité por 15 minutos, se afiadido HCI
concentrado hasta pH= 3 para terminar la reaccion. Finalmente la mezcla se filtro
al vacio para dar un soélido rojizo (247. 3 mg). Rendimiento: 25.56% RMN *H
(ppm): 3.79 (m, 6H), 7.35 (m, 4H), 9.82 (m, 2H). RMN *3C (ppm): 56.01, 109.13,
124,54, 127.73, 128.14, 148.13, 150.37, 191.34

5.4.3 Acoplamiento orto-oxidativo de acido vainillinico obtencidn del di

acido-6,6'-dihidroxi-5,5'-dimetoxi-[1,1'-bifenil]carboxilico (di &cido vanillinico)
En un matraz Erlenmeyer de 150 mL se adicion6 60 mL de extracto vegetal de
rabano rojo y 0.5072 g (3.01 mmol) de acido vainillinico, posteriormente se afiadio
4 mL de H,0, al 3%, la mezcla se agitd por 15 minutos, se afiadié HCI hasta tener

pH=3 para terminar la reaccion. Finalmente la mezcla se filtré al vacié para dar un
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sélido rojizo-café (160 mg). Rendimiento: 15.16%. RMN *H (ppm): 3.34 (s, 6H),
7.17 (m, 4H), 12.85 (s, 2H). RMN *3C (ppm) 55.72, 113.52, 122.77, 122.84,
123.43, 148.12, 150.12, 166.74.

5.4.4 Acoplamiento orto-oxidativo de 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-buta-3-en-2-
ona

En un matraz Erlenmeyer de 150 mL se adicion6é 50 mL de extracto vegetal de
rabano rojo y 0.156 g (1 mmol) de 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-buta-3-en-2-ona en
agitacion, seguido se agregd 5 mL de H,0O, al 3%, la mezcla se agité durante 45
minutos, se afiadié HCI concentrado hasta pH=3 para terminar la reaccion. No se

observé producto de acoplamiento.

5.5 Acoplamiento oxidativo de los hidroxicinamatos de alquilo

5.5.1. Acoplamiento oxidativo del cumarato de metilo obtencién del (E)-2-(4-
hidroxifenil)-5-(3-metoxi-3-oxoprop-1-enil)-2,3-dihidrobenzofuran-3-
carboxilato de metilo

En un matraz Erlenmeyer de 150 mL se adicion6 60 mL de extracto vegetal de
rabano rojo y 0.3020 g (1.69 mmol) del cumarato de etilo en agitacion, asi como
acetona como co-solvente hasta disolucion el éster, posteriormente se agregé 3.5
mL de H202 al 3%, la mezcla se agité por 45 minutos y se siguid la reaccion por
CCF, después de lo cual se afiadi6 HCI concentrado hasta pH=3 para terminar la
reaccion. La mezcla se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL), el disolvente se secd sobre
Na SO, y evapord en evaporador rotatorio para dar un residuo del cual se purifico
una minima cantidad (53.7 mg) por cromatografia en capa fina preparativa
utilizando un eluyente, se obtuvé un producto de acoplamiento mayoritario (6.4
mg). Rendimiento en masa purificada: 11.16%. RMN *H (ppm): 3.79 (s, 3H), 3.82
(s, 3H), 4.26 (d, 1H, J= 7.5 Hz), 6.08 (d, J= 7.5 Hz), 6.31 (d, 1H, J= 16 Hz) 6.82 (d,
2H, J= 8.7 Hz), 6.87 (d, 1H, J= 8.4 Hz), 7.25 (m, 2H), 7.41 (dd, 1H, J= 8.3 Hz),
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7.56 (m, 1H), 7.65 (d, 1H, J= 15.9 Hz). RMN *3C (ppm): 54.30, 55.53, 57.72, 89.01,
112.96, 117.87, 118.31, 127.58, 130.14, 130.47, 132.53, 133.44, 147.26, 158.64,
163.78, 170. 46, 173.47.

5.5.2. Acoplamiento oxidativo del ferulato de etilo obtencidon del (E)-2-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)-7-metoxi-5-(3-metoxi-3-oxoprop-1-enil)-2,3-
dihidrobenzofuran-3-carboxilato de etilo

En un matraz Erlenmeyer de 150 mL se adiciond 60 mL de extracto de peroxidasa
(78.3 g de producto vegetal), 0.3082 g (1.38 mmol) del ferulato de etilo y acetona
hasta completa disolucion del éster, finalmente se agregdé 3.5 mL de H,0, al 3%
después de lo cual se agité por 10 minutos, la reaccién se terminé agregando HCI
hasta pH=3, después de lo cual se obtuvé un producto café (78.23 mg).
Rendimiento: 12.82%. RMN *H (ppm): 1.25 (m, 6H), 3.76 (s, 3H), 3.84 (s, 3H),
4.18 (m, 4H), 4.51 (d, 1H, J= 8.0 Hz), 5.91 (d, 1H, J= 8 Hz), 6.55 (d, 1H, J=15.9
Hz), 6.77 (d, 1H, J= 8.0 Hz), 6.81 (dd, J= 8.1 Hz), 7.00 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 7.39
(s, 1H), 7.62 (d, 1H, J= 15.7 Hz). RMN **C (ppm): 14.02, 14.22, 54.18, 55.63,
55.92, 59.80, 61.32, 87.23, 110.75, 112.40, 115.31, 115.70, 118.22, 119.31,
126.21, 128.09, 129.77, 144.30, 144.52, 147.08, 147.68, 149.35, 166.46, 170.24.

5.5.3. Acoplamiento oxidativo del sinapato de etilo obtencién del 7-hidroxi-1-
(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-6,8-dimetoxi-1,2-dihidronaftalen-2,3-
dicarboxilato de etilo

En un matraz Erlenmeyer de 150 mL se agregé 60 mL de extracto vegetal de
rabano rojo y 0.245 g (0.97 mmol) del sinapato de etilo y acetona como co-
solvente hasta disolucion del éster, posteriormente se adicion6 3.5 mL de H,0, al
3%, al cabo de 10 minutos precipito se separd un solido café (53.45 mg).
Rendimiento: 11.13%. RMN *H (ppm): 1.09 (t, 3H, J=7.1 Hz), 1.21 (t, 3H, J= 7.1
Hz), 3.60 (s, 3H), 3.75 (m, 6H), 3.83 (s, 3H), 4.01 (m, 4H), 4.13 (m, 1H), 4.81 (s,
1H), 6.20 (s, 2H), 7.05 (s, 1H), 7.63 (s, 1H). RMN *3C (ppm): 13.95, 14.14, 31.27,
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46.11, 55.96, 56.01, 59.70, 60.13, 60.60, 104.96, 108.70, 121.84, 122.11, 123.06,
132.60, 134.47, 137.31, 141.81, 145.44, 147.66, 166.00, 171.26.
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6. Conclusiones

1.- Se sintetizaron los derivados vainilloides por método quimicos (reduccion de la
vainillina al alcohol vainillinico y por métodos biosintéticos (reduccion del acido
ferdlico a acido vainillinico); este ultimo como método de obtencion de un producto
de valor agregado a partir de acido ferulico y bajo el precepto de quimica

sustentable.

2.- Se sintetizé la 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-buta-3-en-2-ona por condensacion
alddlica de la vainillina con acetona en medio basico concentrado. Siendo el uso
de un medio basico concentrado fundamental en la reaccion para la obtencién de

derivados de la curcumina.

3.- Se obtuvo los ésteres de los acidos hidroxicinamicos en buenos rendimientos,
los cuales mostraron pequefias diferencias en rendimiento cuando el patrén de

sustitucion y los grupos sustituyentes del anillo aromatico cambiaban.

4.- El extracto vegetal de PR cruda de rabano rojo promueve la reaccién de los
ésteres la y 3b a dihidrobenzofuranos, y para el éster 4b a dihidronaftaleno por
acoplamiento de los radicales en posiciones 5 y 8. Sin embargo, la PR cruda no

presenta regio-selectividad por la formacién de un radical como se esperaba.

5.- El acoplamiento de los derivados de vainillina 7 y 9 dio lugar al acoplamiento
esperado orto-orto. Sin embargo, el intercambio del grupo aldehido en la vainillina
por un grupo enona para el derivado 8 afecta la reactividad al no obtenerse

producto de acoplamiento.

6.- Cuando se realizo la reaccion de acoplamiento para 6, la divainillina se obtuvo
como producto inesperado, resultado de la oxidacion del alcohol vanillinico

durante la reaccion, promovida por la PR en el extracto vegetal de rabano rojo.

7.- El extracto vegetal de PR cruda de rdbano rojo se propone como un

biocatalizador accesible obtenido de una fuente vegetal comercial para la reaccién
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de acoplamiento de compuestos fendlicos. La purificacion parcial de la enzima
daria lugar a rendimientos mayores y puros de productos de acoplamiento de

compuestos fendlicos.
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APENDICE

8. Apéndice.

Se muestran los espectros de resonancia magnética nuclear de *Hy **C.

de acoplamiento.

Espectro de RMN 1H del cumarato de metilo (300 MHz, acetona-dg)
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Espectro de RMN 13C del cumarato de metilo (300 MHz, acetona-de)
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Espectro de RMN de *H del ferulato de etilo (300 MHz, acetona-ds)
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Espectro de RMN de *3C del ferulato de etilo (300 MHz, acetona-ds)
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Espectro de RMN de 'H del sinapato de etilo (300 MHz, acetona-ds)
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Espectro de RMN de *3C del sinapato de etilo (300 MHz, acetona-ds)
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Espectro de RMN de *H del alcohol vainillinico (600 MHz, cloroformo-d)
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Espectro de RMN de *3C del alcohol vainillinico (600 MHz, cloroformo-d)
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Espectro de RMN de *H de 8 (600 MHz, CHCls-d)
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Espectro de RMN de *H de 1"a (600 MHz, DMSO-dg)

—14000

—13000

—12000

—11000

-10000

-0000

8000

~7000

—6000

~5000

4000

—3000

~2000

~1000

Dimero metil cumarato by B e Sl e e
Saeah NA N S
A (dd)
741
I{d) K (d) || E(d)
7.65 682 || 6.31
F(m) D (d) C (d)
725 6.08 4.26
Hi | i H = W
H{m)}| [L({d)
7.56 6.87
I
|
[l
L —] l ‘JJI_-’A\_J—LN_;
a1 T T o) y dk ! P
RETAE R3 5 = A =8
T ¥ T T T T T ¥ ] T T T T
1.5 118 1805 8.0 75 7.0 6.5 6.0 4.0 5 He

71 (ppm)

—1000



98 | APENDICE

Espectro de RMN de *3C de 1°a (600 MHz, DMSO-de)
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Espectro de RMN de 'H de 3'b (600 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN de *3C de 3’b (600 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN de 'H de 4'b (600 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN de *C de 4’b (600 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN de *H 10 (600 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN de *3C 10 (600 MHz, DMSO-de)
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Espectro de RMN de *H de 11 (600 MHz, DMSO-dg)
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Espectro de RMN de *3C de 11 (600 MHz, DMSO-de)

Dimero &cido vainillinico
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Espectro de RMN de *H de 12 (600 MHz, DMSO-dg)
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Espectro de RMN de *H 12 (600 MHz, DMSO-ds)
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