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GLOSARIO

Abreviaturas

AcOEt Acetato de etilo

AcOH Acido acético

AAPH 2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine) dihydrochloride
CCF Cromatografia en capa fina

DCE Dicloroetano

DCM Diclorometano

DLP Peroxido de dilauroilo

DMSO Dimetilsulfoxido

DPPH Actividad reductora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
FRAP Poder antioxidante reductor de hierro

Hz Hertz

ICso0 Concentracion inhibitoria al 50%

IR Espectroscopia de infrarrojo

J Constante de acoplamiento

nm Nanometro

mL Mililitros

ML Microlitros

UM Micromolar

MDA Malondialdehido

ORAC Capacidad de absorcién de radicales del oxigeno
ppm Partes por millén

RMN 13C Resonancia magnética nuclear de carbono 13

RMN 'H Resonancia magnética nuclear de protén



TBARS Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

TBA Acido tiobarbittrico

TE Equivalentes trolox

TPTZ 2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazine

Trolox Acido(+)-6-hidroxi -2,5,7,8-tetrametilcromano-2- carboxilico
Formulas

CH3CN Acetonitrilo

HCI Acido clorhidrico

H2S04 Acido sulfarico

NacCl Cloruro de sodio

NaHCOs3 Bicarbonato de sodio
NaOH Hidréxido de sodio

NazS0O4 Sulfato de sodio



RESUMEN

En el presente trabajo se describe la sintesis y la evaluacion antioxidante del analogo

estructural 7a del alcaloide caulerpina.
La ruta de sintesis se llevé a cabo por medio de los siguientes pasos de reaccion:

1. Preparacion de xantato por medio de una reaccién de sustitucion nucleofilica.
2. Reaccién de alquilacion por radicales libres.

3. Reaccion de condensacion aldolica (Knoevenagel).

El producto de condensacion alddlica fue recristalizado en una mezcla de acetona/agua
obteniéndose un precipitado que se caracterizé por andlisis de los espectros de RMN 'H
y 13C. La pureza fue evaluada mediante cromatografia liquida de alto rendimiento

(HPLC).
Posteriormente se evalud la actividad antioxidante por medio de las pruebas siguientes:

1. DPPH (Actividad reductora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
2. TBARS (Sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico).
3. FRAP (Poder antioxidante reductor de hierro)

4. ORAC (Capacidad de absorcion de radicales del oxigeno)

Por dltimo, se evalué la estabilidad del compuesto por medio de un disefio experimental
de temperatura-tiempo versus pH, teniendo como variable respuesta la prueba de

TBARS vy utilizando lardo como fuente de lipidos lardo.



Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Se obtuvo un sélido de color amarillo mostaza con un rendimiento del 40%, peso

molecular de 316.36 g/mol y punto de fusion de 238-240 °C.

Respecto a la evaluacidon antioxidante, el compuesto 7a si presentd dicha actividad en
las cuatro pruebas antioxidantes, no obstante, la Unica prueba en que compuesto bajo
estudio es mas activo que las referencias, fue en TBARS, en donde el valor de ICso fue
de 4.55 £+ 0.16 pM siendo menor que trolox (ICso= 28.75£2.34 uM) y que el acido galico

(IC50=19.82+0.84 UM).

Finalmente, no se logro estandarizar la técnica utilizando como matriz de lipidos el lardo,
por lo que se opto por regresar a la técnica inicial con cerebro de rata; se observo que la
actividad antioxidante no se pierde en ninguno de los tratamientos, pero si existen
diferencias estadisticas entre ellos. Ademds, no se observé una tendencia homogénea en
los tratamientos que indiqgue que aun mismo pH o temperatura-tiempo, el efecto

antioxidante aumente o disminuya.

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas antioxidantes el
compuesto 7a si presenta actividad antioxidante, pero el efecto es minimo comparado
con los antioxidantes de referencia, a excepcién de TBARS. Factores como el tipo de
reaccion con el radical, asi como el impedimento estérico y la solubilidad influyen en los
resultados de la actividad antioxidante. Asimismo, el compuesto 7a es estable a cambios

de pH y temperatura.



1. INTRODUCCION

En la industria alimentaria los aditivos son empleados para mejorar aspectos
tecnoldgicos de los productos alimenticios como prolongar su vida Gtil, mejorar la calidad
del producto, conservar propiedades nutricionales o mejorar sus propiedades fisicas y
sensoriales (OMS, 2018). De acuerdo con la norma general de aditivos alimentarios
CODEX STAN 192-1995, estos se clasifican con base a su funcionalidad, dentro de ellos
se encuentran agentes emulsionantes, estabilizadores, espesantes, reguladores de

acidez, acentuadores de sabor, edulcorantes y también los antioxidantes.

Un antioxidante es una molécula capaz de prevenir o retrasar la oxidacion lipidica (Del
Rio, Lomeli, Medina, & Sanchez, 2015). Debido a que la oxidacion de los lipidos es una
de las principales causas de la disminucién del valor nutricional y de vida util de los
alimentos, en la industria alimentaria se afiaden antioxidantes para prevenir la rancidez
oxidativa y asi alargar la vida de anaquel (Flores Jiménez , Pérez Vargas , & Minor Pérez,

2017).

Existe una gran variedad de antioxidantes, y una de las clasificaciones es de acuerdo
con su origen: natural o sintético (Badui, 2006). Los antioxidantes sintéticos mas
utilizados en la industria alimentaria son butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno
(BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) y algunos galatos (figura 1); y por nombrar
ejemplos de antioxidantes naturales se encuentran los tocoferoles, tocotrienoles, acidos

fenadlicos y flavonoides (figura 2).
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Figura 2. Antioxidantes naturales

Por otra parte, existen compuestos de origen natural o sintético que contienen en su
estructura anillos tipo inddlicos, este biciclo es considerado una estructura privilegiada
por conferir a las moléculas ciertas actividades biolégicas como antivirales,
antibacterianas (Velezheva, y otros, 2016), antinflamatorias (Onajale, y otros, 2013),

antiproliferativas y también antioxidantes (Konus, y otros, 2022).

A continuacion, en la figura 3 se muestran ejemplos de compuestos con nucleo de indol
y su bioactividades, por mencionar un ejemplo la melatonina (estructura 5) presenta

actividad antioxidante y antiinflamatoria (Gonzalez Costa & Padréon Gonzélez, 2019).
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Figura 3. Compuestos con nucleo de indol y sus bioactividades

Otro ejemplo es la caulerpina, aislada del alga Caulerpa racemosa y Caulerpa serrulata
(Aguilar-Santos, 1970), esta molécula tiene en su estructura dos anillos inddlicos y
presenta actividades biologicas como antiviral (Porto Viera Macedo, y otros, 2012) y
antiinflamatoria (Canché, 2014). Aunado a esto, las algas marinas estdn siendo
estudiadas por poseer moléculas bioactivas con potencial antioxidante (Subi M,

Selvasudha, Ashraf, & Vasanthi, 2023).



2. ANTECEDENTES (MARCO TEORICO)

2.1 La caulerpinay sus analogos estructurales
La caulerpina es un alcaloide bisinddlico de origen marino. Este compuesto presenta
diversas actividades bioldgicas y tiene una baja toxicidad (Vidal, y otros, 1984). En el
2014, Canché Chay reporté la sintesis de la caulerpina y de siete analogos, asi como
también su actividad antiinflamatoria y antituberculosa. Posteriormente en el 2018, Lépez
Salazar sintetiz6 cinco bisindoles provenientes de la simplificacion estructural de la
caulerpina, estos fueron evaluados en seis lineas de carcinoma humano, asi como en
actividad antituberculosis. En la figura 4 se muestra la estructura de la caulerpina y el

analogo 7a de la simplificacién estructural.

Caulerpina 7a

Figura 4. Simplificacion estructural del alcaloide caulperpina



2.2 Deterioro de lipidos
El deterioro de lipidos en alimentos es un proceso que afecta la calidad y la inocuidad
alimentaria. Los lipidos son muy susceptibles a la oxidacion, proceso en el cual los &cidos
grasos se degradan y forman productos de reaccién que pueden afectar el sabor, el
aroma y el color de los alimentos reduciendo su vida de anaquel. La oxidacion también
afecta a la nutricion por la pérdida de ciertos nutrientes y a la salud de los consumidores
por la formacion de sustancias toxicas (Laguerre, Bily, & Birti¢, 2020). El deterioro de
lipidos puede ocurrir por dos tipos de reacciones: la lipdlisis (rancidez hidrolitica) y la
autoxidacion (rancidez oxidativa). La autooxidacion, es una reaccion de propagacion en
cadena via radicales libres constituida por tres etapas de reaccion: iniciacion,
propagacion y terminacion. Los factores que influyen en la oxidacion de los lipidos son a
luz UV, las temperaturas altas y la presencia de metales (Badui, 2006). Los lipidos
insaturados son mayormente susceptibles a la oxidacién comparados con los lipidos
saturados, por lo tanto, los alimentos que presentan mayor proporcién de grasas

insaturadas son mas susceptibles a la rancidez oxidativa (Thurnham, 2002).

2.3 Radicales libres
Los radicales libres son compuestos muy reactivos que tienden a captar un electron de
moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad quimica, una vez que el radical
libre ha conseguido sustraer el electron que necesita, la molécula estable que se lo cede
se convierte, a su vez, en un radical libre al quedarse con un electron desapareado,
iniciandose asi una reaccion en cadena (Avello, 2006); por lo que los antioxidantes

actuan en la etapa de iniciacion y propagacion al ceder un atomo de hidrégeno a los



radicales de los acidos grasos (R¢) y a los hidroperéxidos (ROO¢), restaurando el acido
graso (RH) y el hidroperoxido (ROOH) (Badui, 2006). Particularmente, los antioxidantes
sintéticos son donadores de protones, é€stos no detienen la formacién de los radicales,
sino que reaccionan con ellos, generando radicales del antioxidante menos activos

(Nguyen & Schwartz, 2000).

2.4 Actividad antioxidante y métodos de evaluacién
Por definicion, la actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para retardar
la degradacion oxidativa (Prior, Wu, & Schaich, 2005). La actividad antioxidante esté
determinada por la reactividad quimica del antioxidante, la capacidad del antioxidante
para acceder hasta el sitio de reaccion y la estabilidad de los productos formados
después del proceso de estabilizacion de radicales libres (Londofio, 2011).
Existen diversos métodos para medir la actividad antioxidante, y se clasifican como
métodos directos e indirectos. En el método directo se estudia el efecto del antioxidante
sobre la oxidacion lipidica de un sistema, por su parte los métodos indirectos miden la
capacidad para estabilizar algunos radicales libres.
Los métodos también se pueden clasificar en ensayos basados en la transferencia de
atomos de hidrégeno y ensayos basados en la transferencia de electrones (Shahidi &
Zhong, 2015).

A continuacion, se describen los fundamentos de los métodos cominmente utilizados.

El método DPPH es un meétodo indirecto, fue propuesto originalmente por Brand—

Williams (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995) y en él se utiliza el DPPHe, uno de



los pocos radicales organicos estables. estable. El ensayo se fundamenta en la medicion
de la capacidad de la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical DPPH-.
Cuando se afiade un antioxidante a una solucion de DPPH, el electron desapareado del
DPPH se transfiere al antioxidante, lo que provoca una decoloracion de la solucién de
violeta oscuro a amarillo palido. La disminucion en la absorcion de la luz a una longitud
de onda de 517 nm se puede medir espectrofotométricamente y se utiliza para

determinar la actividad antioxidante de la sustancia bajo estudio (figura 5).

NO, NO,
O,N NO, + RH —_—> O,N NO, + R’
N° rilH
SA® SAS
Radical DPPH Antioxidante Croméforo incoloro Radical

Figura 5. Reaccion del radical DDPH con un antioxidante

Otra prueba para evaluar la oxidacion lipidica es el ensayo SRAT (Sustancias Reactivas
al Acido Tiobarbitirico), también conocido por su sigla en inglés como TBARS. En esta
técnica se induce la peroxidacion lipidica del sistema formandose como producto
principal malondialdehido (MDA), el cual reaccionara con el acido tiobarbittrico (TBA)
para formar un producto de color rosa (figura 6) que puede ser medido

espectrofotométricamente a 540 nm (Kishida Etsu, y otros, 1993).
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Figura 6. Reaccion del Acido tiobarbitirico con MDA

Por otro lado, el método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power, por sus siglas en

inglés), fue desarrollado originalmente por Benzie, I. y Strain, J. (afio) para medir el poder

reductor del plasma, aunque posteriormente fue adaptado para medir actividad

antioxidante de productos fitoterapéuticos y nutracéuticos (Benzie & Strain, 1999). Los

antioxidantes presentes en la muestra a estudiar reducen el Fe3*, presente en el reactivo

de FRAP, a Fe?*, lo que produce un cambio de color de amarillo a azul intenso en la

solucién debido a la formacién de un complejo coloreado entre el Fe?*y el TPTZ (figura

7). La intensidad del color se mide espectrofotométricamente a una longitud de onda de

595 nm. Cuanto mayor sea el valor FRAP, mayor sera la capacidad antioxidante de la

muestra.
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Figura 7. Reaccion de reduccion del reactivo de FRAP
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Por otra parte, el método ORAC (Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno) tiene
como fundamento el decaimiento de la fluorescencia y la proteccion de esta por efecto
del compuesto antioxidante. El AAPH se somete a una descomposicion térmica por lo
que pierde un mol de nitrdgeno molecular, obteniéndose radicales AAPH+ que al
reaccionar con el oxigeno generaran radicales peroxilo (ROOQ¢) los cuales reaccionan
con la fluoresceina obteniéndose un producto no fluorescente. La capacidad antioxidante
se determina por la disminucion en la velocidad de degradacién de la fluoresceina debido
a la reaccion de los radicales peroxilo con el antioxidante para generar un producto no
radicalario. En esta prueba se realiza una cinética de decaimiento de la fluorescencia en
el tiempo. Se integra el &rea bajo la curva (AUC, por sus siglas en ingles) y se calcula el
valor del AUC neta. El resultado se expresa en términos de equivalentes trolox (analogo
de vitamina E), por lo que se construye una curva patron que sera utilizada

posteriormente para interpolar el AUC de la muestra a estudiar (Avello, 2006).

100

80

60

40

%Fluorescencia

20 | ® X%

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo [minutos)

Figura 8. Decaimiento de la fluoresceina vs. tiempo.
Imagen tomada de protocolo de Biotek.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la industria de los alimentos, los antioxidantes més utilizados son los sintéticos ya que
presentan ventajas tecnolégicas como su estabilidad quimica y eficacia frente a los
naturales; sin embargo, en los ultimos afios esto estd cambiando debido a la preferencia
del consumidor de optar por aquellos que representen el menor riesgo toxicolédgico, por
lo que surge una necesidad de obtener nuevas fuentes de antioxidantes. Por otra parte,
dentro de los reportes de bioactividades de los compuestos que tienen anillo de indol en
Su estructura, esta la actividad antioxidante. Por lo tanto, dado que el compuesto 7a
posee dos anillos bisinddlicos, y que es un analogo estructural de la caulerpina, se

propuso completar su estudio biolégico y evaluar la actividad antioxidante.

4. HIPOTESIS

El analogo estructural de la caulerpina 7a presenta actividad antioxidante, por lo que
podria ser considerado como un potencial aditivo para prevenir la oxidacion lipidica de

alimentos susceptibles a esta reaccion.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Sintetizar el analogo estructural 7a de la caulerpina, y evaluar la actividad y la

estabilidad antioxidante.

5.2 Objetivos particulares

Sintetizar por medio de tres pasos de reaccion el analogo estructural 7a.
Caracterizar el producto 7a por analisis de los espectros de RMN *H y 13C.
Evaluar su pureza mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).
Realizar las siguientes pruebas antioxidantes: DPPH (Actividad reductora del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), FRAP (Poder antioxidante reductor de hierro),
ORAC (Capacidad de absorcion de radicales del oxigeno) y TBARS (Sustancias
reactivas al 4cido tiobarbiturico).

Evaluar la estabilidad del compuesto por medio de un disefio experimental de
temperatura-tiempo versus pH, utilizando como fuente de lipidos lardo y teniendo

como variable respuesta la prueba de TBARS.
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6. METODOLOGIA GENERAL

* Preparacion del xantato 3
* Reaccion de alquilacion por radicales libres
*» Reaccion de condensacion alddlica (Knoevenagel)

Sintesis del
compuesto 7a

. * Prueba DPPH
Evaluacion de la « Prueba TBARS

activi g ad « Prueba FRAP
antioxidante « Prueba ORAC

Efecto del
tratamiento térmico
y pH en la actividad
antioxidante

* Disefio experimental:
temperatua-tiempo vs pH.
Prueba TBARS




6.1 Sintesis del anédlogo estructural de la caulerpina
6.1.1 Ruta de sintesis

La ruta sintética se realizé por medio de tres pasos de reaccion (figura 9). El primero de
ellos fue la preparacion del xantato 3 por medio de una reaccién de sustitucion
nucleofilica a una temperatura de 0°C (Canché Chay, Gémez Cansino, Espitia Pinzon,
Torres-Ochoa, & Martinez, 2014) entre el cloroacetato de metilo 1 y el ditiocarbonato de
potasio 2 en presencia de acetonitrilo anhidro como disolvente. Posteriormente se realizo
una reaccion de alquilacion por radicales libres entre el xantato 3 y el indol 4 utilizando
peréxido de lauroilo (DLP) como iniciador radicalario y dicloroetano anhidro (DCE) como
disolvente (Mahboobi & Bernauer, 1988). Finalmente, se llevd a cabo una reaccion de
condensacion alddlica entre el indol alquilado 5 y el indol-3-carboxaldehido (6), en
benceno (Canché Chay, Gémez Cansino, Espitia Pinzén, Torres-Ochoa, & Martinez,

2014) - La ruta de sintesis se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Ruta de sintesis del compuesto 72

6.1.2 Preparacion del xantato 3
En un matraz bola de dos bocas de 100 mL en atmadsfera inerte con nitrégeno y en bafio
de hielo, se agreg6 cloroacetato de metilo (1) (2g, 0.018 mol), ditiocarbonato de potasio
(2) (3.40 g, 0.021 mol) y 33 mL de acetonitrilo. La mezcla se dejo reaccionar durante una
hora en agitacién, y el avance fue monitoreado por CCF. Se observé en lampara de UV

A corta, y como fase de elusién una mezcla de hexano:AcOEt (8:2)

Posteriormente la mezcla de reaccion fue concentrada a presion reducida en rotavapor,
y en seguida se realizaron extracciones con agua y DCM. La fase organica se recolecto
y se sec6 con Na2S0O4 anhidro. Finalmente se concentré a sequedad en rotavapor, y

luego se conecto a linea de vacio hasta peso constante.
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6.1.3 Reaccidn de alquilacién por radicales libres
En un matraz bola de dos bocas se pesé el indol 4 (1g, 0.0085 mol), se disolvié en 35
mL de DCE anhidro y se conect6 a un sistema de reflujo. A continuacion, con ayuda de
una canula se burbujed con nitrégeno la disolucién por. 30 min con agitacion. La reaccion
tomo6 una coloracién amarilla. Por otra parte, el xantato 3 (2.98 g, 0.0154 mol) fue
adicionado gota a gota via canula al seno de la reaccion. Luego la reaccion se llevo a
reflujo, y una vez alcanzado este, se adiciond la primera porcién de DLP, el total de DLP
(6.12 g, 0.0154 mol) se dividié en siete porciones y se agregd una porcion cada hora
(0.87 g/ hora), excepto la primera adicion que fue del doble. La reaccion cambié de color
amarillo a naranja-rojizo. Concluidas las adiciones, la reaccion se dejo en reflujo una hora
mas. Se procedid a realizar una CCF para observar el avance de reaccién y se observo
la formacién de productos mas polares que la materia prima. Se observé en ldmpara de

uv A corta con fase movil 8:2 hexano:AcOEt

Se retiré del sistema de reflujo y se dejoé enfriar la mezcla de reaccién a temperatura
ambiente. A continuacion, el crudo de reaccion se concentrd en el rotavapor a presion
reducida. Luego se disolvié en 50 mL de acetonitrilo caliente y se realizé una extraccion
con 3 porciones de 80 mL de hexano, esto con el fin de retirar los restos de DLP. Se
recolectd la fase de acetonitrilo y se concentr6 a presion reducida en el rotavapor.
Finalmente se procedié a realizar una cromatografia en columna flash con silica gel
230/400 como fase estacionaria y como fase movil se utilizaron las mezclas de
hexano:AcOEt de polaridad 95:5, 90:10 y finalmente 87:13. Se obtuvo un sélido naranja

con punto de fusién de 68°C-70°C, correspondiente al indol alquilado 5.
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6.1.4 Reaccién de condensacién alddlica (Knoevenagel)
En un matraz de dos bocas se peso el indol-3-carboxaldehido 6 (0.299¢g, 0.002 mol) y se
adapto a un sistema de reflujo con mantilla y una trampa de Dean Stark llena de malla
molecular para absorber el agua que se forma como subproducto de la condensacion.
Por la boca del refrigerante se agregd 10.5 mL de benceno, posteriormente se coloco
agitacion magnética y se calent6 a temperatura de reflujo. Una vez iniciado el reflujo se
adiciono la piperidina (0.19 mL, 0.003 mol) y el &cido acético (0.18 mL, 0.003 mol) dando

lugar a una mezcla que paso de transparente a amarilla.

Por separado se peso en un vial el indol alquilado 5 (0.3g, 0.0016 mol) y se disolvié en 5
mL de benceno; con ayuda de una canula y una bomba de adicién se afiadio al seno de
la reaccion a velocidad de 3 mL/hora. Una vez concluida la adicidn, la jeringa se enjuago
con 2 mL de benceno y la solucién resultante se agrego al matraz gota a gota con ayuda
de una bomba de adicién. Al avanzar el tiempo de la reaccion, esta fue tomando una
coloraciéon anaranjada. Después de 2h de reaccién se monitoreé por CCF. Una vez
terminada, esta se dej6 enfriar a temperatura ambiente y enseguida se concentré a
presién reducida para retirar los restos del disolvente. El producto crudo fue extraido con
50 mL de AcOEt caliente y la fase organica fue lavada secuencialmente con: solucion de
HCI 1 N (3 lavados con 50 mL c/u), solucion saturada de NaHCOs (3 lavados con 50 mL

c/u) y salmuera (3 lavados con 50 mL c/u).

El residuo solido se resuspendio con DCM frio, se filtro al vacio y se lavo con volumenes
pequefios de DCM frio. Después el producto fue recristalizado por particion de
disolventes (acetona/agua); en primer lugar, el producto 7a se disolvio en acetona

caliente, para retirar las impurezas se agrego bajo agitacion carbon activado y se filtr6 al
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vacio sobre celita. La solucion filtrada fue colocada en bafio de hielo e inducida a
recristalizacion afiadiendo gota a gota agua fria hasta que se observd turbidez,
posteriormente se dejé en reposo hasta la formacién cristales. Finalmente, se filtr6 al

vacio hasta peso constante.

6.2 Evaluacion de la actividad antioxidante

6.2.1. DPPH (Actividad reductora del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
Se agregaron 50 uL de muestra por cuatriplicado en los pozos de la microplaca y se
adicionaron 150 yL de DPPH 133.33 uM. Se realizé una incubacién a 37 °C durante 30
minutos. Finalmente se midio la absorbancia a 517 nm en el espectrofotometro Biotek
Synergy HT microplate reader, y se calcul6 el valor de la ICso (Guija, Inocente, Ponce, &

Zarzosa, 2015). Como blanco se utilizé6 metanol al 50%.

6.2.2. TBARS (Sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico)
Se realiz6 una curva estadndar de MDA usando como precursor tetrametoxipropano
(TMP). Se prepar6 un stock de TMP 10 mM, para lo cual se tomaron 41 puL de TPM 6M
y se aforé a 25 mL con H2SOs4 al 1% en agua desionizada, finalmente se hidrolizé por
dos horas a temperatura ambiente cubriendo de la luz. Posteriormente se prepar6 una
solucion trabajo de TPM 0.1 mM la cual se utilizé para preparar las diluciones para la
curva con un intervalo de concentracion final 0 a 10 uM. Se agreg6 TBA 0.67% disuelto
en NaOH 0.05N y se calento en bafio de agua a 70°C durante 30 min. Finalmente se
colocaron 200 pL de cada tubo por duplicado en una microplaca de 96 pozos y se midio
la absorbancia a 540 nm en el espectrofotometro Biotek Synergy HT microplate reader

(Esterbauer & Cheeseman, 1990).
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Después se diseccion6 y se homogenizé el cerebro de rata en PBS (9.5 mM, pH=7.4)
(Ohkawa, Ohishi, & Yagi, 1979); enseguida se realizd cuenta de proteinas por el método

de Lowry. (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951).

Se colocaron 375 L de sobrenadante de cerebro de rata ajustado a 2.66 mg proteina/mL
en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 50 uL de EDTA 20 uM disuelto en PBS
(pH 7.4, 9.5 mM), la concentracion final fue de 2 yM. Enseguida se adicionaron 25 pL de
la muestra (20 veces mas concentrada) y se incubé durante 30 min a 37 °C con agitacion.
Posteriormente se agregaron 50 pL de FeSO4 100 uyM (concentracion final 10 uM) y se
incubo durante 1 hora a 37°C con agitacion (Gutteridge & Quinlan, 1983). Terminada la
incubacion se agregaron 500 uL de reactivo TBA y se dejaron reposar los tubos durante
10 minutos en bafio de hielo, luego se centrifugaron a 12,000 rpm durante 5 min, e
inmediatamente se incubaron durante 30 minutos en bafio de agua de 70°C - 80 °C. Se
enfriaron los tubos a temperatura ambiente y se destaparon para liberar la presion
(Rossato, y otros, 2002). Finalmente se colocaron 200 uL de cada tubo por duplicado en
una microplaca de 96 pozos y se midio la absorbancia a 540 nm en el espectrofotometro
Biotek Synergy HT micropilote reader; se interpolaron los valores en la curva estandar
de MDA para obtener la concentracion de TBARS en solucién, asi como la ICso

(Dominguez, y otros, 2005).

6.2.3 FRAP (Poder antioxidante reductor de hierro)
La actividad antioxidante por el método de FRAP se realiz6 de acuerdo con la
metodologia propuesta (Pulido & Saura-Calixto, 2000). El reactivo de FRAP fue recién
preparado e incubado a 37 °C: 1 mL de TPTZ 10 mM (disuelto en 40 mM HCI), 1 mL de

FeCI3 20 mM y 10 mL de buffer de acetatos 300 mM (proporcion 1:1:10).

20



Se realizé una curva patron utilizando como estandar &acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) disuelto en metanol al 50% en un intervalo de

concentracion de 0-500 uM.

La reaccion se llevo a cabo en tubos Eppendorf de 1.5 mL, mezclando 100 uL de muestra
o solucién trolox y 750 uL del reactivo de FRAP; cada reaccion se incubé a 37 °C durante
30 min. En una microplaca de 96 pozos se colocé una alicuota de 150 upL (por
cuadruplicado) y se determiné la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en el
lector de placas (Synergy HT Biotek). Como blanco se utiliz6 una mezcla de 100 uL de
MeOH al 50% y 750 pL del reactivo de FRAP. Los resultados se reportaron en

equivalentes trolox.

6.2.4 ORAC (Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno)
La actividad antioxidante por el método de ORAC se realiz6 de acuerdo con la

metodologia propuesta en el manual de Biotek (Biotek, 2005).

Se realizé una curva patrén de trolox con cuatro distintas concentraciones: 6.25, 12.50,
25 y 50.00 pyM. En una microplaca de 96 pozos de fondo negro para fluorescencia se
adicionaron: 25 pL de la dilucidon respectiva de trolox y 150 yL de sal sodica de
Fluoresceina (30 nM), esto se realiz6 por triplicado. Enseguida se llevé a cabo una pre-
incubacion a 37 °C durante 30 minutos, posteriormente se adicionaron 25 uL de AAPH
(2,2’-azo-bis(2-metilpropionamidin) dihidro-cloro, 38.5 mM) a la mezcla previamente
incubada y se determind la fluorescencia a longitudes de onda de excitacion y emision,

de 485 nm y 528 nm en el espectrofotdmetro Biotek Synergy HT microplate reader,
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respectivamente. Utilizando el software del lector de placas se calcularon las areas bajo
la curva. Los resultados se reportaron en equivalentes trolox. Para determinar los
equivalentes de trolox de cada muestra se utilizd la relacion entre la pendiente (m)
obtenida del analisis lineal del compuesto y la pendiente de la regresion lineal de trolox

(Brescia, 2021).

Nota 1: Se utilizé un blanco de reaccion: 25 uL de buffer de fosfatos (75 mM, pH 7.4),
150 pL de sal sédica de fluoresceina (30 nM) y 25 uL de AAPH (153 mM). Para la solucién
stock de trolox, este se disolvio en metanol y para la solucion stock del compuesto fue
en DMSO. Las diluciones y los reactivos se disolvieron en un buffer de fosfatos 75 mM,

pH=7.4.

Nota 3: Los equivalentes trolox se calculan por medio de la relacién de la pendiente de
la muestra y de la pendiente de la curva patron de trolox: TE (range of concentrations) =

m compound/m trolox

6.3 Efecto del tratamiento térmico y pH en la actividad antioxidante

Se evalud la estabilidad del compuesto 7a y su actividad antioxidante a diferentes
condiciones de temperatura, tiempo y pH, teniendo como variable respuesta la prueba
de TBARS descrita en el apartado 6.2.2. Nota: Se realizaron ensayos con diferente matriz
de fuente de lipidos, primero con lardo y posteriormente se realizaron con cerebro de
rata. Se tomé como control el compuesto 7a sin modificar el pH y sin aplicar tratamiento
térmico. Los tratamientos se prepararon de acuerdo con el disefio experimental de la

tabla 1.
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Tabla 1. Disefio experimental para la evaluacion de la estabilidad y actividad
antioxidante del compuesto FOTOMAR

Tratamiento Temperatura/tiempo pH
Control Sin Temperatura
T1 60°C /5 min
™ 60°C / 15 min Sin modificar pH
T3 60°C / 30 min
T4 80°C /5 min
T5 80°C/ 15 min
T6 80°C/ 30 min
T7 Sin Temperatura
T8 60°C/ 5 min 9
T9 60°C / 15 min
T10 60°C / 30 min
T11 80°C/ 5 min
T12 80°C/ 15 min
T13 80°C /30 min
T14 Sin Temperatura
T15 60°C /5 min 7
T16 60°C / 15 min
T17 60°C / 30 min
T18 80°C /5 min
T19 80°C/ 15 min
T20 80°C /30 min
T21 Sin Temperatura
T22 60°C/ 5 min 5
T23 60°C / 15 min
T24 60°C / 30 min
T25 80°C /5 min
T26 80°C/ 15 min
T27 80°C/ 30 min
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6.4 Analisis estadistico

Para las pruebas DPPH y TBARS, el andlisis estadistico se realizé en el programa
SigmaStat version 3.5. Se analizaron tres experimentos independientes (n= 3) y se
reporto * el error estdndar de la media. Los datos se sometieron a un analisis de varianza
de un factor, y para aislar grupos con diferencia significativa se realizd la prueba de

Dunnett con valores de p <0.05 (*) y p < 0.01 (**).

En el caso de las pruebas FRAP, ORAC y para el ensayo del efecto del tratamiento
térmico y pH en la actividad antioxidante, el andlisis estadistico se realizé con el
complemento de Excel XLSTAT version 2014.5.03. Para FRAP y ORAC se analizaron
tres experimentos independientes (n= 3) y para el ensayo de estabilidad antioxidante se
utilizé n=2; ademas se reporto * el error estandar de la media. Los datos se sometieron
a un analisis de varianza de un factor, seguida de una prueba de Tukey para aislar grupos

con diferencia significativa con una p < 0.05.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Sintesis del analogo estructural de la caulerpina 7a

Se realiz0 la preparacion del xantato por medio de una reaccidn de sustitucion
nucleofilica entre el cloroacetato de metilo 1 con ditiocarbonato de potasio 2 en
acetonitrilo anhidro a 0°C (Canché, 2014), esto ocurre debido a que la sal de
ditiocarbonato de potasio 2 es un buen nucleéfilo y el cloroacetato de metilo 1 tiene un
buen grupo saliente. Se obtuvo un aceite amarillo correspondiente al xantato 3 con un
rendimiento promedio del 93%. Se debe tomar en cuenta que para evitar la
descomposicion del xantato 3, debe ser resguardado de la luz y almacenarse en
refrigeracion. La reaccidon se presenta en la figura 10 y en la tabla 2 las repeticiones
realizadas, las primeras repeticiones tienen un rendimiento menor respecto a las demas
debido a que el xantato 3 presenté impurezas por lo que se realizd purificacion por

columna flash con silica gel 230/400.

)
Cl/\[ro\ + \/o\)LSK
(0]

CH;CN, 0°C

(1) (2) (3)

Figura 10. Sintesis del xantato 3
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Tabla 2. Repeticiones de la sintesis del xantato 3

Repeticion Cloroacetato Equivalentes Equivalentes % Rendimiento
de metilo (g) cloroacetato ditiocarbonato
de metilo de potasio
1 0.1 1 1.15 73.93
2 1 1 1.15 81.58
3 2 1 1.15 95.05
4 2 1 1.15 98.53
5 2 1 1.15 99.44
6 2 1 1.15 97.98
7 2 1 1.15 98.01
8 2 1 1.15 99.30

Posteriormente se hizo reaccionar al xantato 3 con el indol 4 utilizando como disolvente
DCE anhidro en atmésfera inerte. La sintesis del indol alquilado ocurre por medio de una
reaccion de sustitucion radical oxidativa aromatica, también nombrada alquilacién por
radicales libres, esta reaccién ocurre en la posicion C-2, en donde se forma un radical
centrado en un atomo de carbono promovida por la fragmentaciéon homolitica de un
peréxido, el electron resultante del alquilacion se transfiere luego a una molécula de
peréxido, generandose una especie catidnica cuya pérdida de un protdén en la posicion
vecina conduce al compuesto aromatico (Canché, 2014), se utiliz6 DLP como agente

oxidante e iniciador de radicales (Osornio, 2004). La reaccién se muestra en la figura

11.
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DPL

DCE, reflujo

Figura 11.Sintesis del indol alquilado 5

Terminada la reaccion, el producto crudo se concentrg y realizaron extracciones para

eliminar los restos de DLP. La reaccion presentd subproductos y materia prima sin

reaccionar, por lo que fue necesario purificarla en columna flash con silica gel 230/400.

Se obtuvo un rendimiento promedio del 30%. A continuacién, en la tabla 3 se muestras

las repeticiones realizadas.

Tabla 3. Repeticiones de la sintesis del indol alquilado 5

Repeticion | Indol (g) | Equivalentes | Equivalentes | % Rendimiento
indol xantato 3
1 0.1 1 1.4 30.84
2 0.5 1 1.4 22.37
3 1 1 1.4 28.70
4 1 1 1.4 34.55
5 1 1 1.4 28.28
6 1 1 1.4 34.33
7 1 1 1.4 31.29
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Finalmente, para obtener el compuesto 7a, se realiz6 una reacciéon de condensacion
alddlica (Knoevenagel), haciendo reaccionar al indol alquilado 5 con indol-3-

carboxaldehido 6, la reaccion se muestra en la figura 12.

H H
N X N
/) | Piperidina, AcOH
/
(0] + ~ -
(o) \ H Tolueno
lo] reflujo, Dean Stark
(5) (6) (7a)

Figura 12. Sintesis del bisindol 7a

Como catalizador se utiliz6 una mezcla de piperidina y acido acético, donde ocurre una
reaccion acido-base formandose consigo el acetato de piperidinio, posteriormente la
piperidina (como base), desprotona al carbonilo del éster en la posicion alfa, generando
el i6n enolato estabilizado por efecto de resonancia, el cual reacciona con el carbonilo
del carboxaldehido. Por ultimo, el aldol se deshidrata y se libera el bisindol 7a y una

molécula de agua (Lopez Salazar, 2018).

En la tabla 4 se observan las diferentes repeticiones realizadas con diferentes

disolventes y tiempos de reaccion.
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Tabla 4. Condiciones de reaccién para la obtencion de 7a

Repeticion Indol Equivalentes Equivalentes Disolvente Horas de %Rendimiento Observacion
alquilado (g) indol alquilado indol-3- reaccion
carboxaldehido

1 0.1 1 1.2 Benceno 6.5 41 Se filtré al vacio

2 0.3 1 1.3 Benceno 9 9 Se filtré al vacio y se
realizé columna

3 0.1 1 1.3 1,4-dioxano 6.5 19 Se filtré al vacio y se
realizé columna

4 0.3 1 1.3 Benceno 10.5 14 Se filtré al vacio y se
realizé columna

5 0.3 1 1.3 Benceno 14 5 Se realizé columna

6 0.3 1 1.3 Tolueno 6.5 40 Se filtré al vacio

Como puede verse en la tabla 4, el rendimiento obtenido con tolueno es similar al
obtenido con benceno, pero con disminucién del riesgo toxico del disolvente. También
se observa que en los ensayos donde el crudo de reaccién se purificd por columna, el
rendimiento disminuyd considerablemente, ain cuando ésta se basificé con trielamina al
10% el compuesto quedaba retenido en la silica gel. Debido a lo anterior, se opt6é por
realizar extracciones con AcOEt caliente, la fase organica se lavé secuencialmente con
solucion de 1 N de HCI, solucion saturada de NaHCOs y al ultimo con salmuera. El
residuo sélido se resuspendié con DCM frio y se filtré al vacio. Por altimo, para obtener
un producto con mayor grado de pureza, se recristalizd por par de disolventes
(acetona/agua), por lo cual se disolvio el producto en acetona caliente, enseguida para
retirar las impurezas se agregd carbdén activado y se filtré6 al vacio sobre celita. La
solucidn filtrada fue colocada en bafio de hielo e inducida a recristalizacion afadiendo
gota a gota agua fria hasta que se observo turbidez, posteriormente se dejé en reposo

hasta la formacion cristales. Finalmente, se filtré al vacio hasta peso constante.
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Se obtuvo un sélido color amarillo mostaza correspondiente al compuesto 7a (figura 10)
con un peso molecular de 316.36 g/mol, punto de fusion de 238-240 °C, con un
rendimiento del 40 %. La pureza del compuesto 7a mediante cromatografia liquidos de

alto rendimiento (HPLC) fue del 94%.

Figura 13. Compuesto 7a (Fotomar)

Finalmente, el compuesto 7a fue identificado por el andlisis de los espectros de RMN

H y 13C que a continuaciéon se muestran.
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En la figura 14 o Anexo |, se encuentra el espectro de RMN !H, los protones
correspondientes al metilo (3H, O-CHs) se pueden identificar con la sefal en 3.73 ppm,
la sefal del potron del metino en posicion C-2 del sistema indélico opuesto (1H, NH-
C=CH-C) se localiza en 6.40 ppm, entre 6.49 a 7.61 ppm estan las sefales de los
protones de la regidon aromatica (8H, CH-Ar), en 8.27 ppm se ubica la sefal del protén
del metino del doble enlace (1H, CH=C-CO2) y por ultimo se identifican las sefalas de
los protones de los NH de los indoles (1H, C-NH-C) en 11.39 ppm y (1H, C-NH-C) y

11.54 ppm.
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Figura 14. Espectro RMN 1H del compuesto 7a
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En figura 15 o Anexo I, se encuentra el espectro de RMN 13C, en la que se observan las
sefales correspondientes a los 20 carbonos que contiene el compuesto 7a, la sefial de
167.9 ppm corresponde al carbono del carbonilo (C=O) y la de 52.37 ppm al carbono del

metilo (C-OHs).
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Figura 15. Espectro RMN 13C del compuesto 7a
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8.2 Evaluacion de la actividad antioxidante

A continuacion, se muestran los resultados de la actividad antioxidante, cabe mencionar
gue en DPPH y TBARS la actividad se reporta de acuerdo con un valor de ICso, que se
interpreta como, la concentracion necesaria de un compuesto para inhibir una actividad
biolégica a un 50% (Swinney, 2011). Por otra parte, las pruebas FRAP y ORAC se

reportan en Equivalentes trolox (TE).

Como puede observarse en la tabla 5, el compuesto 7a si presentd actividad
antioxidante en la técnica del radical DPPH, cuyo valor de ICsofue de 947.98+19.75 uM,
no obstante, presenta aproximadamente cien veces menor actividad que el acido gélico

8.76+0.89 pM.

Tabla 5. Actividad sobre el radical DDPH ICso

Muestra Concentracion (uM) Reduccion 1Cso
del DPPH (%) (uM)
3.16 7.88+0.34%*
Trolox 5.62 14.19+0.57**
10 25.13+0.53** 19.5710.31
17.78 43.90+0.84**
31.62 77.59+1.26**
56.23 95.59+0.14**
100 96.02+0.11**
1 8.67+0.88
Acido galico 3.16 20.78+1.51%*
10 56.52+5.81%* 8.7610.89
31.62 94.62+0.07**
100 94.74+0.09**
1 -3.97+3.47
Compuesto 7a 10 -0.75+2.70
(Fotomar) 100 13.32+2.17* =947.98+19.75
1000 50.96+0.46%*
Compuesto 7a 1 -0.37+0.16
(Fotomar) 10 6.82+0.01
2 horas de incubacion 100 41.0941.33 = 148.14+5.40
1000 93.2140.46

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes (n= 3) + error estandar de la media. Los datos se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de un aprueba de Dunnett para aislar los grupos con diferencia significativa.

Los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al radical DPPH.
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De acuerdo con Brand-Willis, cada antioxidante reacciona cinéticamente diferente, como
se muestra en su estudio, el acido ascorbico reacciona rapidamente con el DPPH
estabilizando el radical de inmediato; el tocoferol reaccion6 mas lento y alcanz6 un
estado estacionario en 30 minutos, y el resto de los compuestos reaccionaron
progresivamente, y alcanzaron el estado estacionario en un lapso de 1 a 6 horas (Brand-
Williams, Cuvelier, & Berset, 1995). Para que los resultados de ICso fueran
estadisticamente comparables se estandarizé la lectura de absorcién a 515 nm después
de 30 minutos de reaccion, pero debido a que se observé que el compuesto 7a aumento
su actividad antioxidante con el tiempo, por lo que se realiz6 una segunda lectura de
absorcién después de dos horas de reaccion, obteniéndose un valor de ICso de
=~148.1415.40. Es importante mencionar que este método es muy utilizado porque facil y
rapido de ejecutar, sin embargo, el tiempo de incubacion fijo subestima la actividad
antioxidante en moléculas de reaccion lenta (Mishra, Ojha, & Chaudhury, 2012). Otra
desventaja de este método es que muchas sustancias con actividad antioxidante que
reaccionan con radicales peroxilo, reaccionan lentamente con DPPH 0 no reaccionan

(Huang, Boxin, & Prior, 2005).

Por otra parte, la prueba de TBARS es ampliamente utilizada en alimentos como
indicador de la rancidez oxidativa en alimentos (Ruano, 2023), en este ensayo se induce
la peroxidacion lipidica del sistema formandose como producto principal malondialdehido
(MDA), el cual reaccionara con el acido tiobarbitarico (TBA) para formar un producto de
color rosa. El resultado obtenido esta relacionado con la capacidad de un compuesto de
inhibir la peroxidacién lipidica, es decir, entre menor se el valor de ICso mayor es la

actividad antioxidante. Los resultados obtenidos son que el compuesto 7a
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(ICs50=4.55+£0.16uM) fue mas siete veces mas activo que el trolox (ICso= 28.75+£2.34uM)

y que cinco veces mas que el acido gélico (ICs0=19.82+0.84uM).

Tabla 6. Inhibicion de la peroxidacion de lipidos de cerebro de rata

Muestra Tratamiento/ TBARS Inhibicion 1Cso0
Concentracién (nmol/mg prot.) (%) (1M)
(uM)
Trolox Basal 0.31+0.04
Control 9.9740.49 NA
3.16 9.15+0.72 8.52+2.88
5.62 8.3620.41* 16.11+1.89* 28.75:2.34
10 7.3340.24** 26.3442.39**
17.78 6.8240.19** 31.51+1.59**
31.62 4.61+0.21%* 53.34+4.32**
56.23 1.31+0.43** 86.4115.14**
100 0.390.04** 96.12+0.29**
Acido gélico Basal 0.39:0.12
Control 10.06%0.52 NA
1.78 10.22+0.38 -1.74+2.08
3.16 9.93+0.17 0.89+4.11
5.62 9.47+0.11 5.533.90 19.8210.84
10 8.21+0.16** 17.92+4.96**
17.78 5.27+0.08** 47.33+2.61**
31.62 2.71+0.14** 73.06£1.23**
56.23 1.22+0.17** 87.90£1.17**
100 0.52+0.15** 94.92+1.22**
1 9.27+0.38 7.75%1.73
Compuesto a 1.33 8.95+0.30 10.88+2.03
(Fotomar) 1.78 8.46+0.34 15.84+1.22
2.37 7.76+0.53* 22.93+2.09* 4.55%0.16
3.16 7.22+0.36** 28.25+0.75%*
4.22 5.65+0.57** 44.1612.81**
5.62 3.5040.68** 65.70%5.34**
7.5 1.35+0.33** 86.79+2.62**
10 0.98£0.53** 90.57+4.69**

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes + error estandar de la media. Los datos se sometieron a
un andlisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett para aislar grupos con diferencia significativa. Los valores de

p <0.05 (*) y p=<0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al control.
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En el caso de la prueba de FRAP se monitorea una reaccion de transferencia de
electrones, el antioxidante a estudiar reduce el Fe3* presente en el reactivo de FRAP, a
Fe?* lo que produce un cambio de color a azul intenso por el complejo Fe?*-TPTZ. El

aumento de la absorbancia indica una mayor potencia reductora (Rodriguez-Bonilla,
2017).
Para este ensayo se utilizaron concentraciones de 100, 250, 500 y 1000 uM del

compuesto 7a.

Tabla 7. Resultados FRAP

Muestra Concentracion (uM) Equivalentes Trolox (uM)
Fotomar 100 7.350.64*
250 17.54+0.64*
500 34.02+1.70*
1000 56.80+1.79*
Acido galico 3.125 5.87+1.40*
6.25 25.87+£1.95%*
12.5 55.69+3.53**
25 123.28+4.19**
50 248.4619.69**
100 482.72+12.11**
Quercetina 3.125 7.91+1.16™*
6.25 20.31% 3.06**
12.5 61.0613.64**
25 139.7643.57**
50 287.1246.96**

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes (n= 3) + error estandar de la media. Los datos se

sometieron a un andlisis de varianza de una via, seguida de una prueba Tukey para observar los grupos con diferencias a p < 0.05.
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Como se observa en latabla 7, a una concentracion de 100 uM el compuesto 7a presento
un valor de 7.35+£0.64 TE, mientras que el acido galico 482.72+12.11 TE, siendo su efecto
antioxidante 68 veces eficiente que la referencia, por lo que su actividad antioxidante
apenas es considerable. A una concentracién de 1000 uM el compuesto 7a tiene un
valor de 56.80+1.79 TE, mientras que las referencias para tener un valor similar de TE
requieren una concentracion aproximada de 12.5 pM, quiz& una explicacion de este
comportamiento es por el impedimento estérico del radical o del compuesto 7a. El estudio
confirmé que el ensayo FRAP es simple, rdpido y no requiere equipo especializado,
aunqgue se ha sefialado que puede no ser aplicable para detectar todos los antioxidantes

(Wesolowska & Dzugan, 2017).

Respecto a la prueba de ORAC se realiz6 siguiendo el protocolo de (Biotek, 2005). Este
ensayo se basa en la inhibicién de la oxidacion inducida de la fluoresceina por radicales
peroxilo proveniente de la descomposicion térmica a 37°C del AAPH. Se realiza una
cinética de la degradacion de la fluoresceina respecto al tiempo, por tanto, al usar un
compuesto antioxidante, este puede retardar la oxidacion de la sonda dependiendo de la

capacidad antioxidante (Jiménez M., 2019).

Los resultados se muestran en la tabla 8, donde el compuesto 7a (0.069+0.011 TE)
presentd un valor muy bajo de equivalentes trolox comparado con los antioxidantes de

referencia, acido galico (0.318+0.065 TE) y quercetina (2.449+0.751 TE).
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Tabla 8. Resultados ORAC

Compuesto Pendiente TE

Trolox 0.3642+0.020 NA
Fotomar 0.0252+0.003 0.069+0.011 2
Acido gélico 0.116+0.013 0.318+0.065°
Quercetina 0.892+0.156 2.449+0.751 ¢

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes (n= 3) + error estandar de la media. Los datos se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Tukey, las letras como superindices representan las

diferencias significativas entre las medias de los grupos. Se consider6 una p <0.05. TE= Equivalentes trolox.

Para poder observar un efecto antioxidante se requiri6 que el compuesto Fotomar se
encontrara en concentraciones altas a comparacion de las referencias, pero hubo una
limitante, cuando se realizo6 la solucién stock con PBS (75 mM, pH=7.4)., el compuesto
7a precipitd, por lo que fue necesario realizarla con metanol y las diluciones en PBS (75
mM, pH=7.4), dado que el factor limitante en este ensayo fue la poca solubilidad, la
concentracion maxima utilizada fue 1000 uM. Aunado a esto, se ha observado que el
método ORAC desarrollado solo es valido para sustancias hidrosolubles ya que la
presencia de sustancias liposolubles pueden verse completamente alteradas en
presencia del medio acuoso en que se realiza el método ORAC (Zapata & Zapata, 2019).
Por lo tanto, dada la deficiente solubilidad del Fotomar, en este método el valor obtenido

pudo ser subestimado.

En resumen, de las cuatro pruebas de antioxidantes (tabla 9), en tres se observa la
tendencia de que el compuesto 7a requiere una concentracion alta para presentar un

efecto antioxidante, ademas el efecto antioxidante es menor a las referencias, solo en la
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prueba de TBARS se concluye lo contrario. Cabe recordar que cada prueba utiliza un

radical diferente, por lo que el compuesto reaccionara de diferente manera.

Tabla 9. Pruebas antioxidantes.

DPPH TBARS FRAP ORAC
Muestra 1Cso 1Cso TE TE
Trolox 19.5740.31 28.75+2.34 NA NA
Acido galico 8.76+0.89 19.82+0.84 482.72+12.11* 0.318+0.065
Fotomar = 947.98+19.75 4.55+0.16 7.35+0.64* 0.069+0.011

8.3 Evaluacion de la estabilidad antioxidante
Para evaluar la estabilidad del compuesto 7a se sometié a diferentes tratamientos de
temperatura-tiempo versus pH (Tabla 1), teniendo como variable respuesta la prueba de

TBARS, pero esta vez tomando como fuente de lipidos el lardo.

En las gréaficas del inciso a), se puede observar que los porcentajes de inhibicién son
negativos, lo que significa que la matriz utilizada “lardo”, no se oxidd, una posible razén
es que esta pieza proveniente del cerdo tiene en mayor proporcion grasas saturadas las
cuales tardan mas tiempo en oxidarse (Badui, 2006), por lo que se requieren minimo 30
dias para que lardo tenga valores medibles de malondialdehido (Flavia, Zorica, & Delia,

2014), por lo que esta fuente de lipidos no fue viable para este ensayo.
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a) Resultados obtenidos con lardo como fuente de lipidos
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Debido a lo anterior se optd por regresar a la matriz de “cerebro de rata” rico en acido
insaturados que son mas susceptibles a la peroxidacion lipidica. En las gréaficas del inciso
b), se encuentran los resultados de la estabilidad quimica del compuesto 7a, se observa
gue la actividad antioxidante no se pierde pese a que el compuesto se sometié a

diferentes tratamientos de temperatura-tiempo vs pH.

a0},




El tratamiento con el menor porcentaje de inhibicion es 60°C/15 min a pH 7 y el
tratamiento donde aumentd considerablemente el porcentaje de inhibicién es 80°C/30
min a pH 7 y 80°C/30 min a pH 9 (gréafica 7). Sin embargo, no se observa una tendencia
homogénea en los tratamientos que indique que aun mismo pH o temperatura-tiempo, el

efecto antioxidante aumente o disminuya.

b) Resultados obtenidos con cerebro de rata como fuente de lipidos

Gréfica 4. Media estimada de porcentajes de inhibicion de los tratamientos
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Tratamientos

Los resultados se sometieron a una prueba de varianza de una via, seguida de una prueba de Tukey para observar diferencia

significativa entre los tratamientos a una p < 0.05.
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8. CONCLUSIONES

Se sintetizdé por medio de tres pasos de reaccién el compuesto bisinddlico 7a,
analogo estructural de la caulerpina.

El rendimiento obtenido con tolueno es similar al obtenido con benceno, pero con
disminucién del riesgo toxico.

La pureza del compuesto 7a mediante cromatografia liquidos de alto rendimiento
(HPLC) fue del 94%.

Se caracteriz6 el producto 7a por el Resonancia Magnética Nuclear (RMN) H y
13C.

En la prueba de DPPH se obtuvo un valor de IC50=947.98 + 19.75 uM, mientras
que en la técnica de TBARS, el valor obtenido de ICso fue de 4.55 + 0.16 pM. Con
respecto a la prueba de FRAP a una concentracion de 100 uM del compuesto, el
valor de equivalentes trolox fue de 7.35+0.64 TE. Por ultimo, en la técnica de
ORAC se obtuvo un valor de 0.0696+0.011 TE.

Los resultados obtenidos en las pruebas antioxidantes indican que el compuesto
si presenta actividad antioxidante, aunque el efecto es minimo comparado con los
antioxidantes de referencia.

El tipo de reaccion con el radical, asi como el impedimento estérico y la solubilidad
influyen en los resultados de la actividad antioxidante.

No se logro estandarizar la técnica de TBARS utilizando el lardo como fuente de
lipidos, por lo que, se evalud la estabilidad del compuesto utilizando como matriz

de lipidos cerebro de rata.
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e La actividad antioxidante no se perdié en ninguno de los tratamientos del disefio
experimental, pero si existen diferencias estadisticas entre ellos.
e No se observo una tendencia homogénea en los tratamientos que indique que aun

mismo pH o temperatura-tiempo, el efecto antioxidante aumente o disminuya.

9. PERSPECTIVAS

De las cuatros pruebas de antioxidantes, la Unica donde el resultado obtenido de ICso

(4.55+0.16 uM) indica una mejor actividad respecto a las referencias fue en la de TBARS,
lo cual podria devenir en una aplicacion en un campo diferente o en su defecto evaluar
el compuesto en una matriz alimentaria mas compleja (con ajustes en la prueba de

TBARS) para observar si continGa la actividad antioxidante.

43



ANEXO

|. Espectro RMN 'H del compuesto 7a
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RMN *H 3C (400 MHz, DMSO-ds) d(ppm): 11.54 (sa, 1H, C-NH-C), 11.39 (sa,1H, C-NH-

C), 8.27 (s, 1H, CH=C-CO2), 7.61 (d, J=7.6 Hz,1H,CH-NH-C=C-CH), 7.47 (d, J=7.6 Hz,

1H, C=CH-C-CH), 7.40 (d, J=3.2 Hz, 1H, CH-NH-C-CH), 7.38 (d, J=3.2 Hz, 1H, C-NH-C-

CH), 7.16 (td, J= 7.6, 1.2 Hz,1H, CH-NH-C-CH=CH), 7.11 (id, J= 7.6, 1.2 Hz,1H, C-NH-

C-CH=CH), 7.08 (td, J= 7.6, 1.2 Hz,1H, CH=C-C-CH=CH), 7.03 (td, J= 7.6, 1.2 Hz,1H,

C=CH-C-CH=CH), 6.49 (s, 1H, C=CH-NH), 6.40 (s, 1H, NH-C=CH-C), 3.73 (s, 3H, O-

CHa).
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13C

Il. Espectro RMN *3C del compuesto 7a
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RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds) 8(ppm): 167.9(C=0), 136.8 (C-CO2-CHs), 136.2 (CH=C-
CO2-CH3), 136.1 (CH-NH-C), 133.8 (C-NH-C-CH), 128.8 (NH-C=CH-C), 128.8 (C=CH-
NH), 127.7 (C=C-NH-CH), 122.9 (CH-NH-C-CH=CH), 121.6 (C-NH-C-CH=CH), 121.2
(CH=C-C-CH=CH), 120.6 (C=CH-C-CH), 119.5 (C=CH-C-CH=CH), 118.6 (CH-NH-C=C-
CH), 117.5 (NH-C=CH-C), 112.6 (CH-NH-C-CH), 111.9 (C-NH-C-CH), 110.8 ( C=CH-

NH), 101.7 (NH-C=CH-C), 52.37 (C-OCHj).
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Consideraciones:

Los desplazamientos quimicos se expresan en partes por millén (ppm) y las constantes
de acoplamiento (J) estan expresadas en Hertz (Hz). Para indicar la multiplicidad se
indica con las siguientes abreviaturas: s, singulete; sa, singulete ancho; d, doblete; dt,

doblete de triples.
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lll. Resultado y condiciones de cromatografia liqguidos de alto rendimiento

Laboratorio de Cromatografia
Condiciones Cromatogréficas

Muestra: RxCDK2
Cromatografo de Liquidos Agilent 1260 Infinity Il
Detector Agilent 1260 UV Arreglo de diodos
Longitud de onda de los cromatogramas 254 nm
Columna Kinetex 5 pm EVO C18 100 A 2.1 x 100 mm
Eluyente ACN Agua (TEA 0.05%)
inicial 20 80

30 min 100 0
Flujo 0.2 mL/min
Disolvente de las muestras ACN

Analiz6: Eréndira Garcia
Fecha 20-06-2022
Revis6: Carmen Marquez

FRP-LCR-IQUI-02-001

Data File C:\USERS\P...NTS\CHEMSTATION\1\DATA\2022\EGRADSEQ 2022-06-20 12-08-41\1FC-0301.D
Sample Name: RxCDK2
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Acq. Operator : SYSTEM Seq. Line : 3Sample Operator :
SYSTEM

Acq. Instrument : 1260 Infinity II DAD Location : P1-F-03Injection
Date : 6/20/2022 1:45:39 PM Inj : 1
Inj Volume : 1.000 pl
Acg. Method : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\2022\egradseq 2022-
06-20 12-08
-41\egrad.M
Last changed : 6/20/2022 11:51:43 AM by SYSTEM

Analysis Method : C:\Users\Public\Documents\ChemStation\1\Data\2022\egradseq 2022-
06-20 12-08

-41\egrad.M (Sequence Method)
Last changed : 6/20/2022 2:10:27 PM by SYSTEM
(modified
after loading) Additional Info
: Peak(s) manually integrated

mAU ]

40 —

20

DAD1 D, Sig=254,4 Ref=off (C:\USERS\P..\CHEMSTATION\T\DATA\2022\EGRADSEQ 2022-06-20 12-08-41\1FC-

18.020

11.120
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Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 D, Sig=254,4 Ref=off

Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

1 11.120 BB 0.0405 7.22733 2.95947 0.1725
2 18.020 BV R 0.1204 3970.52686 501.47461 94.7502
3 18.852 VW E 0.1538 69.94579 6.59381 1.6691

4 19.666 VB E 0.1184 14.68323 1.89495 0.3504

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

6 20.641 BB 0.1654  29.00581 2.49876 0.6922
7 22.382 BB 0.1418 32.68394 3.35167 0.7799

8 23.285 BB 0.1213 44.18201 5.64351 1.0543

Totals : 4190.52282 526.82053

*** End of Report **
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V. Graficas método de FRAP

Curva estandar Trolox
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Figura 16 Curva estandar trolox. FRAP
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V. Graficas método de ORAC
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VI. Andlisis estadistico

» Compuesto 7a

A. PRUEBA DPPH

One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P =0.114)
Equal Variance Test: Passed (P =0.802)
Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
DPPH 3 0 0.607 0.0469 0.0271
1 3 0 0.629 0.0149 0.00863
10 3 0 0.610 0.0204 0.0118
100 3 0 0.525 0.0189 0.0109
1000 3 0 0.297 0.0194 0.0112
ANOVA
Source of DF | sS MS F P
Variation
Between 4 0.229 0.0572 | 79.977 <0.001
Groups
Residual 10 0.007 0.0007
Total 14 0.236

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method):

. Diff of ,
Comparison Means q P P<0.050
DPPH vs. 1000 0.310 14.180 -- Yes
DPPH vs. 100 0.082 3.756 -- Yes
DPPHvs. 1 0.022 1.018 -- No
DPPH vs. 10 0.003 0.143 -- | Do Not Test
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> Acido galico

One Way Analysis of Variance
Failed (P < 0.050)

Normality Test:

Equal Variance Test: Passed (P =0.352)
Group _
N Missing Mean Std Dev SEM
Name
DPPH 3 0 0.640 0.011 0.0064
1 3 0 0.584 0.004 0.0027
3.16 3 0 0.507 0.012 0.0069
10 3 0 0.278 0.060 0.0349
31.62 3 0 0.034 0.000192 0.0001
100 3 0 0.033 0.000667 0.0004
ANOVA
Source of DF | ss MS F P
Variation
Between Groups 5 1.105 0.221 336.041 <0.001
Residual 12 0.0079 0.0006
Total 17 1.113

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method):

. Diff of .
Comparison Means q P P<0.050
DPPH vs. 100 0.606 28.956 -- Yes
DPPH vs. 31.62 0.606 28.918 -- Yes
DPPH vs. 10 0.362 17.303 -- Yes
DPPH vs. 3.16 0.133 6.362 -- Yes
DPPHvs. 1 0.055 2.658 -- No
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> Trolox

One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P =0.057)
Equal Variance Test: Passed (P =0.181)
Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
DPPH 3 0 0.640 0.0111 0.0064
3.16 3 0 0.589 0.0107 0.0062
5.62 3 0 0.549 0.0131 0.0075
10 3 0 0.479 0.0131 0.0075
17.78 3 0 0.359 0.0153 0.0088
31.62 3 0 0.144 0.0163 0.0094
56.23 3 0 0.028 0.00192 0.0011
100 3 0 0.025 0.00135 0.0007
ANOVA
Source of DF ss MS F P
Variation
Between Groups 7 1.348 0.193 1411.644 <0.001
Residual 16 0.00218 0.000136
Total 23 1.350

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method):

Comparisons for factor:

Comparison l\a:ef;r?; q' P P<0.050
DPPH vs. 100 0.615 64.445 -- Yes
DPPH vs. 56.23 0.612 64.153 -- Yes
DPPH vs. 31.62 0.496 52.059 -- Yes
DPPH vs. 17.78 0.281 29.455 -- Yes
DPPH vs. 10 0.161 16.871 -- Yes
DPPH vs. 5.62 0.090 9.531 -- Yes
DPPH vs. 3.16 0.050 5.301 -- Yes
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» Compuesto 7a

B. PRUEBA TBARS

One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P =0.612)
Equal Variance Test: Passed (P =0.989)
Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
FeSO4 3 0 10.061 0.896 0.517
1 3 0 9.269 0.656 0.379
1.33 3 0 8.948 0.514 0.297
1.78 3 0 8.457 0.585 0.338
2.37 3 0 7.766 0.922 0.532
3.16 3 0 7.217 0.615 0.355
4.22 3 0 5.648 0.980 0.566
5.62 3 0 3.501 1.173 0.677
7.5 3 0 1.348 0.568 0.328
10 3 0 0.985 0.919 0.530
ANOVA
Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 9 295.926 32.881 50.040 <0.001
Residual 20 13.142 0.657
Total 29 309.068

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method):

) Diff of
Comparison q' P P<0.050
Means
FeSO4vs. 10 9.077 13.714 -- Yes
FeSO4vs. 7.5 8.713 13.164 -- Yes
FeSO4vs. 5.62 6.560 9.912 -- Yes
FeSO4vs. 4.22 4.414 6.669 -- Yes
FeSO4 vs. 3.16 2.845 4.298 -- Yes
FeSO4 vs. 2.37 2.296 3.468 -- Yes
FeSO4vs. 1.78 1.604 2.424 -- No
FeSO4 vs. 1.33 1.114 1.683 -- Do Not Test
FeSO4svs. 1 0.793 1.198 -- Do Not Test
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> Acido galico

One Way Analysis of Variance

Normality Test:

Failed (P < 0.050)

Equal Variance Test: Passed (P =0.458)
Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
FeSO4 3 0 10.061 0.896 0.517
1.789 3 0 10.219 0.658 0.380
3.16 3 0 9.931 0.301 0.174
5.62 3 0 9.465 0.190 0.110
10 3 0 8.210 0.281 0.162
17.78 3 0 5.274 0.136 0.078
31.62 3 0 2.705 0.241 0.139
56.23 3 0 1.224 0.292 0.169
100 3 0 0.520 0.256 0.148
ANOVA
Source of
Variation DF SS MS F P
Between Groups 8 388.254 48.532 | 261.658 <0.001
Residual 18 3.339 0.185
Total 26 391.592

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method):

. Diff of ,

Comparison Means q P P<0.050
FeSO4 vs. 100 9.541 27.134 -- Yes
FeSO4vs. 56.23 8.837 25.130 -- Yes
FeSO4vs. 31.62 7.356 20.919 -- Yes
FeSO4vs. 17.78 4.787 13.614 -- Yes
FeSO4vs. 10 1.851 5.264 -- Yes
FeSO4vs. 5.62 0.596 1.695 -- No
FeSO4vs. 1.789 0.158 0.449 -- Do Not Test
FeSO, vs. 3.16 0.130 0.369 -- Do Not Test
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> Trolox

One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P =0.127)
Equal Variance Test: Passed (P =0.384)
Group .
N Missing Mean Std Dev SEM
Name

FeSO, 3 0 9.973 0.842 0.486
3.16 3 0 9.150 1.254 0.724
5.62 3 0 8.362 0.713 0.411
10 3 0 7.329 0.420 0.243
17.78 3 0 6.815 0.326 0.188
31.62 3 0 4.611 0.355 0.205
56.23 3 0 1.308 0.746 0.431
100 3 0 0.388 0.076 0.0441

ANOVA
Source of Variation DF SS MS P
Between Groups 7 267.449 38.207 81.270 <0.001
Residual 16 7.522 0.470
Total 23 274.971

Multiple Comparisons versus Control Group (Dunnett's Method):

Comparison la:ef;r?; q' P P<0.050

FeSO, vs. 100 9.585 17.120 - Yes
FeSO, vs. 56.23 8.665 15.478 - Yes
FeSO,vs. 31.62 5.362 9.577 - Yes
FeSO,vs. 17.78 3.158 5.640 - Yes
FeSO, vs. 10 2.644 4.723 - Yes
FeSO4 vs. 5.62 1.611 2.877 -- No
FeSO4 vs. 3.16 0.823 1.471 -- Do Not Test

59




» Compuesto 7a

Estadisticos descriptivos

C. FRAP

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 0.16 0.0533 6'666T§E;
100 3 22.0556 7.3519 0.4115
250 3 52.6111 17.5370 0.4115
500 3 | 102.0556 34.0185 2.8807
1000 3| 170.3889 56.7963 3.1893
ANOVA
. Grados Promedio Valor
Orlg_en _de las Suma de de de los F Probabilidad critico
variaciones cuadrados .
libertad cuadrados para F
Entre grupos 4193.5185 3 1397.8395 811.1642 4.0662
Dentro de los 13.7860 8 1.733
grupos
Total 4207.30 11

Andlisis de las medias por método de Tukey con un intervalo de confianza de 95%.

Comparacion Medias std err p-value p<0.05

Control vs100 7.299 0.6778 1.370E-4 Sthay
diferencia

Control vs 250 17.484 06778 | 4.1925E-08 Sthay
diferencia

Control vs 500 33.9652 0.6778 | 4.1637E-11 Sthay
diferencia

Control vs 1000 56.7429 06778 | 1.2522E-12 Sthay
diferencia
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> Acido galico

Estadisticos descriptivos

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 0.16 0.053 6.666TE-05
3.125 3 22.611 7.537 20.164
6.25 3 69.277 23.092 20.164
12.5 3 172.6111 57.537 12.448
25 3 361.5 120.5 8.333
50 3 745.388 248.462 80.658
100 3 1462.05 487.351 311.213
ANOVA
Origen de las Sumade Grados Promedio Probabilida V?I.or
variaciones cuadrados de de los F d critico
libertad | cuadrados para F
Entre grupos 506976.88 5 1013%5'377 1343.0339 | 4.7133E-16 3'10548752
Dentro de los 905.967 12 75.4972
grupos
Total 507882.85 17

Analisis de las medias por método de Tukey con un intervalo de confianza de 95%

Comparacion Medias std err p-value p<0.05

Control vs 3.125 7.483 4.6444 0.0950 No hay
diferencia

Control vs 6.25 23.039 4.6444 0.0423 No hay
diferencia

Control vs 12.5 57.483 4.6444 7.8625E-06 Sthay
diferencia

Control vs 25 120.446 4.6444 5.937E-10 Sthay
diferencia

Control vs 50 248.709 4.6444 3.1752E-14 Sthay
diferencia

Control vs 100 487.298 4.6444 2-1538E-14 Sthay
diferencia
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» Quercetina

Estadisticos descriptivos: ©si

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control 3 0.160 0.0533 6'6%?5
3.125 3 20.944 6.981 25.102
6.25 3 72.055 24.018 34.053
12.5 3 170.389 56.796 60.596
25 3 397.056 132.351 210.288
50 3 839.278 279.759 373.559
ANOVA
Origen de las Suma de Grados Promedio de N V?I.or
variaciones cuadrados de los Probabilidad critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 148956.667 4.000 37239.167 264.6328 0.0000 3.4780
Dentro de los 1407.202 |  10.000 140.720
grupos
Total 150363.868 14.000

Anélisis de las medias por método de Tukey con un intervalo de confianza de 95%

Comparacion Medias std err p-value p<0.05

Control vs 3.125 6.9281 6.2511 0.9652 No hay
diferencia

Control vs 6.25 23.965 6.2511 0.1438 No hay
diferencia

Control vs 12.5 56.742 6.2511 3.6845E-04 Sthay
diferencia

Control vs 25 132.298 6.2511 4.8127E-08 Sthay
diferencia

Control vs 50 279.705 6.2511 4.9204E-12 Sthay
diferencia
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Estadisticos descriptivos:

D. ORAC

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Fotomar 3 0.2089 0.0696 0.00012
Acido 3 1.6202 0.5401 0.00423
galico
Quercetina 3 12.482 4.1607 0.56360
ANOVA
Fuente Grados de Suma de Promedio de F P
libertad cuadrados los cuadrados
Entre
2 30.0671 15.0335 79.399 < 0.0001
grupos
Dentro de 6 1.13605 0.18934
los grupos
Total 8 31.2031701

Analisis de las medias por método de Tukey con un intervalo de confianza de 95%.

Comparacion Medias std err p-value p<0.05
Fotomar vs Acido 0.47043 0.2512 0.4337 No hay
gélico diferencia
Fotomar vs 4.0910 0.2512 6.3673E-05 Sthay
Quercetina diferencia
Acido galico vs 3.6206 0.2512 0.00012817 Sthay
Quercetina diferencia
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Estadisticos descriptivos:

E. Efecto del tratamiento térmico y pH en la actividad antioxidante

Desviacion
Variable Observaciones | Minimo | Maximo | Media .
tipica
%Inhibicion 56 46.5500 | 92.3300 | 64.3039 11.9054
ANOVA
Promedio de
Fuente Grados de Sumade
) los F P
libertad cuadrados
cuadrados
Modelo 27 7730.165 286.302 122.430 < 0.0001
Error 28 65.477 2.338
Total 55 7795.642
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Analisis de las medias por método de Tukey con un intervalo de confianza de 95%

Categoria Media Error Grupos

9 estimada estandar P
60°C/ 15 min, pH 7 47.2500 1.0813 | A
80°C/ 5 min, pH 7 50.6000 10813 |A| B
60°C/ 30 min, pH 9 50.9000 10813 |A| B
60°C/ 30 min, pH 7 51.0700 10813 |A|B|C
?'” temperatura, pH 51.6750 1.0813 |AlB|C|D
60°C/ 5 min, pH 5 52.9900 10813 [A|B|C|D|E
60°C/ 30 min, pH 5 56.2450 10813| |B|C|D|E[F
60°C/ 5 min, pH 7 56.8600 10813| |B|C|D|E[F
S'” temperatura, pH 57.2600 1.0813 c|p|E|F
80°C/ 5 min, pH 9 57.3600 1.0813 DIE|F
60°C/ 15 min, pH 5 58.2850 1.0813 E[F
60°C/ 5 min, sin 59.3700 1.0813 F
modificar pH
80°C/ 5 min, sin 59.7200 1.0813 G
modificar pH
60°C/ 15 min, pH 9 60.5650 1.0813 G| H
60°C/ 5 min, pH 9 60.8200 1.0813 FIG|H
60°C/30 min, sin 63.7100 1.0813 G|H|I
modificar pH
80°C/ 5 min, pH 5 66.3000 1.0813 "INE
FOTOMAR 66.6050 1.0813 "INE
60°C/ 15 min, sin 67.3100 1.0813 13
modificar pH
Sin temperatura pH 5 67.5250 1.0813 I{J
80°C/ 30 min, sin 69.1250 1.0813 13|k
modificar pH
80°C/ 15 min, sin 72.2700 1.0813 Ik L
modificar pH
80°C/ 15 min, pH 5 74.1700 1.0813 K| L
80°C/ 30 min, pH 5 76.5250 1.0813 LM
80°C/ 30 min, pH 9 80.5150 1.0813 M| N
80°C/ 15 min, pH 7 83.5250 1.0813 N
80°C/ 15 min, pH 9 90.5650 1.0813 0
80°C/ 30 min, pH 7 91.3950 1.0813 0
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VII.

Simposio Instituto de Quimica

“Sintesis y evaluacién antioxidante de un andlogoestructural del alcaloide Caulerpina”

Karla Daniela Cardenas Gutiérrez, Dr. Rubén Omar Torres Ochoa, Mtro. Antonio Nieto, Dra. Yenizey Merit Alvarez Cisneros,

Dra. Rosa Maria Chavez -Santos, Dr. Roberto Martinez.

Resumen

En la industria alimentaria los aditivos son de gran importancia debido a que ayudan a mejorar algiun aspecto
tecnoldgico de los productos alimenticios, asi como prolongar la vida de anaquel, mejorar la calidad y conservar las .
propiedades fisicas y sensoriales. Existen diferentes grupos de aditivos, entre ellos destacan los antioxidantes que
acttian previniendo o retrasando la oxidacién de los lipidos, dentro de los cuales se encuentran compuestos de origen
natural que contienen en su estructura anillos inddlicos (M. Konus, D. Cetin, N.D. Kizilkan et al, 2022). Es por esta razéon
que el objetivo del presente proyecto se centra en sintetizar y evaluar la capacidad antioxidante de un andlogo
estructural del alcaloide Caulerpina para su uso potencial como aditivo en alimentos que sean susceptibles a la

oxidacion lipidica.

El compuesto fue sintetizado por medio de los siguientes pasos

de reaccion:
~o s 3G
A ST ,\oJ-Ls,-m,o\ - S
CH3CN, 0°C H
0 o
(4l} (3) 93% )
DLP, DCE
reflujo
H ‘ H
Iy N
HN Piperidina, ACOH 7 " ¥, o
-
Tolueno o’ N
A reflujo, Dean Stark o7 H
N
L
(7a) 40% (6) (5) 30%

Se obtuvo un sdlido color mostaza con un peso molecular de
316.36 g/ mol, punto de fusion de 236-2382C.

Agradecimientos:
CONACYT Proyecto A1-S-16584
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Se evalud su actividad antioxidante por medio

de las pruebas:

« DPPH

+ TBARS

¢ ORAC
FRAP

TABLA 1. Pruebas de antioxidantes

Muestra

TBARS IC50

(M)

DPPH IC50
(C0]

Bisindol

4554016

947.98419.75) 56.80¢1.79

Trolox
equivalentes(uv)

ORAC

10.08+1.44

Acido galico

19.82+0.84

876108 487.35418.5

43284381

Los valores representan el

promedio de tres experimentos

independientes (n= 3) + error estandar de la media

Finalmente, se realizaron pruebas de estabilidad a
diferentes valores de pH y temperatura con el fin
de observar el efecto del compuesto frente a la
oxidacion lipidica.
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