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Resumen

Este trabajo de investigacion aborda la purificacion y caracterizacion de la ftalida
Z-ligustilida (1), el estudio electroquimico y la electrolisis preparativa de la ftalida 1 en un medio
aprotico para la obtencion de derivados de ftalida y evaluacion de algunas de sus propiedades

bioldgicas.

La purificaciéon mediante cromatografia en columna rapida de un extracto hexanico de la
especie Ligusticum porteri permitié la obtencion de la ftalida 1 con una abundancia del 94 %,
determinada por HPLC. El andlisis electroquimico mediante VC de la ftalida 1 con un electrodo
de GC en 0.1 M de TBAPFs en DMF y ACN mostré un méaximo de iy, a 1.4 V y un maximo de
ipc a-2Vvs. Ag/Ag". La iy, y la i, son independientes. En oxidacion y reduccion, la ftalida 1

muestra un comportamiento quimicamente irreversible desde bajas hasta altas v. La reaccion
electroquimica de oxidacion tiene asociada una pasivacion del electrodo, mientras que, el proceso
de reduccion estd controlado por difusion. La primera transferencia electronica de la ftalida 1
ocurre de acuerdo con un mecanismo tipo EC; ... La reaccién quimica acoplada a la transferencia
electronica es la protonacion, cuya constante de velocidad es mayor a la k°. En un medio aprético,
la ftalida 1 actGia como un 4cido de Brensted-Lowry en presencia de la base generada tras el
proceso de transferencia electronica. En la electrolisis potenciostdtica a -2 V se obtuvo un
rendimiento moderado del 67 % de la 6,7-dihidroligustilida y un bajo rendimiento de la
Z-butilidenftalida (2) (31 %). El derivado 2 mostr6 la mas alta toxicidad en Artemia salina y el
mayor porcentaje de inhibicion en las enzimas AChE, a-Glucorat y a-Glucolev en comparacion

con la 6,7-dihidroligustilida.

Palabras clave: electrodo de carbono vitreo (GC), mecanismo de transferencia electronica
acoplada a una reaccion quimica irreversible (ECiyey), voltamperometria ciclica (VC), enzima
acetilcolinesterasa (AChE), enzima a-glucosidasa de raton (a-Glucorat) y enzima a-glucosidasa

de levadura (a-Glucolev).
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Abstract

This research work deals with the purification and characterization of the phthalide
Z- ligustilide (1), the electrochemical study and preparative electrolysis of phthalide 1 in an aprotic

medium to obtain phthalide derivatives and further evaluation of some of its biological properties.

Purification by flash chromatography of a hexane extract of Ligusticum porteri species
allowed the isolation of phthalide 1 with an abundance of 94 %, determined by HPLC.
Electrochemical analysis by VC of phthalide 1 with a GC electrode in 0.1 M TBAPFs in DMF and
ACN showed a maximum iy, at 1.4 V and a maximum i, at -2 V vs. Ag/Ag". The i), and iy, are
independent. In oxidation and reduction, phthalide 1 shows chemically irreversible behavior from
low to high v. The electrochemical oxidation reaction has an associated electrode passivation,
whereas the reduction process is diffusion controlled. The first electron transfer of phthalide 1
occurs according to an ECiyey type mechanism. The chemical reaction coupled to the electronic
transfer is protonation, whose rate constant is greater than k°. In an aprotic medium, phthalide 1
acts as a Brensted-Lowry acid in the presence of the base generated after the electron transfer
process. On potentiostatic electrolysis at -2 V vs. Ag/Ag’, a moderate yield of 67 % of the
6,7-dihydroligustilide and a low yield of the Z-butylidenephthalide (2) (31 %) were obtained.
Phthalide derivative 2 showed the highest toxicity on Artemia salina and the highest percentage

inhibition on AChE, a Glucorat and a Glucolev enzymes compared to 6,7-dihydroligustilide.

Keywords: glassy carbon (GC) electrode, electron transfer mechanism coupled to
irreversible chemical reaction (ECiyev), cyclic voltammetry (CV), acetylcholinesterase enzyme

(AChE), mouse a-glucosidase enzyme (o Glucorat) and yeast a-glucosidase enzyme (a Glucolev).
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Introduccion

Los productos naturales son una fuente estructural para el desarrollo de nuevas moléculas
con actividad farmacologica. Mas del 80 % de los medicamentos son productos naturales o se
. . . 1 , . . .
inspiraron a partir de un compuesto natural.” La sintesis de derivados a partir de compuestos de
origen natural permite modular su actividad bioldgica y generar conocimiento sobre su reactividad
quimica y mecanismo de accion farmacologica. Por ejemplo, el acido acetilsalicilico es el firmaco
mas utilizado a nivel mundial y su hallazgo se debe a la sintesis de derivados del acido salicilico,

el cual se forma a partir de la salicina, que es el producto natural obtenido del sauce (Salix sp.).>

A diferencia de la sintesis tradicional, la electroquimica es una ruta alterna de sintesis que
emplea al electron como reactivo en reacciones redox. La activacion electroquimica por medio de
la transferencia de electrones permite generar radicales, los cuales experimentan la reactividad
clasica descrita en quimica orgéanica. La electrélisis de Kolbe para obtener alcanos y olefinas a

3

partir de la oxidacion de 4cidos orgdnicos’, es un ejemplo del empleo de métodos electroquimicos

en sintesis orgénica.

Las ftalidas son compuestos naturales bioactivos distribuidos en su mayoria en fuentes
vegetales. Las especies vegetales de los géneros Ligusticum y Angelica, pertenecientes a la familia
Umbelliferae o Apiaceae, contienen la mayor cantidad de ftalidas®. Entre los constituyentes
principales, la ftalida Z-ligustilida posee una gran variedad de efectos farmacolégicos®, y por ello

ha sido objeto de estudio en la relacion estructura-actividad.

En ese contexto, este trabajo tiene por objetivo estudiar por métodos electroquimicos la
ftalida Z-ligustilida y obtener derivados naturales a partir de reacciones de oxidacion y reduccion

electroquimica para una posterior evaluacion de algunas de sus propiedades bioldgicas.
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Capitulo 1.

Antecedentes

1.1 Ftalidas
1.1.1 Distribucion y uso tradicional

Las ftalidas son moléculas pequefias presentes en los aceites esenciales de las especies
vegetales. Leon y colaboradores® reportaron la distribucion de ftalidas y sus derivados en 17
familias vegetales, incluyendo Apiaceae (Umbelliferae), Bignoniaceae, Cactaceae, Asteraceae
(Compositae), Gentianaceae, Lamiaceae, Leguminosae (Fabaceae), Loganiaceae, Oleaceae,
Onocleaceae, Orchidaceae, Papaveraceae, Piperaceae, Pittosporaceae, Poaceae (Gramineae)
Polygonaceae, Saxifragaceae, Typhaceae; y como constituyentes de hongos, liquenes, y hepaticas.
La mayor abundancia de ftalidas naturales esta distribuida en el género Ligusticum y Angelica de
la familia Apiaceae (Umbelliferae). La especie Ligusticum chuanxiong contiene mas de 95 ftalidas’

y la especie Angelica sinensis contiene alrededor de 50 ftalidas.®

Figura 1. Familia vegetal Apiaceae (Umbelliferae).

Las especies vegetales a base de ftalidas fueron una de las principales fuentes naturales en
la medicina tradicional de Asia, Europa y América.’ En China se report6 el uso de las raices del
género Angelica sinensis (Oliv.) Diels, conocida como dang gui, para el tratamiento de anemia,
desoérdenes ginecologicos, como agente hematopoyético para la regulacion de los ciclos
menstruales'’, y en el tratamiento de enfermedades cerebrales y cardiovasculares.!! En Europa, las
culturas asentadas alrededor de las regiones de Livonia y Courland reportaron el uso de 69 familias
vegetales, entre ellas la familia Apiaceae, para tratar cuatro categorias de enfermedades: digestivas

(24 %), cutaneas (22 %), respiratorias (11 %) y generales (11 %).!2 En las tribus de Hispanoamérica
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y América del Norte se reporto el uso de la raiz de la especie Ligusticum, conocida como Osha,
para tratar una variedad de enfermedades, incluyendo bronquitis, tuberculosis, neumonia, refriados
y dolores de la garganta.!® Otra planta perenne con actividad terapéutica y perteneciente a la familia
Apiaceae es la especie Lomatium, una fuente vegetal de alto valor cultural y medicinal para las
tribus al noroeste de Estados Unidos.'* Ademas de su funcion antiinflamatoria, también se ha
reportado su uso como conservante natural. Por ejemplo, la especie Apium graveolens,
comunmente conocida como apio, exhibe un efecto antioxidante y antimicrobiano que contribuye

a la conservacion de los alimentos. '

1.1.2 Estructura y biosintesis

En general, la familia Umbelliferae tiene una alta cantidad de compuestos biolégicamente
activos que se pueden clasificar en tres grupos: compuestos polifenolicos, poliacetilenos y
terpenoides.'® Las ftalidas, caracterizadas por un fuerte aroma semejante al del apio®, son una clase
de poliacetilenos o policétidos que pertenecen al grupo de metabolitos secundarios derivados de
los 4cidos grasos. Las ftalidas constan de una estructura biciclica, conocida como
1(3H)-isobenzofuran-1-onas (Figura 2), la cual posee un anillo de benceno (anillo A) fusionado a

una y-lactona (anillo B) entre los carbonos 1y 3.!7

3(a)

B O

() !
O

Figura 2. Estructura quimica de la ftalida 1(3H)-isobenzofuran-1-ona.

Este metabolito secundario se biosintetiza por la accion de un complejo multienzimatico,
llamado policétido sintasa (PKS).'®!° La ruta biosintética de ftalidas inicia con la formacion del
tetracétido, a partir de una reaccion de condensacion entre una molécula de acetil-CoA con cuatro
unidades de malonil-CoA, seguido de subsecuentes reacciones de condensacion, oxidacion y

reacciones intramoleculares.?’
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1.1.3 Sintesis, reactividad y actividad bioldgica

En 1922, Davies & Perkin reportaron la primera sintesis de isobenzofuranonas, a partir de la
descomposicion térmica del 2-(bromometil) benzoato de etilo.?! En 1955, Eliel et al. realizaron
una reaccion de reduccion del ftalato de metilo con LiAlH4 para obtener la ftalida con buenos
rendimientos.?? En 1989, Watanabe et al. reportaron la sintesis de derivados de ftalida a partir de
la reacciéon de cicloadicion Diels-Alder entre furanonas sustituidas y sililoxidienos con
rendimientos moderados y buenos.?® Otras reacciones incluyen la orfo-metalacion dirigida?, la
hidroacilacion catalitica intramolecular® y reacciones de ciclacion catalizadas por paladio.?®?’
Entre los sitios reactivos explorados en la ftalida estan: el ataque nucleofilico en el grupo

carbonilo®®, reacciones de sustitucion nucleofilica en el carbono 3?° y reacciones con los dobles

enlaces en los carbonos 4, 5, 6y 7.%°

Seglin su composicion estructural, las ftalidas sintéticas y las de origen vegetal se clasifican
en ftalidas monoméricas, hidroxiftdlidas y ftalidas poliméricas (Figura 3). Las ftalidas
monoméricas se subclasifican en 3-no sustituidas y 3-sustituidas, las cuales son las mas abundantes
en la naturaleza y en relacion con el tipo del sustituyente en el carbono 3 se dividen en ftalidas
alcaloideas y no alcaloidas.?’ Las hidroxiftdlidas se caracterizan por la presencia del grupo
hidroxilo y las ftalidas poliméricas resultan de la fusién de dos o mas unidades de ftalida. De
fuentes vegetales, se han aislado 27 ftalidas monoméricas, 54 hidroxiftalidas y 52 ftalidas
poliméricas.” Dada su diversidad estructural, las ftalidas son intermediarios sintéticos para el
desarrollo de nuevos compuestos orgdnicos. Sankara et al. reportaron el uso de ftalidas
3-sustituidas como bloques de construccién en la sintesis orgdnica de productos naturales,

carbociclos y heterociclos.’!

27



Ftalidas
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Figura 3. Clasificacion estructural de las ftalidas.

Los derivados de ftalida tienen una amplia gama de propiedades terapéuticas. Estas incluyen
la modulacion de la funcion vascular, proteccion del sistema nervioso central, mejora en la reologia
sanguinea, efecto antioxidante, antiinflamatorio, analgésico, anticancerigeno y proteccion a los
huesos y 6rganos.*? Por ejemplo, la senkiunolida A, aislada de la especie Ligusticum chuanxiong,
es una ftalida monomérica que inhibe la progresion de la osteoartritis al bloquear la activacion del
inflamasoma NLRP3.?* Noscapina, una ftalida alcaloidea aislada del Papaver somniferum, retrasa
el avance de la esclerosis multiple al inhibir la desmielinizacion del sistema nervioso central y la
actividad de la bradicina en condiciones inflamatorias.>* La hidroxiftalida, senkiunélida H, ayuda
en el accidente cerebrovascular isquémico mediante el efecto antiinflamatorio y antiapoptotico al
regular la via de sefializacion PI3K/AKT.* La actividad antioxidante de la ftdlida dimérica,
levistolida A aislada de Ligusticum chuanxiong, permite la expansion de células madre

hematopoyéticas de cordén umbilical para el tratamiento de enfermedades hematolégicas.>

Entre los primeros farmacos a base de ftalida administrados a nivel mundial estan: la 3-n-
butilftalida, aprobado por la administraciéon de alimentos y medicamentos de China en 200237,
como medicamento antiplaquetario para el accidente cerebrovascular isquémico®® y el acido
micofendlico, aprobado por la administracion de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos
en 2012%°, como farmaco inmunosupresor para disminuir el rechazo del organismo al trasplante de

6rganos.*® Anderson et al. sintetizaron analogos del acido micofenélico y encontraron que los
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compuestos que carecian de la lactona eran menos citotoxicos.*! Por lo tanto, parte de la actividad
farmacologica de esta clase de productos naturales se atribuye a la presencia de la y-lactona (anillo

A) en la estructura de las 1(3H)-isobenzofuran-1-onas.

Por otro lado, la exploracion del espacio quimico de las ftalidas a través de la sintesis de
derivados y el estudio de su actividad bioldgica ha contribuido a mejorar sus propiedades
farmacologicas. Por ejemplo, Fan et a/. disefiaron y sintetizaron 24 nuevos derivados de las ftalidas
3-sustituidas y encontraron que los sustituyentes tioéter y oxiéter en la posicion 3 le proporcionan

1.2 En el desarrollo de

una actividad antifungica similar al fungicida agricola comercial, hymexazo
nuevos farmacos antiinflamatorios, Chen et al. sintetizaron 31 nuevos derivados de ftalidas que
incluyen hibridos de ftalidas con 1,2,4-oxadiazoles, ftalidas quirales y aquirales.* La ftalida quiral,
Figura 4, mostrd una tasa de inhibicion del 95.23 % a 10 uM con un valor de ICso de 0.76 uM
contra la inflamacion via activacion del factor de transcripcion, NrF2, que regula la expresion de
enzimas antioxidantes, como HO-1, para inhibir la respuesta inflamatoria a la desregulacion del
oxido nitrico. En el estudio de la actividad vasodilatadora, Tang et al. evaluaron la actividad
terapéutica de diferentes derivados de ftalida, que incluyen monémeros, dimeros y enantiémeros.**

Los bioensayos mostraron que los dimeros tienen mayor actividad vasodilatadora que los

monomeros y que la quiralidad de la molécula también influye en la vasodilatacion.

\O (@)
WOKY,
o 0 OH

Figura 4. Ftdlida quiral
3-((4-((4-fluorobencil)oxi)fenil) (hidroxi)metil)-5, 7-dimetoxiisobenzofuran-1(3H)-ona.

1.2 Ftalida Z-ligustilida
1.2.1 Estructura

La ftalida ligustilida, conocida como 3-butilidene-4,5-dihidro-3 H-isobenzofuran-1-ona, es
una ftalida 3-sustituida distribuida en la mayoria de las especies vegetales de la familia

Umbelliferae.** La ftalida ligustilida es un isémero de la 3-butilftalida, que se caracteriza por
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tener una estructura biciclica con un doble enlace exociclico y dos dobles enlaces en los carbonos
3(a), 7(a), 6 y 7 (Figura 5). La posicion espacial de los atomos en el doble enlace exociclico da
lugar a los isomeros geométricos Z y E. El isomero cis (Z) es més estable que el isdbmero trans (E)
debido a la menor repulsion estérica. Por lo tanto, el contenido de la ftalida Z-ligustilida (1) es 10
veces mayor que la E-ligustilida en las especies vegetales.*” Con respecto a las propiedades fisicas,

la ftalida 1 es un aceite amarillo claro, con un punto de ebullicion de 168-169 °C.

Z-ligustilida (1) E-ligustilida

Figura 5. Isomeros de la ftdlida ligustilida.

1.2.2 Distribucion

El primer aislamiento de la ftalida 1 fue de la especie Ligusticum acutilobum en 1960,
seguido de Crnidium officinale Makino, Angelica sinensis (Oliv.) Diels y Ligusticum officinale
Koch.® Estas plantas son parte de la medicina tradicional China, y tienen el mas alto contenido de
la ftalida 1. En México, la ftalida 1 se aisla de la raiz de la especie Ligusticum porteri (Figura 6b).
La especie Ligusticum porteri es rica en ftalidas, incluyendo Z-ligustilida (1), Z-butilidenftalida
(2), (Z,Z°)-(6R,7R)-(6.6",7.3 'a)-diligustilida (3), toquinodlida B (4) y riligustilida (5). Ademas de
las ftalidas, en la raiz de esta especie también se han caracterizado la presencia del acido feralico
(6), isovainillina (7), ferulato de coniferilo (8) y B-sitosterol (9).*’ En la Figura 6a se presentan las

estructuras de los metabolitos secundarios aislados de la raiz de la especie Ligusticum porteri.
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Figura 6. a) Metabolitos secundarios aislados a partir de las raices de Ligusticum porteri. b)
Raiz de la especie vegetal Ligusticum porteri de la familia Apiaceae (Umbelliferae).

1.2.3 Actividad biologica

En la revision de estudios farmacologicos y farmacocinéticos, Xie et al. reportaron que la
ftalida 1 tiene alta actividad anticancerigena, antiinflamatoria, antioxidante, neuroprotectora, etc.>
Por ejemplo, en el tratamiento de enfermedades neurologicas, la ftalida 1 actia como antidepresivo
y se asocia con el aumento de los niveles de neuroesteroides (progesterona y alopregnanolona).”!
En la leucemia mieloide aguda (AML, por sus siglas en inglés), la ftalida 1 induce la apoptosis a
altas concentraciones (25 a 100 uM) y promueve la diferenciacion de células de AML a bajas
concentraciones (10 a 25 uM) por medio de la regulacion de los receptores nucleares Nur77 y
NOR-1.> Estas propiedades farmacoldgicas indican que la ftalida 1 es un compuesto prometedor

para el desarrollo de nuevos farmacos.

1.2.4 Reactividad

La ftalida 1 es un compuesto 1abil a temperatura ambiente. En exposicion al aire, la ftalida 1

se transforma lentamente en la Z-butilidenftdlida (2).”> En el estudio del mecanismo de
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aromatizacion, Zhuang et al. reportaron célculos de la DFT con experimentos de control que
demuestran que la aromatizacion resulta de una reaccion de oxidacion directa entre el oxigeno
molecular del aire en estado basal triplete con la ftalida 1.%° Duric et al. evaluaron la estabilidad
de la ftalida 1 tanto dentro del material vegetal como en presencia de luz durante 41 dias.>* Los
resultados mostraron que la luz tiene una fuerte influencia en la estabilidad de la ftalida 1 via
reacciones de fotodimerizacion. El principal producto de degradacion fue la formacion del dimero
endo-(Z,7°)-(3.8",8,3")-diligustilida (10) (Figura 7). Otros factores que influyen en la estabilidad
de la ftalida 1 son el pH, cosolventes y antioxidantes.’® Schinkovitz et al. caracterizaron los
productos de descomposicion de la ftalida 1 en la oscuridad a 4 °C durante 42 h mediante gHNMR
y GC-MS, y evaluaron el efecto de disolventes orgéanicos en la estabilidad de 1.°® El estudio mostrd
que los principales productos de degradacion son la ftalida 2, el acido ftalico (11) y el butiraldehido
(12) (Figura 7). Ademas, se encontr6 que la estabilidad de 1 aumenta en disolucion mas que en su
forma pura. La mezcla Hex/AcOEt (9:1, v:v) mantiene una pureza del 99.2 % de 1 cuando se
almacena a -30 °C durante un periodo de 41 dias. Otros disolventes organicos, como MeOH y

DMSO, también actuan como agentes estabilizadores.

o
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2 11 12
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Figura 7. Productos de degradacion de la ftalida Z-ligustilida (1).

En la exploracion de la reactividad quimica de la ftalida 1, se han obtenido productos de
hidrogenacion catalitica (13,14)*, de hidrolisis y tratamiento con fenilhidrazina (15), de
epoxidacion (16, 17)°’, entre otros (Figura 8). Por ejemplo, Beck et al. llevaron a cabo reacciones
de adicion con nucledfilos de azufre y nitrogeno.’® El carbonilo ,B,y,d insaturado en la estructura
de la ftalida 1 le confiere reactividad electrofilica, por lo que actua como aceptor de Michael con
bases suaves, como el tioglicolato de metilo, para obtener el 8-(tioglicolil
metil)-(6,7-dihidro)-Z-ligustilida (18). En presencia de bases fuertes como la bencilamina, la

ftalida 1 experimenta adiciones 1,2 para dar lugar a la N-bencil-3-butil-3-hidroxiftalimida (19).
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Rios et al. reportaron la obtencion de la ftalida dimérica, diligustilida (3), al calentar la ftalida
1 en un tubo sellado a 160 °C durante 40 h, asi como la sintesis de la dihidroligustilida y
wallichilida a partir de la hidrogenacion de 3.> La ftalida 3 se obtuvo en mayor rendimiento, lo
cual indica que la reaccion de Diels-Alder fue regio- y estereoselectiva, en la que el ciclohexadieno
homoanular y la olefina en el carbono 6 y 7 de la ftalida 1, acthan como dieno y diendfilo,
respectivamente (Figura 8). Dado el efecto de los acidos de Lewis como catalizadores en la
reaccion de Diels-Alder®, Rios et al. realizaron la sintesis de la ftalida 3 en presencia de los 4cidos
Et;OBF3 y SnCl4.%! Sin embargo, el resultado fue la formacion de ftélidas diméricas lineales (20).
Por lo tanto, el acido de Lewis forma complejos con el oxigeno del grupo carbonilo o con los
carbonos olefinicos (C-6 y C-7) de la ftalida 1, dando lugar a la formacion de carbocationes que

experimentan reacciones posteriores de adicion intermolecular de Michael.

Por otro lado, Quiroz et al. reportaron la formacion de fotociclodimeros [n2s+ n2s] al irradiar
una disolucién que contenia la ftalida 1 con una lampara de Hg, bajo atmoésfera de N2> y a
temperatura ambiente.%? La reaccion fotoquimica conduce a la formacién de la ftalida riligustilida
(5) (7 %), dimero natural aislado de la especie Ligusticum chuanxiong®,y tres dimeros simétricos
en rendimientos de 18.5 % (10), 11 % y 7.5 %. El analisis de orbitales moleculares (HSOMO y
LSOMO) y la evaluacion de cargas de Miilliken indicaron que la regio- y estereoselectividad de la
reaccion se debe a la mayor reactividad del doble enlace entre el C-3 y C-8, dada su disponibilidad
espacial y menor impedimento estérico. Para evaluar la influencia del catalizador en el producto
de la reaccion fotoquimica®, Shen et al. llevaron a cabo la reaccion fotoquimica con el catalizador
de Ir y obtuvieron la formacion de la ftalida endo-(Z,7Z°)-(3.8",8,3")-diligustilida (21) con un
rendimiento del 70 %.%° Por lo tanto, las condiciones de irradiacién también influyen en la

distribucién de los productos diméricos de la ftalida 1.
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Figura 8. Reactividad quimica de la ftalida Z-ligustilida (1).

En electrosintesis organica, se ha reportado la sintesis electroquimica de derivados de ftalidas
mediante la oxidacion de acidos carboxilicos con electrodos de Pt en una celda no dividida.’® En
la que, mediante la oxidacidon directa de acidos alifaticos, como el acido acético, se obtienen
radicales metilos que actian como mediadores para la generacion de radicales aroiloxi. Estos
radicales centrados en oxigeno experimentan reacciones de adicion intramolecular en presencia de
dobles enlaces electrofilicos, para dar lugar a ftalidas sustituidas como el compuesto 22 con

moderados y buenos rendimientos (Figura 9).

0]
(0]
N < Pt/Pt X CH;,
J =100 mAcm™ N
OH CH;0Na (0.3 eq) O
0 CH;CO,H (5 eq)
CH;0H 2 0
X = O'Bu (a), OEt (b), O"Pr (c), (a=58%,b=65%,c=42%,
O'Pr (d), OCH,CHCH, (e), y NEt, (f) d=54%,e=43%,yf=33%)

Figura 9. Reaccion de lactonizacion electroquimica.
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Duan et al. reportaron la sintesis de la 6,7-expoxiligustilida (16) mediante la oxidacion de la
ftalida Z-ligustilida en una disolucién amortiguadora de acetato de amonio y acetonitrilo (1:1) con
electrodos de GC.%" Estos reportes sobre la electrosintesis de derivados de ftalida destacan la
ventaja de la técnica para acceder a nuevas rutas sintéticas de manera sostenible y econdémica en

comparacion a las metodologias de sintesis clasica.

1.3 Fundamentos de Electroquimica Organica

La electroquimica es una herramienta que permite estudiar y llevar a cabo reacciones de
transferencia electronica para la oxidacion o reduccion de moléculas en disolucion. En quimica
organica, estas reacciones no se asocian con la transferencia de electrones, sino con la transferencia
de atomos de hidrogeno y oxigeno. Por ejemplo, el mecanismo de oxidaciéon de compuestos
alifaticos con permanganato se describe en términos de la transferencia de atomos de oxigeno, lo
que resulta en la formacion del alcohol y un resto de manganeso (V) inestable que evoluciona
rapidamente en MnOz o Mn*" segiin el pH de la disolucién.®® Sin embargo, al considerar la
estequiometria de la reaccion, se observa que para que ocurra dicha reaccion es necesaria una
transferencia electronica. En ese sentido, la electroquimica es una alternativa a los métodos de
sintesis tradicionales que, en lugar de utilizar una especie oxidante o reductora, facilita la

transferencia electrénica en disolucion a través de un electrodo.®’

A diferencia de la quimica organica tradicional, en la que la formacion del intermediario
reactivo y la posterior reaccion quimica ocurren en disolucion (fase homogénea), en
electroquimica, la activacion de la molécula se lleva a cabo en la superficie de un electrodo (fase
heterogénea), y la reaccion quimica tiene lugar en la disolucion (fase homogénea).”® La ventaja de
utilizar un electrodo es que su potencial no es fijo y cambia de acuerdo a la diferencia de potencial
impuesto mediante una fuente de poder externa. Esto permite la activacion de diversas moléculas

organicas en disolucion y el acceso a nuevas rutas sintéticas.”’>

Siguiendo los principios 1 y 2 de la quimica verde’, el empleo de electrodos y fuentes de
poder en lugar de agentes oxidantes y reductores reduce la generacion de residuos toxicos y
aumenta la economia atémica de la reacciéon.””> Ademas, las reacciones electroquimicas pueden

llevarse a cabo bajo condiciones atmosféricas, por lo que evita el uso de sustancias y condiciones
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peligrosas’®, en linea con los principios 3, 5y 12. Por lo tanto, la electroquimica se encamina a

convertirse en un nuevo método de sintesis organica sostenible.

1.3.1 Principio de la transferencia electronica

La activacion de la molécula orgénica en la superficie del electrodo ocurre en la interface
electrodo-disolucidon via transferencia electronica directa entre el sustrato en disolucion y el
electrodo.”® En la mayoria de los casos, esta transferencia es de esfera externa, es decir, el electron
se transfiere sin la necesidad de la formacion o ruptura de un enlace de la molécula en solucion.” 76
La energia de estabilizacion requerida es del orden de 1 kcal-mol™!.” La transferencia electronica
depende del nivel de energia de los electrones en el electrodo y de la especie en disolucion. El

electrodo es un material conductor, cuyos electrones en el nivel mas alto de energia son descritos

por la energia del nivel de Fermi (E f).77 La Ef no es fija y se modula al aplicar un potencial
eléctrico (E) con una fuente de poder externa. La aplicacion de un E negativo desplaza la Ef hacia
niveles de menor energia, mientras que un E positivo desplaza la Ef hacia niveles de mayor
energia. Por lo tanto, la oxidacion y reduccion de la especie resulta termodindmicamente favorable
segln la E ¢ con respecto a la energia de los orbitales moleculares (HOMO y LUMO, por sus siglas
en inglés) de una especie en disolucion. Estos orbitales se encuentran relacionados con su potencial
estandar (E?®), que es el minimo de energia para que ocurra el proceso de transferencia electronica

(Figura 10).

T . | 4

—\
|

. LUMO 3
ol ¢ T 1a8
Ef | | ( # +HOM0 ______ E;
[AE + P
_____ )
s =587 J[k
A_ +C A
E E
—® O-————

Figura 10. Principio de la transferencia electronica en la interface electrodo-electrolito en una
celda electrolitica.
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La velocidad de la transferencia electronica en la superficie del electrodo esta limitada por la
energia de activacion. Para disminuir esta barrera de energia, se suministra un E mayor al potencial
estandar (E?). Esta diferencia de potencial se denomina sobrepotencial (1) y determina la rapidez

con la que ocurre la transferencia electronica entre el electrodo y la especie en disolucion.”

n=E—E° (1.1)

1.3.2 Doble capa eléctrica

En la region de la interface electrodo-disolucion se genera la doble capa eléctrica resultado de
la aplicacion de una diferencia de potencial eléctrico (AE) en el electrodo que induce su
polarizacion y resulta en la formacion de una capa cargada en la superficie del electrodo.” Los
iones solvatados del electrolito forman una capa alrededor de la superficie cargada del electrodo
para mantener el balance de cargas. Esta interaccion electrostatica da lugar a la formacion de la
doble capa eléctrica, cuyo grosor estd entre 1 y 10 nm, dependiendo de la AE aplicado en el
electrodo.”” La doble capa eléctrica genera un gradiente de energia con una AE > 1 V entre la
superficie del electrodo y el seno de la disolucion, y una caida del E en el orden de 10° V-ecm™.”

Como resultado de la formacion del gradiente de E, solo las especies cercanas a la superficie del

electrodo experimentan la reaccion de oxidacion o reduccion.

1.3.3 Factores que limitan la velocidad de la reaccion electroquimica

Lareaccion electroquimica genera una corriente eléctrica (i), denominada corriente Faradaica,
y se expresa por la ecuacion 1.2. Donde la i es directamente proporcional a la carga (Q) que pasa
por el electrodo. De acuerdo con la ley de Faraday®, la Q es proporcional al nimero de electrones
involucrados en la reaccion (n), los moles del compuesto (N) y la constante de Faraday (F)

(Ecuacion 1.3).

i=0Q/t (1.2)

Q=n-N-F (1.3)
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La corriente Faradaica esta condicionada por la velocidad de la transferencia electronica. De
acuerdo con Bard et al.®!, la velocidad de la reaccion electroquimica y, por ende, la corriente

Faradaica generada estd limitada por los siguientes procesos:

1. Transferencia electronica en la superficie del electrodo.

2. Transporte de masa.

3. Reacciones quimicas antes o después de la transferencia electronica. Protonacion y
dimerizacién (fase homogénea), y descomposicion catalitica (fase heterogénea).

4. Reacciones superficiales (procesos de adsorcion, desorcion, etc.).

La transferencia de carga y el transporte de masa son los principales factores que influyen en
la velocidad de la reaccion electroquimica. Si el paso limitante de la reaccion es la transferencia
de carga, la densidad de corriente generada (j = i/area del electrodo) esta descrita por la ecuacion
de Butler-Volmer (BV) (Ecuacion 1.4). Donde la j en el electrodo depende del i aplicado,

considerando que tanto la reaccion anddica como la catddica ocurren en el mismo electrodo.

j — ja _jc — jo [e(anFn/RT) _ e—(l—a)nFn/RT] (1.4)

Ja Y Je son las densidades de corriente anddica y catddica, j, es la densidad de corriente de
intercambio, a es el coeficiente de transferencia, R es la constante de los gases ideales y T es la

temperatura.

Cuando la reaccion electroquimica esta controlada por el transporte de masa, el sistema
alcanza el méximo de corriente Faradaica (i,,4,)- Es decir, la transferencia electronica es tan rapida
en la superficie del electrodo que ahora la velocidad de la transferencia estd limitada por la

concentracion de las especies en la superficie del electrodo (Figura 11).
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Figura 11. Curva voltamperométrica en régimen estacionario y no estacionario.
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Si la velocidad de la reaccion electroquimica esta limitada por el transporte de masa, la j esta

descrita por la ecuacion de Nernst-Planck (Ecuacion 1.5).3!

ac (x)
dx

3¢(x)

jix)=-D DC + Cv(x) (1.5)

Existen tres modos de transporte de masa: migracion, difusion y conveccion. Sin embargo, el
0¢(X)

término por migracion, ( DC ) se desprecia dado que el electrolito soporte estd en alta

concentracion comparado con la especie en disolucion.’? El primer término corresponde al

()

transporte por difusion, donde D es el coeficiente de difusion y —— es el gradiente de

concentracion de la especie en disolucion a una distancia x de la superﬁcie del electrodo. El tercer
término es el aporte por conveccion, donde v(x) es la velocidad con la cual el volumen de la
disolucion se mueve a lo largo del eje (x). En régimen estacionario, la j depende inicamente del
transporte por difusion. La Figura 12 muestra los perfiles de concentracion de la especie y el
producto en una disolucién sin agitacion. El aumento en la capa de difusion (8) y el gradiente de

concentracion con el tiempo de electrolisis causa la disminucion de la j (Figura 11).
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Figura 12. Evolucion de los perfiles de concentracion en funcion del tiempo de electrolisis,
disolucion sin agitacion.

Por el contrario, en una disolucion con agitacion, la 6 disminuye hasta que la j depende sélo
del transporte por conveccion. Bajo estas condiciones, el gradiente de concentracion es constante,

y la velocidad de la transferencia electronica estd limitada por el grosor de la & (Ecuacion 1.6).%!

imax = NFDc/& (1.6)

1.3.4 Celdas electroquimicas

La celda electroquimica es un dispositivo mediante el cual la energia eléctrica se convierte en
energia quimica o viceversa. Las celdas electroquimicas se dividen en celdas galvanicas y
electroliticas. Las celdas galvanicas producen energia eléctrica mediante una reaccion redox
espontanea en el electrodo.®® Por el contrario, en la celda electrolitica, se utiliza energia eléctrica

para impulsar la reaccion redox no espontanea (Figura 10).

1.3.5 Componentes de una celda electrolitica

La celda electrolitica consta de una fuente de poder conectada a dos o tres electrodos que estan
sumergidos en la disolucion de la reaccion (Figura 27). En el laboratorio, se utilizan dos tipos de
celdas: la dividida y la no dividida. En la celda no dividida, los electrodos se colocan en un mismo
recipiente y comparten la disolucion de la reaccion. Esta celda se utiliza cuando el producto de la
reaccion es estable bajo las condiciones electroquimicas. Por el contrario, si el producto es
inestable o genera una mezcla de productos compleja, se utiliza la celda dividida. En la celda
dividida, los electrodos estan separados por un material poroso que permite mantener la

conductividad en la celda electrolitica.’*
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e Fuente de Poder

La fuente de poder permite llevar a cabo la reaccion mediante el suministro de electricidad que
da lugar al movimiento de los electrones del d4nodo al citodo.®> En electroquimica se utilizan dos
tipos de fuente de poder: potenciostatos y galvanostatos. El potenciostato controla la AE aplicado
al ET y el galvanostato controla el flujo de i que pasa a través del ET y el EA en la celda

electroquimica.®*

e Electrodos

Los electrodos son materiales solidos que estan en contacto con un medio, al que transmiten o
del que reciben una corriente eléctrica.®® Los electrodos deben poseer conductividad eléctrica,
estabilidad quimica y electroquimica a las diferentes condiciones de reaccion, rapida transferencia
electronica y reproducibilidad en sus propiedades eléctricas, quimicas y microestructurales.®® Los
electrodos varian en términos de constitucion, area superficial, precio, disponibilidad y estabilidad.
Dado que la reaccion redox ocurre en la superficie del electrodo, la eleccion del material afecta la

selectividad, rendimiento y la eficiencia faradaica de la reaccion.®’

Electrodo de trabajo (E.T.): es el electrodo en el que ocurre la reaccion de interés. En
reacciones de oxidacidn, se emplean electrodos inertes a la reaccion de oxidacidon, como Pt, Au,
BDD y materiales a base de C (grafito, carbono vitreo (GC), GC reticulado). En las reacciones de
reduccion, la mayoria de los materiales son estables. Generalmente, se emplean electrodos de Pt,
Au, materiales a base de C (grafito, GC, GC reticulado), acero inoxidable, Fe, Zn, Cu, Ni, entre

otros.®

Contraelectrodo o electrodo auxiliar (EA): es el electrodo en el que se lleva a cabo un
proceso electroquimico contrario al que ocurre sobre el ET, con el fin de cerrar el circuito eléctrico
en la celda electroquimica.®® La especie redox con la que se lleva a cabo la transferencia electronica
en el EA es diferente a la del ET. Las reacciones que ocurren en el EA deben ser favorables para
evitar que limiten la velocidad de la reaccion en el ET. Para las reacciones de oxidacion, si el

electrodo se corroe, se emplean metales de Cu, Zn, Ni, Mg como anodos de sacrificio, y en
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reacciones de reduccion, se utilizan materiales que promuevan la reaccion de evolucion de

hidrogeno.®

Electrodo de referencia (ER): es el electrodo que permite controlar el potencial eléctrico que
se aplica al ET. Por ello, el ER debe ser estable y no polarizable, tener un potencial de equilibrio

conocido y ser reproducible.®%°

e Disolucion electrolitica

La disolucidn electrolitica es el medio en una reaccion electroquimica que mantiene el flujo de
la corriente por medio de la conductividad i6nica.”’ La conductividad iénica de la disolucién
electrolitica depende de las propiedades de la sal, conocida como electrolito soporte y el disolvente.
La sal proporciona los transportadores de carga, la mayoria de los cuales son electrolitos fuertes
que se disocian completamente en sus respectivos iones al disolverse. El electrolito soporte se
caracteriza por ser soluble en el disolvente, tener una alta estabilidad a la AE aplicado y a las
condiciones quimicas de la reaccién.”? La concentracion del electrolito soporte debe ser como
minimo 30 veces mayor a la concentracion de la especie redox’? para aumentar la conductividad
de la disolucién y evitar la contribucién por migracion al transporte de masa. En disolventes

organicos se utilizan sales con caracteristicas orgdnicas, como las sales de amonio, dada su alta

estabilidad y solubilidad.’!

El disolvente es el medio en el que se lleva a cabo la reaccion. Las propiedades del disolvente
dependen del tipo de aplicacion, pero la principal caracteristica, es el alto poder de solvatacion
para disolver la sal y alcanzar una alta conductividad i6nica. Ademas de solvatar al sustrato, el
disolvente debe tener una alta estabilidad, baja reactividad, baja viscosidad y una alta constante
dieléctrica que permita el transporte de las especies en disolucion.?? Dependiendo del tipo de
reaccion, los disolventes mas utilizados en electroquimica son proticos’*, mezclas de disolventes
proticos y organicos™, y disolventes orgdnicos como nitrilos, halogenados, amidas, sulféxidos,

sulfonas, éteres, carbonatos y lactonas.®?
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1.4 Técnicas Electroquimicas

La reaccion electroquimica es un proceso heterogéneo que involucra el transporte de masa del
seno de la disolucion a la superficie del electrodo, la transferencia electronica entre la superficie
del electrodo y la especie en disolucion, y el transporte de la especie generada al seno de la
disolucion. Las técnicas que se limitan al estudio de la transferencia electronica en la superficie
del electrodo se denominan técnicas electroanaliticas, como la voltamperometria ciclica (VC). Por
otro lado, las técnicas que modifican la composicion del seno de la disolucion se conocen como
electrdlisis a escala preparativa. En este trabajo de investigacion se utilizaron la voltamperometria
ciclica, la electrolisis a potencial constante y la electrolisis a corriente constante, como se describe

a continuacion:

1.4.1 Voltamperometria ciclica (VC)

La voltamperometria ciclica (VC) es una técnica potenciodindmica que aporta informacion
del comportamiento redox de la especie, mecanismo de reaccion y pardmetros termodinamicos.”®
En esta técnica electroanalitica, se emplea un area superficial del electrodo pequeiia (0.008 y 0.070
cm?) en relacion con el volumen de la disolucién (2 y 10 mL)*, y el principal modo de transporte
de masa es la difusion. La VC consiste en aplicar un barrido de E en el ET, el cual esta inmerso
en una disolucion sin agitacion, y medir la respuesta de la sefial de la i. El barrido de E es lineal
en el tiempo con una forma de onda triangular (Figura 13a), que indica un barrido de E entre dos
valores, denominados potenciales de inversion (Ej). Los intervalos de E aplicados al ET se
escogen considerando los valores en los que ocurre la reaccion redox. El voltamperograma ciclico
resulta de la medicion de la i en el ET durante el barrido de E (Figura 13b). Debido a que el
barrido de E varia linealmente con el tiempo, el eje horizontal en la Figura 13b también se puede

considerar como un ¢je de tiempo.
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Figura 13. a) Potencial aplicado en funcion del tiempo para un experimento de
voltamperometria ciclica. b) Voltamperograma ciclico para especies electroactivas reversibles.

La Figura 13 muestra el voltamperograma ciclico para una especie electroactiva (S). En el
barrido a E positivos, se observa que al alcanzar el potencial de pico anodico (Epq), se obtiene el
maximo de la corriente de pico anddica (i,4). Por el contrario, en el barrido de inversion (a E
negativos), se alcanza el potencial de pico catddico (E,.) y se obtiene el maximo de la corriente
de pico catodica (i,¢). Los maximos de ipq y iy indican la disminucion de un estado de oxidacion,
como se observa en los perfiles de concentracion de la Figura 12. La corriente es directamente

proporcional a la pendiente de los perfiles de concentracion de la especie en la superficie del

electrodo. Por lo tanto, la VC es capaz de generar rdpidamente un nuevo estado de oxidacion
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durante el barrido de ida y explorar el comportamiento quimico y electroquimico de la especie
generada en la superficie del electrodo en el barrido de inversion. Cuando la especie en disolucion
es quimica y electroquimicamente reversible’” se observa un voltamperograma como el de la
Figura 13b, denominado sistema reversible. En sistemas reversibles, la ecuacion de Nernst
(Ecuacion 1.7), permite relacionar el potencial de celda con la concentracion de las especies en la

superficie del electrodo.

E=E"— E(mﬂ) (1.7)

nF Cox

E°" es el potencial formal (potencial estandar en las condiciones experimentales) en voltios
(V) y C la concentracién de las especies en disolucion en mol-L!. El E%’ se calcula con relacion
al E,. y Ep, experimental (Ecuacion 1.8), y n se determina a partir de la separacion entre los

potenciales de pico (AE,) (Ecuacion 1.9).

EO = pope (1.8)
0.059
AE, = Epq — Epe = > (1.9)

Para evaluar si un sistema es reversible, cuasi- e irreversible se utilizan los siguientes

criterios”®:
a) Parametro adimensional (A = ko\/m)
Sistema reversible A > 15; cuasi reversible 15 > A > 10720+9); jrreversible A < 107201+,
b) Separacion entre los potenciales de pico (AE,)

En sistemas reversibles, la velocidad de barrido es independiente de AE,,, y dependiente de
AE, en sistemas cuasi- ¢ irreversibles. En sistemas reversibles, la AE, < 57 mV (298 K), y en

sistemas cuasi- e irreversibles, la AE;, > 57 mV (298 K).
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¢) Separacion entre el E, y el potencial de medio pico (E, /2)
. : RT
Sistema reversible: |Ep/2 - Ep| = 2.218 -

Sistema irreversible: |Ep/2 E | = 1. 857 —

De acuerdo con Savéant & Costentin®®, el E,, tiene una relacion lineal con el In(v) para un

sistema irreversible (Ecuacion 1.10).

1 1
’ 2 anF
Epe = E° — [0 780 + In (—0> +1In () l = 1n (v) (1.10)

a es el coeficiente de transferencia electronica, k° la constante de velocidad heterogénea

estandar en cm-s™!, v la velocidad de barrido en V-s!' y D es el coeficiente de difusiéon en cm?-s™.
d) Corriente de pico (i)

Para un sistema reversible como la Figura 13b, la i), se describe por la ecuacion de Randles-

Sevcik (Ecuacion 1.11) a 25 °C, donde A4 es el area electroactiva en cm?, € la concentracion de las
especies en disoluciéon en mol-cm™, n el nimero de electrones, D el coeficiente de difusiéon en

Para especies irreversibles, la ecuacion 1.11 se modifica debido a la correccion de términos

cinéticos, en la que se incluye al coeficiente de transferencia electronica («), y se tiene:

i, =(299%x10°)-A-C-n-DY? -v¥/2.q1/2 (1.12)
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e Electrolisis a escala preparativa

La electrolisis a escala preparativa, conocida como coulometria, es una reaccion
electroquimica a escala de mmol a mol para el posterior aislamiento, caracterizacion y aplicacion
de los productos obtenidos.” La cantidad de sustrato consumido es directamente proporcional a la
cantidad de carga total consumida (Ecuacion 1.3). Para lograr la conversion cuantitativa se
optimiza el disefio de la celda electroquimica'®, el tamafio y el material del electrodo.'”! Ademas,
se emplean grandes 4reas superficiales del electrodo (alrededor de 1y 50 cm?) en relacion con el
volumen de la disolucién, entre 2 y 50 mL, para conseguir un transporte de masa efectivo. En esta

técnica, el transporte de masa tiene un principal aporte por conveccion.!'%?

1.4.2 Electrolisis a potencial controlado o constante (EPC)

La electrdlisis a potencial constante o potenciostatica es un modo de electrolisis en el que se
emplea un potenciostato y tres electrodos (ET, ER y EA). El potenciostato mantiene un E
constante en el ET con respecto al ER, mientras la corriente que pasa entre el ET y el EA cambia
durante el tiempo de electrdlisis.”® La resistencia que experimenta la i al pasar a través del medio

1193y esta descrita por la Ley de Ohm

de la disolucion resulta en la caida 6hmica del potencia
(Ecuacioén 1.13). Donde i es la corriente en amperes (A), R es la resistencia de la celda en ohms

() y E;; es el potencial en voltios (V).

E, =i-R, (1.13)

La corriente de celda, la resistencia y la caida 6hmica varian conforme cambian las
condiciones de la disolucion durante la electrolisis. El potencial de celda (E ;) se define como la
diferencia de E aplicado entre el ET y el EA.!% Durante el proceso de electrdlisis, el cambio en
las condiciones de la reaccion, la corriente de celda, y la resistencia resultan en la variacioén del
E..;. Dado que el potenciostato permite mantener constante el E en el ET con respecto al ER en
el tiempo de electrdlisis (Figura 14a), esta variacion del E a medida que cambia el E ., solo lo
experimenta el EA. Por lo tanto, el E en el EA cambia dependiendo de la naturaleza de la reaccion,

el electrodo, y las condiciones de la reaccion.
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En ese sentido, si se conoce el potencial redox de la especie en disolucion, la reaccion
potenciostatica permite una reaccion selectiva o evita la sobre-electrélisis de los productos durante
el tiempo de reaccion. En la Figura 14b, se muestra que la i es proporcional a la concentracion de
las especies electroactivas a un potencial aplicado y que su valor decae a medida que se consume
el sustrato en la disolucion. Una vez que la corriente alcanza el 5 o el 2 % de su valor inicial se
tiene una estimacion de que entre el 95 y 98 % del sustrato ha sido transformado, y por ende se
puede concluir la electrolisis.’® La contribucion de la corriente capacitiva es baja dado que de
acuerdo con la ecuacion 1.14, la corriente capacitiva disminuye si el E aplicado al ET es constante

en el tiempo.

. 9Q _ . 0E

i=-,=0C5 (1.14)

Donde C es la capacitancia en C-V'!, E es el potencial en Vy ¢ es el tiempo en s.

a) . ¢ b)
1.2 : 1
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Figura 14. a) Potencial constante y cambio de la corriente en las curvas de i vs. E a diferentes
tiempos de electrdlisis bajo régimen convectivo. b) Cambio de la corriente en el tiempo de
electrolisis bajo condiciones potenciostaticas.

La electrdlisis a potencial constante también se puede llevar a cabo en dos electrodos (ET y
EA). En este modo de electrolisis, el E..; se mantiene constante y la i de celda varia conforme el
avance de la reaccion. Para mantener constante el E..; durante el tiempo de electrolisis, la AE
aplicado en el ET y el EA cambia en funcién de las condiciones de la reaccion, la i de celda y la

R;. Por lo tanto, si el producto de la reaccion es inestable, éste puede llevar a cabo posteriores
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reacciones que disminuyen la selectividad de la reaccion. La electrolisis a potencial constante con
dos electrodos utiliza fuentes de poder normales y portatiles'®, por lo que se ocupa equipos de

menor costo en relacion con los potenciostatos.

1.4.3 Electrdlisis a corriente controlada o constante (ECC)

La electrdlisis a corriente constante o galvanostatica es un modo de electrolisis que utiliza una
fuente de poder para pasar corriente directa entre dos electrodos (ET y EA). Dado el bajo costo
del equipo y su facil empleo, la electrdlisis galvanostatica es la técnica mas utilizada en
electrosintesis cuando los productos de la reaccion son estables.!® La fuente de poder permite
imponer una i constante mientras el E.,; es monitoreado durante el tiempo de reaccion. La AE
aplicado en el ET y el EA cambia en dependencia de la R para mantener constante la i de celda.!®
Esta variacion de la energia en los electrodos con el transcurso del tiempo compromete la
selectividad y el rendimiento de la reaccion. Para evitar el aumento de la Ry, y por ende el E ., se

utilizan celdas con una menor separacion y mayor area superficial de los electrodos.

Otro factor que limita la selectividad de la reaccion es la i aplicada a la celda. De acuerdo con
la ecuacion 1.13, altos valores de i implican un aumento en el E ;. Si la AE que se impone en el
ET y el EA por el aumento del E.,; alcanza la energia necesaria para consumir a la especie
electroactiva en la interfase, su concentracion disminuye y la AE impuesto en el ET y el EA
continiia en aumento con el tiempo de electrolisis (Figura 15b). Por lo tanto, la selectividad del
sustrato inicial decae en caso de que éste sea electroactivo. Por ende, para evitar estas reacciones
secundarias, se utilizan valores moderados de i que permiten el consumo cerca del 90 % del
sustrato inicial antes de favorecer reacciones secundarias o sobre-electrolisis.!?1%7 En ese sentido,
el valor de la i aplicada a la celda controla indirectamente el E aplicado con el tiempo de electrélisis
(Figura 15a). La selectividad de esta técnica depende de la concentracion de la especie a
electrolizar en la interfase del electrodo, asi que encuentra especial valor en reacciones
electrocataliticas que emplean mediadores, o en celdas de flujo donde la concentracion de especies

en el electrodo se mantiene constante.
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En la reaccion electroquimica, la eficiencia faradaica (ny) se define como la cantidad de
electrones transferidos en la reaccion que forman parte del producto. Se calcula a partir de la carga

teorica (Qresrice) Y 1a carga experimental (Qcyp) €n coulombs (C), ecuacion 1.15.

n, = Qesrica 100 o, 1.15
f

exp

Si la reaccion tiene una alta ny, el calculo de la carga tedrica con la ecuacion 1.2 y 1.3,
proporciona informacion de la i y el tiempo necesario para detener la reaccion y lograr una alta
selectividad.!® Sin embargo, en reacciones en las que la carga consumida no puede ser

determinada por la baja ns o por el aumento en el E .y, €l consumo total del sustrato en la reaccion

es monitoreado por técnicas externas de analisis como cromatograficas'® y espectroscopicas.!”

a) b)
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Figura 15. a) Corriente constante y cambio del potencial en las curvas de i vs. E a diferentes
tiempos de electrolisis. b) Cambio del potencial en el tiempo de electrolisis bajo condiciones
galvanostaticas.
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Capitulo 2.

Planteamiento del problema

La ftalida Z-ligustilida es un metabolito secundario presente principalmente en la familia
vegetal Umbelliferae, que tiene una amplia variedad de actividades farmacologicas conocidas. La
sintesis orientada a la diversidad estructural de la ftalida Z-ligustilida ha permitido explorar el
espacio quimico para la obtencion de derivados con mayor actividad bioldgica. Sin embargo, la
mayoria de las metodologias reportadas para la obtencion de estos derivados de ftalida utilizan
reacciones clésicas de sintesis organica. Estas reacciones tienen baja economia atémica, bajos
rendimientos, consumen alta energia y generan contaminantes ambientales, muchos de ellos
toxicos para la salud. En ese sentido, la electrosintesis orgdnica es una nueva alternativa para
explorar la reactividad quimica de la ftalida y podria generar derivados con actividad biologica
interesante y novedosa. Esta alternativa se encamina a ser un método de sintesis sostenible porque
evita el uso de agentes oxidantes y reductores por medio de la imposiciéon de un potencial en el

electrodo que permite activar a las moléculas organicas en disolucion.

Hipotesis
La electroquimica permitira explorar la reactividad de la ftalida Z-ligustilida a partir de la

formacion de intermediarios reactivos, y generar derivados de ftalida con actividad biologica

modulada.
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Objetivo General

Estudiar la reactividad quimica de la ftalida Z-ligustilida con técnicas electroquimicas y
llevar a cabo su transformacion electroquimica para generar derivados de ftalida con actividad

bioldgica modulada.
Objetivos Especificos

1. Aislar y purificar la ftalida Z-ligustilida a partir de un extracto hexanico de las raices de

Ligusticum porteri.

2. Caracterizar electroquimicamente la ftalida Z-ligustilida en diferentes electrodos de trabajo,

electrolitos soporte y disolventes.
3. Explorar reacciones de transformacion electroquimica de la ftalida Z-ligustilida.

4. Purificar y caracterizar por métodos espectroscopicos los derivados de ftalida

electrogenerados.

5. Realizar la evaluacién de algunas actividades biologicas de los derivados de ftalida

electrogenerados.
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Capitulo 3.

Aislamiento, purificacion y caracterizacion de la ftalida Z-ligustilida

3.1 Introduccion

Los métodos de extraccion, aislamiento, purificacion y caracterizacion de productos
naturales han sido previamente estudiados por diferentes grupos de investigacion.!!® La ftalidas,
incluyendo 1, son compuestos relativamente no polares de los aceites esenciales de su especie
vegetal. Para su extraccion se han empleado distintas técnicas, que incluyen maceracion con

111

disolventes organicos lipofilicos®, extraccion liquida presurizada'l!, extraccion asistida por

12"y extraccion por fluidos supercriticos®®, en los que se busca optimizar la cinética

ultrasonido
del proceso de extraccidon, aumentar el contacto de la superficie de la muestra con el disolvente y
preservar la estabilidad de los compuestos activos durante la extraccion. En la purificacion de la
ftalida 1 se han reportado diferentes técnicas de separacion, que incluyen HSCCC>*%, HPLC!'"3,
Prep TLC!'* y CC.* En este capitulo se describe el aislamiento, purificacion y caracterizacion de

la ftalida 1 a partir de un extracto hexanico obtenido por maceracion de las raices secas de

Ligusticum porteri.

3.2 Aislamiento y purificacion mediante técnicas cromatograficas
3.2.1 Cromatografia de adsorcion en columna (CC)

En el aislamiento y purificacion del extracto hexéanico se utilizé la cromatografia de adsorcion
en columna dada su simplicidad, alta capacidad y bajo costo del adsorbente (SiO>). La separacion
se basa en las diferencias de afinidad del analito por la fase estacionaria (adsorbente) y la fase

mévil (eluyente).!!®

3.2.2 Seccion experimental

Informacion general

La cromatografia en capa fina (ccf) se realizo en cromatofolios analiticos de Merck 60 Fas4
con un espesor de 0.2 mm. La purificacion por cromatografia en columna se llevo a cabo con gel

de silice de malla molecular 70-230 (CC por gravedad) y 230-400 (CC répida). El sistema de
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elucion empleado fue una mezcla de n-hexano (Hex):acetato de etilo (AcOEt). Los disolventes se
destilaron previo a su utilizacion. Para su visualizacion se utilizaron luz ultravioleta (UV) y

disoluciones de sulfato cérico de amonio y molibdato de amonio como reveladores.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se adquirieron en equipos Bruker
Avance III a 400 MHz, Bruker Avance III a 300 MHz y se reporta los desplazamientos quimicos
(0) en partes por millon (ppm), usando cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente y
tetrametilsilano (TMS) como referencia interna, de la marca Aldrich. Los espectros de infrarrojo
(IR) fueron adquiridos en un espectrofotometro FT-IR Bruker Tensor 27. La cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) se llevo a cabo en un cromatografo
Thermo Scientific Ultimate 3000, con una columna analitica de fase reversa (C-18, 5 um, 100 A,
15 x 4.6 mm), y disolventes grado HPLC (MeOH) y agua de filtro Mili-Q. La fase movil consistid
en una mezcla de agua (40 %) y MeOH (60 %) en una elucidn isocratica. Se establecid una

velocidad de flujo de 1 mL/min y la temperatura del horno se mantuvo a 30 °C.

Aislamiento y purificacion

El extracto hexanico, obtenido por el grupo del Dr. Guillermo Delgado en el laboratorio
1-C de productos naturales del Instituto de Quimica, fue fraccionado por CC de gravedad usando
un gradiente de elucion Hex:AcOEt (100:0 a 0:100), y un lavado de columna con MeOH. Se
colectaron fracciones de 120 mL. Mediante ccf y luz UV, se identificaron las fracciones que
contenian el compuesto fluorescente. De acuerdo con la literatura, la ftalida 1 presenta
fluorescencia azul en presencia de luz UV a una longitud de onda de 254 nm. Las fracciones de

menor polaridad que contenian 1 se concentraron y se obtuvo un aceite café oscuro (Figura 16a).

El aceite café oscuro (0.5 g) se adsorbid en gel de silice de malla molecular 230-400 y se
aplico en una columna de vidrio (1.5 cm de diametro), previamente empacada con una suspension
de gel de silice de malla molecular 230-400 en Hex:AcOEt (99:1). La elucidn, utilizando la mezcla
Hex:AcOEt (99:1), se realizd a una velocidad de flujo constante, alrededor de 4 cm/min. Se
colectaron fracciones de 50 mL. La separacion se sigui6 por ccf'y las fracciones que contenian el

compuesto fluorescente (Rf:0.37, Hex:AcOEt 9:1) se concentraron mediante evaporacion del
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disolvente en un rotavapor de la marca Bruker bajo presion reducida. Se obtuvo un aceite amarillo
(200 mg) de olor penetrante similar al del apio (Figura 16b). Con el fin de preservar la estabilidad
del compuesto 1, previamente secado a alto vacio, se almaceno en un frasco &mbar, bajo atmdsfera

de nitrogeno y a bajas temperaturas (~0 °C).

Figura 16. a) Fraccionamiento con CC por gravedad del extracto hexanico usando un gradiente
de elucion Hex:AcOEt (100:0 a 0:100). b) Purificacion por CC rapida del aceite café oscuro
usando un gradiente de elucion Hex:AcOEt (99:1).

3.2.3 Resultados y discusion

El aceite café oscuro se analizd por ccf y se identifico la presencia mayoritaria de dos
compuestos de polaridad cercana. De acuerdo con la comparacion de las sefiales de RMN 'H
reportadas en la literatura (Tabla 1), el compuesto de menor polaridad se atribuye a la ftalida 2
(Z-butilidenftalida) (R:0.37, Hex:AcOEt 9:1), y el compuesto de mayor polaridad a la ftalida 1
(Z-ligustilida).

Tabla 1. Comparacion de sefiales de RMN 'H para la ftélida 1y 2 en CDCls.

Z-ligustilida Z-ligustilida Z-butilidenftalida Z-butilidenftalida
) (1 29 2"
Posicion 'H 'H

4 2.59, td, 2.59, t, 7.64, ddd, 7.66, ddd,

9.5, 1.8) 9)d (7.8,7.2, 1.1) (7.8,0.9, 0.8)
d

2:46-2.43, m 7.66, ddd, 7.68, ddd,
5 2.46, m 2.47, ddd, 80.7.0. 11) (18,73 10)

(9.9,43,2.1, 1.5) O S 12

6 6, dt, 6, dt, 7.49, ddd, 7.50, ddd,
(9.7,43) (9.6,4.2) (8.0,7.0, 1.2) (7.7,7.3, 0.9)
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6.27, dt, 6.29, dt, 7.87, dt, 7.89, d,

7 (9.6,2.1) (9.6, 2.0) (7.7, 1.0) (7.5)¢
2 5.21,t, 5.22, t, 5.63,t, 5.64, t,
(8) (3) (7.8) (3)

9 2.37,c, 2.38,c, 244, c, 2.46,c,
(7.7) (7.5)4 (7.6) (7.5)4

10 1.50, s, 1.51, s, 1.54, s, 1.56,s
(7.4) (7.4) (7.4) (7.3)

1 0.95, t, 0.96, t, 0.98, t, 0.99, t,
(7.4) (7.4) (7.4) (7.4)

*Datos obtenidos del espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) (Figura 48, ver Anexos).
bDatos reportados del espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3).5¢

Datos obtenidos del espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) (Figura 48, ver Anexos).
9Datos reportados del espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3).!1¢

En la tabla se indican el § en ppm, la multiplicidad y la constante de acoplamiento (/) en Hz.

El andlisis por RMN 'H del aceite café oscuro obtenido mediante purificacién en CC por
gravedad mostrd que el porcentaje de la ftalida 1 es menor al 60 % (Tabla 2). Por lo tanto, el
incremento gradual de la polaridad durante la elucion no favorece la separacion de los compuestos

debido a su similitud estructural.

Tabla 2. Calculo de la abundancia de la ftalida 1 en el aceite café oscuro mediante RMN 'H en
CDCls.

Z-ligustilida (1) Z-butilidenftalida (2)
Posicién 'H Integral 'H Integral
7.64, ddd,
4 (78,72, 1.1) 0.98
7.66, ddd,
> (8.0,7.0,1.1) 0.67
6, dt, 7.49, ddd,
6 (9.7,43) 1.07 (8.0,7.0, 1.2) 0.68
6.27, dt, 7.87, dt,
/ 9.6, 2.1) 0.93 (7.7, 1.0) 0.65
5.21,t 5.63,t
8 > 0.98 0 0.69
(8) (7.8)
Suma 2.98 3.67
Promedio 0.99 0.73
Abundancia 57.56 % 42.44 %

2Datos obtenidos del espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Figura 48, ver Anexos).
En la tabla se indican el § en ppm, la multiplicidad y la constante de acoplamiento (/) en Hz.
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Con el objetivo de mejorar la metodologia de purificacion de la ftalida 1, se llevo a cabo una
evaluacion del sistema de eluyente, el tamafo de particula y la cantidad del adsorbente para la

separacion de la mezcla.

Para el sistema de elucion se prepararon mezclas de Hex:CH>Cl,, Hex:CHCI3, Hex:Et,0,
Hex:AcOEt en distintas proporciones. De estos sistemas, se escogio la mezcla Hex:AcOEt en una
proporcion 99:1 porque permitio obtener un valor de Ry entre 0.25 y 0.35, y una diferencia de R¢
cercano a 0.04. De acuerdo con la literatura''’, la elucion de mezclas complejas a un valor de Ry
alrededor de 0.35 permite obtener una buena separacion. Este valor de Rr indica que la velocidad
de elucion del soluto es lo suficientemente lenta para alcanzar el equilibrio entre la fase movil y

estacionaria, pero rapida para disminuir el ensanchamiento de la banda por difusion.!!®

La cantidad de muestra a purificar en CC es proporcional al area transversal de la columna.
Still et al. reportaron una tabla que relaciona el didmetro de la columna con la cantidad de muestra
a separar en funcién del valor de Ry de las mezclas.!!” En este contexto, se utilizd un didmetro de
1.5 cm para separar 0.5 g de mezcla. En la seleccion del tamafio y cantidad del adsorbente, se
evaluaron dos tamafios de particula, 70-230 (63-200 pm) y 230-400 (40-63 pum), y distintas
cantidades del gel de silice para el llenado de la columna. La separacion se siguid por ccf y se
observo una mejor separacion mediante la purificacion con gel de silice de tamafio de malla 230-
400 (40-63 pm) en una proporcion 50:1 (gel de silice:muestra). Esta mayor eficiencia en la
separacion se atribuye a que el menor tamafio de particula aumenta la uniformidad del adsorbente,

asi como los sitios de adsorcion con el soluto.!"?

Por otro lado, la proporcion 50:1 permitié conseguir una adecuada longitud de columna (L),
para proveer el suficiente nimero de platos teoricos (N) sin alargar los tiempos de retencion entre
el soluto y el adsorbente.!'> Ademas de los tiempos de separacion, el valor de N también afecta la
altura del plato teérico (H), parametro que relaciona la eficiencia de la separacién con el
ensanchamiento de la banda.!"® De acuerdo con la ecuacion 1.15, el aumento en el valor de N
disminuye el valor de H, y en consecuencia, el ensanchamiento de la banda para mejorar la

eficiencia de la separacion.
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(1.15)

Z| =

Las fracciones con la ftalida 1 se concentraron y se obtuvo un aceite amarillo con olor
penetrante semejante al del apio. El andlisis mediante RMN 'H (Tabla 3) mostré una abundancia
del 98.83 %, lo que confirma la mejora en la metodologia de purificacion. La purificacion de la

ftalida 1 se obtuvo con un rendimiento del 40 % en masa (ftalida 1/extracto hexanico).

Tabla 3. Calculo de la abundancia de la ftalida 1 en el aceite amarillo mediante RMN 'H en CDCls.

Z-ligustilida (1) Z-butilidenftalida (2)
Posicion 'H Integral 'H Integral
7.64, ddd,
4 (78,72, 1.1) 0.01
7.66, ddd,
> (8.0,7.0, 1.1) 0.02
6, dt, 7.49, ddd,
6 (9.7,43) 1.05 (8.0,7.0, 1.2) 0.01
6.29, dt, 7.88, dt,
7 9.6, 2.1) 0.97 (7.7.1.0) 0.01
521, 5.64,t
8 07 1.00 >’ 0.01
(8) (7.8)
Suma 3.02 0.06
Promedio 1.01 0.012
Abundancia 98.83 % 1.17 %

*Datos obtenidos del espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) (ver Figura 20).
En la tabla se indican el & en ppm, la multiplicidad y la constante de acoplamiento (J ) en Hz.

La Figura 17 muestra el andlisis mediante HPLC del aceite amarillo obtenido por CC rapida.
En el cromatograma se observa un pico a un tiempo de retencion (tr) de 15.530 min que
corresponde a la ftalida 1 (Z-ligustilida) con una pureza del 94 %, y una longitud de absorcion
maxima de luz UV (UV Anax) de 280 nm y 327.5 nm. El pico a un tr de 19.460 min corresponde a
la ftalida 2 (Z-butilidenftalida) que se encuentra en menor proporcion de acuerdo con la Tabla 3.
Por ultimo, el pico a un tr de 6.797 min se atribuye a un segundo producto de oxidacion de mayor
polaridad, que de acuerdo con la Figura 7, corresponderia al compuesto 12. En el espectro de
RMN 'H (Figura 49, ver Anexos) se observd una sefial alrededor de 9.8 ppm, por lo que se

confirma la presencia de un aldehido como un segundo producto de oxidacién. En la Figura 18 se
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muestra que la ftalida 2 es el producto de deshidrogenacion de la ftalida 1 y la ruta de degradacion
para la obtencion de 12.

AN

15.530
«— 1

]
=
0

2]

2004

Intensidad

6.797 19.460

T T T
0.0 50 10.0 15.0 200 250 300

t (min)

Figura 17. Cromatograma de HPLC del aceite amarillo obtenido mediante CC rapida. Fase
movil MeOH:H>O (60:40), velocidad de flujo: 1 mL/min, elucion isocratica.

0
0
2 0
o)
+ o (0]
HO + B
T T A
0 0 H 2

Figura 18. Propuesta de ruta de degradacion de la ftalida Z-ligustilida (1).

La disminucioén en la abundancia de la ftalida 1 y la aparicion de la ftalida 2 y el compuesto
12 muestran la baja estabilidad del compuesto 1. Por ello, para llevar a cabo las transformaciones

electroquimicas se almaceno a la ftalida 1 en un frasco dmbar, bajo atmosfera de nitrogeno y a

temperaturas menores a los 0 °C.
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e Discusion de las seiiales observadas en el espectro de RMN 'H de la ftdlida 1

Z-ligustilida (1)

Figura 19. Hidrogenos de la estructura de la ftalida Z-ligustilida (1).

De acuerdo con la estructura de la ftalida 1 (Figura 19), en el espectro de RMN 'H se observan
8 sefiales, las cuales corresponden a los hidrogenos quimicamente equivalentes de cada carbono.
Estas sefales presentan una multiplicidad que viene dada por el nimero de hidrogenos en los
carbonos adyacentes, es decir, el acoplamiento de los hidrégenos a tres enlaces de distancia. Para
determinar la multiplicidad se aplica la regla “n + 17, donde “n” representa el nimero de
hidrégenos vecinos. Por ejemplo, el hidrégeno 11 (referentes al C-11) tiene una sefial de triplete
(t) por la presencia de dos hidrégenos en el carbono vecino (C-10). En ese sentido, el hidrogeno
10 tiene una senal de sextuplete (sx), el hidrogeno 9 una sefial de cuadruplete (c) y el hidrégeno 8

una sefial de triplete (t). La intensidad de las sefales sigue el patron del tridangulo de Pascal, y el

valor de su separacidn esta determinada por la constante de acoplamiento (J).

En el ciclohexadieno, tanto los atomos de hidrogeno que se encuentran fuera del plano como
los que forman parte del doble enlace no tienen libre rotacion por el anillo, por lo tanto, se observan
acoplamientos corto y a largo alcance. El hidrogeno 4 tienen una sefial de triplete de dobletes (td)
que resulta de la interaccion con los hidroégenos del C-5 y la interaccion de largo alcance con el
hidrogeno del C-6. El hidrogeno 5 tiene una sefial que corresponde a un triple doblete de dobletes
(tdd), que resulta de la interaccion con los hidrogenos del C-4, y dos interacciones de largo alcance
con los hidrégenos del C-6 y C-7. El hidrogeno 5 experimenta dos interacciones de largo alcance
con el hidrogeno 6 y 7 debido a la presencia del doble enlace entre el C-6 y el C-7. El doble enlace
acorta la distancia entre los carbonos sp” y alarga la distancia con respecto al carbono sp? del
hidrégeno 5. Por esta misma razon, el hidrogeno 6 y 7 presentan una sefial denominada doble

triplete (dt), ver Figura 20.
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El desplazamiento quimico (d) de las senales depende de los efectos inductivos e hibridacion
de los 4tomos unidos al hidrogeno.!'® Por ejemplo, en la Figura 20, se observa que las sefiales de
los hidrégenos en los carbonos C-6, C-7 y C-8 se desplazan hacia campos bajos debido a la
conjugacion y al efecto inductivo de la lactona. Los valores de 8, multiplicidad y J se reportan en
la Tabla 1. La conectividad a un enlace de distancia y la asignacion de los hidrogenos se confirmé

mediante el analisis de COSY (Figura 50, ver Anexos).
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Figura 20. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI;3) del aceite amarillo obtenido mediante
purificacion en CC rapida.

En la Figura 21 se muestra el espectro de RMN *C de la ftalida 1. Se observan cuatro sefiales
a campo alto, correspondientes a carbonos sp’, y siete sefiales a campo bajo, correspondientes a
carbonos sp? y al carbono del grupo carbonilo que forma parte de un éster (8 ~ 165-175 ppm). El
espectro de IR (Figura 53, ver Anexos) indica bandas de absorcién en 1758, 2929 y 1459 cm’!, lo
cual confirma la presencia de grupos metilos, metilenos y del grupo carbonilo de lactona. El
analisis de los espectros de HSQC y HMBC (Figura 51 y Figura 52, ver Anexos) permitio asignar

las sefiales de los carbonos y confirmar la conectividad en la estructura de la ftalida 1
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Los desplazamientos quimicos de las sefales de carbono se reportan en la Tabla 4, y se hace
una comparacion con las sefiales reportadas en la literatura. Los valores de 6 concuerdan con los
reportados en la literatura. El espectro de EM indica un ion molecular de 191 m/z (Figura 54, ver
Anexos). Por lo tanto, se confirma su féormula molecular de Ci2H140O, y la conectividad en la

estructura.

167.76
_-148.72

147.20
—130.02
—124.14
—117.2
—113.03

77.16 CDCI3
—28.26
\22.55
~18.67
1391

C-10
c-5
cs C8 o |
¢l C-3a
c-3 C-7a
| L L
160 15 10 130 120 1o 100 , (i?pm) 0 W e s 4 w2 1
Figura 21. Espectro de RMN >C (700 MHz, CDCl53) de la ftdlida 1.
Tabla 4. Comparacion de sefiales de RMN '3C para la ftalida 1y 2 en CDCls.
Z-ligustilida Z-ligustilida Z-butilidenftalida Z-butilidenftalida
a2 (1’ 29 2"
Posicion 3¢ B3C

1 167.80 167.28 167.30 167.40
3 148.72 148.20 145.87 145.41
3a 147.21 146.68 139.69 139.61
4 18.70 18.18 119.75 119.54
22.58 22.04 134.32 134.24
130.02 129.50 129.43 129.36
117.29 116.78 125.32 125.29

7a 124.17 123.65 124.56 ---
8 113.08 112.55 109.55 109.54
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9 28.28 28.15 27.90 27.82
10 22.58 22.04 22.63 22.56

11 13.94 13.43 13.91 13.88

*Datos obtenidos del espectro de RMN 13C (700 MHz, CDCls) (ver Figura 21).
bDatos reportados del espectro de RMN 13C (400 MHz, CDCl3).%¢
En la tabla se indica el § en ppm.

En el experimento NOESY (Figura 22) se muestran las interacciones entre los hidrogenos a
través del espacio. Para que ocurra dicha interaccion, los hidrégenos deben estar a una distancia
menor a los 5 A.!"® Como se observa en la Figura 5y la Figura 19, la interaccion entre el H-8 y
el H-4 es concluyente para discriminar entre el isémero Z y E. Por lo tanto, la estructura
correspondiente a la ftalida 1 es la Z-ligustilida dada la interaccion en la Figura 22. Este isomero
es mas estable que el isémero £ debido a que la cadena alquilica se encuentra alejada de los

metilenos del anillo, lo que resulta en una menor repulsion estérica.
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Figura 22. Espectro de NOESY (700 MHz, CDCl3) de la ftalida 1.
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e Discusion de las seiiales observadas en el espectro de RMN 'H de la ftdlida 2

Z-butilidenftalida (2)

Figura 23. Hidrogenos de la estructura de la ftdlida Z-butilidenftalida (2).

La ftalida 2 muestra una ligera polaridad menor a la ftalida 1 en ccf. En el espectro de RMN
'H (Figura 24) se observan cinco sefiales a campo bajo, correspondientes a hidrégenos de anillos
aromaticos y de dobles ligaduras, y tres sefiales a campo alto, correspondientes a hidrégenos de

metilos y metilenos.
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Figura 24. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCl3) de la ftdlida 2.

De acuerdo con el nimero de hidrogenos en el carbono vecino, el hidrogeno 11 presenta una

senal de triplete (t), el hidrogeno 10 una sefial de sextuplete (sx) y el hidrégeno 9 una sefial de
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cuadruplete (c). Estas sefales aparecen a campo bajo y tienen diferentes desplazamientos por la
hibridacion del carbono. La sefial del hidrogeno 9 y 10 se desplazan hacia un menor campo de lo
esperado debido a su proximidad con el doble enlace entre el C-3 y el C-8. Estos hidrégenos sufren
un fuerte efecto de desapantallamiento debido a la conjugacion y el efecto inductivo del oxigeno

del enlace C-O de la lactona.

Los hidrogenos 7, 6, 5 y 4 se observan a campo bajo (6 ~ 7.4 - 8 ppm) debido al efecto de
desapantallamiento por anisotropia diamagnética que ejercen los electrones m del anillo aromatico.
En el espectro de la Figura 24 se observan cuatro sefiales con diferentes desplazamientos debido
a que es un sistema aromatico orto-disustituido con sustituyentes diferentes. Es decir, no hay
simetria en la molécula y los cuatro hidrogenos comparten un ambiente quimico diferente. La sefial
a mayor desplazamiento corresponde al hidrogeno 7 debido al efecto inductivo de la lactona. El
experimento COSY permitio asignar la sefial del hidrégeno 6 mediante la interaccion a tres enlaces
de distancia entre el H-7 y el H-6 (Figura 55, ver Anexos). Las sefiales de los hidrogenos 4 y 5
muestran una ligera superposicion. Sin embargo, el analisis mediante COSY para la interaccion
entre H-6 y H-5, y el experimento de HMBC para la interaccion entre C-3a y H-5, permitieron

distinguir correctamente la sefal (Figura 55y Figura 57, ver Anexos).

Una vez asignadas las sefiales de los hidrogenos en el espectro de la Figura 24, se analiz6 el
experimento de HSQC (Figura 56, ver Anexos) para asignar y confirmar las sefales de los
carbonos, y junto con el experimento de HMBC se corrobor6 la conectividad en la estructura de
la ftalida 2. En la Figura 25 se muestran las sefiales asignadas a los carbonos. Los valores de 0,
multiplicidad y J de los hidrogenos se reportan en la Tabla 1 y los 6 de las sefales de carbono en
la Tabla 4. Las sefiales se compararon con las reportadas en la literatura, y se encontré que la
multiplicidad del hidrégeno 7 difiere de lo registrado. El analisis d¢ HMBC muestra que el H-7,
ademads de interactuar con el H-6, tiene una interaccion a largo alcance con el H-5 y el H-6. Esto
sugiere un valor cercano entre la J;.5 y la J;_¢, y por lo tanto le corresponde una multiplicidad de

doble doblete de dobletes (ddd) en lugar de doble triplete (dt).
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Figura 25. Espectro de RMN °C (700 MHz, CDCI;) de la ftdlida 2.

En el espectro de la Figura 25 se observan doce sefiales, correspondientes a carbonos sp’ (a
campo alto) y sp? (a campo bajo). El carbono del grupo carbonilo que forma parte de un éster
muestra o de 167.30 ppm, lo cual coincide con los valores reportados en la literatura para este tipo
de carbonos (aproximadamente 165-175 ppm). El andlisis de IR (Figura 58, ver Anexos) también
confirm¢ la presencia del carbonilo de lactona y los metilenos del anillo aromatico por las bandas
de absorcion alrededor de 1758, 3038, 3050 y los sobretonos entre 2000 y 1667 cm’'. El espectro
de EM de la ftalida 2 indica un ion molecular de 189 m/z (Figura 59, ver Anexos). Por lo tanto,

se confirma su férmula molecular de Ci12H120: y la conectividad en la estructura.

En el experimento NOESY (Figura 26) se observa la interaccion del H-8 y el H-4 a través del
espacio. Por lo tanto, la estructura correspondiente a la ftalida 2 es la Z-butilidenftalida. Esta

conformacion presenta la menor repulsion estérica, por lo tanto, es la estructura mas estable.
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Figura 26. Espectro de NOESY (700 MHz, CDCl3) de la ftdlida 2.
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3.3 Conclusiones

e FElaislamiento y purificacion de la ftalida Z-ligustilida (1) puede llevarse a cabo mediante
CC répida utilizando un sistema de elucion Hex:AcOEt en una proporcion 99:1.

e En el extracto hexanico de las raices de Ligusticum porteri se identificaron las ftalidas
Z-ligustilida (1) y la Z-butilidenftalida (2), ambas de naturaleza no polar y con una
diferencia en el factor de retencidon (ARy) de 0.04 debido a su similitud estructural. Por lo
tanto, la purificacion de esta mezcla resulta compleja.

e Laoptimizacion en la metodologia de purificacion de la ftalida 1 permitié obtener un aceite
amarillo con un rendimiento del 40 % m/m (ftalida 1/extracto hexanico).

e El calculo del porcentaje de la ftalida 1y 2 en el aceite amarillo mediante RMN 'H mostrd
una abundancia del 98.83 % de la ftalida 1. La pureza de la ftalida 1 también se confirmo
por HPLC y se encontrd una abundancia del 94 %.

e La abundancia de la ftalida 1 disminuye con el tiempo de exposicion al aire y al oxigeno
debido a su naturaleza 1abil e inestable. El principal producto de oxidacion aislado fue la

ftalida 2, que resulta de la deshidrogenacion de la ftalida 1.
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e Los analisis de RMN 'H, *C, COSY, HSQC, HMBC, IR y EM confirmaron la estructura
de las ftalidas. Ademas, la interaccion observada entre el H-8 y el H-4 en el experimento

de NOESY permitio6 asignar la configuracion Z en la ftalida 1y 2.
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Capitulo 4.

Estudios electroanaliticos de la ftalida Z-ligustilida

4.1 Introduccion

Los estudios de caracterizacion electroquimica de ésteres ciclicos o lactonas insaturadas son
escasos.! 122 Para la ftalida 1(3H)-isobenzofuran-1-ona, se ha reportado un comportamiento
cuasi-reversible a bajas velocidades de barrido (< 100 mV-s™) en electrodos de GMC'?!, Hg-Pt!'"®
y GC!2, y un comportamiento reversible a altas velocidades de barrido ( > 5 V-s™) en electrodos
de GMC'"! y GC.'?? Betio et al. reportaron la reduccion polarografica de ftalidas 3-sustituidas en
un sistema amortiguador en un intervalo de pH entre 5.0 y 9.0 con electrodos de GMC.'?° En este
capitulo, se describe el comportamiento electroquimico de la ftalida 1 en disolventes organicos
aproticos (ACN y DMF) con diferentes electrodos de trabajo y electrolito soporte usando

voltamperometria ciclica (VC).

4.2 Caracterizacion electroquimica mediante voltamperometria ciclica
4.2.1 Seccion experimental

Informacion general

La caracterizacion electroquimica se realizé en el potenciostato AUTOLAB PG-30 acoplado
a una computadora y controlado por un software NOVA 2.1.7. En los experimentos
electroquimicos se empleo la compensacion IR Positive feedback por la caida 6hmica del medio.
Para validar el método de compensacion, se eligio a la especie redox de ferroceno como sistema

de prueba (Figura 60, ver seccion de compensacion por la caida 6hmica en Anexos).

Los disolventes empleados fueron purificados y secados. El disolvente aprotico DMF (99 %,
Aldrich) se destil6 en alto vacio y se almacend sobre malla molecular de 4 A. El disolvente ACN
(grado HPLC) se seco a través de una columna de Si0; (malla 70-230) y se almacend sobre malla
molecular de 4 A. Se utilizaron las sales de [BusN][PFs] (TBAPFs) (99 %, Aldrich) y [BusN][CIO4]

(TBAP) (99 %, Aldrich), como electrolito soporte y se almacenaron en desecadores de drierita. Se
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utilizo el reactivo 2,3-dimetilfenol con un 98 % de pureza (marca Aldrich). Todos los experimentos

se desoxigenaron a través de un burbujeo constante con gas de Noa.

4.2.2 Sistema electroquimico y preparacion de los electrodos

Todos los experimentos se realizaron en una celda electroquimica convencional para tres
electrodos (Figura 27), tabricada de vidrio con capacidad de 7 mL. Los experimentos se realizaron

a temperatura ambiente y a presion atmosférica.

Entrada T
de gas merter i Ag/Ag l

EA
o f o

Electrochemlcal cell

Disolvente —»
° ACN = o TBAPF;
o DMF o TBAP

Figura 27. Celda electroquimica de tres electrodos para voltamperometria ciclica.

Electrolito
Soporte

Para la obtencion de las respuestas electroquimicas se utilizaron electrodos de carbono vitreo
(GC, por sus siglas en inglés), platino (Pt), oro (Au) y diamante dopado con boro (BDD) como
ET. La superficie de trabajo de los ET se pulié mecanicamente utilizando alimina de 0.5 y 0.05
um. Se empled un alambre de Pt como EA y un ER de Ag/Ag”. Para sistemas no acuosos, la
disolucion del ER se prepar6 a una concentracion 0.01 M de AgNO3z y 0.1 M de TBAP en ACN.
La disolucion electrolitica se prepard a una concentracion 0.1 M del electrolito soporte en ACN y
DMF. En los andlisis electroquimicos, se utilizd una concentracion de 1 mM de la ftalida

Z-ligustilida (1) y 6 mL de la disolucioén electrolitica.

70



4.3 Resultados y discusion

e Determinacion de la ventana de electroactividad (VE)

El primer estudio que se realizo fue determinar la ventana de electroactividad (VE). Para
ello, se utilizo una celda de tres electrodos y la disolucion electrolitica sin presencia de la especie
redox. La VC se realiz6 desde pequenos intervalos de potencial hasta encontrar las barreras de

reduccion y oxidacion de la disolucion electrolitica en el ET (Figura 64y Figura 65, ver Anexos).

La Figura 28 muestra la variacion de la VE en funcion de la disolucion electroliticay el ET.
El cambio del contraion en el electrolito de tetrabutilamonio no influye en las barreras de oxidacion
y reduccion del sistema. El disolvente y el ET son los principales factores que restringen la VE.

Por ello, los experimentos siguientes se realizaron con la sal de TBAPF¢ como electrolito soporte.

Au  (TBAP)
DMEF
Au  (TBAPF)
Au  (TBAP)
ACN
Au  (TBAPFy)
BDD  (TBAP)
DMF
BDD  (TBAPFg)
BDD  (TBAP)
ACN
BDD  (TBAPFy)
Pt (TBAP)
DMF
Pt (TBAPFg)
Pt (TBAP)
ACN
Pt (TBAPF;)
GC (TBAP)
DMF
GC (TBAPFy)
GC  (TBAP)
ACN
GC  (TBAPFy)
| | | | | | | | | | |
I | | | | | | I I I |
-3 -2 -1 0 1 2

E (V) vs. Ag/Ag*

Figura 28. Evaluacion del efecto del electrolito soporte, disolvente y ET en la ventana de
electroactividad.

o Evaluacion de la respuesta electroquimica del compuesto de interés

Para evaluar la respuesta electroquimica del compuesto de interés, se adicion¢ la ftalida 1 a

la disolucion electrolitica con una concentracion de 1 mM. Luego, se realizaron barridos de E
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conforme con la VE previamente determinada. La Figura 29 muestra la evaluacion de la respuesta
electroquimica de la ftalida 1, usando un electrodo de GC en 0.1 M de TBAPF¢ en ACN, con un
E;en 1.6 Vy-2.4V. El barrido de E se inicié en 0 V para evitar la electrdlisis de 1. El barrido se
realizd a valores negativos como lo indica la flecha. Cuando la AE aplicado en el ET es lo
suficientemente negativo, se observa el potencial de inicio de electrolisis (Eypger) @ -1.88 V y un
aumento de la corriente catddica debido al proceso de reduccion en el electrodo para generar el
radical anion de la ftalida 1. Este proceso corresponde a la semirreaccion de reduccion, como se
muestra en la esquina inferior derecha (Figura 29). Al alcanzar un E,. de -2 V se obtuvo el

maximo de i,.. En este punto, la concentracion de la ftalida 1 decae en la superficie del electrodo

conforme avanza el barrido de E en el tiempo, lo que resulta en la disminucioén de la corriente
faradaica. El decaimiento de la corriente se debe al gradiente de concentraciéon de las especies en

la superficie del electrodo, el cual estd controlado por el transporte de masa difusivo (Figura 11).

En el barrido de inversion no se observa un aumento de corriente hasta el E y;,50; de 1.2 V.
El aumento de la corriente anddica indica el proceso de oxidacion de la ftalida 1. La semirreaccion
de oxidacion se muestra en las esquina superior izquierda (Figura 29). Enel Epq a 1.4V se alcanza
el maximo de ipq, luego la corriente disminuye hasta el E; a 1.6 V. Para analizar si hay una
dependencia entre la i, y la i, se repitid el experimento voltamperométrico, invirtiendo el
sentido del barrido de potencial. Se observaron las mismas sefiales, lo que indica que no hay una
dependencia entre los procesos de oxidacion y reduccion detectados. La VC de la ftalida 1 en los
otros electrodos muestra el mismo comportamiento previamente descrito para GC a 100 mV s
(Figura 66 y Figura 67, ver Anexos). En la Tabla § se resumen los parametros electroquimicos

obtenidos para los distintos ET.

Tabla 5. Parametros electroquimicos de la reduccion ftalida Z-ligustilida (1) en distintos ET y

disolventes.
Disolvente
ACN DMF
ET Epa? Epct Eya Ep?
GC 1.4 -2.0 1.3 -2.0
Pt 1.4 2.0
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BDD 1.4 -2.1 1.3 -2.1
Au 1.5 -1.9 - -2.0

*Los valores reportados se realizaron a una concentracion de 1 mM de la ftalida Z-ligustilida (1) en 0.1 M de TBAPFs.
PE (V) vs. Ag/Ag*, EA: alambre de Pt.

1 0 o} + ¢
100 -

25

-50 4

0 - ¢ + 0
E =2V ( (

' -2I.0 ' -1I.6 ' -1I.2 ' -OI.8 ' -OI.4 ' 0:0 ' 014 ' 0t8 ‘ 112 ' 116
E (V) vs Ag/Ag"
Figura 29. Voltamperometria ciclica de la ftalida Z-ligustilida (1) (3 mM) en 0.1 M de TBAPFs

en ACN (linea azul). Ventana electroactiva (linea discontinua negra). v = 100 mV-s, ET: GC,
ER: Ag/Ag*, EA: alambre de Pt.

-75 4

La forma del voltamperograma en la Figura 29 muestra una oxidacion y reduccion
quimicamente irreversible de la ftalida 1. La irreversibilidad quimica indica que las reacciones
quimicas subsecuentes (como protonacion, dimerizacion o descomposicion) en la capa de difusion
son mas rapidas que la velocidad de la transferencia electronica interfacial. En reduccion, se evalud
cualitativamente la vida media del radical por medio de barridos de potencial a bajas y altas
velocidades de barrido, como se muestra en la Figura 30. A altas velocidades de barrido (tiempos
de electrolisis cortos), se observa el mismo comportamiento irreversible que a bajas velocidades
de barrido. Esto indica que la vida media de la especie formada durante la reduccion electroquimica
es muy corta, pues incluso con un barrido a 5 V-s!, la especie reducida no logra detectarse en el
barrido de regreso. Los tiempos cortos y largos de la velocidad de barrido también tienen una

relacion con la i,.. Como se observa en la Figura 30, la i, aumenta a medida que el tiempo del
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barrido de potencial disminuye. Esto se debe a que el tamafio de la & es una funcidén decreciente

de la v, y como resultado la pendiente de los perfiles de concentraciéon aumenta, como se observa

en la Figura 12.
0.00 -
—0.05 S
—0.10 S
-0.154 ——0.15Vs"
{ ——02 vs'
—
<« 0204 ——o025Vs'
£ 1 ——04 Vs' 5 v
:'::_025_ —0.5 Vst J—15mvs?
1 ——06 Vvs*
0307 o7 v e e
035 —08 Vs iy I
| — 1w ] o
040 —2 Vs’ e
4 — 3 VSil 760-—50::::'::
q 704 85 mVs'
0454 —— 4 Vs 90 Vs
1 — 5 Vs'! 231 224 217 210 203 196 189 18
—0.50 E (V) vs. Ag/Ag™
T T T T T T T T T T T

|
25 -24-23 22 -21-20-19 -1.8 1.7 -1.6 1.5 -1.4 —1.3 —1.2
+
E (V) vs. Ag/Ag

Figura 30. Voltamperometria ciclica de la zona de reduccion de la ftalida 1 (1 mM) en 0.1 M de
TBAPFs en ACN, y v desde 5 mV-s hasta 5 V-s!. ET- GC, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt.
Inserto: barridos de potencial desde 5 hasta 90 mV-s™.

A partir de la forma irreversible del voltamperograma de la Figura 30, y de parametros como

ipcs Epce, Ei, Epjp y v se llevo a cabo la caracterizacion de la primera transferencia electronica

pc>
catddica de la ftalida 1. Como se describi6 previamente, en sistemas irreversibles, el paso limitante
de la reaccion es la transferencia electronica interfacial. Este paso se caracteriza por la constante
estandar de velocidad de transferencia electronica (k). Para sistemas irreversibles, el valor de k°
es < 107 cm-s™1.%® De acuerdo con la ecuacion 1.10, para calcular el valor de k° es necesario

conocer el coeficiente de difusion (D), el coeficiente de transferencia de carga (@) y el valor del

potencial formal (E°").
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En procesos controlados por difusion, los parametros de iy, y v permiten calcular D a partir
de la ecuacion 1.12 modificada de Randles-Sevcik para sistemas irreversibles. En la Figura 32a
se observa una relacion lineal de la i vs. Vv, lo cual indica que el proceso esta controlado por
difusion. Otro parametro que permite analizar si el proceso estd controlado por difusion es la
pendiente de la relacion lineal del ln(ipc) vs. In(v). De acuerdo con la literatura®, si la pendiente
de la regresion lineal del ln(ipc) vs. In(v) es igual a 0.5, el proceso esta controlado por difusion.

El valor obtenido de la regresion lineal fue de 0.45, ver Figura 32b. Por lo tanto, la especie
reducida de la ftalida 1 en la superficie del electrodo se difunde libremente hacia el seno de la

disolucion.

Utilizando el valor de la pendiente de la relacion lineal de la iy vs. Vv (Figura 32a) y la

ecuacion 1.12, se tiene:

Pendiente = (2.99 x 10°)-A-C -n-a%/? - D/? (4.1)
Pendiente 2
B ((2.99 x 105)-A-C-n-a1/2) (4.2)

a es el coeficiente de transferencia de carga, A es el area electroactiva del electrodo, C la

concentracion de la especie en disolucion, y n es el numero de electrones transferidos.

En sistemas irreversibles, la relacion lineal en la grifica de Ep como una funcion del In(v)
permite determinar el valor de a a partir de la pendiente, ver Figura 32c. Reemplazando en la

ecuacion 1.10, se tiene:

. RT
Pendiente = — 4.3)
2naF
RT 8.314 J- K 1-mol~1-298 K
na = — = LR = 0.57 (4.4)
2-F(—pendiente) 2:96 500 C'mol~1(-0.022 4)
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De la ecuacion 4.4 se obtiene un valor de 0.57 para na, tomando R = 8.314 J-K'-mol ™!, T =
298 Ky F =96 500 C-mol'. El valor de 0.57 en un proceso controlado por difusion, indica que n
esigual a 1 y a es igual a 0.57. El parametro a describe la cinética de la transferencia electronica,
ya que esta relacionado con la energia de activacion de la reaccion en los procesos de transferencia

electronica.

De acuerdo con Savéant & Costentin’®, a también se puede determinar a partir de la ecuacion

4.5. Donde E, , es el potencial de medio pico y E, es el potencial de pico.

_477mV _ 477mV _
Ep2—Ep  781mV

0.6 4.5)

El valor de E, /5 y E,, se determind a 5 V-s'!, y se obtuvo un valor de a igual a 0.6, cercano

al valor obtenido previamente en la ecuacion 4.4.

Para observar si el valor de n varia con tiempos de electrolisis cortos se graficé la IPCNORM
vs. el log(v). De acuerdo con Vincent & Peters'?!, la IPCNORM es la normalizacion de la funcién
de corriente, que resulta de la division de la funcion de corriente (Ecuacion 4.6) por el valor de la
funcion de corriente a la maxima v, es decir a los 5 V-s™\. La funcion de corriente se describe

comao:
ipc/VY?-C (4.6)

En la Figura 32d se observa que el nimero aparente de electrones transferidos a la ftalida 1

se mantiene alrededor de 1, tanto a tiempos de electrolisis largos como cortos.

Para el calculo del area electroactiva del electrodo de GC, se utilizd un sistema redox

conocido, como el de ferroceno. Utilizando la ecuacion 1.11 y la pendiente de la relacion lineal de

ipvs. Vv (Figura 31), se tiene:

Pendiente = 2.69 x 105+ A - C - n3/% - p1/2 4.7)

76



A = Pendiente (4.8)

" 2.69%105-C-n3/2-p1/2

De la ecuacion 4.8 se obtiene un area electroactiva igual a 0.08 cm?, tomando € =1 x 10
mol-cm™ y el valor reportado del Dyerroceno igual a 2.7 x 10° cm*s! para GC en 0.25 M de
TBAPFs en ACN.”’

Ib)

i, =1.02x107v"
r* =0.99997

i(nA)

i =-1.090 x 10" v'*
r* =10.99999

\__‘ 7/

T v T
0.1 0.0 0.1 02 03 04 05 0.0 02 04 0.6 08 1.0
E (V vs Ag/Agh) v (V%1%

T T T T T T T T T T

Figura 31. a) Voltamperometria ciclica de ferroceno (I mM) en 0.1 M de TBAPFs en ACN. v
desde 25 hasta 800 mV-s'. ET- GC, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt. b) Corriente de pico

catédica (ipc) vs. V.

Reemplazando los valores obtenidos de a, A y n en la ecuacion 4.2, se tiene:

5 cm?

D =995x 10" 5 (4.9)

Este valor indica que la especie reducida de la ftalida 1 se difunde con una velocidad de

9.95 x 1075 cm?s™".

Para estimar el valor E°’ en sistemas irreversibles, Espinoza et al. reportan que el potencial

del punto de inflexion (E;) es el valor mas cercano al potencial formal estiandar (E°').!?> E1 E; es
2:
el potencial cuando la ST; = 0. De la extrapolacion de la curva obtenida por los valores de E; en

funcién del v (Figura 32e), se obtiene que E; = E o' ~_195V.
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Figura 32. a) Corriente de pico catodica (i,c) vs. Vv. b) In (ipc) vs. In (v). ¢) Potencial de pico
catodico (Epc) vs. In (v). d) Funcion de corriente de pico normalizada (IPCNORM) vs. log (v).

e) Potencial de pico catodico (Epc) vs. v.

Conociendo el valor estimado de E®, el intercepto de la relacion lineal del Ep, vs. In(v)

(Figura 32c) y la ecuacion 1.10, se tiene:
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1

1
. RT D2 anF\z
Intercepto — E® = - IO.780 +In <—> + ln( ) l (5.0

k0 R'T

1 1

anFg,. . an-F\2 =
"~ (intercepto—E®)+0.780+In("5=-)*+In D2
kD:e[RT (RT) (5.1)
Reemplazando los valores obtenidos previamente, se tiene:
k° = 0.025 % (5.2)

El valor obtenido es mayor de acuerdo con lo reportado en la literatura para sistemas
irreversibles (k° < 107%).°® Por lo tanto, la irreversibilidad del sistema se debe a que la
transferencia electronica tiene acoplada una reacciéon quimica irreversible (mecanismo tipo

ECirev), cuya constante de velocidad es mucho mayor a la k°.

A diferencia del comportamiento cuasi-reversible a bajas v (50 mV-s!) y reversible a altas
v (5 V-s!), con un valor de la k° igual a 0.03 cm-s™!, de la 1(3H)-isobenzofuran-1-ona en
electrodos de GC en 0.1 M de TBAP en ACN'?!, la ftilida 1 presenta un comportamiento
irreversible (desde 0.005 hasta 5 V-s™!), con un valor de la k° igual a 0.025 cm-s™!. Esto sugiere
que el efecto de resonancia en el sistema aromatico de la 1(3H)-isobenzofuran-1-ona proporciona
una mayor estabilidad al radical aniébn en comparacion con el sistema a,f,y,0-insaturado de la

ftalida 1.

Una vez que ocurre la transferencia electronica heterogénea, el radical anion formado de la
ftalida 1 puede seguir dos posibles rutas de reaccion (Figura 33). La primera implica la ruptura
del enlace C-O cetélico (flecha azul en la Figura 33). Sin embargo, esta ruta es menos probable,
dado que el radical anion formando es menos estable, y daria lugar a que la reaccion quimica sea
el paso limitante de la transferencia electronica. Por otro lado, la segunda ruta involucra la
protonacion y la generacion de un radical anion mas estable (flecha verde en la Figura 33), lo cual

concuerda con el comportamiento irreversible observado en la VC de la ftalida 1.
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Figura 33. Propuesta de posibles rutas de reduccion de la ftalida 1.

Para confirmar que el paso subsecuente a la reaccion de transferencia electronica
heterogénea es la protonacion, se realizé una VC en presencia del acido 2,3-dimetilfenol. En la
Figura 34a se observa el aumento de la corriente faradaica en presencia del 4cido. Este aumento
de la i, confirma que la reaccion quimica que sigue a la transferencia electronica heterogénea es
la protonacion para formar un radical relativamente estable centrado en carbono (Figura 33). En
la Figura 34b se observa que el grado de irreversibilidad del proceso redox de la ftalida con la
adicion del 2,3-dimetilfenol aumenta a mayores v. El E 50 disminuye de -1.88 V (Figura 30)
a -1.83 V (Figura 34a) en presencia del acido de Brensted-Lowry, lo cual indica la presencia de
un equilibrio acido-base colateral que favorece la reaccion de transferencia electronica. A partir de

la forma irreversible del voltamperograma de la Figura 34b se calcularon los pardmetros de i,

E E,-,Ep/zyv.

pc»

La relacion lineal de la i, vs. Vv indica que el proceso esta controlado por difusion.

Utilizando el valor de la pendiente de la relacion lineal de la iy vs. Vv (Figura 34c) y la ecuacion

1.12, se tiene:

Pendiente = (299 x 105)-A-C -n-a'/? - D'/? (5.3)
Pendiente 2
b= ((2.99><105)-A-C-n-a1/2) G4
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a cs el coeficiente de transferencia de carga, A es el area electroactiva del electrodo, C la

concentracion de la especie en disolucion, y n es el nimero de electrones transferidos.

En sistemas irreversibles, la relacion lineal del E,,¢ vs. In(v) permite determinar el valor de

a a partir de la pendiente, ver Figura 34d. Reemplazando los valores en la ecuacion 1.10, se tiene:

. RT
Pendiente = — 5.5
2naF
_ RT _ _ 8314 K 'mol"'298K _
na = 2-F(-pendiente) 296 500 C-mol=1(-0.027) 0.50 (5.6)

De la ecuacion 5.6 se obtiene un valor de 0.50 para na, tomando R = 8.314 J-K'-mol ™!, T =
298 Ky F =96 500 C-mol!. El valor de 0.50 en un proceso controlado por difusién, indica que n
esigual a 1 y e es igual a 0.50. Otra forma de determinar a es a partir del E, 2 y €l E,, (Ecuacion
5.7). El valor de E, /, y Ep, se determin6 a 5 V-s!, y se obtuvo un valor de & igual a 0.51, cercano

al valor obtenido previamente en la ecuacién 5.6.

_477mV _ 47.7mV
Ep/2—Ep  93.8mV

= 0.51 (5.7)

En la Figura 34e se observa que el nimero aparente de electrones transferidos a la ftalida 1
a altas velocidades de barrido es igual a 1 y que a tiempos de electrolisis cortos éste valor aumenta
alrededor de 2 electrones. Reemplazando los valores obtenidos de a, A y n en la ecuacion 5.4, se
tiene:

4 cm?

Este valor indica que la especie reducida de la ftilida 1 se difunde con una velocidad de

2.74 X 10™* cm?'s”!. De la extrapolacion de la curva obtenida por los valores de E; en funcién de

la v (Figura 32e), se obtiene que E; = E® =—-194V.
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Figura 34. a) Voltamperometria ciclica de la ftalida 1 (1 mM) (linea discontinua) y ftalida 1 (1
mM) en presencia de 2,3-dimetilfenol (10 mM) (linea azul) en 0.1 M de TBAPFs en ACN. v = 80
mV-s1. b) Voltamperometria ciclica de la zona de reduccion de la ftalida 1 (1 mM) en en
presencia de 2,3-dimetilfenol (10 mM) en 0.1 M de TBAPFs en ACN. v desde 0.005 hasta 5 V-s™.
ET: GC, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt. Inserto: barridos de potencial desde 5 hasta 90 mV-s™.

¢) Corriente de pico catodica (i,c) vs. V. d) Potencial de pico catédico (Epc) vs. In (v). e)

Funcion de corriente de pico normalizada (IPCNORM) vs. log (v). f) Potencial de pico catodico
(Epc) vs. v.
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Conociendo ¢l valor estimado de E?, el intercepto de la relacion lineal del Ep vs. In(v)

(Figura 34d) y la ecuacion 1.10, se tiene:

1 1
o _ R'T D2 anF\2
Intercepto — E® = ——"_ l0.780 +1In <k—0> +1In (225) l (5.8)
e (522) +1no}
22" (intercepto—E®) + 0.780 + In(%o-)? + In D2
k° =el " T (5.9)
Reemplazando los valores obtenidos previamente, se tiene:
k° = 0.034 = (6.0)
S

El aumento en el valor de la k° indica que el acido tiene un efecto catalitico en la reaccion
de transferencia electronica. En la Tabla 6 se resumen los parametros electroquimicos obtenidos
del analisis de reduccion de la ftalida Z-ligustilida (1) en un medio aprético, y en presencia del

acido 2,3-dimetilfenol en GC.

Tabla 6. Parametros electroquimicos de la reduccion ftalida Z-ligustilida (1) en presencia del
2,3-dimetilfenol en GC.

Entrada [ ]2,3-dimetilfen01 Eonsei™ Ei ~ EY a n D % 10_5C k° x 10_2d
1 0 -1.88 -1.95 0.6 1 9.95 2.5
2 0.0l M -1.83 -1.94 0.5 1 0.27 3.4

*Los valores reportados se realizaron a una concentracion de 1 mM de la ftalida Z-ligustilida (1) en 0.1 M de TBAPF¢s en ACN.
PE (V) vs. Ag/Ag", EA: alambre de Pt.
°En cm?-s!.
9En cm-s.

En la reduccion electroquimica de la 1(3H)-isobenzofuran-1-ona, Pasciak et al.'?* reportaron
que en un medio aprdtico esta ftalida actlia como un acido de Bronsted-Lowry en presencia del
radical anion de la 1(3H)-isobenzofuran-1-ona. Es decir, el compuesto de partida actiia como una

fuente de proton que neutraliza las bases generadas tras la transferencia electronica. De manera

similar, la ftalida 1 exhibe este comportamiento. En disolventes apréticos como ACN y DMF, la
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reduccion electroquimica de la ftalida 1 involucra la reaccion de transferencia electronica para
formar el radical anion de la ftalida 1 y una subsecuente reaccion acido-base de Bronsted-Lowry
para formar un radical centrado en carbono que experimenta posteriores reacciones quimicas

(Figura 35).

Caracter Basico
ke > k° e
/ rer 7 / /
0 0 + 0
E”=-195V
o OH 0O

1 0 a=06 %o >/
k°=10.025cm s™! 0 +e'+ g
+H
1 0

Caricter Acido Compuesto reducido Ftalida 1

Figura 35. Cardcter dcido de la materia prima y basico del radical anion de la ftalida 1 en un
medio aprotico.

Una vez que la ftalida 1 experimenta la reaccion de transferencia electronica y la reaccion
quimica irreversible, el radical formado lleva a cabo una segunda transferencia electronica que
puede ocurrir en la superficie del electrodo (proceso ECE) o en disolucion, donde el electron puede
ser tomado del radical anién (proceso DISP). De acuerdo con las tablas de andlisis cinético

reportadas por Amatore et al.'**

y los valores obtenidos de los parametros cinéticos, se propone
que la segunda reduccion se lleva a cabo bajo un proceso ECE-DISP. No obstante, esta propuesta
requiere mas estudios cinéticos y de simulacion de sefiales electroquimicas para confirmar si existe
un control cinético mixto, o cudl de los dos procesos gobierna la segunda transferencia electronica.

En la zona de oxidacion, se observo el decaimiento de la iy, a un Ep, de 1.4 V vs. Ag/Ag”

a medida que se aumentan los ciclos de barrido de potencial (Figura 36a). Esto sugiere que el
radical cation formado se adsorbe en la superficie del electrodo. La relacion lineal entre la ipq vs
la v confirma el proceso de adsorcion de las especies en la superficie del electrodo (Figura 36b).
Por lo tanto, este proceso tiene asociado una pasivacion del electrodo que limita que se lleve a

cabo de manera continua la electrélisis de las especies disueltas en la disolucion electrolitica.
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Figura 36. a) Voltamperometria ciclica para la oxidacion de la ftalida 1 (1 mM) en 0.1 M de
TBAPFsen ACN. v = 50 mV-s!. ET- GC, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt. b) Corriente de pico
anodico (ipc) vs. v.

4.4 Conclusiones

o La ftalida Z-ligustilida (1) tiene un E,c a-2 Vyun E,5 a 1.4 Vvs. Ag/Ag”.

e En funcion del ET y la disolucion electrolitica, se observa uno o los dos potenciales redox
en los electrodos de GC, Pt, BDD y Au.

e Elproceso de reduccion y oxidacion de la ftalida Z-ligustilida (1) es irreversible. En la zona
de reduccion se observa que la transferencia electronica tiene acoplada una reaccion
quimica de protonacion irreversible (mecanismo tipo EC;v), cuya constante de velocidad
es mucho mayor a la k°.

e En oxidacion, el decaimiento de la i,, con el aumento en el nimero de ciclos del barrido
de potencial, y la relacion lineal de la i, vs. v confirmaron que este proceso tiene asociado
una pasivacion del electrodo, lo cual limita que se lleve a cabo de manera continua la
electrdlisis de las especies disueltas en la disolucion electrolitica.

e Larelacion lineal de la i, vs. Vv indican que el proceso de reduccion en un medio aproético
esta controlado por difusion, con un coeficiente de difusion (D) igual a 9.95x10” cm?-s™!,
y una constante de velocidad de transferencia electronica heterogénea (k°) igual a 2.5x107
cm-s! en GC a 0.1 M de TBAPFg en ACN.

e La irreversibilidad del proceso y los parametros cinéticos indican que el paso lento de la

reaccion es la transferencia electronica heterogénea.
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En un medio aprotico como ACN y DMF, la ftalida Z-ligustilida (1) actiia como un éacido
de Bronsted-Lowry que neutraliza las bases generadas de la ftalida 1 tras el proceso de
transferencia electronica.

El aumento de la i, en presencia del 2,3-dimetilfenol confirma que el paso siguiente a la
formacion del radical anién es la protonacion. Ademas, la presencia del acido tiene un

efecto catalitico en la reaccidon de transferencia electronica debido al aumento en el valor

de la k°.
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Capitulo 5.

Electrolisis preparativa de la ftalida Z-ligustilida

5.1 Introduccion

En este capitulo se presentan los experimentos realizados a escala milimolar de la ftalida
Z-ligustilida. La electrolisis se llevo a cabo a potenciales de reduccion debido a la pasivacion del
electrodo en oxidacion. Ademads, se presentan las electrolisis en condiciones potenciostaticas y
galvanostaticas para evaluar su efecto en el rendimiento de la reaccion. Los derivados obtenidos

se caracterizaron por medio de técnicas espectroscopicas.

5.2 Seccion experimental

Informacion general

La electroélisis potenciostatica se realizo en el potenciostato AUTOLAB PG-30 acoplado a
una computadora y controlado por un software NOVA 2.1.7. y la electrolisis galvanostética con la

fuente de poder ROHDE & SCHWARZ HMP4040 de 384 W.

Se utilizaron placas de carbon vitreo de dimensiones de 1 % 6 cm. Los disolventes empleados
fueron purificados y secados. El disolvente aprotico DMF (99 %, Aldrich) se destild en alto vacio
y se almacend sobre malla molecular de 4 A. El disolvente aprotico ACN (Tecsiquim grado HPLC)
se seco a través de una columna de SiO> (malla 70-230) y se almacend sobre malla molecular de
4 A. La sal [BuN][PFs] (TBAPFs) (98 %, Aldrich) se almaceno en desecadores de drierita. Todos

los experimentos se desoxigenaron a través de un burbujeo con gas de Na.
Caracterizacion espectroscopica

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se adquirieron en equipos Bruker
Avance III a 300 y 700 MHz. Los desplazamientos quimicos (0) se reportan en partes por millon
(ppm), usando cloroformo deuterado (CDCl3) como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como

referencia interna, de la marca Sigma-Aldrich.
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5.3 Resultados y discusion

A partir de los resultados obtenidos en la caracterizacion electroquimica, se utilizaron los
electrodos de carbono vitreo como ET y EA, y una disolucién electrolitica de TBAPF¢ como

electrolito soporte en ACN y DMF.

La electrolisis potenciostatica se llevo a cabo a un E,. de -2 V vs. Ag/Ag" en una celda
dividida tipo H (Figura 68) para evitar reacciones no deseadas o el aumento de la resistencia por
la pasivacion del EA en oxidacion. La disolucion de 7 mL en cada lado de la celda se desgasifico
por 10 min, y durante la electrolisis se mantuvo una atmdsfera inerte para evitar la oxidacion de la
materia prima. La reaccion fue seguida mediante ccf'y durante la electrolisis se observo un cambio
en el color de la disolucion (Figura 69). Luego de 1 h de electrdlisis, se observd el consumo total
de la materia prima (1 mmol) y la aparicion de tres compuestos por ccf, dos de cercana polaridad
a la ftalida Z-ligustilida y uno de mayor polaridad en la base de la placa cromatografica. Al revelar
con la disolucion de sulfato cérico de amonio y molibdato de amonio, se observo la presencia de
otro compuesto polar, pero con menor intensidad. A partir del area bajo la curva de i de electrélisis
vs. tiempo, se determind la carga consumida en la reaccion (150 C). Utilizando la ecuacion 1.3 y
el valor obtenido de Q, se calculo6 el nimero de electrones transferidos en esta reaccion, el cual fue

igual a dos por cada milimol de la ftalida 1.

Para remover el electrolito soporte del crudo de reaccion se utilizo un embudo de separacion.
Dada la solubilidad de TBAPF¢ en disolventes organicos apolares como hexano, se utilizod éter
para separarlo de la fase organica. Luego, la fase orgédnica se evapord en un rotavapor a presion
reducida y se obtuvo un aceite de color oscuro. Este se analizé por ccf con un sistema de
disolventes Hex:AcOEt (9:1), y se observo la presencia mayoritaria de dos compuestos de cercana
polaridad a la materia prima. Estos compuestos tienen una ARf < 0.06, por lo tanto, para su

purificacion se utiliz6 una columna rapida con un sistema de elucion Hex:AcOEt (97:3).

El compuesto de menor polaridad corresponde a la ftalida Z-butilidenftalida (2), el cual fue
previamente caracterizado en la purificaciéon de la materia prima. El segundo compuesto de
polaridad cercana a la ftalida Z-ligustilida (1) corresponde a un producto de deshidrogenacion. En

el espectro de RMN 'H (Figura 37) se observa la desaparicion de las sefiales alrededor de 6 ppm,
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y el aumento de sefiales a campo alto. La senal alrededor de 5 ppm sugiere la presencia de

hidrégenos vinilicos.

Derivado de la Z-ligustilida

o l l
|
2 ."Vl"l Ax \ i ,L/ \‘-« % Jllh.nulu ,Al lJ

Ftalida Z-ligustilida

| W M\

74 7.2 7.0 68 6.6 64 6.2 60 S8 56 §4 52 50 48 4.6 4.4 42 4.0 38 36 34 3.2 3.0 28 2.6 2.4 2.2 2.0 18 1.6 14 1.2 1.0
8 (ppm)

Figura 37. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI;) del derivado de la fialida Z-ligustilida (1)
obtenido mediante electrélisis potenciostatica a -2 V vs. Ag/Ag". ET: GC, EA: GC con 0.1 M de
TBAPFs en ACN.

En el espectro de IR (Figura 70), se observa la banda de absorcion en 1757 cm’, lo cual
confirma la presencia del grupo carbonilo de lactona. En ese sentido, se propone que el compuesto

obtenido corresponde a la ftalida 6,7-dihidroligustilida (Figura 38).

Hyp th
11

6,7-dihidroligustilida

Figura 38. Hidrogenos en la estructura de la ftalida 6,7-dihidroligustilida.
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Figura 39. Espectro de RMN 'H (700 MHz, CDCI;) de la ftdlida 6,7-dihidroligustilida.

De acuerdo con la estructura propuesta en la Figura 38 y el espectro de la Figura 39, la
senal de triplete (t) corresponde al hidrogeno 8 que resulta de la interaccion con los hidrégenos del
C-9, y debido a la conjugacion con la lactona, se observa su desplazamiento a 5.10 ppm. El
hidroégeno 9 por estar cercano al enlace C-O sufre el efecto desapantallamiento y por ello se
observa su sefial a 2.33 ppm. La sefal de cuadruplete (c) del hidrogeno 9 resulta de la interaccion
con los hidrogenos del C-10 y el hidrégeno del C-8. Debido a la mayor distancia del hidrégeno 10
y 11 con el anillo de lactona no se observa el efecto de desapantallamiento, y por ello sus sefiales
aparecen a campo alto. El hidrégeno 10 tiene una sefial de sextuplete (sx) por la interaccion con
los hidrogenos del C-11 y C-9, y el hidrégeno 11 la sefial de triplete (t) por su interaccion con los
hidrogenos del C-10. Los hidrogenos 7 y 4 del ciclohexadieno aparecen alrededor de 2.38 y 2.28
ppm debido al efecto electroatractor de la lactona. Por el contrario, los hidrogenos 6 y 5 sufren en
menor medida ese efecto por la distancia del enlace, y por ello se observan a un desplazamiento

de 1.78 y 1.72 ppm.

Para confirmar la estructura propuesta de las sefiales en el espectro de RMN 'H (Figura 39)
se realizaron analisis de RMN *C, COSY, HSQC y HMBC. En el espectro de RMN '*C (Figura

40), se observa a 170 ppm la sefial correspondiente a la lactona. Las sefiales de los carbonos sp?
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aparecen a 110.40 ppm para C-8, a 126 ppm para el C-3a, a 149 ppm para el C-3 y a 151 ppm para
el C-7a. La asignacion del C-3, C-3a, C-7a se realiz6 con base en las interacciones observadas en

el experimento de HMBC (Tabla 7).
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Figura 40. Espectro de RMN >C (700 MHz, CDCl3) de la ftalida 6,7-dihidroligustilida.

En los experimentos COSY, HSQC y HMBC (Figura 71, Figura 72, Figura 73) se
observaron las siguientes interacciones (Tabla 7) que permitieron asignar y confirmar las sefiales

de los carbonos en la Figura 40, y corroborar las sefiales de los hidrogenos en la Figura 39.

Tabla 7. Senales observadas en los experimentos de COSY, HSQC y HMBC de la ftalida
6,7-dihidroligustilida.

COSY HSQC HMBC
H- 11 y H-10 H-11y C-11 C-3yH-8
H-10y H-9 H-10y C-10 C-3ay H-4

H-9 y H-8 H-9yC-9 C-7ay H-7
H-7 y H-6 H-8 y C-8 C-6y H-5
H-6 y H-5 H-7y C-7 C-7ay H-6
H-4y H-5 H-6y C-6 C-3ay H-5
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H-5yC-5 C-7yH-5
H-4yC-4 C-6y H-4
C-8 y H-10
C-9y H-11

En la Figura 41 se observa la interaccion en el espacio entre el H-8 con el H-4. Esta
interaccion permite discriminar entre el isomero Z'y E. Por lo tanto, la estructura correspondiente

a la ftalida 6,7-dihidroligustilida corresponde a la configuraciéon Z.
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Figura 41. Espectro de NOESY (700 MHz, CDCI3) de la ftdlida 6,7-dihidroligustilida.

De acuerdo con los productos caracterizados se observa que el mecanismo que sigue la
reaccion electroquimica de reduccion es la que se muestra en la Figura 42. La ftalida Z-ligustilida
(1) acepta un electron del electrodo para formar un radical anién, el cual es muy inestable. Por
ello, el radical anién experimenta una reaccion de protonacion irreversible para estabilizarse y la
deslocalizacion de la carga por la conjugacion de la molécula permite la formacién de un radical
centrado en un carbono terciario. Este radical puede ser reducido en dos maneras: 1) en la

superficie del electrodo (ECE), o 2) tomar un electron de un segundo radical anion en la disolucion
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(DISP) para formar el respectivo dianiéon que llevara a cabo una posterior protonacion y

desprotonacion para dar lugar a la 6,7-dihidroligustilida y la Z-butilidenftalida (2).

GC = GC

Potenciostatica
/ -2V vs. Ag/Agt /
o | o
ACN, TBAPF,
1 O rt,1h (0]

6,7-dihidroligustilida

+€ tH+ /
0
/ o)
o) 2
0
_H.
+HT
o
/ / Hy oA
o -+ 0 + 0
I o OH 1 O
+H+
/
0
1 0

Figura 42. Propuesta del mecanismo de reduccion de la ftalida Z-ligustilida (1).

Lareaccion también se llevo a cabo bajo diferentes condiciones galvanostaticas, desde altas
(2 A) hasta bajas (1 mA) i de celda. Sin embargo, en la placa de ccf se observa la formacion de
mas productos de electrolisis y la desaparicion de la 6,7-dihidroligustilida. Por ende, el producto

reducido es inestable y lleva a cabo posteriores reacciones de reduccion que disminuyen la
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selectividad de la reaccidon electroquimica. En la Tabla 8 se muestra el rendimiento de la

electrolisis de reduccion de la ftalida 1 en condiciones potenciostaticas y galvanostaticas.

Tabla 8. Condiciones potenciostaticas y galvanostaticas de la electrdlisis de reduccion de la ftalida
Z-ligustilida (1).

Rendimiento!
Entrada? Condiciones Disolvente Electrodos
6,7-dihidroligustilida Z-butilidenftalida
ACN GC(-)/GC(+) 67 31
1 Potenciostatica®
DMF GC(-)/GC(+) 64 35
ACN GC(-)/GC(+) 30 27
2 Galvanostatica®
DMF GC(-)/GC(+) 28 33

2Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.

b_2 Vvs. Ag/Ag®.

°Con 3.5 mA, 0.5 X 10~ moles de la ftélida 1 se consumen después de 3 h de electrolisis.
9En %.

Otros métodos de sintesis para la obtencion de la 6,7-dihidroligustilida incluyen la
hidrogenacion catalitica de la ftalida 1 con Pd*® y la sintesis total a partir del 4cido ftalico.'?® En la
hidrogenacion catalitica se reportan bajos rendimientos (~ 45 %) dada la poca selectividad, y en la
sintesis total de 4 etapas se reporta un rendimiento por término medio del 85 % en cada etapa. Sin
embargo, en esta ruta sintética se emplean compuestos organoliticos, los cuales, debido a su
naturaleza piroforica'?®, requieren el uso de un protocolo de reaccién y equipos de proteccion
personal adecuados. Por lo tanto, la electrosintesis es un método eficaz para la sintesis de derivados
de productos naturales porque aumenta la economia atomica, disminuye los tiempos de reaccion,

y evita el empleo de sustancias y condiciones peligrosas.
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5.4 Conclusiones

e Lareduccion electroquimica de la ftalida Z-ligustilida a un E,,. de -2 V vs. Ag/Ag" permitid
la obtencion de dos derivados, la Z-butilidenftalida (2) y la 6,7-dihidroligustilida.

e La Z-butilidenftalida (2) es el producto de oxidacion y sus sefiales espectroscopicas
concuerdan con las analizadas en el capitulo 3.

e La 6,7-dihidroligustilida presenta una configuracion Z, la cual se asigné con base en la
interaccion espacial entre el H-8 y el H-4 observada en el espectro de NOESY.

e En la reaccion electroquimica para la obtencion de la 6,7-dihidroligustilida se consumen
dos electrones y dos protones. La primera transferencia electronica tiene acoplada una
reaccion quimica irreversible (mecanismo tipo EC;.ey), cuya constante de velocidad es
mucho mayor a la k°. Para la segunda transferencia electronica se propone un mecanismo
tipo ECE-DISP. No obstante, esta propuesta requiere mas estudios cinéticos y de
simulacion de sefiales electroquimicas para confirmar si existe un control cinético mixto o
si gobierna uno de los dos procesos.

e La formacién de la Z-butilidenftalida (2) confirma que la ftalida Z-ligustilida (1) también
actia como un acido de Brensted-Lowry en presencia de una base como el radical anion
de la ftalida 1.

e En lareaccion potenciostatica aumenta el rendimiento de la reaccion debido a que se tiene
un control del potencial impuesto a la disolucién. Por el contrario, en condiciones
galvanostaticas, el potencial varia con el tiempo de reaccion, por lo que genera una mayor
cantidad de subproductos que disminuyen el rendimiento de esta reaccion. Esto implica
que los derivados obtenidos electroquimicamente son capaces de seguir reaccionando en

posteriores reacciones de reduccion dando lugar a una baja selectividad.
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Capitulo 6.

Estudio de actividad bioldgica de los derivados de ftalida

6.1 Introduccion

Las especies vegetales pertenecientes a la familia Umbelliferae presentan alta actividad
biologica. Entre éstas, la ftalida Z-ligustilida aislada de la especie Ligusticum porteri, es un
metabolito secundario de interés para la obtencion de nuevos farmacos dada su actividad
terapéutica. Por ello, es de interés evaluar si los derivados electrogenerados aumentan o
disminuyen su actividad bioldgica. En este capitulo se presenta el andlisis bioldgico de los
derivados obtenidos en la reaccion electroquimica de reduccion. Para evaluar la posible actividad
bioldgica de estos compuestos, se realizaron bioensayos de toxicidad en Artemia salina. Ademas,
se realizaron estudios de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) para potencial
aplicacion en la enfermedad de Alzheimer'?’, y la inhibicién de la a-glucosidasa de levadura y la

a-glucosidasa de raton para el tratamiento de la diabetes tipo 2.!%8

6.2 Seccion experimental

Informacion general

Materiales

Quistes de Artemia salina de la marca Eclosionazul. Sal marina de la marca Instant Ocean.
Agua desionizada. Bomba de aire. Botella plastica. Lampara. Pipeta de 100 puL. Placa de 96 pozos
para cultivo celular. Microscopio invertido de la Marca Nikon DIAPHOT 300.

Procedimiento

Para llevar a cabo el bioensayo de los quistes de Artemia salina se siguid el procedimiento
descrito por Colegate & Molyneux.!? Para ello, se colocaron los quistes de Artemia salina en una
botella de agua que contenia una disolucion de sal marina en agua desionizada a una concentracion
de 35.8 g-L"! (Figura 77). Después de 24-36 h de incubacion a temperatura ambiente en presencia

de luz y bajo condiciones aerobicas en el medio, se observod la eclosion de los nauplios. Para el
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ensayo se utilizaron nauplios de segundo y tercer estadio. Para la evaluacion de toxicidad de los
compuestos se prepararon disoluciones del compuesto de interés en DMSO a una concentracion
de 20 mmol. De esta disolucion se tomd 100 puL y se afiadié a 100 pL. de agua desionizada con
presencia de Artemia salina. Después de 24 h de exposicion de la Artemia salina a los compuestos
se evaluo el numero de artemias muertas mediante un microscopio invertido. El experimento se

realizo por triplicado.

También se evaluo su actividad para la aceticolinesterasa (AChE), a-glucosidasa de levadura
y la a-glucosidasa de raton. Para llevar a cabo estos experimentos se utilizo el procedimiento
descrito en la literatura.'**!3!. El porcentaje de inhibicién de la actividad enzimatica se calculd

mediante la ecuacion 6.1:

% inhibicién = 1 — (M) x 100 (6.1)

DO control

Donde DOconnrol €s 1a absorbancia de la muestra control y DOpuesira €5 12 absorbancia de la

muestra de prueba.

6.3 Resultados y discusion

En la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos del ensayo bioldgico contra Artemia
salina en la que se indica la concentracion letal media (LCso), la toxicidad relativa con relacion al

K2Cr207. Los limites de confianza del 95% de la LCso se derivaron a partir de la siguiente relacion:
logLC5o + 2 ES LC5y

Tabla 9. Concentraciones letales medias de los derivados de ftalida para Artemia salina.
Limites de confianza del

Ensayo en
95 % de la LCSO
Compuesto Artemia Salina, Toxicidad relativa®
Limite Limite
LCs5o"
inferior superior
Z-ligustilida (1) 33.88 6.46 24.04 4775
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6,7-dihidroligustilida 109.67 2.00 74.3 161.8
Z-butilidenftalida (2) 19.95 10.96 15.13 26.3
K>Cr 07 218.77 1 178.52 268.1

“En puM.
PToxicidad relativa en relacién con el K2Cr2Oy.

En cuanto a los resultados obtenidos en el bioensayo de toxicidad en Artemia salina de los
compuestos generados electroquimicamente, la Figura 43 muestra que la 6,7-dihidroligustilida es
el derivado de ftalida que presenta el valor mas alto de LCso (109.67 + 0.17), lo cual indica que se
requiere una alta concentracion de éste compuesto para causar un toxicidad significativa en

comparacion con el derivado Z-butilidenftalida (2), que presenta el valor mas bajo de LCso (19.95

+0.29).

Por lo tanto, la Z-butilidenftalida (2) resulta ser el mas téxico de los derivados de ftalida
obtenidos electroquimicamente. Este aumento en toxicidad se atribuye a la presencia del anillo

aromatico en la estructura.
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Figura 43. Bioensayo de toxicidad en Artemia Salina de los compuestos generados
electroquimicamente. Los valores de LCsg se obtuvieron con un limite de confianza del 95 %. Se
utilizo K>Cr207 como control positivo. Las disoluciones se prepararon en DMSO desde 10 hasta

1000 uM, siguiendo el protocolo descrito en la literatura.'”

Dada la toxicidad en Artemia Salina de los derivados obtenidos, se realizd un experimento

de cernimiento para evaluar su actividad inhibitoria en la enzima aceticolinesterasa (AChE),
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debido a que estudios previos han mostrado que los derivados de ftalida tienen actividad
neuroprotectora. Entre ellos, la ftalida 23 (Figura 44) presenta una actividad de inhibicién sobre

la enzima AChE, con una concentracion inhibitoria media (ICso) de 2.66 nM.?

0 N—
~o
0
23

Figura 44. Derivado de ftdlida 3-sustituida con alta actividad de inhibicion para la enzima
AChE (ICso= 2.66 nM).

En la Figura 45 se observa que el porcentaje de inhibicion de los derivados
electrogenerados frente a la enzima AChE es bajo en comparacion con el estandar de galantamina.
Entre los derivados de ftalida, la Z-butilidenftalida (2) presenta el mayor porcentaje de inhibicion,
seguido de la Z-ligustilida (1) y la 6,7-dihidroligustilida. Esto indica que el anillo aromético es
clave para la interaccion con el sitio catalitico de la enzima AChE mediante interacciones del tipo
n-w. Otra interaccion que también se ve favorecida es con el sitio periférico de la enzima, mediante
puentes de hidrégeno entre aminoacidos de AChE, como la fenilalanina, y los oxigenos del grupo
de la lactona.

Anand et al.'® reportaron que la presencia del grupo bencil-amino en la galantamina es el
responsable de su alta actividad inhibitoria, mediante interacciones del tipo n-n y cation-z con el
sitio catalitico de AChE. Estas interacciones se han demostrado mediante cristalografia de rayos
Xy estudios de relacion estructura-actividad (SAR). En comparaciéon con la ftalida 23, se observa
que el grupo bencil-amino es esencial para la actividad inhibitoria y su reemplazo por un doble
enlace exociclico en la posicion del C-3, como la Z-butilidenftalida (2), causa una disminucion en
su actividad inhibitoria. En consecuencia, el producto de hidrogenacion de la ftalida 1,
6,7-dihidroligustilida, es el derivado de ftalida con la menor actividad inhibitoria en la enzima
AChE.
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Figura 45. Actividad inhibitoria en AChE por compuestos generados electroquimicamente. La
actividad inhibitoria se determiné mediante el método de Ellman'* ligeramente modificado, en
el cual la tiocolina producida por AChE forma un aducto amarillo con el reactivo DNTB. Se
utilizo galantamina como compuesto estandar. Los compuestos de prueba se disolvieron en ACN
con una concentracion final en los pozos de 0.5 %. Se utilizo una solucion de la enzima AChE al
50 % en glicerol. Después de 30 min de inhibicion a 25 °C, la absorbancia a 412 nm se leyo
durante los primeros 5 min de la reaccion.

Otro estudio que se realizo fue el de evaluar su actividad inhibitoria en la enzima
a-glucosidasa de levadura (a-Gluclev) y la a-glucosidasa de raton (o-Glucrat). Zahra et al.'*
reportaron que los derivados de las isobenzofuranonas tienen alta actividad inhibitoria en
comparacion al compuesto estandar de acarbosa. Por ejemplo, la ftalida 24 (Figura 46) mostr6 un
valor de ICso de 6.82 + 0.02 uM en la enzima a-Glucrat, lo que representa un poder de inhibicion

de 127 veces mayor al compuesto estandar de acarbosa.

g
e
24 (0]
Figura 46. Derivado de ftdlida con alta actividad inhibitoria para la enzima a-Glucrat (ICso=

6.82 uM).

La evaluacién de la actividad inhibitoria en la enzima o Gluclev y a Glucrat de los

derivados de ftalida se muestra en la Figura 47. Los derivados de ftadlida muestran baja actividad
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inhibidora en comparacion con el compuesto estdndar de quercetina para la enzima a-Gluclev y
acarbosa en la enzima a-Glucrat. Entre las dos enzimas, se observa que la actividad inhibitoria de
los derivados de ftalida es mayor en la o-Gluclev. A una concentracion de 100 pM, la
Z-butilidenftalida (2) tiene el mayor porcentaje de inhibicion en la a-Gluclev, seguido de la
6,7-dihidroligustilida y la Z-ligustilida (1) (Figura 47a). Por el contrario, en la a-Glucrat, la
Z-ligustilida (1) y la Z-butilidenftalida (2) tienen el mayor porcentaje de inhibicion, seguido de la
6,7-dihidroligustilida (Figura 47b). Esto sugiere que la presencia del anillo aromatico
(interacciones del tipo m-m) y el grupo lactona (interacciones del tipo puentes de hidrogeno)
favorecen su interaccion con el sitio activo de la enzima. En comparacion con la ftalida 24, se
observa que la presencia de un sustituyente electroatractor en la posicion para del fenilo aumenta

su actividad inhibidora en la enzima oa-Glucrat.

2) 609w 6 7-dihidroligustilida . b) 601 L 67 dihidroligustilida
Wl 7-butilidenfialida 3 { Bl Z-butilidenftilida .
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Figura 47. Actividad inhibitoria en a) o-Gluclev y b) o-Glucrat de los compuestos generados
electroquimicamente. Para la o-Gluclev y la a-Glucrat se utilizé una disolucion de la enzima al
50 % en glicerol. Los compuestos de prueba se disolvieron en DMSO al 50 % y se tomaron
alicuotas de 25 uL para afiadir a la disolucion amortiguadora en cada pozo. Después de 10 min
de inhibicion, la absorbancia a 405 nm se leyo durante los primeros 15 min de la reaccion. Cada
dato representa el promedio de las lecturas realizadas por triplicado.

6.4 Conclusiones

e El bioensayo de toxicidad frente a Artemia salina es una herramienta Util para la deteccion
preliminar de compuestos con posible actividad biologica debido a que la técnica permite

obtener resultados rapidos y reproducibles.
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La actividad toxica de los derivados de ftalida frente a Artemia salina sugieren posibles
aplicaciones biologicas futuras para estos compuestos.

La Z-butilidenftalida (2) mostré la mayor toxicidad frente a Artemia salina, seguida de la
Z-ligustilida (1) y la 6,7-dihidroligustilida.

Los derivados de ftalida electrogenerados muestran un bajo porcentaje de inhibicion frente
a la enzima AChE en comparacion con el estandar de galantamina. No obstante, entre los
derivados de ftalida, la Z-butilidenftalida (2) presenta el mayor porcentaje de inhibicion,
seguido de la Z-ligustilida (1) y la 6,7-dihidroligustilida, lo cual indica que la presencia del
anillo aromatico en la estructura aumenta su interaccion con el sitio catalitico de la enzima
AChE mediante interacciones del tipo n-n. Otra interaccion que se favorece son las de
puentes de hidrégeno entre los aminoacidos de AChE, como la fenilalanina, y los oxigenos
del grupo de la lactona.

En la enzima a-Gluclev y a-Glucrat , las ftalidas Z-ligustilida (1) y Z-butilidenftalida (2)
mostraron el mayor porcentaje de inhibicion, lo cual sugiere que estos compuestos
interactiian con el sitio activo de la enzima mediante interacciones del tipo - y puentes

de hidrogeno.
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Conclusion General

La ftalida Z-ligustilida (1), aislada del extracto hexanico de la especie Ligusticum porteri, es
una especie electroactiva que presenta un E,. a-2 Vyun E,, a 1.4 V vs. Ag/Ag". La electrolisis
a escala preparativa permitié la generacion de derivados de ftalida, los cuales mostraron actividad
toxica frente a Artemia salina y bajo porcentaje de inhibicion en las enzimas AChE, a-Gluclev y
a-Glucrat. En ese sentido, la electroquimica permitié explorar la reactividad de la ftalida

Z-ligustilida y generar derivados de ftalida con actividad bioldgica modulada.

l. A partir de técnicas cromatograficas, como la CC rapida, se logro la purificacion de la

ftalida Z-ligustilida (1) con un 94 % de abundancia.

2. El andlisis electroquimico de la ftalida Z-ligustilida (1) mostr6 un proceso irreversible
aun E,, de 1.4 Vvs. Ag/Ag’, el cual tiene asociado una pasivacion del electrodo. Por
el contrario, en la zona de reduccion a un E,. de -2 V vs. Ag/Ag’, el proceso de
transferencia electronica es irreversible y estd controlado por difusion. Este proceso
irreversible se caracterizd por un mecanismo tipo ECi+ev , en el que la transferencia
electronica en fase heterogénea tiene acoplada una reaccion quimica irreversible de

protonacion, cuya constante de velocidad es mayor a la k°.

3. En lareaccion de reduccion electroquimica a escala preparativa se obtuvo la formacion
de la 6,7-dihidroligustilida y la Z-butilidenftalida (2). La obtencion de estos derivados,
en un medio aprético como ACN y DMF, confirma que la ftalida (1) actiia como acido
de Bronsted-Lowry en presencia de la base generada tras la transferencia electronica

en la ftalida 1.

4. El experimento NOESY permiti6 asignar la configuracion Z a partir de la interaccion

observada entre el H-8 y el H-4.
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Los derivados electrogenerados mostraron actividad toxica frente a Artemia salina. La
Z-butilidenftalida (2) mostré la mayor toxicidad, seguida de la Z-ligustilida (1) y la
6,7-dihidroligustilida.

El porcentaje de inhibicidn de los derivados de ftalida en las enzimas AChE, a-Gluclev
y a-Glucrat fue bajo en comparacion con el compuesto estandar de cada enzima. Entre
los derivados de ftalida, la Z-butilidenftalida (2) mostré la mayor actividad de
inhibicion, lo cual se justifica por la presencia del anillo aromatico y la lactona que
permiten interacciones del tipo m-m y puentes de hidrégeno con el sitio activo y

periférico de las enzimas.
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Perspectivas

La formacion de un radical anion centrado en carbono a partir de la ftalida (1) abre la
posibilidad de llevar a cabo futuras reacciones quimicas para continuar con la exploracion de la
reactividad de la ftalida Z-ligustilida (1) y obtener nuevos derivados con actividad bioldgica

novedosa.

Entre los productos obtenidos, la Z-butilidenftalida (2) tiene un E,. de -2.2 V vs. Ag/Ag" en

GC a 0.1 M de TBAPF¢ en ACN. Por lo tanto, la reduccion electroquimica seria una alternativa

sostenible para la sintesis de la n-butilftalida, el cual es un derivado de alto interés farmacoldgico.

En la reduccion electroquimica de la ftalida 1 a -2 V vs. Ag/Ag’ se obtuvo la formacion de un
ciclodimero de la Z-ligustilida (1). En el espectro de RMN 'H no se observa la sefial caracteristica
del H-8 de la ftalida 1 a un 6 ~ 5.2 ppm (Figura 76). En su lugar, se observan senales a 8 6.17 ppm
y 8 5.86 ppm, que de acuerdo con lo reportado en la literatura®*, corresponden al H-7 y al H-6. Por
lo tanto, el doble enlace que reaccioné en la formacion del ciclodimero es el de la posicion entre
el C-3 y C-8. De las posibles estructuras que se pueden obtener para este ciclodimero, se propone
la endo-(Z,7")-(3.8",8,3")-diligustilida (10) (Figura 7) debido a que es la estructura mas estable y
con el menor impedimento estérico. Sin embargo, este ciclodimero se obtuvo en un bajo
rendimiento, por lo que no fue posible llevar a cabo su aislamiento y purificacion para poder
corroborar su estructura. Para confirmar que el ciclodimero obtenido no es un producto de
oxidacion de la ftalida 1, también se realizé una prueba sin pasar corriente en la celda y no se
observo la formacion de este producto. Por consiguiente, para mejorar la formacion del dimero, se
requiere optimizar las condiciones de reaccion. Se sugiere el uso de disolventes y sales que

estabilicen al radical para que se pueda llevar a cabo la reaccion de cicloadicion [n2s+ n2s].

En la reaccion de oxidacion se utilizé un medio aprético, no obstante, un estudio posterior con
diferentes condiciones de reaccion podria evitar la pasivacion del electrodo para llevar a cabo la

electrolisis de oxidacion.
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La reaccion de oxidacion de la ftalida 1 también se podria llevar a cabo mediante el uso de
mediadores y explorar la reactividad de esta molécula. Siguiendo las condiciones reportadas por
Horn et al.'3*, en este trabajo se explord la oxidacion del enlace C-H alilico utilizando C14NHPI
como mediador. No obstante, no se obtuvo la oxidacion de la ftalida 1, ni la formacién de un nuevo
derivado. Por lo tanto, es necesario realizar un estudio posterior con diferentes condiciones de

reaccion.
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Anexos

Aislamiento, purificacion y caracterizacion de la ftalida Z-ligustilida
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Figura 48. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de la Z-ligustilida (1) y la Z-butilidenftalida
(2) presente en el aceite café oscuro obtenido mediante CC por gravedad.

] 1 1
H-7 H-6 H-8
2
H-8
7 i3
12 2
i, HS H4, u
H-6 I ‘l
i’ N Ay “ Lu L‘_____A_Jw
1 L

N8 e R i S g T b d
883 8§ & = 8 e8=2 & g
333 3% 2 '3 e § =
I(; 0 9.5 ‘).‘0 8.5 8.0 7:5 7.0 6:5 6.0 5:5 5:0 45 410 3.5 310 25 2;0 1.5 110

& (ppm)

Figura 49. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl3) de la Z-ligustilida (1) y la Z-butilidenftalida
(2) presente en el aceite amarillo obtenido mediante CC rapida.
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Figura 50. Experimento COSY (700 MHz, CDCI3) de la ftalida Z-ligustilida (1).
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Figura 51. Experimento HSQC (700 MHz, CDCI3) de la ftalida Z-ligustilida (1).
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Figura 52. Experimento HMBC (700 MHz, CDCl3) de la ftalida Z-ligustilida (1).
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Figura 55. Experimento COSY (700 MHz, CDCI3) de la ftalida Z-butilidenftalida (2).
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Figura 59. Espectro de masas DART de la ftalida Z-butilidenftalida (2).
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Estudios electroanaliticos de la ftalida Z-ligustilida

e  Compensacion por la caida ohmica

Para validar el método de compensacion por la caida 6hmica se utilizé el sistema redox
estandar de ferroceno. En el potenciostato AUTOLAB PG-30, se determind la resistencia de la
disolucion a través de la funcion i-interrupt y se compenso la caida 6hmica mediante la funcion IR
Positive feedback entre el 80 y 85 % del valor de la resistencia. A continuacion, se presentan los

resultados obtenidos en los electrodos de GC, Pt, Au'y BDD.
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Figura 60. Compensacion ohmica con ferroceno (I mM) en 0.1 M de TBAPFs en ACN. a)
Voltamperometria ciclica a diferentes v, desde 0.025 hasta 800 mV-s™. b) Relacion lineal de iy

vs. V. ¢) Relacién entre E, vs. log (v). ET: GC, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt.

En la Figura 60a, se observa que, con la compensacion de la caida 6hmica para el ET de
GC, la separacion de picos (63 mV) se mantiene constante desde bajas hasta altas v (0.025 a 800
mV-s™!). En la Figura 60b se presenta la relacion lineal de la ip conla Vv, caracteristica del sistema

redox de ferroceno, y en la Figura 60c, la relacion independiente del potencial de pico anddico y

catodico con el aumento de la v.
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Figura 61. Compensacion ohmica con ferroceno (I mM) en 0.1 M de TBAPFs en ACN. a)
Voltamperometria ciclica a diferentes v, desde 0.025 hasta 800 mV-s™. b) Relacion lineal de [

vs. V. ¢) Relacion entre E, vs. log (v). ET: Pt, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt.

En la Figura 61a, se observa que, con la compensacion de la caida 6hmica para el ET de Pt,

la separacion de picos (63 mV) se mantiene constante desde bajas hasta altas v (0.025 a 800
mV-s™!). En la Figura 61b se presenta la relacion lineal de la i, conla \/v, caracteristica del sistema

redox de ferroceno, y en la Figura 61c, la relacion independiente del potencial de pico anddico y

catodico con el aumento de la v.
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Figura 62. Compensacion ohmica con ferroceno (I mM) en 0.1 M de TBAPFs en ACN. a)
Voltamperometria ciclica a diferentes v, desde 0.025 hasta 800 mV-s™. b) Relacién lineal de iy

vs. V. ¢) Relacion entre Ey, vs. log (v). ET: BDD, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt.

En la Figura 62a, se observa que, con la compensacion de la caida 6hmica para el ET de
BDD, la separacion de picos se mantiene constante a un valor de 76 mV desde 25 hasta 100 mV-s™!,
y a altas v (800 mV-s!) la separacién de picos aumenta a 125 mV. En la Figura 62b se presenta
la relacion lineal de la i), con la Vv, caracteristica del sistema redox de ferroceno. En la Figura

62c se observa la relacion independiente del potencial de pico anddico y catddico con el aumento
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de la v. El potencial de pico se mantiene constante a bajas v, pero se observa un ligero aumento a

altas v debido a que el efecto de la caida 6hmica se vuelve més prominente a mayores v.
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Figura 63. Compensacion ohmica con ferroceno (I mM) en 0.1 M de TBAPFs en ACN. a)
Voltamperometria ciclica a diferentes v, desde 0.025 hasta 800 mV-s™. b) Relacién lineal de iy

vs. Vv. ¢) Relacién entre E,, vs. log (v). ET: Au, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt.

En la Figura 63a, se observa que, con la compensacion de la caida 6hmica para el ET de

Au, la separacion de picos (62 mV) se mantiene constante desde bajas hasta altas v (0.025 a 800
mV-s™!). En la Figura 63b se presenta la relacion lineal de la i, conla \/v, caracteristica del sistema

redox de ferroceno, y en la Figura 63c, la relacion independiente del potencial de pico anddico y

catodico con el aumento de la v.
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Ventanas de electroactividad (VE) para los electrodos de GC, Pt, BDD y Au en las diferentes

disoluciones electroliticas
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Figura 64. Ventanas de electroactividad en 0.1 M de TBAPFs en ACN. a) Voltamperometria
ciclica en GC. b) Voltamperometria ciclica en Pt. c) Voltamperometria ciclica en BDD. d)
Voltamperometria ciclica en Au. Los experimentos se realizaron a 100 mV-s, ER: Ag/Ag*, EA:

alambre de Pt.
a) 244 b)“5 | c) 400
18 <
30 4 200 -|
12 —— BDD
2 o —GC —15 Pt <
= i Z o
2 N e _ =
] <
64 -200 -
15
12
-30 25 -20 15 1.0 05 00 0.5 1.0 -2.0 -1.5 -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 35 -30 25 -20 15 10 05 00 05 10 15
E(V)vs AgiAg" E (V) vs Ag/Agt E (V) vs AgiAg®

116



] Au

-2‘.5 -2‘.0 -1‘.5 -1‘.0 -d.s 0:0 0:5 110
E (V) vs Ag/Ag"

Figura 65. Ventanas de electroactividad en 0.1 M de TBAPFs en DMF. a) Voltamperometria
ciclica en GC. b) Voltamperometria ciclica en Pt. c) Voltamperometria ciclica en BDD. d)
Voltamperometria ciclica en Au. Los experimentos se realizaron a 100 mV-s™, ER: Ag/Ag”, EA:
alambre de Pt.

Respuesta electroquimica de la ftalida Z-ligustilida en los electrodos de GC, Pt, BDD y Au en las

diferentes disoluciones electroliticas
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Figura 66. Respuesta electroquimica de la ftalida Z-ligustilida (1) (3 mM) en 0.1 M de TBAPFs
en ACN. a) Voltamperometria ciclica en GC. b) Voltamperometria ciclica en Pt. c)
Voltamperometria ciclica en BDD (1 mM de Z-ligustilida (1)). d) Voltamperometria ciclica en
Au. Los experimentos se realizaron a 100 mV-s, ER: Ag/Ag*, EA: alambre de Pt.
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Figura 67. Respuesta electroquimica de la ftalida Z-ligustilida (1.4 mM) en 0.1 M de TBAPFs en
DMF. a) Voltamperometria ciclica en GC. b) Voltamperometria ciclica en Pt. c)
Voltamperometria ciclica en BDD. d) Voltamperometria ciclica en Au. Los experimentos se
realizaron a 100 mV-s™, ER: Ag/Ag", EA: alambre de Pt.
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Electrolisis preparativa de la ftalida Z-ligustilida
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Figura 69. Cambio en la coloracion de la disolucion con el transcurso de la reaccion.
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Figura 70. Espectro de IR de la ftdlida 6,7-dihidroligustilida.
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Figura 71. Espectro de COSY (700 MHz, CDCI3) de la ftalida 6,7-dihidroligustilida.
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Figura 72. Espectro de HSQC (700 MHz, CDCl3) de la ftdlida 6,7-dihidroligustilida.
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Figura 75. Espectro de masas ESI de la ftalida 6,7-dihidroligustilida.
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Estudio de actividad biolégica de los derivados de ftalida
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Figura 77. Bioensayo de Artemia salina.
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