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ABREVIATURAS, ACRONIMOS, SIMBOLOS Y FORMULAS

(+)-DHIE (+)-Dehidrodiisoeugenol

HRP II - DPeroxidasa de ribano picante II o
Horseradish Peroxidase II

M — micromolar

M — molar

s — segundos

min — minutos

h — horas

g — gramos

mg — miligramos

ug — microgramos

mL — mililitros

uL — microlitros

°C - Centigrados

% - por ciento de

cm - centimetros

nm - nanémetro

U/mg - unidades por miligramo
ng/mL — microgramo por mililitro
rpm — revoluciones por minuto

ppm — partes por millén

MeOH - Metanol

EtOH - Etanol

AcOEt - Acetato de etilo

CH,Cl, - Diclorometano

Na,SO; - Sulfato de sodio anhidro
NH,CI - Cloruro de amonio

FeCl; - Cloruro de hierro III

Ag,0 - Oxido de plata

H,0, - Peréxido de hidrégeno

O, - Oxigeno molecular

N, - Nitrégeno molecular

APHB - Acido para hidroxibenzoico
mCPBA - Acido meta-cloroperbenzoico

NADPH - Nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato

RMN 'H - Resonancia magnética nuclear de protén

RMN BC - Resonancia magnética nuclear de

carbono 13

IR - Espectroscopia de infrarrojo

UV/Vis — Espectroscopfa UV-Visible

HPLC - High Performance Liquid Chromatography

CCF - Cromatografia de capa fina



INDICE DE FIGURAS

Fig 1. Molécula de (+)-Dehidrodiisoeugenol

Fig 2. Sintesis y obtencién de (+)-DHIE mediante dimerizacién oxidativa del isoeugenol
Fig 3. Mecanismo de accién propuesto de (£)-DHIE

Fig 3.1 Estructura proteica de la peroxidasa de rébano picante

Fig 4. Mecanismo de accién propuesto de la epoxidacién del (+)-DHIE

Fig 5. Reaccién de oxidacién del (+)-DHIE

Fig 6. Mecanismo de reaccién de acetilacién del dcido-p-hidroxibenzoico (APHB)

Fig 7. Mecanismo de reaccién de halogenacién del dcido-p-hidroxibenzoico acetilado
Fig 8. Mecanismo de reaccién de esterificaciéon del (+)-DHIE

Fig 9. Reaccién de la transgalactosilacién enzimdtica de la salicina. E: 3-galactosidasa, Lac: Lactosa, Glc: Glucosa, Gal:

Galactosa, E Gal: complejo enzima-galactosa

Fig 10. Esquema de la sintesis biocatalitica de (£)-DHIE usando Peroxidasa de rdbano picante tipo II
Fig 11. Esquema de la sintesis biocatalitica de (£)-DHIE usando peroxidasa de brécoli

Fig 12. Esquema de la sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones de cadena lateral
Fig 13. Esquema de la sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones de cadena lateral
Fig 14. Sintesis biocatalitica de (£)-DHIE con Peroxidasa de rédbano picante II

Fig 15. Cromatoplacas de las 7 repeticiones, repeticién 1 (licarina (L), producto obtenido (P)), repeticién 2 (licarina
(L), producto obtenido (P)), repeticién 3 (licarina (L), producto obtenido (P)), repeticién 4 (licarina (L), producto
obtenido (P)), repeticién S (licarina (L), producto obtenido (P)), repeticién 6 (licarina (L), producto obtenido (P)),
repeticién 6 (Isoeugenol (E), producto obtenido (P)), repeticién 7 (licarina (L), producto obtenido (P)).

Fig 16. Cromatoplacas de las distintas fracciones recolectadas de la purificacién de repeticiones 1 a 5, (I)= Isoeugenol,
(L)=Licarina A.

Fig 17. Cromatoplacas de las fracciones recolectadas de la purificacién de repeticiones 6 y 7, (I)= Isocugenol,
(L)=Licarina A.

Fig 18. Purificacién del producto crudo de (+)-DHIE mediante recristalizacién por MeOH de las repeticiones 2 y 3

posteriores

Fig 19 — 19.1. Espectros de "H RMN con CDClI; de los cristales puros de la sintesis de (+)-DHIE
Fig 20. Estructura del (+)-DHIE

Fig 21. Sintesis biocatalitica de (*)-DHIE con peroxidasa de brécoli

Fig 22. Cromatoplaca de (+)-DHIE con peroxidasa de brécoli contra (+)-DHIE con HRP IT

Fig 23. Reaccién de epoxidacién de (+)-DHIE

Fig 24. Cromatoplaca de las fracciones 1 a 40 de la purificacién de epoxidacién de (+)-DHIE

VI



Fig 25. Cromatoplaca de distintas fracciones de la purificacién de epoxidacién de (+)-DHIE, LI y LII=Producto antes

de purificar, I=Fracciones 1-39 reunidas, II=Fracciones 40-60 reunidas, fracciones 36 a 60.

Fig 26 — 27. Espectros de "H RMN con CDCl; de (*)-Licarinediol A

Fig 28. Estructura del (+)-Licarinediol A

Fig 29. Reaccién de oxidacién de (£)-DHIE

Fig 30. Seguimiento de la reaccién de oxidacién de (+)-DHIE a través del tiempo mediante CCF

Fig 31. Cromatoplaca de las fracciones 1 a 20 de la purificacién del crudo de oxidacién de (+)-DHIE, PC (Producto

crudo)

Fig 32 - 32.1. Espectros de "H RMN con CDCl; del producto de oxidacién de (+)-DHIE
Fig 33. Estructura del producto de oxidacién de (+)-DHIE

Fig 34 - 34.1. Espectros de *C RMN con CDCl; del producto de oxidacién de (+)-DHIE
Fig 35. Estructura del producto de oxidacién de (+)-DHIE

Fig 36. Reaccién de esterificacién de (+)-DHIE y reaccién de acetilacién del APHB (A)
Fig 37. Cromatoplaca de capa fina de la esterificacién del (+)-DHIE

Fig 38 - 38.1. Espectros de "H RMN con CDCl; de la esterificacién del (+)-DHIE

Fig 39. Estructura del producto de la esterificacién del (+)-DHIE

Fig 40, 40.1 y 40.2. Cromatograma de la muestra de metanol (A), muestra 1(B) y muestra 7 (C) con un gradiente de
Metanol/Agua (90:10 v/v)

Fig 41, 41.1 y 41.2. Cromatograma de la muestra de 3 (A), muestra 6 (B) y muestra 7 (C) con un gradiente de
Agua/CH3CN (40:60 v/v).

Fig 42. Espectro de 'H RMN con CDCl; de los cristales puros de la sintesis de (+)-DHIE
Fig 43. Espectro de '"H RMN con CDCl; de (£)-Licarinediol A

Fig 44. Espectros de '"H RMN con CDCl; del producto de oxidacién de (£)-DHIE
Fig 45. Espectros de *C RMN con CDCl; del producto de oxidacién de (£)-DHIE
Fig 46. Espectros de 'H RMN con CDCl; de la esterificacién del (£)-DHIE

Fig 47. Reporte del cromatograma de la muestra de MeOH

Fig 48. Reporte del cromatograma de la muestra de 1

Fig 49. Reporte del cromatograma de la muestra de 7

Fig 50. Reporte del cromatograma de la muestra de 3

Fig 51. Reporte del cromatograma de la muestra de 6

Fig 52. Reporte del cromatograma de la muestra de 7

Grifica 1. Absorbancias en funcién de la concentracién de la curva patrén de ASB

VIl



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Cantidades sometidas en la reaccién de (£)-DHIE con HRP II

Tabla 2. Alicuotas tomadas para la curva de calibracién

Tabla 2.1. Alicuotas tomadas de la muestra problema para su cuantificacién de proteinas

Tabla 3. Caracteristicas de repeticiones realizadas para el derivado 2 del (+)-DHIE

Tabla 4. Caracteristicas de la fase mévil en la cromatografia de columna

Tabla S. Pruebas de reaccién de transgalactosilacién

Tabla 5.1. Gradiente de los disolventes a través del tiempo

Tabla 6. Gradiente ajustado de los disolventes a través del tiempo

Tabla 7. Peso y rendimiento de las primeras 7 reacciones del crudo de (£)-DHIE

Tabla 8. Caracteristicas de las primeras 7 repeticiones

Tabla 9. mL utilizados de los eluyentes de polaridad creciente en la cromatografia de columna

Tabla 10. Peso obtenido y rendimiento de las 2 repeticiones posteriores

Tabla 11. Desplazamientos en el espectro de 'H RMN de los cristales puros de la sintesis de (+)-DHIE
Tabla 12. Peso obtenido y rendimiento de las 2 repeticiones posteriores

Tabla 13. Absorbancias y concentracién de proteina de la curva patrén de ASB

Tabla 14. Absorbancias y concentracién de proteina del extracto de Brassica oleracea

Tabla 15. Peso y rendimiento de las 3 repeticiones de la reaccién de epoxidacién de (+)-DHIE

Tabla 16. Caracteristicas de las 3 repeticiones de la reaccién de epoxidacién de (£)-DHIE

Tabla 17. mL utilizados de los eluyentes en la cromatografia de columna

Tabla 18. Desplazamientos en el espectro de 'H RMN de los cristales puros de la sintesis de (+)-DHIE
Tabla 19. Peso y rendimiento de las 4 repeticiones de la reaccién de oxidacién de (+)-DHIE

Tabla 20. Caracteristicas de repeticiones realizadas para el derivado 2 del (+)-DHIE

Tabla 21. Desplazamientos en el espectro de 'H RMN de los cristales puros de la sintesis de oxidacién de (+)-DHIE
Tabla 22. Desplazamientos en el espectro de *C RMN de los cristales puros de la sintesis de oxidacién de (+)-DHIE
Tabla 23. Peso y rendimiento de las 2 repeticiones de la reaccién de esterificacién del (+)-DHIE

Tabla 24. Caracteristicas de repeticiones de la reaccién de esterificacion del (+)-DHIE

Tabla 25. Desplazamientos en el espectro de 'H RMN del producto de esterificacién del (+)-DHIE
Tabla 26. Reporte del cromatograma de la muestra 3 con gradiente Agua/CH3CN (40:60 v/v)

Tabla 27. Reporte del cromatograma de la muestra 6 con gradiente Agua/CH3CN (40:60 v/v)

Tabla 28. Reporte del cromatograma de la muestra 7 con gradiente Agua/CH3CN (40:60 v/v)
VIII



INTRODUCCION

En los dltimos afios, se ha incrementado el interés de la industria farmacéutica y de la investigacién
quimica en el campo de la biocatdlisis (Woodley, 2019). Aunado a ello, la bioactividad de diferentes
tipos de metabolitos secundarios presentes en diversas plantas (Butler, 2004) ha conducido a la
identificacidon y propuesta de estrategias de sintesis biocataliticas de varios metabolitos secundarios

(Zwick & Renata, 2020) y de diversas moléculas de interés bioldgico (Simié et al., 2022).

Algunos de estos metabolitos secundarios que se han encontrado en plantas y animales de interés,
son los lignanos y neolignanos (Carocho et al., 2023) donde estos compuestos juegan un papel

fundamental en la defensa de las plantas ante diversos microorganismos (Tufano et al., 2020).

Los neolignanos son dimeros que se encuentran unidos a otros enlaces o grupos funcionales y se
originan de la ruta del dcido shikimico que es responsable de la produccién de vitaminas y
aminodcidos aromdticos (Herbert, 1981). Esto les confiere diversas propiedades de interés
bioldgico contra diversas cepas bacterianas, fingicas, actividad citotéxicas y han exhibido actividad
antioxidante (G. Wang et al., 2022) (Alvarenga et al., 2021). Por otra parte los lignanos son dos o

mds unidades fenilpropanoides dimerizados oxidativamente (Zahra et al., 2022).

El ()-Dehidrodiisoeugenol ((+)-DHIE) es un neolignano que fue identificado por primera vez en
la corteza de Myristica fragrans (Kuete, 2017; Nikolic et al., 2021) y posteriormente de la corteza
de Licaria aritu (Aiba et al., 1973). Si bien este compuesto se ha obtenido de fuentes naturales,
también ha sido sintetizado quimicamente a través de la dimerizacién oxidativa del isoeugenol
(Seshadri et al., 2008), lo cual ha sido de interés debido a que se le ha encontrado diversas
propiedades de interés bioldgico como anticancerigena (Li et al., 2021), antibacterial y

antiinflamatoria (Fujisawa et al., 2007).

Por lo que, conociendo las diversas propiedades de interés bioldgico que puede tener la molécula
de (£)-DHIE, se plantea realizar y obtener diversas derivatizaciones de la molécula para asi
aumentar su polaridad y pueda ser utilizada para la evaluacién de su efecto antiinflamatorio y/o
analgésico, para ello se afadirdn azicares o grupos hidroxilos mediante una sintesis biocatalitica

involucrando el uso de enzimas oxidorreductasas (peroxidasas).
1



ANTECEDENTES

Lignanos y neolignanos

Son metabolitos secundarios fendlicos de origen vegetal, compuestos principalmente por dimeros
de unidades de fenilpropanoides (Alvarenga et al.,, 2021) que poseen muchas propiedades
bioldgicas interesantes que los convierten en candidatos potenciales a firmacos importantes

(Saptarini et al., 2014).

Los lignanos y neolignanos tienen su origen mediante el metabolismo de L-fenilalanina, la cual se
convierte en 4cido cindmico por la reaccién de desaminacion catalizada por la enzima fenilalanina
amino-liasa, posteriormente, el 4cido cindmico se transforma en dcido p-cumdrico y algunos otros
andlogos polihidroxilados debido a la accién de las enzimas P450, estos dcidos sufren una
metilacién mediada por la enzima O-metiltransferasa produciendo derivados del dcido cindmico
(fenilpropanoides), en especial los dcidos carboxilicos derivados son reducidos en aldehidos
intermedios y posteriormente en alcoholes con la presencia de NADPH, estos compuestos
actuardn como mondémeros para la biosintesis de lignanos y neolignanos, su dimerizacién ocurrird,
principalmente, a través de un mecanismo via radicales libres, mediado por enzimas como lacasas
y peroxidasas, para posteriormente sufrir metilaciones o hidroxilaciones generando una gran

variedad de metabolitos secundarios fendlicos (Satake et al., 2013, 2015).

Los lignanos y neolignanos estin formados por la unién de dos unidades de fenilpropanoides a
través de un enlace 3,’, estas unidades pueden variar en la oxidacion de sus cadenas laterales y en
la sustitucién del anillo aromitico (Teponno et al., 2016). Aun asi, cabe sefalar que los lignanos
tienen un enlace directo entre los carbonos C8 y C8’ de los dos mondmeros, si este enlace no estd
presente y es reemplazado por otro tipo de enlace, se llaman neolignanos, pero esta clasificacién es
amplia y no refleja cambios estructurales posteriores a la dimerizacién, por lo que se han dividido

en varios subtipos estructurales para facilitar su identificacién y estudio (Pan et al., 2009).



Dehidrodiisoeugenol (DHIE)

También conocido como Licarina A, es un compuesto quimico que se obtiene del isoeugenol, un
tenol metoxilado, el DHIE es un dihidrobenzofurano natural que posee dos centros quirales en su
estructura (Figura 1, Kuete, 2017). Ha sido aislado como polvo blanco, soluble en disolventes
orgdnicos como acetato de etilo y diclorometano, y la mezcla racémica tiene un punto de fusién en
el rango de 120-130 °C; su enantiémero levdgiro aparece como un sélido cristalino incoloro con
un punto de fusién de 115-120 °C y una rotacién dptica negativa,[a]D 25°C, de -44° (El-Feraly et
al., 1982). El DHIE se ha encontrado y aislado de diferentes fuentes naturales como las raices de
Krameria cystoides (Liu et al., 2013), asi como de las plantas, Aristolochia taliscana, Machilus
thunbergii y Myristica fragans (Francis etal., 2019; Nagja etal., 2016). Sin embargo, debido a que
la Licarina A se afsla de fuentes naturales, a menudo se obtienen bajos rendimientos, por lo que se

ha optado por sintetizarlo mediante isoeugenol (Meleti et al., 2020).

X

HO
OCH
OCH 3

Figura 1. Molécula de (+)-DHIE.
Biocatiélisis

La biocatilisis es el uso de enzimas, para llevar a cabo transformaciones quimicas en compuestos
orgdnicos. Este proceso se basa en la capacidad de las enzimas para acelerar reacciones quimicas
especificas de manera eficiente y selectiva, lo que permite la produccién de productos quimicos
con alta pureza y en condiciones mds sostenibles en comparacién con los métodos quimicos

tradicionales (Winkler et al., 2021).

En el contexto de la sintesis orgdnica, la biocatdlisis puede involucrar el uso de una sola enzima o
combinaciones de diferentes enzimas para transformar compuestos orgnicos bien definidos. Esto
se realiza sin la necesidad de utilizar organismos vivos, lo que simplifica el proceso y evita las
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complicaciones asociadas con el uso de células completas, que contienen miles de enzimas y
metabolitos en concentraciones variables, ademds, la biocatdlisis es valorada por su capacidad para
realizar reacciones en condiciones suaves, lo que contribuye a la sostenibilidad y la reduccién de

residuos en los procesos de sintesis quimica (Nestl et al., 2014).
Sintesis orgdnica de (+)-DHIE

Una de las sintesis para obtener (+)-DHIE es través de FeCl; propuesta por Mardhatillah et al
(2015) ya que la sintesis de este compuesto puede ser complicada, y el uso de catalizadores eficientes
es crucial para mejorar los rendimientos y la selectividad de la reaccién. En este contexto, el FeCls
se presenta como un catalizador prometedor debido a su disponibilidad, bajo costo y efectividad
en reacciones de acilo y alquilacién; asi mismo, FeCls no solo mejora el rendimiento, sino que
también simplifica el proceso de sintesis. Por otro lado Liu et al.,, (2013) llevaron a cabo una
reaccién de dimerizacién mediante radicales de isoeugenol, utilizando Ag,O como catalizador en

un medio de tolueno y acetona, logrando obtener un 40% de rendimiento para la reaccién.
Sintesis biocatalitica de (£)-DHIE

En la sintesis biocatalitica de (+)-DHIE a través de procesos oxidativos involucra el uso de
catalizadores enzimdticos tales como: peroxidasas y lacasas. Las peroxidasas incluyen un grupo de
enzimas pertenecientes al grupo de las oxidoreductasas, las cuales se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza (Pandey et al., 2017). Siendo la peroxidasa de rédbano picante (HRP)
la que se ha establecido como un biocatalizador eficaz para las reacciones de oxidacién orgdnicas e
inorgdnicas debido a su capacidad oxidante del peréxido de hidrégeno como aceptor de electrones

(Sisecioglu et al., 2010).

Conociendo esto, Nascimento et al (2000), buscan la manera de obtener la dimerizacién oxidativa
del isoeugenol utilizando biocatalizadores como la peroxidasa de ribano picante y H,O,,
obteniéndose la mezcla racémica (Figura 2), que luego se transformé en diastereoisémeros por
formacién de los derivados a-metoxi-a-trifluorometilfenilacetato, los cuales fueron identificaron y

separados mediante HPLC y posteriormente convertidos en (+)-DHIE.
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Figura 2. Sintesis y obtencién de (+)-DHIE mediante dimerizacién oxidativa del isoeugenol.
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Fig 3. Mecanismo de accién propuesto de (+)-DHIE.

Peroxidasa de rdbano picante

La peroxidasa de rdbano picante, también conocida como horseradish peroxidase (HRP), es una
enzima que se encuentra en la raiz de la planta drmoracia rusticana. Esta enzima pertenece a la
familia de las peroxidasas, que son enzimas que catalizan la reduccion de peréxido de hidrégeno
(H,0,) utilizando electrones de un sustrato lo que resulta en la oxidacién de este. Estd compuesta
por una tnica cadena polipeptidica que consta de 308 residuos de aminodcidos y es conocida por
su buena estabilidad en sistemas acuosos y no acuosos (Welinder, 1976), ademds de contener un
grupo hemo, que es un complejo de hierro que permite la actividad catalitica de la enzima, este
grupo es esencial para la reduccién de peréxido de hidrégeno (Ortiz De Montellano, 1992).
Asimismo, la HRP presenta varios sitios de glicosilacién, lo que contribuye a su estabilidad y
tuncionalidad, aproximadamente el 75-80% de los carbohidratos en la HRP son de un tipo de
heptasacirido (Yang et al., 1996). La HRP participa en diversas reacciones bioquimicas, como la

lignificacién y el metabolismo del dcido indol-3-acético (Rossiter et al., 2002). De igual
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importancia, la HRP no solo se ha empleado en la biotransformacién de compuestos orgdnicos,
sino también en terapias dirigidas contra el cdncer, combinando HRP con derivados del dcido
indol-3-acético y en ensayos inmunolégicos debido a su capacidad para catalizar reacciones que

producen cambios de color detectables (Krieg and Halbhuber, 2003).

Fig 3.1 Estructura proteica de la peroxidasa de rédbano picante (Berglund et al., 2002).

Peroxidasa de brécoli

La peroxidasa de cruda extraida de Brassica oleracea, es una enzima que cataliza una variedad de
transformaciones oxidativas. En el caso de la familia Brassicaceae, la peroxidasa se puede extraer
ticilmente de los tallos y hojas, esta abundancia la convierte en una fuente accesible para
aplicaciones biocataliticas. Esta se ha utilizado en diversas aplicaciones biotecnoldgicas, incluyendo
la sintesis de compuestos bioactivos, la eliminacién de contaminantes en aguas residuales y la
produccién de productos quimicos de interés industrial, ademds su capacidad para catalizar
reacciones bajo condiciones suaves la hace atractiva para procesos sostenibles y la actividad
especifica de la peroxidasa de B. oleracea se ha reportado en valores como 14.577 U/mg, lo que
indica su eficacia en catalizar reacciones de acoplamiento fendlico, la utilizacién de enzimas
derivadas de plantas, como la peroxidasa de Brassica oleracea, promueve précticas sostenibles en la

sintesis quimica, este enfoque reduce la dependencia de productos quimicos sintéticos y



condiciones de reaccidn agresivas; asi mismo, el potencial biocatalitico se ha dado con un enfoque

en la sintesis de compuestos con propiedades farmacoldgicas (Anita et al., 2022).
Dimerizacién oxidativa

Es un proceso en el que dos moléculas idénticas o similares se combinan para formar un dimero a
través de una reaccion de oxidacidn, este tipo de reaccidn es importante en la quimica orginica y
tiene aplicaciones en la sintesis de compuestos complejos ya que es altamente selectiva, incluyendo
productos farmacéuticos, materiales y productos naturales (Hernindez-Vizquez et al., 2017). Las
moléculas que se dimerizan son activadas por un agente oxidante como el peréxido de hidrégeno
(H,0,), oxigeno molecular (O,), o un catalizador metilico en su estado oxidado, lo cual induce la
formacién de radicales libres en las moléculas, lo cuales se acoplan entre si para formar un nuevo
enlace, este paso es crucial ya que determina la formacién del dimero, completindose cuando todos
los radicales libres se han acoplado para formar dimeros, en algunos casos, puede ser necesario un
paso adicional para estabilizar el producto final, como la eliminacién de subproductos o la

neutralizacién de cualquier exceso de agente oxidante (Paris et al., 2018).
Reaccién de epoxidacion

Los alquenos se oxidan para dar epdxidos en el tratamiento con un peroxiicido (RCO;H), los
peroxidcidos transfieren un dtomo de oxigeno al alqueno con estereoquimica syn, ambos enlaces
C-O0 se forman en la misma cara del enlace doble, a través de un mecanismo de una etapa sin
intermediarios; se transfiere el 4tomo de oxigeno mds alejado del grupo carbonilo (Figura 4). Un
epdxido, también llamado oxirano, es un éter ciclico con un dtomo de oxigeno en un anillo con
tres miembros, el dcido meta-cloroperbenzoico (mCPBA) es un oxidante fuerte que se utiliza
comtinmente para convertir alquenos en epdéxidos (McMurry, 2018). Los epdxidos experimentan
una apertura de anillo, una hidrdlisis para dar el 1,2-dialcohol (diol) correspondiente, llamado
también glicol; por tanto, el resultado neto de las dos etapas epoxidacién /hidrélisis de alqueno es
la hidroxilacién, la adicién de un grupo -OH a cada uno de los dos carbonos del enlace doble
(McMurry, 2018). En este caso, el (+)-DHIE posee un grupo funcional alqueno en la cadena

lateral, que reaccionard con mCPBA en diclorometano para formar el (£)-Licarinediol A.
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Fig 4. Mecanismo de accién propuesto de la epoxidacién del (+)-DHIE.

Reaccidén de oxidacién

Una oxidacién es una reaccién que resulta en una pérdida de densidad electrénica por un carbono,
causada por la formacién de un enlace entre el carbono y un dtomo mds electronegativo, por lo
general oxigeno, nitrégeno o un haldgeno, o por el rompimiento de un enlace entre el carbono y
el dtomo menos electronegativo, por lo regular hidrégeno (McMurry, 2018), por consiguiente, el
2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) es un oxidante fuerte que se utiliza
comunmente para deshidrogenar compuestos orgdnicos, ademds el agua participa en la reaccién
como nucledfilo, facilitando la formacién de productos oxidados (Alsharif et al., 2021). El
tratamiento de (+)-DHIE con DDQ produce la oxidacién de la cadena lateral para formar un

grupo funcional aldehido (Figura 5).

Y
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Fig 5. Reaccién de oxidacién del (+)-DHIE.
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Reaccidn de acetilacién

Se da cuando se introduce un grupo acetilo a una molécula, este grupo acetilo reemplaza un dtomo
de hidrégeno en la molécula original, ya que un dcido fuerte protona el grupo carbonilo del agente
acetilante (como el anhidrido acético) aumentando su reactividad, el nucleéfilo (como un grupo
hidroxilo) ataca el carbono del grupo acetilo protonado formando un intermediario tetraédrico,
asi el grupo saliente se desprende, dejando el nucleéfilo unido al grupo acetilo (McMurry, 2018).
Esta reaccién se utiliza cominmente para modificar compuestos orgdnicos, como en la sintesis de
medicamentos y otros productos quimicos (T. Wang et al., 2021), con frecuencia se utiliza el
anhidrido acético para preparar ésteres de acetato a partir de alcoholes catalizada en medio dcido

bajo el mecanismo propuesto en la Figura 6 (Prieto-Méndez etal., 2010; Saravanan & Singh, 1999).

Co 0 @O) 0
o - @mj J\ 5

—_—
OH
OH
0
o
OH

Fig 6. Mecanismo de reaccién de acetilacién del dcido-p-hidroxibenzoico (APHB).

Reaccidn de alcoholes con cloruro de oxalilo

El cloruro de oxalilo se ha utilizado durante mucho tiempo para transformar alcoholes en haluros
de alquilo. Asi mismo el cloruro de oxalilo reacciona de varias maneras con los alcoholes, en los
alcoholes primarios pasan muy ficilmente a ésteres, la mayorfa de los alcoholes terciarios dan
buenos rendimientos de cloruros, los alcoholes secundarios y ciertos alcoholes terciarios dan
diferentes tipos de productos de deshidratacién, como éteres (Adams & Weeks, 1916). Cabe
mencionar que en este proceso generalmente se lleva a cabo en presencia de una base para
neutralizar el 4cido clorhidrico (HCI) que se produce como subproducto como se observa en la
tigura 7, ademds el cloruro de oxalilo también puede reaccionar con dcidos carboxilicos para

formar anhidridos (Mohammadkhani & Heravi, 2019).
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Fig 7. Mecanismo de reaccién de halogenacién del 4dcido-p-hidroxibenzoico acetilado.

Reaccidn de esterificacién

La reaccién de esterificacién es un proceso quimico en el que un dcido (generalmente un 4dcido
carboxilico) reacciona con un alcohol para formar un éster y agua como subproducto como se
observa en la figura 8. Esta reaccién es fundamental en la sintesis de numerosos compuestos
orgdnicos y se utiliza ampliamente en la industria para la produccién de ésteres, que son
compuestos importantes en productos como fragancias, sabores, pldsticos y biodiésel (Khan et al.,
2021). La reaccién de esterificacién se realiza generalmente de tres formas, es decir, por reaccién
de anhidrido dcido y alcohol, alcohol y cloruro dcido o alcohol y dcido carboxilico, el enlace éster
puede introducirse mediante diversas metodologias, como la esterificacién de Yamaguchi basada
en la alcohdlisis de anhidrido heterogéneo; la reaccién de Corey-Nicolaou para convertir
hidroxidcidos en lactonas; la esterificacién de Fischer que implica catalizadores 4cidos y la
esterificacién de Steglich que comprende agentes de acoplamiento, en este caso la esterificacién

mediante haluros de 4cido con alcoholes se ha utilizado (Duong et al., 2017; Munawar et al., 2024).

Fig 8. Mecanismo de reaccién de esterificacién del (+)-DHIE.
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Transgalactosilacién

La (-galactosidasa actia sobre un donante de galactosa, como la lactosa, que se descompone en
glucosa y galactosa. Sin embargo, en lugar de liberar la galactosa, la enzima cataliza su transferencia
a un aceptor, este tltimo puede ser un compuesto que contenga un grupo hidroxilo, como un
alcohol o un azicar, la enzima facilita la formacién de un enlace glucosidico entre el residuo de
galactosa y el grupo hidroxilo del aceptador, como resultado de este proceso, se forman
galactdsidos (Figura 9), que son compuestos que contienen un residuo de galactosa unido a otra
molécula (Vera et al,, 2011). Este tipo de reaccién es importante en la sintesis de productos
bioactivos y en la modificacion de carbohidratos para aplicaciones en la industria alimentaria y

farmacéutica (Vera et al., 2020).

E +GOS HO
HO,
HO
Gle + Lac OH o
HO, o HO O0-0
\ H OH
E + Lac E Gal + - - OH
OH
+H, O
2 Salicina RO B o
OH
E+ Gal Salicina galactosidasa

Fig 9. Reaccién de la transgalactosilacién enzimdtica de la salicina. E: 3-galactosidasa, Lac: Lactosa, Glc: Glucosa,

Gal: Galactosa, E Gal: complejo enzima-galactosa.

M¢étodo de Bradford para cuantificaciéon de proteinas

Es una técnica utilizada para la cuantificacién de proteinasen soluciones bioldgicas, fue
g
desarrollado por Marion M. Bradford en 1976 y se basa en la interaccién del colorante Coomassie
Blue G250 con las proteinas que se puede medir espectrofotométricamente, la cantidad de
proteina en la muestra se determina midiendo la absorbancia de la solucién a unalongitud de onda
especifica (595 nm), la absorbancia es proporcional a la concentracién de proteinas en la muestra,
para obtener resultados precisos, se construye una curva de calibracién utilizando estdndares de
proteinas conocidas, esto permite correlacionar la absorbancia medida con la concentracién de

proteinas (Kruger, 2009). La cuantificacién precisa de proteinas es esencial para el disefio de
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experimentos, la produccién de proteinas recombinantes, y el andlisis de interacciones proteina-
proteina, entre otros (Noble & Bailey, 2009). Este método es popular debido a su simplicidad,
rapidez y sensibilidad en comparacién con otros métodos de cuantificacién de proteinas, como el

método de Lowry (Kruger, 2009).
Importancia del (+)-DHIE

Las diversas propiedades biolégicas que presenta el (£)-DHIE suelen ser de gran espectro, por
ejemplo, su uso antimicrobiano como Meleti y colaboradores (2020) demuestran evaluando su
actividad de inhibicién contra Trypanosoma cruzi'y Schistosoma mansoni, siendo prometedora
por su potencial terapéutico. Asi mismo, Mbaveng y colaboradores (2021) evaluaron la actividad
bioldgica del compuesto en lineas celulares cancerosas NCI-H23 y A549, donde se observé que
induce apoptosis en las células cancerosas, siendo esto prometedor en la investigacién de
tratamientos anticancerigenos, ya que no solo induce la muerte celular programada, sino que

también puede contribuir a la detencién del ciclo celular en la fase GO/G1.

Entre ellas su actividad antiinflamatoria destaca debido a que tiene un efecto inhibitorio sobre la
expresién de la COX2, en macréfagos murinos RAW264.7 (Godinez-Chaparro et al., 2022), de
igual importancia para su posible uso como agente terapéutico ante el dolor neuropdtico, el cual
es causado por una lesién o enfermedad del sistema somatosensorial lo cual implica alteraciones en
los canales idnicos y como es que se modulan las sefiales de dolor en el sistema nervioso central

(Colloca etal., 2017).
Alodinia

La alodinia es una condicién en la que el individuo experimenta dolor en respuesta a un estimulo
que normalmente no provoca dolor como lo serfa una caricia suave o el roce de la ropa, que pueden
causar una sensacién dolorosa en personas con alodinia, este fenémeno es comuin en pacientes con
dolor neuropdtico, donde el sistema nervioso se vuelve hipersensible y reacciona de manera
exagerada a estimulos que normalmente serfan inofensivos (Coutaux et al., 2005); (Bennett, 2012).
La sensibilizacién periférica y los cambios en el sistema nervioso central (SNC) juegan un papel

crucial en la generacién y mantenimiento del dolor neuropdtico debido a que en la sensibilizacién
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periférica los nociceptores a nivel periférico se vuelven mds sensibles a los estimulos; esto puede ser
el resultado de lesiones a nivel del SNC o procesos inflamatorios, lo que lleva a una mayor
excitabilidad de los nociceptores, y como resultado, estimulos que normalmente no causan dolor,
ahora el individuo los percibe como nocivo, resultando en la amplificacién de la percepcién del
dolor y en la aparicién de dolor espontineo, incluso en ausencia de un estimulo doloroso (Gracely

etal., 1992; Kilo et al., 1994; Zeilig et al., 2012).

Se ha encontrado que la alodinia y la hiperalgesia son sintomas comunes en pacientes con dolor
neuropdtico asociadas con una variedad de trastornos, como la neuralgia posterapéutica, la
neuropatia diabética, el dolor postoperatorio, entre otros, afectando entre el 15% y el 50% de estos
pacientes, la prevalencia puede variar segin el tipo de condicién neuropdtica (Baron et al., 2009;
Klit et al., 2009). Se ha observado que la expresién de ciertos canales idnicos, como los canales de
sodio (NaV), se altera en los nociceptores. Por ejemplo, la sobreexpresién de canales de sodio como
NaV1.7 y NaV1.6 puede aumentar la excitabilidad de las neuronas sensoriales, lo que contribuye
ala percepcién de dolor en respuesta a estimulos no nocivos (Devor, 2006; Dib-Hajj et al., 2010).
Ademis, la reduccién de la actividad de neurotransmisores inhibitorios, como el GABA y la
glicina, puede contribuir a la excitacién de las neuronas de segundo orden en la médula espinal, lo
que resulta en una mayor percepcién del dolor (Coull et al., 2003). En algunos casos, las fibras AB,
que normalmente no estin involucradas en la transmisién del dolor, pueden comenzar a expresar
neuropéptidos como el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la sustancia P,
esto puede llevar a una activacién anormal de las vias del dolor y contribuir a la alodinia (Nitzan-

Luques et al., 2013).

Si bien existen algunos medicamentos que ayudan a contrarrestar esta afeccién, la gran mayoria
pueden provocar reacciones adversas tras su ingesta (Finnerup et al., 2021). Por lo que, el (£)-
DHIE funge como una alternativa para este tipo de afeccién debido a su capacidad de inhibir la

via de la COX-2 y la produccién de PGD2 (Barboza et al., 2018).
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Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se basa en medir la absorcién de la
radiacién electromagnética en la region de radiofrecuencias, de alrededor de 4 a 900 MHz. En
contraste con la absorcién ultravioleta, visible e infrarroja, los ntcleos de los 4tomos son los que
participan en el proceso de absorcién en vez de los electrones exteriores, ademds, para que en los
nucleos se forman los estados de energia que hagan posible la absorcién, es necesario colocar el

analito en un intenso campo magnético (Gonzdlez et al., 2022).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una de las técnicas més potentes con la que
los quimicos y bioquimicos pueden dilucidar las estructuras de las especies quimicas, esta técnica

también es util para la determinacién cuantitativa de especies absorbentes (Skoog et al., 2014).
Espectroscopia Infrarrojo

Es una técnica en la cual se mide la interaccién de la radiacién infrarroja con la materia, se refiere a
los distintos cambios energéticos provocados por las transiciones de las moléculas desde unos
estados energéticos vibracionales y rotacionales a otros. Para absorber radiacién infrarroja, una
molécula debe sufrir un cambio neto en el momento dipolar cuando vibra o gira, solo en tales casos
el campo eléctrico alternante de la radiacién puede interaccionar con la molécula y modificar la

amplitud de alguno de sus movimientos (Skoog et al., 2014).

La etapa de identificacién de un compuesto orgdnico en un espectro infrarrojo constata dos. En
primer lugar, al mirar la regién de frecuencia de grupo lucirdn irradiado entre 3600 cm™ a 1250 cm®
!, se puede decir qué grupos funcionales tienen mds probabilidad de estar presentes en el
compuesto. En el segundo paso, al comparar cuidadosamente el espectro del compuesto
desconocido con los espectros de compuestos puros que contienen todos los grupos funcionales
encontrados en el paso 1. Debido a que las moléculas afectan los niveles de fondo después de la

irradiacién, la regién de la huella es especialmente ttil en un rango de 600 cm™ a 1200 cm™ (Skoog

etal., 2014).
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HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) es un tipo de cromatografia que combina una
fase mévil liquida y una fase estacionaria finamente dividida, es el tipo de cromatografia por
elucién mds versitil y utilizado. La técnica es utilizada para separar y determinar especies en una
variedad de materiales orgdnicos, inorgdnicos y bioldgicos. En la cromatografia liquida, la fase
mévil es un disolvente liquido que contiene la muestra en forma de una mezcla de solutos, con el

fin de obtener velocidades de flujo satisfactorias (Corradini, 2011).

Se pueden distinguir dos tipos de cromatografia con base en las polaridades relativas de la fase mévil
y de la fase estacionaria, este tipo de cromatografia se conoce como cromatografia en fase normal
y en fase inversa, en esta ultima, la fase estacionaria es no polar, generalmente un hidrocarburo, y
la fase mévil es un disolvente relativamente polar como agua, metanol, acetonitrilo o
tetrahidrofurano. En la cromatografia en fase normal el componente menos polar eluye primero;
aumentar la polaridad de la fase mévil disminuye el tiempo de elucién, en contraste, en la
cromatografia en fase inversa el componente mds polar es el primero que eluye, y aumentar la

polaridad de la fase mévil aumenta el tiempo de elucién (Corradini, 2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El (+)-DHIE ha recibido mucha atencién debido a sus propiedades bioldgicas como
anticancerigeno, antibacteriano y antiinflamatorio. Recientemente se informé que este
compuesto presenta efecto antialodinico similar al de gabapentina (firmaco antiepiléptico de
primera linea, que se utiliza en el tratamiento del dolor neuropitico). Lo que lo hace un compuesto
prometedor como una alternativa al tratamiento que ayude al manejo terapéutico adecuado del

dolor.

Sin embargo existen algunos problemas para su evaluacién farmacoldgica debido a su escasa
solubilidad en agua. Por lo que en este proyecto se pretende derivatizar al (+)-DHIE para generar
compuestos con mayor solubilidad, adicionalmente la derivatizacién de este compuesto permitird
investigar el efecto que tienen los diferentes grupos funcionales presentes en la estructura. En este

trabajo se explorardn variaciones en la cadena alquilica y en el hidroxilo del anillo aromdtico.

OBJETIVO GENERAL

Obtener las diferentes derivatizaciones de la molécula de (+)-Dehidrodiisoeugenol mediante una

sintesis biocatalitica.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Sintetizar la molécula de (+)-DHIE usando peroxidasa de rdbano picante tipo Il y peroxidasa
de brécoli.

¢ Realizar derivatizaciones del (+)-DHIE sobre la cadena alquilica que involucran la
introduccién de grupos hidrofilicos.

¢ Realizar derivatizaciones del (+)-DHIE sobre el grupo hidroxilo del anillo aromitico.

¢ Purificar y caracterizar los compuestos obtenidos utilizando técnicas como CCF, IR, RMN,

EM, HPLC.

16



METODOS Y ACTIVIDADES REALIZADAS

¢ Sintesis biocatalitica de (+)-DHIE usando peroxidasa de rdbano picante tipo II

AN
HRPII/H O
HLO X / 22 O
. Buffer citrato 0
HS(.O HO ocH
fosfato pH 3 OCH 5

3

Isoeugenol (+)-Dehidrodiisoeugenol

Fig 10. Esquema de la sintesis biocatalitica de (+)-DHIE usando Peroxidasa de rébano picante tipo II.

La sintesis de la mezcla racémica de (+)-DHIE se obtuvo por acoplamiento oxidativo de isoeugenol
(Figura 10) siguiendo la metodologia de Nascimiento et al (2000). Para lo cual, se prepar6 1 L de
buffer de citrato-fosfato, utilizando 3.48 g de fosfato de potasio dibdsico (K.HPO,), 4.20 g de
dcido citrico monohidratado (CsHO; * H,O) en 800 mL de agua destilada, el cual se ajusté el pH
a2 3.0 con el uso del potenciémetro HANNA Instruments HI2211 y una solucién de HCl al 1%,

para posteriormente aforar el buffer a 1 L con un matraz volumétrico.

Aunado a ello, se preparé una solucién de 1.55 g (10 mmol) de isoeugenol en 50 mL de metanol
(MeOH) adicionando 450 mL de buftfer citrato-fosfato pH 3 en un matraz bola de 1000 mL con
agitacién magnética. Posteriormente, se adicioné una solucién de 12.4 mg de Peroxidasa de rdbano
picante tipo II (HRP, 2500 U, polvo liofilizado, -150 U/mg, Sigma-Aldrich®) en 20 mL agua
destilada, la solucién torné de un color blanco, se afiadié 0.6 mL/0.5 mmol de H,O, al 30% gotaa
gota durante 10 minutos, dénde se observé un cambio de coloracién a amarillo, la solucién se

mantuvo en agitacién durante 2 horas.

Transcurrido el tiempo determinado, se observé la formacién de un residuo sélido amarillo
adherido a las paredes del vaso de precipitado y la mezcla de reaccién liquida color amarillo, por lo
que se utilizé agitacién magnética adicionando 300 mL de acetato de etilo (AcOEt) para disolver
los residuos, se observé el comienzo de emulsién a los 5 minutos por lo que se detuvo la agitacién
a ese tiempo. La solucién se trasvasé a un embudo de decantacién de 1 L, se esperd 10 minutos

para observar una separacién de fases y se procedio a realizar 2 lavados con 300 mL de AcOEg, la
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fase orgdnica fue lavada con 300 mL de una solucién saturada de NH4Cl y posteriormente con

300 mL de agua destilada.

La fase orgdnica resultante del lavado con agua destilada se observé con turbidez, por lo que se le
adiciond el agente de secado Na,SOy hasta que la solucién se observé transparente con un color

amarillento, se filtré la solucién mediante papel filtro y un embudo de vidrio para eliminar el

residuo de Na,SO..

La solucidn se pasé a un matraz bola de 500 mL previamente pesado y se llevé a sequedad por vacio

mediante el uso del rotavapor digital D402-2 con una temperatura ajustada de 44 °C y 100 rpm.

Se obtuvo el producto crudo de (+)-DHIE siendo un liquido oleoso de color amarillo, el cual se
pesé en una balanza granataria digital OHAUS® Adventure Pro. Asi mismo se realizé una
cromatoplaca al producto crudo de (+)-DHIE compardndolo con un estindar de (£)-DHIE e

Isoeugenol.

Esta reaccién se repitié 6 veces mds para obtener suficiente producto de (+)-DHIE. Los 7
productos crudos de (+)-DHIE fueron purificados dos veces mediante cromatografia de columna,
para lo cual se reunieron los 7 productos crudos con un poco de AcOEt y se adicionaron en 3 g de
silica gel flash para posteriormente dejar secar a temperatura ambiente, se utilizé una columna de
silica gel flash de 30 cm el cual le fue adicionado los 3 g de silica y utilizando una fase mévil de
Hexano/AcOEt de polaridad creciente, empezando con 200 mL de los disolventes a 95:05, 85:15,
80:20 y 70:30, obteniéndose diversas fracciones a las cuales se les realiz una cromatoplaca y que

fue revelada por sulfato cérico.

Las fracciones de interés fueron reunidas en un matraz bola de S00 mL previamente pesado, el cual
se llevd a sequedad por vacio mediante el uso del rotavapor digital D402-2 con una temperatura
ajustada de 41°C y 80 rpm, obteniéndose el producto de (+)-DHIE puro el cual se observé como

un sélido blanquecino.
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El (£)-DHIE puro se llevé a resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H) Agilent 600
DD2 con una sonda OneNMR utilizando CDCl; como disolvente para la caracterizacién y

corroboracién de la estructura compardndolo con la literatura establecida.

La reaccién se repiti6é una segunda ocasién, pero modificando la metodologfa de Nascimiento et
al (2000). Por lo cual se preparé 1 L de buffer de citrato-fosfato usando 3.4836 g de fosfato de
potasio dibdsico (K;HPO,), 4.2028 g de dcido citrico monohidratado (C,HO, * H,O) en 800 mL
de agua destilada, el cual se le ajusté el pH a 3.0 con el uso del potenciémetro HANNA
Instruments HI2211 y una solucién de HCI, para posteriormente aforar el buffer a 1 L con un

matraz volumétrico.

Aunado a ello, se prepard una solucién de 3 g/18.86 mmol de isoeugenol en 90 mL de metanol
(MeOH) adicionando 825.21 mL de buffer citrato-fosfato pH 3 en un matraz bola de 2 L con
agitacién magnética, posteriormente se le adiciond una solucién de 10 mg de Peroxidasa de rdbano
picante tipo II (HRP, 2500 U, polvo liofilizado, -150 U/mg, Sigma-Aldrich®) solubilizado en 20
mL de buffer citrato-fosfato pH 3, la solucién torné a un color blanco, se afiadié 1 mL/0.5 mmol
de H,O, al 30% gota a gota durante 10 minutos, dénde se observé un cambio de coloracién a
amarillo, posteriormente se adapt6 un septum a la boquilla del matraz bola en el cual se insert6 una
atmosfera de nitrégeno con el uso de una jeringa y un globo, a la par se inserté un cono con aguja
de jeringa para permitir que el oxigeno saliera, el cual fue retirado 5 minutos después y la reaccién

se mantuvo en agitacién magnética durante 2.5 horas.

Finalizado el tiempo se observé la formacién de un residuo solido amarillo que se adhirié a las
paredes del matraz bola y la mezcla de reaccién liquida color amarillo. Se filtré la solucién a vacio
con el uso de un matraz Kitasato de 1L y un embudo Buchner con papel filtro, se obtuvo un
residuo solido amarillo en el papel filtro y un residuo liquido incoloro con poca turbidez. El

residuo sélido fue lavado con AcOEt para desprenderse del papel filtro.

Elliquido incoloro se pasé a un embudo de decantacién de S00 mL, se le realizaron los lavados con
300 mL de AcOEt, posteriormente la fase orgdnica del lavado con AcOEty el residuo sélido lavado

con AcOEt fueron reunidos en el embudo de decantacién de S00 mL para posteriormente ser
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lavados con 300 mL de una solucién saturada de NHCI, después con 300 mL de agua destilada,

en ninguno de los lavados se observé la formacién de emulsiones.

La fase orgdnica resultante del lavado con agua destilada se observé con turbidez, por lo que se le
adiciond el agente de secado Na,SOy hasta que la solucién se observé transparente con un color

amarillento, se filtr6 la solucién con el uso de papel filtro y un embudo de vidrio para eliminar el

residuo de Na,SO..

La solucién se pasé un matraz bola de S00 mL previamente pesado y se llevé a vacio mediante el
uso del rotavapor digital D402-2 con una temperatura ajustada de 44°C y 100 rpm, pero no se llevé

a sequedad, se dejaron aproximadamente de 10 a 5 mL de liquido para poder retirarlo del matraz

bola.

Se obtuvo el producto crudo de (+)-DHIE siendo un liquido de color amarillo, el cual se pesé en
una balanza granataria digital OHAUS® Adventure Pro. Asi mismo se realizé una cromatoplaca

al producto crudo de (+)-DHIE comparindolo con un estindar de (+)-DHIE.

El producto crudo de (+)-DHIE se trasvasé a un vaso de precipitado de S0 mL previamente
pesado, se dejé evaporar el disolvente restante a temperatura ambiente y se observé la formacién

de cristales blanquecinos-amarillos.

Se purificé el producto crudo realizando una recristalizacién para lo cual se adicionaron 10 mL de
metanol (MeOH) y se mantuvo en agitacién magnética por aproximadamente 10 minutos, se
observé una lenta formacién de cristales por lo que se procedio a raspar las paredes del vaso de
precipitado con una varilla de agitacién de vidrio, se adicionaron 15 mL de MeOH y se llevé a
agitacién magnética con un poco de calentamiento, posteriormente se llevé a un bafio de hielo por

aproximadamente 30 minutos, se observé la formacién de cristales blancos.

Se filtraron los cristales de (+)-DHIE y el residuo liquido mediante vacio usando un matraz
Kitasato de 150 mL y un embudo Buchner con papel filtro. Al residuo liquido del matraz Kitasato
se le adicioné 10 mL de MeOH y se realiz el mismo proceso pero no se observé recristalizacion

alguna, solo se formé un residuo amarillo oleoso.
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Los cristales puros de (£)-DHIE se pesaron en un vaso de precipitado de 50 mL previamente

pesado y se dejé en un desecador sin el uso de vacio para eliminar cualquier resto de humedad.

La reaccion se repitié una tercera vez siguiendo la misma metodologfa modificada pero utilizando
9 g de enzima de Peroxidasa de ribano picante tipo II (HRP, 2500 U, polvo liofilizado, -150 U/mg,
Sigma-Aldrich®)

Los cristales de (+)-DHIE puro se llevaron a resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN
'H) en CDClI; para la caracterizacién y corroboracién de la estructura compardndolo con la

literatura establecida.

Se realizé una cromatoplaca del estdindar de ()-DHIE, los cristales puros de (£)-DHIE de la
reaccién 1, los cristales puros de (+)-DHIE de la reaccién 2, el lavado con MeOH de la reaccién 1
y el lavado con MeOH de la reaccién 2. Se midi6 el punto de fusién de los cristales puros de (£)-
DHIE de la reaccién 1 y 2 mediante el equipo de Fisher-Jones. En la tabla 1 se muestran las

caracteristicas de cada reaccidn.

Tabla 1. Cantidades sometidas en la reaccion de (£)-DHIE con HRP IL

H,0O, 309
Reaccién Isoeugenol (g) HRP II (mg) 2(55) % Tiempo (h)
1(1-7) 1.55 12.4 0.6 2
2 3 10 1 2.5
3 3 9 1 2.5
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¢ Sintesis biocatalitica de (+)-DHIE usando peroxidasa de brécoli (Brassica oleracea)

H CO ™ Brocoli Peroxidasa / H O, O A
:©/\/ Buffer citrato o
HO HO
OCH

fosfato pH 3

OCH 3
3

Isoeugenol (+)-Dehidrodiisoeugenol

Fig 11. Esquema de la sintesis biocatalitica de (+)-DHIE usando peroxidasa de brécoli.

Se modificé la metodologia de Anita et al (2022). Se realizé un extracto de la peroxidasa de brécoli,
para lo cual se obtuvo un brécoli fresco que se lavé y se le corté 10 cm del tallo, seguido de ello se
corté el tallo en trozo pequefios. Se preparé 400 mL de un buffer de fosfatos pH 6.5/0.1M,
pesando 1.36 g de fosfato de sodio monobdsico (NaH,PO4) y 1.42 g de fosfato de sodio dibdsico
(Na,HPO.,), el pH se ajusté utilizando un potenciémetro HANNA Instruments HI2211 y HCI

1%.

Se colocaron 30 g de tallo cortado de brécoli dentro de una licuadora a la cual se le adicioné 200
mL de buffer de fosfatos pH 6.5/0.1 M, se procedié a molerlo procurando su completa
homogeneizacién y de no calentar la licuadora a marcha forzada para evitar la desnaturalizacién de

la enzima.

Una vez se termind de moler, el extracto se trasvasd a un vaso de precipitado de 400 mL y se
introdujo inmediatamente en una bafio de hielo, posteriormente se trasvasé el extracto a tubos
Falcon de 50 mL, se llevé a centrifugacién por 10 minutos, 4000 rpm y 5 °C, se recuperd el
sobrenadante el cual se colocé en tubos Falcon y manteniendo la temperatura baja constante. Se
colocé aproximadamente 30 mL de extracto en un tubo Falcén aparte el cual fue utilizado para la

cuantificacion de proteina total.

Posteriormente, se preparé 1 L de buffer de citrato-fosfato usando 3.4836 g de fosfato de potasio
dibésico (K;HPOx), 4.2028 g de 4cido citrico monohidratado (C,H;O; * H,0) en 800 mL de agua

destilada, el cual se le ajustd el pH a 3.0 con el uso del potencidémetro HANNA Instruments
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HI2211 y una solucién de HCI 1%, para posteriormente aforar el buffer a 1 L con un matraz

volumétrico.

Aunado a ello, se preparé una solucién de 3 g/18.86 mmol de isoeugenol en 100 mL de metanol
(MeOH) adicionando 1000 mL de buffer citrato-fosfato pH 3 en un matraz bola de 2 L con
agitacién magnética, posteriormente se le adicioné 260 mL del extracto acuoso de brécoli, la
solucién torné a un color blanco, se afiadié 1 mL/0.5 mmol de H,O, al 30% gota a gota durante 5
minutos, dénde se observé un cambio de coloracidon a amarillo, posteriormente se adapté un
septum a la boquilla del matraz bola en el cual se inserté una atmosfera de nitrégeno con el uso de
una jeringa y un globo, ala par se inserté un cono con aguja de jeringa para permitir que el oxigeno
saliera, el cual fue retirado 5 minutos después y la reaccién se mantuvo en agitacién magnética

durante 3 horas.

Finalizado el tiempo se observé la formacién de un residuo solido amarillo que se adhirié a las
paredes del matraz bola y la mezcla de reaccién liquida color amarillo. Se filtré la solucién a vacio
con el uso de un matraz Kitasato de 1L y un embudo Buchner con papel filtro, se obtuvo un
residuo solido amarillo en el papel filtro y un residuo liquido incoloro con poca turbidez. El

residuo sélido fue lavado con AcOEt para desprenderse del papel filtro.

Elliquido incoloro se trasvasé a un embudo de decantacién de 1000 mL, se le realizaron los lavados
con aproximadamente 800 mL de AcOEt, posteriormente la fase orginica del lavado con AcOEt
y el residuo sélido lavado con AcOEt fueron reunidos en el embudo de decantacién de 1000 mL
para posteriormente ser lavados con 300 mL de una solucién saturada de NH.CI, después con 300

mL de agua destilada, en ninguno de los lavados se observé la formacién de emulsiones.

La fase orgdnica resultante del lavado con agua destilada se observé con turbidez, por lo que se le
adiciond el agente de secado Na,SO; hasta que la solucidn se observé transparente con un color

amarillento, se filtrd la solucién con el uso de papel filtro y un embudo de vidrio para eliminar el

residuo de Na,SO..

23



La solucién se trasvasé a un matraz bola de S00 mL previamente pesado y se llevé a vacio mediante
el uso del rotavapor digital D402-2 con una temperatura ajustada de 44°C y 100 rpm llevindose a

sequedad.

Se obtuvo el producto crudo de (+)-DHIE siendo un liquido oleoso de color amarillo, el cual se
pesé en una balanza granataria digital OHAUS® Adventure Pro. Asi mismo se realizé una

cromatoplaca al producto crudo de (£)-DHIE compardndolo con un estindar de (+)-DHIE.

El producto crudo de (£)-DHIE se pasé a un vaso de precipitado de 100 mL previamente pesado.
Se purificé el producto crudo realizando una recristalizacién para lo cual se adicionaron 10 mL de
MeOH y se mantuvo en agitacién magnética por aproximadamente 10 minutos, se observé una
lenta formacién de cristales por lo que se procedi6 a raspar las paredes del vaso de precipitado con
una varilla de agitacién de vidrio, se adicioné 15 mL de MeOH y se llevé a agitacién magnética con
un poco de calentamiento, posteriormente se llevé a un bafo de hielo por aproximadamente 30

minutos, se observé la formacién de cristales blancos.

Se filtraron los cristales de (+)-DHIE y el residuo liquido mediante vacio usando un matraz
Kitasato de 150 mL y un embudo Buchner con papel filtro. Al residuo liquido del matraz Kitasato
se le adicioné 10 mL de MeOH y se realizé el mismo proceso, pero no se observé recristalizacién

alguna, solo se formé un residuo amarillo oleoso.

Los cristales puros de (£)-DHIE se pesaron en un vaso de precipitado de 50 mL previamente
pesado y se llevé a resonancia magnética nuclear de "H y *C con CDCl; para la caracterizacién y

corroboracién de la estructura compardndolo con la literatura establecida.

¢ Cuantificacién total de proteinas del extracto acuoso de Brassica oleracea

Se preparé una solucién stock de albimina de suero bovino (ASB) con 10 mg de ASB los cuales

fueron disueltos con agua destilada en un matraz volumétrico de 5 mL llevindose al aforo.

En tubos Eppendorf se colocaron las siguientes alicuotas para realizar la curva de calibracién por

triplicado como se observa en la tabla 2 y 2.1.
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Tabla 2. Alicuotas tomadas para la curva de calibracién.

Tubo Eppendorf wL de solucidn stock uL de agua destilada

1 300 0

2 375 125
3 325 325
4 175 (del tubo 2) 175
5 325 (del tubo 3) 325
6 325 (del tubo 5) 325
7 325 (del tubo 6) 325
g 0 325

Tabla 2.1. Alicuotas tomadas de la muestra problema para su cuantificacién de proteinas.

Tubo Extracto acuoso de Brassica uLL de agua destilada
oleracea (pL)

1 300 0

2 375 125

Cabe mencionar que los tubos 4 a 8 se deben agitar correctamente, los tubos 1 a 3 no se agitan.
Posteriormente se tomaron 100 wL de cada tubo y se trasvasé a un matraz volumétrico de S mL el
cual se llevé al aforo con reactivo Bradford, se homogeneizé la solucién en el matraz volumétrico

y se pasé a tubos de ensayo previamente etiquetados con el nimero del tubo Eppendorf.

Cada tubo se leyé en un espectrofotémetro UV-Vis a una longitud de onda de 595 nm,

obteniéndose los valores de absorbancia de cada tubo, lo mismo se realizé con la muestra problema.

Se realizd la regresion lineal de los datos obtenidos sacando la R?y se interpold los datos obtenidos

de la muestra del extracto acuoso obteniéndose asi la cantidad total de proteina.

25



¢ Esquema de la sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones de cadena

lateral
oh
()%
HO
OCH
OCH 3
mCPBA ’ QQ‘
CH I
o HO o
OH =" H
e SR
HO
OCH
o OCH 3
HO 1 3 2
OCH

OCH 3
3

Fig 12. Esquema de la sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones de cadena lateral.

¢ Sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones de cadena lateral
Derivado 1 (Licarinediol A)

En un matraz bola de 250 mL se adicioné 0.27 g (0.84 mmol, 1 equivalente) de (+)-DHIE, 20 mL
de cloruro de metileno (CH2Cly), 0.25 g (1.44 mmol, 1.72 equivalente) de dcido meta-
cloroperbenzoico (mCPBA) y se dejé en agitacion magnética a temperatura ambiente por 24

horas.

Transcurridas las horas determinadas, se le adiciond una solucién saturada de Na,SOs, se observd
la formacidn de 2 fases siendo la primera de color amarillo que contentia el producto y la segunda

incolora que contenfa Na,SOs.

Se eliminé el disolvente con el uso de presién reducida mediante el rotavapor digital D402-2 con
una temperatura ajustada de 44°C y 100 rpm. Se observé la presencia de una espuma que se
convirtié en un residuo solido de color amarillo que se adhirié a las paredes del matraz bola y una

parte liquida incolora con poca turbidez.

Se adicioné 10 mL de CHClI; al matraz bola que contenia el residuo sélido amarillo y la parte

liquida, se trasvaso el contenido a un embudo de decantacién de 60 mL, se realizé un lavado con
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30 mL de CHCIs, se observé la fase orgdnica de color amarillenta y la fase acuosa de color rosada
tenue, se realizé un segundo lavado con 20 mL de CHCl;, se observ la fase orgdnica transparente

y la fase acuosa de color rosada-morado.

La fase del lavado resultante se observé con turbidez, por lo que se le adiciond el agente de secado
Na,SO; hasta que la solucién se observé transparente, se filtré la solucién mediante papel filtro y

un embudo de vidrio para eliminar el residuo de NaSO..

La solucién se colocé en un matraz bola de 100 mL previamente pesado y se llevé a sequedad por
vacio mediante el uso del rotavapor digital D402-2 con una temperatura ajustada de 44°C y 100

rpm.

Se prepar6 una cromatografia en columna para purificar el producto crudo obtenido, se realizé
con una columna de 10 cm de silica gel flash y se adicioné 10 mL de disolvente Hexano/AcOEt de
polaridad 70:30 para colocarlo en la columna de silica gel flash, y utilizando una fase mévil de
Hexano/AcOEt de polaridad 70:30, empezando con 100 mL de los disolventes, obteniéndose el
producto purificado en un matraz bola de 100 ml previamente pesado y se llevé a sequedad por
vacio mediante el uso del rotavapor digital D402-2 con una temperatura ajustada de 44°C y 100

rpm obteniéndose (+)-Licarinediol A purificado.

Se realiz6 una cromatoplaca con estindar de (*)-DHIE y (+)-Licarinediol A purificado y fue
revelado con sulfato cérico. El (+)-Licarinediol A puro se llevé a resonancia magnética nuclear de
hidrégeno (RMN 'H) con CDClI; para la corroboracién de la estructura compardndolo con la

literatura establecida.

Se repitié la reaccién siguiendo la misma metodologia, pero con diferencia que posterior al secado
con Na,SOy y su evaporacién de disolvente por presién reducida, el producto fue analizado

mediante RMN 1H.

Asi mismo el filtrado por columna de silica gel flash se realizé con disolvente Hexano/AcOEt con
polaridad de 70:30 y 50:50, obteniéndose dos productos purificados a diferentes polaridades los

cuales también fueron analizados mediante RMN ;H.

27



Se realizé una tercera repeticién de la reaccién siguiendo la misma metodologia, pero con
diferencia que posterior al lavado con CHCIs, se realizé un lavado con 50 mL de NaHCOs5 al 10%,
consecutivamente se realizé un lavado con 50 mL de salmuera (NaCl) al 10%, se midié el pH con

el uso del potenciémetro HANNA Instruments HI2211 siendo este de 7.0.

La fase del lavado resultante se observé con turbidez, por lo que se le adicioné el agente de secado
Na,SO; hasta que la solucién se observé transparente, se filtré la solucién mediante papel filtro y

un embudo de vidrio para eliminar el residuo de NaSO..

La solucién se colocé en un matraz bola de 250 mL previamente pesado y se llevé a sequedad por
vacio mediante el uso del rotavapor digital D402-2 con una temperatura ajustada de 44°C y 100

rpm.

Se obtuvo el producto crudo el cual se adiciond a 1 g de silica gel flash y se dejé secar a temperatura
ambiente, al momento del secado, la silica gel flash cambio de coloracién a verde y posterior a su

secado se observd con una coloracidn café.

Se prepar6 una cromatografia en columna para purificar el producto crudo obtenido, se realizé
con una columna de 10 cm de silica gel flash y 1 g de silica gel flash con el producto crudo, y
utilizando una fase mévil de Hexano/AcOEt de polaridad creciente, empezando con 100 mL de
los disolventes a 75:25 y 60:40, obteniéndose diversas fracciones a las cuales se les realizé una
cromatoplaca con estdndar del (+)-Licarinediol A puro y crudo obtenidos en experimentaciones

anteriores y que fue revelada por sulfato cérico.

Las fracciones de interés fueron reunidas en un matraz bola de 250 mL previamente pesado, el cual
se llevé a sequedad por vacio mediante el uso del rotavapor digital D402-2 con una temperatura

ajustada de 44°C y 100 rpm, obteniéndose el producto de (+)-Licarinediol A puro.

El (£)-Licarinediol A puro se llevé a resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H) con
CDCl; para la caracterizacién y corroboracién de la estructura compardndolo con la literatura

establecida.
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Derivado 2

En un matraz bola de 50 mL se adicionaron 0.5 mL de agua destilada y S0 mg de DDQ (0.22
mmol) la cual se dejé en agitacién magnética a temperatura ambiente por 5 minutos. Transcurrido
este tiempo, se adiciond 50 mg de (+)-DHIE disueltos en 4 mL de CH,Cl,, la reaccién se fue

siguiendo mediante cromatografia de capa fina aproximadamente por 30 minutos.

Se adicioné 40 mL de dcido ascérbico (0.22 mmol) a la mezcla manteniéndose en agitacién
magnética por 10 minutos, una vez terminada la reaccion, los sélidos fueron removidos mediante
filtracion al vacio utilizando un matraz Kitasato de 250 mL, el liquido filtrado fue lavado con una

solucién saturada de NaHCO:;,.

La fase orgdnica fue secada con Na,SO, hasta que desaparecié la turbidez, se filtré con ayuda de
papel filtro, posteriormente se llevé a sequedad mediante vacié con el uso del rotavapor digital a
100 rpm y 44°C, obteniéndose un sélido oleoso color naranja, se colecté con 1 mL de CHCl, y se
dejé secar el solvente restante en un vial el cual se llevé a resonancia magnética nuclear de hidrégeno
(RMN 'H) con CDCl; para la caracterizacién y corroboracién de la estructura comparindolo con

la literatura establecida.

Se repitié la reaccién con la diferencia que se adicioné 2.5 mL de H,O destilada, 250 mg de DDQ
(0.22 mmol), la cual se dejé en agitacién magnética a temperatura ambiente por 5 minutos, donde

se observé una coloracién naranja.

Posteriormente se adiciond 250 mg de (+)-DHIE en 20 mL de CH,Cl,, se observé un cambio de

coloracién naranja-verdoso y posteriormente naranja-café, se observé la presencia de sélidos finos.

La reaccién fue seguida mediante cromatografia de capa fina, se tomé muestra de la reaccién y se
compardé contra (£)-DHIE, alos 15 y 30 minutos, la fase mévil de la CCF fue de Hexano: AcOEt
(70:30 v/v)

Cuando se observo la formacién de compuesto en la CCF, se adicioné 200 mg de dcido ascérbico
a la reaccién manteniendo la agitacién magnética. Después, los sélidos formados de la reaccién

fueron removidos mediante vacié utilizando un matraz Kitasato de 125 mL, el liquido filtrado se
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observé de color café, el sélido remanente se observé de color café-arenoso claro, se adicioné 30
mL de CH,Cl, al matraz bola para eliminar los posibles residuos restantes y se volvié a filtrar al

vacio.

El liquido filtrado fue trasvasado a un embudo de separacién de 125 mL, donde se le realizaron 2
lavados con una solucién saturada de NaHCOj3, se observé una separacién de fases donde la fase
orgdnica se observé de color naranja y la acuosa de color amarilla, después la fase orgénica fue
secada con Na,SO; anhidro y filtrada mediante papel filtro, el filtrado se trasvasé a un matraz bola

de 100 mL previamente pesado.

Este se llevé a sequedad mediante vacio utilizando un rotavapor digital a 100 rpm y 44 °C,
obteniéndose un sélido crudo coloracién naranja; asi mismo se pesé el matraz bola nuevamente
para obtener el rendimiento, se repitié la reaccién una tercera y cuarta vez con la diferencia que

esta vez se utilizaron diferentes volimenes y pesos de los reactivos, como se observa en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de repeticiones realizadas para el derivado 2 del (+)-DHIE.

Ac.

+)-DHIE CH.CI
Reaccién H>0 (mL) DDQ (mg) (*) e Ascérbico

(mg) (mL)

(mg)

1 0.5 S0 S0 4 40

2 2.5 250 250 20 200

3 3 300 300 24 240

4 S 500 500 40 400

Posteriormente se realizé la purificacién del producto crudo mediante una cromatografia en
columna, para lo cual al producto crudo se le adicioné 1 g de silica gel flash y se dejé secar en la
campana de extraccién perfectamente, se prepard la columna de cromatografia adicionando
algoddn del tamano de un chicharo en la superior de la vilvula de control, seguido de silica gel
flash, se adicioné el producto crudo con silica sobre la silica gel flash y otro pedazo de algodén

sobre el producto crudo con silica.

30



Se prepard la fase mévil de Hexano/AcOEt (80:20 v/v), se adicioné a la columna y se le adapto
una entrada de oxigeno a la columna. Se fueron recogiendo las fracciones del producto purificado.
Cabe mencionar que la fase mévil fue gradual en la cromatografia en columna, utilizando los

siguientes volimenes ilustrados en la tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas de la fase mévil en la cromatografia de columna.

Proporcién en volumen

Disolventes (v/%) Volumen utilizado (mL)
Hexano/AcOEt 80:20 50
Hexano/AcOEt 70:30 100
Hexano/AcOEt 60:40 100

AcOEt 100 100

Se realizé una CCF a las distintas fracciones para la identificacién del producto purificado con una
fase mévil de Hexano/AcOEt (70:30 v/v) y reveladas con sulfato cérico. Una vez identificadas, se
dejaron esas fracciones en la campana de extraccién hasta que el disolvente se eliminé por
completo. Las fracciones que no contenfan el producto purificado se juntaron en un matraz bola
de 250 mL previamente pesado y se llevé a sequedad mediante vacio utilizando un rotavapor digital

244 °C y 100 rpm.

Se obtuvo el punto de fusién del producto purificado, ademds se llevé a resonancia magnética

nuclear 'Hy *C con CDClL.
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¢ Esquema de la sintesis de las derivatizaciones de DHIE por reacciones sobre el hidroxilo
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Fig 13. Esquema de la sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones de cadena lateral.

¢ Sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones sobre el hidroxilo
Derivado 3

Se realizé la reaccién siguiendo la metodologia de Herndndez Viézquez, L. (2005), en un matraz
bola de fondo plano se colocaron Sg de dcido-p-hidroxibenzoico (APHB) seguido de 10 mL de

AcO; con agitacién magnética formdndose una masa que no se agitaba fécilmente.

Se adicioné 10 gotas de H.SOy, el sistema se puso en reflujo con agitacién y calentamiento por 1
hora aproximadamente, se observé un compuesto de color café. Transcurrido ese tiempo, se apagd
el calentamiento y se dejé enfriar. Al matraz bola ligeramente tibio se adicioné 5 mL de agua

destilada poco a poco con agitacidn, se observé la formacién de un compuesto lechoso.
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Se adicionaron 35 mL de agua destilada para posteriormente trasvasar la solucién a un vaso de
precipitado de 250 mL, se utilizaron 15 mL de agua destilada (divididos en 5 mL) para enjuagar el

matraz.

Posteriormente se llevd a enfriamiento en un bafio de hielo formdndose un sdlido color blanco, a
la cual se le adiciond 100 mL de una disolucién de NaHCQ, saturada, se observé la formacién de
espuma y se filtr6 al vacio con un embudo Butchner. Al filtrado se le adicioné HCI concentrado

gota a gota hasta obtener un pH de 3 y observdndose la formacién de un sélido blanco.

Se colocé en un bafo de hielo y se volvi6 a filtrar observindose un sélido blanco, el cual se
recristalizé adicionando 50 mL de etanol caliente, se dejé calentar muy poco y posteriormente se
le adiciond agua destilada gota a gota hasta observar turbidez, se colocé nuevamente en un bafio
de hielo y se filtré al vacio. Se realizé una cromatografia en capa fina del producto contra APHB y
utilizando como fase mévil Hexano/AcOZEt (80:20 v/v) y unas gotas de CH;COOH. El producto

acetilado de la reaccién se llevé a RMN 'H.

Posteriormente se pesaron 250 mg de producto de la reaccién con APHB y se le adicioné 2 mL de
cloruro de oxalilo (C20,Cl,) en un matraz bola de 50 mL. La reaccién se mantuvo en agitacién

magnética a temperatura ambiente por 3 horas.

Transcurrido el tiempo, se pard la reaccién y se trasvasé a un matraz bola de 100 mL adicionando
15 mL de hexano para posteriormente llevarlo a sequedad utilizando el rotavapor digital a 80 rpm

a 45 °C, obteniéndose un sélido cremoso y blanquecino.

El producto de APHB se le adicioné 400 mg de (+)-DHIE, CH>Cl,y 0.2 mL de NEts, se observé
un cambio de la coloracién a naranja-café y se mantuvo en agitacién magnética aproximadamente

por 12 horas.

Se preparé una solucién de 100 Ml de HCL al 5%, la cual se utilizé para realizar 3 lavados a la
reaccién, posteriormente se realizé un lavado con 30 mL de una solucién de NaCl concentrada.
La reaccion se secé con NaSOy anhidro y se filtré para eliminar los sélidos del proceso, se llevé a

sequedad mediante presién reducida con el uso del rotavapor digital D402-2 a una temperatura
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ajustada de 44°C y 80 rpm, se realizé una cromatografia de capa fina del producto obtenido contra
(£)-DHIE y la esterificacién del APHB utilizando como eluyente Hexano: AcOEt 7:3 y 8:2, el

producto obtenido fue sélido de coloracién café-anaranjado y el producto se llevé a RMN 'H.

La reaccién se repiti6 una segunda vez, para lo cual se utilizé 560 mg del producto acetilado de
APHB adiciondndoles 6 mL de cloruro de oxalilo (C,0,Cl,) en un matraz bola de 100 mL, la
reaccién se dejé en campana de extraccion, reflujo y manta de calentamiento a 40 °C, donde se
observé una coloracién lechosa al iniciar la reaccién y posteriormente mds transparente, se

mantuvo en agitacion magnética por 4 horas.

Posteriormente se par6 la agitacidn, el reflujo y se apagd la manta de calefaccién esperando 10
minutos a enfriarse, seguido a ello con la campana de extraccién encendida, se le adicioné 40 mL
de hexano. Después se llevé a sequedad mediante vacio con el uso del rotavapor digital a 44 °C 'y

50 rpm obteniéndose un sélido blanquecino y que no se identifica cloruro de oxalilo residuales.

Al producto de la halogenacién, se le adicioné 400 mg de (+)-DHIE en 40 mL de CH.Cl,y 0.2
mL de NEt;, dejando en agitacién magnética en campana de extraccién por 24 horas, se observé

una coloracién de la reaccién naranja-amarilla.

Transcurrido el tiempo, se preparé una solucién de 100 mL de HCl al 5%, la cual se utilizé para
realizar 3 lavados en un embudo de separacién de 33.33 mL por lavado, después se hizo un lavado
de 50 mL de una solucién concentrada de NaCl, la reaccidn se secé con Na,SO; anhidro, filtrado
y llevado a sequedad mediante vacio con el uso del rotavapor a 44 °C y SS rpm trasvasando la

reaccién a un matraz bola de 50 mL previamente pesado, se obtuvo un sélido oleoso color naranja.

Se le realizé una CCF al producto esterificado crudo contra el producto acetilado de APHB y (+)-
DHIE, con una fase mévil de Hexano/AcOEt (80:20 v/v). El producto crudo de la esterificacién
se purificé mediante recristalizacién con EtOH, se realiz6 una prueba de solubilidad con EtOH,
MeOH y H,O, siento EtOH el de mejor solubilidad en caliente, se trasvasé el producto crudo a
un vaso de precipitado de 250 mL al cual se le adicioné SO mL de etanol, se llevé a calentamiento

y agitacion magnética, posteriormente se llevé a un bafio de hielo comenzando asi su cristalizacién.
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Derivado 4

Se modificé la metodologia de Carevié et al (2015), donde se pusieron diferentes pruebas para la

reaccién en buffer de AcOH-Acetato pH 4.5, como se muestra en la siguiente tabla

Tabla 5. Pruebas de reaccién de transgalactosilacion.

Tubo (£)-DHIE (mg) Lactosa (mg) f-Galacrosidasa

(mg)
1 0 10 2
2 10 0 2
3 10 10 0
4 20 10 2
5 10 40 2
6 10 20 2
7 10 10 5
8 10 10 2

Se colocé cada tubo en la incubadora de agitacion Labnet Accutherm I-4001-HCS a una
temperatura de 55 °C, a 300 rpm en un tiempo de 72 horas. Posteriormente de cada tubo se sacé

una CCF a las 20 y 70 horas de reaccién, donde la fase mévil fue MeOH/CHCI; (80:20 v/v) y

revelado con sulfato cérico.

Transcurrido el tiempo, se sacaron de la incubadora con agitacién de microtubos Accutherm y los
tubos fueron llevados a refrigeracién. Posteriormente de cada tubo se identificé la
transglicosidacién de (+)-DHIE mediante cromatografia de liquido de alta resolucién (HPLC)

utilizando un HPLC acoplado a un detecté UV de marca Agilent Technologies 1220.

Se prepararon 200 mL de MeOH grado HPLC con 0.1% v/v de 4cido férmico (CH>0O5) el cual
tue filtrado mediante vacio con el uso del sistema de filtracién Whatman Agilent, asi como 150
mL de H,O grado HPLC utilizando el mismo sistema, las membranas utilizadas fueron 100 Nylon
filter membranes 47 mm 0.45 um Agilent, cabe mencionar que no se purgaron los solventes

porque el HPLC tiene un sistema de purgado automdtico.
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Posteriormente fueron depositadas en los viales de fase mévil correspondientes del HPLC Agilent
procurando colocar correctamente los buzos y sin dejar que estuvieses aflojados con las mangueras;
asf mismo se purgaron las mangueras para eliminar las burbujas de aire de los conductos con el uso

una jeringa especial, evitando que haya fugas hacia los sensores.

Se adaptd y utiliz6 una columna HALO C18 4.6 x 100 mm 2.4 pm con presién médxima de 600
bar y una temperatura de 22 °C; asf mismo se ajust6 el analizador DAD a una longitud de onda de
210y 220 nm, el flujo se ajusté a 1 mL/min. Se ajusté un gradiente como se muestra en la siguiente

tabla.

Tabla 5.1. Gradiente de los disolventes a través del tiempo.

19 4
/G0l A H,0 (%)  Flujo (mL/min) ol

Tiempo (min)

CH,O, (%) méxima (bar)
0 10 90 1 600
3 20 80 1 600
6 30 70 1 600
9 40 60 1 600
12 30 70 1 600
15 10 90 1 600

Se colocé 1 mL de MeOH grado HPLC en un vial de alta recuperacién claro con rosca de 1.5 mL

con reservorio de 30 uL Agilent.

De lo tubos de la reaccién de transglicosidacién, se tomaron 1.5 mL de muestra que se colocaron
un tubo Eppendorf los cuales fueron centrifugados a 10000 rpm por 3 min. Posteriormente se
tomé 800 pL del sobrenadante y se colocd en 8 viales con rosca de 1.5 mL con reservorio de 30 uL
Agilent, los viales fueron colocados en el muestreador del HPLC y se procedio a realizar el andlisis

con las condiciones previamente ajustadas.

Se identificé mediante los picos del anilisis correspondiente que este método utilizado no fue el
éptimo ya que se observé demasiado ruido en las sefiales obtenidas y una mala resolucién de estas,

por lo que se decidi6 realizar modificaciones al método planteado.
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Se cambiaron los disolventes siendo ahora Acetonitrilo/H,O los cuales fueron filtrados mediante
vacio con el uso del sistema de filtracién Whatman Agilent. La columna fue una HALO C18 4.6
x 100 mm 2.4 um con presién mixima de 600 bar y una temperatura de 22 °C, el analizador DAD
fue ajustado a una longitud de onda de 210 y 220 nm, el flujo se ajusté a 1 mL/min. Se ajusté un

gradiente como se muestra en la siguiente tabla

Tabla 6. Gradiente ajustado de los disolventes a través del tiempo.

Tiempo (min) H,O (%) ACN (%) Flujo (mL/min) méiirjié(lgar)
0 40 60 1 600
5 30 70 1 600
10 20 80 1 600
13 30 70 1 600
16 40 60 1 600

Se procedié a realizar el andlisis con las condiciones previamente ajustadas obteniéndose los picos

a mejor resolucion.
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RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
¢ Sintesis biocatalitica de (+)-DHIE usando peroxidasa de rdbano picante II

Se realizaron 7 repeticiones de la reaccién biocatalitica de (+)-DHIE usando peroxidasa de rdbano
tipo II en las cuales se obtuvieron los siguientes pesos del producto crudo una vez eliminado el

solvente mediante el rotavapor como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Peso y rendimiento de las primeras 7 reacciones del crudo de (£)-DHIE.

Reaccién Peso (g) Rendimiento %

1 1.31 84
2 0.26 16
3 0.14 9

4 5.99 386
5 1.45 93
6 1.47 94
7 1.39 89

Tabla 8. Caracteristicas de las primeras 7 repeticiones.

Enzima de
- rdbano H>0,30% Tiempo de la
Reaccién Isoeugenol (mg) ) i ,
picante tipo (mL) reaccién (h)
II (mg)
1 1.55 12.4 0.6 3
2 1.55 12.4 0.6 3
3 1.55 12.4 0.6 3
4 1.55 12.4 0.6 2
5 1.55 12.4 0.6 2
6 1.55 12.4 0.6 2
7 1.55 12.4 0.6 2
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Fig 14. Sintesis biocatalitica de (+)-DHIE con Peroxidasa de rdbano picante II

Alas7 repeticiones se les sacaron cromatoplacas las cuales fueron reveladas mediante sulfato cérico,
como se observa en la figura 15, en los 7 productos se logra observar la formacién del (+)-DHIE,
aunque con manchas por debajo, se infiere que es debido al uso de la enzima con tiempo de
almacenamiento largo lo cual resultarfa en formacién de impurezas debido a que reaccioné mis

ripido asf como la formacién de diversos polimeros.




Fig 15. Cromatoplacas de las 7 repeticiones, repeticién 1 (Licarina A(L), producto obtenido (P)), repeticién 2
(Licarina A (L), producto obtenido (P)), repeticién 3 (Licarina A(L), producto obtenido (P)), repeticion 4 (Licarina
A (L), producto obtenido (P)), repeticién 5 (Licarina A (L), producto obtenido (P)), repeticién 6 (Licarina A (L),
producto obtenido (P)), repeticién 6 (Isoeugenol (E), producto obtenido (P)), repeticién 7 (Licarina A (L), producto
obtenido (P)).

Como se observé en las repeticiones 1 a 3 un rendimiento relativamente bajo, se modificé el
método a partir de la repeticidn 4, el tiempo de reaccién pasé de 3 horas a 2 horas; asi mismo se
descartd la filtracién y se afiadié 300 mL de acetato de etilo a la reaccién cuando ya habfan pasados
2 horas para posteriormente utilizar agitacién magnética a un nivel bajo de agitacién para evitar la
emulsion durante 5 minutos, se procedid a realizar solo 2 extracciones con acetato de etilo en lugar

de 3, teniendo un rendimiento mds alto a comparacién de las repeticiones anteriores.

Conforme a la repeticidn 4, se tiene un resultado muy discordante debido a que se infiere que el
producto aun contenia agua, dando asi un aumento en el peso y por lo tanto un mayor
rendimiento erréneo. Asi mismo, en las reacciones 6 y 7 se observé una coloracién de mayor
intensidad y un producto mayor, esto debido a que se utilizé un reactivo de isoeugenol nuevo,

conllevando una pureza de mayor nivel.

Se realizé la purificacién de los productos 1-5 y 6-7 mediante una cromatografia de columna y
posteriormente se llevé al rotavapor para eliminar los restos de disolventes de las fracciones
recolectadas, ademds se les realizé cromatoplacas a las distintas fracciones recolectadas para la
identificacion del (£)-DHIE, asi como los productos secundarios de polimerizacién o que atn

contenfan Isoeugenol, todas ellas reveladas mediante sulfato cérico.
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Fig 16. Cromatoplacas de las distintas fracciones recolectadas de la purificacién de repeticiones 1a 5, (I)=

Isoeugenol, (L)=Licarina.
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Fig 17. Cromatoplacas de las fracciones recolectadas de la purificacién de repeticiones 6y 7, (I)= Isoeugenol,

(L)=Licarina A.
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Tabla 9. mL utilizados de los eluyentes de polaridad creciente en la cromatografia de columna.

Disolvente Relacién mL
Hexano : Acetato de etilo 95:5 400
Hexano : Acetato de etilo 90:10 400
Hexano : Acetato de etilo 80:20 800
Hexano : Acetato de etilo 70:30 800

Acetona - 400
Hexano - 400

Como se observa en la figura 16, en las fracciones 1 a 30 no se observa caracteristica alguna en la
cromatoplaca, esto debido a que solo se obtuvo disolvente en esas fracciones, fue a partir de la
fraccién 31 ala 50 donde se observé la aparicién de isoeugenol, posteriormente en la fraccién 5S1a
69 donde se observa la aparicién de (+)-DHIE con manchas por debajo y arriba, se infiere que el
producto no se purifico lo suficiente solo obteniendo una fraccién del mismo quedindose parte
en la columna, por ultimo para las fracciones 70 a 83 se obtuvieron productos de diversos

polimeros formados.

En las fracciones obtenidas en la figura 17, se observa que de la 1 ala 35 no se observa caracteristica
alguna en la cromatoplaca, esto debido a que solo se obtuvo disolvente en esas fracciones, fue a
partir de la fraccién 37 ala 53 donde se observé la aparicién de isoeugenol, posteriormente en la
fraccién 55a75 donde se observa la aparicién de (+)-DHIE con pocas manchas por debajo y arriba,
se infiere que el producto no se purifico lo suficiente solo obteniendo una fraccién del mismo
queddndose parte en la columna, por ultimo para las fracciones 77 a 90 se obtuvieron productos

de diversos polimeros formados.

Los productos de la segunda y tercera repeticion purificados por su recristalizaciéon con MeOH, se

les midieron el punto de fusién y su rendimiento como se muestra en la tabla 10.
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Fig 18. Purificacién del producto crudo de (+)-DHIE mediante recristalizacién por MeOH de las repeticiones 2 y 3

posteriores.

Tabla 10. Peso obtenido y rendimiento de las 2 repeticiones posteriores.

Reacciéon Peso (g) Rendimiento %  Punto de fusién (°C)
2 1.91 63 131°C
3 1.52 50 133°C

Los resultados obtenidos muestran que se obtuvo un rendimiento aceptable, aunque el
rendimiento relativamente fue mds bajo a comparacién de la primera reaccidn, esto se debe a que
se le adicioné menor cantidad de enzima HRP II; asi mismo el punto de fusién se mantiene en el
rango de temperatura que marca la literatura reportada entre 130-135 °C, dado que el punto de
fusién experimental coincide con el rango bibliogréfico, se puede considerar que el valor obtenido
es adecuado y confiable, por otra parte, se optimizé el proceso de la reaccién al adicionar una
atmdsfera de nitrégeno inerte, asi evitando reacciones adversas que puedan ocurrir debido a la
presencia de oxigeno o humedad en el aire, se infiere que eso indujo el aumento de pureza del (£)-

DHIE permitiendo asi el proceso de cristalizacién.

En la figura 19 y 19.1 se observa el espectro de resonancia magnética nuclear 'H para la
caracterizacién de los cristales puros de (£)-DHIE, se observa a simple vista que los espectros
muestran algunas sefiales que demuestran impurezas, por lo que se comparé con lo reportado por

Nascimento et al (2000).
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Fig 19 - 19.1. Espectros de "H RMN con CDCl; de los cristales puros de la sintesis de (+)-DHIE.
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En la tabla 11 se observa el tipo de hidrégeno asignado de acuerdo con la sefial de desplazamiento
de cada dtomo de hidrégeno en el espectro de RMN; asf mismo, se representan los desplazamientos
documentados en la literatura para ello se tomé como referencia la estructura del (+)-DHIE
reportada por (Nascimento et al., 2000). Puede observarse que tanto en la figura 19-19.1 como en
los datos obtenidos en la tabla 11 las senales caracteristicas de la molécula siendo muy cercanas alo
reportado en la literatura. Se observa las senales caracteristicas de aromdticos en el rango de 6 ppm,
las sefiales del vinilo en el rango de 5 a 6 ppm, el alcohol en un rango de 5 ppm, las sefiales de OCHj3
en su rango caracteristico de 3 a 4 ppm, cabe mencionar que varfan un poco los desplazamientos

debido a las diferentes interacciones que tienen.

Fig 20. Estructura del (+)-DHIE.

Tabla 11. Desplazamientos en el espectro de 'H RMN de los cristales puros de la sintesis de (+)-DHIE.

Nascimiento et

H d (ppm) Multiplicidad [ all. (2000) d
(ppm)

9 1.38 Doblete 3.19 1.37

> 1.86 Doble doblete 3.26 1.87

8 3.44 Doble cuatriplete 1.01 3.44

OCH; 3.86-3.89 Doblete (2 singuletes) 6.72 3.85-3.88

7 5.12 Doblete 1.01 5.09
OH 5.64 Singulete 0.76 5.65

8 6.10 Doble cuatriplete 1.05 611

7 6.39 Doblete 1.02 6.36

2 6.74 Singulete 1.09 6.76

6 6.79 Singulete 1.09 6.79
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5/6 6.8-6.907 Multiplete 1.90 6.8-6.88

2 6.95 Multiplete 1.02 6.97
7.26 Singulete 1.08 CDCl;

'H NMR (600 MHz, CDCL) Agilent 600 DD2 sonda OneNMR: 87.0-6.8 (m, ] 7.5, 0.8 Hz, 1H),
6.91- 6.88 (m, ] 0.8Hz, 1H), 6.91-6.76 (d, ] 7.5Hz, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.4 (d, ] 15.7,
1.7Hz, 1H), 6.1 (dq, ] 15.7, 6.6 Hz, 1H), 5.6 (s, 1H), 5.1(d, ] 9.5, 1H), 3.9 (s, 3H), 3.86 (s, 3H),
3.4(dq,] 9.5, 6.8 Hz, 1H), 1.86 (dd, ] 6.6, 1.7 Hz, 3H), 1.38 (d, ] 6.8 Hz, 3H)

Los productos obtenidos en la sintesis de (£)-DHIE utilizando peroxidasa de rébano picante
resultaron ser un compuesto sélido cristalino de color blanco. Se observé que los productos de la
reaccién al ser expuestos a temperatura ambiente cambiaron a un color amarillento, por lo que se

decidié conservarlos a baja temperatura.
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¢ Sintesis biocatalitica de (+)-DHIE usando peroxidasa de brécoli (Brassica oleracea)

Fig 21. Sintesis biocatalitica de (+)-DHIE con peroxidasa de brécoli.

El producto crudo de la reaccién fue purificado mediante su recristalizacién con MeOH, se les

midieron el punto de fusién y su rendimiento como se muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Peso obtenido y rendimiento de las 2 repeticiones posteriores.

Reacciéon Peso (g) Rendimiento %  Punto de fusién (°C)

1 0.6 20 129°C

Una de las diferencias fisicas notables entre la reaccién de (£)-DHIE con peroxidasa de rdbano
picante IT'y peroxidasa de brécoli fue la coloracién de la reaccidn, ya que fue menos intensa con la
peroxidasa de brécoli; asi mismo su rendimiento fue mucho més bajo que el obtenido por HRP,
se infiere que fue debido que la enzima de brécoli no estd lo suficientemente purificada por lo que
en el proceso de la reaccién podrian interferir impurezas con su actividad. Asi mismo, podria
deberse ala madurez del brécoli siendo que en etapas mds tempranas la actividad enzimdtica puede
ser mds alta, mientras que en etapas mds avanzadas la actividad puede disminuir, ademds de que la
textura del brécoli puede afectar la facilidad con la que se pueden romper las células para liberar la

peroxidasa siendo que un brécoli mds maduro puede tener una estructura celular més rigida,
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dificultando la extraccién, ademds el punto de fusién bajo un poco a diferencia del punto de fusién

de los cristales de (+)-DHIE obtenida con HRP II.

Los productos obtenidos en la sintesis de (+)-DHIE utilizando peroxidasa de brécoli resultaron
ser un compuesto sélido cristalino de color blanco. Se observé que los productos de la reaccién al
ser expuestos a temperatura ambiente cambiaron a un color amarillento, por lo que se decidié

conservarlos a baja temperatura.

Fig 22. Cromatoplaca de (+)-DHIE con peroxidasa de brécoli contra (+)-DHIE con HRP II

La figura 22 muestra como los cristales de (+)-DHIE obtenida con peroxidasa de brécoli se
encuentra pura ya que no se observa una cantidad de subproductos, siendo el primer punto
correspondiente a (+)-DHIE obtenida con peroxidasa de brécoli y el segundo (+)-DHIE obtenida
con HRP IL.

Conforme al rendimiento obtenido de la reaccién, este fue del 20% siendo concordante con lo
reportado por (Anita et al., 2022), pero considerablemente bajo a comparacién de (+)-DHIE

obtenida con HRP II.
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¢ Cuantificacién total de proteinas del extracto acuoso de Brassica oleracea

Se obtuvieron las absorbancias asi como la concentracién de proteina de la curva patrén y del
extracto de Brassica oleracea mediante espectrofotémetro UV-Vis como se muestra en la tabla 14

y el grifico 1.

Tabla 13. Absorbancias y concentracién de proteina de la curva patrén de ASB.

[Proteina] ug/mL Absorbancia
2000 0.3498
1500 0.3043
1000 0.2020
750 0.1379
500 0.0987
250 0.0620
125 0.0451

Tabla 14. Absorbancias y concentracién de proteina del extracto de Brassica oleracea.

[Proteina] pug/mL Absorbancia
480.77 0.1021
241.84 0.0601

Curva patron de ASB

0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Absorbancia

0 500 1000 1500 2000 2500

Concentracion pg/mL

Grifica 1. Absorbancias en funcién de la concentracién de la curva patrén de ASB.
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Se obtuvo la ecuacién de la recta y su coeficiente de correlacién, asi se interpolaron los valores de

absorbancia del extracto acuoso de Brassica oleracea con la siguiente férmula:

Donde x es la concentracién de proteina, y es la absorbancia obtenida de la lectura del

espectrofotémetro UV-Vis, b es la ordenada al origen y m es la pendiente de la recta.

Como se observa en la grifica 1, el coeficiente de correlacién obtenido fue de 0.9862, indicando
una alta linealidad de los datos garantizando asi una correcta cuantificacién de proteinas, también
se observa que la tendencia estd modelada a partir de la ecuacién lineal de orden y=0.0002x +

0.0197.

De acuerdo con lo reportado de Anita et al (2022), la actividad enzimdtica de la peroxidasa de
Brassica oleracea es de 14.577 U/mg, conociendo que la concentracién proteica es de 480.77
ug/mL o equivalentemente a 0.48077 mg/mL, entonces la actividad enzimdtica del extracto es de

7.008 U/mL, siendo esto la mitad de actividad enzimdtica de la peroxidasa reportada.

o U mg U
Actividad total = 14.577 — % 0.48077 — = 7.008 —
mg mL mL

Se encontrd una concentracién de 480.77 ug/mL en el extracto acuoso de Brassica oleracea lo cual
estd dentro del rango de cuantificacién de la curva, sin embargo, esta concentracién de proteina se
podria tomar como medianamente baja y se infiere que el factor experimental que influyé en ello
fue una molienda ineficaz para la preparacién del extracto, un sobrecalentamiento de la licuadora

0 que se mantuvo en refrigeracion algunos dias antes de realizar la cuantificacion total de proteinas.
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¢ Sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones de cadena lateral

Derivado 1

Se realizaron 3 repeticiones de la reaccién de derivatizacidn 1, obteniéndose los siguientes pesos y

su rendimiento de cada repeticién.

Tabla 15. Peso y rendimiento de las 3 repeticiones de la reaccién de epoxidacién de (+)-DHIE.

Reaccién Peso (g) Rendimiento %
1 0.022 8.1
2 0.035 12.9
3 0.063 23.3

Tabla 16. Caracteristicas de las 3 repeticiones de la reaccién de epoxidacién de (+)-DHIE.

Extracciones liquido-

Reaccién (x)-DHIE (g) CH.Cl,(mL) mCPBA (g)

liquido (mL)
1 0.27 20 0.25 60 mL de CHCl;
2 0.27 20 0.25 60 mL de CHCl;
60 mL de CHCI;
3 0.27 20 0.25 50 mL de NaHCOs3 al 10%
50 mL de NaCl al 10%,

Fig 23. Reaccién de epoxidacién de (+)-DHIE.
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Como se observa en la tabla 15, el rendimiento en general de la reaccién es demasiado bajo a
comparacién de las otras derivatizaciones, aunado a ello el rendimiento de la reaccién 1y 2 es
considerablemente mds bajo a diferencia de la reaccién 3 que es equivalente a lo reportado por
(Oliveira etal., 2019) siendo este del 20%. Se infiere que esto sucede debido a que el mCPBA es un
agente oxidante fuerte que puede reaccionar con mdaltiples sitios en la molécula de (+)-DHIE, lo
que puede llevar a la formacién de subproductos no deseados, asi mismo el producto puede ser
inestable lo que lo llevarfa a su descomposicién parcial posiblemente por la presencia de grupos
funcionales reactivos o insaturaciones que lo hacen susceptible a reacciones secundarias, sobre
oxidacién o descomposicién. Ademds, se infiere que la técnica de purificacién utilizada puede no
ser completamente efectiva para separar el producto deseado de los subproductos, reduciendo asf

el rendimiento final.

El aumento del rendimiento en la reaccién 3 podria haberse debido a las extracciones adicionales
realizadas con NaHCO; y NaCl como se observa en la tabla 16. Se infiere que estas extracciones
pudieron haber ayudado a eliminar impurezas o subproductos que estarfan interfiriendo con la
pureza del producto final; asi mismo haber ajustado el pH a 7 con NaHCO; pudo haber
estabilizado el producto evitando su descomposicién y mejorando su recuperacién, ademds que el
uso de NaCl puede haber mejorado la separacién de fases permitiendo asi una extraccién mds

eficiente del producto deseado.

Cabe mencionar que cuando se adicioné 1 g de silica gel flash al producto crudo de la reaccién
para proseguir con la purificacién en cromatografia de columna, esta se torné de una coloracién
verde, se infiere que esto sucedié debido a los grupos dcidos de la silica gel flash que pudo haber
alterado el pH del sistema, afectando la estabilidad del producto y la eficiencia de la separacién o
que pudo interactuar fuertemente con compuestos bdsicos o neutros, reteniéndolos mds de lo

esperado y dificultando su elucién, resultando de igual manera en una separacién ineficiente.

Al producto purificado por cromatografia en columna se les sacaron cromatoplacas de las
fracciones colectadas y que fueron reveladas mediante sulfato cérico, como se observa en la figura

24 en las fracciones 1 a 39 no se observa caracteristica alguna en la cromatoplaca, fue a partir de la
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fraccién 40 donde se observé la aparicién del producto (*)-Licarinediol A, se infiere que el
producto no se purifico lo suficiente solo obteniendo una fraccién de este queddndose gran parte

en la columna.

Fig 25. Cromatoplaca de distintas fracciones de la purificacién de epoxidacién de (+)-DHIE, LI y LII=Producto

antes de purificar, I=Fracciones 1-39 reunidas, II=Fracciones 40-60 reunidas, fracciones 36 a 60.
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Tabla 17. mL utilizados de los eluyentes en la cromatografia de columna.

Disolvente Relacidn mL
Hexano/AcOEt 75:25 500
Hexano/AcOEt 70:30 400

En la figura 25, se observa que la fraccién LI, LII, 40 a 60 y II la aparicién del producto (+)-
Licarinediol A, cabe mencionar que la fraccién denominada como LI y LII a pesar de que se
observa que existe producto, tiene varias manchas por debajo indicando la presencia de
subproductos o polimeros formados debido a que no habia sido purificado, producto que
desaparecieron en su gran mayoria posterior a su purificacién como se observa en las fracciones 40
a 60 y II. Ademds, en la fraccién denominada I, se observa una mancha por encima del producto
esperado, se infiere que es la presencia de (+)-DHIE ya que son las fracciones que han salido
primero de la columna. Posiblemente se deba tomar en cuenta la optimizacién del método de la
purificacién en cromatografia de columna, especificamente la relacién de disolventes deba de

aumentar su gradiente y quizd se obtenga una mejor purificacién y recuperacién del producto.

En la figura 26 y 27 se observa el espectro de resonancia magnética nuclear 'H para la
caracterizacién del (£)-Licarinediol A purificado , se observa que los espectros muestran algunas

sefales que demuestran impurezas, por lo que se comparé con lo reportado por Oliveira et al

(2019).
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56



Fig 28. Estructura del (+)-Licarinediol A.

Tabla 18. Desplazamientos en el espectro de 'H RMN de los cristales puros de la sintesis de (+)-DHIE.

Oliveira et all.

H d (ppm) Multiplicidad [ (2019)d
(ppm)
1 1.19 Doblete 3.14 1.18
. 1.26 Triplete 3.31 ;
9 1.37 Multiplete 1.26 1.37
. 2.04 Singulete 1.40 ;
8 3.49 - 3.44 Multiplete 1.01 3.49-3.44
OCH; 3.87-3.88 Doble doblete 6.48 3.87-3.88
P 4.12 Multiplete 1.15 4.11
7 5.12 Multiplete 1.06 5.11
7 5.67 Singulete 1.31 5.66
. 5.74 Triplete 0.87 -
6/6’ 6.79 - 6.87 Multiplete 2 6.79 - 6.84
2 6.89 Singulete 1.10 6.88
2 6.98 — 6.94 Multiplete 1.11 6.97 - 6.95
OH 7.41 Triple doblete 1.14 7.2

"H NMR (600 MHz, CDCl5) Agilent 600 DD2 sonda OneNMR: 8 7.41 (td, ] = 7.9, 2.1 Hz, 1H),
6.98 — 6.94 (m, 1H), 6.89 (s, 1H), 6.87 — 6.79 (m, 2H), 5.74 (t, ] = 6.9 Hz, 1H), 5.67 (s, 1H), 5.12
(m, 1H), 4.23 (dd, ] = 6.7, 5.2 Hz, 1H), 4.12 (m, 1H), 3.93 - 3.82 (m, 7H), 3.46 (dd, ] = 13.3, 6.7
Hz, 1H), 2.04 (s, H), 1.46 — 1.30 (m, 1H), 1.26 (s, 3H), 1.19(d, ] = 6.4 Hz, 3H)
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Se observan los picos caracteristicos del diol a 3.90 y 4.23 ppm, respectivamente, estando en el
rango adecuado para alcoholes, los picos caracteristicos del CHO3 en un rango de 3.87 - 3.88; asi
mismo se observan sefiales extra de impurezas en 1.25, 2.04 y 5.74, todas ellas pertenecientes a
impurezas de AcOEr, se infiere que provienen del solvente utilizado para la purificacién de (+)-

Licarinediol A.

Los productos obtenidos en la sintesis de (£)-Licarinediol A resultaron ser un compuesto sélido

de color amarillo tenue.
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Derivado 2

Se realizaron 4 repeticiones de la reaccién de oxidacidn, obteniéndose los siguientes pesos y su

rendimiento de cada repeticion.

Tabla 19. Peso y rendimiento de las 4 repeticiones de la reaccién de oxidacién de (+)-DHIE.

Reaccién Peso (mg) Rendimiento %
1 34 68
2 210 84
3 240 80
4 330 66

Tabla 20. Caracteristicas de repeticiones realizadas para el derivado 2 del (+)-DHIE.

DD CH,Cl Ac. Ascérbico
Reaccién  H.0 (mL) (mg? (+)-DHIE (mg) (mZL) ’ P
1 0.5 50 50 4 40
2 2.5 250 250 20 500
: 3 300 300 24 240
4 5 500 500 40 400
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Fig 29. Reaccién de oxidacién de (+)-DHIE.

Como se observa en la tabla 19, el rendimiento de las reacciones es alto y equivalente a lo reportado
por Oliveira et al (2019) siendo este del 80%. Aun asi, se infiere que en la tltima repeticién el
rendimiento bajo se debié probablemente a que podria estarse saturando el sistema, asi como
puede que no se disuelva completamente o que no se disperse adecuadamente los reactivos en el
disolvente, ademds que es posible que al cambiar la cantidad de (+)-DHIE, también se alteren
inadvertidamente otras condiciones experimentales, lo que finalmente podria llevar a una
disminucién en la eficiencia de la reaccién y/o lo puede llevar a la formacién de subproductos no

deseados.

Cabe mencionar que el rendimiento global de la reaccién fue del 42% después de la purificacién
por cromatografia en columna, se infiere que la técnica de purificacion utilizada puede no ser
completamente efectiva para separar el producto deseado de los subproductos, reduciendo asi el

rendimiento final.

Durante la reaccién con DDQ y (+)-DHIE, se obtuvieron las cromatoplacas de CCF para seguir
la reaccién a los 15 y 30 minutos después de empezada y con una fase mévil de Hexano/AcOEt

(70:30 v/v) reveladas con sulfato como se muestra en la figura 30.
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Fig 30. Seguimiento de la reaccién de oxidacién de (£)-DHIE a través del tiempo mediante CCF.

Al producto purificado por cromatografia en columna se les sacaron cromatoplacas de las
fracciones colectadas y fueron reveladas mediante sulfato cérico, como se observa en la figura 26,
donde las fracciones 1 a 5y 13 a 20 no se observa caracteristica alguna en la cromatoplaca, fue a
partir de la fraccién 6 a 12 donde se observé la aparicién del producto de la reaccidn, se infiere que
parte del producto se quedd gran parte en la columna al tener un rendimiento bajo a comparacién

con el crudo.

Fig 31. Cromatoplaca de las fracciones 1 a 20 de la purificacién del crudo de oxidacién de (+)-DHIE, PC (Producto

crudo).

En la figura 31, se observa que la fraccién 6 a 12 la aparicién del producto de la oxidacién de (+)-
DHIE, cabe mencionar que la fraccién denominada como 13 a pesar de que se observa la posible

existencia de producto, tiene varias manchas por debajo indicando la presencia de subproductos o
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polimeros formados debido a que no habia sido purificado, ademds se observan algunas manchas
por encima del producto esperado, se infiere que es la presencia de (+)-DHIE. Posiblemente se
deba tomar en cuenta la optimizacién del método de la purificacién en cromatografia de columna,
especificamente la relacién de disolventes deba de aumentar su gradiente y quizd se obtenga una

mejor purificacion y recuperacién del producto.

En la figura 32 y 32.1 se observa el espectro de resonancia magnética nuclear 'H para la
caracterizacién del producto de reaccién purificado , se observa que los espectros muestran sefiales

caracteristicas con lo reportado por Alvarenga et al (2020).
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Fig 33. Estructura del producto de oxidacién de (+)-DHIE

Tabla 21. Desplazamientos en el espectro de 'H RMN de los cristales puros de la sintesis de oxidacién de (£)-

DHIE.
Alvarenga et
H d (ppm) Multiplicidad [ al. (2020)d
(ppm)
9 1.45 Doblete 3.19 1.41
8 3.60 - 3.50 Multiplete 0.99 3.55-3.46
OCH; 4.00 - 3.87 Multiplete 6.28 3.87-3.91
7 5.22 Doblete 0.94 5.10
7’ 5.78 Singulete 0.89 5.19
& 6.65 Doble doblete 0.93 6.64-6.56
5/6/2 6.99 - 6.85 Multiplete 3.18 6.96-6.84
2’/OH 7.09-7.03 Multiplete 1.89 7.02-7.00
6 7.46 —7.29 Multiplete 1.30 7.44-7.27

"H NMR (600 MHz, CDCl;) Agilent 600 DD2 sonda OneNMR: 3 'H NMR (500 MHz, CDCls)
59.68 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 7.46 — 7.29 (m, 1H), 7.09 — 7.03 (m, 2H), 6.99 — 6.86 (m, 3H), 6.65
(dd, /= 15.8,7.7 Hz, 1H), 5.78 (s, 1H), 5.22 (d, / = 9.2 Hz, 1H), 4.00 — 3.87 (m, 6H), 3.60 — 3.50
(m, 1H), 1.45 (d, / = 6.8 Hz, 3H).

Se observan los picos caracteristicos del aldehido a 9.68 ppm, respectivamente, los picos
caracteristicos del CHO3 en un rango de 4.00 — 3.87 y las senales del vinilo a 5.78 y 6.65
respectivamente. En la figura 34 y 34.1 se observa el espectro de resonancia magnética nuclear *C
para la caracterizacién del producto de reaccién purificado mostrando senales caracteristicas con

lo reportado por Alvarenga et al (2020).

64



UAMXesm.LHV-KOH.2.fid
13C

LHV-KOH

Disolvente: CDC3
Temperatura: 298 K
AVANCE-III 500

T L - T T AT ™~ Lk b T Y o Y ey N b B ke e 4 o
= - ER [
= g =2 =

o5 o0 a5 a0 75 70 65 60 55 50 45 40 3s 30 25 20
f1 (ppm)

UAMXesm_LHV-KOH.2 fid

13C

LHV-KOH

Disolvente: CDd3
Temperatura: 298 K
AVANCE-III 500

o i T

1

Jdl i
=
= i

o
=)
-

,_
1
r
[T} S—

w
=
=

061§

o

1.00
421
4.19
433
465

421

7076 R
3
1Ee—

T T
115 110

(X
=1

T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 1
f1 (ppm)

Fig 34 — 34.1. Espectros de *C RMN con CDCl; del producto de oxidacién de (+)-DHIE.
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Fig 35. Estructura del producto de oxidacién de (+)-DHIE.

Tabla 22. Desplazamientos en el espectro de *C RMN de los cristales puros de la sintesis de oxidacién de ()-

DHIE.
Alvarenga et
C d (ppm) Multiplicidad al. (2020) 4

(ppm)

9 17.6 Singulete 17.8

8 45.0 Singulete 45.0

OCH; 55.9 Doblete 56.0

CDCl; 77.42 —76.54 Multiplete -

7 94.5 Singulete 94.2
2 108.8 Singulete 110.0
5 111.7 Singulete 111.7
2 114.2 Singulete 113.9
6 117.3 Singulete 117.3
6 119.9 Singulete 119.0
8 126.2 Singulete 126.3
r 128.8 Singulete 128.1
1 131.1 Singulete 132.6
3 134.0 Singulete 133.9
7’ 144.6 Singulete 144.6
5 146.0 Singulete 148.1
& 146.7 Singulete 149.9
150.6 Singulete 150.6

4 153.2 Singulete 153.1
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13C NMR (600 MHz, CDCls) Agilent 600 DD2 sonda OneNMR: 3 193.60, 153.27, 150.65,
146.73, 146.03, 144.62, 134.03, 131.19, 128.08, 126.29, 119.92, 117.34, 114.25, 111.76, 108.85,
94.52,77.42 - 76.54 (m), 55.99 (d, ] = 9.8 Hz), 45.07, 17.66.

Se observan los picos caracteristicos del carbonilo a 193.6, los picos caracteristicos del C-OH en
153.2, los picos caracteristicos del CHO3 en 55.9; asf mismo se observan sefiales extra de impurezas
en 77.42 a76.54, todas ellas pertenecientes a impurezas de CDCl; provienen del solvente utilizado

para la dilucidacién del espectro de *C.

Los productos obtenidos en la sintesis de oxidacién de (+)-DHIE resultaron ser un compuesto
sélido cristalino de color blanquecino, se observé que los productos de la reaccidn al ser expuestos
a temperatura ambiente cambiaron a un color amarillento, por lo que se decidié conservarlos a

baja temperatura.
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¢ Sintesis de las derivatizaciones de (+)-DHIE por reacciones sobre el hidroxilo

Derivado 3

Se realizaron 2 repeticiones de la reaccién de oxidacidn, obteniéndose los siguientes pesos y su

rendimiento de cada repeticion.

Tabla 23. Peso y rendimiento de las 2 repeticiones de la reaccién de esterificacién del (+)-DHIE.

Reacciéon Peso (mg) Rendimiento %
1 176 44
2 280 70

Tabla 24. Caracteristicas de repeticiones de la reaccién de esterificacion del (+)-DHIE.

Reaccién (£)-DHIE (mg) CH-Cl, (mL) NEt;
1 400 40 0.2
4 400 40 0.2
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Fig 36. Reaccién de esterificacién de (+)-DHIE y reaccién de acetilacién del APHB (A).

Como se observa en la tabla 23, el rendimiento de la primera reaccién fue bajo en comparacién
con la segunda repeticién siendo esta del 70%. Como se realizé modificaciones de la reaccién inicial
planteada por Herndndez Vizquez L (2015), no se tiene una comparacién establecida en la
literatura debido a que esta propuesta de reaccién es nueva. Aun asi, se infiere que el rendimiento
de la segunda reaccién incremento debido a que se le realizé dos veces el proceso de adicién de
hexano y su posterior secado mediante vacio del rotavapor en la reaccién de halogenacién del
producto acetilado, esto con el fin de asegurarse de haber eliminado por completo los remanentes
de cloruro de oxalilo. Asi mismo, en la reaccién de esterificacion del (+)-DHIE se realizaron las
extracciones liquido-liquido con 50 mL de salmuera en comparacién con los 30 mL ocupados en
la primera reaccién, obteniéndose el producto crudo de la reaccién. Al cual se les sacaron
cromatoplacas mediante CCF y reveladas mediante sulfato cérico, se comparé contra (£)-DHIE y

el producto acetilado de APHB.
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Fig 37. Cromatoplaca de capa fina de la esterificacién del (+)-DHIE.

En la figura 37 se observa que en la primera reaccién realizada se encuentra el producto requerido
pero también manchas por debajo indicando la presencia de subproductos o polimeros formados;
asf mismo se observa una mancha por encima del producto esperado, se infiere que es la presencia
de (£)-DHIE, aun asi para la segunda reaccién no se observé formacién de polimeros o
subproductos en la parte inferior asi como presencia de (+)-DHIE en la parte superior. Este cambio

se infiere que sucedié debido a las modificaciones y optimizacién de las condiciones de reaccién.

En la figura 38 y 38.1 se observa el espectro de resonancia magnética nuclear 'H para la
caracterizacién del producto de la reaccién de esterificacién del (+£)-DHIE, se observa que los

espectros muestran algunas sefiales que demuestran impurezas.
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Fig 38 - 38.1. Espectros de "H RMN con CDCl; de la esterificacién del (+)-DHIE.
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19 17

Fig 39. Estructura del producto de la esterificacién del (+)-DHIE.

Tabla 25. Desplazamientos en el espectro de 'H RMN del producto de esterificacién del (+)-DHIE.

H d (ppm) Multiplicidad |

AcOEt 1.26 Singulete 0.98
9 1.38 Doblete 1.97

v 1.43 Singulete 2.98
22’ 2.37-2.29 Multiplete 4.96

8 3.80 Singulete 2.68
OCHjs 3.89 Singulete 3.35
7 5.09 Singulete 0.61

7 5.18 Triplete 1.09
2/6 6.82-6.75 Multiplete 3.14
8 6.93 - 6.86 Multiplete 1.30
2/6 7.04 - 6.96 Multiplete 1.80
15°/17° 7.15-7.08 Multiplete 2.20
CDCls 7.30 -7.19 Multiplete 4.61
S 8.20 - 8.10 Multiplete 1.3
14/18 8.28 - 8.22 Multiplete 1.61

"H NMR (600 MHz, CDCl;) Agilent 600 DD2 sonda OneNMR: § 8.28 — 8.22 (m, 2H), 8.20 —
8.10 (m, 1H), 7.30 - 7.19 (m, SH), 7.15 — 7.08 (m, 2H), 7.04 — 6.96 (m, 2H), 6.93 - 6.86 (m, 1H),
6.82 — 6.75 (m, 3H), 5.18 (t, / = 8.9 Hz, 1H), 5.09 (s, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 2.37 - 2.29
(m, SH), 1.43 (s, 3H), 1.38 (d, / = 6.8 Hz, 2H), 1.26 (s, 1H).
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Se observan los picos caracteristicos del éster a 2.29-2.37 ppm respectivamente, los picos
caracterfsticos del CHO; en un rango de 3.87 - 3.89 ppm; asi mismo se observan sefales extra de
algunas impurezas en 1.26, 2.37 y 7.30 — 7.19 ppm, pertenecientes a impurezas de AcOEt y
CDCls, aun asi no se descarta que también sean impurezas de Hexano a 1.26 ppm, se infiere que
provienen de los solventes utilizados, cabe mencionar que posiblemente algunas sefiales varian su
desplazamiento debido a las diferentes interacciones que tienen con la molécula y debido a que las
senales de los protones no han sido asignadas con anterioridad, no se puede tener una forma de

comparacién descrita en la literatura.
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Derivado 4

Se obtuvieron las sefiales de los picos del HPLC con el primer gradiente a 210 nm propuesto como

se observa en la figura 40, 40.1 y 40.2.
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Fig 40, 40.1 y 40.2. Cromatograma de la muestra de metanol (A), muestra 1(B) y muestra 7 (C) con un gradiente

de Metanol/Agua (90:10 v/v).

En el cual se observa que el gradiente propuesto no fue el adecuado para la columna, esto debido a
la aparicién de picos superpuestos en el cromatograma de HPLC, los cuales mostraban una

tendencia ascendente y que no se distinguia alguna sefial caracteristica de (+)-DHIE o lactosa.

Con ello, se modificé el gradiente de disolventes, pasando del gradiente inicial de Metanol/Agua
(90:10 v/v) a Agua/CH;3CN (40:60 v/v), manteniéndose las condiciones de temperatura y a 210

nm de lectura, obteniéndose asi los siguientes cromatogramas.
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Fig 41, 41.1 y 41.2. Cromatograma de la muestra de 3 (A), muestra 6 (B) y muestra 7 (C) con un gradiente de

Agua/CH;CN (40:60 v/v).

Donde se observa que se eliminé la tendencia ascendente de los picos debido a que la columna era
mds afin a estos disolventes, por otro lado como se muestra en el cromatograma A de la figura 41,
debido a que la muestra 3 contenfa 10 mg de (+)-DHIE, 10 mg de lactosa y 0 mg de enzima se pudo
observar de mejor manera donde se encontraba la sefial caracteristica de (+)-DHIE, siendo a 12.7

min, esto sirvié como referente para los cromatogramas posteriores donde también se observé esa

sefial.

Conforme al cromatograma de la muestra 6 que contenfa 20 mg de (+)-DHIE, 10 mg de lactosa y
2 mg de enzima y el cromatograma de la muestra 7 que contenfa 10 mg de (+)-DHIE, 10 mg de
lactosa y 5 mg de enzima se observa que la gran mayorfa del cromatograma coincide con el
cromatograma 3, exceptuando la senal 4.826 y 4.829 min para el cromatograma 6 y 7,
respectivamente, lo cual infiere que esa sefal muestra el resultado de la reaccién de la

transgalactosilacién. Se eligieron €stas muestras en CSpCCfﬁCO ya quc cran las quc contenian mayor
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cantidad de (+)-DHIE y de enzima a comparacién de las otras muestras que solo variaba pocos

aspectos.

Aunado alo anterior se obtuvieron las caracteristicas de cada pico como se muestra en la tabla 26,

27y 28.

Tabla 26. Reporte del cromatograma de la muestra 3 con gradiente Agua/CH3CN (40:60 v/v).

Pico rettrilecrilzlo(iin) Ancho (min) Area (mAU*s) Peso (mAU) Area %
1 0.868 0.0504 4191.26904 1272.04492 19.0685
2 0.949 0.0998 1.000674 1540.66724 45.5262
3 1.143 0.0623 870.77631 201.78540 3.9617
4 1.268 0.1033 1746.35315 228.21417 7.9452
5 1.511 0.0533 232.37189 68.90452 1.0572
6 1.585 0.0473 78.54915 24.58741 0.3574
7 1.651 0.0477 65.75227 21.49382 0.2991
8 1.781 0.0519 53.80693 16.55413 0.2448
9 1.855 0.0484 8.29025 2.39406 0.0377
10 1.916 0.0521 17.55570 5.38167 0.0799
11 2.137 0.0652 37.60193 8.24705 0.1711
12 2.283 0.0741 170.01241 33.00268 0.7735
13 2.532 0.1087 161.46965 23.94525 0.7346
14 2.819 0.0739 311.51883 64.99452 1.4173
15 3.071 0.0807 135.12749 25.15401 0.6148
16 3.741 0.0844 664.36414 120.37483 3.0226
17 3.950 0.1072 351.85660 48.19436 1.6008
18 4.108 0.0937 429.80795 68.01105 1.9554
19 4.619 0.0972 27.41150 4.36730 0.1247
20 5.556 0.1173 13.31024 1.77945 0.0606
21 8.417 0.1414 26.72795 2.95837 0.1216
22 8.776 0.1480 88.28915 9.53729 0.4017
23 9.472 0.1797 66.44402 5.71047 0.3023
24 12.260 0.2338 46.25006 2.93597 0.2104
25 12.740 0.2988 2178.43579 107.33865 9.9110
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Tabla 27. Reporte del cromatograma de la muestra 6 con gradiente Agua/CH3CN (40:60 v/v).

Pico retfjlec?:')io(ijin) Ancho (min) Area (mAU*s) Peso (mAU) Area %
1 0.601 0.1148 28.78739 4.26045 0.1655
2 0.869 0.0512 4175.74658 1241.83215 24.0060
3 0.949 0.0928 9198.80566 1516.31250 52.8832
4 1.144 0.0618 578.98065 135.51321 3.3285
5 1.273 0.1002 1257.07117 170.19308 7.2268
6 1.515 0.0519 144.76521 44.52704 0.8322
7 1.591 0.0490 61.16621 18.28536 0.3516
8 1.655 0.0435S 28.76878 10.67142 0.1654
9 1.786 0.0564 49.53925 13.00481 0.2848
10 1.861 0.0502 16.52602 4.79686 0.0950
11 1.920 0.0485 16.48755 5.27393 0.0948
12 2.140 0.0633 20.78127 4.72329 0.1195
13 2.288 0.0668 109.83480 24.29085 0.6314
14 2.530 0.0861 140.40437 23.38165 0.8072
15 2.824 0.0731 208.68961 44.17346 1.1997
16 3.072 0.0837 93.53531 17.12584 0.5377
17 3.740 0.0840 465.98889 84.94009 2.6789
18 3.950 0.1053 240.38573 33.67700 1.3820
19 4.110 0.0963 338.86713 53.22433 1.9481
20 4.603 0.0945 10.36051 1.76543 0.0596
21 4.826 0.0946 16.74970 2.76597 0.0963
22 5.541 0.1093 8.61368 1.20591 0.0495
23 8.418 0.1427 21.88721 2.43831 0.1258
24 8.782 0.1498 72.99227 7.75760 0.4196
25 9.481 0.1755 53.10688 4.71313 0.3053
26 12.730 0.2149 35.74438 2.49910 0.2055
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Tabla 28. Reporte del cromatograma de la muestra 7 con gradiente Agua/CH3CN (40:60 v/v).

Pico retfjlec?:ﬁio(ijin) Ancho (min) Area (mAU*s) Peso (mAU) Area %
1 0.600 0.1102 38.64184 6.07601 0.1831
2 0.869 0.0547 4677.30957 1341.87866 22.1630
3 0.948 0.1046 1.03539* 1536.17603 49.0609
4 1.145 0.0624 976.22504 225.75417 4.6257
5 1.273 0.1026 1996.95850 262.85388 9.4624
6 1.517 0.0534 264.60251 78.36597 1.2538
7 1.590 0.0632 151.78076 33.25931 0.7192
8 1.787 0.0600 101.13857 25.62813 0.4792
9 1.860 0.0770 53.41294 9.02570 0.2531
10 2.085 0.0408 8.93847 3.47313 0.0424
11 2.140 0.0498 25.09195 7.74560 0.1189
12 2.286 0.0709 164.69412 35.01374 0.7804
13 2.532 0.1036 177.20412 27.34581 0.8397
14 2.817 0.0728 336.61551 71.66879 1.5950
15 3.067 0.0806 137.81807 25.68058 0.6530
16 3.737 0.0846 606.13470 109.53902 2.8721
17 3.946 0.1155 346.53479 47.26011 1.6420
18 4.105 0.0942 440.57422 69.31477 2.0876
19 4.829 0.0959 9.28941 1.50668 0.0440
20 5.557 0.1169 9.81455 1.28764 0.0465
21 8.419 0.1408 26.20485 291713 0.1242
22 8.782 0.1494 87.46518 9.33079 0.4144
23 9.481 0.1732 61.99055 5.51143 0.2937
24 12.710 0.2366 51.83678 3.34776 0.2456

Con ello, se observa que existe tienen tiempos de retencién muy cercanos, lo que podria indicar
una posible superposicién siendo por lo general los picos 1 y 2 quienes tienen este
comportamiento; asf mismo en la tabla 26, los picos 24 y 25 muestran una tendencia ascendente

en el tiempo de retencidn, lo que podria indicar compuestos de mayor peso molecular o mayor
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afinidad por la fase estacionaria. Conforme al pico 12 donde se infiere esta (+)-DHIE, posee un
tiempo de retencién de 2.283 minutos lo que sugiere que este compuesto tiene una afinidad
moderada por la fase estacionaria, ademds de un ancho de 0.0741 minutos lo que indica que el pico
es relativamente estrecho siendo una buena resolucién y una separacién adecuada a diferencia de

Otros Compuestos, su drea y peso son signiﬁcativos.

Asi mismo, con respecto a las tablas 27 y 28, se puede observar que el pico 21y 19 son los interés,
donde su tiempo de retencién sugiere que este componente tiene una afinidad moderada con la
fase estacionaria, ademds de que los anchos de ambos picos indica que es relativamente estrecho,
dando una buena resolucién y una separacion eficiente del componente, por otra parte, estos picos
son uno de los componentes menores en las muestras, lo que sugiere que estd presente en una
cantidad muy pequefia. Conociendo esto, se infiere que si existié la reaccién de
transgalactosilacion pero a una cantidad menor alo esperado, por lo que serfa 6ptimo analizar estos

picos caracteristicos mediante una espectroscopia de masas.
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CONCLUSION

Se realizé la sintesis biocatalitica del (£)-DHEI mediante dimerizacién oxidativa obteniéndose
buenos rendimientos, asi como 4 nuevas derivatizaciones. Se propusieron los mecanismos de

reaccién del (+)-DHEI y de las 4 derivatizaciones realizadas

La gran mayoria de las reacciones fueron caracterizadas mediante CCF, UV-Vis, RMN 'H y *C,
dindole sus asignaciones caracteristicas de cada molécula y demostrando que se obtuvieron las

moléculas propuestas.

Pese a que se realizaron varias repeticiones y modificaciones a lo largo de la investigacién, se
lograron optimizar las condiciones de reaccién en las derivatizaciones propuestas, obteniendo asi

un rendimiento usualmente mds alto a lo reportado en la literatura.

Se logré obtener la cantidad de proteina total dentro de los extractos de Brassica oleracea, la cual

no habfa sido descrita antes en la literatura mediante el proceso de extraccién.

Se obtuvo la molécula de (*)-Licarinediol A, pero se debe optimizar la reaccién para obtener un

mayor rendimiento del producto.

Se obtuvieron las moléculas de las reacciones de oxidacidn, esterificacién y transglicosidacién con

buenos rendimientos y se demostré su correcta obtencién mediante la caracterizacién de estas.
Con todo ello, se concluye que se lograron cumplir los objetivos deseados en esta investigacion.

RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
Pese a que esta investigacion engloba estrategias de sintesis biocatalitica del (+)-DHEI y de sus 4
reacciones de derivatizacién propuestas, ain queda mucho campo de estudio en investigaciones

posteriores por lo cual:

¢ Para la reaccién de dimerizacién oxidativa del (£)-DHEI se recomienda no omitir el uso
de la atmésfera de Na, ya que con ella se ha obtenido un mejor rendimiento en la reaccién
¢ Asi mismo, el uso de HRP II se recomienda que no sea menor a 12.4 mg, conforme a las

extracciones liquido-liquido se recomienda realizar minimo 3.
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En la extraccién de la peroxidasa de Brassica oleracea, se recomienda cortar el tallo de
brécoli mediante la técnica de corte brunoise, esto con el fin de obtener una trituracién
uniforme; asi mismo se recomienda el adicionar 100 mL de buffer en vez de 200 mL para
su trituracién en licuadora.

Se recomienda investigar y optimizar las condiciones de reaccién, asi como las de
purificacién de la reaccién de epoxidacién del (+)-DHEI ya que su rendimiento es muy
bajo, aunado a ello se propone una reaccién de hidroboracién del compuesto como posible
sustitucion a la reaccién de epoxidacion.

Se recomienda buscar nuevas alternativas u optimizacién a la forma de purificacién de las
moléculas para obtener un mayor rendimiento global de cada reaccién.

Se recomienda ampliamente realizar estudios de solubilidad en diferentes disolventes para
de ser factible, utilizar la recristalizacién como forma de purificacién.

Se recomienda purificar el producto crudo cuantas veces sea necesaria para obtener
espectros de RMN 'H y *C de mayor calidad.

Se recomienda utilizar el método y columna adecuado para el proceso de HPLC para una
mejor separacién de los compuestos.

No se recomienda exponer los productos de reaccién purificados o enzimas al medio
ambiente por un periodo de tiempo largo, ya que se observé que la gran mayoria sufre
algun tipo de modificacién en su coloracién y actividad.

Se recomienda utilizar la técnica de HPLC-MS para dilucidar de mejor manera los picos
caracteristicos de la reaccién de transgalactosilacién.

Se recomienda el uso de técnicas de quimioinformdtica como DFT o dindmica molecular
para tratar de dilucidar de mejor manera como actian los mecanismos de reaccién en estas
moléculas y asf obtener un panorama mds amplio para su optimizacién.

Se propone realizar la evaluacién de estas 4 derivatizaciones de la molécula de (+)-DHEI

en modelos murinos o modelos en peces cebra, siendo posibles candidatos antialodinicos.
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ANEXOS

1. Espectros de RMN 'HY *C de las diferentes moléculas

1H

J,JULJ_JI 1 ﬂ S .

.
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25
f1 (ppm)

Fig 42. Espectros de '"H RMN con CDCl; de los cristales puros de la sintesis de (+)-DHIE.
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Fig 43. Espectro de 'H RMN con CDCl; de (£)-Licarinediol A.
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Fig 44. Espectros de '"H RMN con CDCl; del producto de oxidacién de (+)-DHIE.
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Fig 45. Espectros de *C RMN con CDCl; del producto de oxidacién de (+)-DHIE.
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Fig 46. Espectros de "H RMN con CDCl; de la esterificacion del (+)-DHIE.
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2. Cromatogramas de las distintas muestras corridas en el HPLC

[

Data File C:\CHEM32\1\DATA\LILIANA\LAVADO CON METANOL.D

Sample Name: Metanol - vial 32 Me‘}an_a,@

Acq. Operator

Acqg. Instrument : HPLC NOO7 Location : Vial 32
Injection Date : 7/25/2024 3:00:31 PM Mesfono\
Inj Volume : 2.000 pl +
Method : C:\CHEM32\1\METHODS\KEVINLIC.M "‘ O
Last changed : 7/25/2024 2:56:53 BM z
(modified after loading) 1O
Sample Info : Se inyecto metanol como lavado qo l

DAD1 C, Sig=210,4 Ref=off (LILIANA\LAVADO CON METANOL.D)
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Fig 47. Reporte del cromatograma de la muestra de MeOH.
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.le C:\CHEM32\1\DATA\LILIANA\MUESTRA 1 LIC Y ENZ.D

ple Name: Muestra 1 - lic y enz (vial 4) (3:)

Acq. Operator

Acqg. Instrument : HPLC_NOO7 Location : Vial 4

Injection Date : 7/25/2024 3:20:31 PM
Inj Volume : 2.000 pl
Method : C:\CHEM32\1\METHODS\KEVINLIC.M
Last changed : 7/25/2024 3:19:37 PM
Sample Info : Se inyecto el compuesto 1 (vial 4), 2 microL, se inicio con isocratico de Me

(90%), y termino en isocratico Met (90%) y H20 (10%) hasta los 15 min / a 21
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Fig 48. Reporte del cromatograma de la muestra de 1.
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r' -ile ‘Cc:\CH
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Inj Volume : 2.000 pl
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Fig 49. Reporte del cromatograma de la muestra de 7.
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Data File C:\CHEM32\...A\KEVINLISEC 2024-08-01 13-20-56\3_10 MG LIC A - 10 MG DE LACTOSA.D
Sample Name: 3 10 mg Lic A - 10 mg de lactosa

I O o /WS R el o Heo CikeN

Acqg. Operator 7 Seqg. Line : 1 bo < '\1 O
Acg. Instrument : HPLC_NOO7 Location : Vial 7
Injection Date : 8/1/2024 1:21:53 PM Trgj 3:
Inj Volume : 10.000 nul
Sequence File : C:\Chem32\1\DATA\Liliana\KEVINLISEC 2024-08-01 13-20-56\KEVINLISEC.S
Method : C:\CHEM32\1\DATA\LILIANA\KEVINLISEC 2024-08-01 13-20-56\KEVINLIC.M (
Sequence Method)
Last changed : 8/1/2024 1:20:56 PM
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Fig 50. Reporte del cromatograma de la muestra de 3.
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Data File C:\CHEM32\1\DATA\LILIANA\6.D
Sample Name: 6 - 20 mg Lic A - 10 mg Lac - 2 mg de en
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Fig 51. Reporte del cromatograma de la muestra de 6.
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Data File C:\CHEM32\..
Sample Name:

7_10 mg Lic A - 10 mg lact - 5 mg enz

Acg. Operator Seq. Line
Acg. Instrument HPLC_NOO7 Location
Injection Date 8/1/2024 1:37:53 PM Inj

Inj Volume
Sequence File
Method
Sequence Method)
Last changed 8/1/2024 1:20:56 PM

Vial 26

1
10.000 nl

DAD1 C, Sig=210,4 Ref=off (7_10 MG LIC A - 10 MG LACT - 5 MG ENZ.D)

-INLISEC 2024-08-01 13-20-56\7_10 MG LIC A - 10 MG LACT - 5 MG ENZ.D

C:\Chem32\1\DATA\Liliana\KEVINLISEC 2024- 08 01 13-20-56\KEVINLISEC.S
C:\CHEM32\1\DATA\LILIANA\KEVINLISEC 2024-08-01 13-20- 56\KEVINLIC.M (

mAU 7 o
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Dogll BRI Ts B o oy 3 =
2004 8| 7”‘\!@‘43‘;@@2% ST 88 TR 2 5
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NS i B — . e — S
2 10 12 14 min
DAD1 D, Sig=220 4 Ref=off (7_10 MG LICA-10 MG LACT - 5 MG ENZ.D)
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Fig 52. Reporte del cromatograma de la muestra de 7.
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Vo.Bo. del (las) o los asesores

A

S I A /
P o S I :"""JI r”l £ = .
e Ly os /N
Dra. Liliana Herndndez Vazquez - 27790 Dra. Beatriz Godinez Chaparvo - 36337
Asesor interno Asesor externo
Nombre, firma y No. econémico Nombre, firma y No. econémico

AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco



