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Introduccioén

La medicina tradicional a menudo emplea el uso de plantas debido a que producen
un gran numero de compuestos bioactivos, los cuales pueden emplearse como una
fuente alternativa para el tratamiento de diversas enfermedades. Los
fenilpropanoides son metabolitos secundarios de tipo aromatico que contienen
estructura general C¢C;, y su dimerizaciéon conduce a la formacion de los lignanos y
neolignanos.Estos compuestos vegetales tienen una multiple diversidad de
estructuras ramificadas y/o ciclicas y se encuentran en diversas especies
medicinales y comestibles.” Tanto los lignanos, como neolignanos se han aislado de
diversas fuentes naturales, y poseen propiedades antivirales, antitumorales y

neuroprotectoras.?

La licarina A o dehidrodiisoeugenol (DHDIE) es el neolignano que mas se ha
estudiado hasta el momento, se ha aislado en diversas especies tales como:
Aristolochia taliscana (Aristolochiaceae), Machilus thunbergii (Lauraceae) y Myristica
fragrans (Myristicaceae).® Este tipo de neolignano posee asimetria debido a la
presencia de dos carbonos quirales, por ello, se han aislado en la naturaleza como
formas enantioméricamente puras o mezcla racémica." El creciente interés en et
DHDIE se debe a sus actividades bioldgicas, como, citotoxicidad, antioxidante,

antiflamatoria, tripanocida, antibacteriana y neuroprotectora.*

Actualmente, la licarina A se aisla a partir de especies vegetales o mediante
dimerizacion oxidativa de isoeugenol utilizando tanto metodologias biocataliticas que
involucran el uso de enzimas oxidorreductasas (peroxidasas), agua de coco (Cocos
nucifera L.) y cultivos celulares, asi como metodologias que involucran el uso de

reactivos oxidantes como el oxido de plata y cloruro férrico."?5

El presente trabajo detalla los resultados sobre la sintesis de licarina A mediante el
uso de peroxidasa de rabano picante (4Armoracia rusticana, HRP) y agua de coco
(Cocos nucifera L) como biocatalizadores, y la extraccion de dehidroisouegenol de

semillas de nuez moscada.



Antecedentes

Lignanos y Neolignanos

Los lignanos y neolignanos se definen como metabolitos secundarios fendlicos de
plantas® formados principalmente por dimeros de unidades de fenilpropeno, y
poseen una amplia diversidad de propiedades bioldgicas interesantes que los
convierte en una fuente importante de candidatos a farmacos.” Las unidades de
fenilpropeno se biosintetizan a partir de la desaminacion oxidativa de la fenilalanina
a acido trans-cinamico, su posterior hidroxilacién a acido p-cumarico y sus analogos
polihidroxilados, como el acido cafeico. Estos derivados del acido p-cumarico y sus
respectivos aldehidos y alcoholes actuian como monémeros de partida en la sintesis
de lignanos y neolignanos.? La dimerizacion de estos monémeros procede a través
de mecanismos de radicales libres mediado por lacasas y peroxidasas. El
acoplamiento de radicales mediado por estas enzimas, seguido de posteriores
transformaciones a la dimerizacion tales como: metilaciones o hidroxilaciones,
conduce a la formacion de metabolitos secundarios fendlicos provenientes de
subunidades fenilpropanoides.” Los compuestos que tienen unidades de
fenilpropanoides unidas por un enlace en los carbonos C-8 y C-8' se denominan
lignanos (Figura 1), si dichas unidades se acoplan a través de otros atomos de

carbono de la cadena C; o el anillo Cg, se denominan neolignanos. °

U nidad fenilpropancide

& 1 - Meolignanos /

Figura 1. Esquema general de la formacién de lignanos y neolignanos.



Los neolignanos comprenden un gran grupo de compuestos que se encuentran en
varias familias de plantas, como Myristicaceae y Piperaceae. Uno de estos
neolignanos es la licarina A (DHIDE). Este compuesto fue aislado en 1973 de la
corteza de Myristica fragrans, y posteriormente se aislo de Licaria aritus. No obstante,
DHIDE se ha sintetizado previamente mediante oxidacion de isoeugenol, y su

estructura se determind antes de aislarlo de una fuente natural.®

Licarina A (DHDIE)

La licarina A es un dihidrobenzofurano natural, actualmente es el producto mas
sintetizado de esta clase de neolignanos,> posee dos centros quirales en su
estructura, los cuales implican diferencias en sus actividades bioldgicas
dependiendo de la estereoespecificidad de esta propiedad biolégica.* Se ha aislado
como; polvo blanco, soluble en disolventes organicos como acetato de etilo y
diclorometano, y la mezcla racémica tiene un punto de fusion (pf) en un intervalo de
120-130°C, su enantiomero levorotatorio presenta una apariencia de solido cristalino
incoloro con un punto de fusion de 115-120°C y una rotacién éptica negativa,[a]p 2
de -44°.1°

El DHDIE se aisld principalmente de la raiz de Krameria cystoides"!, sin embargo, en
los ultimos afnos se han aislado licarinas de diversas especies de plantas tales
como: Aristolochia taliscana (Aristolochiaceae), Machilus thunbergii (Lauraceae),
semillas de nuez moscada (Myristica fragans (Myristicaceae)), hojas de Magnolia
ovata (Magnoliaceae), entre otras especies. El creciente interés en aislar este
neolignano se relaciona con sus actividades biologicas enlistadas como agente
antibacteriano, antiinflamatorio, tripanocida, citotoxico y neuroprotector.” Sin
embargo, dado que las licarinas se aislan de fuentes naturales, por lo general se
obtienen bajos rendimientos; por lo tanto, se han investigado rutas de sintesis a
partir de isoeugenol (Figura 2), empleando metodologias quimicas que incluyen el
uso de reactivos oxidantes como 6xido de plata, nitrato de cerio amoniacal y cloruro
de hierro (lll), asi como, metodologias biocataliticas en las cuales se utilizan

peroxidasas, agua de coco y cultivos celulares.'



ispeugenol

(-} licaina A

Figura 2. Retrosintesis de Licarina A a partir de isoeugenol

Neolignanos presentes en semillas de Myristica fragrans Houtt

Segun el numero de compuestos identificados, los lignanos y los neolignanos
constituyen la clase mas abundante de metabolitos secundarios presentes en la
semilla de M. fragrans Houtt. (Myristicaceae).'® Esta semilla se emplea en la medicina
tradicional china para tratar la ansiedad y la depresion, ademas de utilizarla como
analgesico, antibiotico, afrodisiaco, hipolipemiante y antidiarreico.’ Los metabolitos
primarios (carbohidratos, lipidos/acidos grasos y proteinas) constituyen hasta el 80%
del peso de la semilla seca de nuez moscada mientras que el peso restante lo
componen metabolitos secundarios de diversa naturaleza quimica. Incluyen aceites
esenciales (terpenos y fenilpropanoides) y compuestos fendlicos (acidos cafeico,
ferulico y protocatéquico y lignanos/neolignanos) como los componentes
principales.”> Entre los principales neolignanos de tipo dihidrobenzofuranos
presentes en nuez moscada se encuentran las licarinas A,B,C y E, estudios
realizados por Leon Diaz y colaboradores demostraron la presencia de licarina A en
nuez moscada y su moderada actividad antimicrobiana'™ Por otro lado Min vy
colaboradores demostro los efectos inhibitorios de los neolignanos presentes en la

semilla de M. fragrans.®



Como se ha demostrado anteriormente, la nuez moscada contiene una mezcla
compleja de metabolitos secundarios, por lo que existe la necesidad de tener acceso
a estos compuestos en forma pura, y asi poder obtener mayor informacién sobre sus

diferentes actividades biologicas.'

Sintesis quimica de DHDIE

En la busqueda de obtener mejores rendimientos en la sintesis de DHDIE a partir de
isoeugenol (IE), se han utilizado diversas metodologias, una ellas es la descrita por
Leopold, el cual sintetizo6 DHDIE a partir de |IE, usando como catalizador cloruro
férrico (FeCl;) con una relacién isoeugenol-FeCl; 1.4:1 dando un rendimiento del
30%.°

Posteriormente, Liu y colaboradores utilizaron una reaccién de dimerizacion por
radicales de IE, empleando como catalizador 6xido de plata, en tolueno y acetona
para producir un 40% de DHDIE."

Sintesis biocatalitica

El desarrollo de biocatalizadores para reacciones de oxidacion es un area de
investigacion versatil y actualmente muy importante, en la que las enzimas y los
cultivos celulares juegan un papel especialmente importante.” Este enfoque
constituye una alternativa limpia y ecoldgica a los métodos quimicos tradicionales en
los que se utilizan catalizadores como FeCl;, KiFe(CN)s y Cu(OH)Cl para el

acoplamiento oxidativo de compuestos fenolicos.'®

En la sintesis biocatalitica de DHDIE a través de procesos oxidativos involucra el
uso de catalizadores enzimaticos tales como: peroxidasas y lacasas. Las
peroxidasas (POD) incluyen un grupo de enzimas pertenecientes al grupo de las
oxidoreductasas, las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza.’ La primera peroxidasa fue aislada de una planta de higo (Ficus carica
L.) en 1936; y posteriormente se han aislado y purificado otras isoformas, de las
cuales las mas investigadas han sido la peroxidasa de rabano picante (4drmoracia
rusticana) (HRP) y la peroxidasa de nabo (Brassica rapa) (SBP).2° Estas enzimas
facilmente disponibles se caracterizan por su alta estabilidad, su actividad y baja

especificidad de sustrato, por lo que no requieren cofactores adicionales, por esta
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razon, se pueden usar aislados, principalmente de las raices de la planta de rabano

picante como principal fuente comercial.?'

Peroxidasa de rabano picante (HRP) para la sintesis de DHDIE

La peroxidasa de rabano picante (HRP) se ha establecido como un biocatalizador
eficaz para las reacciones de oxidacion organicas e inorganicas debido a su
capacidad oxidante del perdxido de hidrégeno como aceptor de electrones. Se ha
informado sobre el uso de HRP para sintetizar el neolignano licarina A con un

rendimiento excelente.®

Un método para la obtencion de licarina A es mediante la dimerizacion oxidativa de
isoeugenol por medio de biocatalizadores que incluyen la peroxidasa de rabano
picante y H:O. (Figura 3).2? El trabajo realizado por Nascimento y colaboradores
involucra el uso de HPR y H:0. para transformar IE en DHIE con un rendimiento del
99%. En dicho trabajo se obtuvieron ambos enantiomeros; posteriormente, se
transformaron en los derivados de a-metoxi-a-trifluorometilfenilacetato, estos
diasteromeros se separaron por HPLC, y se transformaron en (+)-licarina A y

(-)-licarina A.%
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Figura 3. Sintesis licarina A y su obtencion mediante dimerizacién oxidativa del isoeugenol usando

peroxidas de rabano.

Posteriormente. Pereira y colaboadores, obtuvo la mezcla racémica por
acoplamiento oxidativo regio y diastero-selectivo de isoeugenol con HPR-H:0O. con
un rendimiento del 98%, posteriormente la resolucidon de los enantidmeros se realizé
por HPLC quiral mediante una columna analitica ChiralPak con una fase movil de
hexano:2-PrOH 9:1 v/v.*



Cocos nucifera L. para la sintesis de licarina A

El fruto del coco, Cocos nucifera L. contiene peroxidasas presentes en el endospermo
liquido del coco (agua de coco) estas enzimas se usan como biocatalizadores en
procesos de reduccion y reaccion hidrolitica. En las reacciones de acoplamiento
oxidativo, por ejemplo, el proceso se produce entre dos unidades de
p-hiroxifenilpropanoides, en las que es necesaria la presencia de un grupo hidroxilo
libre unido al anillo aromaticco. La reaccién es catalizada por las peroxidasas
presentes en el agua de coco y la oxidacion del sustrato se logra mediante la
reduccion del hierro porfirinico del sitio activo, asi como la reactivacion de la
peroxidasa mediante la reoxidacién del hierro y la descomposicion del peréxido de
hidrégeno en agua.?® El rendimiento reportado por Rodrigues y Barbosa-Filho (2017)
utilizando este método fue del 55%, segun estos autores, cuando se anade al agua
de coco cantidades solucion de peroxido de hidrogeno (agua oxigenada al 3% en
peso) y p-hidroxifenilpropsnoide se produce la formacidn de unidades
fenilpropanoides estereoespecificas (Figura 4). Lo cual da como resultado,

(-)-licarina A."®

sl T OH:
HC -
@/\/ Agua de coco HiC.,
HO
o
ispeugenol
§ HO

{-Hicarina A

Figura 4. Sintesis de (-)- licarina A mediante catalizador de agua de coco

Objetivo General

Obtener licarina A (dehidrodiisoeugenol) como mezcla racémica y sus enantiomeros

puros.

Objetivos especificos

e Sintetizar licarina A como mezcla racémica usando peroxidasa de rabano.

e Sintetizar el (-) licarina A usando agua de coco (Cocos nucifera L).



e Extraery purificar (+) licarina A a partir de nuez moscada (Myristica

fragrans)

Metodologia y actividades realizadas

1. Sintesis de (*)-licarina A usando peroxidasa de rabano

La mezcla racémica de licarina A se obtuvo por acoplamiento oxidativo de
isoeugenol, peroxidasa de rabano picante y peréxido de hidrogeno (H-0:), siguiendo
la metodologia descrita por Nascimento y colaboradores.

Se solubilizé isoeugenol (10 mmol) en MeOH (50 mL), tampén citrato-fosfato (450
mL, 20 mM, pH 3,) y peroxidasa de rabano picante (HRP, 12.4 mg, 2500 U, polvo
liofilizado, -150 U/mg, Sigma-Aldrich®. La mezcla se agitdé mientras se afiadié gota a
gota H:O: al 30% (0,6 ml, 5 mmol) durante 10 min. Tras el proceso de agitacién de
la mezcla de reaccidon durante 3 horas, se filtro el liquido usando un embudo de
vidrio. Se hizo la separacién del residuo amarillo resultante con EtOAc 3 X 300mL.
Los solubles organicos y el residuo se combinaron y lavaron con una solucién
saturada de NH.Cl (300 mL) seguidamente se secé con Na.SO.. La mezcla
obtenida se purific6 en cromatografia en columna usando hexano:acetato de etilo
como eluyentes en polaridades crecientes. El producto bruto obtenido tras la
evaporacion del disolvente di6 como resultado un sdlido blanco con un rendimiento
de 25%.

Este procedimiento se repitié tres veces con diferente tipo de enzima y distinto

tiempo de reaccion. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de cada reaccion.

Tabla 1. Cantidades sometidas a reaccion en la sintesis de (z)- licarina A con HRP.

Reaccion IE (mmol) Enzima (mg) Enzima HRP H202z 30% (mL) Tiempo
(h)
Licfilizada
1 10 12.4 ~150 Ufmg 0.6 3
Licfilizada
2 10 12.4 ~150 Ufmg 0.6 2
3 10 12.4 Tipo VI 0.5 1




Los tres productos se compararon por CCF, con hexano: AcOEt en una polaridad de
80:20 como eluyente. Las cromatoplacas fueron reveladas con sulfato cérico.
Posteriormente los compuestos se caracterizaron mediante punto de fusion (pf),
rotaciéon optica y RMN 'H y "*C para su comparacion con lo establecido en la

literatura.

2. Sintesis de (-)-licarina A usando agua de coco.

Durante el procedimiento se modificaron diferentes variables como el tiempo
de reaccion, el tipo de enzima y el volumen de agua de coco, esto permitié
determinar cuales son las mejores condiciones para la sintesis de licarina A
que involucra mejores rendimientos.

La sintesis de (-)-licarina A se obtuvo mediante acoplamiento oxidativo de
isoeugenol utilizando como peroxidasa agua de coco y peroxido de hidrogeno 3%,
como se describe por Rodrigues y colaboradores(2017).

Se recolecté agua de cuatro cocos verdes (Cocos nucifera L.),para un volumen final
de 0.6 L, que posteriormente fue filtrado en un embudo de vidrio con un tapon de
algodon y el liquido se trasvasd a un matraz Erlenmeyer que contenia una barra
magnética. Posteriormente, se colocd sobre una placa agitadora y con el medio de
reaccion agitado magnéticamente se afadié una solucién de 0.37 g de isoeugenol
en 4 mL de MeOH. Posteriormente se adicion6 lentamente una solucion acuosa de
H:0. al 3% (p/v) hasta llegar a un total de 5.18 mL, que se mantuvo en agitacion
magnética durante 1 h, luego se agregaron 0,19 L de CH:CI: a la solucion, y se agitd
magnéticamente durante 10 min mas. La mezcla se transfirid a un embudo de
decantacion y se extrajo con 300 mL (2x) de CH.Cl.. Las fases de diclorometano se
combinaron y se secaron con sulfato de magnesio anhidro y luego se filtraron. Se
purific6 el producto obtenido por cromatografia en columna de gel de silice
preparativa, utilizando como eluyente una mezcla de hexano:AcOEt en polaridades
crecientes. Como se muestra en la tabla 2 se hicieron un total de seis repeticiones

para obtener una cantidad considerable de producto.
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Tabla 2. Caracteristicas de repeticiones realizadas para la sintesis de (-)-licarina A.

Reacciones IE (g) Agua de coco (L) | H:0: al 3% (mL) MeOH (mL) | Tiempo
1 0.37 0.6 5.2 3.75 1h
2 0.4 0.6 5.5 4 1h
3 1 1.6 13.8 10 1h
4 0.75 1.2 10.8 7.5 1h
5 0.82 1.3 12 8 1h
6 1 1.5 13 10 1h

Los productos obtenidos se compararon por CCF utilizando como eluyente
hexano:acetato de etilo en proporcién 80:20. El compuesto se identificé mediante pf,
rotacién optica y RMN 'H y *C y fue comparado con lo descrito por Rodrigues y
colaboradores (2017).

3. Obtencidén de (+)-licarina A a partir de Nuez moscada
La extraccidn de (+)-licarina A mediante su extraccion de nuez moscada siguiendo la

metodologia de Kruekaew S. y colaboradores (2022).

Se recolectaron granos enteros de nuez moscada y posteriormente se redujeron a
polvo fino con ayuda de una licuadora, se obtuvo un total de 1.39 kg los cuales se
dividieron en tres matraz erlenmeyer para su extraccion en MeOH (4L) a
temperatura ambiente durante 7 dias. El extracto metandlico se junto y filtré
seguidamente se evaporo el disolvente a presion reducida en un rotavapor para
obtener un residuo de color rojizo.El residuo resultante se dividio en tres fracciones
para su posterior purificacion. El sobrante se extrajo nuevamente en MeOH a
temperatura ambiente durante 14 dias para poder extraer la mayor cantidad de

producto posible.

Al momento de usar el rotavapor se cayod la segunda fraccidn al agua destilada por

lo que se procedid a eliminar el exceso de agua en un secador al vacio. Los
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residuos obtenidos una vez que se evaporo el disolvente y el agua de todos las

fracciones.

Las tres fracciones se purificaron por separado mediante cromatografia en columna
usando como eluyente hexano:acetato de etilo en polaridades crecientes. Se
realizaron varias cromatoplacas para poder identificar en qué fraccién de la columna

se encontraba el producto deseado.

La primera fraccién se envi6 a RMN 'H y "*C para su identificacion, la segunda y
tercera fraccion se dejaron para su posterior re-purificacion. El producto obtenido se
comparé por CCF con hexano:AcOEt en polaridad 80:20 como eluyente, en el
siguiente orden: (x)-licarina A, (-)-licarina A y el producto.

Las cromatoplacas fueron reveladas con sulfato sérico.

Metas alcanzadas
Las metas alcanzadas en este trabajo fueron la sintesis tanto de: (+)-licarina A 'y
(-)-licarina A ambos productos se obtuvieron puros, sin embargo aunque se logré

obtener (+)-licarina A el compuesto resultante no obtuvo la pureza deseada.

Resultados y discusién de resultados

Obtencion de (t)-licarina A con HRP
e Caracteristicas de la peroxidasa HRP
Se usaron dos tipos de enzimas: peroxidasa HRP Liofilizada ~150 U/mg y

peroxidasa HRP Tipo IV.

e Repeticiones
En esta sintesis se realizaron 3 repeticiones para poder identificar las condiciones

ideales para la reaccion de sintesis. En la primera y segunda repeticién se utilizd
peroxidasa de rabano picante liofilizada con un tiempo de reaccion de 3h para la
primera y 2 h para la segunda respectivamente. Ambas reacciones tuvieron un
rendimiento del 25% (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas de las repeticiones, punto de fusién y rendimiento de cada reaccion.

IE Enzima Enzima H:0. Tiempo Rend. p.f [a]
(mmol) (mg)
HPR 30% (h) (%) (*c)
10 12.4 Liofilizada 0.6mL 3 25 ND ND
1 ~150 U/mg.
2 10 12.4 Liofilizada 0.6mL 2 25 120-125 0°
~150 U/mg.
3 10 12.4 Tipo IV 0.5mL 1 43 115-120 0°

Como se observa en la tercera repeticion el tiempo de reaccidon fue menor y dio
mejores rendimientos (43%), a pesar de que las tres reacciones se utilizd la misma
cantidad de IE, esta ultima logré6 mejores resultados debidamente a que se utilizd

una enzima mas pura y esto contribuy6 a que la reaccion se diera mas rapido.

Las cromatoplacas tomadas en las 3 repeticiones fueron reveladas con sulfato
cérico, como se observa en la figura 5, en los tres productos obtenidos se logré
visualizar la (+/-)-licarina A, sin embargo, en la tercera repeticion se visualizaron
menos subproductos (manchas arriba y abajo) en comparacion de los productos
obtenidos en las primeras repeticiones, esto podria deberse a que al tratarse de una
enzima mas pura la reaccidén ocurre con mas rapidez lo que ocasion6 la formacion
de menos impurezas ya que al momento de realizar la reaccion la mezcla tomo un
color mas amarillento por lo que se procedié a disminuir el tiempo de reaccion (1h)

gue en comparaciéon con las primeras repeticiones la reaccion fue mas rapido.
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Figura 5. Cromatoplacas de las 3 repeticiones. A) repeticiéon 1 (1. producto, 2. Isougenol, 3.
referencia), B) repeticiéon 2 (1. producto puro,2. manchas abajo,3. producto con impurezas, 4.
producto obtenido en la primera repeticion) y C) repeticion 3 (1. referencia, 2. isoeugenol, 3y 4
producto con impurezas)

Posteriormente, los productos de la segunda y tercera repeticién se caracterizaron
mediante punto de fusidén y rotacion o6ptica como se muestra en la tabla 3, los
resultados muestran una ligera discrepancia en el punto de fusion del segundo vy el
tercer producto, sin embargo, al ser comparados con la referencia se pudo
establecer que aunque manejan diferencias se encuentran dentro del rango que
maneja la literatura el cual reporta un punto de fusiéon que va desde 130-135°C y
112-120°C dependiendo la referencia solicitada.

En la figura 6 se pueden apreciar los 3 espectros de '"H de RMN comparados entre
si, los 3 espectros coinciden visualmente en las sefales para cada uno de los H, sin
embargo, en las primeras 2 repeticiones (a y b), se observa a simple vista que los
espectros muestran varias sefales que demuestran impurezas en comparacion con
el tercero (c) en donde se observd un espectro mas limpio, por lo que se
compararon con lo reportado por Rodrigues y colaboradores (21).
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Figura 6. Aspectos de 'H de RMN con CDCls. A) 1° repeticidn, B) 2° repeticion y C) 3° repeticion.

En la tabla 4 se observa el tipo de hidrogeno asignado de acuerdo con la sefial de
desplazamiento de cada atomo de hidrogeno en los espectros, asi mismo, se
representan los desplazamientos documentados en la literatura para ello se tomo
como referencia la estructura de licarina A reportada por Rodrigues y colaboradores
(figura 7). Puede observarse que tanto en la ilustracion como en los datos obtenidos
en la tabla las sefales en el espectro son muy cercanas a lo reportado en previas

investigaciones en las cuales se sintetizd el mismo compuesto.
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OMe 7

Figura 7. Estructura de licarina A

Repprtado enla Desplazamiento obtenido (ppm)
. literatura Multiplicidad
Hidrogenos .
Desplazamiento obtenida 1° 2° 3°
(ppm) repeticion | repeticién | repeticion
THy H-6" 6.96 singulete 6.97 6.97 6.97
2HH-2" H-5 6.88 singulete 6.88 6.89 6.89
1H,H-6 677 singulete 6.78 6.78 6.78
1H,H-2 6.75 singulete 6.76 6.76 6.76
TH,H-c 6.36 doblete 6.37 6.37 6.37
TH.H-B 6.09 doble cuatriplete| 6.09 6.09 6.09
1H, OH 5.64 singulete 563 563 562
TH H-a’ 508 doblete 509 509 509
3H,0CH; 3.88 singulete 3.89 3.89 3.89
3H,0CH; 3.86 singulete 3.87 3.87 3.87
THH-B" 3.43 doble cuatriplete| 3.44 3.44 3.43
3H HA 1.86 doble doblete 1.86 1.86 1.86
3H HN 1.36 doblete 1.37 1.37 1.37

Tabla 4. Desplazamientos en espectro de 'H RMN.

En la figura 8 se pueden observar los 4 espectros de *C de RMN comparados entre
si; los espectros A) calculado mediante el programa ChemDraw, B) el obtenido en la
primera repeticion, C) segunda repeticion y D) tercera repeticion, coinciden

visualmente.
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Figura 8. Espectros de *C RMN con CDCls.

En la tabla 5 se muestran los carbonos asignados de acuerdo con cada
desplazamiento en los 4 espectros, asi mismo se presentan los desplazamientos
reportados en la literatura de los diferentes carbonos que contiene la estructura de
licarina A.

Se puede observar que los desplazamientos obtenidos en la tercera repeticion se
encuentran cercanos a los desplazamientos del espectro calculado y el reportado

por la literatura.
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Tabla 5. Desplazamientos obtenidos en espectros de *C RMN con CDCls.

Desplazamiento (ppm )
Reportado Obtenido 1° |Obtenido 2° |Obtenido 3°
Sl en = S repeticion  |repeticion  [repeticidn
literatura
c4 146.60 147.95 146.67 142.69 146.54
s 146.48 146.63 142.61 142.60 145.74
C5 145.70 144.67 141.80 141.80 144.11
ca’ 144.08 135.63 140.18 140.17 144.09
c3 133.20 133.81 129.28 129.29 133.23
c1 132.13 132.48 128.12 128.23 132.17
c1 132.00 127.42 126.92 128.12 132.06
Co 130.87 126.54 119.52 126.95 130.89
Cp 123.44 120.72 115.98 119.52 123.45
c2 119.93 116.14 110.07 115.99 119.93
c3 114.00 116.07 109.35 110.05 114.03
c2 113.23 111.70 105.30 109.33 113.27
Co 109.10 110.85 104.98 105.27 109.21
ca’ 108.83 92.57 89.85 104.98 108.89
Co’ 93.72 56.78 53.97 829.82 93.76
OMe 55.89 56.77 52.45 52.01 55.91

Ccp 45.60 41.76 45.65 41.65 45.59
Ch 18.39 17.19 14.45 14.4 18.33
cN 17.50 16.06 13.65 13.6 17.51

Los productos obtenidos en la sintesis de licarina A mediante peroxidasa de rabano
picante para obtener las condiciones idéneas de reaccion, fueron un compuesto
sélido de color blanquesino y olor caracteriztico. Sin embargo, se pudo observar que
tanto los productos de la primera y segunda reaccion al exponerlos en condiciones
de temperatura ambiente se torno el sélido a un color amarillento, por lo que se
procedi6 a refrigerarlo para poder conservarlo.

Obtencioén de (-)-licarina A con agua de coco

e Caracteristicas del agua de coco
Se utilizé agua de coco verde (Cocos nucifera L) previamente filtrado en algodon

con ayuda de un embudo de vidrio.

e Repeticiones
Se realizaron 3 repeticiones de la metodologia en cada repeticion se hicieron dos
reacciones con cantidades distintas de agua de coco, isoeugenol y H:O. al 3% ver
tabla 6
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Tabla 6. Caracteristicas fisicas, punto de fusion, rotacion éptica y rendimiento de cada reaccion.

Agua de
e st T o mon [ o [ |
~eacain 1 0.37 06 52 375 | 1n
04 06 55 4 1h
Reacion 2 0_1?,5 13 13: _:,‘; 12 36% |120-125| Negativa
T —"

Las diferencias de las caracteristicas fisicas de las
diferentes reacciones fueron visualmente notables, en la
figura 9 podemos observar estas, en las primeras
reacciones (1° y 2° repeticion) el producto de reaccién se
torno un tono amarillento lechoso y al momento de hacer la
separacion de las fases se visualizaron muchas
emulsiones en compaacién con las ultimas dos reacciones
(3° repeticion) en donde la coloracién de la reaccién tomo

un tono mas amarillento y la formaciéon de emulsiones fue

menor. Esto podria deberse a la madurez de los cocos,

debido a que en esta ultima repeticion se pudieron abrir ~ Figura 9. Repeticiones 1y
] - ) o 2 (a), 3° repeticion (b).

con mas facilidad y desprendian un olor caracteristico del

agua de coco al momento de rasgar en la cascara.

Las cromatoplacas de las reacciones se revelaron con sulfato sérico, en la figura 10

se muestra que las ultimas reacciones (5 y 6) se encuentran mas puras que las

reacciones anteriores (1,2,3,4) ya que hubo menos visualizacién de subproductos.

Figura 10. Cromatoplacas de las reacciones a) primeras 4 reacciones, b) 5° reaccion y c) 6° reaccion

Los puntos 3,4, 5y 6 de a) corresponden a las primeras 4 reacciones se pueden

observan muchas impurezas (manchas abajo y arriba) en todos los productos

obtenidos, en b) y ¢) los puntos 3 y 2 que corresponde al producto se visualiza puro
22



por lo que se demuestra que la tercera repeticidn que corresponden a las reacciones
5y 6 obtuvo mejores resultados en cuanto a pureza del producto.

En esta sintesis se reunieron todos los productos y se repurifico como resultado
obtuvimos un rendimiento del 36% el cual considerando la literatura no es un valor
bajo.

En los espectros de RMN 'H y "*C del compuesto obtenido se muestran en la figura
11, en donde puede observarse que el compuesto no presenta tantas impurezas
puesto que las sefales en el espectro son visualmente cercanas a las reportadas
por Rodrigues y colaboradores las cuales se describen en la tabla 7, '"H RMN (7a) y

3C RMN (7b), asi como, en los espectros de sintesis de (+/-)-licarina A con HPR.
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Tabla 7. Desplazamientos obtenidos en espectros de 'H (a)**C (b) de RMN con CDCI

a) Reportado en la literatura - _
| - e Murtlpllqldad Desplgzamlentn
Hidrogenos Multiplicidad obtenida obtenido (ppm)
(ppm)
1Hy H-E6" singulete 6.96 singulete 6.97
2H H-2" H-5 singulete 6.88 singulete 689
1H,H-6 singulete 677 singulete 6.78
1H H-2 singulete 6.75 singulete 676
1H H-o doblete 6.36 doblete 6.34
TH.H-P doble cuatriplete 6.09 doble cuatriplete 6.09
1H, OH singulete H64 singulete 561
TH H-a’ doblete 5.08 doblete 5.09
3H,0OCH; singulete 3.88 singulete 3.89
3H,0OCH; singulete 3.86 singulete 387
THH-E" doble cuatriplete 3.43 doble cuatriplete 3.44
3H HA doble doblete 1.86 doble doblete 1.87
3H HA doblete 1.36 doblete 1.37
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b)

Tipo de REITIZIL Desplazamiento
Cabono | " Z obtenido (ppm}
literatura
C4 146.60 146.63
CE 146.48 146.54
C5 14570 14575
C4” 14408 14412
C3 133.20 133.24
Cc1’ 13213 13217
C1 132.00 132.06
Ca 130.87 130.89
Cp 123.44 123.45
cz’ 119.93 119.93
C3 114.00 114.03
Cc2 113.23 113.28
CE 109.10 109.20
CE" 108.83 108.89
Ca’ 893.72 93.76
OMe 55.89 559
CB’ 4560 4560
CA 18.39 18.33
CA 17.50 17.54

Obtencidén de (+)- licarina A mediante nuez moscada.

e Caracteristicas de la nuez moscada

Se recolectaron granos de nuez moscada, se trituraron y se dejo en MeOH por 7

dias, posteriormente se filtré y evaporé.

Al finalizar la evaporacion de los disolventes se realiz6 una CCF comparado los
productos anteriormente obtenidos de (z)-licarina A y (-)-licarina A con los dos
compuestos resultantes de la evaporacion, como se aprecia en la figura 12, la CCF

indic6 que a diferencia de las impurezas observadas los 4 productos son los

mismos.

Figura 12. CCF de los diferentes compuestos. 1- (z)-licarina A, 2-(-)-licarina A, 3 y 4 productos

obtenidos.
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Los compuestos obtenidos en la extraccion se dividieron en 3 columnas para su
purificacion. La primera columna se realizd con una muestra del producto no
contaminado, la polaridad en la que se alcanzé a visualizar el compuesto esperado
fue en 80:20 hexano-AcOEt, la cual esta registrada en la literatura y fue la misma
que se obtuvo en las sintesis anteriores, sin embargo el producto obtenido tomé una
consistencia oleosa lo cual es un indicador de impurezas presentes. Asimismo, la
columna mostré unas manchas en un tono muy oscuro como se muestra en la figura
13b las cuales fueron dificiles de quitar. La segunda columna se realizd con la
muestra a la cual le cayo agua, el producto obtenido fue mas puro de consistencia
menos oleosa y ligeramente amarillo.La columna se torno un color mas claro al
obtenido en la anterior ver figura 13a, en esta fue mas facil obtener el compuesto
aunque la polaridad a la que se observo fue de 70.30 hexano-AcOEt,.

Para la tercera columna se tomo el producto sobrante sin contaminar, la columna al
igual que en la primera tomo un color obscuro, sin embargo en comparacion con la
primer y segunda fue mas complicado purificar el compuesto ya que, aunque se
empezo a visualizar el compuesto en polaridad 70:30 hexano-AcOEt,al igual que la
segunda, esta presentd mas impurezas que en las anteriores figura 13-2c, en cuanto

apariencia presento una textura oleosa color amarillo.

Figura 13.Producto obtenido. 1) comparacion fisica de los productos después de la evaporacién de
disolventes, 2) cromatoplacas de los productos: a) productos de la primera columna, b) productos de
la segunda columna y c¢) producto de la tercera columna.Las flechas indican el producto obtenido y el

1 indica el producto de referencia.

Los productos obtenidos se recolectaron y juntos dieron un rendimiento del 30%,
que pese a que no es un valor muy alto este es aceptable ya que en la literatura se

reportan rendimientos cercanos al obtenido.
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Los espectros de 'H de RMN se pueden observar en la figura 14, el espectro 14b es
el resultado de la re purificacién del compuesto obtenido, ambos espectros muestran
similitud, sin embargo se pueden apreciar muchas impurezas observando esto y
ante la posibilidad de que el producto no fuera el deseado, se compararon ambos
espectros con los obtenidos anteriormente. Al hacer la comparacion se visualizoé en
los dos espectros obtenidos (14a y 14b) una sefal con desplazamiento que va
desde 1.25-1.36 ppm (14c) la cual no se visualiza en los espectros de licarina
racémica y negativa. Esto podria indicar la presencia de algun aceite presente en el
compuesto ya que como marca la literatura la nuez moscada presenta gran cantidad
de aceites y terpenos por lo que es muy probable que alguno de estos aceites se
haya unido al compuesto deseado.

Al visualizar la sefal, se compararon los desplazamientos obtenidos en la extraccidn
con los reportados en la literatura, como se observa en la tabla 8, tanto los
desplazamientos de 'H (8a) como los de *C (8b) se asemejan a los reportados por
Rodrigues y colaboradores por lo que se asume, que aunque se sugiere una
posterior repurificacién del compuesto este presenta todas las caracteristicas para

corroborar que es el producto deseado.
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espectro.
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Tabla 8. desplazamientos (ppm) de los espectros de RMN 'H (a) y *C (b).

a) Reportado en la literatura
. o Desplazamiento Desplgzamiento
Hidrogenos Multiplicidad obtenido (ppm)
(ppm)
THy H-&" singulete 696 6.97
2HH-2° H-5 singulete 6.88 6.89
1H H-6 singulete 67T 678
1H,H-2 singulete 6.75 6.76
1H,H-a doblete 6.36 6.37
TH,H-B doble cuatriplete 6.09 6.09
1H, OH singulete 5.64 h62
1H,H-a” doblete 508 509
3H,0CH; singulete 3.88 3.89
3H,0CH; singulete 3.86 3.87
THH-B" doble cuatriplete 3.43 3.43
3H,HA doble doblete 1.86 1.86
3H HA doblete 1.36 1.37
b)
Tipo de R Rl Desplazamiento
Cabono | " z obtenido (ppm)
literatura
C4 146.60 146.53
ChH” 146 .48 146 .54
CH 14570 14575
C4” 144 08 144 12
C3 133.20 133.24
C1° 13213 13217
C1 132.00 132.06
Ca 130.87 130.89
CB 123.44 123.45
Cc2’ 119.93 119.93
C3 114.00 114.03
C2 113.23 113.28
C6 109.10 109.22
Cce” 108.83 108.89
Ca’ 9372 93.76
OMe 55.89 55.91
CB’ 4560 4559
CA 18.39 18.33
CN 17.50 17.54
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Conclusiones

Se realizo la sintesis y caracterizacion por pf, rotacion opticas y RMN de 'Hy *C, de
la mezcla racémica y las dos formas enantioméricas de licarina A.

En la sintesis de la mezcla racémica de licarina A, el mejor rendimiento que se
obtuvo fue el de 43% en el cual se utilizd peroxidasa HRP tipo IV como
biocatalizador, sin embargo, aunque se ocupo la peroxidasa y el tiempo de reaccion
indicados en la metodologia, no se obtuvo un buen rendimiento del compuesto, por
lo que se sugiere en proximas investigaciones se utilicé mas peroxidasa y el tiempo
de reacciones sea mayor, asi como utilizar reactivos mas puros para que los
productos contengan mayor pureza.

Se observé que para la sintesis del enantiomero negativo con agua de coco, estos
deben ser maduros ya que al momento de hacer la separacion de las fases se
forman menos emulsiones lo que favorece la separacién y con ello rendimiento de
la reaccion ademas de que el producto contiene menos impurezas.

En la extracciéon del enantiomero positivo, se obtuvieron muchas dificultades al
momento de extraer el compuesto deseado, sin embargo, se observo que se tienen
mejores resultados y la separacion de los componentes es mejor si al producto
resultante de la evaporacion de los disolventes se le agrega agua, en este caso se
hizo una investigacién bibliografica y se obtuvo que en algunas metodologias se
agrega agua al 15% al compuesto antes de su purificacion.

Dicho lo anterior, aunque en el caso del enantiomero positivo se requiere una

posterior repurificacion, se lograron cumplir los objetivos deseados en este trabajo.

Recomendaciones

Para la sintesis de la mezcla racémica de licarina A con HRP, se recomienda utilizar
la enzima de HRP Tipo IV ya que con esta se obtuvieron mejores resultados y el
tiempo de reaccion fue menor, asimismo, se recomienda utilizar reactivos puros. En
cuanto a la obtencion de (-)-licarina A se sugiere utilizar cocos verdes maduros para
evitar la formacién de emulsiones y asi facilitar el proceso de separacion de las
fases, de igual manera, para la obtencion de (+)-licarina A se aconseja agregar agua
al extracto de nuez moscada obtenido para poder retirar ceras o aceites que pudiera

tener el compuesto y asi obtener un producto mas puro.
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Anexo

Metodologia

[J Obtencién de (+)-licarina A con HRP

mpon citralo-fosfato
pH3 (450mL), HRP v
HzO gota a gota

Solubilizar isoevgencl]  afadic
(10mmol} en MeOH

(S0mL} duante 10min
agitar
Separar las fases con Convinar los residuos
AcOEt 3x300mL organicos v lavar

Purificar por
® cromatografia en
calumna

I secar
@
Fisallzar placas de
CCF
¢ A1: solucidn saturada de NyCl
Obtaner punto de fuskn AZ. Na;S0,
y rolacién éptica A3 eluyente hexanoAcOEL
)
Oblener especiros de
RMN 'Hy e

Figura 15. Diagrama de flujo de obtencién de (z)-licarina A con HRP
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[J Obtencion de (-)-licarina A con agua de coco

Obtener agua de » Desachar en
coco y filtrar basura onganica

~

agitar
magneticameants afiadir Isoeuencl en MeOH
durante 1h (4mL) y soluckn de
L y Ha05 al 3%

-

Extraer |as fases con
secar CH5Cly

T J

[ Purificar por |
4— cromatorafia en A1 cascara de cocos verdes
| columna | AZ: CH;Cl,
AJ: NazS0y
l Ad: eluyente hexano:AcOEL
Realizar placas GGF]

'

Oblener punto de fusion
y rotacion dptica

4

[«Dmmr espaciros di

EMN THy e

Figura 16. Diagrama de flujo de obtencién de (-)-licarina A con agua de coco
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[J Obtencion de (+)-licarina A mediante nuez moscada

anternas de nuez
moscada

v

{ Triturar granos

Temperatura
Extraer an MeOH = amblente por 7 dias
Juntar el extaclo Extraer nuevamente
matandlico y filtrar el sobrante en MeOH

h 4

Evaporar a pesidn
reducida en retavapo

Purificar por
cromatarafia an

columna

B1: eluyente hexano:AcOEL

[R.!EI'IZEI' placas CGF]

Oblener punto de fusidn
¥ rotackin optica

!

Oblener espacros d
BMMN THy 13C

Figura 17. Diagrama de flujo de obtencién de (+)-licarina A
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