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KH,PO, Fosfato diacido de potasio

LDL Low density lipoprotein (Lipoproteinas de baja densidad)
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MVA Acido mevalénico
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PUFA
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RDA
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ROMP

ROO’
ROOH
ROS

SDE

SET
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Peso molecular

Phosphate buffer saline (buffer fosfato salino)

Principal component analysis (Analisis de componentes principales)
Parkinson disease (Enfermedad de Parkinson)
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Potencial de hidrégeno
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Radical alquilico
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Retro Diels-Alder
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UV-Vis
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VIS
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Cloruro estannoso

Sesquiterpenos oxigenados

Superoxide dismutase 1

Total antioxidant activity (Actividad antioxidante total)
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Trolox equivalent antioxidant capacity (Capacidad antioxidante
equivalente al Trolox)
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United Kingdom (Reino unido)

Ultravioleta-visible

Vitamin C equivalent antioxidant capacity (capacidad antioxidante
equivalente a vitamina C)

Visible
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benzoxepinas, antioxidante, acetilcolinesterasa

Este trabajo hace parte de las investigaciones del Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales, CENIVAM. Estuvo
enfocado en buscar especies aromaticas y medicinales enriquecidas con timol, carvacrol, estragol
0 trans-anetol, puesto que estos compuestos y sus AE tienen propiedades biolégicas
aprovechables y, por su posible aplicacion en la industria. Asimismo, obtener nuevas benzoxepinas
a través de modificaciones quimicas empleando fenoles sustituidos y un AE con carvacrol, para
demostrar la aplicabilidad de los AE como materia prima en sintesis; y, finalmente, estudiar algunas
bioactividades (e.g., antioxidantes y anti-acetilcolinesterasa) de los AE y de las moléculas sintéticas
derivadas.

El primer capitulo contiene la recopilacion de la composicion quimica de: extractos de 9 especies
de albahacas (flores y hojas), diferenciados por analisis estadistico multivariable; y, de extractos y
aceites de especies aromaticas con alto contenido de timol, carvacrol, trans-anetol o estragol.

El segundo capitulo reporta la ruta sintética en cuatro etapas empleada para la obtencidén de
nuevas 1-benzoxepinas sustituidas, a partir de fenoles sustituidos y un aceite esencial que
contienen carvacrol. Se utilizaron como principales herramientas sintéticas la transposicion de
Claisen y la metatesis con cierre de anillo. Todos los compuestos involucrados en cada etapa
fueron caracterizados mediante IR, CG-EM y RMN.

Finalmente, el tercer capitulo incluye las evaluaciones in vitro de las propiedades antioxidantes,
mediante métodos colorimétricos de screening (ensayos con el catién-radical ABTS™) y sistema
modelo (oxidacion del acido linoleico), y de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa de los AE
bajo estudio junto con todas las moléculas sintetizadas. Adicionalmente, los datos obtenidos de los
valores de TEAC de las moléculas sintéticas se correlacionaron con sus PI, determinados a través
de calculos computacionales. Se incluyen algunos resultados preliminares de actividades
antifungica, antiprotozoarios (Leishmania chagasiy Trypanosoma cruzi) y citotoxicidad.

* Tesis doctoral

** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Directores: Profesora Elena E. Stashenko, Quimica,
Ph.D. y Profesor Vladimir V. Kouznetsov, Quimico, Ph.D., D.Sc.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF AROMATIC SPECIES WITH HIGHEST CONTENT OF THYMOL,
CARVACROL, TRANS-ANETHOLE OR ESTRAGOLE AND EMPLOYMENT OF PHENOLS AND
THEIR DERIVATIVES IN THE SYNTHESIS OF 2,5-DIHYDRO-1-BENZOXEPINES AND
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AUTHOR: AMNER MUNOZ ACEVEDO, Chemist, M.Sc.**
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benzoxepines, antioxidant, acetylcholinesterase

This work is included on the research of the Centro Nacional de Investigaciones para la
Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas y Medicinales, CENIVAM. It was focused
on to find some aromatic and medicinal plant enriched with thymol, carvacrol, trans-anethole or
estragol, since these compounds and their essential oils (EO) have any exploitable biological
properties, and, also for possible industrial applications. Additionally, synthesize a new set of
benzoxepines through any chemical modifications using substituted phenols and EO with carvacrol,
to demonstrate the potential applicability of the EO as a raw material in synthesis; and finally, to
explore some bioactivities (e.g., antioxidants and anti-acetylcholinesterase) of the EO and the
synthetic molecules.

Chapter one contains the chemical composition information about the extracts from nine species of
basil (flowers and leaves), which data were differentiated by multivariate statistical analysis; and,
the extracts and EO of aromatic spices enriched with thymol, carvacrol, trans-anethole or estragol.

Chapter two includes the data about the new derivatives 1-benzoxepines, from substituted phenols
and one essential oil containing carvacrol, obtained using a four-step synthetic route. Claisen
rearrangement and ring-closing metathesis were used as main synthetic tools. All compounds were
characterized by IR, GC-MS and NMR.

Finally, chapter three deals with the colorimetric methods (cation-radical ABTS++ assay) and model
system (linoleic acid oxidation) used to determine the in-vitro antioxidant properties and the
acetylcholinesterase enzyme inhibition on EO and synthetic molecules. Additionally, the TEAC
values of the synthetic molecules were correlated with their ionization potential (IP), which were
calculated by Gaussian software. Some preliminary results of antifungal and antiprotozoal
(Leishmania chagasi and Trypanosoma cruzi) activities; and, cytotoxicity were included.

* Doctoral Thesis
** Sciences Faculty. Chemistry School. Directors: Professor Elena E. Stashenko, Chemist, Ph.D.
and Professor Vladimir V. Kouznetsov, Chemist, Ph.D., D.Sc.
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INTRODUCCION

Colombia es uno de los paises con mayor diversidad bioldgica del mundo, debido a su
posicion geografica en el planeta. El pais cuenta con ca. 45-55 mil especies de
plantas, de las cuales ca. 2000 son promisorias. Debido a esta gran diversidad (fauna

y flora), sus beneficios para alimentacion, medicina e industria se pueden aprovechar.

Muchos de los metabolitos (e.g., terpenoides, alcaloides, cumarinas, saponinas, etc.)
presentes en estas especies permitirian obtener productos que responderian a la
solucién de problemas alimenticios, medicinales o industriales. Asi, los terpenoides,
constituyentes mayoritarios de aceites esenciales (AE) de plantas, son de mucho
interés debido a las diferentes funcionalidades que cumplen: desde proteccion de la
misma especie de la depredacion hasta su polinizacion por insectos, etc., y por los

usos terapéuticos de estas especies atribuibles a estos constituyentes.

Desde estas mismas fuentes renovables se han aislado muchos compuestos activos,
ca. 40%, que han actuado eficazmente sobre diversas enfermededades (e.g., malaria,
cancer, SIDA, etc.); otra serie de compuestos son derivados hemisintéticos directos
de productos naturales y solo unos pocos, son el resultado de una sintesis total. La
sintesis total y hemisintesis son soluciones viables y oportunas para producir el
compuesto de interés, sin comprometer el recurso natural (no llevando a la extincién),
mediante algunas rutas sintéticas rapidas y ecénomicas; y para potencializar sus
efectos farmacoldgicos, cambiando algunos sustituyentes dentro de las estructuras

iniciales.

De ahi, la importancia del estudio de las actividades bioldgicas (e.g., citotoxicidad,
antifungica, antibacteriana, antioxidante, etc.), tanto de sustancias aisladas de fuentes
naturales como de origen sintético, puesto que es necesario hoy dia conocer y

obtener informacion para su posible aplicacién en medicina o industria.
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Este trabajo hace parte de las lineas de investigacion del Centro Nacional de
Investigaciones para la Agroindustrializacion de Especies Vegetales Aromaticas vy
Medicinales, CENIVAM, y se desarroll6 en los Laboratorios de Cromatografia y de
Quimica Organica y Biomolecular de la UIS; estuvo enfocado en buscar especies
aromaticas y medicinales autéctonas con un contenido alto de timol, carvacrol,
estragol o frans-anetol, puesto que estos compuestos y sus AE tienen una gama de
propiedades bioldgicas aprovechables y, sobre todo, por su aplicacién que hoy dia
tienen en la industria. Asimismo, obtener a través de modificaciones quimicas nuevas
benzoxepinas empleando fenoles sustituidos y un AE con carvacrol y timol, para
demostrar la aplicabilidad de los AE como materia prima en sintesis para producir las
moléculas de interés; vy, finalmente, estudiar algunas bioactividades (e.g.,
antioxidantes y anti-acetilcolinesterasa) de los AE y de las moléculas sintéticas

derivadas.

Durante el desarrollo de esta investigacion, los avances del trabajo se presentaron en
diferentes eventos nacionales e internacionales (e.g., Free Radical and Antioxidants in
Chile 2009 - VI Meeting of SFRBM-South American Group, Xl Congreso
Latinoamericano de Cromatografia y Técnicas Relacionadas, Congreso
Iberoamericano de Quimica y XXIV Congresos Peruano de Quimica, XXVII Congreso
Latinoamericano de Quimica y VI Congreso Internacional de Quimica e Ingenieria
Quimica, XII Congreso Colombiano de Farmacologia y Terapéutica, X Congreso
Colombiano de Fitoquimica, IX Congreso Colombiano de Fitoquimica, entre otros),
con presentaciones orales y en pdsteres y se han publicado en revistas nacionales e
internacionales (Salud UIS, Scientia et Technica, Scientia Chromatographica, Natural
Product Communications). Se encuentra sometido un articulo para su publicacion en

Journal of Essential Oils Bearing Plants.

El trabajo presentado esta divido en tres capitulos, a saber: el primer capitulo contiene
el estudio de la composicion quimica de extractos obtenidos por destilacion-extraccion
simultanea con solvente (SDE, por sus siglas en inglés) de nueve especies y/o
variedades de albahacas, junto con los extractos y AE de especies aromaticas con

alto contenido de timol, carvacrol, frans-anetol o estragol. El segundo capitulo se
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dedica a la sintesis y caracterizacion estructural de nuevas 1-benzoxepinas
sustituidas obtenidas a partir de fenoles sustituidos y AE con alto contenido de timol y
carvacrol. Y, el capitulo final, incluye la evaluacién in vitro de las actividades
bioldgicas (antioxidante, acetilcolinesterasa, antifungica y antiparasitaria) de los AE y

de las moléculas sintetizadas.
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1. CARACTERIZACION QUIMICA DE EXTRACTOS Y ACEITES ESENCIALES DE
ESPECIES VEGETALES DE LOS GENEROS LIPPIA, PLECTRANTHUS, THYMUS,
TAGETES, ARTEMISIA, FOENICULUM, ILLICIUMY OCIMUM

1.1 INTRODUCCION

Las especias y plantas aromaticas han desempefiado una importante funcién en la
historia de muchos pueblos [1]. La observacion de que ciertas de sus partes, e.g.,
hojas, frutos, semillas y rizomas, no sélo mejoraban el sabor de los alimentos sino que
tenian un efecto positivo sobre la salud, desperté mucho interés en su estudio. Es por
ello que sus propiedades medicinales y farmacolégicas potenciales de las especies

aromaticas deben ser valoradas [2].

En términos econdmicos, las especias y plantas aromaticas tienen mayor importancia
como ingredientes en las industrias de alimentos, bebidas alcohdlicas, cosméticos,
perfumeria, colorantes, medicina y jardineria [3], por diversas propiedades bioldgicas
(antioxidante, antimicrobiana, antifungica, antiviral, nutricional, etc.) [4,5] ¥y
organolépticas [6]. Ademas, sus agradables olor, sabor, color y pungencia son

indispensables en la preparacion de exquisiteces culinarias.

Las especies vegetales aromaticas contienen desde aceites esenciales (AE) o aceites
volatiles y oleorresinas hasta alcaloides y glicosidos de interés farmacoldgico, son
productos del metabolismo secundario [1,6,7]. Los AE son los metabolitos
secundarios de gran interés; estan constituidos por compuestos volatiles que imparten

el olor caracteristico, propiedades terapéuticas y, en algunos casos, su toxicidad [7,8].

Se conocen alrededor de 3000 plantas aromaticas y sus AE, de los cuales menos de
300 son comercialmente importantes, destinados principalmente al mercado de
fragancias y sabores [9,10]. Las plantas aromaticas, que gozan de los precios mas

altos en el mercado son pimienta, vainilla, jengibre, pimentdn dulce, canela, nuez
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moscada, laurel y mezclas de especias [1], son adquiridas por los mayores
consumidores del mercado mundial, entre ellos figuran Estados Unidos, Union

Europea, Japon, Singapur, Arabia Saudita y Malasia [6].

Por otro lado, los paises productores de estas especias son principalmente China, con
13.2% (jengibre y pimentdn); India, con 8.6% (semillas de especias); Madagascar, con
8.2% (vainilla y clavo); Indonesia, con 7.3% (canela); Vietnam, con 5.1% (pimienta);
Brasil, con 4.1% (canela); Espafa, con 3.1% (tomillo); Guatemala (nuez moscada) y
Sri Lanka (canela), con 2.8% [1,11]. A parte de la competencia por los mercados, los
paises exportadores y productores en via de desarrollo (proveedores del 55% del
mercado) experimentan varias dificultades, entre ellas, calidad variable o baja del
producto, dado que las exportaciones estan sujetas a estrictos estandares de calidad
por American Spice Trade Association (ASTA) y European Spice Association (ESA)
[12].

Como la demanda de especias procesadas de alta calidad estd creciendo, los
productos con valor agregado ofrecen nuevas oportunidades de negocios en el
mercado de especias, sobre todo, si se compara con otro tipo de cultivos (horticultura)

donde el area y produccion de especias son limitadas.

El interés de este trabajo se centré en encontrar especies aromaticas y medicinales
con alto contenido de los fenoles, timol y carvacrol, y los éteres aromaticos trans-
anetol y estragol, debido a que ellos y los AE que los contienen han demostrado
propiedades bioldgicas notables, tales como antifungicos, antibacterianos vy
antioxidantes, etc. [13] y por su posible aplicacién a nivel industrial como sustancias
saborizantes, aromatizantes y preservantes en las industrias de alimentos y bebidas
alcohdlicas, en preparaciones farmacéuticas y la elaboracion de perfumes, jabones y
detergentes [3]. Estos estudios se enmarcan dentro de la mision y la visién del Centro
de Investigacion de Excelencia CENIVAM, como gestor e impulsador de la base

técnico-cientifica de la cadena productiva de AE en el pais.
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Este capitulo constituye la recopilacion sobre la composicion quimica de todas las
especies aromaticas estudiadas, asi: screening de nueve especies y/o variedades de
albahacas (flores y hojas), por SDE y cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM) y su diferenciacion mediante analisis estadistico multivariable;
extractos y aceites esenciales de especies aromaticas con alto contenido de timol y
carvacrol; y extractos y aceites esenciales de especies aromaticas con alto contenido

de trans-anetol y estragol.

1.2 GENERALIDADES POR FAMILIAS

1.2.1 Familias Lamiaceae y Verbenaceae. La familia Lamiaceae (o0 Labiatae)
comprende unos 236 géneros y 3200-5600 especies, las cuales son hierbas perennes
0 anuales y algunos subarbustos [14] caracterizados por tener vellosidades (tricomas)
glandulares, donde esta el aceite esencial [15]. Sus flores son tubulares
monosimétricas de dos labios bisexuales [16]. Los géneros Thymus, Origanum,
Satureja, Thymbra, hacen parte de esta familia, donde el género Origanum es mas

conocido — tipos griego y turco [17].

La familia Verbenaceae distribuida principalmente en los tropicos, subtropicos vy
algunas zonas templadas consta de 76-86 géneros y 1900-2600 especies [18], con
plantas de interés econdémico, que proporcionan desde maderas (Tectona grandis,
géneros Melina, Vitex, etc.) y aceites o frutos comestibles (Verbena officinalis, Aloysia
citriodora), hasta plantas para jardineria y ornamentacion (Lantana, Duranta); ademas,
muchas especies cuentan con diversas propiedades medicinales [19,20]. Su
inflorescencia es variable y bracteada, con algunas flores bisexuales muy similares a
las de la familia Lamiaceae [21]. Aun se encuentra en discusién la circunscripcion de

las familias Verbenaceae y Lamiaceae, por ser dificilmente distinguibles [22].

Las familias Verbenaceae y Lamiaceae son muy similares en cuanto a los tipos de
metabolitos secundarios, ya que ambas acumulan y contienen una gran variedad de
monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos y algunos monoterpenos de tipo iridoide

[23], sustancias biologicamente activas.
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Especies representantes de estas familias son Ocimum basilicum (albahaca), Thymus
vulgaris (tomillo), Satureja hortensis (ajedrea), Hyssopus officinalis (hisopo),
Lavandula angustifolia (lavanda), Melissa officinalis (toronjil), Origanum majorana
(mejorana), Rosmarinus officinalis (romero), Salvia officinalis (salvia), entre otras, etc.
[18].

1.2.2 Familias Asteraceae y Umbelliferae. La familia Compositae (0 Asteraceae)
reune 20000-30000 especies entre 900-1100 géneros [24,25], y es la familia de
Angiospermas con mayor riqueza y diversidad bioldgica existente [21,26]. Son hierbas
anuales o perennes, algunos arbustos y pocos arboles (Leucomeris, Vernonia
arborea) [27]. Se caracteriza por tener inflorescencia compuesta (“capitulo”) y su
nombre deriva de “Aster” (estrella), relacionada con la forma de su flor. Esta
ampliamente distribuida en todo el mundo, desde los polos, desiertos y selvas hasta
los tropicos, pantanos y picos montafiosos [28]. Usualmente, sus especies contienen
AE ricos en monoterpenos y en lactonas sesquiterpénicas [23,29,30]. Sin embargo,
monoterpenos irregulares, i.e., que no cumplen la regla de isopreno, constituidos por
estructuras de artemisilo, crisantemilo y antolinilo, se encuentran principalmente en

esta familia [23].

Especies, representantes de esta familia, son Matricaria recutita (manzanilla), Tagetes
lucida (estragdbn mexicano), Artemisia dracunculus (estragén), Tanacetum parthenium

(altamisa), Helichrysum angustifolium (planta de curry), entre otras [18].

Por su parte, la familia Umbelliferae o Apiaceae, contiene alrededor de 320 géneros y
2900-3000 especies extendidas por todo el mundo, siendo casi ausentes en el
hemisferio sur y en tropicos [28,31]. Son, en su mayoria, hierbas y algunos arbustos
anuales, bienales o perennes y su inflorescencia es en umbela simple o compuesta,
usualmente bisexual actinomorfica [21,27,32]. La gran mayoria de estas especies
contienen comunmente AE ricos en fenilpropanos, furanocumarinas y, en menor

proporcién, poseen lactonas sesquiterpénicas [23].
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Entre las especies, representantivas de esta familia, figuran Angelica archangelica
(angélica), Pimpinella anisum (anis), Coriandrum sativum (cilantro), Anethum
graveolens (eneldo), Foeniculum vulgare (hinojo), Armoracia rusticana (rabano),
Petroselinum crispum (perejil), Carum carvi (alcaravea), Cuminum cyminum (comino),

Myrrhis odorata (mirra), entre otras [18].

1.3 ALBAHACAS (Ocimum sp.)

El género Ocimum pertenece a la familia Lamiaceae y se halla distribuido en zonas
tropicales de América, Africa y Asia. El nimero de especies varia entre 30 y 160
(entre hierbas y arbustos) y a las plantas de este género se les denomina
colectivamente, albahacas [33]. Las albahacas poseen varias subespecies,
variedades y formas, las cuales difieren entre si, en morfologia y composicién quimica
de sus AE. Esta variacién se debe principalmente al polimorfismo de O. basilicum L.

causado por hibridacion interespecifica (polinizaciéon cruzada facil) [34,35].

La composicion quimica de los AE de este género se destaca por su alto contenido de
monoterpenos oxigenados (linalol, eucaliptol, citral, etc.) y fenilpropa(e)nos (estragol,
eugenol, cinamato de metilo, metil-eugenol, etc.), seguidos de sesquiterpenos
(germacreno D, biciclogermacreno, etc.) y monoterpenos (f-mirceno, f-ocimeno, etc.)
[2,34,36]. Ciertas variedades han presentado sesquiterpenos como componentes
mayoritarios (e.g., O. micranthum) [36,37]. Esta diversidad composicional le
proporciona a los AE del género Ocimum la amplia gama de aplicaciones industriales,

usos etnobotanicos y bioactividades reportadas.

Entre las aplicaciones mas comunes encuentra su empleo en culinaria como
condimentos y saborizantes (e.g., salsas, guisos, ensaladas, vegetales encurtidos,
vinagres y aceites fragantes) [38]; en la industria de alimentos en el area de confiteria,
productos horneados, productos carnicos vy licores [3,39]; y en perfumeria, para la

elaboracion de jabones, champus y productos dentales [2,3,35,38].
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Los extractos de albahacas se han aprovechado en etnomedicina para tratar
trastornos fisicos como dolores de cabeza, diarreas, flatulencias, codlicos, verrugas,
resfriados, enfermedades de la piel y malfuncionamiento de rifiones [40]. Asi mismo,
sus extractos se consideran antiespasmodicos [35], estomaquicos, carminativos,
antimalaricos, febrifugos, diuréticos, expectorantes, laxantes, repelentes de insectos
[38,40,41], diaforéticos y estimulantes del apetito [35,42], entre otros. La especia
completa se usa para tratar piquetes de insectos y serpientes y para el tratamiento de
ulceras gastricas [43]. Algunos cultivos se usan con fines ornamentales (decorativos),

magico-religiosos (ceremonias) y para aromatizacion [44].

Las bioactividades que exhiben las especies Ocimum son muy diversas, se puede
mencionar, entre otras, las siguientes: antibacteriana [42], antifungica, antioxidante
[45], antimicrobiana [46], insecticida [47], anti-inflamatoria y hepatoprotectora; como
reguladora del crecimiento de plantas, para la proteccién de productos almacenados,
de animales y de enfermedades humanas; algunas albahacas registran efectos
adaptogénico e inmunomodulante [42], anticarcinogénico [48], hipoglicémico;
producen disminucion de lipidos en sangre, ejercen efectos radioprotector y sobre

efectos sobre el sistema nervioso central (SNC) y movimiento muscular [40,42,44,49].

1.3.1 Principales especies de Ocimum conocidas. De acuerdo con Paton et al. [33]
se encuentran reportadas 65 especies de albahacas y dentro de éstas se presentan
variedades particulares. En la Tabla 1.1 se describen las especies de albahacas mas
importantes, clasificadas por su composicion quimica particular, algunas hicieron parte

de este estudio.
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Tabla 1.1. Informacion general sobre algunas especies de albahacas.

Nombre de la planta Usos en Aceite esencial
Botani c i Distribucion  Origen medicina Rendimiento, Compuestos
otahico omun popular % mayoritarios

O. basilicum  Albahaca  Trépicos de Asiay Estimulante, Linalol (30-
comun, Africa, tropicos  carminativo, 90%),estragol
reina, América, Asia  [2,3,12] diurético, (50-90%),
dulce [2,12] antibacteriano, 0.5-1.5 eucaliptol,

antifungico, eugenol, metil-
insecticida [50,51] eugenol
[3,12,34,36,50]

O. Albahaca  Africa, India, Neo- Febrifuga, Timol (20-

gratissimum  rusa, de Indochina, tropico anticélicos, 60%), eugenol
clavo Malasia [2,33] antiséptico [50] (40-90%), citral

(65%),
0.1-2.4 p-cimeno,
y-terpineno,
B-mirceno
[2,34,36]

O. Albahaca  Troépico, Neo- Estimulante, Alcanfor (60-

americanum  american Africa, China, tropico carminativo, 80%), citral
a limén, India [2,33] diaforético, (75%), linalol
velluda, febrifugo, (60-90%),
tipo bronquitis, 0.2-11 eugenol,
alcanfor dermatitis, estragol,

hipoglicemia, cinamato de
leucorrea, metilo
antifungico [50] [2,34,36,50]

O. sanctum  Albahaca Asia tropical, Tropico  Carminativa, Eugenol (70%)
santa, América, India antiasmatica, [52], citral
sagrada, [2,33] antireumatica, (70%), estragol
Thai, anti-espasmadica, y chavibetol,
Tulsi antipirética, 0.2-4.1 metileugenol,

hepato- - a-bisaboleno,
protectora, B-bisaboleno
antimalarica, [2,34,36]
antibacteriano,

antifungico [50]

O. minimum  Albahaca Asia, India India Repelente, Metil-eugenol
griega, [2,33] antibacteriano (43-64%),
pequefa, 1723 estragol (36%),
fina, T acetato de
arbusto geranilo (70%)

[36,53]

0. Albahaca  Florida, Neo- Asma, catarro, Eugenol (70-

micranthem  peruana, Bahamas, tropico anticonvulsivo, 97%),

um silvestre, India [2] disenteria, eucaliptol
de gallina dismenorrea, (20%),

[54] fiebre [54] sesquiterpenos
0.4-4.3 (48-86%), i.e.,
trans--
cariofileno,
y-elemeno
[34,36]
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Se presume que la variacion en la composicion quimica de los aceites de albahaca se
debe principalmente a los polimorfismos en O. basilicum causados por hibridaciones
interespecificas, o que conduce a varios quimiotipos [55]. Existen variedades de
especies como O. gratissimum var. gratissimum, O. gratissimum var. macrophyllum,

O. americanum var. americanum 'y O. americanum var. pilosum, entre otras [33].

1.4 OREGANOS

El vocablo vernaculo “orégano” viene de las palabras griegas “oros” (montafa) y
“‘ganos” (adorno) y se utiliza para designar una plétora de géneros y especies de
plantas, utilizadas como especias, que tienen un olor y sabor general caracteristicos
[12]. 61 especies de los 17 géneros pertenecen a 6 familias denominadas “orégano”.
En la familia Lamiaceae el género Origanum es considerado el mas importante, junto
con dos géneros de la familia Verbenaceae (Lantana y Lippia), que se usan para
producir herbajes de orégano [56]. Ademas, “orégano” es el nombre comercial
establecido para aquellas especias que son ricas en los monoterpenoides fendlicos,

carvacrol y timol [57].

1.4.1 Especies de Lippia bajo estudio. De diversas plantas, Lippia es el género mas
conocido en el Nuevo Continente (México), que evoca al orégano mediterraneo, en
términos de aroma y sabor; sus hojas se comercializan como “orégano”. Este género
consta de ca. 200 especies, de las cuales 46 han sido quimicamente examinadas [58].
Tres de estas especies, i.e., L. graveolens [59], L. micromera [60] y L. gracilis [61],
contienen timol y carvacrol como constituyentes principales [58]. En la Tabla 1.2 se

describen brevemente las especies Lippia que se estudiaron en este trabajo.
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Tabla 1.2. Informacion general sobre las especies L. origanoides y L. micromera.

Nombre de la planta Usos en Aceite esencial
Botanico Coman Distribucion Origen medicina Rendimiento, Compuestos
popular % mayoritarios
L. Orégano De México Centro- Estomaquico, Carvacrol (33-
origanoides  de monte, hasta Brasil américa y antidiarreico, 44%) [62], timol
de cerro, (zona Norte Sur-  nauseas, (20-66%) [64],
ancho amazonica) América antiflatulencia, o-terpineno
[14,62] estimulante, 0.4-3.6 (22%)
emenagogo, y p-cimeno
febrifugo, (28%) [65,66],
antiséptico a-felandreno
[14,62]
L. Tomillo México, Sur Colombia Antiasmatico, Carvacrol (26-
micromera espafiol, América Venezuela, anticatarral, 42%), timol,
falso [2,58,67] islas del antitusivo, 15-20 citral [58,69]
tomillo, Caribe [67] estomaquico D
oreganito [68]
[2,58]

1.4.2 Especies de Plectranthus y Thymus bajo estudio. Otro importante género de
la familia Lamiaceae es Plectranthus, al cual pertenecen alrededor de 300 especies,
encontradas en Africa tropical, Asia y Australia. Las propiedades medicinales de las
especies de este género son de las mas aprovechadas, y sobrepasan el 85% de

todos los usos descritos [70].

El género Thymus es uno de los 8 mas importantes de la familia Labiatae, con 220
especies. La palabra “tomillo” se ha utilizado tradicionalmente para designar tanto al
género, como a la especie usada comercialmente, i.e., Thymus vulgaris. El género
Thymus es muy frecuente en la region mediterranea donde algunas especies forman
una vegetacion de arbustos hasta con 50 cm de altura [15]. Las especies vegetales

Plectranthus amboinicus y Thymus vulgaris se describen brevemente en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.3. Informacion general sobre las especies P. amboinicus y T. vulgaris.

Nombre de la planta Usos en Aceite esencial
Botanico Comiin Distribucion Origen medicina Rendimiento, Compuestos
popular % mayoritarios
P. Tomillo América Troépico Dispepsia, Timol  (80%),
amboinicus francés, tropical, Africa, Asia, anticonvulsivo carvacrol,
orégano Brasil, Australia [70]  antiasmatico, alcanfor  [50],
silvestre, Africa, India, bronquitis, limoneno
brujo, Indonesia, ronquera,tos, 0.1-0.2 linalol,
francés, Malasia, antifangico B-mirceno [70]
suganda, Filipinas enfermedades
oregandn digestivas
[2] [50,70-73]
T. vulgaris ~ Tomillo, Marruecos, Mediterraneo  Digestivo, Timol (12-
tomillo Espafia, [3,15] laringitis, 61%),
comun, Francia, tranquilizante, carvacrol (0,4-
tomillo de lItalia, Norte expectorante, 20%),
jardin [74] de América repelente, eucaliptol (0,2-
[2,33] antibacteriano 0.5-2.0 14%) y p-
[12] cimeno (9-
22%),
terpinen-4-ol,
borneol
[2,3,12,75]

1.4.3 Especies de Origanum y Satureja bajo estudio. El género Origanum se
conoce en el mundo de las hierbas y especias por sus aceites volatiles y, junto con el
de Satureja, contienen carvacrol y timol como constituyentes principales. El orégano
(O. vulgare) y la mejorana (O. majorana) son las dos especies mas comerciales del

género Origanum [57].

El género Satureja (Familia Lamiaceae) contiene 130-150 especies de hierbas y
arbustos llamados ajedreas o hisopillos. Estas especies son nativas de las regiones
templadas del hemisferio norte [76] y sobresalen por la producciéon de aceites
esenciales con composicion variada [77]. La Tabla 1.4 describe brevemente las

caracteristicas mas importantes de las especies O. mejorana 'y S. brownei.
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Tabla 1.4. Informacion general sobre las especies O. mejorana y S. brownei.

Nombre de la planta Usos en Aceite esencial
Botanico Comin Distribucion Origen medicina Rendimiento, Compuestos
popular % mayoritarios
O. Mejorana Norte Africa, Europa Emenagogo, trans-4-tujanol
majorana dulce, suroeste mediterranea, carminativo, (8-40%),
anual Asia, India, suroeste de expectorante, cis-4-tujanol
[78] Alemania, Asia [3] astringente, (1-20%),
Francia, anticonvulsivo terpinen-4-ol
Espaia, desodrdenes (18-48%),
Italia, nerviosos o linalol
Surameérica y [12,50] 0.3-3% (9-39%),
Estados sabineno,
Unidos o-tujeno,
[2,12,50]. carvacrol,
eugenol,
estragol
[3,12,50,57]
S. brownei  Menta, América Trépico Afecciones Pulegona
Poleo, Central y del estomacales, (55-64%),
Xautzi, Sur [82] diarrea, mentona
Sactze, hipotensora, 0.1-1.0 (20-33%)
menta calmante, o [83,84]
monte, digestiva,
toronijil febrifuga
[79-81] [75,81].

1.5 ANISES Y ESTRAGONES

Las especias denominadas como “anises” son de interés particular por su intenso
aroma y sabor, relacionados con sus aplicaciones en perfumes, en las industrias de
licores, cosmética y culinaria, junto con sus beneficiosas propiedades digestivas y
estimulantes [85]. Asi mismo, las especias designadas como “estragones”, debido a
su similitud composicional con las especies de anises, tienen propiedades
organolépticas y farmacoldgicas muy similares [12], razon por la cual los estragones

se utilizan como sustitutos de los anises.

1.5.1 Especies de Tagetes bajo estudio. Tagetes es un género con cerca de 60
especies de hierbas anuales o perennes de la familia de las Margaritas (Familia
Asteraceae) y son nativas de Latinoamérica [54]. La Tabla 1.5 describe brevemente

las especies estudiadas de Tagetes.
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Tabla 1.5. Informacidén general sobre las especies T. lucida y T. filifolia.

Nombre de la planta Usos en Aceite esencial
Botanico Comuin Distribucion Origen medicina Rendimiento, Compuestos
popular % mayoritarios
T. lucida Estragon  México, Centroamérica Diarrea, Estragol  (45-
de invi- Guatemala, y Suramérica disenteria, 90%), metil-
erno, Meso- [86] anti- eugenol (0,5-
anisillo, América, inflamatorio, 24%), anetol
pericon, India [2,12] diurético, (0,5-24%)
tarragon laxativo, 0.1-0.5 [86,89-91],
espaiiol, estimulante, cumarinas [92]
yerba alucinégeno
anis, [54,87,88]
yauhtli
[2,12,54]
T. filifolia Anisillo, México, México y Carminativo, cis-Anetol
hierba Costa Rica, Surameérica digestivo, (68%), trans-
anis, Colombia, emenagogo, anetol (67%),
anisanis, Ecuador, diurético, estragol (14-
anis Peru y norte emoliente, 0.2-05 90%) [96-98]
cimarrén, de Argentina ténico, -
anis (Centro y Sur repelente,
comun, América) antibacteriano
ashpa [2,94] , antifungico
anis [93] [91,95]

1.5.2 Especies de Foeniculum, Artemisia e lllicium bajo estudio. Foeniculum es
un género con alrededor de 6 especies de la familia Apiaceae o Umbelliferae. La
denominacion de Foeniculum proviene del latin “funiculus”=hilillos, que hace
referencia a las hojas del género. La especie representante es Foeniculum vulgare
[99]. Por su parte, Artemisia es uno de los 100 géneros mas grandes de la familia
Asteraceae y comprende 400 especies [100], encontradas principalmente en Asia,
Europa y Norte América. Son en su mayoria hierbas o pequefios arbustos, perennes,
frecuentemente fragantes y con constituyentes bioloégicamente activos (lactonas

sesquiterpénicas) importantes [100,101].

Finalmente, lllicium (Familia llliciaceae) es un género de arboles y arbustos, perennes,
que florecen y que crecen principalmente en la selva subtropical. Alrededor de 40
especies estan distribuidas en el Este de Norte América, México e Indias
Occidentales; sin embargo, la mayor concentracion de estas especies se encuentra
en Myanmar y en el Sur de China, con 35 especies [102]. En la Tabla 1.6 contiene

informacion general de las especies estudiadas de Foeniculum, Artemisia e lllicium.
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Tabla 1.6. Informacion general sobre las especies F. vulgare, A. dracunculus e I. verum.

Nombre de la planta Usos en Aceite esencial
Botanico Comun Distribucion Origen medicina Rendimiento, Compuestos
popular % mayoritarios

F. vulgare Hinojo, Europa Europa, Tos, trans-Anetol
finocchio  Central, region bronquitis, (50%),
hinojo Rusia, mediterranea diurético, fenchona (10-
amargo, Alemania, [50,100,103] carminativo, 20%),
hinojo Hungria, estomaquico limoneno (10-
comun, Argentina, emenagogo, 30%),
millu. EE.UU. [12] galactagogo, 1-8 o-felandreno

estimulante, (3-10%) o-,
amenorrea, B_pinenOS,
enuresis o-tujeno,
[50,104] estragol
[12,50,103]

A. Tarragon Europa, Centro, Este Estimulante Estragol (60-

dracunculu  estragén Siberia, Europa, Sur digestivo, 75%), trans-

S francés, Himalaya, Rusia, Oeste eliminacioén anetol (10%),
aleman, Mongolia, Asia, Norte toxinas, o-, B-pinenos,
estragoén China, América calmante 0.5-2.5 cis-, trans-
falso Alaska, [3,12,106] ocimeno,
estragoén Canada, canfeno,

[105] EE.UU. B-mirceno
[2.12] [3,12,50,106].

. verum Anis Sureste Suroeste Carminativo, trans-Anetol
estrella, China, China, Norte estimulante, (70-90%),
anis Laos, Vietnam diurético, foeniculina
chino, Vietnam, [3,12,107,108] estomaquico 2.5-3.5 (15%),
badiana, Corea, , (]:naterlall estragol,
anisdela Japon, reumatismo, 8-9r?r$1:(t)g‘rial B-bisaboleno,
India, Taiwan, insecticida, B-farneseno,
Hlicium Filipinas antigripal seco) nerolidol

[2,12]. [50,86,104,1 [12,50,102,107
07,108] ,108]

La otra variedad importante de esta especie es F. vulgare var. dulce (DC) Batt. et

Trab. que se caracteriza por su menor contenido de fenchona (5%) y contenido de
trans-anetol mas alto (50-80%) [12,99].

Las descripciones anteriores fueron la base para la busqueda y seleccién de las

especies estudiadas que potencialmente podrian contener en sus AE timol, carvacrol,

trans-anetol y estragol, como constituyentes mayoritarios. Estas sustancias quimicas

de interés pueden ser sintetizadas en la plantas a través de las vias del acido

mevalonico (MVA) o metileritritol fosfato (desoxixilulosa fosfato - DXP) y del acido

shiquimico.
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1.6 RUTAS BIOSINTETICAS

Los AE (mezcla compleja de compuestos volatiles) producidos por las plantas, pueden
cumplir distintas funciones, desde atraer y guiar polinizadores, inhibir o aniquilar
bacterias u hongos hasta proteger de sus enemigos partes reproductivas valiosas, etc.
Estos constituyentes se clasifican en terpenoides y fenilpropa(e)nos, que definen las
propiedades de especias e hierbas [109]. Cada grupo de compuestos proviene de la
ruta del acido mevalonico (MVA) o metileritritol fosfato (desoxixilulosa fosfato - DXP)

[110-113] o del acido shiquimico, respectivamente [112,114].

1.6.1 Rutas biosintéticas. Los metabolitos secundarios se biosintetizan combinando
unidades estrucuturales del mismo tipo o diferentes. Las caracteristicas de estas
unidades y las mas frecuentemente encontradas en el esqueleto de carbono y

nitrdgeno de un producto natural se presentan en la Figura 1.1.
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0 0
Acetil-CoA Malonil-CoA

SCoA HO
SxY f— HOEC\)</\0”
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OH
HE / Unidad isoprénica
op = op Cs
O OH OH OH )
Desoxixilulosa fosfato Metileritritol fosfato

CO,H ©/\
mﬁ ~
L-Phe — ©N CoCs
CO,H Xy
HO ?

L—T_\-T COC' I

Figura 1.1. Combinacion de unidades para la construccion de esqueletos carbonados
para diferentes productos naturales.

1.6.1.1 Ruta del shiquimato. Los fenilpropa(e)nos son compuestos caracterizados
por un anillo aromatico unido a una cadena de 3 carbonos, derivados
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biosintéticamente del acido shiquimico, que es el precursor biogenético de la L-
fenilalanina, L-tirosina y L-triptéfano, que forman la base de las unidades C¢C3 de
fenilpropanos, e.g., acidos cinamico, cumarinas lignanos y flavonoides [112,114,115].
La ruta del shiquimato inicia con el acople del fosfoenolpiruvato (PEP) y D-eritrosa-4-
fosfato produciendo el acido 3-desoxi-D-arabino-heptulosénico 7-fosfato (DAHP). La
eliminacién de H3PO4 a partir de DAHP genera el acido 3-dehidroquinico. El acido
shiquimico se forma a partir del acido 3-dehidroquinico via acido 3-dehidroshiquimico
por etapas de deshidratacion y reduccion (Esquema 1.1). Una molécula adicional de
PEP se enlaza con el acido shiquimico-3-fosfato para generar el acido 3-
enolpiruvilshiquimico 3-fosfato (EPSP). La transformacion de EPSP al acido corismico

involucra la eliminacion de H3;PO,4 [112,114-116].
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OH OH HO" OH
OH ) OH
Acido shiquimico ~ Acido 3- deh1droshlqu1ml-.0 Acido 3- deh1droqu1n1u.0 Acido quinico
(ASh)
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CO,H ( 2 COH
H | H
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EP"SP sintasa i
PO : Q/OPCO -H
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CO,H CO,H
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Esquema 1.1. Ruta metabdlica del acido shiquimico.
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El acido corismico se transforma en el acido prefénico y éste, a su vez, en fenilalanina
y tirosina (unidades constructoras de C¢C3). Estos dos aminoacidos producen acidos
cinamico y p-cumarico, respectivamente, los cuales por reduccién se transformaran en
el correspondiente alcohol cinamilico [112,114,115]. Esta es la ruta por la cual se

biosintetizan el anetol y estragol, mediante isomerazas.

1.6.1.2 Rutas del acido mevaldénico y desoxixilulosa fosfato. Los terpenoides
estan conformados por unidades isoprénicas Cs, enlazadas de “cabeza-cola” [117-
119], elaborados bioquimicamente y derivados de dos rutas: via acido mevaldnico
(MVA) y via 1-desoxi-D-xilulosa fosfato (DXP) (o metileritritol fosfato); esta ultima ruta

es probablemente la mas utilizada en naturaleza [110-113].

1.6.1.2.1 1-Desoxi-D-xilulosa 5-fosfato. El 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP) se
forma a partir del acido piruvico y del gliceraldehido 3-fosfato provenientes de la ruta
glicolitica. Sucesivamente, se libera el portador TPP con el que se genera
desoxixilulosa fosfato, que se transforma al 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato. Este
contiene el esqueleto equivalente a la unidad isoprénica, pero la secuencia de pasos
conducente al intermediario isopentenil fosfato (IPP) no ha sido elucidado aun
[112,120]. ElI 2-fosfato resultante de la reaccién del metileritritol fosfato con citidina
trifosfato (CTP) se convierte a un fosfoanhidro-ciclico. Este ciclofosfato, por pasos aun
no conocidos, conduce a IPP y enlaza la ruta del desoxixilulosa con la del mevalonato.
El dimetilalil difosfato (DMAPP) se deriva a IPP por isomerismo (Esquema 1.2)
[112,113,115,120].

La union de DMAPP e IPP produce geranil difosfato (GPP) y por medio de
isomerazas, linalil PP (LPP) y neril PP (NPP). Estas tres moléculas generan una gama
de monoterpenos lineales encontrados como componentes de AE [111,112,119]. El
rango de monoterpenos es considerable debido a las reacciones de ciclacion que
generan sistemas mono- y biciclicos. Ademas, la adherencia de una unidad IPP al
GPP conduce al precursor fundamental de los sesquiterpenos, farnesil difosfato (FPP)

y éste dara lugar a sesquiterpenos lineales y ciclicos [112,119,121].
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Esquema 1.2. Ruta biogenética del 1-desoxi-D-xilulosa fosfato.

Los fenoles naturales surgen de tres maneras: a.) Derivados de acidos con tres
unidades de mevalonato, siendo intermediarios en la biosintesis de fenoles; b.) Anillos
aromaticos oxidados in vivo por mono-oxigenasas y c.) Anillos aciclicos con funciones
de oxigeno reducidos/oxidados a fenoles (timol y carvacrol, derivados de
monoterpenos monociclicos con una funcion de oxigeno en posicién 2- y 3- [122])
[112,123].

La Tabla 1.7 presenta informacion resumida acerca de los compuestos encontrados

en las plantas de interés relacionada con su biogénesis y sobre plantas que los

contienen, sus propiedades y aplicaciones.
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Tabla 1.7. Informacion quimica importante concerniente a los compuestos mayoritarios
encontradas en las plantas bajo estudio.

Compuesto

o - Planta
mayoritario

Biogenésis [7]

Propiedades
biolégicas [8]

Aplicaciones o
usos [124]

Hidrocarburos monoterpénicos

R

A. dracunculus
Canfeno

Ruta del DXP;
Precursor: LPP

No téxico, no
irritante, no
sensibilizante

Intermediario
para sintesis de
compuestos
flavour (borneol)
y en la industria
quimica [125]

L. origanoides

U

Ruta del DXP;
Precursor: GPP
([I-terpineno)

No toxico,
mediana
irritabilidad, no

Poco usado en
perfumeria;
intermediario

T. vulgaris sensibilizante para sintesis de
p-cresol [126]
p-Cimeno
Ruta del DXP; Opticamente Materia prima
Precursor: LPP  activo, no téxico, para sintesis de
F. vulgare irritante de piel compuestos
: flavour,
inhalante.
o-Felandreno
Ruta del DXP; Opticamente Materia prima
Precursor: LPP activo, no toxico, para sintesis de
mediana compuestos
F. vulgare irritabilidad, no flavour (alcohol
’ sensibilizante perililico [127];
Limoneno a-terpineol
[128]),
saborizantes
Ruta del DXP; No toxico, no Perfumeria 'y
Precursor: LPP irritante, no como aditivo de
| E wul sensibilizante; alimentos [130]
| - vulgare anticancer [129];
analgésico [130]

B-Mirceno

A. dracunculus

-

Sabineno

Ruta del DXP;
Precursor: LPP

No toxico,
bactericida [131]

Industrias de
fragancias y
cosmética

L. origanoides

<O

o-Terpineno

Ruta del DXP;
Precursor: LPP

Potencial
hepatotoxicidad

Materia prima
para sintesis de
compuestos
flavour,
industrias
farmacéutica y
cosmética [132]
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Tabla 1.7 continuacion.

Compuesto

Planta

Biogenésis [7]

Propiedades

Aplicaciones o

mayoritario

y-Terpineno

L. origanoides
T. vulgaris
L. micromera

Ruta del DXP;
Precursor: LPP

biolégicas [8]
No téxico, no
irritante, no
sensibilizante,
antioxidante
[133]

usos [124]
Materia prima
para sintesis de
compuestos
flavour,
industrias
farmacéutica y
cosmeética

Monoterpenos oxigenados

Ruta del DXP; Opticamente Confiteria, en
Precursor: LPP activo, es toxico  alimentos,
, (LDso 0.05-0.55 bebidas
O. americanum -
0 - mg/kg) [8] alcohdlicas,
P. amboinicus :
Alcanfor jabones,
condimentos,
solvente [3]
Ruta del DXP; No toéxico, no Ester utilizado

A 0
| (:))J\CH3

Acetato de geranilo

O. minimum

Precursor: LPP

sensibilizante

en perfumeria,
industrias
farmacéutica y
cosmética

Ruta del DXP; Irritante, Materia prima
i Precursor: LPP COrrosivo, para sintesis de
(y-terpineno) sensibilizante, flavour,
L. origanoides téxico (LDsg0.1-  industrias
L. micromera 0.81 mg/kg), farmacéutica,
Carvacrol P. amboinicus antiséptico, cosmética, en
T. vulgaris antioxidante alimentos,
[134], bebidas,
antibacteriano condimentos
[135]
Ruta del DXP; No toxico, Sustancia
A Precursor: GPP  sensibilidad utilizada como
CHO O. gratissimum  y NPP dérmica, fragancia,
| O. americanum antiséptico, industrias
O. sanctum antibacteriano farmacéutica y
Citral L. micromera [136] cosmética y
P. amboinicus materia prima
para sintesis de
vitamina A.
Ruta del DXP; No toxico, no Sustancia
. Precursor: LPP irritante, no quimica utilizada
O) O. basilicum sensibilizante, como fragancia,
. O‘ antibacteriano flavours (e.g.,
m/;:_rant;ven'{um [137] productos de
Eucaliptol RIS higiene oral) y
(1,8-cineol) cosméticos
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Tabla 1.7 continuacion.
Compuesto

Planta

Biogenésis [7]

Propiedades

Aplicaciones o

mayoritario

biolégicas [8]

usos [124]

0 Ruta del DXP; No téxico, no Preparacion de
Precursor: LPP irritante, no AE artificiales y
% F. vulgare sensibilizante, productos
contrairritante perfumados de
Fenchona [138] hogar
= PH Ruta del DXP; Opticamente Alcohol

Precursor: LPP

activo, sedativo,
anticonvulsivo

terpénico muy
importante en

O. basilicum [139], no téxico,  perfumeria,
g O. americanum no irritable, no confiteria, en
Linalol O. majorana sensibilizante alimentos,
bebidas
alcohdlicas,
condimentos
Ruta del DXP; Opticamente Materia prima
Precursor: LPP activo, no para sintesis de
, hepatotodxica, flavour (mentol)
© & (T estimula SNC y AE sintéticos
de menta y
Mentona bases
Ruta del DXP; Opticamente Intermediario
Precursor: LPP activo, toxico para sintesis de
0 (LDso 0.5 mg/kg), compuestos
| S. brownei no irritante, no flavours
Pulegona sensibilizante (mentol),
fragancia,
farmacéutica
Ruta del DXP; Antibacteriano En AE
Precursor: LPP [140], artificiales de
antiséptico, anti- geranio y
OH O. majorana inflamatorio pimienta y en
Terpinen-d-ol [141], mediana perfumeria
irritabilidad, no
sensibilizante
Ruta del DXP; Antiséptico, Materia prima
Precursor: LPP desinfectante, para sintesis de
. O. gratissimum  (y-terpineno) antioxidante, flavours,
L. origanoides antibacteriano bebidas,
Timol L. micromera [135], antifungico fragancias, en
P. amboinicus [142], irritante alimentos
T. vulgaris productos de
higiene oral,
condimentos
OH Ruta del DXP; Insecticida Sustancia
) Precursor: LPP quimica utilizada
0. majorana como fragancia,
’ en alimentos

cis-4-Tujanol
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Tabla 1.7 continuacion.

Compuesto Planta

Biogenésis [7]

Propiedades

Aplicaciones o

mayoritario biolégicas [8] usos [124]
= OH Ruta del DXP; Insecticida Sustancia
' Precursor: LPP quimica utilizada
0. majorana como fragancia,
: en alimentos
trans-4-Tujanol
Hidrocarburos sesquiterpénicos
Ruta del DXP; No toxico, Industria de
Precursor: FPP mediana alimentos y

O.
micranthemum

trans-B-Cariofileno

irritabilidad, no
sensibilizante,
anestésico [143],
anti-inflamatorio
[144]

cosmeética [145]

Propa(e)noides

OCH; Ruta del acido Toéxico No tiene usos
shiquimico; industriales
Precursor: acido debido a su
T. filifolia cinamico toxicidad y
s sabor
cis-Anetol desagradable
[145]
OCH; Ruta del acido No toxico, no Saborizante, en
T lucida shiquimico; irritante, no alimentos,
T. filifolia Precursor: acido  sensibilizante, bebidas
F. vulgare cinamico no genotoxico ni alcohdlicas,
X A. dracunculus carcinogénico condimentos,
. verum [147,148], productos de
trans-Anetol anestésico [149]  higiene oral
Ruta del acido Antimicrobiano Sustancia

O~ OCH,;
_ shiquimico; [150] utilizada como
Precursor: acido fragancia, en
O. americanum  Cinamico perfumeria, en
alimentos
trans-Cinamato de
metilo
OCH; Ruta del acido Genotoxico, Perfumeria,
O. basilicum shiquimico; potencial saborizante, en
O. sanctum Precursor: acido  carcinogéno alimentos,
O. minimum cinamico (LDsg 1.25 bebidas
T. lucida mg/kg) [147], alcohdlicas,
| T. filifolia mediana condimentos
Estragol A. dracunculus irritante, no

sensibilizante
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Tabla 1.7 continuacion.

Compuesto

Planta

Biogenésis [7]

Propiedades

Aplicaciones o

mayoritario biolégicas [8] usos [124]
OH Ruta del acido  Analgésico Dentisteria,
OCH;, shiquimico; [151], sedativo,  perfumeria,
Precursor: antiséptico, saborizante,
acido cinamico antioxidante alimentos,
| O. gratissimum [1 5.2] . el ER
cugmnol O sartum T e

O.micranthemum

no genotoxico,
no carcinégeno
[148], no
sensibilizante,
antiplaquetario

T

Ruta del acido

Insecticida [154]

I verum shiquimicc.);
Foeniculina Precursor:
acido cinamico
/@\/\l Ruta del acido Herbicida, No se utiliza
shiquimico; antibidtico, como fragancia
EHC IR ) - Precursor: antifungico
Herniarina - fuclaa &cido cinamico  [155],
(umbeliferona) antidermatofito
[156]
OCH;, Ruta del acido Genotoxico, Sustancia
OCH; shiquimico; carcinogeno utilizada en
Precursor: (LDso0.81-1.56 perfumeria y en
O. minimum acido cinamico  mg/kg), no composiciones
T. lucida irritante, no de flavour
| sensibilizante,
Metil-eugenol antimicrobial
[157]

LDsg - Dosis letal media determinadas en ratas.

1.7 CIENCIOMETRIA

La “medicion” del estado actual del tema se realizé de acuerdo con el analisis
cienciométrico utilizando como instrumentos los indicadores bibliométricos en funcion
del recuento de publicaciones cientificas. En el periodo de 1990-2010, usando la
plataforma ISI Web of Knowledge®", se encontré que el nimero de registros totales
fueron 486, 184, 997 y 1564,
consecutivamente; y para aceites esenciales que los contienen fueron 143, 57, 763 y

sobre anetol, estragol, carvacrol y timol

702 publicaciones, respectivamente (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Numero de registros totales para anetol, estragol, timol, carvacrol y AE que los
contienen. Fuente: Web of Science. Periodo de consulta: 1990-2010. Fecha de consulta:
marzo 1 de 2010. Palabras clave: anethole, estragole, carvacrol, thymol, essential oils.

Asi, en el afo 2009 se presentd el mayor numero de registros para timol (168),
carvacrol (154) y AE que los contienen (98 y 113, respectivamente); mientras que,
para anetol (42), estragol (20) y sus AE (20 y 10, consecutivamente) el nUmero mayor
de publicaciones se registro en el 2008. La evolucion de publicaciones en el tiempo ha
estado en aumento, a excepcion de trabajos sobre estragol y sus AE. El numero
amplio de registros encontrados refleja el interés sobre estos compuestos por la

comunidad cientifica.

Las dos areas de conocimiento, con las cuales ha estado asociada la mayoria de
publicaciones encontradas sobre anetol, estragol, carvacrol, timol y los AE que los
contienen, son ciencia, tecnologia de alimentos y quimica aplicada. Sin embargo,
otras areas, no menos importantes, pero con menor numero de articulos, son
farmacologia y farmacia, quimica medicinal y ciencias de las plantas. Estas
publicaciones estan enfocadas en la determinacion de la composicién quimica de
extractos y AE de diversas plantas y su potencial actividad bioldgica (e.g., alelopatica,
citotoxica, antioxidante, antibacteriana, repelente, antifungica, entre otras). Otro
interés particular revelado en estos reportes es sobre su aroma y su aplicacion en
alimentos. Se resalta, que toxicologia es el area de mayor numero de registros para el

estragol debido a su potencial carcinogénico [8]. Esto indica que las investigaciones
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sobre los cuatro componentes y sus AE, en la actualidad, estan enfocados en la

busqueda de sus nuevos usos y aplicaciones en la industria.

1.8 PARTE EXPERIMENTAL

Los extractos de las especies estudiadas se obtuvieron por destilacion-extracciéon
simultdnea con solvente (SDE) y por extraccion con fluido supercritico (SFE), junto
con los aceites esenciales (AE), que se aislaron por hidrodestilacion asistida por la
radiaciéon de microondas (MWHD). La composicion quimica de los AE y los extractos
se determind mediante su analisis por cromatografia de gases-espectrometria de
masas (CG-EM), utilizando dos columnas cromatograficas (DB-5MS y DB-WAX),
como sistemas de separacion. Los espectros de masas de los compuestos aislados
se compararon con los de las bases de datos Wiley138, NIST02 y ADAMS, se usaron

también los indices de retencion lineales (Ig) y sustancias patron.

1.8.1 Obtencidén de extractos y aceites esenciales.

1.8.1.1 Reactivos y sustancias patron. Los siguientes fueron patrones certificados
utilizados en la investigacion, a saber: B-mirceno (95%), eucaliptol (99%), fenchona
(98%), B-pineno (98%), canfeno (95%), 1-octen-3-ol (98%), linalol (97%), alcanfor
(96%), borneol (97%), terpinen-4-ol (98%), a-terpineol (97%), limoneno (97%), trans-
anetol (98%), estragol (98%), citral (neral y geranial, 96%), trans-p-cariofileno (98%),
humuleno (98%), p-cimeno (99%), eugenol (98%), timol (99%) y carvacrol (98%),
adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.). Gases especiales para cromatografia
se obtuvieron de Aga-Fano S.A. (99,995-99,999%, Grupo Linde Gas, Bogota,
Colombia). El diclorometano fue grado analitico de Mallinckrodt Baker Inc. (J.T. Baker,
Phillipsburg, EE.UU.)).

1.8.1.2 Material vegetal e identificacion taxonémica. Las hojas y flores de las
nueve especies de albahacas (Ocimum sp.), junto con las hojas de tomillo (Thymus
vulgaris), orégano frances (Plectranthus amboinicus), orégano de monte (Lippia

origanoides), tomillo espanol (Lippia micromera), menta monte (Satureja brownei),
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mejorana (Origanum majorana), estragon de invierno (Tagetes Iucida), anisillo
(Tagetes filifolia), estragdon francés (Artemisia dracunculus) y sigueme morado
(Ocimum sp.) se obtuvieron de plantas frescas, cultivadas en el Complejo
Agroindustrial Piloto CENIVAM en la Universidad Industrial de Santander; mientras
que, la otra especie de anisillo (T. filifolia) provino del municipio de Bolivar
(Santander). La recoleccion del material vegetal de todas las especies y las

extracciones fueron realizadas en época de verano (julio-octubre 2006) (ver Anexo 1).

La identificacion taxondmica de muestras botanicas se llevo a cabo en el Instituto de
Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia (Bogota)
por el doctor J.L. Fernandez. Los pliegos testigo de cada planta quedaron depositados
como muestra permanente en el Herbario Nacional Colombiano (COL, Bogotd) y en el
Herbario del CENIVAM (UIS, Bucaramanga) (Tabla 1.8).

Tabla 1.8. Clasificacion botanica de las especies vegetales estudiadas.
No. Lugar Fecha de Estado Parte de  Métodos

(of0] de colecta colecta fenolégico planta de
(adquisicion) utilizada extraccion

Ocimum sp 1 512283 Cultivo Julio-06 Madurez, con | Hojasy SDE
experimental inflorescencia flores
CENIVAM
Ocimumsp 2 | 512280 Cultivo Julio-06 Madurez, con | Hojasy | SDE, SFE
experimental inflorescencia flores y MWHD
CENIVAM
Ocimum 526758 Cultivo Agosto-06 Madurez, con | Hojasy SDE
americanum experimental inflorescencia flores
CENIVAM
Ocimum 519795 Cultivo Agosto-06 Madurez, con | Hojasy SDE
americanum experimental inflorescencia flores
CENIVAM
Ocimum 526759 Cultivo Julio-06 Madurez, con | Hojasy SDE
basilicum experimental inflorescencia flores
CENIVAM
Lippia 512270 Cultivo Sept.-06 Madurez, con | Hojasy | SDE, SFE
origanoides experimental inflorescencia flores y MWHD
CENIVAM
Lippia 519797 Cultivo Sept.-06 Madurez, con Hojas SDE, SFE
micromera experimental inflorescencia y MWHD
Schauer CENIVAM
Plectrantus 523701 Cultivo Sept.-06 Madurez, sin Hojas SDE, SFE
amboinicus experimental inflorescencia y MWHD
(Lour.) CENIVAM
Spreng
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Tabla 1.8 continuacion.

Planta

No.
COL

Lugar

de colecta

Fecha de
colecta
(adquisicion)

Estado
fenolégico

Parte de
planta
utilizada

Métodos
de
extraccion

Satureja 519796 Cultivo Sept.-06 Madurez, con Hojas
brownei (Sw.) experimental inflorescencia
Brign CENIVAM
Tagetes 512074 Cultivo Agosto-06 Madurez, con | Hojasy | SDE, SFE
lucida experimental inflorescencia flores y MWHD
CENIVAM
Tagetes —_— Cultivo Sept.-06 Madurez, con Hojas SDE, SFE
filifolia experimental inflorescencia y MWHD
CENIVAM y
municipio
Bolivar
Origanum —_— Cultivo Sept.-06 Madurez, sin Hojas SDE
majorana1 experimental inflorescencia
CENIVAM
Tagetes —_— Cultivo Sept.-06 Madurez, con Hojas SDE, SFE
filifolia experimental inflorescencia y MWHD
CENIVAM y
municipio
Bolivar
Artemisia —_— Cultivo Sept.-06 Madurez, sin Hojas SDEy
dracunculus’ experimental inflorescencia MWHD
CENIVAM
Thymus _— Cultivo Sept.-06 Madurez, sin Hojas SDE, SFE
vu/garis1 experimental inflorescencia y MWHD
CENIVAM
Ocimum e Cultivo Agosto-06 Madurez, sin Hojas SDE
sanctum'’ experimental inflorescencia
CENIVAM
Ocimum —_— Cultivo Agosto-06 Madurez, con | Hojasy SDE
basilicum var. experimental inflorescencia flores
purpurascens’ CENIVAM
Ocimum —_— Cultivo Agosto-06 Madurez, sin Hojas SDE
americanum experimental inflorescencia
hibrido* CENIVAM
Foeniculum —_— Mercado Agosto-06 Madurez, con Hojas SDE, SFE
vu/gare2 local - Bga inflorescencia y MWHD
llicum verum® | —— Mercado Sept.-06 Frutos SDE, SFE
local - Bga y MWHD

'Cultivadas a partir de semillas certificadas; “Adquiridas en el mercado local; *posiblemente surgié
por hidridacion interespecifica entre O. americanum.

Algunas de las especies de Ocimum (purpureas) analizadas fueron producto de

hibridacion de la especies O. americanum. La especie Foeniculum vulgare y los frutos

de I. verum, etiquetadas con estos nombres por parte de la casa empacadora, fueron

adquiridos en el mercado local (Bucaramanga). O. sanctum, O. basilicum var.

purpurascens, A. dracunculus, O. majorana y T. vulgaris fueron cultivadas en el
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Complejo Agroindustrial Piloto CENIVAM, a partir de semillas certificadas (Fercon
Ltda., Cali, Colombia) (Tabla 1.8).

1.8.1.3 Destilacidon-extraccion simultanea con solvente. Los metabolitos
secundarios de las plantas estudiadas se extrajeron utilizando un equipo tipo Likens &
Nickerson a microescala, modificado por Godefroot et al. [158], para solventes de alta
densidad (ver Anexo 2). Se utilizaron 10-15 g de hojas y flores finamente picadas. El
solvente de extraccion, diclorometano (2 mL), se empled durante 1 h 20 min para el
aislamiento de los volatiles. Los extractos obtenidos se concentraron, se les adicion6
el patron interno (n-tetradecano, 1 uL) y se aforaron hasta 1 mL. Finalmente, 1 uL del
extracto se inyectd al cromatégrafo de gases acoplado a espectrometro de masas
(CG-EM).

1.8.1.4 Extraccion con fluido supercritico. Para la obtencion de los componentes
de mediana a baja volatilidad presentes en las plantas estudiadas se utiliz6 un
extractor Soxhlet de alta presién (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), siguiendo la
metodologia descrita por Stashenko et al. [159]; se utilizaron material vegetal (10 g) e
hielo seco (300g CO;) como fuente de fluido supercritico. La extraccion se llevo a
cabo a 45-50°C durante 2 h, a una presién de 1100 psi (ver Anexo 2). El extracto
obtenido se disolvi6 en diclorometano (2 mL), se agregdé el patron interno (n-

tetradecano) y un 1 pL de la solucién se inyecto6 al CG-EM.

1.8.1.5 Hidrodestilaciéon asistida por la radiacion de microondas. La
hidrodestilacion se realizé en un equipo de destilacidn tipo Clevenger modificado con
reservorio de destilacion Dean-Stark, usando como fuente de calor un horno
microondas (LG, modelo MS-1242ZK, 1200 W). El material vegetal (300 g) se
introdujo en un balén de 1L con agua (300 mL). Se realizaron 3 extracciones con un
tiempo de extraccion de 20 min, consecutivas (ver Anexo 2). El AE se separ6 del
agua por decantacion y una alicuota del aceite (50 pL) se diluyé con diclorometano (1

mL) para el analisis cromatografico [65].
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1.8.2 Analisis de la composicion quimica. La identificacion de los componentes
presentes en los extractos y AE se realiz6 mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas, en dos equipos diferentes (Tabla 1.9). Los indices de
retencién lineales se calcularon segun la Ecuacion 1.1, usando datos de CG (tgr, min)
de una serie homodloga de hidrocarburos alifaticos saturados C4o—C3s, analizados en
las mismas columnas y bajo las mismas condiciones usadas en CG para cada aceite
o extracto. La identificacion de los compuestos presentes en los extractos se realizé
por comparacion de sus espectros de masas con los de las bases de datos
Wiley138K, Quadlib 2004 y NIST 2002 y por comparacion de los indices de retencion
lineales con los reportados en la literatura [160,161], asi como determinados para las

sustancias patron (Véase Numeral 1.8.1.1.).

Tabla 1.9. Especificaciones de los equipos CG-EM utilizados para el andlisis de extractos
AE.

Programacion

de Parametros

. Software
operacionales

temperatura
del horno

GC (Agilent | DB-5MS (60 (L) | 45°C (5 min) @ | Pentrada: 17 psi
Technol. 6890 | x 0.25 mm (D.I.) x | 4°C/min  hasta | Viinea: 26 cm/s.
P/US) - MS | 0.25 pm (df)), 5%- | 150°C (2 min) Vlninyecci()n:1 L
(Agilent fenil- @ 5°C/min | Rel. split: 1:30.
Technol. MSD | poli(metilsiloxano). | hasta 250°C (5 | Tinyector: 250 °C
5973) min) y @ Tcémara—ion: 250°C
10°C/min hasta | Tinea-transf.:
275°C (15 min) | 285°C MS
El: 70 eV. ChemStation
GC (Agilent | DB-Wax (60 m (L) | 45°C (5 min) @ | Pentraga: 20 psi (Version
Techn. 6890 [ x 0.25 mm (D.l.) x | 3°C/min  hasta | Vjnea: 39 cm/s. D.02.00.275)
Network) - MS |0.25 pum (df), | 150°C (3 min) | VINipyeccisn: 1 1L
(Agilent poli(etilenglicol) @ 4°C/min | Rel. split: 1:30.
Technol. MSD | entrecruzada e | hasta 220°C (5 | Tinyector: 250 °C
5975K) inmovilizada. min) Tcamara-ion: 250°C
Tlinea—transf.:
250°C
El: 70 eV.
|: tRx B ZLRn i|
lrR=100n+100 | — Ecuacion 1.1
tRN - tRn
Donde:

lr: Indice de retencién lineal del compuesto de interés;
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n: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto de
interés;

N: Numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye después del compuesto de
interés, N>n;

trx: Tiempo de retencion (min) del compuesto de interés;

trn: Tiempo de retencion (min) de n-alcano que eluye antes del compuesto de interés;

trn: Tiempo de retenciéon (min) de N-alcano que eluye después del compuesto x.

1.8.3 Anadlisis estadistico multivariable. Los analisis de componentes principales
(PCA) y de cluster o conglomerados (CA) se aplicaron sobre los datos obtenidos por
SDE-CG-EM vy se realizaron con el software Statistica Ver. 6.0 (StatSoft, Inc., 2001,
Tulsa, OK, EE.UU.). A partir de los datos iniciales, se construyé la grafica
bidimensional de componentes principales, basada en la diagonalizacién simétrica de
la matriz (correlaciones), que se utilizdé para determinar si las composiciones de los
extractos de albahacas se podrian agrupar en diferentes clases. Para CA, se
emplearon dos métodos: el de arbol o dendograma y el de K-medias. Para el método
de dendograma se construyo la grafica de arbol jerarquico horizontal, usando las
distancias Euclidianas y como reglas de enlace, el método de Ward [162]. Con el
método de K-medias se construyeron 5 clusters y se seleccionaron para los centros

iniciales de cluster las distancias similares y se hicieron a intervalos constantes.

1.9 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

1.9.1 Analisis de metabolitos secundarios volatiles aislados por SDE de hojas y

flores de nueve especies y/o variedades de albahacas (Ocimum sp.).

1.9.1.1 Composicion quimica de los extractos SDE. En los extractos aislados por
SDE de las albahacas bajo estudio, se detectaron por CG-EM entre 31 y 84
componentes en cantidades relativas >0.5%, de los cuales se identificaron
positivamente ca. 84-96%, con base en los indices de retencién lineales medidos en
las columnas polar y no-polar, y en sus espectros de masas (El, 70 eV). La Tabla 1.10

muestra la comparacion de los indices de retencion lineales calculados y los
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reportados en la literatura [160,161] de algunos componentes encontrados en los

extractos o AE, como herramienta para la identificacion tentativa.

Tabla 1.10. Comparacion de los indices de retencién lineales de componentes presentes
en los AE y extractos estudiados, sustancias patréon y los reportados en la literatura
[160,161].

iINDICES DE RETENCION LINEALES
Columna apolar DB-5MS (60 m) Columna polar DBWAX (60 m)

Compuesto AE Sustancia Literatura AE Sustancia Literatura

(T, °C) patrén [160] (T, °C) patrén [161]

p-Cimeno 1028 1272
(130.8) (131.5)

Eucaliptol 1040 1038 1031 1211 1209 1209

(1,8-cineol) (132.8) (120.6)

Linalol 1114 1102 1097 1555 1550 1552
(143.4) (174.0)

Estragol 1219 1203 1196 1682 1679 1677
(160.6) (190.7)

Neral 1248 1245 1238 1692 1687 1680
(165,4) (191.9)

Geranial 1276 1274 1267 1744 1739 1730
(169,6) (198.3)

Timol 1301 1291 1290 2183 2185 2189
(173.2) (247.2)

trans-Anetol 1323 1293 1285 1843 1838 1835
(174.1) (210.2)

Carvacrol 1306 1294 1299 2217 2215 2227
(174,3) (250.5)

Eugenol 1362 1358 1359 2174 2178 2172
(182.7) (246.3)

trans-B- 1434 1435 1430 1610 1611 1608

Cariofileno (193.5) (181.3)

El propédsito principal de cualquier analisis cromatografico es resolver mezclas
complejas en sus constituyentes individuales y obtener informacion acerca de la
retencion o afinidad (tg) de las sustancias por la fase estacionaria, que sirve para la
identificacion tentaiva de compuestos. Con la necesidad de expresar estos datos en
un sistema normalizado, los Iz son el parametro que mejor se ajusta porque muestra
la retencion de los compuestos de interés en una escala uniforme. Ademas, los Ir son
confiables (e.g., p-cimeno — Iz experimental: 1028; Ir.jteratura: 1025) y reproducibles
(error £ 10 unidades) independientemente del sistema analitico, aunque dependen del
tipo de fase estacionaria. El Analytical Methods Committee [163] recomienda usar dos

columnas con diferentes fases estacionarias para tener dos indices de retencion y
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aumentar asi el grado de confianza en la asignaciones (e.g., neral — Ir-apoiar: 1248, Ir-
literatura- 1238, IR-poIar: 1692, IR-Iiteratura: 1680)

CG-EM se aprovecha para la “identificacion” de compuestos, sin embargo, el analisis
de isdmeros o sustancias estructuralmente similares (componentes de AE, e.g., neral
y geranial; timol y carvacrol; estragol y frans-anetol) puede convertise en una tarea
dificil e incluso imposible cuando se aplica el método mas simple y frecuente de
identificacion; es decir, la comparacion del espectro de masas del componente
problema con el de las bases de datos del MS. Sin embargo, el empleo de sustancias
patron, aumenta el grado de confiabilidad y hace la identificacion confirmatoria,

porque existe concordancia con el tr y el espectro de masas.

El célculo de los indices de retencion de las sustancias patron (Tabla 1.10) y
componentes de AE analizados bajo las mismas condiciones cromatograficas, resulta
ser una herramienta efectiva. El uso de los indices de retencion lineales, junto con la
informacion estructural aportada por CG-EM y el empleo de sustancias-patron se
aceptan ampliamente para confirmar la identidad estructural de los compuestos

quimicos presentes en la mezcla [164].

En la Tabla 1.11 se presenta la distribucion por familias de compuestos de los
metabolitos secundarios volatiles identificados en los extractos aislados por SDE de
las especies bajo estudio. Se utilizd la enumeracibn romana para facilitar la
clasificacién de estos extractos. Como se observa en la Tabla 1.11, los extractos se
clasificaron con base en el contenido alto de monoterpenos oxigenados (>50%) y

fenilpropa(e)nos (>30%), respectivamente.

La Figura 1.3 presenta los perfiles cromatograficos (corrientes idnicas totales
reconstruidas) tipicos de los extractos aislados por SDE de las hojas de O. basilicum,
O. sanctum, Ocimum sp. 2, Ocimum sp. 1, O. americanum, tipo citral, y O.
americanum (hibrida). La identificacion de los componentes de los extractos aislados
de las hojas y flores de Ocimum sp. aparece en la Tabla 1.12, donde se registran

tanto su cantidad relativa (>0.5%) como la identidad quimica.
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Tabla 1.11. Distribucién por familias de compuestos de los extractos de las albahacas
estudiadas.

M ET ] Caodigo Parte Cantidad relativa, %
(No. Voucher) interno utilizada
O. americanum I Flores — 06 23 52 12 08 11
(hibrido) 1] Hojas — 5 7 44 4 2 38
O. americanum 11l Flores — 06 24 50 14 08 11
(N° COL 526758) v Hojas — 3 9 42 9 2 35
O. basilicum \Y Flores — 2 25 43 8 3 20
(N° COL 526759) VI Hojas — 06 13 53 2 09 31
O. sanctum Vi Hojas —_ 6 10 33 2 2 47
(Semillas
certificadas)

Ocimum sp. 2 Vil Flores 005 1 16 45 8 2 27
(N° COL 512280) IX Hojas —_— 8 10 24 5 2 51
O. basilicum var.

purpurascens X Hojas 0.1 2 22 47 7 3 20

(hibrido)

Ocimum sp. 1 XI Flores — 1 17 26 4 04 51
(N° COL 512283) Xl Hojas — 3 7 28 2 0.9 60
O. americanum XIlI Flores 0.1 06 22 68 2 7 0.0
(N° COL 519795) XV Hojas 0.08 0.0 9 81 1 7 0.0
O. basilicum var. XV Flores 0.04 2 28 51 7 0.7 12

purpurascens XVI Hojas 007 6 16 43 4 2 30

H — Hidrocarburos, MH — Hidrocarburos monoterpénicos, SH — Hidrocarburos sesquiterpénicos,
MO - Monoterpenos oxigenados, SO — sesquiterpenos oxigenados, CO — otros compuestos
oxigenados y FP — fenilpropa(e)nos.

Los compuestos mas abundantes presentes en la mayoria de los extractos fueron
linalol (13-50%), eugenol (10-47%), t-cadinol (2-9%), germacreno D (1-7%), trans-a-
bergamoteno (1-10%), y-cadineno (1-3%) y B-elemeno (1-4%). El citral (25-59%), citrol
(7-29%), trans-cinamato de metilo (40-41%) y estragol (1-50%) estuvieron presentes

como componentes mayoritarios en cinco extractos analizados (Véase Tabla 1.12
extractos 1X, XI, XII, Xl y XIV).

La Figura 1.4 presenta el espectro de masas del trans-cinamato de metilo,
componente mayoritario de Ocimum sp. 1y su ruta de fragmentacion se propone en el

Esquema 1.3.
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Figura 1.3. Cromatogramas (TIC) obtenidas por CG-EM (DB-5, 60 m; El, 70 eV) de los
extractos aislados por SDE de hojas de: A. O. basilicum, B. O. sanctum, C. O. sp. 2, D. O.
sp. 1, E. O. americanum tipo citral y F. O. americanum (hibrido). Véase Tabla 1.12 para la

identificaciéon de los picos.
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Figura 1.4. Espectro de masas (El, 70 eV) de frans-cinamato de metilo.
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Tabla 1.12. La cantidad relativa (>0.5%) y la identificacion por CG-EM de los componentes aislados por SDE de las albahacas

estudiadas.

N Ir CANTIDAD RELATIVA, %
0 Compuesto DB-

Pico DB-5 Wax | Il ]l v \") Vi Vil Vil IX X Xl Xl Xl XIv XV XVI
1 trans-3-Hexen-1-ol 849 1385 tr 0.8 tr 0.5 tr tr 0.6 tr 1.1 1.2 tr 0.6 0.5 tr 0.5 1.2
3 B-Pineno* 980 1104 tr 1.0 tr 0.9 tr tr 1.0 tr 0.7 tr tr tr — — 0.6 1.3
4 B-Mirceno* 990 1162 tr 1.1 tr 1.6 tr tr 0.6 tr 1.5 0.7 tr 0.9 tr — tr 1.7
5 Eucaliptol* 1038 1211 1.3 5.7 1.5 7.2 2.8 4.8 8.8 21 7.7 1.1 2.4 7.7 tr — 5.4 13.3
6 trans-B-Ocimeno 1047 1251 tr 0.7 tr 1.1 0.4 — 24 0.5 24 — tr 0.7 tr — — —
7 Fenchona* 1095 1401 —_ —_— —_— tr —_— —_— —_— tr 1.9 1.2 —_ 1.1 tr r —_— 1.1
8 Linalol* 1112 1552 485 341 501 350 371 447 19.0 420 131 298 227 16.6 8.3 5.0 45.0 244
9 Alcanfor* 1156 1525 — — — — 0.6 0.9 1.8 — tr — tr 0.5 — — — —

Fotocitral A 1156 1511 — — — — — — — — — — — — 0.6 1.3 — —
10 cis-Verbenol 1166 — — — — — — — — — — — — — — 1.4 — —
11 trans-Verbenol 1186 1576 — — — — — — — — — — — — — 2.3 — —
12 o-Terpineol* 1201 1703 — 1.0 —_ 1.0 0.6 1.0 1.4 — — 3.0 15 2.0 15 1.6 0.6 2.1
13 Estragol* 1211 1675 0.3 0.2 — 0.2 0.2 0.5 — 26.7 495 — 1.0 3.7 — — 0.4 —
14 Nerol 1236 1807 — — — — — — — — — — — — 18.9 4.0 — —
15 Neral* 1248 1688 — — — — — — — — — — — — 1.6 26.7 — —
16 Geraniol 1259 1853 tr — — — — — 0.9 0.9 — — — — 9.9 2.8 tr —
17 Geranial* 1276 1739 — — — — — — — — — — — — 13.1 321 — —
18 Acetato de bornilo 1290 1590 — — — — 1.7 tr 0.6 tr tr — tr tr — — — tr
19 cis-Cinamato de metilo 1309 1966 — — — — — — — — — — 8.1 13.1 — — — —
20 Acetato de nerilo 1358 1728 —_ —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_ —_ —_ —_ —_ 1.0 0.7 —_— —_—
21 Eugenol* 1365 2179 10.6 341 1.0 38.0 19.7 30.8 46.7 tr tr 19.2 tr tr — — 105 29.7
22 B-Elemeno 1398 1597 3.1 0.5 3.2 0.5 2.3 1.1 1.0 2.3 0.9 1.3 — — 0.5 0.4 3.5 1.3
23 trans-Cinamato de metilo 1399 2095 —_ —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_ —_ —_ 39.7 40.9 —_ —_— —_— —_—
24 trans-p-Cariofileno® 1434 1613 — — — — — — — tr tr 1.0 0.9 tr 5.4 2.2 1.8 0.8
25 trans-a-Bergamoteno 1441 1596 — 1.3 — 1.2 5.2 4.3 1.5 tr 1.5 10.2 — 1.2 2.3 1.0 71 6.6
26 a-Guaieno 1446 1657 1.7 tr 1.6 tr 1.8 0.7 tr 14 tr 0.5 2.4 tr — — 2.2 0.7
27 trans-B-Farneseno 1456 1669 — tr — tr — tr 1.8 tr 1.0 tr 1.1 tr 0.8 tr tr tr
28 a-Humuleno* 1470 1685 0.7 tr 0.6 tr 0.9 tr 0.5 0.6 0.6 0.5 1.2 0.5 1.0 tr 0.8 tr
29 Germacreno D 1496 1723 7.4 1.4 6.8 1.2 5.3 2.2 2.2 4.0 1.7 1.6 3.8 1.1 3.4 tr 4.3 14
30 Biciclogermacreno 1508 1751 1.0 0.7 1.0 0.5 1.0 0.7 1.0 1.1 0.8 1.1 1.1 0.6 tr — 1.4 0.8
31 o-Bulneseno 1513 1730 2.1 tr 21 tr 2.1 0.7 0.6 15 0.5 0.7 2.4 tr — — 2.5 0.8
32 y-Cadineno 1525 1772 3.3 2.6 3.1 2.0 2.5 1.7 1.1 1.9 14 2.3 2.0 14 0.5 tr 0.9 14
33 B-Sesquifelandreno 1532 1849 tr tr tr tr tr tr — tr tr 1.0 tr tr tr — 0.5 0.5
34 trans-o-Bisaboleno 1548 — — — — — — — — — — — — — 6.3 2.8 — —
35 1.10-di-epi-Cubenol 1630 2082 1.2 0.9 1.1 tr 0.7 tr — 0.8 0.5 0.9 tr tr — — tr tr
36 t-Cadinol 1658 2189 8.9 7.3 8.1 31 5.6 1.9 2.0 5.4 3.2 5.6 25 14 — tr 3.3 29
37 B-Eudesmol 1673 2256 0.6 tr 0.6 — 0.6 — — tr 0.5 tr 1.0 — tr tr 0.9 tr
38 trans-cis-Farnesol 1759 e e — — — — — — e e e e e 1.9 — — —

* |dentificados con base en las sustancias patron certificadas.
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Las pérdidas de fragmentos mas importantes, encontradas en este espectro,
evidenciaron la presencia de los diferentes grupos funcionales presentes en la
estructura. La pérdida de 31 unidades de masa corresponde al grupo OCH3; y la
pérdida de m/z 59 sera la del grupo (C=0)OCHjs;. Los fragmentos en m/z 77 y 51 son

caracteristicos del grupo fenilo.

H3C0° +
[M-OCH;| —
m/z 131 (100%)
+
e} ot C.H
o | o CcO 4113
©/\\il'~o/c”~‘ s M-H| m/z 51 (27%)
m/z 161 (17%) o
M*, m/z 162 (52%) CaoHy
H;CO-CO- + +
S [M(c=ojocH;| <R CgH;
m/z 103 (63%) m/z 77 (39%)

Esquema 1.3. Posibles rutas de fragmentacion de trans-cinamato de metilo (El, 70 eV).

Un compuesto particular encontrado en los extractos de O. americanum (tipo citral)
fue el fotocitral A, que fue reportado como un producto de la fotdlisis del citral
(conversion por cicloadiciéon intramolecular) [165] y que presumiblemente deteriora el
olor en extractos o en AE que lo contienen [166], ademas, es un fuerte
fotosensibilizador. El espectro de masas y la posible fragmentacion de este

compuesto se muestran en la Figura 1.5 y en el Esquema 1.4, respectivamente.
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Figura 1.5. Espectro de masas (El, 70 eV) del fotocitral A.
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El espectro de masas del fotocitral A esta caracterizado por la presencia de tres iones
principales relacionados con las funciones quimicas presentes en esta estructura; a
saber: los iones productos de las pérdidas de 29 y 15 unidades revelan la presencia
de los grupos CHO y CHj3, respectivamente; asi mismo, la aparicién del ion en m/z 41
es un vestigio de la existencia del grupo C3Hs en la estructura. Estas rupturas son

caracteristicas de las estructuras monoterpénicas [167].

CHy» lM-CH3I+ — €O tmcHy-co] T 2 McHy-co-comy) T
m/z 137 (9%) m/z 109 (16%) m/z 81 (14%)
[ Oﬂﬁz —#’ M-CHO” 2~ [M-CHO-C,H,|"
CH, m/z 123 (100%) m/z 95 (27%)
- m/z 152 (2%)
C7H110‘

PN
o H,C"*"CH,
m/z 41 (50%)
Esquema 1.4. Posible ruta de fragmentacion de fotocitral

1.9.1.2 Analisis estadistico multivariable. La aplicacion de técnicas multivariable,
que incluyen los analisis de componentes principales (PCA) y cluster o
conglomerados (CA), son herramientas utiles para clasificar y relacionar diversas
variables. EI PCA reduce la dimensionalidad de variables aleatorias usando
combinaciones lineales, asi los componentes principales identificados se organizan en
orden decreciente de importancia [168]. ElI CA clasifica “individuos” de acuerdo con la
matriz de datos multivariable de un gran numero de individuos (u objetos),
construyendo subgrupos o conglomerados de “individuos” segun su “similitud”, con
base en algunos criterios apropiados [169]. El conjunto de datos conformado por 16
extractos (casos) y 38 compuestos quimicos (variables) se sometieron al analisis por
técnicas multivariables para determinar similitudes o diferencias composicionales

entre las especies estudiadas.

* Anadlisis de componentes principales. La representacion grafica de los casos, que
contiene el 51% de la informacion de las variables (Figura 1.6), mostré que existen

tres grupos (A, B y C). Sin embargo, la discriminacién de estos agrupamientos no fue
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considerable ya que los dos primeros componentes principales no reunieron toda la
informacion de las variables.
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Figura 1.6. PCA de extractos de flores y hojas de las especies Ocimum sp. estudiadas de
acuerdo con sus componentes mayoritarios.

Las variables de mayor contribucion al Factor 1 (31% informacion) fueron el linalol,
fotocitral A, nerol, neral, geraniol, geranial, acetato de nerilo, trans-p-cariofileno,
biciclogermacreno, y-cadineno, trans-a-bisaboleno y t-cadinol. Para el Factor 2 (20%
informacion) los siguientes fueron los compuestos contribuyentes: B-mirceno,
eucaliptol, trans-3-hexen-1-ol, 1-octen-3-ol, B-pineno, fenchona, «a-guaieno,
germacreno D y a-bulneseno (ver Anexo 3). La Tabla 1.13 muestra la disposicion de

los grupos formados de acuerdo con el PCA.

* Analisis Cluster. Debido a la informacion reducida obtenida del analisis PCA y la
posibilidad existente de excluir alguna informacion relevante para la diferenciacion, se
utilizaron los métodos de analisis Cluster como dendogramas y K-medias, para
relacionar y discriminar por similitudes o diferencias entre variables. El analisis de K-
medias examina las medias de cada cluster (predefinido) en cada dimensién y evalua

cuan distintos son los n Clusters. Ademas, discrimina las dimensiones entre Cluster
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de acuerdo con los valores F a partir del analisis de varianza ejecutado sobre cada
dimensién. El analisis de K-medias aplicado sobre los extractos de flores y hojas de

Ocimum sp. se registra en la Tabla 1.14.

Tabla 1.13. Agrupaciones y constituyentes de acuerdo con el PCA.

GRUPOS CASOS VARIABLES INFLUYENTES (COMPUESTOS)
(EXTRACTOS)

A I, IV, VI, VII, IX, X, XIl,  Eucaliptol, B-mirceno, 1-octen-3-ol, B-pineno,

XVI fenchona, o-terpineol, estragol, trans-cinamato

de metilo, cis-cinamato de metilo, alcanfor,
trans-B-farneseno y B-sesquifelandreno.

B [, 11, V, VI, XI, XV Linalol, biciclogermacreno, o-humuleno,
o-guaieno, a-bulneseno, germacreno D,
y-cadineno y 3-elemeno.

C XIII, XIV Neral, geranial, fotocitral A, nerol, geraniol,
trans-B-cariofileno y farnesol.

Tabla 1.14. Analisis de K-medias de extractos de flores y hojas de las albahacas
estudiadas.
Cluster | Casos (Extractos)  Variables representantivas (Compuestos)
No.

1 [, 111, V, VI, Xy XV | Linalol, eugenol y t-cadinol.

2 Xy XIV Geranial, neral, geraniol y nerol.

3 I, 1V, Vil y XIV Eugenol, linalol y eucaliptol.

4 VIll'y IX Estragol, linalol y eucaliptol.

5 Xly Xl trans-Cinamato de metilo, linalol y cis-cinamato
de metilo.

De acuerdo con el analisis de conglomerados, se determinaron 5 clusters y este
mismo numero se utilizé para el analisis de K-medias. La discusion de los valores de
F, reveld que la variable (compuesto) de mayor aporte a la diferenciacion entre los
extractos fue el trans-cinamato de metilo (F=10855). Aunque, otras variables también
contribuyeron a la diferenciacién general con valores de F menores (F=13), ie.,
acetato de nerilo (F=77.3), cis-cinamato de metilo (F=43.3), estragol (F=25.9), eugenol
(F=19.1), fotocitral A (F=17.7), trans-a-bisaboleno (F=16.3), neral (F=15.5) y geranial
(F=13.6). Con base en el andlisis de K-medias, la clasificacion se realizé6 de acuerdo

con los constituyentes mas importantes y se presenta en la Tabla 1.15.
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Tabla 1.15. Clasificacion de extractos de flores y hojas de albahacas segun sus
constituyentes mas importantes.

Subgrupos Compuesto Extractos Otros Reportes en
No. mayoritario constituyentes Literatura
Eugenol (11-31%) O. basilicum
Germacreno D (2-7%) | [35,170-173]; O.
t-Cadinol (2-9%) canum [174], O.
. . Flores I, IIl, V/, basilicum var.

| Linalol (30-50%) XV y hojas VI, X ﬁLgrgfrg.scens
menthaefolium 'y
O. sanctus
[34,36,175]

Nerol (4-19%) Albahaca tipo
Geraniol (3-10%) limén (Lemon
Flores XIll y Linalol (5-8%) Balm Basil) o O.
| Citral (25-59%) hojas XIV trans-a-Bisaboleno citriodorum y O.
(3-6%) basilicum var.
citriodorum
[175,176]
Linalol (19-35%) O. basilicum, O.
trans-o-Bergamoteno = sanctum, O.
(1-7%) canum, O.

! Eugenol (30-47%) o128 b IV, VI <-Cadinol (2-7%) st [T
[49]y O.
gratissimum
[34,36,175,178]

Linalol (13-42%) Albahacas de
Germacreno D (2-4%) | Australia, Yemen,
t-Cadinol (3-5%) E.E.U.U., Brasil,

V. Estagol 27:50%) TR Unido, toas
Comoras
[34,170,172,173,
178-180]

Linalol (17-23%) O. basilicum, O.
cis-Cinamato de metilo | canum, O.
(8-13%) americanum
Eucaliptol (2-8%) (paises tropicales

trans-Cinamato de = Flores Xl y hojas

-49 i
metilo (40-41%) X Germacreno D (1-4%) vy africanos) y

albahaca tipo
“‘cinamaldehido”
(Australia)
[34,36,55,180].

Se resalta, que en los AE de O. gratissimum se ha identificado timol (46%); en O.
suave, p-cimeno (59%) en [173]; en O. basilicum, metileugenol (78%); en O. minimum,

acetato de geranilo (70%) [53] y en O. keniense Ayobaringa, eucaliptol (38%) [181].
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La aplicacion de técnicas estadisticas multivariable al gran conjunto de datos permitio
relacionar los extractos estudiados de acuerdo con sus similitudes y diferencias: el
PCA, que es una de las herramientas mas utilizadas, sin embargo, no aportd la
informacion suficiente para diferenciarlas, aunque si los agrupé en tres conjuntos;
mientras que, el analisis de K-media (usando el numero de cluster segun el analisis de
dendogramas) enlazé los extractos con base en sus similitudes composicionales pero

también permitié vislumbrar las pequenas diferencias entre ellos.

1.9.2 Composicion quimica de extractos y aceites esenciales de especies
vegetales con alto contenido de timol y carvacrol. Los fenoles naturales, timol y
carvacrol, han sido identificados como componentes principales en muchos aceites y
extractos aislados de las especies de los géneros Origanum, Lippia, Satureja y
Thymus, con variaciones en su contenido. Tanto los dos fenoles monoterpénicos
como los AE o extractos que los contienen, han demostrado diferentes propiedades
bioldgicas, e.g., antifungicas, antibacterianas y antioxidantes [20]. Esto abre la
posibilidad de emplearlos como conservantes para alimentos y cosméticos [13],

cuando su uso no afecta las caracteristicas organolépticas del producto.

1.9.2.1 Identificacion de los componentes de extractos y aceites esenciales. Para
seleccionar las especies ricas en timol y carvacrol, se analizaron los extractos
obtenidos por SDE, con base en las cantidades de timol y carvacrol. O. majorana y S.
brownei presentaron los dos fenoles a nivel de trazas o como constituyentes
minoritarios (~3%), respectivamente. La clasificacion, con base en familias de
compuestos y contenido de timol y carvacrol, de los AE y extractos de las especies
vegetales obtenidos por tres métodos de extraccion, MWHD, SDE y SFE, se presenta
en la Tabla 1.16. Asimismo, los compuestos identificados en los extractos SDE y SFE
de las plantas de los géneros Plectranthus, Satureja, Lippia, Thymus y Origanum,

junto con sus cantidades relativas (%), se registran en la Tabla 1.17.
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Tabla 1.16. Clasificacion de los aceites y extractos estudiados, por familias de
compuestos y segun el contenido de timol y carvacrol.

Planta Rendimiento Familia de compuestos, cantidad relativa (%)
(parte usada) aceite (%, p/p)  Constituyentes SDE  MWHD SFE
Timol 34.1 25.8 32.8
Carvacrol 1.0 3.5 1.5
L micromera 16 Monoterpenoides 38.8 36.6 28.7
(Hojas) ' Sesquiterpenoides 5.3 10.0 11.5
Otros compuestos™ 14.4 16.5 14.0
Hidrocarburos™* — — 2.5
Timol 6.9 — —
. . Carvacrol 42.3 — —
L. origanoides L Monot i 311 — —
(Flores) onoterpenoides :
Sesquiterpenoides 7.8 — —
Otros compuestos™ 3.9 — —
Timol 10.6 14.3 8.8
Carvacrol 42.6 44.4 51.8
L. origanoides 23 Monoterpenoides 28.8 29.4 18.3
(Hojas) ' Sesquiterpenoides 6.9 4.9 6.4
Otros compuestos™ 4.6 2.9 4.2
Hidrocarburos™* — — 3.4
Timol tr — —
O. majorana Carvacrol _ —— — —
(Hojas) — Monot.erpen0|d.es 90.5 — —
Sesquiterpenoides 3.3 — —
Otros compuestos™ o — —
Timol 0.9 0.8 —
Carvacrol 62.0 53.7 14.2
P. amboinicus 0.1 Monoterpenoides 21.1 25.1 24
(Hojas) ' Sesquiterpenoides 9.7 15.9 4.6
Otros compuestos™ 2.5 — 14.7
Hidrocarburos™* o — 63.5
Timol 2.0 o o
. Carvacrol 0.9 — —
S. brownei L Monot i 847 — —
(Hojas) onoterpenoides :
Sesquiterpenoides 1.6 — —
Otros compuestos™ 7.8 — —
Timol 36.3 34.7 20.8
Carvacrol 4.3 6.4 3.1
T. vulgaris 0.2 Monoterpenoides 44.2 40.2 4.6
(Hojas) ' Sesquiterpenoides 1.7 5.7 2.3
Otros compuestos* 8.1 4.7 22.3
Hidrocarburos™* o — 33.9

*Alcoholes, cetonas y éteres

**Hidrocarburos no terpénicos
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Tabla 1.17. Identificacién y cantidad relativa (>0.4%) de los metabolitos secundarios, obtenidos por SDE y SFE de S. brownei,
O. majorana, L. origanoides, L. micromera, P. amboinicus y T. vulgaris.

Ir CANTIDAD RELATIVA, %
No. S. O. L. origanoides L. micromera P. amboinicus T. vulgaris
Pico Compuesto DB.5 DB- brownei | majorana
Wax SDE SDE S(,I:D)E ?I—?)IE SFE SDE SFE SDE SFE SDE | SFE
1 a-Tujeno — 1023 tr 0.8 1.6 1.5 tr 1.8 0.9 0.5 = 1.8 tr
2 | o-Pineno* — 1018 | 1.1 0.9 0.4 tr tr 0.9 tr tr — 1.1 tr
3 Sabineno — 1118 0.5 5.8 tr tr — 1.6 0.4 — — tr —
4 1-Octen-3-ol = 1395 = e tr tr — tr e 1.7 — 1.2 tr
5 B-Mirceno* — 1162 0.5 21 24 2.4 1.5 2.2 1.5 0.8 = 1.9 tr
6 ao-Terpineno 1022 1176 0.4 8.1 2.8 2.7 tr 2.2 0.9 1.8 — 1.9 tr
7 p-Cimeno* 1030 1269 0.9 2.6 9.8 10.1 8.8 6.3 7.7 7.5 0.9 19.5 4.6
8 Limoneno* 1034 1195 0.4 21 0.4 0.7 tr 0.9 0.5 tr - 0.6 tr
9 Eucaliptol* 1038 1208 0.5 22 1.1 tr tr 6.6 22 — — 0.7 tr
10 | y-Terpineno 1063 1244 2.2 11.6 8.9 8.2 6.9 9.6 11.4 9.5 1.5 9.7 0.6
11 trans-4-Tujanol 1079 1553 tr 2.7 tr 0.4 tr 0.5 tr — — 0.9 tr
12 | a-Terpinoleno 1092 1179 tr 37 tr tr — tr tr tr — tr —
13  Linalol* 1104 1547 04 4.2 0.4 tr tr tr tr — — 1.9 0.4
14 | cis-4-Tujanol 1114 | 1553 tr 6.1 tr tr tr tr tr — — tr tr
15  cis-p-Ment-2-en-1-ol 1135 1570 — 3.9 — — — — — — — tr —
16 | trans-p-Ment-2-en-1-ol 1159 1636 — 1.7 — — — — — — — - —
17 Mentona 1171 1472 36.0 — — — — — — — — — i
18 | iso-Mentona 1177 | 1498 4.1 — — — — — — — — — —
19  neo-Mentol 1180 1602 2.0 — — — — — — — — — -
20 | iso-Pulegona 1186 1592 1.0 — — —_— — — — — — — —
21  Terpinen-4-ol* 1191 1615 tr 25.9 1.5 1.6 0.5 1.6 tr 1.0 — 1.6 tr
22 | a-Terpineol 1201 | 1702 tr 45 tr — — 0.6 tr — — tr —
23  cis-Piperitol 1212 1682 — 1.5 — — — — — — — - —
24 | trans-Piperitol 1222 1682 — 1.0 — tr — tr — — — tr —
25 Metil-timil-éter 1237 1595 2.0 = 2.8 1.7 1.0 13.8 124 = = 3.3 tr
26 | Carvacril-metil-éter 1244 | 1607 — — 0.4 0.4 tr — — — — 2.1 tr
27  Pulegona 1254 1662  33.5 — — — — — — — S i S
* Se usaron sustancias patron; ?(F): Flores; ° (H): Hojas; tr: <0.4%
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Tabla 1.17 continuacion.

No.
Pico

28

29
30
31
32
33

34
35
36

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

Compuesto

Timol*
trans-Anetol*
Carvacrol*

Acetato de timilo
Acetato de carvacrilo
trans-pB-Cariofileno*
trans-o-Bergamoteno
2,6-Dihidroxi-3-
metilacetofenona**
o-Humuleno*
4,6-Dihidroxi-2,3-
dimetilacetofenona**
Germacreno D
Biciclogermacreno
Oxido de cariofileno
Acido palmitico

Fitol

Acido linolénico
Acido estearico
a-Tocoferol
Heptacosano
Escualeno
Hexacosanal**
Nonacosano
y-Sitosterol
Hidrocarburo. C5,-C3q

DB-
Wax

2186
1834
2223
1855
1880
1607

1591

S.
brownei

SDE

2.0
4.0
0.9

0.
majorana

SDE

tr

SDE
(Fy°
6.9

42.3
tr
24
4.0

0.6

L. origanoides

SDE
(HY
10.6

42.6
tr
0.9
3.4

0.8

2.0
23

tr

tr
tr

CANTIDAD RELATIVA. %
L. micromera

SFE SDE SFE

8.8 341 32.8

51.8 1.0 1.5
— 3.4 2.5
— tr —
3.5 3.3 6.2
0.5 tr tr

0.8 0.6 1.1
1.8 0.7 0.8

2.4 tr —
— 1.3 3.1
—_— tr 0.8
tr tr tr
tr —_— 0.5
—_— —_— tr
tr — —
tr — 0.4
0.5 — tr
0.4 — 25
2.9 — —

* Se usaron sustancias patrén; ** Identificado tentativamente; ?(F): Flores; °(H): Hojas; tr: < 0.4%
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P. amboinicus

SDE

0.9

62.0

4.7
23

1.5

SFE

61.5

T. vulgaris

SDE

35.8

4.3
tr

SFE

20.8

tr

0.8
3.6
2.0
4.2
1.1

1.9
2.7
1.1
14.8

12.3



Los siguientes fueron los componentes mas abundantes (25-62%) identificados en los

extractos obtenidos por SDE de las especies estudiadas: carvacrol (L. origanoides y

P. amboinicus), timol (T. vulgaris y L. micromera), mentona y pulegona (S. brownei) y

terpinen-4-ol (O. majorana). En los extractos SDE de S. brownei y O. majorana los

monoterpenoides fueron los constituyentes mayoritarios, conformaron 84.7 y 90.5%,

respectivamente. La comparacion detallada de la composicidon quimica de los

extractos de las especies colombianas estudiadas con las reportadas en la literatura

se presenta en la Tabla 1.18.

Tabla 1.18. Comparacion de las composiciones de extractos SDE y SFE de las especies
colombianas estudiadas con reportes de la literatura.

Especie Compuestos
estudiada mayoritarios
. Mentona (36%),
S. brownei pulegona (34%)
Terpinen-4-ol
(26%), y-terpineno
O. majorana (12%),

a-terpineno (8%),
sabineno (6%)

Hidrocarburos Cyq-
C30(62) %,
a-tocoferol (7%)

P. amboinicus

Autores

Rojas y
Usubillaga

Pino et al.
Misharina et

al.

Veray
Chane-Men

Richter y
Schellenberg

Busatta ef al.

Giordani et al.

Pino et al.

Pais
Venezuela

Cuba

Hungria
Isla

Reunion

Alemania

Egipto

Argelia

Cuba

Compuestos
mayoritarios
Pulegona (64%
mentona (20%
Pulegona (55%
mentona (33%
Terpinen-4-ol
(26%), trans-4-
tujanol (15%)
Terpinen-4-ol
(38%), trans-4-
tujanol (15%),
p-cimeno (7%),
y-terpineno (7%)
Terpinen-4-ol
(23%), trans-4-
tujanol (21%),
y-terpineno
(11%)
Terpinen-4-ol
(30%),
y-terpineno
(14%), trans-4-
tujanol (10%),
o—terpineno (8%)
Timol (25-41%),
carvacrol (2-
21%)

’

Carvacrol (90%)

Referencias
[83]

[84]

[182,183]

[184]

[185]

[186]

[187]

[188]

La Tabla 1.19 registra los compuestos identificados y las cantidades relativas (%) de

los AE obtenidos por MWHD, de las plantas de los géneros Plectranthus, Lippia y

Thymus estudiados. En el trabajo se detectaron por CG-EM 19-33 componentes en
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cantidades relativas >0.4%, de los cuales 87-97% se identificaron positivamente, con
base en los indices de retencion lineales, medidos en columnas polar y no-polar,
espectros de masas (El, 70 eV) y sustancias-patron. La composiciéon quimica de los
AE y extractos de cada especie, obtenidos por MWHD y SDE, fue bastante similar,
aunque se observaron diferencias pequefias en las cantidades relativas (%) y los
constituyentes mas volatiles, que se lograron aislar mejor, con mayor eficiencia por
SDE.

Tabla 1.19. Identificacién y cantidad relativa de los constituyentes principales de los AE
de L. origanoides, L. micromera, P. amboinicus y T. vulgaris aislados por MWHD.

*No Ir CANTIDAD RELATIVA, %
Picc; Compuesto DB-5 = DB-Wax L. L. P. T
origanoides | micromera @ amboinicus | vulgaris
1 a-Tujeno — 1023 1,3 2.1 tr 1.3
2 a-Pineno* — 1018 tr 0.8 tr 0.9
3 Canfeno* — 1061 tr tr tr 0.9
4 1-Octen-3-ol* — 1395 tr — tr 1.3
5 B-Mirceno* — 1162 22 2.1 0.9 1.5
6 o-Terpineno 1022 | 1176 2.6 1.8 2.2 1.4
7 p-Cimeno* 1030 | 1269 9.5 19.2 8.6 17.7
8 Eucaliptol® 1038 @ 1208 0.5 2.8 — 0.7
9 y-Terpineno 1063 | 1244 10.0 4.8 10.6 6.8
10 @ trans-4-Tujanol 1079 1553 0.5 0.5 1.2 1.6
11 Linalol* 1104 1547 tr tr tr 2.7
12 | Alcanfor* 1158 1526 — 04 — 1.2
13 Borneol * 1184 1712 — — tr 1.2
Butirato de trans-3- 1188 1462 1.3
hexenilo - - -
14 | Terpinen-4-ol* 1191 1615 0.8 1.4 0.8 1.3
15 | Metil-timil-éter 1237 | 1595 1.6 16.5 — 1.2
16 Carvacril-metil-éter 1244 1607 tr — — 0.9
17 ],2"5°pr°p"'4'met"' 1282 2168 tr 14 tr 0.7
enol
18 | Timol* 1291 | 2186 14.3 24.7 0.9 34.0
19  Carvacrol* 1295 2223 44.4 3.5 53.7 6.4
20 | trans-B-Cariofileno* 1434 | 1607 2.7 4.5 6.6 2.8
21 frans-a-Bergamoteno | 1443 | 1591 0.4 0.4 3.7 tr
22 a-Humuleno* 1474 1682 1.5 0.8 2.5 tr
23 | AEDINIdOXI23- 1 q4aq | 9455 1.3 — — —
dimetilacetofenona
24 Germacreno D 1495 1723 tr 0.7 — 0.5
25 | Biciclogermacreno 1511 1748 0.7 0.5 S tr
26 | Oxido de cariofileno 1598 | 2013 tr 2.0 1.8 1.2

qtAsignado en Figura 1.7; * Se usaron sustancias patron; ** Identificado tentativamente; tr: < 0.4%.
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La Figura 1.7 presenta los perfiles cromatograficos (corrientes idnicas totales
reconstruidas) tipicos de los AE aislados por MWHD de P. amboinicus, L. micromera 'y

T. vulgaris, ricos en timol y carvacrol.

19
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Figura 1.7. Corrientes ionicas totales reconstruidas obtenidas por CG-EM (DB-5, 60 m;
El, 70 eV) de los AE, ricos en timol y carvacrol, aislados por MWHD de: A. P. amboinicus,
B. L. micromeray C. T. vulgaris. Vease Tabla 1.19 para la identificacion de los picos.

Los siguientes fueron compuestos mayoritarios de los AE de las especies analizadas:
carvacrol (53.7%), y-terpineno (10.6%), p-cimeno (8.6%) y trans-p-cariofileno (6.6%)
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para P. amboinicus; carvacrol (44.4%), timol (14.3%), y-terpineno (10.0%) y p-cimeno
(9.5%) para L. origanoides; en T. vulgaris se hallaron timol (34.0%), p-cimeno (17.7%),
v-terpineno (6.8%) y carvacrol (6.4%); y para L. micromera se identificaron como
mayoritarios timol (24.7%), p-cimeno (19.2%), metil-timil-éter (16.5%) y y-terpineno
(4.8%). La comparacion detallada de las composiciones quimicas de los AE de las

especies estudiadas y reportadas en la literatura se presenta en la Tabla 1.20.

Tabla 1.20. Comparacion de las composiciones de AE con reportes de la literatura.

Método
aislamiento Pais
(rendimiento, %)

Componentes
mayoritarios

Carvacrol (51%),
a-terpineno +

p-cimeno (10%),

y-terpineno (6%), [188]
trans-| |-cariofileno

(8%)

Carvacrol (70%),
trans-p-cariofileno

India (6%), p-cimeno [189]

Especie Componentes

estudiada mayoritarios EIEETHEE

Destilaciéon con
vapor Cuba
(0.6)

Carvacrol (54%),

P. amboinicus y-terpineno (11%), Hidrodestilacion

p-cimeno (9%), (NR) o .
B-cariofileno (7%) (&) }(fét?/or)plneno
H'dm‘é'gsg')'ac'm India Timol (94%) [190]
Destilacion con Brasil, Limoneno,
vapor, India, linalol, [66,70,191-
hidrodestilacion Cuba, B-mirceno, 193]
(0.01-0.5) Martinica patchulol
Timol (34%),
. MWH.D’ " . p-cimeno (18%),
hidrodestilacion Iran ; o [194]
(1.9-2.4) y-terpineno (7%),
carvacrol (6%)
Destilacién con Timol (58%),
vapor Espafia p-cimeno (19%), [195]
(NR) carvacrol (3%)
Destilacion con Eucaliptol (29-36),
vapor Espana acetato de terpenilo [196]
(2-4) (18-25)
Timol (34%), Timol (71%),
, p-cimeno (18%), Hidrodestilacion . o-terpineno (7%),
U5 TN y-terpineno (7%), (NR). [0 acetato de bornilo [197]
carvacrol (6%) (5%)
Destilacion con Uil (ensi)
vapor ltalia e (1550 [198]
(0.2-1.2) p-cimeno (12-22%),
- y-terpineno (1-23%)
Carvacrol (26-38%),
linalol (22-67%),
Bario de agua . trans-4-tujanol (16-
40°C (NR) RS 339%), geraniol [kl
(32%),

p-cimeno (28%)
NR — No reportada
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Tabla 1.20 continuacion.

Especie
estudiada

L. origanoides

L. micromera

Componentes
mayoritarios

Carvacrol (44%),
timol (14%),
y-terpineno (10%),
p-cimeno (10%)

Timol (25%),
p-cimeno (19%),
metiltimil-éter
(16%),
y-terpineno (5%)

Método
aislamiento
(rendimiento, %)

Hidrodestilacion
(1.0)

Hidrodestilacion
(4.6)

MWHD
(1.2-2.3)

MWHD
(1.5)

Destilacion con
vapor
(1.0)

Hidrodestilacion
(0.7)

Componentes
mayoritarios

Carvacrol (39%),
timol (18%),
p-cimeno (10%),
y-terpineno (4%)
Carvacrol (34-43%),
p-cimeno (12-16%),
y-terpineno (8-
10%), metil-timil-
éter (6-9%), timol
(5-8%)

Timol (60%),
carvacrol (44%),
p-cimeno (16%)
Timol (29%),
metil-timil-éter
(15%), p-cimeno
(13%),
y-terpineno (12%)
Carvacrol (42%),
B-cariofileno (12%),
a-bergamoteno
(9%)
Carvacrol (26%),
y-terpineno (22%),
p-cimeno (12%),
timol (7%)

Pais

Brasil

Brasil

Colombia

Colombia

Cuba

E.E.U.U.

Referencias

[62]

[200]

[201]

[65]

[60]

[202]

Debido a la similitud estructural y naturaleza quimica del timol y carvacrol (isémeros

de posicion), sus tg (32.09 y 32.28 min, en columna apolar, respectivamente) y

espectros de masas son muy similares (Figura 1.8). Sin embargo, los datos

cromatograficos y espectrales detallados permitieron mostrar las diferencias al

comparar las estabilidades relativas de iones moleculares y fragmentos, ademas de

los valores de los indices de retencion (Ir), que se presentan en la Tabla 1.21.

I, %

100+

50-

91
7
75‘N 89
I
f

135

115
M‘ 1?1 133‘

107
N

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 %

Figura 1.8. Espectro de masas (El, 70 eV) del timol.
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Tabla 1.21. Caracteristicas cromatograficas y espectroscopicas del timol y carvacrol.
indice de retencion

Compuesto Columna Columna u, D W lp-crzy/Im” I”V'SIH% I[M'CH3/'I”ZP'
apolar polar H20)/Im c2H2)/ Im

Timol 1301 2183 1.341 8.0 3.10 0.24 0.44

Carvacrol 1306 2217 1.439 8.8 2.44 0.13 0.32

"Valor literatura; ~ Valor calculado (con optimizacién geometria)

A pesar de que los valores de Ig de timol y carvacrol son tan cercanos en columna apolar,
la comparacion de sus momentos dipolares (u) muestra el mayor caracter polar del
carvacrol, lo que se evidencia por su mayor rentencibn en columna polar y
respectivamente por valor mas alto del Ir. Los célculos de estabilidad de los iones
moleculares indican que el ion molecular del carvacrol es mas estable y tiene una
fragmentacion menos intensa que el timol, aunque ambos presentan los mismos iones
importantes. Sin embargo, las relaciones de intensidades ionicas, e.g., lm.cha/lv’ que es la
relacion entre el ion pico de base (m/z 135) y el respectivo ion molecular (m/z 150),

difieren notoriamente: mayor impedimento estérico mas facil se elimina CH,.

El mayor contenido del éter metilico del timol permite diferenciar al AE de L.
micromera del de T. vulgaris. El espectro de masas y la ruta de fragmentacion del

metil-timil-éter se presentan en la Figura 1.9 y el Esquema 1.5, respectivamente.

I, %
149
100
50
o’ 91 164
15 119
A TS TR O N PR A
L A ‘ 1 i A | i !
R R AR GIO‘ R L T T B T m/z
Figura 1.9. Espectro de masas obtenido por CG-EM (DB-5, 60 m; El, 70 eV) de metil-
timil-éter.
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Las pérdidas mas importantes encontradas en el espectro se relacionaron con los grupos
funcionales presentes en la estructura: 15 unidades de masa corresponden al grupo CHj;
saliente, 31 unidades coinciden con OCH; y 30 unidades masicas, con el grupo CH,O
proveniente del grupo metoxi. Los fragmentos en m/z 91 y 65 son caracteristicos del

grupo bencilo.

° + -

s [M-CH;| €0 [M-CH;-CH,0|

- m/z 149 (100%)  m/z 119 (15%)
+
CH CSHS

o | | 3 m/'z 65 (6%)
CoH,
M*, m/z 152 (24%)| .

_Cllzo lM-CIIZOI + : : C H+
(CH3)2CH' G et

m/z 134 (10%) m/z 91 (24%)

Esquema 1.5. Ruta de fragmentacion del metil-timil-éter. El, 70 eV.

La combinacion de los Ig lineales, datos espectrales de sustancias-patron y espectros
de masas experimentales aumentaron la confiabilidad de la identificacién de los
componentes de extractos y AE bajo estudio. El analisis SDE-CG-EM de las especies
vegetales pertenecientes a los géneros Origanum, Lippia, Satureja 'y Thymus permitid
seleccionar las especies con alto contenido de timol y carvacrol (P. amboinicus, L.
origanoides, T. vulgaris 'y L. micromera). Los AE de estas cuatro especies presentaron
cantidades relativas entre 7-36% y 4-62% de timol y carvacrol, respectivamente, con

rendimientos en la obtencion de AE entre 0.1-2.3%.

1.9.3 Composicion quimica de extractos y aceites esenciales de especies
vegetales con alto contenido de trans-anetol y estragol. El trans-anetol y el
estragol se utilizan como sustancias saborizantes y aromatizantes en las industrias de
alimentos y bebidas alcohdlicas [124]; para la elaboracion de perfumes, jabones y
detergentes [3] y como precursores en sintesis organica [203]. Estos compuestos
presentan actividades anti-inflamatoria, antibacteriana, insecticida y anestésica
[204,205], en AE de muchas especies aromaticas, e.g., el tarragon, el estragdn
francés, la albahaca, el hinojo, el anis y el anis estrellado [206].
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1.9.3.1 Identificaciéon de los componentes de extractos y aceites esenciales. La
metodologia de SDE también se utilizd para clasificar las especies ricas en frans-
anetol y estragol; se encontré6 que la mayoria de las especies estudiadas (/. verum,
Ocimum sp. 2, T. filifolia, T. lucida y F. vulgare) contenia estas sustancias en alta
proporcion. A. drancunculus estuvo constituido por metileugenol (45%). La especie de
T. filifolia, cultivada en el municipio Bolivar y en el cultivo experimental de CENIVAM,
presentd estragol y trans-anetol en cantidades relativamente altas, 27 y 70 %,
respectivamente. La clasificacién, con base en familias de compuestos y contenido del
trans-anetol y del estragol, de los AE y extractos de las especies vegetales obtenidos
por diferentes métodos MWHD, SDE y SFE, se presenta en la Tabla 1.22.

Las Tablas 1.23 y 1.24 registran los compuestos identificados y las cantidades
relativas (> 1%) de los AE y extractos obtenidos por MWHD, SDE y SFE, de las
plantas de T. lucida, Ocimum sp. 2, A. dracunculus, I. verum y F. vulgare. Por cada
método de extraccion se detectaron por CG-EM 20-84 componentes, de los cuales se
identificaron positivamente 85-99%, con base en los indices de retencién lineales,
medidos en columnas polar y no-polar, espectros de masas (El, 70 eV) y sustancias-

patron.

El trans-anetol, el estragol, el metileugenol y el sabineno fueron los componentes
mayoritarios identificados en los extractos obtenidos por SDE de las 6 especies

analizadas, con 21-89% de cantidad relativa.

En todos los extractos obtenidos por SDE y SFE y los AE aislados por MWHD de
todas las plantas estudiadas, se encontaron el frans-anetol y estragol. En los extractos
SFE se hallaron también hidrocarburos no-terpénicos, en algunos casos, éstos
constituyeron la familia de compuestos principal (63%), e.g., en F. vulgare; y
cumarinas (herniarina) en flores (18%) y hojas (70%) de la especie T. lucida. Otros
componentes de interés en los extractos SFE de . verum y F. vulgare fueron trans-

foeniculina, fotoanetol y graveolona, respectivamente.
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Tabla 1.22. Clasificacion de los AE y extractos de las especies A.dracunculus, F. vulgare,
1. verum, Ocimum sp. 2, T. filifolia 'y T. lucida, por familias de compuestos y contenido de
estragol y trans-anetol.

Familia de compuestos, cantidad relativa (%)
MWHD

Rendimiento
aceite (%, p/p)

Planta

(parte usada)

Constituyentes SDE

Estragol 0.9 — —

A. dracunculus trans-Anetol — — —
’ (Hojas) 0.5 Monoterpenoides 40.1 24.5 —
Sesquiterpenoides 1.8 1.2 —

Otros compuestos* 52.9 67.6 —

Estragol 5.6 5.8 —

trans-Anetol 72.6 73.9 8.6

F. vulgare 03 Monoterpenoides 18.7 16.8 —
(Hojas) ' Sesquiterpenoides — — 2.1
Otros compuestos™ 0.5 0.9 23.3
Hidrocarburos** — — 65.5

Estragol 2.9 3.4 0.7
trans-Anetol 73.0 83.4 69.2

1. verum 20 Monoterpenoides 14.4 7.0 3.0
(Frutos) ' Sesquiterpenoides 0.7 — 0.5
Otros compuestos™ 2.0 3.0 12.0

Hidrocarburos** — — 3.2
Estragol 49.5 49.9 47.9

trans-Anetol — — —
Ocimum sp. 2 0.2 Monoterpenoides 30.5 24 .4 20.4
(Hojas) ' Sesquiterpenoides 12.3 15.1 9.7
Otros compuestos™ 1.9 1.0 1.2

Hidrocarburos** — — 6.0
Estragol 27.0 27.4 24.8
trans-Anetol 70.5 70.6 64.4

T. filifolia 16 Monoterpenoides o — 0.6
(Hojas) ' Sesquiterpenoides — — —
Otros compuestos™ — 0.7 —

Hidrocarburos** — — 0.6
Estragol 87.5 93.2 45.3

trans-Anetol o — 1.7

T. lucida 05 Monoterpenoides 7.6 4.2 1.3
(Flores) ' Sesquiterpenoides 0.9 0.6 0.5
Otros compuestos™ 1.5 — 27.2
Hidrocarburos** — — 14.9
Estragol 93.2 89.0 24.3

trans-Anetol — — —

T. lucida 09 Monoterpenoides 4.2 6.8 —
(Hojas) ' Sesquiterpenoides 0.6 — —
Otros compuestos™ — 2.3 70.5

Hidrocarburos** — — 0.5

*Alcoholes, cetonas, aldehidos, éteres y ésteres
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Tabla 1.23. Identificacion y cantidad relativa (>1%) de los metabolitos secundarios, obtenidos por diferentes métodos de extraccion
de T. lucida, Ocimum sp. y A. dracunculus.

*No.
Pico

3|22 (3R (2[R [3] o[~ (@] | 8|~

WWWNNDNMNNMNNNMNNMNNDDNDDND
N=00W0~NOOUA~WDN=0

*Asignado en Figura 1.10 (A,B,C); * Se usaron sustancias patrén; ** Identificado tentativamente; tr: < 1%

Compuesto

trans-3-Hexen-1-ol
Sabineno
B-Mirceno*
a-Terpineno
Limoneno*
cis-B-Ocimeno
Eucaliptol*
trans-B-Ocimeno
y-Terpineno*
Fenchona*

Linalol*
Terpinen-4-ol*
Estragol*
trans-Anetol*
Acetato de citronelilo
Acetato de geranilo
Metil-eugenol
trans-a-Bergamoteno
cis-pB-Farneseno
o-Humuleno*
Germacreno D
trans-Metil-isoeugeno
Biciclogermacreno
y-Cadineno
Elemicina
cis-Asarona
t-Cadinol
7-Metoxi-cumarina
Acido palmitico
a-Tocoferol*
Escualeno
y-Sitosterol
Hidrocarburos C21-Cos

DB-5

1020
1034
1036
1040
1049
1062
1095
1108
1189
1222
1292
1349
1378
1400
1442
1456
1470
1495
1498
1509
1525
1557
1653
1657
1744
1957
2386

Ir

DB-
Wax

1386
1118
1162
1176
1195
1235
1208
1250
1244
1401
1552
1615
1675
1834
1663
1757
2015
1591
1669
1682
1723
2184
1748
1778
2235
2406
2136
2278

SDE
tr
tr

4.8
tr
tr

1.8

1.0

87.5
tr

Flores
MWHD

2.5

tr
tr
0.7

1.0
93.2
tr

tr
0.6

tr

tr

T. lucida
SFE SDE
— tr
1.3 4.6
tr tr
—_ tr
tr 1.5
tr 0.7
45.3 89.0
1.7 tr
tr —
tr tr
tr —
18.0 1.7
2.1 —
1.3 —
0.8 —
3.3 —_—
14.1
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CANTIDAD RELATIVA, %

Hojas
MWHD
3.4
tr
tr
1.1
0.6
93.8
tr

tr

tr

SFE

tr

SDE
1.1
0.5
1.5

tr
0.8
7.7
2.4

tr
1.9

13.1
0.5

49.5

tr

tr
1.5
1.0
0.6
1.7
0.8
1.2

Ocimum sp. 2

MWHD
tr
tr

0.8
tr
0.9
6.4
2.6
tr
2.4
11.3
tr
49.9
tr

0.5
25
1.7
1.1
24
1.2
1.4

SFE

0.5
1.2

0.6

6.7
2.0
tr
1.6
71

47.9

A. dracunculus

SDE MWHD
tr —
20.9 15.3
1.6 1.1
1.0 tr
tr 0.9
1.7 2.4
7.3 3.6
1.7 tr
0.7 tr
3.6 0.9
0.9 0.5
2.9 1.9
3.3 1.2
45.1 14.2
tr —
0.8 0.6
1.6 2.3
1.0 tr
tr tr
— 33.3
— 14.7
— tr



Tabla 1.24. Identificaciéon y cantidad relativa (>1%) de los metabolitos secundarios, obtenidos por diferentes métodos de extraccion
de T. filifolia. I. verum. y F. vulgare.

*No.
Pico

NN NN = QA DD A -
WRISQRNQARINQARNRAR AN

N
&

25
26’
27"
28’

*Asignado en Figura 1.10 (D,E); * Se usaron sustancias patron; ** Identificado tentativamente; tr: < 1%

Compuesto DB-5
trans-3-Hexen-1-ol 849
a-Pineno* 935
o-Felandreno 1010
3-3-Careno 1013
p-Cimeno* 1030
Limoneno 1034
B-Felandreno 1035
Eucaliptol* 1040
a-Tolualdehido 1049
Fenchona* 1095
Linalol* 1108
Terpinen-4-ol* 1189
a-Terpineol 1201
Estragol* 1222
cis-Anetol 1258
Anisaldehido 1270
trans-Anetol* 1308
Acetato 3-alilfenol 1343
p-Acetonilanisol 1398
Acido p-anisidico 1420
trans-o-Bergamoteno 1442
trans-Foeniculina 1686
Neofitadieno 1838
Acido palmitico 1957
Fitol 2117
Graveolona 2213
Fotoanetol 2308
4-Estigmasten-3-ona 2490

Hidrocarburo. C55-C3g

Ik

DB-
Wax

1386
1018
1177
1156
1269
1195
1207
1208
1647
1401
15562
1615
1702
1675
1761
2036
1844

2165

1591
2268

SDE
tr

70.5

T. filifolia
CENIVAM

MWHD

90

SFE

24.8
tr
tr

64.4

0.6
tr
tr

tr
tr

tr

0.6

CANTIDAD RELATIVA. %

Bolivar
MWHD

SDE
1.2
0.5
0.8
0.6
5.1
1.0
1.0

tr
2.4
1.2
0.6
29

tr

tr

73.0

I. verum

MWHD
tr
tr

0.5
tr
3.0
0.6
0.7
tr
0.9
0.6
0.7
34
0.9
1.9
82.5

SFE
tr
tr

2.5
tr
tr
tr

0.5
tr
tr

0.7
tr

5.6

69.2

SDE
tr
4.1
1.1
tr
tr
10.4
0.6
0.5
1.9
tr

5.6

F. vulgare
MWHD

35
1.3
tr
8.5
0.5
tr
2.5

5.8
0.6
0.9
73.3

SFE

7.7
62.9



Las especies de la familia Apiaceae se conocen por su produccion de cumarinas, que
tienen diversas propiedades, e.g., actividades analgésica, anticoagulante, anti-
inflamatoria, anti-alérgica, antibidtica, antibacteriana, antiviral, hepatoprotectora vy
anticarcinogénica [207,208]. En el extracto aislado por SFE de F. vulgare se identifico
la graveolona (piranocumarina), que se encontréo también en extractos de perejil
(Petroselinum crispum M.) [209] y eneldo (Anethum graveolens L.) [210]. La presencia

de graveolona, empero, no es muy frecuente en la familia Apiaceae.

La familia Asteraceae, igual que la familia Apiaceae (Umbelifera), presenta también un
grupo grande de cumarinas. Una de ellas, la herniarina (7-metoxi-cumarina), se
identificé en los extractos y AE de las flores y hojas de la especie T. lucida bajo
estudio. Céspedes et al. [211] aislaron e identificaron 7 cumarinas en esta misma
especie, incluyendo la herniarina, que demostro ser activa contra levaduras, hongos y
bacterias e inhibidores de crecimiento de plantas [212], esta sustancia se encontré
también, en Lavandula angustifolia, Matricaria recutita, Apium graveolens [213]. El
fotoanetol (dimero del anetol), detectado en el anis (Pimpinela anisum) e hinojo posee
moderados efectos estrogénicos, lo que explica su uso en medicina tradicional, para
incrementar la secrecion de prolactina [214]. Esta sustancia se encontré en el extracto
de SFE de I. verum, sin embargo, no se registré en el extracto SFE, aislado de F.

vulgare.

Los siguientes fueron componentes principales en los AE de las 6 especies
estudiadas, a saber: en A. dracunculus, elemicina (33.3%), sabineno (15.3%), asarona
(14.7%) y metileugenol (14.2%); en Ocimum sp. 2, estragol (49.9%), linalol (11.3%) y
eucaliptol (6.4%); en las hojas de T. lucida se hallaron estragol (93.8%) y B-mirceno
(3.4%) y en sus flores, los mismos constituyentes, pero en cantidades mas bajas, i.e.,
93.2 y 1.3%, respectivamente; en T. filifolia (cultivo experimental CENIVAM) se
identificaron trans-anetol (70.6%) y estragol (27.4%), mientras que, la especie
cultivada en el municipio de Bolivar presenté la misma composicién, pero en
cantidades ligeramente diferentes, frans-anetol (73.0%) y estragol (23.6%); en F.
vulgare se identificaron trans-anetol (73.3%), limoneno (8.5%) y estragol (5.8%); y de

I. verum se aislaron trans-anetol (82.5%), estragol (3.4%), limoneno (3.0%) y
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foeniculina (1.1%). La Figura 1.10 presenta los perfiles cromatogréaficos (corrientes
i6nicas totales reconstruidas) tipicos de los AE aislados por MWHD de T. lucida,

Ocimum sp. 2, A. dracunculus, T. filifolia y F. vulgare, ricos en trans-anetol y estragol.
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Figura 1.10. Cromatogramas (TIC) obtenidos por CG-EM (DB-5, 60 m; El, 70 eV) de los
AE aislados por MWHD de: A. T. lucida; B. Ocimum sp. 2; C. A. dracunculus; D. T. filifolia

y E. F. vulgare.
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La comparacién detallada de las composiciones quimicas de los AE de las especies

estudiadas y reportadas en la literatura se presenta en la Tabla 1.25.

Tabla 1.25. Comparacion de las composiciones quimicas de los AE estudiados con

reportes de la literatura.

Especie Composicion
estudiada encontrada
Elemicina (33%),

sabineno (15%),
asarona (15%),
metileugenol
(14%)

A. dracunculus

Estragol (flores-

T. lucida 93%; hojas -
93%)

| trans-Anetol

. verum

(82%)

trans-Anetol
(73%) estragol
(24%)

T. filifolia

NR — No reportada

Método
aislamiento
(rendimiento, %)

Hidrodestilacion
(1.0-3.4)

Hidrodestilacion
(NR)

Hidrodestilacion

(4)

Destilacion con
vapor (4.6)

Hidrodestilacion

(1)

Hidrodestilacion
(NR)

Hidrodestilacion
(0.4)

Hidrodestilacion
(0.07)

Destilacion con
vapor (3-3.5)
Destilacion con
vapor (NR)

Microextraccion
con solvente
headspace -

hidrodestilacion
(HD-HSME)

Hidrodestilacion

Hidrodestilacion
(0.5)
Destilacion con
vapor (1.2)

NR

93

Pais

Francia,
Rusia

Rusia

Iran

Italia

Turquia

Albania

Canada

Costa
Rica

Vietnam,
China

India

Serbia

Iran

Argentina
Peru
Italia

E.E.U.U.

Composicion
reportada

Estragol (69%)
sabineno (39%),
elemicina (16%),

metileugenol (15%)
Sabineno (30%),
metileugenol
(>25%)
trans-Anetol (21%),
a-ocimeno (21%),
limoneno (12%)
trans-Anetol (563%),
cis-allo-ocimeno
(15%),
cis-ocimeno (11%),
trans-ocimeno (9%)

cis-Anetol (81%)

5-Fenil-1,3-
pentadiino (11%),
metileugenol (9%),
capilarina (4%)
Metileugenol (36%),
terpinoleno (19%),
estragol (16%)

Referencias

[3,12,215]

[105]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

Estragol (flores-
93%; hojas - 93%)

trans-Anetol
(85-90%)
trans-Anetol
(94%)
trans-Anetol
(91%)

(86]

[3,108]
[221]

[222]

trans-Anetol

(81%) [223]

trans-Anetol -
estragol (97%)
cis-Anetol (68%),
estragol (14%)
Estragol
(78%)
Estragol
(95%)

[96]
[97]
(89]

(98]



Tabla 1.25 continuacion.

. s Método s
EEpEa R aislamiento Pais S Referencias
estudiada encontrada (rendimiento, %) reportada
. o trans-anetol (69%),
H'dm‘(’gsg')'ac"’" Iran fenchona (11%), [224]
: limoneno (10%).
. o trans-Anetol (70%),
H'dr"‘(’?szt')'ac'm India fenchona (9%), [225]
) estragol (5%)
(QT4) trans-Anetol
(31%), estragol
(24%), a-felandreno
(23%); (QT?) trans-
anetol (28%),
] e a-pineno (24%),
F. vulgare (73%) Deeliscion e limoneno (23%);
’ limoneno (8%), vapor Italia (QT3) estragol ’ [226]
estragol (6%) (0.04-0.4) =13 9
(43%), a-felandreno
(33%); (QT4)
estragol (47%),
a-pineno (21%);
(QTs) o-felandreno
(82%)
Destilacién con Limoneno (14-74%),
vapor Israel trans-anetol (11- [227]
(0.1-3.0) 84%)
Hidrodestilacion . trans-Anetol
(3-6) Turquia (82-88%). [228]
Estragol (52%),
. o linalol (20%);
H'dr(%d;_sg”\;j‘)c"’” Iran Estragol (40%) [229]
- geranial (28%),
neral (18%)
Hexano . Estragol (30,9-
Estragol (50%) (0.4-1.7) — Ciltee) =0
Ocimum sp. 2 . ok Hidrodestilacion . Estragol (13-87%),
linalol (11%) (0.4-9.0) Australia linalol (30-65%) [179]
. o L Estragol (60%),
Hidrodestilacion Nigeria linalol (10%) [231]
Destilacién con . o
vapor (NR) Japon Estragol (1-83%) [595]
Destilacion con . Estragol (33-52%),
vapor (NR) ] linalol (17-42%) [172]

NR — No reportada, QT - Quimiotipo

El interés mostrado por las especies con alto contenido de trans-anetol y estragol y su
posible aplicacion en la industria de sabores y aromas, se debe a que estos
compuestos tienen propiedades organolépticas similares quizas por su parecido
estructural (isbmeros de posicidon). Sin embargo, con los datos cromatograficos y
espectrales (Tabla 1.26) se pueden observar varias diferencias al comparar las
estabilidades relativas de iones moleculares (Ww:) y fragmentos junto con los

parametros de retencion cromatografica (Ir).
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Tabla 1.26. Caracteristicas cromatografico-espectroscopicas del trans-anetol, cis-anetol y
estragol.
indice de retencién

.

Compuesto Columna Columna i, D I/ Ipcray/In® ot
apolar polar OCH3M
Estragol 1219 1682 1.241 6.22 0.56 0.21 0.30
cis-Anetol 1258 1767 NC 5.13 0.54 0.20 0.24
trans-Anetol 1323 1843 1.449 5.07 0.50 0.24 0.31

NC — No calculado; Valor experimental; ~Valor calculado

De acuerdo con los I registrados en la Tabla 1.26, la retencion de los tres isomeros,
estragol, cis-anetol y trans-anetol, fue diferente en las columnas cromatograficas. El
mayor caracter polar del trans-anetol se evidencia por su mayor retencion en la

columna polar (Ig) y concuerda con el valor de su momento dipolar (u).

La estabilidad de los iones moleculares de los tres compuestos, basados en los
calculos, indica que el ion molecular del estragol es el mas estable; las relaciones
entre intensidades de los iones producto de pérdidas comunes, e.g., H, CHs y CH;0,

y las de sus iones moleculares, para los tres compuestos son diferentes.

La asarona (15%) y la elemicina (33%) fueron los constituyentes encontrados en el AE
de A. dracunculus, que son derivados metoxilados del frans-anetol y estragol,
respectivamente. Se presume que la elimicina posee propiedades alucinégenas o
psicotrépicas [8], anti-estrés [232] y potencial actividad antibacteriana [233]; la

asarona presenta efectos sedativo y estimulante [234].

Los espectros de masas y la disociacion que padece la elemicina se presentan en la
Figura 1.11 y en el Esquema 1.6, respectivamente. Los datos cromatograficos y

espectrales detallados confirman las diferencias estructurales presentes (Tabla 1.27).

Tabla 1.27. Caracteristicas cromatograficas y espectroscopicas de la asarona y la
elemicina.
Indice de retencién

lim-CH3- lim- Iv-cH3-

Compuesto | Columna Columna W+ I[,\,._CH?,]/IM+ i 0t e
apolar polar coylm cH3o) Im CH30}/ Im

Elemicina 1557 2235 0.054 0.57 0.08 0.07 0.008

Asarona 1653 2406 0.065 0.49 0.34 0.05 0.14
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133
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igura 1.11

sff)r()ar(c’?terrcl)yg de masas (El, 70 eV) de la asarona y la elemicina.

Segun la Tabla 1.27, los calculos de estabilidad de los iones moleculares , Wy, de
los dos compuestos muestran que ellos producen muchos iones-fragmento a partir de
sus iones moleculares; los cocientes entre intensidades de los iones producto de
pérdidas comunes, e.g., CHs, CH30" y CO, y las de sus iones moleculares, tienen
valores diferentes. El valor para la elemicina del cociente Ijm.chs-chHzo)/Iw+ €S bajo (~0),
puesto que el ion correspondiente en m/z 162, es de muy baja intensidad en su

espectro de masas.

H;CO- +
—o— [M-OCHj)

m/z 177 (7%)

M’;

+

. m/z 208 (100%)

CH';'
—5— [M-CHj
m/'z 193 (57%)

O [M-CH;-CO| 2~

m/'z 165 (8%)

CH-»O

[M-CH;-CO- CH0|"
m/'z 135 (6%)

Esquema 1.6. Ruta de fragmentacién de la elemicina.

Los grupos sustituyentes presentes en la estructura de la elemicina se relacionaron

con las pérdidas mas importantes en el espectro de masas, asi: el grupo CHs (15
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unidades), CH3;O (31 unidades), CH,O (30 unidades) proveniente de CH30 y el grupo
CO (28 unidades) de la funcion éter en el anillo aromatico. Los fragmentos con m/z 91

y 65 son caracteristicos del grupo bencilo.

Los espectros de masas de las cumarinas identificadas por CG-EM (El, 70 eV), en los
extractos aislados por SFE de T. lucida y F. vulgare, se muestran en las Figuras 1.12
y 1.13. Estas sustancias (herniarina y graveolona) son de interés particular por sus
actividades biolégicas demostradas [235,236]. La ruta de fragmentacion de cada

molécula se exhibe en los Esquemas 1.7 y 1.8, correspondientemente.

L%
176
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| /O © o 148
133
50+ -
51 77
105
89
s m Pule [ Swm T m
[© e e “‘ ...........
f0 20 30 40 50 60 70 8 9 100 120 130 140 150 160 170 180 180 g%

(mainlib) 2H-1-Benzop yran-2-one, 7-methoxy-

Figura 1.12. Espectro ‘de masas (El, 70 eV) de la 7-metoxi-cumarina (herniarina).
El patrén de fragmentacion de la herniarina esta definido por las pérdidas de las
funciones quimicas presentes en la estructura, asi: los grupos CO (28 unidades) de la

funciones éster y éter del anillo y CH3; (15 unidades) del grupo metoxi.

ot

] 0._0 o+ .
g m 2. mco| " -2~ m-co-col”

/ b /2120 (3%
M™, /= 176 (100%) m/'z 148 (67%) m'z (3%)

-CH;' -CH;"

+ CO + CO

[M-CO-CH;| " —%2» [M-CO-CH;-CO| " —%2~ [M-CO-CH;-CO-CO| "
m/z 133 (62%) m/z 105 (10%) m/z 77 (15%)
Esquema 1.7. Ruta de fragmentacion de la 7-metoxi-cumarina.
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Esquema 1.8. Ruta de fragmentacién de la graveolona.

Las pérdidas de las funciones quimicas constituyen la fragmentacion de la estructura
de graveolona, asi: 15 unidades (CH3) del metoxi, 28 unidades del grupo CO de las
funciones éster, éter y cetona de los anillos. Las pérdidas isobutileno (C4Hgs, 56
unidades) y su radical (C4H7, 55 unidades) produjeron iones-diagnostico en m/z 188 y
189, respectivamente, la primera como consecuencia de la ruptura retro Diels-Alder
(RDA).

La foeniculina (isopentenil éter del chavicol) es uno de los biomarcadores de la familia
Umbelliferae y se ha encontrado también en el AE de hinojo [237]; sin embargo, en
esta investigacion no se detectd en ninguno de los extractos y AE aislados de F.
vulgare. Sin embargo, si se encontré en el AE y en los extractos de I. verum. La
foeniculina es uno de los constituyentes importantes de los extractos (hasta 5%) y AE
de I. verum [107,238,239] y su presencia en el AE de Pimpinella anisum es un

indicador de su adulteracion con AE de I. verum [240]. El espectro de masas y su ruta
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de fragmentacion se muestran en la Figura 114 y en el Esquema 1.9,

respectivamente.
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Esquema 1.9. Ruta de fragmentacion de la foeniculina.

El patron de fragmentacion de la foeniculina se distingue por las pérdidas de la unidad
de isopreno (CsHg) y de los radicales CsHy (isoprenilo) y CyHgOr, estos dos ultimos
siendo los iones complementarios de la estructura; y por la aparicion del ion alilo
(CsHs) en m/z 41.

Los datos cromatografico-espectroscopicos de los éteres analizados (trans-anetol,

estragol, elemicina, y asarona) fueron una herramienta util para la diferenciacion
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estructural de estos compuestos. Los AE de las especies vegetales de F. vulgare, I.
verum, Ocimum sp. 2, T. filifolia y T. lucida presentaron cantidades relativas entre 70-
83% y 6-93% de trans-anetol y estragol, respectivamente, con rendimientos entre 0.2-
2.0%.

1.10 CONCLUSIONES

1. Los AE de la mayoria de las especies estudiadas de la familia Asteraceae, tuvieron
como constituyentes principales al estragol y frans-anetol: los AE de las flores y hojas
de Tagetes lucida y Tagetes filifolia fueron una fuente de estragol (93%) y trans-anetol
(70%), respectivamente, con un buen rendimiento en sus AE (0.9% para T. lucida y
1.6% para T. filifolia); en el AE de Artemisia dracunculus se identificaron como
constituyentes mayoritarios la elemicina, metileugenol y asarona (~62%); en los
extractos SFE de las flores y hojas de T. lucida se encontrd herniarina, componente
mas abundante (70%) en el extracto de las hojas. El aislamiento de esta cumarina
seria importante para determinar su rol en las propiedades bioldgicas atribuidas a

Tagetes lucida.

2. Las cetonas monoterpénicas (mentonas y pulegonas) y los alcoholes
monoterpénicos (terpineoles) fueron los componentes mas abundantes identificados
en los extractos de S. brownei y O. majorana. No obstante, los compuestos de interés
(timol, carvacrol, estragol y trans-anetol) se encontraron en estos extractos en

cantidades muy bajas (S. brownei) o no se encontraron (O. majorana).

3. De los AE y extractos estudiados, en cuanto al contenido de timol y carvacrol, se
encontr6 que el AE de T. vulgaris presentdé el mayor contenido de timol (34%);
mientras que, el carvacrol fue el componente mayoritario (~54%) del AE de P.
amboinicus. Sin embargo, los rendimientos fueron muy bajos: 0.2 y 0.1%,
respectivamente. EI AE con mayor rendimiento (2.3%) fue L. origanoides que presento

44% de carvacrol, convirtiéndolo en una especie promisoria para la industria de AE.
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4. La aplicacion del andlisis estadistico multivariable a los resultados obtenidos, de los
extractos por SDE de las albahacas, permitié relacionar las especies estudiadas con
sSu composicion quimica, encontrandose ademas, las variables que afectaban
significativamente esta clasificacion. Los subgrupos fueron: especies con alto

contenido de citral, estragol, trans-cinamato de metilo, linalol y eugenol.

5. La especie Ocimum sp. 2 (familia Lamiaceae) exhibidé como principal constituyente
al estragol (45.0%); las especies F. vulgare (Umbelliferae) e I. verum (llliciaceae)
presentaron al frans-anetol como compuesto mayoritario en sus AE: 73 y 82%,
correspondientemente; ademas, en sus extractos por SFE se identificaron graveolona
(piranocumarina) y fotoanetol, los cuales no han sido reportados aun en la literatura

para estas especies.
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2. SINTESIS DE 2,5-DIHIDRO-1-BENZOXEPINAS, SESQUITERPENOIDES
ANALOGOS DE HELIANNANOS: EMPLEO DE ALGUNOS COMPUESTOS
FENOLICOS Y ACEITES ESENCIALES QUE LOS CONTIENEN

2.1 INTRODUCCION

Los heliannanos son un tipo de sesquiterpenoides oxigenados relativamente nuevos
(ca. 15 anos), aislados de especies del reino vegetal, como el girasol (Helianthus
annuus) [1] y de animales, como la esponja indo-pacifica Haliclona fascigera [2], que
tienen en comun un anillo aromatico fusionado con un heterociclo de tamafio variable
(6-8 miembros), que posee un atomo de oxigeno. Este tipo de compuestos en
Helianthus annuus mostraron, inicialmente, propiedades alelopaticas que inhibieron el
crecimiento de especies dicotiledoneas [3] y, posteriormente, se descubrié su amplio

espectro de actividades bioldgicas [1,4-6].

Sin embargo, a pesar de las benéficas y particulares bioactividades que los
heliannanos exhiben, su cantidad en las fuentes naturales es muy baja, lo que limita
su posible uso directo, e.g., como herbicida [7], lo que implica la eliminacién de esta
fuente o se requiere una inversién muy alta para su industrializacion. Asi que, desde
el advenimiento de la sintesis organica, como respuesta a estas dificultades, junto con
el desarrollo de las técnicas analiticas para su identificacién [8], hoy dia se pudo
ontener y caracterizar estructuralmente, no solamente heliannanos sino una plétora de

sustancias bioactivas similares, a través de muchas y variables rutas sintéticas.

Los heliannanos no son los unicos compuestos encontrados en la naturaleza que
presentan un heterociclo con un atomo de oxigeno, existe también una inmensa
diversidad de productos naturales que contienen en su estructura molecular un
oxaciclo de siete miembros [9]. No obstante, el desarrollo de rutas sintéticas para la
preparacion de anillos oxigenados fusionados de siete miembros ha atraido la

atencion debido a su interesante y amplia farmacologia (actividades herbicida,
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antiviral, antifungica y propiedades de bloqueo del canal i6nico) de los compuestos
que poseen este esqueleto heterociclico [10]. Los persistentes retos asociados con la
construccion de oxaciclos orto-condensados con estereoquimica absoluta [11] trae
como consecuencia de esta importante caracteristica el desarrollo de una multitud de

rutas sintéticas para formar los sistemas de anillo benzoxepinico.

En la literatura se han reportado las sintesis de derivados de 1-benzoxepinas a partir
de fenoles [10,12], pero su quimica y propiedades apenas se conocen. Algunos
métodos sintéticos presentan ciertas desventajas como condiciones severas y pasos
de reaccidon multiples, intermediarios comercialmente no-disponibles y la baja
eficiencia. Por lo tanto, es necesario desarrollar y ampliar métodos mas practicos y
eficientes para la preparacién de 1-benzoxepinas sustituidas. Desde que Grubbs et al.
[13], descubrieron en 1995 un nuevo complejo de rutenio-alquilideno como catalizador
para la metatesis con cierre de anillo (RCM), este catalizador ha venido aplicandose
en extenso en la sintesis organica y ha sido util en la construccion de anillos

heterociclicos de tamafio mediano [14].

El propdsito de esta parte del trabajo de investigacion fue desarrollar una ruta sintética
en cuatro etapas para la obtenciéon de nuevas 1-benzoxepinas sustituidas, a partir de
fenoles sustituidos y aceites esenciales que contienen timol y carvacrol. Se utilizaron
como principales herramientas sintéticas la transposicion de Claisen y la metatesis
con cierre de anillo. Todos los compuestos precursores, intermediarios y productos
finales fueron caracterizados mediante las técnicas espectroscopicas convencionales
[infrarojo (IR), cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

y resonancia magnética nuclear (RMN)].

2.2 GENERALIDADES DE LOS DERIVADOS DE 1-BENZOXEPINAS

Una benz[b]oxepina o 1-benzoxepina es un o-heterociclo con un anillo de benceno (A)
orto-fusionado a un monociclo de siete miembros (B) con un aomo de oxigeno
(Figura 2.1a) [15]. En la naturaleza se encuentran derivados de 1-benzoxepinas con

una variedad de sustituyentes como 2,5-dihidro-1-benzoxepinas (Figura 2.1b) y

124



2,3,4,5-tetrahidro-1-benzoxepinas (Figura 2.1c), que constituyen la estructura base de
algunos sesquiterpenos con ciertas bioactividades. Estos compuestos han sido
aislados de plantas como Helianthus annuus [3,16], Radula complanata [17],
Hemizonia lobbii [18], Delphinium formosum [19], Ptaeroxylon obliquum [20], Bauhinia
racemosa Lamk. [21], Aglaia edulis [22] y otras especies [23], del hongo Ulocladium
botrytis obtenido de la esponja marina Myxilla incrustans [24,25], de la esponja indo-
pacifica Haliclona fascigera [2], de la resina del hongo Mycena galopus [26], del hongo
Flammulina velutipes [27] y de la fermentacibn de hongos de especies Pterula
[4,5,28].

] 5 4

? B\ . b R_/| \ R_/l
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Figura 2.1. 1-Benzoxepina y algunos de sus derivados.

Estos compuestos han presentado bioactividades alelopaticas, herbicida [7,29-31],
antibiotica [4,32], fungicida [5], insecticida [6], antimicrobiana [27] y antagonica en la
vasopresina, inhibitoria para la calmodulina [10] y antagdénica contra
NADH:ubiquinona-oxidoreductasa [5,28,33]; ademas, de su posible utilizaciéon como
estrogeno no esteroidal en terapia alternativa de reemplazo del estradiol [34], como

agentes anti-implante [35], a-simpatomimético y anorexigénico [36].

2.3 ESTUDIO SINTETICO DE LOS DERIVADOS DE HELIANNANOS

Los heliannuoles B-D (1-3) (Figura 2.2) fueron los primeros compuestos
biolégicamente activos con esta estructura heterociclica, aislados de las hojas de

girasoles Helianthus annuus, mostraron actividad alelopatica comprobada contra

especies dicotiledoneas (Lactuca sativa y Lepidium sativum) [3].
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Heliannuol B (1) Heliannuol C (2) Heliannuol D (3)
Figura 2.2. Heliannuoles B-D aislados de Helianthus annuus.

En el afo 1999, Macias et al. [37] aislaron y caracterizaron 3 nuevos heliannuoles (F, |
y J) (4-6) (Figura 2.3) de la misma especie Helianthus annuus con la misma
estructura base. De éstos, los heliannuoles F e | también inhibieron el crecimiento de

especies dicotiledéneas.

: 0 =0
0™ . 0™, . 0™, .
/\OH OH OH
(+)-Heliannuol F (4) (-)-Heliannuol I (5) (-)-Heliannuol J (6)

Figura 2.3. Heliannuoles F, | y J aislados de Helianthus annuus.

La sintesis de compuestos con oxaciclos de este tipo se encuentra clasificada en
cinco estrategias generales (Esquema 2.1). Las dos primeras estrategias involucran
la ciclacion de precursores aciclicos a través de formacion de enlaces C-C o enlaces
C-O [9,11,38,39]. La formacién de enlaces C-O se efectua por medio de ataque
intramolecular de alcoholes sobre epoxidos, carbonilos y acetales, siendo ésta la ruta
mas desarrollada ya que ofrece métodos altamente eficientes. La tercera ruta consiste
en la formacion de lactonas por oxidacion de Baeyer-Villiger [40,41] y lactonizacién de
hidroxi-acidos [42,43], con posterior conversion en oxepenos [9,11]. La penultima
alternativa, es la expansién de anillo de 3-6 miembros [38] y finalmente, ciclacion
mediante metales de transicion que incluye metatesis olefinica, diazo-ciclaciones vy
acoplamiento catalizado por paladio (alquilacién), que involucran la generacién tanto

de enlaces C-C, como enlaces C-O [9,11,39].
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Los primeros compuestos de 1-benzoxepina sintetizados fueron los heliannuoles. Una
de la sintesis formal propuesta para el heliannuol D (3) fue realizada por Tuhina et al.

[25], quienes usaron una tactica de expansion de anillo.

Su sintesis total enantiocontrolada fue realizada por Takabatake et al. [44] via
ciclacion intramolecular mediada por una base de un epoxido fendlico (7), cuya
reaccion intramolecular para formar el éter arilico produjo el heliannuol D mediante el
modo de ciclacion 7-exo, con establecimiento de la estructura absoluta (Esquema
2.2).

1. Ciclacion a través de formacion de enlace C-C . Ciclacion a través de formacion de enlace C-O
0 20 SnBu; Oﬂ 0
‘ (f C) — w0l
3. Formacion de lactonas y funcionalizacion 4. Expansion de anillo
R’

0.0 o_ R 0
~U-0 -
7 OR
5. Anulaciones catalizadas por metales
JO 0
- O
/
Esquema 2.1. Estrategias generales para la sintesis de oxaciclos de 7 miembros.

1. MOMCI

HO 2. iPr,NEt HO
3. 4-DMAP 1. CsF 1.NaOH. 5% (ac.) 1. HCL. 6M
OH t.a., C;H2CI2 l,a,.“DMF l.a l,a,..THF o
0 () (ii) (iii) (iv)
(7 3) OH

MOMCI - Metoximetilcloruro: 4-DMAP -
Esquema 2.2. Sintesis de heliannuoles A y D propuesta por Takabatake.

Otros compuestos con estructura base de 1-benzoxepina son el acido pterulinico (8),
pterulona (9) y pterulona B (10) (Figura 2.4), los cuales son sustancias halogenadas

aisladas de especies Pterula [4] y presentan potente actividad antifungica [5].
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Figura 2.4. Acido pterulinico (8), pterulona (9) y pterulona B (10).

Lemaire et al. [45] sintetizaron este tipo de moléculas (17,18) mediante una reaccion
de cicloanulaciéon que involucra 2-hidroxibenzil-fenil-sulfonas (11,12) como reactivo
1,4-dinucleofilico y 3-halo-2-halometil-1-propilenos como reactivos 1,3-dielectrofilico
(Esquema 2.3).

1 THF , 1.CI"PPhsCH,CI

50Ph Rt 3 Liivps PhO,S qu S (BuLl 1CH;C
R 3.LiBr R ? DBU T]]F

=+ —_—
ta ?8 C-ta \C()j

OH R, CH;Cly
R=COCH; (11) R,=Cl,1 R=COCH; (l3l R= L()(.]I (l"t) R= LOCII (17
R=C0,CH; (12) R=C03CII3(I4) R=(_‘03CH_;(I6] R= L01(II (18)

R.= Alquilo, alilo,

bencilo

Esquema 2.3. Reaccion de cicloanulacién para la sintesis de pterulonas.

Otras rutas reportadas para la sintesis de pterulona son: (a) empleo de reacciones de
Wittig y Friedel-Crafts [46]; (b) uso de un éter bidentado y dos reacciones de Wittig
sucesivas en 4 6 5 etapas [33,47] y (c): empleo de RCM y reacciones de oxidacion y
de Wittig [48]. Dentro de estos métodos, el de Huang et al. [33] parece sobresalir por
su elegancia. La sintesis del compuesto (22) consiste en la reaccion de o-acilacién del
aldehido salicilico (19) con el reactivo de Wittig (20), que produce un intermedio (21)
capaz de reaccionar intramolecularmente y formar un anillo de 1-benzoxepin-3(2H)-
ona (22) (Esquema 2.4).

Br CHO Br CHO ppy, Br ==
\@E 1. NaOEt/KI/THF A[H - . (0]
2.A, O
OH ’ © 0

Ph,4P. Cl 0 0
19 X (63%)
) (20) 21 (22)
Esquema 2.4. Preparacion de 7-bromobenzoxepin-3(2H)-ona (22) via reaccién de o-
acilacion/Wittig tandem.
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Radulanina A (23) y sus analogos (24) y (25) son otros derivados interesantes del tipo

de 2,5-dihidro-1-benzoxepina (Figura 2.5).

HOOC. ; \/j
COOH

Radulanina A (23) (24) (25)

Figura 2.5. Estructura de la radulanina A (23), del acido 9-hidroxi-3-metil-2,5-dihidro-1-
benzoxepin-7-carboxilico (24) y radulanina E (25).

Estas moléculas fueron aisladas de especies Radula, Haliclona fascigera y Hemizonia
lobbii y se reportan 3 tacticas para su preparacion: (a) sintesis, que usa como
herramientas sintéticas RCM y metalacion orto-dirigida regioespecifica, propuesta y
realizada por Snieckus y su grupo [49]; (b) sintesis, que involucra el acoplamiento de
Stille y la reaccion de Mitsunobu en su version intramolecular, disefada por
Yamaguchi et al. [12]; (c) la sintesis de analogos de la radulanina (24) y (25), a partir
de 3-metil-6-oxo-8-(feniletil)-2,5-dihidro-1-benzoxepina o-protegida, formilacion de

Vilsmeier y oxidacion del grupo carbaldehido [50].

La sintesis de Yamagachi, en tres pasos, se basa en: i) proteccion del grupo OH (con
TBSCI o MOMCI) y bromacion de metilo (con NBS o PBr3) del o-cresol; ii)
acoplamiento Stille (catalizado por Pd) y desproteccion de TBS y MOM con TBAF y
HCI con la obtencion de (29); y iii) ciclaciéon Mitsunobu del diol (29) empleando
trifenilfosfina y azodicarboxilato de dietilo en THF a temperatura ambiente, lo que

genera el producto final (30) (Esquema 2.5).
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OR’ (28) OTHP OR’
Pd,(dba);-CHCls TBAF y PPTS
Br AsPh, para R=TBS \
DME, 85 =C HCI conc. - MeOH
Ph OR para R=MOM Ph OH o
(26) R’=Me; a) R=TBS; b) R=-MOM (29)
(27)R'=H; a) R=TBS; b) R=-MOM OR’
m PhyP, DEAD
- o THF/ta., 1h
(30)

Esquema 2.5. Procedimiento aplicado a la sintesis de radulanina A y su éter metilico.

2.4 HERRAMIENTAS SINTETICAS PARA CONSTRUCCION DE ENLACES C-C

2.41 Transposicion de Claisen. Esta transposicion pertenece al grupo de las
reacciones periciclicas, un “desplazamiento o transposicion sigmatrépica”, donde hay
migracion intramolecular de un atomo de H o de un grupo alquilico a un enlace [ por
accion térmica o fotoquimica [51]. La transposicion de Claisen fue reportada en 1912
e involucra la transformacion térmica (temperaturas entre 150-225°C) de un alil-vinil-
éter en un compuesto carbonil-homoalilico [51-54] (Esquema 2.6).

X=0, Claisen
=8, tio-Claisen

— —
X L X
- =NH, aza-Claisen

Esquema 2.6. Representacién general del desplazamiento sigmatrdpico [3,3] en funcion
del atomo central X.

Cuando los alil-aril-éteres (31) se someten a calentamiento se reordenan a los o-alil-
fenoles (33). Si los éteres (31) no contienen sustituyentes en la posicion orto (31,
R1=H), el desplazamiento sigmatrdpico [3,3] inicial dara un intermediario tipo orto-
dienona (32), que se enoliza para formar el producto mas estable, el o-alil-fenol (33)
[61,53,55,56]. Si la posicidon orto de los éteres esta ocupada por un sustituyente (31,
R4#H), un subsecuente desplazamiento [3,3] resultara en la formacion del p-alil-fenol

(36), via intermediarios (l) o-quinénico (34) y p-quindnico (35) (Esquema 2.7) [57,58].
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(34) I, (35) (36)
Esquema 2.7. Mecanismo general de la transposicion de Claisen.

En la migracion orto- el grupo alilico siempre experimenta un desplazamiento alilico;
es decir, el sustituyente o al oxigeno es ahora y al anillo y viceversa [51,59]
(Esquema 2.8). En cambio, en la migracién para- nunca hay desplazamiento alilico: el

grupo alilo se encuentra exactamente como estaba en el éter original [51,54,55,58,59].

O>F R Lento - B Rapido OHB
\r; B H X R;| Tautomeros xR
Y (v} Y o ¥
(37) (38)

Esquema 2.8. Observacion del desplazamiento alilico en transposicion de Claisen.

La evidencia de que la transposicién de Claisen es un proceso concertado se apoya
en que la reaccién no utiliza catalizador, es de primer orden respecto al éter, la
ausencia de productos cruzados cuando hay mezclas y la existencia del
desplazamiento alilico (presente sélo por este mecanismo) [51,58,60,61], demostrado
este ultimo por marcaje isotopico con “C [62]. Aunque, no se puede analizar la
geometria del estado de transicion (ET) por medios directos, se emplean métodos
cinéticos indirectos [59,63] y calculos tedricos [64], lo que sugieren, el caracter ciclico
intramolecular con preferencia por la topologia de silla, pero no hay informacién
suficiente acerca del grado de especificidad en la selectividad silla-bote
[63,58,60,64,65].

Puesto que el mecanismo de la transposicidon de Claisen es no-idnico [51], no deberia

depender del tipo de sustituyente presente en el anillo. Sin embargo, grupos
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electrodonadores incrementan la velocidad de reaccion y grupos electroatrayentes la
disminuyen, aunque este efecto es menor si se compara con otras variables
(temperatura, tiempo). Por otro lado, la influencia del disolvente es marcada: las
velocidades variaron en un rango de 300 veces cuando se probaron 17 disolventes
diferentes, de acuerdo con White y Wolfarth [66,67]. Un disolvente adecuado fue el
acido trifluoroacético [68,69], en el cual la reaccion se puede llevar a cabo a
temperatura ambiente [53,55,58,60].

La mayoria de las transposiciones de Claisen se efectuan sin catalizador; no obstante,
se han utilizado algunos acidos de Lewis (AICI;, BCl;, SbCls, ZnCl, y BFj)
[63,55,58,70-73], acidos de Bronsted, bases, complejos Rh (l) y Pt (0), silica gel,
zeolitas y arcillas aciduladas como catalizadores [53,55,56,58,70]. También, se han
empleado la radiacién de microondas sobre gel de silice para inducir la transposicién
[74,75] junto con liquidos idnicos con una reduccion de tiempo y una alta eficiencia del
proceso [76]; y agua como disolvente en un reactor por lotes con microondas
presurizado y en autoclaves con calentamiento convencional, a una temperatura de
300°C [78-80].

2.4.2 Metatesis olefinica. La metatesis (del griego meta — cambio y thesis — posicion)
olefinica es un proceso catalitico cuyo paso clave es la reaccidon entre una olefina y un
complejo metal-alquilideno, generando intercambio de grupos en los enlaces C-C
alrededor del doble enlace [13,81-85]. Este tipo de metatesis no utiliza reactivos
adicionales sino la cantidad catalitica del metal-carbeno y el unico producto adicional

de la reaccion es, en la mayoria de los casos, una olefina volatil como el etileno [86].

La metatesis olefinica se encuentra clasificada en cinco tipos de reaccion
fundamentales (Esquema 2.9) y dependiendo de la estructura de la olefina, la
metatesis puede ocurrir inter- o intramolecularmente. La metatesis intermolecular de
dos alquenos se denomina metatesis entrecruzada (CM). Si la metatesis
intermolecular de a,»-dienos conduce a estructuras poliméricas, se le conoce como
metatesis aciclica de dienos (ADMET). La metatesis intramolecular de estos sustratos

produce cicloalquenos (metatesis con cierre de anillo — RCM) y la reaccion inversa es
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la escision de un cicloalqueno con etileno u otro alqueno (metatesis con apertura de
anillo — ROM). En la ausencia de un alqueno aciclico, la metatesis con apertura de
anillo puede ser el paso inicial para una reaccién de polimerizacion (polimerizacion por
metatesis con apertura de anillo - ROMP) [82,84-87].

()in  Metdtesis con cierre de anillo (RCM) m

Metdtesis con apertura de anillo (ROM)

Polimerizacién por metatesis Polimerizacion por metatesis
entrecruzada aciclica (ADMET) con apertura de anillo (ROMP)

R'\/\R& R"\/\R Metatesis entrecruzada de olefinas (CM)
2 -4

Ry R, + Renz
3 -4

Esquema 2.9. Tipos de metatesis olefinica: (1) RCM; (2) ROM; (3) ROMP; (4) CM y (5)
ADMET.

2.4.2.1 Metatesis con cierre de anillo — RCM. En el proceso de RCM, una a,»-
diolefina reacciona con un metal-alquilideno para producir un cicloalqueno y un
alqueno volatil, como consecuencia de la metatesis olefinica intramolecular. El
intermediario metal-alquilideno dentro del sistema presenta dos rutas competitivas: (a)
la RCM produciendo cicloaductos (ruta A) o (b) reacciones intermoleculares para
formar aductos poliméricos (ADMET, ruta B) (Esquema 2.10). Ademas, la reaccioén se
puede complicar por la posibilidad que ocurra la ROMP [13,88].

X ;
(CHy)n J/ tCH’ ~—— X {CH,)n + HC=CH,
PN ™= Ruta A 7
A
X:0, NR, CHR o
n=1-3, etc. ¥
[M] = Complejo metal 'y
m=Unidades monoméricas X
\—> )n
Ruta B
m

Esquema 2.10. Diagrama general de metatesis con cierre de anillo.

El éxito de la reaccion de ciclacion a través la metatesis olefinica esta influido en gran

medida, por los dos factores principales: (1) eficiencia del catalizador y (2) naturaleza
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de los anillos resultantes: tamano de los anillos y grupos funcionales/sustituyentes

presentes en el sustrato [89,90].

* Mecanismo de metatesis olefinica. Aunque la estabilidad relativa de los carbenos
y metalociclobutanos cambia con las condiciones de reaccién, composicién del
catalizador y sustitucion de los alquenos [91], el mecanismo de metatesis olefinica es
el mismo para todos los catalizadores [83]. Durante el periodo de exploracién de la
metatesis, varias hipétesis mecanisticas existieron [92-95], incluyendo los modelos del
ciclobutano-metal coordinado y metalo-ciclopentano. Sin embargo, en el afio 1971
Yves Chauvin (del Instituto Francés del Petroleo) y Jean-Louis Hérisson publicaron el

mecanismo que es aceptado hoy dia por la comunidad cientifica [83].

En la parte (a), un metal-carbeno actia como catalizador para metatetizar dos
alquenos terminales, en un alqueno interno (mezcla de isémeros E y Z) y etileno. La
parte (b) muestra el ciclo catalitico propuesto por Chauvin (Esquema 2.11). El metal-
alquilideno reacciona con la olefina, experimentando una cicloadicion [2+2] para
formar un intermediario metalociclobutano. La cicloreversion de este intermediario
produce etileno y una nueva especie metal-alquilideno, constituido por el metal con su
ligando y un alquilideno de la olefina de partida. Sucesivamente, se repiten la
cicloadicion [2+2] entre el nuevo metal-alquilideno y una nueva molécula olefinica
(otro intermediario metalociclobutano) vy, la cicloreversion de este ultimo intermediario
para producir el alqueno de interés y regenerar el metal-metileno de partida, el cual

esta listo para iniciar el ciclo catalitico [83,85,90].
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R~ + Ron s =— Ri A R, + — (a) Ecuacion general

Ring R, N M= \ f
M
(b) Ciclo catalitico

Ry~ -/ R M H,C=CH,

Esquema 2.11. Mecanismo propuesto por Chauvin y Hérisson para la metatesis olefinica.

* Catalizador de Grubbs de primera generaciéon. En el afio 1996 se desarroll6 una
ruta eficiente para la preparacion de complejo de bencilideno-rutenio, que demostro la
alta actividad y rapida iniciacion de esta familia de catalizadores (Esquema 2.12)
[96,97]. Sin embargo, este complejo forma dimeros (enlaces entre los atomos de Ru)
después de la disociacion del ligando de la fosfina en solucién [98,99], con ello, la
concentracion del catalizador disminuye y los numeros turnover (# de reacciones por

unidad de tiempo) bajan durante la metatesis.

PCV}
(PPhy)RuCl, L PRCHN: (I,Ru_
2.CP oy

Esquema 2.12. Preparacion del catalizador de Grubbs de primera generacion.

El paso inicial y determinante de la reaccion con el catalizador de Grubbs en el ciclo
catalitico es la disociacion de la fosfina (PCy;) [100] desde el centro del metal,
generando la especie intermediaria de monofosfina con 14 e [101-103]. El segundo
paso es la coordinacion de la olefina con el intermediario de rutenio, la cual se logra
cuando ellos se orientan colinealmente, maximizando el enlazamiento [ alrededor del
centro octahedral d® del metal [82]. El tercer paso es la formaciéon del
metalociclobutano y el ultimo paso es el reordenamiento del doble enlace para

generar el producto (Esquema 2.13) [90,103,104].
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Cl-Ru=/
PR;’
L-PCy;
ki | ke @
+PR;” || -PR;"™"
o Ph
) Loopn R ©)
MCI’_R”:/ \ k
ks 14¢ \
LI‘ Ph -2 LI, Ph
Cl-,—Ru—W Cly-Ru=/

KN L ph /K
@ Clg—Ruj @
Ry
Esquema 2.13. Mecanismo de metatesis utilizando catalizador de Grubbs de primera
generacion.

Con la generacion de nuevos catalizadores, la reacciéon de metatesis olefinica ha
ofrecido nuevas oportunidades y mejoras en la investigacion académica e industrial,
para la sintesis de nuevas moléculas y compuestos comercialmente viables; nuevos
polimeros, sus aditivos y combustibles, de sustancias biolégicamente activos

(feromonas de insectos, herbicidas y farmacos) [83,105,106].

La reaccion RCM se ha empleado para la construccion de anillos de 5-7 miembros,
como heterociclos insaturados oxigenados [107], nitrogenados [108], azufrados [109]
y fosforados [110]; ademas, de moléculas con diversas funcionalidades [111-114].
Otra aplicacion muy importante ha sido en la quimica de péptidos para la sintesis de
amino-ésteres de 6-7 miembros altamente funcionalizados [115], diversos
aminoacidos [116,117], lactamas ciclicas [118,119] y péptidos macrociclicos
[120,121]. Asimismo, se ha utilizado para la construccion de sistemas ciclicos grandes
(> 8 miembros) altamente flexibles: lactonas [122,123], calix[4]arenos [124],

macrolactamas [125] y lactonas polifuncionales [126,127].
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2.5 PARTE EXPERIMENTAL

Para la obtencion de las nuevas 2,5-dihidro-1-benzoxepinas sustituidas, se propuso
una ruta sintética en cuatro etapas sucesivas, teniendo como precursores al fenol
(1a), 4-hidroxibenzaldehido (1b), guayacol (1c¢), isovainillina (1d) y timol (1e)
(Esquema 2.14).

F[apa IVh

1

F[apa I Etapas IIl a,b “
/ﬂ 0/\/ o Ry /ﬂ
2_ \©\/\/ -Ia -, B_d G:H 9d
R; Ra
3a-¢

la-e Etapa II -;l “ R, \
Etapa I'Va /<: O
R O

a. Ry=R,=R;=H.b. R, =R;=H,R,=CHO. ¢.R, =R, =H, R1 OLH3

d. R1 CHO.R, =H,R3=0CHj.e. R, =CH; Ry =H, Ry = (CH3),CH. PCy
=CH, L'l/,ﬁ *3.Ph
U=
(1) /\/BF K,CO5/Acetona. (ii) 1.2-Diclorobenceno. (1||)/\n/Ll NEt;_ Tolueno C‘I(TI’CHH
(iv) Cat. de Grubbs, C¢Hg,. Cat. Grubbs
Esquema 2.14. Esquema general para la sintesis propuesta de benzoxepinas a partir de

fenoles.

2.5.1 Reactivos. Los reactivos y disolventes utilizados en las diferentes etapas
sintéticas fueron el fenol (99%), 4-hidroxibenzaldehido (98%), guayacol (98%),
isovainillina (99%), timol (99%), bromuro de alilo (97%) y 1,2-diclorobenceno (99%),
adquiridos de Sigma Aldrich (St. Louis, EE.UU.). El carbonato de potasio, acetona,
tolueno, benceno, diclorometano, acetato de etilo y éter de petrdleo, fueron grado para
sintesis. Todos los disolventes utilizados se secaron y destilaron de acuerdo con el

procedimiento respectivo.

2.5.2 Seguimiento de la reaccion y purificacion de los compuestos. El monitoreo
de las reacciones se realizd empleando cromatografia en capa fina (TLC) sobre
cromato-placas de Silufol UVzs4 de 0.25 mm de grosor, reveladas en una camara de

luz UV de 254 nm o en vapores de yodo. La separaciéon y purificacion de los
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compuestos se llevd a cabo por cromatografia en columna (CC), empleando gel de
silice 60 (0.063-0.200 mm) como soporte y como fase movil diferentes tipos de
solventes (acetato de etilo (AE) — éter de petréleo (EP)) en mezclas de polaridad

creciente.

2.5.3 Propiedades fisicas y caracterizacion estructural de los compuestos. Los
puntos de fusion se determinaron en un fusiometro FISHER-JOHNSON. EI
establecimiento de las estructuras absolutas de los compuestos sintetizados se
efectud mediante técnicas instrumentales como espectroscopias infrarroja (IR) y de
resonancia magnética nuclear (RMN) y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM). Los espectros IR se adquirieron en un equipo
INFRALUM FT con transformada de Fourier; la separacion de los compuestos y sus
espectros de masas se obtuvieron en un cromatografo de gases HP 5890A Series |l
(Hewlett-Packard, Palo Alto, C.A, U.S.A) acoplado a un detector selectivo de masas
HP-5972 (Hewlett-Packard) con ionizacion electronica (70 eV) y analizador masico
cuadrupolar (m/z 41-350, en modo full scan). La adquisicion de los espectros de 'H y
3C-RMN y de correlacién heteronuclear, se realizé en el espectrometro Bruker AM-
400 utilizando cloroformo deuterado (CDClI3) como disolvente y tetrametilsilano (TMS)

como patrén interno.

2.5.4 Etapa l. o-Alilacion de fenoles sustituidos. Protocolo general de la sintesis de
Williamson. Se colocaron 6-10 mmoles del fenol de interés (1a-e), 20-26 mmoles de
carbonato de potasio y 20-32 mmoles de bromuro de alilo en 50-80 mL de acetona y
se sometieron a reflujo durante 6-18 horas [128]. Seguidamente, se destilé el
disolvente de reaccion y se extrajo el compuesto de interés con diclorometano (3 x 20
mL). Los extractos organicos se recogieron sobre sulfato de sodio y se
rotoeovaporaron para eliminar el solvente de extraccion. Los crudos aceitosos fueron
purificados por cromatografia en columna sobre gel de silice (EP:AE — 2:1-90:1),

obteniéndose los respectivos compuestos (2a-e).

©\ 2a — 1-Aliloxi benceno
o™ 10 g (10.6 mmoles) de fenol (1a) junto con 2.9 g (21.2 mmoles) de
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K2,CO3;y 3.9 g (31.8 mmoles) de bromuro de alilo se sometieron a
reflujo con acetona anhidra durante 12 h. El producto crudo fue purificado por CC con
mezcla EP:AE 80:1, obteniéndose 1.1 g (8.0 mmol) de 2a como un aceite incoloro
con olor caracteristico. Rto: 80%:; IR (pelicula delgada): (v=c.1) 3070 cm™, (Vcoc-asim)
1254 cm™, (vcocsm) 1026 cm™; 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 7.35-7.30 (2H, td,
J=7.4, 1.4 Hz, 3,5-Hp), 7.00 (1H, dt, J=7.3 Hz, 4-Hp), 6.98-6.95 (2H, m, 2 y 6-Ha,),
6.11 (1H, dddd, J=17.4, 10.4, 5.3, 1.4 Hz, H-C=), 5.46 (1H, dq, J=17.2, 1.6 Hz, =CH,),
5.32 (1H, dq, J=10.5, 1.4 Hz, =CH,), 4.58 (1H, t, J=1.5 Hz, -CH,), 4.57 (1H, t, J=1.5
Hz, -CH,); "*C-RMN (CDCl;, 100 MHz): & 158.5, 133.3, 129.4, 129.4, 120.8, 117.5,
114.7, 114.7, 68.6 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 134 (M*, 50), 41 (100).

0 2b - 4-Aliloxi benzaldehido
HJ\@\ 1.0 g (8.2 mmoles) de 4-hidroxibenzaldehido (1b) junto con 3.4
o g (24.6 mmoles) de K,CO3 y 3.0 g (24.6 mmoles) de bromuro
de alilo se sometieron a reflujo con acetona anhidra durante 12
h. El producto crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 50:1, obteniéndose 1.0
g (6.2 mmol) de 2b como un aceite incoloro con olor caracteristico. Rto: 76%; IR
(pelicula delgada): (v=c.n) 3077 cm™, (ve=0) 1689 cm™, (Vcoc.asim) 1257 ¢cm™, (Veoc-sim)
1015 cm™; 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): 5 9.87 (1H, s, H-C=0), 7.83 (1H, t, J=2.3 Hz,
5-Har), 7.81 (1H, t, J=2.3 Hz, 3-Ha/), 7.01 (1H, t, J=2.2 Hz, 6-Hy), 6.99 (1H, t, J=2.3
Hz, 2-Hp), 6.04 (1H, dddd, J=17.2, 10.8, 5.3, 1.4 Hz, H-C=), 5.42 (1H, dq, J=17.3, 16
Hz, =CH,), 5.32 (1H, dq, J=10.5, 1.4 Hz, =CH,), 4.62 (1H, t, J=1.5 Hz, -CH,), 4.60 (1H,
t, J=1.5 Hz, -CH,); ®*C-RMN (CDCls, 100 MHz): & 190.7, 163.5, 132.3, 131.9, 131.9,
130.0, 118.3, 114.9, 114.9, 68.9 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 162 (M", 54), 41
(100).

O-ch. 2c - 1-Aliloxi-2-metoxi benceno
©io/\/ 1.0 g (8.1 mmoles) de guayacol (1¢) junto con 3.3 g (24.2 mmoles)

de K,CO3y 2.9 g (24.2 mmoles) de bromuro de alilo se sometieron
a reflujo con acetona anhidra durante 12 h. El producto crudo fue purificado por CC
con mezcla EP:AE 70:1, obteniéndose 1.3 g (7.7 mmol) de 2¢c como un aceite

incoloro e inodoro. Rto: 96%; IR (pelicula delgada): (v=c.1) 3062 cm™, (Vcoc-asim) 1249
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em™, (veocsim) 1025 cm™; "H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 6.96-6.90 (2H, m, 4 y 5-Ha,),
6.90-6.88 (2H, m, 3y 6-Ha,), 6.10 (1H, dddd, J=17.7, 10.6, 5.4, 1.3 Hz, H-C=), 5.41
(1H, dg, J=17.3, 1.6 Hz, =CH,), 5.29 (1H, dq, J=10.7, 1.4 Hz, =CH,), 4.62 (1H, t,
J=1.5 Hz, -CH,), 4.61 (1H, t, J=1.5 Hz, -CH,), 3.87 (3H, s, -OCHs); "*C-RMN (CDCls,
100 MHz): 5 149.4, 147.9, 133.3, 121.1, 120.6, 117.7, 113.5, 111.6, 69.7, 55.7 ppm;
CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 164 (M*, 73), 95 (100).

CHO 2d — 3-Aliloxi-4-metoxi benzaldehido
1.0 g (6.5 mmoles) de isovainillina (1d) junto con 2.7 g (19.8
o7 mmoles) de K;CO3; y 2.4 g (19.8 mmoles) de bromuro de alilo se
O\CH3 sometieron a reflujo con acetona anhidra durante 8 h. EIl producto
crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 2:1, obteniéndose
1.3 g (6.6 mmol)de 2d como un aceite rosado translucido e inodoro. Rto: 85%; IR
(pelicula delgada): (v=c.) 3077 cm™, (vc=o0) 1689 cm™, (Vcoc.asim) 1265 cm™, (Veoc-sim)
1018 cm™; "H-RMN (CDCls, 400 MHz): 8 9.79 (1H, s, H-C=0), 7.41 (1H, dd, J=8.2,
1.9 Hz, 4-Hp,), 7.36 (1H, d, J=1.8 Hz, 2-Hy), 6.94 (1H, d, J=8.2 Hz, 5-Hy), 6.04 (1H,
dddd, J=17.7, 10.7, 5.4, 1.2 Hz, H-C=), 5.40 (1H, dq, J=17.2, 1.4 Hz, =CHy), 5.27 (1H,
dq, J=10.5, 1.3 Hz, =CH,), 4.62 (1H, t, J=1.3 Hz, -CH,), 4.61 (1H, t, J=1.3 Hz, -CH,),
3.91 (3H, s, -OCHs); ®*C-RMN (CDCls, 100 MHz): & 190.7, 154.7, 148.4, 132.4, 129.8,
126.6, 118.4, 110.7, 110.6, 69.6, 56.0 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 192 (M",

77), 95 (100).

2e — 1-Aliloxi-2-isopropil-5-metil benceno
o~ 1.0 g (6.7 mmoles) de timol (1e) junto con 2.8 g (20.3 mmoles) de
' K,CO3; y 3.2 g (26.6 mmoles) de bromuro de alilo se sometieron a
reflujo con acetona anhidra durante 18 h. El producto crudo fue
purificado por CC con mezcla EP:AE 90:1, obteniéndose 1.3 g (6.7 mmol) de 2e
como un aceite incoloro e inodoro. Rto: 89%; IR (pelicula delgada): (ve.n) 2962 cm™,
(Veoc-asim) 1257 cm™, (veoc.sim) 1032 cm™; "H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & 7.14 (1H, d,
J=7.7 Hz, 3-Hu), 6.79 (1H, d, J=7.7 Hz, 4-Hp;), 6.70 (1H, s, 6-Ha), 6.12 (1H, dddd,
J=17.2, 10.5, 4.9, 1.7 Hz, H-C=), 5.48 (1H, dq, J=17.3, 1.7 Hz, =CH), 5.30 (1H, dq,
J=10.6, 1.6 Hz, =CH,), 4.58 (1H, t, J=1.6 Hz, -CH,), 4.56 (1H, t, J=1.6 Hz, -CH,), 3.37
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(1H, sep, J=6,9 Hz, -CH), 2.35 (3H, s, -CHs), 1.26 (6H, d, J=6.9 Hz, -(CHy),); "°C-
RMN (CDCls, 100 MHz): & 155.6, 136.2, 134.3, 133.7, 125.9, 121.3, 116.6, 112.6,
68.7, 26.6, 22.8, 22.8, 21.3 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 190 (M*, 76), 175
(100).

La Tabla 2.1 presenta un resumen general de los compuestos 2a-e sintetizados,
purificados y caracterizados en la etapa | de la sintesis, con sus rendimientos y

propiedades fisicas.

Tabla 2.1. Resumen general de los alil-aril éteres sustituidos obtenidos mediante la
reaccion de éteres de Williamson.

Comp. Nombre Férmula P.M., Relacién Rto (%) Caracteristicas

No. condensada (g/mol) EP:AE fisicas

2a Alil-fenil-éter  [130- CoH;00 134.18 80:1 80 Aceite incoloro,
133] olor fuerte

2b 4-Aliloxi- CoH100, 162.19 50:1 76 Aceite incoloro,
benzaldehido olor fuerte

2c 2-Aliloxi-1-metoxi- C1oH120, 164.20 70:1 96 Aceite incoloro
benceno [134,135] e inodoro

2d 3-Aliloxi-4-metoxi- C11H1204 192.21 2:1 85 Aceite rosado,
benzaldehido translicido e
[10,136,137] inodoro

2e 1-Aliloxi-2-isopropil- Cy3H40 190.28 90:1 89 Aceite incoloro
5-metil-benceno e inodoro

Rto: Rendimiento

2.5.5 Etapa Il. Transposicion de Claisen de alil-aril éteres sustituidos. Protocolo
general. La solucién del alil-aril éter (5-8 mmoles) en 1,2-diclorobenceno (DCB) (20-50
mL) fue calentada a reflujo durante 10-40 h (control TLC). Seguidamente, se destil6 el
1,2-DCB. El producto crudo fue purificado por cromatografia en columna sobre gel de

silice (EP:AE — 10:1-90:1), obteniéndose los compuestos deseados (3a-e).

@(\/ 3a - 2-Alil fenol
OH 1.0 g (7.5 mmoles) de alil-fenil éter (2a) se calentaron a reflujo con

20 mL de 1,2-DCB durante 40 h. El producto crudo fue purificado
por CC con mezcla EP:AE 90:1, obteniéndose 0.6 g (4.1 mmol) de 3a como un aceite
amarillo translucido y con olor caracteristico. Rto: 55%; IR (pelicula delgada): (von)
3530 cm™, (v=c.n) 3070 cm™, (v.crz.) 2838 cm™, (veo) 1275 cm™; 'H-RMN (CDCls, 400
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MHz): 8 7.15 (1H, t, J=7.6 Hz, 5-Ha,), 7.13 (1H, d, J=7.6 Hz, 3-Ha/), 6.90 (1H, t, J=7.5
Hz, 4-Ha/), 6.82 (1H, d, J=7.8 Hz, 6-Hy,), 6.04 (1H, dddd, J=17.0, 9.6, 6.3, 1.8 Hz, H-
C=), 5.19 (1H, dq, J=6.1, 1.7 Hz, =CH,), 5.15 (1H, t, J=1.6 Hz, =CH,), 5.02 (1H, s, -
OH), 3.45 (1H, t, -CH,), 3.44 (1H, t, -CH,); "*C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5 154.1,
136.4, 130.4, 127.9, 125.3, 120.9, 116.4, 115.8, 35.1 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z
(%): 134 (M*, 100).

O 3b - 3-Alil-4-hidroxi benzaldehido

H)J\Qf\% 1.0 g (6.2 mmoles) de 4-aliloxi benzaldehido (2b) se calentaron a
OH reflujo con 50 mL de 1,2-DCB durante 40 h. El producto crudo
fue purificado por CC con mezcla EP:AE 10:1, obteniéndose 0.8
g (4.6 mmol) de 3b como un sélido cristalino blanco. Ps: 61-62°C. Rto: 75%; IR (KBr):
(von) 3139 cm™, (v.chz.) 2838 cm™, (vc.o) 1280 cm™; 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): &
9.81 (1H, s, H-C=0), 7.71 (1H, s, 2-Ha), 7.69 (1H, dd, J=8.2, 2.0 Hz, 5-Hp), 7.48 (1H,
m, -OH), 7.00 (1H, d, J=8.2 Hz, 6-Ha), 6.02 (1H, dddd, J=17.2, 9.4, 6.5, 2.0 Hz, H-C=),
5.18 (1H, s, =CHy;), 5.15-5.13 (1H, m, =CH), 3.48 (1H, s, -CH,), 3.46 (1H, s, -CHy);
3C-RMN (CDCls, 100 MHz): & 192.1, 160.7, 135.5, 132.7, 131.0, 129.4, 127.1, 117.0,

116.1, 34.4 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 162 (M™, 100).

= 3c — 2-Alil-6-metoxi fenol
OH 1.0 g (6.1 mmoles) de 2-aliloxi-1-metoxi benceno (2c¢) se calentaron
Ocn areflujo con 35 mL de 1,2-DCB durante 10 h. El producto

crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 90:1, obteniéndose
0.7 g (4.3 mmol)de 3c como un aceite incoloro e inodoro. Rto: 70%; IR (pelicula
delgada): (von) 3533 cm™, (v=cn) 3070 cm™, (v.chz.) 2838 cm™, (ve.o) 1272 cm™; 'H-
RMN (CDCls, 400 MHz): & 6.80 (1H, t, J=7.6 Hz, 4-Hy,), 6.78-6.74 (2H, m, 3 y 5-Ha),
6.02 (1H, dddd, J=17.6, 10.2, 6.6, 1.5 Hz, H-C=), 5.70 (1H, s, -OH), 5.08 (1H, dq,
J=14.8, 1.8 Hz, =CH,), 5.05 (1H, dq, J=10.0, 1.4 Hz, =CHy), 3.89 (3H, s, -OCH3), 3.43
(1H, t, J=1.4 Hz, -CH,), 3.41 (1H, t, J=1.4 Hz, -CH,); ®*C-RMN (CDCl;, 100 MHz): &
146.4, 143.4, 136.6, 125.8, 122.2, 119.4, 115.4, 108.6, 56.0, 33.8 ppm; CG-EM (El,
70 eV), m/z (%): 164 (M™, 100).
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CHO 3d - 2-Alil-3-hidroxi-4-metoxi benzaldehido

=
1.0 g (5.2 mmoles) de 3-aliloxi-4-metoxi benzaldehido (2d) se
OH calentaron a reflujo con 50 mL de 1,2-DCB durante 15 h. El
O\CH;, producto crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 10:1,

obteniéndose 0.7 g (3.8 mmol) de 3d como un sélido cristalino
amarillo. Pg: 54-55°C. Rto: 74%; IR (KBr): (von) 3533 cm™, (vc=o0) 1673 cm™, (vc.o)
1280 cm™; "H-RMN (CDCls, 400 MHz): 5 10.01 (1H, s, H-C=0), 7.44 (1H, d, J=8.5 Hz,
5-Har), 6.87 (1H, d, J=8.5 Hz, 6-Hy,), 6.02 (1H, dddd, J=17.8, 10.5, 6.0, 1.1 Hz, H-C=),
5.94 (1H, s, -OH), 5.03-4.97 (2H, m, =CH,), 3.96 (3H, s, -OCH3), 3.89 (1H, s, -CHy),
3.87 (1H, s, -CH,); "*C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5 191.4, 150.7, 143.8, 136.2, 128.2,
127.5, 125.4, 115.3, 108.1, 56.1, 28.3 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 192 (M",
54), 177 (100).

P 3e — 2-Alil-6-isopropil-3-metil fenol

1.0 g (5.3 mmoles) de 1-aliloxi-2-isopropil-5-metil benceno (2e) se
OH calentaron a reflujo con 40 mL de 1,2-DCB durante 30 h. El
producto crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 80:1,
obteniéndose 0.5 g (2.7 mmol) de 3e como un aceite amarillo
translicido e inodoro. Rto: 52%; IR (pelicula delgada): [[lon) 3564 cm™, [l-c.h)
3070 cm™, (v.crz.) 2870 cm™, (vco) 1265 cm™; 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 7.05
(1H, d, J=7.8 Hz, 5-Hp), 6.81 (1H, d, J=7.8 Hz, 4-H,), 6.02 (1H, dddd, J=17.0, 10.2,
5.9, 1.6 Hz, H-C=), 5.17-5.13 (2H, m, =CH,), 4.98 (1H, s, -OH), 3.49 (1H, t, J=1.7 Hz,
-CHy), 3.48 (1H, t, J=1.7 Hz, -CH,), 3.22 (1H, sep, J=6,9 Hz, -CH), 2.32 (3H, s, -CH3),
1.29 (6H, d, J=6.9 Hz, -(CH3),); "*C-RMN (CDCls, 100 MHz): & 151.5, 135.6, 134.8,
132.3, 123.8, 123.1, 122.4, 115.9, 31.2, 27.0, 22.7, 22.7, 19.6 ppm; CG-EM (EI, 70

eV), m/z (%): 190 (M™, 27), 175 (100).

La Tabla 2.2 presenta un resumen general de los compuestos 3a-e sintetizados,
purificados y caracterizados en la etapa Il de la sintesis, con sus rendimientos y

caracteristicas fisicas.
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Tabla 2.2. Resumen general de los 2-alil fenoles sustituidos obtenidos mediante la
transposicion de Claisen.

Comp. Nombre Férmula P.M., Relaciéon  Rto (%) Caracteristicas
No. condensada (g/mol) EP:AE fisicas
3a 2-Alil-fenol [136] CoH100 134.18 90:1 55 Aceite  amairillo,

translucido y olor
caracteristico

3b 3-Alil-4-hidroxi- C1oH100, 162.19 10:1 75 Cristales blancos,
benzaldehido P;61-62°C

3c 2-Alil-6-metoxi-fenol C1oH120, 164.20 90:1 70 Aceite incoloro e
[134,135,138] inodoro

3d 2-Alil-3-hidroxi-4- C41H41,03 192.21 10:1 74 Cristales
metoxi-benzaldehido amarillos, P54-
[10,136,137,139,140] 55°C

3e 2-Alil-6-isopropil-3- Cy3H40 190.28 80:1 52 Aceite  amairillo,
metil-fenol [141] translucido e

inodoro

2.5.6 Etapa lll (a). o-Alilaciéon de 2-alil fenoles sustituidos. Protocolo general. Se
colocaron 5-8 mmoles del 2-alil fenol de interés (3a-e), 16-22 mmoles de carbonato de
potasio y 16-22 mmoles de bromuro de alilo en 20-50 mL de acetona y se sometieron
a reflujo durante 12-15 h. Seguidamente, se destilé el solvente de reaccion y se
extrajo el compuesto de interés con diclorometano (3 x 50 mL). Los extractos
organicos se recogieron sobre sulfato de sodio y éstos fueron rotoeovaporados para
eliminar el solvente de extraccion. Los productos crudos fueron purificados por
cromatografia en columna sobre gel de silice (EP:AE — 2:1-80:1), obteniéndose los

respectivos compuestos (4a-e).

©\/\/ 4a — 2-Alil-1-aliloxi benceno
o™ 1.0g (7.5 mmoles) de 2-alil fenol (3a) junto con 3.1 g (22.4

mmoles) de K,CO3 y 2.7 g (22.4 mmoles) de bromuro de alilo se
sometieron a reflujo con acetona anhidra durante 12 h. EIl producto crudo fue
purificado por CC con mezcla EP:AE 10:1, obteniéndose 1.1 g (6.3 mmol) de 4a
como un aceite incoloro con olor caracteristico. Rto: 88%; IR (pelicula delgada): (v=c.
h) 3077 cm™, (veoc.asim) 1241 cm™, (veoc.sim) 1015 cm™; '"H-RMN (CDCls, 400 MHz): &
7.19 (1H, t, 5-Ha), 7.17 (1H, d, J=7.9 Hz, 3-Hp;), 6.92 (1H, t, J=7.4 Hz, 4-H,,), 6.86
(1H, d, J=8.0 Hz, 6-Hp), 6.13-6.05 (1H, m, H-C=)ajioxi, 6.04-5.99 (1H, m, H-C=),, 5.44
(1H, dq, J=17.3, 1.6 Hz, =CH2a)aiioxi» 5.28 (1H, dq, J=10.6, 1.4 Hz, =CH2g)aiiioxi, 5.12-
5.07 (1H, m, =CHy)ai, 5.06-5.04 (1H, m, =CHy).i, 4.57 (1H, t, J=1.6 Hz, -CH2)ajioxi,
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4.56 (1H, t, J=1.6 HZ, 'CHZ)aIiloxi, 3.45 (1H, S, -CHg)am, 3.44 (1H, S, -CHg)am; 13C-RMN
(CDCl3, 100 MHz): & 156.2, 137.0, 133.5, 129.8, 129.0, 127.2, 120.7, 116.8, 115.4,
111.7, 68.7, 34.4 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 174 (M*™, 50), 133 (100).

O 4b - 3-Alil-4-aliloxi benzaldehido
HJ\@E\/ 1.0 g (6.2 mmoles) de 3-alil-4-hidroxi benzaldehido (3b) junto
07 con 2.6 g (18.5 mmoles) de K,COsy 2.2 g (18.5 mmoles) de
bromuro de alilo se sometieron a reflujo con acetona anhidra
durante 12 h. El producto crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 10:1,
obteniéndose 0.9 g (4.6 mmol) de 4b como un aceite amarillo translucido e inodoro.
Rto: 74%; IR (pelicula delgada): (v-c.x) 3077 cm™, (vc=0) 1689 cm™, (vcoc.asim) 1265
cm™, (veoc-sim) 995 cm™; "TH-RMN (CDCl3, 400 MHz): & 9.86 (1H, s, H-C=0), 7.72 (1H,
dd J=8.3, J=2.1 Hz, 5-Hxa;), 7.70 (1H, s, 2-Ha;), 6.93 (1H, d, J=8.2 Hz, 6-Hp), 6.06 (1H,
dddd, J=17.3, 10.2, 5.0, 1.6 Hz, H-C=)ajioxi, 6.02-5.94 (1H, m, H-C=)4;, 5.44 (1H, dq,
J=17.3, 1.6 Hz, =CH3)aiioxi; 5.31 (1H, dq, J=10.6, 1.4 Hz, =CH})aiioxi, 5.11 (1H, dq,
J=7.5, 1.6 Hz, =CHj)s, 5.08 (1H, t, J=1.4 Hz, =CHy)ai, 4.64 (1H, t, J=1.6 Hz, -
CH2)aiiioxis 4.63 (1H, t, J=1.6 Hz, -CHa)aiioxi» 3.46 (1H, s, -CHa)ai, 3.44 (1H, s, -CH2)ai;
3C-RMN (CDCls, 100 MHz): & 191.0, 161.2, 135.7, 132.4, 131.0, 130.7, 129.8, 129.7,
117.7, 116.4, 111.2, 68.9, 34.2 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 202 (M™, 36), 41
(100).

Z 4c - 2-Alil-1-aliloxi-6-metoxi benceno
E;((;/\/ 1.0 g (6.1 mmoles) de o-eugenol (3¢) junto con 2.6 g (18.3 mmoles)
()\(?H3 de K,CO; y 22 g (18.3 mmoles) de bromuro de alilo se
sometieron a reflujo con acetona anhidra durante 12 h. El producto
crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 60:1, obteniéndose 1.1 g (5.6 mmol)
de 4c como un aceite incoloro e inodoro. Rto: 91%; IR (pelicula delgada): (v-c.n) 3077
em™, (veoc-asm) 1272 cm™, (veocsim) 1079 cm™; "H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 7.00
(1H, t, J=8.1 Hz, 4-Hp), 6.80 (1H, q, J=1.5 Hz, 3-Ha), 6.78 (1H, q, J=1.5 Hz, 5-Hp,),
6.10 (1H, dddd, J=17.5, 10.4, 5.7, 1.0 Hz, H-C=)ajiox, 5.97 (1H, dddd, J=17.5, 10.1,
6.6, 1.5 Hz, H-C=), 5.37 (1H, dq, J=17.2, 1.6 Hz, =CH3)aiioxi, 5.22 (1H, dq, J=10.4,
1.4 Hz, =CH3)aiioxi, 5-07 (1H, dq, J=11.5, 1.7 Hz, =CH3)a;, 5.04-5.02 (1H, m, =CH2g)aii,
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4.49 (1H, t, J=1.4 Hz, -CHy)aiiox, 4.48 (1H, t, J=1.4 Hz, -CHa)aiioxi, 3.85 (3H, s, -OCHj),
3.44 (1H, t, J=1.3 Hz, -CHy)an, 3.42 (1H, t, J=1.3 Hz, -CHy)ai,; "°C-RMN (CDCls, 100
MHz): 5 152.8, 145.8, 137.3, 134.5, 134.2, 123.8, 121.9, 117.1, 115.5, 110.4, 73.7,
55.7, 34.2 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 204 (M*, 27), 103 (100).

CHO 4d - 2-Alil-3-aliloxi-4-metoxi benzaldehido
©\/\/ 1.0 g de 2-alil-3-hidroxi-4-metoxi benzaldehido (3d) (5.2 mmoles)
0™ junto con 2.2 g de K,CO3 (15.6 mmoles) y 1.9 g de bromuro de alilo
(15.6 mmoles) se sometieron a reflujo con acetona anhidra
durante 8 h. El producto crudo fue purificado por CC con mezcla
EP:AE 5:1, obteniéndose 1.3 g de 4d (6.6 mmol) como un aceite amarillo, translucido
e inodoro. Rto: 91%; IR (pelicula delgada): (v-c.H) 3065 cm™, (vc=0) 1681 cm™, (vcoc.
asim) 1272 cm™, (vcocsim) 1054 cm™; 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 10.04 (1H, s, H-
C=0), 7.64 (1H, d, J=8.6 Hz, 5-Ha), 6.91 (1H, d, J=8.6 Hz, 6-Ha), 6.08 (1H, dddd,
J=17.5, J=10.4, J=5.7, J=1.0 Hz, H-C=)4ii0xi, 6.00 (1H, dddd, J=17.5, 10.2, 5.8, 1.1 Hz,
H-C=).i, 5.37 (1H, dq, J=17.2, 1.6 Hz, =CH))aiioxi, 5.23 (1H, dq, J=10.4, 1.3 Hz,
=CH>)aiioxi» 5.00 (1H, dq, J=10.2, 1.6 Hz, =CH2)ai, 4.90 (1H, dq, J=17.1, 1.7 Hz,
=CH>)aii, 4.46 (1H, t, J=1.4 Hz, -CH2)aiioxi, 4.45 (1H, t, J=1.4 Hz, -CH3)aiioxi, 3.92 (3H, s,
-OCHs), 3.87 (1H, t, J=1.7 Hz, -CHy)ai, 3.86 (1H, t, J=1.7 Hz, -CHa)ai,; *C-RMN
(CDCl3, 100 MHz): & 190.9, 157.5, 146.0, 137.0, 136.3, 133.8, 128.9, 127.9, 117.5,
115.6, 109.8, 73.9, 55.8, 28.8 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 232 (M", 16), 103
(100).

4e — 2-Alil-1-aliloxi-6-isopropil-3-metil benceno

1.0 g (5.3 mmoles) de 2-alil-6-isopropil-3-metil fenol (3e) junto con
2.2 g (15.8 mmoles) de K,CO3 y 1.9 g (15.8 mmoles) de bromuro de
alilo se sometieron a reflujo con acetona anhidra durante 12 h. El
producto crudo fue purificado por CC con EP, obteniéndose0.8 g
(6.7 mmol) de 4e como un aceite incoloro e inodoro. Rto: 70%; IR (pelicula delgada):
(v=cnt) 3077 cm™, (ven) 2962 cm™, (Veocaasim) 1257 cm™, (Veoc.sim) 995 cm™; "H-RMN
(CDCl3, 400 MHz): 6 7.10 (1H, d, J=7.9 Hz, 5-Hp), 6.97 (1H, d, J=7.9 Hz, 4-Hy), 6.13
(1H, dddd, J=17.5, 10.5, 5.3, 1.4 Hz, H-C=)ajioxi, .99 (1H, dddd, J=17.5, 10.2, 5.7, 1.3
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Hz, H-C=)ai, 5.48 (1H, dq, J=17.2, 1.7 Hz, =CHy)aiioxi, 5.29 (1H, dg, J=10.5, 1.5 Hz,
=CHy)aiioxi, 5.04 (1H, dqg, J=10.2, 1.8 Hz, =CHy)ai, 4.96 (1H, dq, J=17.1, 1.9 Hz,
=CHy)an, 4.32 (1H, t, J=1.5 Hz, -CH2)aiioxi, 4.31 (1H, t, J=1.5 HZ, -CHa)aiioxi, 3.50 (1H, t,
J=1.8 Hz, -CH.)ai, 3.48 (1H, t, J=1.8 Hz, -CH,)i, 3.32 (1H, sep., J=6,9 Hz, -CH), 2.29
(3H, s, -CH3), 1.25 (6H, d, J=6.9 Hz, -(CH3),); *C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5 154.6,
139.4, 136.6, 135.8, 134.1, 131.1, 126.2, 124.3, 116.6, 114.9, 75.2, 31.3, 26.4, 24.1,
24.1,19.2 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 230 (M*, 16), 41 (100).

La Tabla 2.3 presenta un resumen general de los compuestos 4a-e sintetizados,
purificados y caracterizados en la etapa lll(a) de la sintesis, con sus rendimientos y

caracteristicas fisicas.

Tabla 2.3. Resumen general de los 2-alil-1-aliloxi bencenos sustituidos obtenidos
mediante la sintesis de éteres de Williamson.

Comp. Nombre Férmula P.M., Relacién Rto (%) Caracteristicas
No. condensada (g/mol) EP:AE fisicas
4a 2-Alil-1-aliloxi- C4,H440 174.24 10:1 88 Aceite incoloro,
benceno olor fuerte
4b 3-Alil-4-aliloxi- C3H140, 202.25 10:1 74 Aceite amairillo,
benzaldehido translucido e
inodoro
4c 2-Alil-1-aliloxi-6- C3H4602 204.26 60:1 91 Aceite incoloro
metoxi-benceno e inodoro
4d 2-Alil-3-aliloxi-4- C14H4603 232.28 5:1 91 Aceite amairillo,
metoxi-benzaldehido translucido e
[142] inodoro
de 2-Alil-1-aliloxi-6- C46H20 230.35 Eter 70 Aceite incoloro
isopropil-3-metil- e inodoro
benceno

2.5.7 Etapa lll (b). o-Acilacion de 2-alil fenoles sustituidos. Se colocaron 5-8
mmoles del 2-alil-fenol de interés (3a-e), 10-18 mmoles de trietilamina y 16-18 mmoles
de cloruro de acriloilo en 40 mL de tolueno y se sometieron a agitacion durante 2-4 h,
en un bafo de hielo (-5°C). Seguidamente, se neutraliz la reaccion, con bicarbonato
de sodio al 20% y se extrajo el compuesto de interés con diclorometano (3 x 10 mL).
Los extractos organicos se recogieron sobre sulfato de sodio y fueron
rotoeovaporados para eliminar el solvente de extraccion y reaccidén. Los productos
crudos fueron purificados por cromatografia en columna sobre gel de silice (EP:AE —

2:1-60:1), obteniéndose los respectivos compuestos (5a-e).
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Y4 5a — Acrilato de 2-alil fenilo
C(\/gz 1.0 g (7.5 mmoles) de 2-alil fenol (3a) junto con 1.5 g (14.9 mmoles)

© 0 de NEt; y 2.0 g (22.3 mmoles) de cloruro de acriloilo se agitaron
con tolueno durante 2 h. El producto crudo fue purificado por CC
con mezcla EP:AE 30:1, obteniéndose 1.2 g de 5a (6.1 mmol) como un aceite viscoso
e incoloro. Rto: 82%; IR (pelicula delgada): (v=c.1) 3077 cm™, (v.chz.) 2861 cm™, (ve=0)
1751 cm™, (vco-o.) 1149 cm™; '"H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 7.28-7.16 (3H, m, 3, 4 y
5-Har), 7.09-7.06 (1H, m, 6-Ha), 6.60 (1H, dd, J=17.3, 1.4 Hz, =CH3)agrilato, 6-33 (1H,
dd, J=17.3, 10.4 Hz, H-C=)acsilato, 6.01 (1H, dd, J=10.4, 1.4 Hz, =CH2)acrilato, 5.89 (1H,
dddd, J=17.1, 9.5, 6.6, 1.8 Hz, H-C=);;, 5.07 (1H, td J=1.6, 0.6 Hz, =CH3).5, 5.02 (1H,
dq, J=6.2, 1.5 Hz, =CHa)ai, 3.32 (1H, t, J=2.0 Hz, -CH,), 3.29 (1H, t, J=2.0 Hz, -CHy);
3C-RMN (CDCl3, 100 MHz): & 164.4, 148.8, 135.8, 132.5, 132.0, 130.4, 127.8, 127.4,
126.2, 122.3, 116.2, 34.6 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 188 (M™, 6), 55 (100).

O Yy 5b — Acrilato de 2-alil-4-formil fenilo

][J\@(\/ __ 1.0 g (6.2 mmoles) de 3-alil-4-hidroxi benzaldehido (3b) con
0/\<; 1.9 g (18.5 mmoles) de NEt;y 1.7 g (18.5 mmoles) de cloruro
de acriloilo se agitaron con tolueno durante 3 h. El producto
crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 50:1, obteniéndose 1.1 g (4.9 mmol)
de 5b como un aceite viscoso e incoloro. Rto: 80%; IR (pelicula delgada): (v=c.n) 3077
cem™, (vene.) 2831 em™, (ve=o) 1743 cm™, (vco-o) 1149 cm™; "H-RMN (CDCls, 400
MHz): & 9.97 (1H, s, H-C=0), 7.80 (1H, s, 3-Ha;), 7.79 (1H, dd, J=8.1, 2.1 Hz, 5-Ha),
7.28 (1H, d, J=8.1 Hz, 6-Hya), 6.64 (1H, dd, J=17.3, 1.1 Hz, =CH3)acrilato, 6.34 (1H, dd,
J=17.3, 10.5 Hz, H-C=)4rilato, 6.07 (1H, dd, J=10.5, 1.1 Hz, =CH2)acilato, 5.89 (1H, dddd,
J=17.5,10.1, 6.6, 1.5 Hz, H-C=)4, 5.11 (1H, dqg, J=9.5, 1.4 Hz, =CH>)., 5.08 (1H, dq,
J=16.9, 1.6 Hz, =CH,).i, 3.38 (1H, t, -CH,), 3.36 (1H, t, -CH,); "*C-RMN (CDCls, 100
MHz): & 191.1, 163.6, 153.5, 134.7, 134.3, 133.4, 133.3, 131.8, 129.2, 127.2, 123.2,

117.2, 34.4 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 216 (M™, 3), 55 (100).
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Y4 5c — Acrilato de 2-alil-6-metoxi fenilo
@(\/2: 1.0 g (6.1 mmoles) de o-eugenol (3¢) junto con 1.8 g (18.3 mmoles)
O 0 0 de NEt; y 1.7 g (18.3 mmoles) de cloruro de acriloilo se agitaron
CH;

con tolueno durante 2 h. El producto crudo fue purificado por CC con mezcla
EP:AE 60:1, obteniéndose 1.1 g (4.9 mmol) de 5¢ como un aceite incoloro con olor
caracteristico. Rto: 81%; IR (pelicula delgada): (v=c.+) 3077 cm™, (v.chz.) 2838 cm™,
(ve=o) 1743 cm™, (vco.0.) 1157 ecm™; "H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 7.16 (1H, t, J=8.0
Hz, 4-Hp(), 6.87 (1H, dd, J=3.5 Hz, 3-Ha), 6.85 (1H, dd, J=4.1, 1.2 Hz, 5-H,), 6.62
(1H, dd, J=17.3, 1.3 Hz, =CH3)acrilate, 6.37 (1H, dd, J=17.3, 10.4 Hz, H-C=)4cilato, 6.02
(1H, dd, J=10.4, 1.3 Hz, =CH3)acrilato, 5.89 (1H, dddd, J=17.5, 10.3, 6.6, 1.4 Hz, H-
C=)aii, 5.07 (1H, dq, J=8.6, 1.6 Hz, =CHy)., 5.04 (1H, t, J=1.4 Hz, =CHy), 3.81 (3H,
s, -OCH3), 3.31 (1H, t, -CHy), 3.29 (1H, t, -CH,); ">*C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5 163.7,
151.3, 137.9, 135.8, 133.4, 132.4, 127.5, 126.4, 121.7, 116.1, 110.3, 55.9, 34.5 ppm;

CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 218 (M™, 19), 55 (100).

CHO Y 5d — Acrilato de 2-alil-3-formil-6-metoxi fenilo
__ 1.0 g (5.2 mmoles) de 2-alil-3-hidroxi-4-metoxi benzaldehido (3d)
O’( junto con 1.1 g (10.4 mmoles) de NEt; y 1.4 g (15.6 mmoles) de
CH, cloruro de acriloilo se agitaron con tolueno durante 3 h. El producto
crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 2:1, obteniéndose
0.9 g (3.6 mmol) de 5d como un aceite altamente viscoso blanco. Rto: 70%; IR
(pelicula delgada): (v=c.n) 3077 cm™, (v.chz.) 2846 cm™, (vc=0) 1751 cm™, (vco-o.) 1288
cm™, (vo.c=c) 1157 cm™; "H-RMN (CDCl;, 400 MHz): & 10.07 (1H, s, H-C=0), 7.77
(1H, d, J=8.6, Hz, 4-Ha;), 6.98 (1H, d, J=8.6 Hz, 5-Hp), 6.62 (1H, dd, J=17.3, 1.2 Hz,
=CH3)acritato, 6.36 (1H, dd, J=17.2, 10.5 Hz, H-C=)agilato, 6.05 (1H, dd, J=10.5, 1.2 Hz,
=CH3)acrilato, 5.90 (1H, dddd, J=17.1, 10.2, 6.1, 1.5 Hz, H-C=),, 5.00 (1H, dq, J=10.1,
1.5 Hz, =CH;)ai, 4.95 (1H, dq, J=17.1, 1.7 Hz, =CHa)a, 3.88 (3H, s, -OCH3), 3.75 (1H,
s, -CHy), 3.73 (1H, s, -CH,); *C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5 190.4, 163.3, 155.8,
138.5, 135.7, 135.3, 133.0, 131.9, 127.7, 127.1, 116.2, 109.8, 56.1, 29.3 ppm; CG-EM
(El, 70 eV), m/z (%): 246 (M™, 3), 55 (100).
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y/ 5e — Acrilato de 2-alil-6-isopropil-3-metil fenilo
— 1.0 g (5.3 mmoles) de 2-alil-6-isopropil-3-metil fenol (3e) junto con
0{ 1.6 g (15.8 mmoles) de NEt; y 1.4 g (15.8 mmoles) de cloruro de
acriloilo se agitaron con tolueno durante 4 h. El producto crudo

fue purificado por CC con mezcla EP:AE 20:1, obteniéndose 1.0 g (4.0 mmol) de 5e

como un aceite amarillo, translucido, con olor caracteristico. Rto: 75%; IR (pelicula

delgada): (v=c.) 3077 cm™, (ve=0) 1743 cm™, (vco-0.) 1157 cm™; 'H-RMN (CDCl;, 400

MHz): & 7.14 (1H, d, J=7.9 Hz, 5-Ha), 7.08 (1H, d, J=8.0 Hz, 4-Hy), 6.64 (1H, dd,

J=17.3, 1.3 Hz, =CH3)acilato, 6.38 (1H, dd, J=17.3, 10.4 Hz, H-C=)a¢siiat0, 6.04 (1H, dd,

J=10.4, 1.3 Hz, =CH3)acrilato, 5.82 (1H, dddd, J=17.1, 10.2, 6.2, 1.6 Hz, H-C=),, 5.00

(1H, dq, J=9.6, 1.6 Hz, =CHa).i, 4.97 (1H, dq, J=16.9, 1.8 Hz, =CH3)., 3.28-3.26 (2H,

bs, -CH,), 2.88 (1H, sep, J=6,9 Hz, -CH), 2.31 (3H, s, -CH3), 1.20 (6H, d, J=6.9 Hz, -

(CHs),); ™C-RMN (CDCls, 100 MHz): & 164.6, 146.6, 138.2, 135.7, 135.1, 132.4,

130.0, 128.3, 127.8, 124.2, 115.4, 31.9, 27.4, 23.1, 23.1, 19.2 ppm; CG-EM (EI, 70
eV), m/z (%): 244 (M™, 9), 55 (100).

La Tabla 2.4 presenta un resumen general de los compuestos 5a-e sintetizados,
purificados y caracterizados en la etapa lll(b) de la sintesis, con sus rendimientos y

caracteristicas fisicas.

Tabla 2.4. Resumen general de los acrilatos de 2-alil-fenilo sustituidos obtenidos
mediante la sintesis modificada de Schotten-Baumann.

Comp. Nombre Férmula P.M,, Relacion Rto (%) Caracteristicas
No. condensada _ (g/mol) EP:AE fisicas
5a Acrilato de 2-alil- C12H420, 188.22 30:1 82 Aceite viscoso,
fenilo incoloro

5b Acrilato de 2-alil-4- C3H4203 216.23 50:1 80 Aceite viscoso,
formil-fenilo incoloro

5¢c Acrilato de o- Ci3H4403 218.25 60:1 81 Aceite incoloro,
eugenilo olor particular

5d Acrilato de 2-alil-3- C14H140,4 246.26 2:1 70 Aceite viscoso,
formil-6-metoxi-fenilo blancuzco

S5e Acrilato de 2-alil-6- C16H200, 244 .33 20:1 75 Aceite amairillo,
isopropil-3-metil- translucido, olor
fenilo caracteristico

2.5.8 Etapa IV (a). Metatesis con cierre de anillo para los 2-alil-1-aliloxi bencenos
sustituidos. Se colocaron 1-3 mmol del alil-aliloxi-benceno y 2-5% en mol del

catalizador de Grubbs (12 generacion) en 20 mL de benceno y se sometieron a
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agitacion durante 12-24 h (control TLC) en atmdsfera inerte. Seguidamente, se realizé
columna de limpieza y el extracto final fue rotoeovaporado para eliminar el disolvente.
Los productos crudos fueron purificados por cromatografia en columna sobre gel de

silice (EP:AE — 4:1-60:1), obteniéndose los respectivos compuestos (6a-e).

@ 6a — 2,5-Dihidro-1-benzoxepina

0 0.5 g (2.9 mmoles) de 2-alil-1-aliloxi-benceno (4a) junto con el
catalizador de Grubbs de 1% generacion al 2% mol se agitaron con
benceno durante 12 h. El producto crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE
40:1, obteniéndose 0.3 g (2.1 mmol) de 6a como un aceite incoloro e inodoro. Rto:
72%; IR (pelicula delgada): (v=c.+) 3023 cm™, (vcoc.asim) 1241 cm™, (veoc.sim) 1103 cm”
' TH-RMN (CDCl3, 400 MHz): & 7.24-7.16 (2H, m, 7 y 8-H), 7.09 (1H, d, J=7.4 Hz, 9-
H), 7.05 (1H, d, J=7.0 Hz, 6-H), 5.84 (1H, dddd, J=13.4, 7.6, 2.2, 1.4 Hz, 3-H), 5.46
(1H, dsep, J=11.5, 4.6, 2.8, 1.5 Hz, 4-H), 4.59 (1H, t, J=2.4 Hz, 5-H), 4.58 (1H, t,
J=2.5 Hz, 5-H), 3.49 (1H, q, J=2.2 Hz, 2-H), 3.48 (1H, q, J=2.2 Hz, 2-H); CG-EM (EI,
70 eV), m/z (%): 134 (M™, 100).

O 6b — 2,5-Dihidro-1-benzoxepin-7-carbaldehido

H)m 0.5 g (2.5 mmoles) de 3-alil-4-aliloxi-benzaldehido (4b) junto

Y con el catalizador de Grubbs de 1 generacion al 5% mol

se agitaron con benceno durante 24 h. El producto crudo fue

purificado por CC con mezcla EP:AE 9:1, obteniéndose 0.3 g (2.0 mmol) de 6b como

un aceite incoloro. Rto: 80%; IR (pelicula delgada): (v-=c.n) 3023 cm™, (vcrz) 2854 cm™,

(Veoc-asim) 1241 cm™, (veoc-sm) 1110 cm™; "H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 9.91 (1H, s,

H-C=0), 7.72 (1H, dd, J=8.2 2.1 Hz, 8-H), 7.63 (1H, sd, J=2.0 Hz, 6-H), 7.15 (1H, d,

J=8.1 Hz, 9-H), 5.93 (1H, dddd, J=13.0, 7.4, 2.0, 1.3 Hz, 3-H), 5.55 (1H, dsep, J=11.4,

J=4.9, 3.3, 1.6 Hz, 4-H), 4.67 (1H, t, J=2.1 Hz, 5-H), 4.65 (1H, t, J=2.0 Hz, 5-H), 3.57

(1H, g, J=1.9 Hz, 2-H), 3.56 (1H, q, J=1.8 Hz, 2-H); "*C-RMN (CDCl;, 100 MHz): &

191.2, 164.0, 135.9, 132.3, 130.5, 130.4, 127.0, 126.3, 109.9, 68.7, 34.1 ppm; CG-EM
(El, 70 eV), m/z (%): 174 (M™, 100).
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\ 6¢c — 9-Metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina

©\/0> 0.5 g de 2-alil-1-aliloxi-6-metoxi-benceno (3c) (2.4 mmoles) junto
cn, con el catalizador de Grubbs de 12 generacién al 3% mol se
agitaron con benceno durante 12 h. El producto crudo fue purificado
por CC con mezcla EP:AE 60:1, obteniéndose 0.4 g (2.0 mmol) de 6¢c como un aceite
incoloro e inodoro. Rto: 81%; IR (pelicula delgada): (v-c.) 3016 cm™, (vchz) 2838 cm”
! (Veoc.asim) 1265 cm™, (veoc.sim) 1087 cm™; "TH-RMN (CDCls, 400 MHz): & 6.96 (1H, t,
J=7.9 Hz, 7-H), 6.81 (1H, dd, J=8.2, 1.4 Hz, 8-H), 6.69 (1H, dd, J=7.6, 1.4 Hz, 6-H),
5.83 (1H, dddd, J=13.2, 7.7, 2.3, 1.6 Hz, 3-H), 5.46 (1H, dsep, J=11.5, 4.4, 2.8, 1.6
Hz, 4-H), 4.60 (1H, t, J=2.4 Hz, 5-H), 4.59 (1H, t, J=2.5 Hz, 5-H), 3.85 (3H, s, -OCHj3),
3.47 (1H, q, J=2.2 Hz, 2-H), 3.46 (1H, q, J=2.2 Hz, 2-H); "*C-RMN (CDCls, 100 MHz):
0 152.2, 147.0, 138.1, 127.5, 125.5, 124.0, 120.5, 110.6, 70.4, 55.9, 31.4 ppm; CG-

EM (El, 70 eV), m/z (%): 176 (M™, 100).

CHO 6d — 9-Metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepin-6-carbaldehido
m 0.5 g (2.2 mmoles) de 2-alil-3-aliloxi-4-metoxi-benzaldehido (3d)
) 0 junto con el catalizador de Grubbs de 12 generacién al 5% mol se
“CH;

agitaron con benceno durante 18 h. El producto crudo fue purificado
por CC con mezcla EP:AE 4:1, obteniéndose 0.4 g (2.0 mmol) de
6d como un sélido cristalino blanco. Py 73-74°C. Rto: 94%; IR (KBr): (v=c.4) 3016 cm’
' (ven) 2846 cm™, (Veoc.asim) 1288 cm™, (vcocsim) 1087 cm™; 'H-RMN (CDCls, 400
MHz): 8 10.06 (1H, s, H-C=0), 7.56 (1H, d, J=8.6 Hz, 7-H), 6.94 (1H, d, J=8.6 Hz, 8-
H), 5.88 (1H, dddd, J=13.8, 8.1, 2.4, 1.4 Hz, 3-H), 5.46 (1H, dsep, J=11.4, 4.0, 2.6,
1.4 Hz, 4-H), 4.62 (1H, t, J=2.4 Hz, 5-H), 4.60 (1H, t, J=2.4 Hz, 5-H), 4.07 (1H, q,
J=1.8 Hz, 2-H), 4.05 (1H, q, J=1.8 Hz, 2-H), 3.94 (3H, s, -OCH3); *C-RMN (CDCl,,
100 MHz): & 191.3, 156.8, 147.3, 141.4, 130.7, 127.7, 126.3, 125.2, 109.7, 70.3, 55.9,
23.0 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 204 (M*, 100).

6e — 9-Isopropil-6-metil-2,5-dihidro-1-benzoxepina
\ 0.5 g (2.2 mmoles) de 2-alil-1-aliloxi-6-isopropil-3-metil-benceno
0 (3e) junto con el catalizador de Grubbs de 12 generacion al 3% mol

se agitaron con benceno durante 12 h. El producto crudo fue
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purificado por CC con mezcla EP:AE 30:1, obteniéndose 0.3 g (1.6
mmol) de 6e como un aceite incoloro e inodoro. Rto: 80%; IR (pelicula delgada): 3016
em™, (verz) 2838 cm™, (veocasim) 1288 cm™, (veoc.sim) 1087 cm™; "TH-RMN (CDCls, 400
MHz): & 7.20 (1H, d, J=7.9 Hz, 8-Ha;), 7.00 (1H, d, J=8.2 Hz, 7-Hx), 5.87 (1H, dddd,
J=13.6, 8.0, 2.2, 1.3 Hz, 3-H), 5.43 (1H, dsep, J=11.2, 4.4, 2.8, 1.4 Hz, 4-H), 4.56 (1H,
t, J=2.4 Hz, 5-H), 4.54 (1H, t, J=2.3 Hz, 5-H), 3.49 (1H, q, J=1.9 Hz, 2-H), 3.47 (1H, q,
J=1.8 Hz, 2-H), 3.36 (1H, sep., J=6,8 Hz, -CH), 2.36 (3H, s, -CH3), 1.22 (6H, d, J=6.8
Hz, -(CHs),); ™®*C-RMN (CDCls, 100 MHz): & 156.8, 138.7, 137.9, 137.2, 136.0, 130.8,
126.0, 124.9, 71.9, 31.3, 26.3, 24.1, 24.1, 20.2 ppm; CG-EM (EI, 70 eV), m/z (%): 202
(M*, 64), 187 (100)

La Tabla 2.5 presenta un resumen general de los compuestos 6a-e sintetizados,
purificados y caracterizados en la etapa 1V(a) de la sintesis, con sus rendimientos y

caracteristicas fisicas.

Tabla 2.5. Resumen general de las 2,5-dihidro-1-benzoxepinas sustituidas obtenidas
mediante la reaccion de metatesis con cierre de anillo.

Comp. Nombre Férmula P.M., Relacién Rto (%) Caracteristicas
No. condensada (g/mol) EP:AE fisicas
6a 2,5-Dihidro-1- C4oH100 146.19 40:1 72 Aceite viscoso,
benzoxepina amarillo
[143,144]
6b 2,5-Dihidro-1- C141H400, 174.20 9:1 80

benzoxepin-7-
carbaldehido

6c 9-Metoxi-2,5-dihidro- C41H4,0, 176.21 60:1 81 Aceite incoloro,

1-benzoxepina olor
caracteristico

6d 9-Metoxi-2,5-dihidro- C12H4203 204.22 4:1 80 Cristales
1-benzoxepin-6- blancos
carbaldehido

6e 9-Isopropil-6-metil- Cy4H450 202.29 30:1 75 Aceite amairillo,
2,5-dihidro-1- traslucido

benzoxepina

2.5.9 Etapa IV (b). Metatesis con cierre de anillo para los acrilatos de 2-alil
fenilos sustituidos. La preparacién de 1-benzoxepin-2(5H)-onas mediante RCM no
fue posible puesto que el catalizador de Grubbs de 12 generacion fue ineficaz para

realizar la ciclacion, por la interaccion de éste con el grupo CO. El catalizador que
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podria ser utilizado para este fin es el catalizador de Grubbs de 22 generacién que no

esta disponible comercialmente y su adquisicion fue imposible.

i R, =H
a a. Ry =
X [+ R|‘2:H. R3=OCH3;
d. R|‘:CHO, RQZH, RSZOCHS;
9 Benceno 0 N e. R;=CH;, R,=H, R;=(CH,),CH.
R3 R;
Sa-e Ja-e

Esquema 2.15. Esquema general para la reaccion de RCM de acrilatos de 2-alil fenilos.

2510 Otras posibilidades sintéticas: derivados de 3-metil-2,5-dihidro-1-
benzoxepinas. En vista de la limitante anterior, se realiz6 un experimento de prueba
para ver la posibilidad de obtener compuestos metalilados y posterior ciclacién por

medio de RCM con el catalizador de Grubbs de 12 generacion.

CHO 8d — 2-Alil-4-metoxi-3-(2-metilaliloxi) benzaldehido
= 1.0 g (5.2 mmoles) de 2-alil-3-hidroxi-4-metoxi benzaldehido (3d)
O/\’/ junto con 0.6 g (15.6 mmoles) de NaH y 1.4 g (15.6 mmoles) de
O\CH;, cloruro de metalilo se sometieron a refluo en DMF anhidra
durante 8 h. El producto crudo fue purificado por CC con mezcla
EP:AE 10:1, obteniéndose 1.0 g (3.9 mmol) de 8d como un aceite incoloro e inodoro.
Rto: 80%; IR (pelicula delgada): (v-c.n) 3077 cm™, (vens) 2977 cm™, (Vcrz-asim) 2923
em™, (Veoc.asim) 1280 cm™, (veocsim) 1087 cm™; 'H-RMN (CDCls, 400 MHz): & 10.07
(1H, s, H-C=0), 7.66 (1H, d, J=8.6 Hz, 4-Hp), 6.93 (1H, d, J=8.6 Hz, 5-Ha), 6.03 (1H,
dddd, J=17.0, 11.6, 5.8, 1.4 Hz, H-C=)a, 5.14 (1H, bs, =CH2)met, 5.02 (1H, dq, J=10.2,
1.6 Hz, =CHy)ai, 4.98 (1H, bs, =CHj)met, 4.93 (1H, dq, J=17.1, 1.7 Hz, =CH,)a;, 4.34
(2H, s, -CH2)met, 3.93 (3H, s, -OCH3), 3.89 (1H, t, J=1.7 Hz, -CHy).i, 3.86 (1H, t, J=1.7
Hz, -CHz)aii, 1.88 (3H, s, -CHa)met; '°C-RMN (CDCls, 100 MHz): & 191.0, 157.6, 146.2,
141.5, 137.1, 136.4, 129.0, 128.0, 115.6, 112.5, 109.8, 55.8, 28.8, 19.6, 19.6 ppm;

CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 246 (M™, 2), 191 (100).

El compuesto 8d se someti6 a RCM de acuerdo con la metodologia propuesta por
Stefinovic y Snieckus [49]. Para lo cual se colocaron 0.1 mmol del 8d y 25% en mol

del catalizador de Grubbs (12 generacion) en 20 mL de tolueno y se sometieron a
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reflujo durante 36 h (control TLC) en atmdsfera inerte. Seguidamente, se realizo
columna de limpieza y el extracto final fue rotoeovaporado para eliminar el disolvente.
El producto crudo fue purificado por cromatografia en columna sobre gel de silice

(EP:AE — 30:1), obteniéndose el compuesto 9d, analogo de la radulanina.

2.5.11 Aplicacion de la ruta sintética de 2,5-dihidro-1-benzoxepina en un aceite
esencial con alto contenido de carvacrol. Las condiciones determinadas en la ruta
sintética para la preparacion de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas se aplico al aceite
esencial (AE) de Lippia origanoides que contiene a carvacrol y timol como

constituyentes principales (45 y 15%, respectivamente).

2f — 1-Aliloxi-5-isopropil-2-metil benceno
1.7 g de aceite esencial de Lippia origanoides (1 g (6.7 mmoles) de
o™ carvacrol (1f)) junto con 2.8 g (20.3 mmoles) de K,CO3y 3.2 g (26.6
mmoles) de bromuro de alilo se sometieron a reflujo con acetona
anhidra durante 18 h. El producto crudo fue purificado por CC con
mezcla EP:AE 90:1, obteniéndose 1.3 g (6.7 mmol) de 2f como un aceite incoloro e
inodoro. Rto: 90%; IR (pelicula delgada): (v=c.1) 3077 cm™, (vc.n) 2962 cm™, (veoc.
asim) 1257 cm™, (vcoc.sm) 1025 cm™; "H-RMN (CDCl3, 400 MHz): & 7.08 (1H, d, J=7.5
Hz, 3-Har), 6.76 (1H, d, J=7.6 Hz, 4-H,), 6.72 (1H, s, 6-Ha), 6.11 (1H, dddd, J=17.3,
10.5, 5.0, 1.7 Hz, H-C=), 5.46 (1H, dq, J=17.3, 1.7 Hz, =CH,), 5.30 (1H, dq, J=10.5,
1.5 Hz, =CH,), 4.58 (1H, t, J=1.4 Hz, -CH,), 4.57 (1H, t, J=1.4 Hz, -CH,), 2.88 (1H,
sep, J=6,9 Hz, -CH), 2.24 (3H, s, -CHs), 1.26 (6H, d, J=6.9 Hz, -(CHs),); *C-RMN
(CDCl3, 100 MHz): & 156.7, 147.8, 133.8, 130.5, 124.2, 118.2, 116.8, 109.9, 68.7,
34.1, 24.1,24.1, 15.8 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 190 (M™, 100).

3f — 2-Alil-3-isopropil-6-metil fenol

1.0 g (5.3 mmoles) de 1-aliloxi-5-isopropil-2-metil benceno (2f) se

OH calentaron a reflujo con 40 mL de 1,2-DCB durante 40 h. El
producto crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 80:1,
obteniéndose 0.5 g (2.7 mmol) de 3e como un aceite amarillo

translicido e inodoro. Rto: 52%; IR (pelicula delgada): (von) 3563 cm™, (v=c.+) 3077
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em™, (veenz) 2869 cm™, (ve.o) 1187 em™; "H-RMN (CDCl;, 400 MHz): & 7.04 (1H, d,
J=7.9 Hz, 5-Hp,), 6.84 (1H, d, J=7.9 Hz, 4-H,,), 6.03 (1H, dddd, J=17.9, 11.4, 5.7, 1.1
Hz, H-C=), 5.13 (1H, dq, J=10.1, 1.6 Hz, =CH,), 5.08 (1H, dq, J=17.2, 1.8 Hz, =CH,),
4.87 (1H, s, -OH), 3.52 (1H, t, J=1.6 Hz, -CH,), 3.51 (1H, t, J=1.6 Hz, -CH,), 3.12 (1H,
sep, J=6,8 Hz, -CH), 2.24 (3H, s, -CHs), 1.23 (6H, d, J=6.9 Hz, -(CHj),); "*C-RMN
(CDCls, 100 MHz): & 152.3, 146.0, 136.5, 128.8, 122.0, 121.0, 117.2, 115.7, 30.0,
29.2,24.0, 24.0, 15.8 ppm; CG-EM (EI, 70 eV), m/z (%): 190 (M*, 20), 175 (100).

4f — 1-Aliloxi-2-alil-3-isopropil-6-metil benceno
1.0 g (5.3 mmoles) de 2-alil-3-isopropil-6-metil fenol (3f) junto con
o 22 g (15.8 mmoles) de K,CO3y 1.9 g (15.8 mmoles) de bromuro de
alilo se sometieron a reflujo con acetona anhidra durante 12 h. El
producto crudo fue purificado por CC con EP, obteniéndose 0.8 g
(6.7 mmol) de 4f como un aceite incoloro e inodoro. Rto: 70%; IR (pelicula delgada):
(v=cnt) 3077 cm™, (ven) 2962 cm™, (Veocaasim) 1265 cm™, (Veocsim) 995 cm™; "H-RMN
(CDCl3, 400 MHz): 8 7.06 (1H, d, J=7.9 Hz, 5-Hp), 6.98 (1H, d, J=7.9 Hz, 4-Hy), 6.08
(1H, dddd, J=17.6, 10.5, 5.3, 1.4 Hz, H-C=)ajioxi, 5.96 (1H, dddd, J=17.8, 11.3, 5.6, 1.4
Hz, H-C=)ai, 5.44 (1H, dq, J=17.2, 1.7 Hz, =CHy)aiioxi, 5.25 (1H, dg, J=10.5, 1.4 Hz,
=CH2)aiioxi» 5.01 (1H, dq, J=10.2, 1.7 Hz, =CH3)ay, 4.89 (1H, dq, J=17.1, 1.9 Hz,
=CHa)aii, 4.29 (1H, t, J=1.4 Hz, -CH2)ajiioxi, 4.28 (1H, t, J=1.4 Hz, -CH3)ajiioxi, 3.50 (1H, t,
J=1.8 Hz, -CHy)ai, 3.49 (1H, t, J=1.8 Hz, -CH;).i, 3.08 (1H, sep., J=6,8 Hz, -CH), 2.26
(3H, s, -CH3), 1.18 (6H, d, J=6.8 Hz, -(CHa),); >*C-RMN (CDCl3, 100 MHz): & 155.7,
146.8, 137.9, 136.6, 134.2, 129.3, 126.2, 121.0, 116.7, 114.8, 73.7, 30.0, 28.8, 24.1,
24.1, 16.4 ppm; CG-EM (El, 70 eV), m/z (%): 230 (M"™, 40), 41 (100).

8f — 2-Alil-3-isopropil-6-metil-1-(2-metilaliloxi) benceno

= 1.0 g (5.3 mmoles) de 2-alil-3-isopropil-6-metil fenol (3f) junto con
o/\]/ 0.6 g (15.8 mmoles) de NaH y 1.4 g (15.8 mmoles) de cloruro de
metalilo se sometieron a reflujo en DMF anhidra durante 8 h. El

producto crudo fue purificado por CC con mezcla EP:AE 70:1,

obteniéndose 1.0 g (4.2 mmol) de 8f como un aceite incoloro e inodoro. Rto: 80%; IR
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(pelicula delgada): (v=c.H) 3077 cm™, (vcus) 2962 cm™, (Veoc.asim) 1257 cm™; "H-RMN
(CDCls, 400 MHz): & 7.05 (1H, d, J=7.9 Hz, 4-Ha/), 6.98 (1H, d, J=7.9 Hz, 5-Hx,), 6.00
(1H, dddd, J=17.6, 10.4, 5.5, 1.3 Hz, H-C=),i, 5.17 (1H, bs, =CHy)me:, 5.00 (1H, daq,
J=10.2, 1.8 Hz, =CH.)an, 4.97 (1H, bs, =CHy)mer, 4.89 (1H, dq, J=17.1, 1.8 Hz
=CHy)aii, 4.16 (2H, s, -CH2)met, 3.50 (1H, t, J=1.9 Hz, -CHy)ai, 3.49 (1H, t, J=1.9 Hz, -
CHa)aii, 3.08 (1H, sep, J=6,8 Hz, -CH), 2.26 (3H, s, -CHj), 1.86 (3H, s, -CH3)met, 1.18
(6H, d, J=6.8 Hz, -(CHs),); ">C-RMN (CDCls, 100 MHz): 5 155.5, 146.9, 141.8, 138.0,
129.3, 128.2, 126.2, 121.0, 114.7, 111.7, 76.2, 30.0, 28.8, 24.1, 24.1, 19.6, 16.2 ppm.

2.6 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo con las 4 etapas propuestas para la sintesis de las 1-benzoxepinas
sustituidas (Esquema 2.14) cada molécula obtenida fue caracterizada
estructuralmente por las técnicas espectroscopicas de IR, MS y RMN, como se
describi6é en el Numeral 2.5. A continuacion se discute en detalle las caracteristicas

estructurales mas relevantes por familia de compuestos en cada etapa.

2.6.1 Alil-aril éteres sustituidos (2a-e) sintetizados en la etapa I. Las eficiencias de
la reaccion de Williamson para la obtencién de los alil-aril éteres fueron altas (76-96%)
(Esquema 2.16 y Tabla 2.1) y la caracteristica fisica comun de estos compuestos fue

su estado fisico (liquido).

d. R]_"ZH:
b. Ry 3=H, R,=CHO;
KaCO‘ ¢. Rj»=H, R;=OCHj3;
. Acetona d. R;=CHO, Rq H, R =0CHj;
e. Rj=CHs, Ry=H, Ri~(CHs)sCH.
E -e Q -e

Esquema 2.16. Esquema general para la reaccion de o-alilacion de fenoles.

La introduccion del grupo alilo en las estructuras de los fenoles 1a-e, para convertirlos
en sus respectivos alil-aril éteres 2a-e, se puso de manifiesto en los espectros IR por
la desaparicién de las frecuencias de tension y deformacion del grupo hidroxilo y la

aparicion de las bandas de absorcion caracteristicas del grupo alilo. El espectro de IR
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del alil-timil éter 2e se muestra en la Figura 2.6, donde las frecuencias de tension del
enlace =C-H olefinico asimétrico y las del enlace C=C del grupo alilo aparecieron en
3070 y 1648 cm™, respectivamente. Asimismo, se exhibieron las absorciones
caracteristicas de la funcion éter C-O-C, observandose las vibraciones de
estiramientos asimétrico (1257 cm™) y simétrico (1025 cm™') de los enlaces C-O-C y la
tension C-H de la funcién -OCH,- (2870 cm™). Los demas alil-aril éteres (2a-d)

sintetizados presentaron las mismas bandas distintivas (ver Numeral 2.5.4).

Estiramiento C-H :';9?0
alqueno (asimétrico)|” ™~

0/\/

T
Transmitancia

2BEU del anillo . 9A1 ;
s, _ | Estiramiento C-H "
(-OCH,-) !

1025

pr.
g 2962 Torsion C-H fuera'
] Estiramiento C-H del plano
metilo (asimétrico)

Estiramiento C-0-C
51 etrico

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2500 2400 2200 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800
Nimero de onda (cm')

Figura 2.6. Espectro de IR del alil-timil éter (2e).

La determinacion de la masa molecular y el reconocimiento del grupo alilo en los
compuestos 2a-e se llevaron a cabo mediante espectrometria de masas. Los iones
moleculares junto con sus iones fragmentos (> 9% de intensidad) caracteristicos para
cada alil-aril éter se reportan en la Tabla 2.6. El espectro de masas tipico para el alil-

timil éter se ilustra en la Figura 2.7.

Tabla 2.6. lones caracteristicos obtenidos por CG-EM de los compuestos 2a-e.

Comp. Nombre lones caracteristicos, m/z (1%)

2a Alil-fenil-éter 134 (M™, 50%); 119 (23%); 65 (34%); 94
(32%); 41 (100%)

2b 4-Aliloxi-benzaldehido 162 (M*™, 54%); 121 (23%); 65 (27%); 41
(100%)

2c 2-Aliloxi-1-metoxi-benceno 164 (M™, 73%); 123 (91%); 95 (100%); 77
(73%); 52 (54%); 41 (59%)

2d 3-Aliloxi-4-metoxi-benzaldehido 192 (M*, 77%); 151 (91%); 95 (100%); 77

(54%); 41 (77%)
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2e 1-Aliloxi-2-isopropil-5-metil-benceno 190 (M™, 76%); 175 (100%); 147 (47%); 133
(34%); 121 (69%); 105 (33%); 91 (35%); 4
(9%)

Un fuerte indicativo de la incorporacion del grupo alilo en las estructuras se debi6 a la
presencia, en los espectros de masas, del i6n en m/z 41 (cation alilico), con
intensidades que oscilaron entre 77-100%. Los otros iones fragmento encontrados
estan relacionados con los sustituyentes presentes en las estructuras como CHO-, -
OCHg3, -CHgs, -CH-(CH3)a.

175
100
121
] /\/ 91
190

105 147
50-
77

133
160 ‘

mm L, ‘\M L) .\'\ .\\‘! W

40 60 80 90 ]OO HO 120 130 140 150 ]60 170 180 190
Flgura 2.7. Espectro de masas del alil-timil éter 2e.

o

La ruta de fragmentacién general de los compuestos 2a-e, conducente a la

generacion de iones diagndéstico y comunes, se propone en el Esquema 2.17.

R,
Cge 2 &)
35 ° y +
R, —  [(R1.3)CsHyl
R, 0 m'z [M-C";_H5-CO|
O R‘
SN T .
9- /\B\/ m/z [M-C;Hs]
R3
- 2
m/z MY (R 3)0CgH,0) - /= 41

Esquema 2.17. Ruta de fragmentacion de los alil-aril-éteres.

Los iones moleculares de los alil-aril éteres sufren una ruptura | (respecto al O) o [
(respecto al anillo aromatico) produciendo el ion CsHs™ con m/z 41 (ion diagndstico);

sin embargo, si estas mismas rupturas promueven las eliminaciones del radical C;Hs"
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y de la molécula de CO sucesivamente, se produciran los iones con m/z [M-C3Hs] (ion
complementario [(Ry.3)Ce¢H20]") y m/z [M-C3Hs-CO], comunes para todas las

estructuras.

La confirmacion de las estructuras de estos alil-aril éteres se realizdé con base en la
determinacion espectroscopica por RMN de 'H y de 3c junto con el experimento
bidimensional homonuclear COSY. En la Figura 2.8 se muestra el espectro de 'H-
RMN del alil-timil éter con la siguiente distribucién de hidrégenos: 3 hidrogenos en la
region aromatica, 3 hidrogenos en la region olefinica y 12 hidrégenos en la regién
alifatica, los cuales son consistentes con la estructura esperada. Por su parte, el
espectro de *C-RMN exhibi6 12 sefiales (una de ellas incrementada al dog?e)

correspondientes a los 13 carbonos que constituyen la estructura de 2e.

-CHj -CH(CHj),
548 100

-CH,,|-CHay

50

-CH(CH3),

o LJLL 0

[l
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figura 2.8. Espectro de 'H-RMN del alil-timil éter (2e).

Las sefales, producidas por los desdoblamientos presentados por los 3 hidrégenos
olefinicos y los 2 metilénicos debido a su entorno quimico, se ilustran en la Figura 2.9.
Se incluyen, ademas, las constantes de acoplamiento y tipo de multiplicidad
presentada. Estas sefales fueron comunes para todos los alil-aril éteres sintetizados,
aunque con algunas diferencias en sus desplazamientos quimicos. La multiplicidad de

sefial encontrada para el hidrogeno interno olefinico (H-C=) fue un doblete de
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dobletes de dobletes de dobletes, puesto que en su entorno estuvieron 4 hidrégenos

diferenciados (2 olefinicos terminales y 2 metilénicos). Sus cuatro constantes de

acoplamiento fueron J=17.4, 104, 53 y 1.4 Hz. En el caso de los hidrogenos

terminales de la parte olefinica del grupo alilo (=CH,), cada uno de ellos mostré la

multiplicidad de doble cuarteta. Estos hidrogenos se diferenciaron por sus dos

constantes de acoplamiento: para =CHza - J=17.2 y 1.6 Hz; y para =CHzg - J=10.5 y

1.4 Hz, cuyos hidrégenos son trans- y cis- respecto al hidrégeno interno olefinico (H-

C=), correspondientemente.

100

J=17.2Hz

I
J=53Hz J w l

=C-H | \
(dddd) J/ \L =CH;4
MU/M (dq)

0

-CHy,-
®

-CH,p-

®

6.150 6.100 5.550 6.050 500 4.6506.000 5.450
PP

ppm (t1) 44

T T T
4.600 5.400

T
4.55

0

Figura 2.9. Desdoblamientos y constantes de acoplamiento (J) de los hidrogenos

olefinicos y metilénicos del grupo alilo en el espectro de "H-RMN del compuesto 2e (zona

ampliada).

La presencia de dos tripletes entre 4.60 y 4.57 ppm, un doblete de dobletes de

dobletes de dobletes entre 6.16 y 5.99 ppm y dos dobles cuartetas entre 5.46 y 5.32

ppm (correspondientes a -CH,-, H-C= y =CH,, respectivamente) confirman la

presencia del grupo alilo en las estructuras (Tabla 7).
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Tabla 2.7. Senales caracteristicas de los hidrogenos alilicos encontrados en los
compuestos alil-aril éteres 2a-e, basados en los espectros 'H-RMN.

Senales 'H-RMN [3 (ppm), multiplicidad y J (Hz)]

CompueSto H-C= =CH2A =CHZB 'CHZA 'CHZB
2a 6.11, dddd, 5.46, dq, 5.32, dq, 4.58, t, 4.57, ¢,
J=17.4,104,5.3, J=17.2,1.6 J=10.5,14 J=1.5 J=1.5

1.4
2b 6.04, dddd, 542, dq, 5.32, dq, 4.62, t, 4.60, t,
J=17.2,10.8,5.3, J=17.3,1.6 J=10.5,14 J=1.5 J=1.5

1.4
2c 6.10, dddd, 5.41, dq, 5.29, dq, 4.62, t, 4.61, t,
J=17.7,10.6, 5.4, J=17.3,1.6 J=10.7,1.4 J=1.5 J=1.5

1.3
2d 6.04, dddd, 5.40, dq, 5.27, dq, 4.62, t, 4.61,t,
J=17.7,10.7,54, J=17.2,14 J=10.5,1.3 J=1.3 J=1.3

1.2
2e 6.12, dddd, 5.48, dq, 5.30, dq, 4.58, t, 4.56, t,
J=17.2,10.5,4.9, J=17.3,1.7 J=10.6, 1.6 J=1.6 J=1.6

1.7

El espectro de RMN bidimensional 'H-"H del 1-aliloxi-2-isopropil-5-metil benceno
(Figura 2.10) mostro claramente las correlaciones existentes entre los 5 protones del
grupo alilo, indicado con 6valos de colores asi: color verde relacion6 al proton interno
del grupo (H-C=) con los 2 protones metilénicos (-CH2a g-) los cuales fueron vecinales
a él. Mientras que, el color negro correlacioné al mismo protén interno con los dos
protones terminales del alqueno (=CHzag). Ademas, en este espectro se observo el
acoplamiento a largo alcance entre los hidrogenos del -CHaag- con los hidrogenos
terminales =CH,ag. (acoplamiento alilico a cuatro enlaces - conectividad “W”)
[145,146]. EI mecanismo propuesto para este acoplamiento es la interaccion n-c
(hiperconjugacion) donde se genera cierto solapamiento entre el orbital & del doble
enlace y el orbital 1s del hidrogeno metilénico, o que permite que el acoplamiento se
transmita mas eficientemente, y por ende, que se prolongue el camino de
acoplamiento y se incremente la magnitud de la constante de acoplamiento (J= 0-3
Hz ) [147]. El valor promedio obtenido de las constantes vecinales fue 1.5 Hz, para los

dos grupos de protones (-CH, y =CH,).
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Figura 2.10. Correlacion existente entre los 3 hidrégenos olefinicos y los 2 metilénicos del
grupo alilo de acuerdo con el espectro de 'H-'"H-RMN del compuesto 2e.

2.6.2 2-Alil fenoles sustituidos (3a-e) sintetizados en la etapa Il. Con el propdsito
de lograr que los compuestos o-alilados experimentaran la transposicion de Claisen,
se efectuaron 13 experimentos variando las condiciones: calentamiento neto del
compuesto o-alilado (sin disolvente, con agitacion y alta temperatura), empleo de
acidos de Lewis (dieterato de trifluoruro de boro, cloruro de aluminio, etc.), utilizacion
de disolventes [tolueno, acetonitriio (ACN) y 1,2-diclorobenceno (1,2-DCB)] vy
calentamiento asistido por la radiacion de microondas del compuesto o-alilado

soportado sobre alumina. Los detalles de la transposicion se dan en la Tabla 2.8.
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Tabla 2.8. Experimentos realizados buscando condiciones 6ptimas para la transposicion
de Claisen en el alil-timil éter (2e).

Experimentos

Tratamiento

Condiciones

Producto
transpuesto
obtenido (rto. %)

EXP. 1 Térmico 220°C, 14 h Mezcla isomeros (o-,
m-, p-) (orto-, 36%)
EXP. 2 Catalizador acido BF3OEt,, tam,-70°C, 6h Ninguno
Lewis
EXP. 3 Catalizador acido BF3OEty, 140°C, 2h, reflujo Ninguno
Lewis
EXP. 4 Disolvente y cat. acido 1,2-DCB, gotas BF3OEt,, Mezcla isébmeros:
Lewis 180°C, reflujo orto- (36%), meta-
(22%) y para- (35%)
EXP. 5 Soporte solido Al,O3, MW (800W, 6 min) Ninguno - no cambié
2e
EXP. 6 Disolvente y cat. acido 1,2-DCB, 2h, BF3OEt, Transpuesto para-
Lewis (1:1), 180°C, reflujo (24%)
EXP.7 Disolvente y cat. acido 1,2-DCB, 2h, BF3zOEt, Transpuesto para-
Lewis (1:1), 70°C, reflujo (8%)
EXP. 8 Disolvente y cat. acido ACN, 4h, %20 BF3;0Et,, Ninguno - no cambio
Lewis reflujo 2e
EXP.9 Disolvente y cat. acido Tolueno, ACN (trazas), Transpuesto para-
Lewis %50 BF 3 OEty, reflujo (21%)
EXP. 10 Disolvente y cat. acido Tolueno, %50 BF3;OEt,, Transpuesto para-
Lewis reflujo (15%)
EXP. 11 Disolvente y cat. acido 1,2-DCB, AICl;, H,O, t.m,- Transpuesto  para-
Lewis reflujo (1%)
EXP. 12 Disolvente 1,2-DCB, 20 h, reflujo Transpuesto orto-
(80%)
EXP. 13 Disolvente y cat. acido Diclorometano, SnCl, Transpuesto orto-
Lewis 2H,0, tamp, 4 h (1%)

* El crudo de reaccioén fue analizado por CG-EM.

El calentamiento del compuesto o-alilado sin ningun tipo de coadyuvante condujo a la

formacion de los tres isomeros de posicion del 2-alil timol (Exp.1), aunque de acuerdo

con los reportes de la literatura, sélo deberian formarse los isbmeros orto- y para-

[51,55,58,148]. Sin embargo, la utilizacion de BCl; como catalizador favorece la

transposicion en posicion meta- [53]. Los acidos de Lewis utilizados en los ensayos no

contribuyeron a acelerar la reaccion ni mucho menos a la formacion del producto

deseado. El BF3OEt,, bajo las condiciones empleadas, desde temperatura ambiente

hasta ebullicion y en cantidades cataliticas y/o estequiométricas, en la mayoria de

casos no condujo al producto deseado o se obtuvieron mezclas de isémeros (Exp. 2-

11, 13).
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Otros acidos de Lewis como AICl; y SnCl, ensayados, tampoco favorecieron la
transposicion de Claisen (Exp. 5 y 13). Aunque algunos acidos de Lewis (BCls,
Et,AICI, etc.) han asistido eficientemente la transposicion de Claisen, también han
mostrado algunos inconvenientes porque no solo se obtiene el compuesto orto-
transpuesto sino en algunos casos la mezcla orto-, para- o ciclaciones no esperadas
[63,55,58].

En la busqueda de las mejores condiciones para la transposicién de Claisen se
probaron tres disolventes con diferentes puntos de ebullicion y polaridad. Estas
propiedades fisicas se reportan en la Tabla 2.9. De acuerdo con varios autores
[55,66,67] la transposicion de Claisen esta influida directamente por el tipo de
disolvente utilizado. Cuando se utilizé acetonitrilo (solvente polar aprético) la reaccion
de transposicion no se efectud ni siquiera con la adicién de un acido Lewis (Exp. 8).
Esto pudo ser debido a las bajas condiciones térmicas (~82°C). Con tolueno, hubo
una pequefia conversion al compuesto transpuesto en para- y la adicién del dieterato
de trifluoruro de boro lo incrementd hasta un 15% (Exp. 10). La inclusién de
acetonitrilo en este sistema produjo un 21% del compuesto para-transpuesto. Sin

embargo, el producto deseado fue obtenido en menos de un 5% (Exp. 9).

Tabla 2.9. Propiedades fisicas de los disolventes probados en la transposicién de Claisen.

Nombre Férmula P.M., g/mol Tepn., °C Momento Polaridad
dipolar (un), D ()
Acetonitrilo CH;CN 41,05 81,6 3,86 36,6
Tolueno CgHsCH3 92,14 110,6 0,38 24
1,2-Diclorobenceno  CgH,4Cl, 147,01 180,1 2,50 12,1

Finalmente, el experimento que permitié alcanzar eficientemente la transposicién de
Claisen fue el calentamiento con 1,2-diclorobenceno (Exp. 12), un disolvente con alta
temperatura de ebullicion y con cierto caracter polar, que de acuerdo con White y
Wolfart [66] son los parametros mas importantes de un disolvente para asistir la
transposicion de Claisen.

La eficiencia de la transposicion de Claisen en la generacion de los 2-alil fenoles fue
moderadamente alta (52-75%) (Esquema 2.18 y Tabla 2.2). De igual manera, los

tiempos empleados para esta reaccion variaron entre compuestos (10-40 h). Asi, los
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alil-aril éteres 2c-e que presentaron sustituyentes electrodonadores (-OCHg;, -CH3 y -
CH(CHs;),) en el anillo fueron los que gastaron menor tiempo; mientras que los
compuestos 2a-b sin sustituyentes o sustituyentes electroatrayentes (-CHO) fueron
los que emplearon el mayor tiempo de reaccion, poniendo en evidencia la fuerte
influencia de los grupos sustituyentes en la transposicién de Claisen, estando en
desacuerdo con alguno reportes que consideran que el efecto de los sustituyentes en
la transposiciéon de Claisen no tiene un efecto significativo [55,67]. Ademas, se
observé que si estos sustituyentes son voluminosos no sélo se produce el compuesto
transpuesto en la posicion orto- sino los isdbmeros para- y meta- (caso del alil-timil éter
2e).

R, R,
n a. R|_3:H:

Ry 1,2-DCB 2 7 b. R;3=H. R,=CHO;

" c. Rj5=H, R3;=OCHj;
o F : OH d. R;=CHO, R,=H, R;=OCHj;

. R]ZCHB, RjZH, R3=(CH3)'JCH-
R3 R3 Z 2
2a-e 3a-e

1,2-DCB - 1,2-Diclorobenceno
Esquema 2.18. Esquema general para la reaccion de transposicion de Claisen para alil-
aril éteres.

El reordenamiento intramolecular del grupo alilo en las estructuras de los alil-aril
éteres 2a-e y su transformacion en los respectivos 2-alil fenoles (3a-e), se evidencio
en los espectros IR por el surgimiento, nuevamente, de las frecuencias de tension y
deformacion del grupo hidroxilo y la conservacion y reorganizacion de las bandas de
absorcion caracteristicas del grupo alilo. El espectro de IR del 2-alil-6-isopropi-3-metil

fenol 3e se exhibe en la Figura 2.11.

El espectro IR de este 2-alil fenol presentd cuatro bandas de absorcion
caracteristicas: 3564, 1450, 1265 y 1196 cm™, las cuales se pueden atribuir a las
vibraciones de tension del O-H, de torsién o flexion del O-H y de estiramientos del C-

OH, respectivamente.
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Figura 2.11. Espectro de IR del 2-alil-6-isopropil-3-fenol 3e.

A diferencia de las bandas de absorcion por estiramiento del OH de los fenoles 1a-e,
que fueron anchas por la formacién de enlace de hidrogeno intermolecular vy
registrandose a menor frecuencia, los 2-alil fenoles presentaron bandas de absorcion
agudas y a menor longitud de onda debido a que en la mayoria de estos fenoles sus
posiciones orto- estaban sustituidas, evitando la formacion de enlaces de hidrogeno
intermoleculares por impedimento estérico (aumento entre la distancia de enlace del
grupo (OH...OH) [149]. Las bandas observadas corresponden a formas monoméricas
o diméricas de los 2-alil fenoles [150]. Los demas 2-alil fenoles 3a-d sintetizados

presentaron las mismas bandas distintivas (ver Numeral 2.5.5).

El reconocimiento del reordenamiento intramolecular del grupo alilo en los
compuestos 3a-e se realizd6 por espectrometria de masas. Los iones moleculares
junto con sus respectivos iones fragmentos (> 11% de intensidad) caracteristicos para
cada 2-alil fenol se registran en la Tabla 10. El espectro de masas tipico para la
molécula 3e se muestra en la Figura 2.12.

De acuerdo con esta Tabla, todos los 2-alil fenoles obtenidos presentaron iones
moleculares de alta intensidad (27-100%) y en el 60% de los casos (e.g., compuestos

3a-c) fueron el mismo ion pico de base (100%). El mayor indicio del reordenamiento
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del grupo alilo en las estructuras fue el cambio en las intensidades de las relaciones

m/z entre los dos grupos de moléculas 2a-e y 3a-e (Tablas 2.6 y 2.7).

Tabla 2.10. lones caracteristicos obtenidos por CG-EM de los compuestos 3a-e.

Comp. Nombre lones caracteristicos, m/z (1%)

3a 2-Alil-fenol 134 (M™, 100%); 133 (41%); 119 (32%); 115
(41%); 91 (59%); 77 (45%)

3b 3-Alil-4-hidroxi-benzaldehido 162 (M*, 100%); 161 (77%); 133 (27%); 115
(18%); 105 (23%); 77 (32%); 51 (18%);

3c 2-Alil-6-metoxi-fenol 164 (M*, 100%); 149 (32%); 131 (34%); 121
(34%); 103 (41%); 91 (34%); 77 (45%);
3d 2-Alil-3-hidroxi-4-metoxi- 192 (M*™, 54%); 177 (100%); 131 (30%); 103
benzaldehido (36%); 91 (30%); 77 (34%); 65 (27%)
3e 2-Alil-6-isopropil-3-metil-fenol 190 (M™, 27%); 175 (100%); 147 (34%); 115

(11%); 91 (14%): 77 (11%)

En la Tabla 2.11 se comparan los iones moleculares, pico de base y m/z 41 (alilo) de
las moléculas o-aliladas y transpuestas con base en las intensidades relativas. Se
observa que, en los casos donde el cation alilo (m/z 41) fue el ion pico de base en los
espectros de masas de las moléculas o-aliladas (e.g., 2a y 2b), el mismo cation
disminuy6é su intensidad significativamente en los espectros de las moléculas
transpuestas (e.g., 3a y 3b) y el ion molecular paso a ser el ion pico de base. En las
otras moléculas, hubo disminucion considerable del ion en m/z 41 y cambios de las

intensidades entre los iones producidos.

Los demas iones fragmento encontrados estan relacionados con los sustituyentes
presentes en las estructuras como CHO-, -OCHgs, -CHs, -CH-(CHj3).. El Esquema 2.19
plantea, en forma general, la posible ruta de fragmentacion de los compuestos 3a-e,

que favorece la formacién de iones comunes y diagnostico.

La ruptura B (padecida por la mayoria de los 2-alil fenoles), a partir de los iones
moleculares, favorece la salida del radical vinilico (CoHs", m/z 25) y la formacién del
cation con m/z [M-C,H;3]. Las sucesivas eliminaciones de las moléculas de CO y H,,
producen los iones [(R1.3)CsHz]" con m/z [M-C,H3-CO-H,]. Por otra parte, los fenoles
tipicamente se fragmentan en las uniones de los enlaces HCO’, evidenciadas en el
espectro de masas por el registro de las sefiales con m/z [M-CO-H] pertenecientes a

los iones [(R1.3)CsHe]". Seguidamente, las salidas de dos moléculas neutras (CoH, y
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H,) desde este Ultimo ion, asisten la generacion de los iones [(R1.3)CsH2]" con m/z [M-

CO-H-C,Ho-Hs).
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Figura 2.12. Espectro de masas del 2-alil-6-isopropil-3-metil fenol 3a.

Tabla 2.11. Comparacion de los iones moleculares, picos de base y m/z 41 obtenidos por

CG-EM de los compuestos 2a-e y 3a-e.

lones caracteristicos

Comp. Nombre M*, lon pico de lon m/z
m/z (1%) base (100%) 41 (1%)
2a Alil-fenil-éter 134 (50%) m/z 41 100
3a 2-Alil-fenol 134 (100%) m/z 134 1
2b 4-Aliloxi-benzaldehido 162 (54%) m/z 41 100
3b 3-Alil-4-hidroxi-benzaldehido 162 (100%) m/z 162 1
2c 2-Aliloxi-1-metoxi-benceno 164 (73%) m/z 95 59
3c 2-Alil-6-metoxi-fenol 164 (100%) m/z 41 1
2d 3-Aliloxi-4-metoxi-benzaldehido 192 (77%) m/z 95 77
3d 2-Alil-3-hidroxi-4-metoxi-benzaldehido 192 (54%) m/z 177 4
2e 1-Aliloxi-2-isopropil-5-metil-benceno 190 (76%) m/z175 8
3e 2-Alil-6-isopropil-3-metil-fenol 190 (27%) m/z 175 8
Ry
R,
R, _CoHly -C EO (Ry3)CeHy|"
R, " _ m/'z [M-C,H3-CO-H,)
B B R, OH
_QH m'z IM—C:H;l
R Nal
;___: Ml 5 |(RiaCsHgl” ﬂ. [(Ry_5)CH,]"
m/z|M-CO-H] m/z [M-CO-H-C,Hp-Hy|

Esquema 2.19. Posible ruta de fragmentacion de los 2-alil fenoles.
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La confirmacion estructural de los 2-alil fenoles 3a-e se llevé a cabo por RMN de 'H y
C.Enla Figura 2.13, se muestra el espectro de 'H-RMN del 2-alil-6-isopropil-3-metil
fenol 3e. En este espectro se encontraron 2 hidrégenos en la region aromatica, 3
hidrogenos en la region olefinica, 1 hidrogeno de muy alta intensidad en posible
region de fenoles y 12 hidrégenos en la region alifatica, acorde con la estructura
deseada. En cuanto al contenido de C, el espectro de *C-RMN present6 12 sefiales
(una de ellas incrementada al doble) correspondientes a los 13 carbonos

constituyentes de la estructura de 3e.

Los espectros de RMN de las moléculas transpuestas presentaron diferencias
marcadas en las sefiales de protones correspondientes al sistema fenilico y al grupo
alilo junto con la aparicion de la sefial del proton del OH fendlico. La comparacion de
estos cambios en las sefales de los espectros se ilustra en las Figuras 2.14 y 2.15,
respectivamente. La primera evidencia de la transposicion del grupo alilo en la
posicion orto- del anillo fue la desaparicion de la sefial singulete del hidrégeno “2” del
sistema arilico (adyacente al grupo o-alil) ubicado a 6.70 ppm (Figura 2.14) junto con
la aparicion de una sefal singulete en 4.98 ppm, que no se registré en el espectro del
compuesto o-alilado, la cual se encontré dentro de la region caracteristica de los

fenoles (5-8 ppm) (Figura 2.15).

CHy  -CH(CHj), 100
-OH
(s
1.2
50
-CHyp
-CHaa
=CHyy
=CHoa -CH(CHs),
1 \J“‘“uﬂ
. J Ll

7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)

Figura 2.13. Espectro de 'H-RMN del 2-alil-6-isopropil-3-metil fenol 3e.
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Figura 2.14. Ampliacién y comparacion de la region aromatica de los compuestos 2e (alil-
timil éter) y 3e (2-alil timol) indicando la desaparicion de la sefal de 2-Hp,.

La segunda evidencia, no menos importante que la anterior, fue el cambio o
corrimiento de los desplazamientos quimicos de los protones olefinicos y metilénicos
en los compuestos transpuestos. Asi pues, los 2 protones terminales =CHaag se
encontraron a menores frecuencias (5.17-5.13 ppm) que cuando el grupo alilo estaba

unido al oxigeno (5.48-5.30 ppm) (Figura 2.15).

Aunque este corrimiento no es desmesurado, la multiplicidad (dq) se vio afectada
debido al solapamiento de las dos senales y en algunos casos (Tabla 2.12), a la
pérdida completa de su forma bien definida y simetria (de doble cuarteta a multiplete).
Por su parte, los dos tripletes del -CHzag-, que en el espectro del compuesto 2e
aparecian a frecuencias altas (6 4.58-4.56 ppm), se desplazaron a frecuencias bajas
(6 3.49-3.48 ppm), indicando que su entorno quimico cambié drasticamente.
Igualmente, estas sefiales presentaron cambios en su forma pasando de multiplicidad
triplete a singulete (3a, 3b, 3d). La desaparicion de las senales del proton 2(6) del
anillo aromatico (6 6.70-7.36 ppm) junto con la apariciéon de una sefial (6 4.98-7.48

ppm, atribuible al protéon del OH fendlico) y el corrimiento a menores frecuencias de
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los protones metilénicos (5§ 3.89-3.48 ppm) demuestran el réordenamiento

intramolecular del grupo alilo en las estructuras (Tabla 2.12).

-CH,, || -CHy
® O TN
Region olefinica y metilénica grupo
=CH,, =CHyp alilo del compuesto 2e.
(dg)  (dg)
I 100
J 0
[ [ !
5.50 5.00 4,50 400 L ]
apm (t1)
-OH || Aparicion sefial o
(s) end 4.98 ppm >
-CH,, ||-CH,p|
=CH_2% H Regién olefinica y metilénica grupo
2 alilo del compuesto 3e.
L :
\ T \ \ \
5.50 5.00 4.50 4.00 3.50
ypm (t1)

Figura 2.15. Ampliacién y comparacion de la region olefinica y metilénica de los
compuestos 2e (alil-timil éter) y 3e (2-alil timol) indicando la aparicion de la sefal de -OH y
el corrimiento de las sefales de protones olefinicos y metilénicos.

Tabla 2.12. Senales caracteristicas de los hidrogenos del sistema fenilico, grupo alilo y
OH fendlico de los compuestos 2a-e y 3a-e, basados en los espectros 'H-RMN.
Seiales 'H-RMN [6 (ppm), multiplicidad y J (Hz

Compuesto

-OH -CH,», -CHyp

2a 6.97,d,J=7.8  5.46,dq, 5.32, dg, —- 458t 4571

J=172,1.6  J=10.5,1.4 J=15  J=15

3a 5.19, dq, 5.15, 1, 502,s 3.44,t 3441t
J=6.1,1.7 J=1.6,

2b 6.99, t, J=2.3 5.42, dq, 5.32, dg, — 462t 460t

J=173,1.6  J=10.5,1.4 J=15  J=15

3b 5.18, s 515-5.13,m  7.48, 3.48,s 3.46,s

m

2c 6.89,d,J=4.0  5.41,dq, 5.29, dg, — 462t 461t

J=173,1.6  J=10.7,1.4 J=15  J=15

3c 5.08, dq, 5.05,dg,  570,s 3.43,t 3.41,1

J=14.8,1.8  J=10.0,1.4 J=14  J=14

2d 7.36,d,J=1.8  5.40, dq, 5.27, dq, — 462t 461t

J=172,1.4  J=10.5,1.3 J=1.3  J=1.3

3d 503-4.97, m, 503497, m 594,s 389 s 387,s

2e 6.70, s 5.48, dq, 5.30, dq, —- 458t 456t

J=17.3,1.7  J=10.6, 1.6 J=16  J=16

3e 517, m 513,dq, 4.98,s 349t 3.48, 1,

J=12.8,1.8 J=17 J=1T
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Otro cambio espectral notorio fue la redistribucion de las senales en el espectro de
'3C. Es asi, como el carbono ubicado a 68.7 ppm en el espectro del compuesto 2e, se
desplazd a campos altos (31.2 ppm) en el espectro del compuesto 3e (Figura 2.16).
Los otros carbonos localizados en la region olefinica y aromatica del compuesto 2e,
se redistribuyeron notoriamente, en esta misma regién en el espectro del compuesto
3e. Estas senales fueron comunes para todos los 2-alil fenoles sintetizados, aunque

con algunas diferencias en sus desplazamientos quimicos (e.g., compuesto 3b).
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Figura 2.16. Ampliacién y comparacion de los espectros de *C-RMN de 2e vy 3e,
indicando la redistribucién de las sefales de los C metilénico y olefinicos del grupos
transpuesto.

2.6.3 2-Alil-1-aliloxi bencenos sustituidos (4a-e) sintetizados en la etapa llla. Los
rendimientos obtenidos para las segundas o-alilaciones de los 2-alil fenoles mediante

la reaccion de Williamson fueron altos (70-91%) (Esquema 2.20 y Tabla 2.3).

La insercion de otro grupo alilo en las estructuras de los 2-alil-aliloxi bencenos 4a-e,

se reveld en los espectros IR por la desaparicion de las frecuencias de tensiéon-
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deformacion del grupo hidroxilo, por la conservacién y aumento de intensidad de las
bandas de absorcidn caracteristicas del grupo alilo y la aparicion de las vibraciones de

absorcion de la funcion éter.

R, R,
- Br R, d. RI-SZH;
R, Z P~ . = b. Ry 3=H, R,=CHO:
i C. RI‘Q—H, R3=0CH3;
OH ; ﬁzc(eﬂtgl"‘la O/\/ d R]—CHO, REZH, R-;ZOC“‘,-;
) e. Ry;=CH;, R,=H, R;=(CH,),CH.
R“; RS 1 £ 2 E 3n
3a-e 4a-e

Esquema 2.20. Esquema general para la reaccion de o-alilacién de 2-alil fenoles.

La Figura 2.17 exhibe el espectro de IR del 2-alil-1-aliloxi-6-isopropil-3-metil benceno
4e. Las bandas caracteristicas del espectro IR del compuesto 4e fueron de gran
intensidad, debido a la presencia de dos grupos alilo en la estructura; asi, las
frecuencias de tensién del enlace =C-H olefinico asimétrico y las del enlace C=C del
alqueno aparecieron a 3070 y 1635 cm™, respectivamente. El estiramiento C-H
asimétrico de los 2 grupos metilénicos aparecié a 2923 cm™ (el cual no fue observado
en los espectros de los compuestos o-alilados 2a-e ni en los transpuestos 3a-e).
Igualmente, se presentaron las bandas de absorcién de tensiones asimétrica (1257
cm™) y simétrica (1020 cm™) de los enlaces C-O-C y las de deformacion del OH en el
plano (1450 cm™) y las de estiramiento del C-OH fueron vestigios del cambio del
compuesto 3e al compuesto 4e. Todos los demas 2-alil-1-aliloxi bencenos 4a-d

sintetizados presentaron las mismas bandas distintivas (ver Numeral 2.5.6).

La determinacién de la presencia de otro grupo alilo en la estructura y de la masa
molecular de los compuestos 4a-e se llevaron a cabo mediante espectrometria de
masas. Los iones fragmentos (> 39% de intensidad) caracteristicos junto con los
respectivos iones moleculares para cada 2-alil-1-aliloxi bencenos se reportan en la
Tabla 2.13. En la Figura 2.18 se ensefia el espectro de masas del 2-alil-1-aliloxi-6-

isopropil-3-metil benceno.
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Como en el caso de las moléculas 2a-e, el mayor indicativo de la insercion de otro
grupo alilo en las estructuras se debid a la presencia del cation en m/z 41 (ion alilo),

en sus espectros de masas, con intensidades que oscilaron entre el 41-100%.
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Figura 2.17. Espectro de IR del 2-alil-1-aliloxi-6-isopropil-3-metil benceno 4e.

Tabla 2.13. lones caracteristicos obtenidos por CG-EM de los compuestos 4a-e.

Comp. Nombre lones caracteristicos, m/z (1%)

4a 2-Alil-1-aliloxi-benceno 174 (M™, 50%); 133 (100%); 131 (59%); 105
(95%); 79 (50%); 77 (64%); 41 (59%)

4b 3-Alil-4-aliloxi-benzaldehido 202 (M*, 36%); 159 (34%); 133 (64%); 105
(64%); 77 (59%); 41 (100%)

4c 2-Alil-1-aliloxi-6-metoxi- 204 (M*, 27%); 163 (50%);135 (41%); 105
benceno (45%); 103 (100%); 91 (82%); 41 (41%)

4d 2-Alil-3-aliloxi-4-metoxi- 232 (M*, 4%); 191 (86%); 135 (64%); 103
benzaldehido (100%); 91 (73%); 65 (43%); 41 (59%)

4e 2-Alil-1-aliloxi-6-isopropil-3- 230 (M*, 16%); 147 (68%); 119 (39%); 115
metil-benceno (41%); 91 (59%); 77 (36%); 41 (100%)

El Esquema 2.21 propone, la ruta de fragmentacion mas viable de las moléculas 4a-
e, que resulta en la formacion de iones diagndstico y comunes. La aparicion del ion
CsHs™ con m/z 41 (ion diagndstico), en los espectros de masas, es la consecuencia de
la ruptura a (respecto al O) o B (respecto al anillo aromatico), a partir de los iones
moleculares de los 2-alil-1-aliloxi bencenos. No obstante, esta misma escision
favorece la eliminacion del radical alilo (C3Hs) y la formacion del ion [(R1.3)CoHeO]"

con m/z [M-C3Hs], que es el ion complementario. Las salidas sucesivas de CO y
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[C.H3", H] desde este Ultimo ion, producen los iones [(R1.3)CsHs]" v [(R13)CsH2]" con

m/z [M-C3Hs-CO] y m/z [M-C3Hs-CO-C,H3-H], respectivamente, comunes para todas

las estructuras.
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Figura 2.18. Espectro de masas del 2-alil-1-aliloxi-6-isopropil-3-metil benceno 4e.

[(R3)CH,)"

C.Hy"
[(Ry.5)CgHg )" =
m/'z [M-C3Hs-CO-C,H;-Hl

m/'z [M-C3Hs5-CO)

Esquema 2.21. Posible ruta de fragmentacion de los 2-alil-1-aliloxi bencenos.

Las estructuras de los 2-alil-1-aliloxi bencenos fueron confirmadas por RMN de 'H, *C
y '"H-'H-COSY.

El espectro de 'H-RMN del 2-alil-1-aliloxi-6-isopropil-3-metil benceno (4e) se exhibe

en la Figura 2.19, en el que se encontraron 2 hidrégenos en la region aromatica, 6

hidrégenos en la region olefinica y 14 hidrégenos en la region alifatica, conforme con

la estructura propuesta. Ademas, con base en el espectro de *C-RMN, las 15 sefales

(una de ellas incrementada al doble) presentes estuvieron de acuerdo con el numero

de carbonos (16) esperado para la estructura de 4e.

La inclusion del otro grupo alilo en las estructuras de los 2-alil fenoles fue indudable

por la ausencia, en todos los espectros de los compuestos 4a-e, de la sefal protonica
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del OH fendlico (6 4.98-7.48 ppm) junto con la aparicion de tres nuevos grupos de
sefiales (2 dq, 1 dddd y 2 t). En la Figura 2.20 se amplian los desdoblamientos

producidos por los 5 hidrogenos del grupo alilo transpuesto junto con los 5 hidrégenos

del grupo alilo adicionado.
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Figura 2.19. Espectro de "H-RMN del 2-alil-1-aliloxi-6-isopropil-3-metil benceno 4e.

=CH,,

=C-H

(aliloxi)

R
000

T
5.950 5.906.500

T
6

6.250
ppm (t1)

=CHZB

(aliloxi)

(2-alil) (;-alil)

T T T T T T T T T T T =T
T T 350 4300

! a 2
5.050 5.000 4.950 s w0 350 40

ppm (1)

Figura 2.20. Desdoblamientos de los hidrogenos olefinicos y metilénicos de los 2 grupos
alilo en el espectro de "H-RMN del compuesto 4e (zona ampliada).
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El desplazamiento quimico para H-C= del alilo unido al oxigeno (O-CH,CH=CH,) fue
6.13 ppm y el del grupo alilo unido al anillo en posicion 2 (Ca-CH,CH=CH,), fue 5.99
ppm. Las siguientes sefiales de interés en el espectro correspondieron a los
hidrogenos terminales de la parte olefinica (=CH2ag) de los 2 grupos alilo, cuyos
desplazamientos quimicos fueron 5.48 (J=17.2 Hz) y 5.29 ppm (J=10.5 Hz) para el
grupo aliloxi, y 5.04 (J=10.2 Hz) y 4.96 ppm (J=17.1 Hz) para el grupo alilo unido al
arilo. El mismo comportamiento de los grupos alilo (O-CH,CH=CH, y Car-
CH,CH=CH,) de otros compuestos 4 se puede notar en la Tabla 2.14.

Tabla 2.14. Sefiales caracteristicas de los hidrogenos alilicos encontrados en los
compuestos 2-alil-1-aliloxi bencenos 4a-e, basados en los espectros 'H-RMN.

~ 1 T
Comp. Senales H-RMN [6 (ppm), multiplicidad y J (Hz)]

H"C= H'C= =CH’2A =CH’ZB =CH2A =CHZB 'CH'ZA 'CH'ZB 'CHZA -CHZB
613  6.04- 5&44’ 5628’ 512- 506 457, 456, 5,0 4.,
4a 6.05, 599, 9% 29 5.07,  5.04, t, t, A9, 344,
o 9 =173, J=106, >0 ST DR s
16 14 : :
6.06,
dddd, 544, 531, 511,
w =173 g'gi' da, da, dq,  5.08.t 4'?"” 4'f53’ 346, 344,
8 02, %% =73 =106, u=75 ust4 S b s s
5.0, 16 14 16 : :
16
5621?{ 597, 537 522, 507
dddd, - y4qq, 937 922 507, 564 449, 448, 344, 342,
s oL s T, e seids, 5020 U y t y
sy 101 N o . J=14  J=14 =13 J=1.3
6.6
1.0
6.08,  6.00,
dddd, dddd, 537, 523, 500, 4.90,
aq  JS175. J=175 dg, da, da, da, 4':"6’ 4':‘5’ 3'?7* 3't86’
4 104 102, U172, J=104, J=102, J=A74, ° Lot
57, 58 16 13 16 17 US4 A UELTJ=T
1.0 1.1
613, 599,
dddd, dddd, 548, 529, 504, 496,
4 JE175. J=175 dg, dq, dq, dq, 4'32’ 4'?1' 3':50’ 3':‘8'
105, 102, J=172, J=10.5, J=102, J=17.1, ° Lot ot
53, 57, 1.7 15 1.8 19 U515 JE15 JE18 JE18
14 13

" Hidrégenos pertenecientes al grupo aliloxi

La Figura 2.21 exhibe el espectro bidimensional 'H-'H-RMN del 2-alil-1-aliloxi-6-

isopropil-3-metil benceno, en el que se indican todas las posibles conectividades

178



(encerradas en circulos o rectangulos) detectables entre los diferentes protones de los

dos grupos alilo de interés.

Las correlaciones entre los protones del grupo alilo unido en posicion 2 al sistema
aromatico se delinearon con rectangulos negros; es asi, como se corrobora (por la
intensidad de la mancha) que el proton de =CH, que esta a mayor frecuencia es el de
la posicion cis- (vecinal) respecto a H-C= y por el contrario el proton trans- (vecinal)
estd a menor frecuencia. Por otro lado, los protones correlacionados entre si del grupo
aliloxi, se resaltaron con rectangulos verdes. En este caso, el proton del grupo =CH,
que esta a campos mas bajos es el de la posicidon trans- (menos intensidad de la

mancha) respecto al H-C=y el protdn cis- (vecinal) estd a campos mas altos.

-CH 53 -CHjap

BiNE

T T ‘ T T
6.00 5.50 5.00 4.50 4.00
ppm (f2)

Figura 2.21. Correlacion existente entre los hidrogenos olefinicos y metilénicos de cada
grupo alilo presente en el compuesto 4e, de acuerdo con el espectro de 'H-"H-RMN.
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En este mismo espectro se resaltan las correlaciones a cuatro enlaces, e.g.,
acoplamiento “alilico” (“W” circulos azul y rojo), de los protones =CH, y -CH,- del
respectivo grupo alilo. De igual forma como en la discusion anterior, los acoplamientos

“W” de los protones del alilo unido al anillo (W4) aparecieron a mayores frecuencias;
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mientras que, el mismo tipo de acoplamiento de los protones del alilo unido al oxigeno

(W) aparecio a menor frecuencia.

2.6.4 Acrilatos de 2-alil fenilos sustituidos (5a-e) sintetizados en la etapa lllb. Las
eficiencias obtenidas de la reaccion modificada de Schotten-Baumann para la
obtencién de los ésteres acrilicos fueron altas (70-82%) (Esquema 2.22 y Tabla 2.4).

R| O l{| /

a. R]_SZH;
R: / C‘l)J\/ R: b RI\SZH, RzngO:.
p > — C. R]_z_H, R_j,: CH3
oy VEty/Tolueno { d. R;=CHO, Ry=H, R;=OCHj;;
N e. R;=CH;, Ry=H, R;=(CH;},CH.
R3 R3
3a-e Sa-e

Esquema 2.22. Esquema general para la reaccion de o-acilacion de 2-alil fenoles.

La insercion del grupo acriloilo en los 2-alil fenoles 3a-e, transformandolos en los 2-
alil-acriloiloxi bencenos 5a-e, se observo en los espectros IR por la desaparicion de
las bandas de flexidn-tension del OH y el surgimiento de las frecuencias vibracionales
caracteristicas de la funcion éster. En la Figura 2.22 se pone a la vista el espectro IR
del 1-acriloiloxi-2-alil-3-formil-6-metoxi benceno 5d, donde se destaca por presentar
bandas de absorcion provenientes de las vibraciones de los enlaces (C=0)-O-, -C=0-
C=C, =C-H, C-C-O y CH. La absorcion de tension del carbonilo del éster estuvo a una
mayor frecuencia (1751 cm™) que las correspondientes cetonas (1715 cm™) por su

vecindad con el atomo de oxigeno, debido al aumento de su momento dipolar.

Ademas, la posicion de la banda del grupo C=0O también se vio afectada por la
conjugacion con el doble enlace del grupo vinilo. El efecto de la conjugacion carbonilo-
olefina mostré6 dos bandas fuertes producto de la vibracion de tension C=C entre
1690-1600 cm™. Los demas 1-acriloiloxi-2-alil bencenos 5a-c,e sintetizados

presentaron las mismas bandas distintivas (ver Numeral 2.5.7).

Las masas moleculares y el reconocimiento del grupo acriloilo en las estructuras de
los compuestos 5a-e se determinaron por espectrometria de masas. Los iones
fragmentos (> 6% de intensidad) caracteristicos junto con los iones moleculares para

esta familia de compuesto se registran en la Tabla 2.15.
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De esta Tabla se infiere que todos los 1-acriloiloxi-2-alil bencenos sintetizados

presentaron sus respectivos iones moleculares, aunque de baja intensidad (3-19%),

ajustados a las masas moleculares esperadas. El mayor indicador de la incorporacién

del grupo acriloilo en las estructuras fue la presencia, en sus espectros de masas, del

ion en m/z 55 (catién acriloilo) con una intensidad del 100% (ion pico de base). El

espectro de masas del acrilato de 2-alil-3-formil-6-metoxi-fenilo se muestra en la
Figura 2.23.
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Figura 2.22. Espectro IR del acrilato de 2-alil-3-formil-6-metoxi fenilo (5d).

Tabla 2.15. lones caracteristicos obtenidos por CG-EM de los compuestos 5a-e.

Comp. Nombre lones caracteristicos (m/z, I%)
5a Acrilato de 2-alil-fenilo 188 (M™, 6%); 133 (23%); 118 (6%); 77 (11%);
55(100%)
5b Acrilato de 2-alil-4-formil-fenilo 216 (M*, 7%); 172 (6%); 161 (13%); 133 (4%);
115(4%) 77 (10%); 55 (100%)
5c Acrilato de 2-alil-6-metoxi-fenilo 218 (M*, 19%); 164 (50%); 148 (18%); 131
(11%); 103 (15%); 91 (20%); 77 (11%); 55
(100%)
5d Acrilato de  2-alil-3-formil-6- 246 (M", 3%); 192 (14%); 174 (14%); 159
metoxi-fenilo (9%); 103 (7%); 91 (10%); 65 (6%); 55 (100%)
5e Acrilato de 2-alil-6-isopropil-3- 244 (M", 9%); 189 (28%); 175 (26%); 159
metil-fenilo (16%); 147 (18%); 115 (7%); 91 (9%); 77 (6%);
55 (100%)
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En el Esquema 2.23 se sugiere la posible ruta de fragmentacion de las moléculas 5a-
e (centrada en iones comunes y diagnoéstico). El ion pico de base C3HsO" en m/z 55
(cation acriloilo) en todos los espectros de masas es el resultado de la ruptura B
(respecto al anillo) o a (respecto al O y/o C=0), desde los iones moleculares de los 1-
acriloiloxi-2-alil bencenos. Sin embargo, para algunas moléculas 5a,b,e, este mismo
rompimiento beneficia la salida del radical acriloilo (C3H30°) y la constitucién del catién
[(R13)CoHeO]" con m/z [M-C3H30], el cual es su ion complementario. Las
eliminaciones progresivas de CO y [C2H3", H] desde este ultimo ion, generan los iones
[(R13)CsHe]” (m/z [M-C3H30-COJ]) y [(R13)CeH2l” (m/z [M-C3H30-CO-C,H3-H]),

comunes para estas estructuras.
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Figura 2.23. Espectro de masas del acrilato de 2-alil-3-formil-6-metoxi-fenilo 5d.
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Esquema 2.23. Posible ruta de fragmentacion de los 1-acriloiloxi-2-alil bencenos.
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Por otro lado, el ion complementario de la ruptura [ de los iones moleculares de 5¢,d
fue de muy baja intensidad en los espectros de masas. No obstante, los iones
diagnéstico de estas moléculas se generaron a partir de un reordenamiento de H y
eliminaciones simultaneas de C,H, y CO para producir los cationes radicales con m/z
[M-C,H,-CQ]. Estos cationes radicales junto con la fragmentacion subsiguiente, fueron
similares a los obtenidos para los 2-alil fenoles respectivos (3c,d).

La verificacion de las estructuras de los 1-acriloiloxi-2-alil bencenos se realizd por
RMN de 'H y "™C. Ademas, para el compuesto 5d se realizaron experimentos

bidimensionales como 'H-'H-COSY y acoplamientos 'H-'*C a un enlace (HMQC).

La Figura 2.24 ensefia el espectro de 'H-RMN del 1-acriloiloxi-2-alil-3-formil-6-metoxi
benceno (5d) distinguido por presentar 1 hidrogeno en la region aldehidica, 2
hidrégenos en la regidn aromatica, 6 hidrogenos en la regién olefinica y 5 hidrégenos
en la region alifatica, coherente con la estructura propuesta. Ademas, con base en el
espectro de *C-RMN, las 14 sefiales presentes estuvieron de acuerdo con el numero
de carbonos (14) esperado para la estructura de 5d. La introduccién del grupo acriloilo
en las estructuras de los 2-alil fenoles fue incuestionable por la desaparicién, en todos
los espectros de 'H-RMN de los compuestos 5a-e, de la sefial del H-O fg?nélico (d

4.98-7.48 ppm) junto con la aparicion de tres nuevos grupos de sefiales.
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Figura 2.24. Espectro de "H-RMN del 1-acriloiloxi-2-alil-3-formil-6-metoxi benceno 5d.
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ppm (t1)

6.700

Los desdoblamientos producidos por los 3 hidrégenos del grupo acriloilo se amplian
en la Figura 2.25. Estas sefiales se encontraron en todos los 1-acriloiloxi-2-alil

bencenos sintetizados, con pequefias diferencias en sus desplazamientos quimicos.
60

J=10.5Hz s

ZCHZB
J=1.2H
(dd)acrill J' z 4

J=17.3Hz

J=1.2Hz

=CH,,
(dd)acril

PR

Figura 2.25. Desdoblamientos y constantes de acgplamiento (J) de los hidrégenos
olefinicos del grupo acriloilo en el espectro de "H-RMN del compuesto 5d (zona
ampliada).

El desdoblamiento presentado por H-C= del grupo acriloilo (O-(C=0)CH=CH) fue una
doble dupleta no simétrica (6 6.36 ppm) con diferencias en sus intensidades,
caracterizado por las constantes de acoplamiento Jyans=17.3 Hz y J.;s=10.5 Hz
mostrando las equivalencias magnéticas con los hidrégenos terminales del alqueno.
Las multiplicidades de estos ultimos (=CHaag) fueron dupletas duplicadas (dd)
distinguidas por sus desplazamientos quimicos y sus respectivas constantes de
acoplamiento: 8 6.62 ppm para =CHza con J=17.3 y J=1.2 Hz y para =CHazg, 6 6.05
ppm con J=10.5y J=1.2 Hz.

Los desplazamientos quimicos y las multiplicidades de los protones del grupo alilo
(Ca-CH2,CH=CHy,) transpuesto no mostraron cambio significativo. Asi, 6 para H-C= del
alilo estuvo en 5.90 ppm y para los hidrogenos terminales del mismo grupo (=CHaza ),
5.00 y 4.95 ppm. Los hidrogenos metilénicos (-CHaa g-), por su parte, se localizaron en
3.75y 3.73 ppm. Las asignaciones de los protones de los grupos alilo y acriloilo de los
otros compuestos 5 estan resumidos en la Tabla 2.16.
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Tabla 2.16. Sefales caracteristicas de los hidréogenos de los grupos acriloilo y alilo
encontrados en los compuestos 1-acriloiloxi-2-alil bencenos 5a-e, basados en los
espectros 'H-RMN.

Comp. Seiiales 'H-RMN [5 (ppm), multiplicidad y J (Hz)]

=CH’2A H'-C= =CH’23 H-C= =CH2A =CHZB 'CHZA 'CHZB

6.60, dd, 6.33, dd, 6.01, 5.89,dddd, 5.07,td 5.02,dq, 3.32,t, 3.29, t,
52 J=17.3, J=17.3, dd, J=17.1,9.5, J=1.6, J=6.2, J=2.0 J=2.0
= 1.4 10.4 J=10.4, 6.6,1.8 0.6 1.5

1.4

6.64, dd, 6.34, dd, 6.07, 5.89, dddd, 5.11, 5.08, dq,

5b J=17.3, J=17.3, dd, J=17.5, dq J=16.9, 3.38 t 3.36. t

1.1 10.5 J=10.5, 10.1, 6.6 J=9.5, 1.6
1.1 1.4
6.62, dd, 6.37, dd, 6.02, 5.89, dddd, 5.07, 5.04, t,

J=173.  J=173, dd, J=175, dq J=14
5c 13 10.4 J=10.4, 103,66, J=86 331t 3.29t
13 1.4 16
662 dd, 6.36,dd,  6.05  590,dddd, 500, 4.95,dq,
J=173.  J=172, dd, J=171, dq  J=17.1,
5d 1.2 10.5 J=105, 102,61  J=101, 17 375s 373
1.2 15
6.64,dd, 6.38,dd,  6.04, 582 dddd, 500, 4.97, dq,
e U173, U=173, dd, J=171, dd J=16.9,  3.28- 3.28-
Se 1.3 10.4 J=104. 102,62  J=9.6, 18  326.bs 3.26bs
1.3 1.6

" Hidrégenos pertenecientes al grupo acriloiloxi.

El espectro bidimensional 'H-"H-RMN del compuesto 5d se muestra en la Figura
2.26, donde se indican todas las posibles conectividades (encerradas en circulos o
rectangulos) detectables entre los diferentes protones de los grupos acriloiloxi y alilo

de interés.

En la parte inferior izquierda de la Figura, se muestran las conectividades existentes
entre los 3 protones olefinicos del grupo acriloilo, delineados con rectangulos negros.
En donde, el protdn trans- (vecinal) respecto a H-C= estuvo a mayor frecuencia que el
proton de la posicion cis- (vecinal). Asimismo, las correlaciones entre los protones del
grupo alilo (rectangulos verdes) se evidenciaron por las intensidades de las manchas
indicando que el protén de =CH, que estuvo a mayor desplazamiento, fue el de la
posicion cis- (vecinal) respecto a H-C=; mientras que, el proton trans- (vecinal) estuvo
a menor desplazamiento. También, se resaltaron las conectividades a través del
acoplamiento “W” (cuatro enlaces, circulos azul y rojo), de los protones =CH, y -CH,-
del grupo alilo, en el cual el acoplamiento “W” de estos protones aparecié a mayor

frecuencia.
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Figura 2.26. Correlacion existente entre los hidrogenos olefinicos y metilénicos de los
grupos acriloilo (") y alilo presente en el c1:ompuesto 5d, de acuerdo con el espectro de 'H-
H-RMN.

El espectro del experimento de correlacion inversa CH via acoplamiento >C-'H a un
enlace (HMQC) del mismo compuesto se ilustra en la Figura 2.27, en el que se indica
la correlacidon entre los protones de los grupos acriloiloxi y alilo con sus respectivos

carbonos (enmarcados en rectangulos).

Los carbonos que enlazaron a los hidrégenos H-C=y =CH,ag, de la parte vinilica del
grupo acriloilo, fueron Cs- y C,- ubicados en 133.0 y 127.1 ppm, respectivamente. El
carbono Cj- interactua con los 2 hidrégenos terminales (5 6.62 y 6.02 ppm); mientras
que, el carbono C,- con el hidrégeno interno a 6.36 ppm. Las conectividades C-H del
grupo alilo se iniciaron con el carbono C, (6 135.3 ppm) que acoplé con el hidrégeno
interno (H-C=) ubicado en 5.90 ppm. Por su parte, los 2 hidrégenos =CHazag
localizados en 5.00 y 4.95 ppm encajaron con el carbono C3- con desplazamiento de
116.2 ppm. Finalmente, el carbono ubicado en 29.3 ppm (C4-) acoplé con los dos

hidrogenos metilénicos -CHaag- (6 3.75 y 3.73 ppm) del grupo.
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Figura 2.27. Espectro de "H-">*C-RMN del compuesto 5d donde se indica la conectividad
entre los hidrégenos de los grupos acriloilo y alilo con sus respectivos carbonos.

Cy
Co

2.6.5 2,5-Dihidro-1-benzoxepinas sustituidas (6a-e) sintetizadas en la etapa IVa.
Después que los compuestos 4a-e se sometieron a la reaccion de RCM y se
obtuvieron los compuestos ciclados 6a-e con rendimientos entre 72 y 81% (Esquema
2.24 y Tabla 2.5), se realiz6 el respectivo analisis por IR. La Figura 2.28 da a conocer

el espectro IR del 6-formilo-9-metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina 6d.

Cat. Grubbs 12 gen.

. c1, X3 pn
1 Ru=
R _ Cl(l ’\ d. R]_3=H:
O/\/ Benceno d. R{=CHO, R,=H, R;=0OCHj;;
e. Ri=CH;, Ry=H, R;=(CHj;),CH.
R, Ry |
da-e 6a-e

Esquema 2.24. Esquema general para la reaccion de RCM de 2-alil-1-aliloxi bencenos.

Aunque este analisis no mostré6 cambios contundentes entre los espectros anterior y
posterior a la reaccion RCM (para los tipos de bandas de absorcién), si se percibieron

cambios en cuanto a las intensidades de las vibraciones caracteristicas.
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Figura 2.28. Espectro de IR del 6-formil-9-metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina (6d).

Sin embargo, el indicio mas importante fue la desaparicién de la banda de absorcion
en 3070 cm™, propia de la tension asimétrica de los grupos metilénicos olefinicos
(=CH,) de los dos grupos alilo en las moléculas 4a-e. Las demas 2,5-dihidro-1-

benzoxepinas 6a-c,e sintetizados presentaron las mismas bandas caracteristicas (ver
Numeral 2.5.8).

De acuerdo con la RCM, la generacién de una molécula olefinica volatil durante el
transcurso de la reaccion garantiza que se ha efectuado la ciclacion intramolecular.
Aunque la olefina producida (etileno) no fue monitoreada ni analizada durante la
reaccion, el andlisis por espectrometria de masas de los compuestos obtenidos
corroboré la efectividad de la misma. Asi, las masas moleculares determinadas de los
compuestos 6a-e fueron menores, en 28 unidades de masa (m/z del etileno), que sus
compuestos precursores 4a-e, confirmando de esta forma la ciclacion mediante RCM
de los compuestos dialilados. La Tabla 2.17 reporta los iones fragmentos (> 17% de
intensidad) junto con los iones moleculares para cada 2,5-dihidro-1-benzoxepina
sustituida sintetizada; y el espectro de masas del 6-formil-9-metoxi-2,5-dihidro-1-

benzoxepina 6d se expone en la Figura 2.29.
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Tabla 2.17. lones caracteristicos obtenidos por CG-EM de los compuestos 6a-e.

Comp. Nombre lones caracteristicos, m/z (1%)

6a 2,5-Dihidro-1-benzoxepina 146 (M*, 100%); 116 (59%); 115 (81%); 89
(29%); 63 (35%);

6b 7-Formil-2,5-dihidro-1-benzoxepina 174 (M*, 100%); 145 (91%); 127 (71%);
115 (66%); 117 (47%); 173 (46%); 159
(40%); 91 (30%); 63 (19%)

6¢c 9-Metoxi-2,5-dihidro-1- 176 (M™, 100%); 161 (45%); 144 (70%);

benzoxepina 143 (43%); 116 (48%); 115 (88%); 105
(27%); 77 (37%); 51 (23%)

6d 6-Formil-9-metoxi-2,5-dihidro-1- 204 (M*, 100%); 189 (48%); 161 (36%);

benzoxepina 143 (39%); 142 (27%); 115 (69%); 103
(20%); 77 (37%); 51 (20%)

6e 9-Isopropil-6-metil-2,5-dihidro-1- 202 (M*, 64%); 187 (100%); 172 (19%);

benzoxepina 159 (47%); 145 (45%); 128 (21%); 115

(25%); 91 (23%); 77 (17%)

. 204
1001 CHO

- e
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Figura 2.29. Espectro de masas del 6-formilo-9-metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina 6d.

Con base en la Tabla anterior, las 2,5-dihidro-1-benzoxepinas sintetizadas exhibieron
iones moleculares de muy alta intensidad (64-100%) y en el 80% de los casos (e.g.,
compuestos 6a-d) fueron el mismo ion pico de base (100%). EI mayor vestigio de la
ciclacion intramolecular de estas moléculas fue la diferencia de 28 unidades masica
entre los precursores 3a-e (expuesto anteriormente) y la redistribucién, cambio en las
intensidades de las relaciones m/z y los iones diagndstico, entre los dos grupos de

moléculas (Tabla 2.18).

Las moléculas dialiladas 4a-e se caracterizaron porque el ion diagnéstico fue el ion
con m/z 41 y el pico de base varié de acuerdo con los sustituyentes presentes en las

estructuras. Para el caso de las moléculas cicladas, el ion pico de base fue
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principalmente el ion molecular (excepto para 6e), mientras que, el ion con m/z 115

(cation con posible estructura indénica) correspondié al ion diagnéstico.

Tabla 2.18. Comparacién de los iones moleculares, picos de base e iones diagndstico
obtenidos por CG-EM, de los compuestos 4a-e y 6a-e.

lones caracteristicos

Comp. Nombre M, l. pico base |I. diagnéstico,
m/z (1%) (100%) m/z (1%)
4a 2-Alil-1-aliloxi-benceno 174 (50%) m/z 133 41 (59%)
6a 2,5-Dihidro-1-benzoxepina 146 (100%) m/z 146 115 (69%)
4b 3-Alil-4-aliloxi-benzaldehido 202 (36%) m/z 41 41 (100%)
6b 7-Formil-2,5-dihidro-1-benzoxepina 174 (100%) m/z 174 115 (66%)
4c 2-Alil-1-aliloxi-6-metoxi-benceno 204 (27%) m/z 103 41 (41%)
6¢c 9-Metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina 176 (100%) m/z 176 115 (88%)
4d 2-Alil-3-aliloxi-4-metoxi-benzaldehido 232 (4%) m/z 103 41 (59%)
6d 6-Formil-9-metoxi-2,5-dihidro-1- 204 (100%) m/z 204 115 (69%)
benzoxepina
de 2-Alil-1-aliloxi-6-isopropil-3-metil-benceno 230 (16%) m/z 41 41 (100%)
6e 9-Isopropil-6-metil-2,5-dihidro-1- 202 (64%) m/z 187 115 (25%)

benzoxepina

En el Esquema 2.25 se propone, la posible ruta de fragmentacion de los compuestos

6a-e.
Ry
R’
R
%-"ED + 150
R, o,p H- S
Ry \ R m/z [M-CH,0-R-HJ
A m/z [M-CH,0)
/ O) N , ,
o B R\ R\
Rs Ryss" H X \ CH,0 H +\
m/z M) (RH) /‘”/ ap Sz
R o R
m/z [M-RJ m/z IM-R-CH,0|

Esquema 2.25. Posible ruta de fragmentacion de las 2,5-dihidro-1-benzoxepina.

El ion con m/z 115 fue el efecto de la eliminacion sucesiva de todos los sustituyentes
presentes (como radicales o como moléculas neutras) por reordenamiento de H junto
con CH,O (del anillo oxepinico) desde el ion molecular. La estructura del ion
diagndstico, posiblemente es la de un cation de indeno (CgH;"). Para algunas de las
moléculas (6d.,e), primero sucedié la eliminacion de formaldehido seguido de las
salidas de los sustituyentes como molécula neutra y radical; mientras que para las
otras (6b,c), primero fue la salida de los sustituyentes como radical y después la

eliminacion de formaldehido.
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La confirmacion estructural de las 2,5-dihidro-1-benzoxepinas fue llevada a cabo por
experimentos de RMN monodimensionales ("H y '*C) y bidimensionales de (‘H-"H-
COSY y HMQC ('H-">C-RMN)). En el espectro de 'H-RMN del 6-formil-9-metoxi-2,5-
dihidro-1-benzoxepina 6d (Figura 2.30) se muestra sistemas de multipletes cuya
integracion son consistentes con los 12 hidrégenos de la formula condensada
(C42H1203) del compuesto 6d, distribuidos asi: 1 hidrogeno en la region aldehidica, 2
hidrégenos en la regién aromatica, 2 hidrogenos en la regién olefinica y 7 hidrégenos
en la region alifatica. Asimismo, el espectro de BC-RMN exhibio 12 sefiales que
coincidieron con el numero de carbonos (12) esperado.

H-C=0

7-H 2Hye | OO g

700
8-H

600

5-Hyp
500

400

4-H 300

200

100

A | Md ,

T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T ‘
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0
ppm (t1)

Figura 2.30. Espectro de "H-RMN del 6-formil-9-metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina 6d.

Los espectros de resonancia de las moléculas cicladas 6a-e presentaron diferencias
marcadas en las sefales de los protones y carbonos correspondientes a los sistemas
olefinicos. La comparaciéon de estos cambios en las sefiales de los espectros se

ilustra en las Figuras 2.31-2.33.

La disminucién en 28 unidades de masa a partir de los compuestos dialilados, implicé
que en los espectros de H y de 3C de las moléculas 6a-e, se notara la ausencia de 4
H y 2 C en las regiones olefinicas, respectivamente. La evidencia mas fuerte de la

ciclacion intramolecular padecida por los compuestos 4a-e fue la desaparicion de las
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cuatro sefiales de dobles cuartetas, asignadas a los hidrogenos ~=CHzag de los dos
grupos alilo (Figura 2.31). Las senales de estos hidrogenos estuvieron localizadas

entre 5.40 y 4.88 ppm. g

. — —C 40
Region olefinica del compuesto 4d. CHaa =CHap CHop
Aaiiloxi ' (dq)aii
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Figura 2.31. Ampliacién y comparacion de la regién olefinica de los espectros 'H-RMN de
4d y 6d, indicando la desaparicion de las 4 sefiales de los =CH,ag de los 2 grupos alilo.

Por otra parte, las sefiales correspondientes a los hidrogenos internos (H-C=) de los
grupos aliloxi y alilo de las moléculas abiertas, practicamente se solapaban y no se
podian distinguir facilmente. Los hidrégenos olefinicos en las moléculas cicladas
presentaron diferentes desplazamientos quimicos y multiplicidades: el protén 3-H con
multiplicidad de dddd estuvo ubicado en 5.88 ppm, mientras que, el proton 4-H fue
una doble septeta localizada en 5.46 ppm. Las multiplicidades de estas senales y sus
desplazamientos quimicos se exhiben en la Figura 2.32. Otro cambio espectral
notorio fue la ausencia de 2 sefales en la region olefinica del espectro de resonancia
de ®C del compuesto 6d, las cuales se encontraban ubicadas en 117.5 y 115.6 ppm
en el espectro de 4d. De la misma forma, como las sefiales de los hidrogenos
metilénicos alifaticos se redistribuyeron, también lo hicieron las senales de los

carbonos respectivos. Todos estos cambios se indican en la Figura 2.33.

La Tabla 2.19 resume las asignaciones protonicas para todos los compuestos

sintetizados por RCM.
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Figura 2.32. Desdoblamientos de los hidrégenos olefinicos del anillo oxepinico en el
espectro de "H-RMN del compuesto 6d (zona ampliada).
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Figura 2.33. Ampliacion y comparacion de la regién olefinica de los espectros *C-RMN
de 4d y 6d, indicando la desaparicion de 2 sefales de los =CHyag de los 2 grupos alilo.

Tabla 2.19. Senales caracteristicas de los hidrogenos metilénicos (-CHza-) y olefinicos (H-

C=C-H) de los compuestos 6a-e, basados en los espectros 'H-RMN.
Senales 'H-RMN [5 (ppm), multiplicidad y J (Hz)]

Comp.

6a

2-Hp

4.59, t,
J=2.4

4.56, t,
J=2.4

2-Hg

4.58, t,
J=2.5

4.65, t,
J=2.0

4.59, t,
J=2.5

4.60, t,
J=2.4

4.54, t,
J=2.3

3-Ha
5.84, dddd,
J=134,7.6,
2.2
5.93, dddd,
J=13.0, 7.4,
2.0
5.83, dddd,
J=13.2,7.7,
2.3
5.88, dddd,
J=13.8, 8.1,
24
5.87, dddd,
J=13.6, 8.0,
2.2
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4-Hp
5.46, dsep,
J=11.5, 4.6,
28,15
5.55, dsep,
J=114,4.9,
3.3,1.6
5.46, dsep,
J=11.5,4.4,
2.8,1.6
5.46, dsep,
J=11.4,4.0,
26,14
5.55, dsep,
J=11.2,4.4,
28,14

5-Ha

3.49, q,
J=2.2

3.57, q,
J=1.9

3.47, q,
J=2.2

4.07, q,
J=1.8

3.49, q,
J=1.9

5-Hg

3.48, q,
J=2.2

3.56, q,
J=1.8

3.46, q,
J=2.2

4.05, q,
J=1.8

3.47, q,
J=1.8



El espectro 'H-"H-RMN del 6-formil-9-metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina, se muestra
en la Figura 2.34, donde se sefialan todas las posibles correlaciones (encerradas en
rectangulos) existentes entre los 6 protones del anillo oxepinico de la estructura. En la
parte inferior izquierda del espectro se encuentra indicados los acoplamientos que
relaciona los dos hidrogenos olefinicos (H-C=C-H) de 6d, mostrando una
conectividad vecinal (3 enlaces). Se senala ademas, las conectividades entre este tipo
de H con sus respectivos hidrégenos metilénicos vecinales (-CH,-C(-H")=CH-CH- y -

CH,-H C=(H-)C-CH,-), aunque las intensidades de estas manchas fueron bajas.

Sin embargo, llama la atencion que este espectro "H-"H mostré la conectividad de
largo alcance (4 y 5 enlaces) entre los hidrégenos olefinicos y los metilénicos. Es asi,
como se muestra el acoplamiento alilico o “W” a 4 enlaces y el acoplamiento
homoalilico o bis-alilico (a 5 enlaces) entre los H metilénicos [147,151,152]. EI
acoplamiento W (letra roja) entre los hidrégenos metilénicos unido directamente al
anillo con el proton olefinico a 4 enlaces (-CHy-(H-)C=CH-C-H,-) present6 mayor
intensidad posiblemente a que la distancia entre ellos fue menor que la distancia entre
los hidrégenos metilénicos unido al oxigeno con su respectivo protén olefinico a 4

enlaces (-H,-C-HC=C-(H)-CH,-), también con acoplamiento W (letra azul).
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4-H
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Figura 2.34. Correlacion existente entre los hidrogenos olefinicos y metilénicos de anillo
oxepinico en el compuesto 6d, de acuerdo con el espectro de 'H-"H-RMN.
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Lo expuesto anteriormente se argumenté de acuerdo con la optimizacion de la
geometria de la estructura 6d (y de las otras moléculas cicladas) mediante calculos
computacionales empleando el software Gaussian 03 con método/conjunto base
B3LYP/6-311++G(d,p). La Figura 2.35 ilustra la estructura optimizada de la 6-formil-9-
metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina orientada de 4 formas diferentes, donde se observa
que el anillo oxepinico presentd una conformacién de bote torsionado (B.), lo cual esta
en concordancia con lo reportado por van Otterlo et al. del analisis por rayos-X de
monocristal de una benzoxepina [153]. La conformacion de bote torsionado es una de
las cuatro posibles conformaciones que puede tomar una anillo de siete miembros
[154-156] (ver Anexo 4).

Figura 2.35. Estructura optimizada del compuesto 6d obtenida por Gaussian 03
(B3LYP/6-311++G(d,p). A. Vista frontal; B. Conformacién anillo oxepinico bote torsionado;
C. Ubicacién sobre plano principal (sobre sistema aromatico); y D. Rotacién sobre plano
mostrando el anillo de 7 miembros.

Los datos de las distancias de enlace entre los atomos que conformaron el anillo
oxepinico, segun los calculos fueron: 1.37 A (C10-O4), 1.43 A (04-C,), 1.50 A (C»-Cs),
1.33 A (C3=C,), 1.52 A (C4Cs), 1.52 A (C5-Cy4) y 1.40 A (C1;-Cyo). Estos datos
mostraron que hay una discrepancia considerada entre las longitudes de enlace entre
los dos grupos metilénicos, respecto al C3=C,4 y posiblemente esto se reflejo en los
espectros de RMN (no tan solo en el experimento bidimensional sino en el

monodimensional), e.g., las diferentes multiplicidades que presentaron los 2 H
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olefinicos (CH2-C(-H)=C(-H)-CH,-), a pesar de su aparente similitud (ver Figura
2.32).

Asi es como la distancia interatobmica mas corta, entre CH,-(H-)C=CH-C-H,-, fue de
3.93 A; mientras que, la misma distancia entre -H,-C-HC=C-(H)-CH,-, fue de 4.11 A
(Figura 2.36), lo cual podria justificar la diferencia en la forma e intensidad de los
acoplamientos “W” entre los H olefinicos y los metilénicos respectivos. Las constantes
de acoplamiento calculadas para estos protones no mostraron este alcance.
Realmente interesante, resultdé el acoplamiento bis-alilico (acoplamiento a cinco
enlaces) entre los protones metilénicos del anillo de 7 miembros. EI mecanismo
propuesto para este acoplamiento es el mismo que el del acoplamiento alilico
(hiperconjugacion), y como se presentd en una estructura ciclica, tiene una
dependencia notable del angulo diédrico involucrado [147]. En este caso, los dos
grupos metilénicos tuvieron angulos diédricos de 126.3-126.9° y la distancia
interatdmica mas corta, entre ellos (-H,-C-HC=CH-C-H,-) fue de 3.83 A (Figura 2.36).

De ahi el hecho, que en el espectro 'H-'H el acoplamiento entre los H metilénicos fue
mayor en intensidad, que los mismos acoplamientos “W” entre los H metilénicos y
olefinicos respectivos (puesto que presentaron mayores distancias comparadas con la
del acoplamiento homoalilico). El valor promedio obtenido de las J para los dos
grupos de protones metilénicos fue 2.1 Hz, cercana a los valores determinados para

este acoplamiento (J= 1-2 Hz) [146].

snh
AV N
HU N\ W H —/
H\ - H H/ \H

S < -~

3.93A el

Figura 2.36. Menores distancias de enlace permitidas para acoplamiento a largo alcance
(alilico y homoalilico) de los hidrégenos metilénicos y olefinicos en el anillo oxepinico de
6d.
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El espectro del experimento HMQC via acoplamiento *C-'H del 6-formil-9-metoxi-2,5-
dihidro-1-benzoxepina se presenta en la Figura 2.37, en el que se sefala la relacion

entre los protones y carbonos del anillo oxepinico (enmarcados en rectangulos).
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Figura 2.37. Espectro de 'H-">C-RMN del 6-formil-9-metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina
(6d) sefialando la conectividad entre los hidrogenos y carbonos del anillo oxepinico.

Los carbonos que enlazaron a los 2 hidrogenos olefinicos (-CH,-(H)-C=C-(H)-CH,-)
del anillo oxepinico, fueron C4y C3; ubicados en 127.7 y 125.2 ppm, respectivamente.
El carbono C4 acopld con el hidrogeno olefinico localizado a menor frecuencia (5 5.46
ppm); mientras que, el carbono C; con el hidrogeno olefinico ubicado a mayor
frecuencia (6 5.88 ppm). Las conectividades C-H de los grupos metilénicos (-H,-C-
CH=CH-C-H;-) fueron C, (5 70.3 ppm) que acoplé con los 2 hidrégenos ubicados en
4.62 y 4.60 ppm y los otros 2 hidrogenos localizados en 4.07 y 4.05 ppm enlazaron

con el carbono Cs con desplazamiento de 23.0 ppm.

2.6.6 Intento de sintesis de 1-benzoxepin-2(5H)-onas sustituidas (7a-e) (Etapa
IVb). Como se menciond anteriormente en el Numeral 2.5.9, la preparacion de 1-

benzoxepin-2(5H)-onas mediante RCM, en las mismas condiciones, no fue posible
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puesto que el catalizador de Grubbs de 12 generacion fue ineficaz para realizar la
ciclacion, por la interaccion de éste con el grupo CO, impidiendo la metatesis olefinica
por la formaciéon de un hipotético quelato metalico estable improductivo de ocho
miembros (coordinacién del grupo éster con el carbeno intermediario de Ru)
[123,157,158].

2.6.7 2-Alil-4-metoxi-3-(2-metilaliloxi) benzaldehido sintetizado como precursor
para 3-metil-2,5-dihidro-1-benzoxepina sustituida. La introduccion del grupo 2-
metilalilo en la estructura del fenol 3d, se observo en el espectro IR del compuesto 8d
(Figura 2.38), por la ausencia de las bandas de flexion-tension del OH, por la
conservacion e incremento de la intensidad de las bandas de absorcion
caracteristicas de las olefinas (grupos alilo y 2-metilalilo) y la manifestacion de las

frecuencias vibracionales caracteristicas de la funcion éter.

CHO CHO CHO
= CI/\’/ %
Cat. Grubbs 1? gen. \
OH é TEJ)?J[]F 0/\]/ Tolueno 0
O‘CH;, O\CH3 O\CH;,
d 8d (80%) 9d (70%)

Esquema 2.26. Esquema general para la obtencion de compuesto metalilado y la
ciclacion mediante la reaccion de RCM.

El espectro de IR del compuesto 8d mostr6é las diferentes bandas de absorcion
provenientes de las vibraciones de los enlaces =C(H), -CH,- y -CH3 presentes en los
grupos alilo y metatilo en la estructura; asi, las frecuencias de tension del enlace =C-H
olefinico asimétrico, las del enlace C-H de metilo y metilenos asimétrico y simétrico se
encontraron en 3077, 2977, 2923 y 2846 cm™, respectivamente. Estas bandas fueron
de gran intensidad si se comparan con el espectro IR de 5d. Nuevamente, las
absorciones caracteristicas de la funcion éter C-O-C se evidenciaron como bandas
muy intensas por las vibraciones de estiramientos asimétrico (1280 cm™) y simétrico
(1087 cm™) de estos enlaces. La ausencia de las vibraciones del estiramiento del O-H
intermolecular (3564 cm™), las de torsion del OH en el plano (1450 cm™) y las de

tension del C-OH (1265 y 1196 cm™) indicaron la conversién del compuesto 3d a 8d.
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Figura 2.38. Espectro IR del acrilato de 2-alil-4-metoxi-3-(2-metilaliloxi) benzaldehido 8d.

La identificacion del grupo 2-metilalilo y la determinacion de la masa molecular de 8d
(Figura 2.39) se realizd por espectrometria de masas. Este compuesto presenté un
ion molecular de baja intensidad (2%) con m/z 246, coincidente con la masa
esperada. Su ion pico de base presentd una relaciéon m/z de 191 correspondiente a la
pérdida de 55 unidades masica (radical metalilo) desde el ion molecular. No obstante,
el catién metalilo C4H;" (ion complementario) también se encontré en el espectro de

masas con relacién m/z 55 (26%).

La confirmacion estructural del 2-alil-4-metoxi-3-(2-metilaliloxi) benzaldehido se
efectus por RMN de 'H y *C. La Figura 2.40, ensefia el espectro de 'H-RMN del
compuesto 8d y tiene indicado los hidrégenos encontrados: 1 hidrogeno en la region
aldehidica, 2 hidrogenos en la region aromatica, 5 hidrégenos en la region olefinica y
10 hidrégenos en la regién alifatica. El contenido de carbono se determind con base
en el espectro de "*C-RMN, el cual exhibié 14 sefiales (una de ellas incrementada al

doble) correspondientes a los 15 carbonos del esqueleto estructural de 8d.

La introduccion del grupo 2-metilalilo en la estructura del 2-alil-3-hidroxi-4-metoxi
benzaldehido 3d fue innegable por la ausencia, en el espectro de 'H-RMN del

compuesto 8d, de la senal del H-O fendlico (! 5.94 ppm) junto con la aparicion de 4
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nuevas sefiales singulete. Los desdoblamientos producidos por los 5 hidrogenos del
grupo alilo transpuesto junto con 4 de los 7 hidrogenos del grupo metalilo adicionado,

se amplian en la Figura 2.41.

191
100 A CHO

202 915 231 246

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Figura 2.39. Espectro de masas del 2-alil-4-metoxi-3-(2-metilaliloxi) benzaldehido.

H-C=0 100720389 114.93 CHyap|  |-OCH, -CH,
G

86)
7.66 \/\ns.oz
.03 H6.03
6.93 0] . 100
O Y34 88

N
393 |
5.14H” “H4.98

4-Har -CHya s

5-Ha,

50

N

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t1)

Figura 2.40. Espectro de 'H-RMN del 2-alil-4-metoxi-3-(1-metilaliloxi) benzaldehido 8d.

Debido a la estructura de la funcién 2-metilalilo (-CH2-C(=CH,)-CH3;), practicamente
cada grupo de hidrégeno se encontré aislado y no se observaron desdoblamientos

(los hidrégenos mas cercanos estuvieron a cuatro enlaces). Por lo cual, sus
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multiplicidades correspondieron para todos los casos a singuletes. Sin embargo, los
hidrogenos metilénicos olefinicos (-CH,-€(=CH2)-CH3)) presentaron diferentes

desplazamientos quimicos (5 5.14 y 4.98 ppm) con multiplicidad de singuletes anchos.

60
-CHy 8

'CHZA,B
(2-alil)

=C-H
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Figura 2.41. Ampliacién de las diferentes multiplicidades de los hidrogenos metilénicos y
olefinicos de los grupos alilo y 2-metilalilo, en el espectro de "H-RMN del compuesto 8d.

En cuanto a los 2 hidrogenos metilénicos (-CH,-C(=CH,)-CHj3)) se localizaron a 4.34
ppm; mientras que, los 3 hidrogenos del metilo (-CH,-C(=CH;)-CHjs) estuvieron a 1.88
ppm. Los desplazamientos y las multiplicidades de los hidrogenos del grupo alilo
fueron similares a los obtenidos anteriormente en las otras series de compuestos: H
interno olefinico (-CH,-(H)-C=CH;), 6.03 ppm (dddd, J=17.0 Hz); hidrégenos
terminales olefinicos (-CH,-HC=CH,), 5.02 (dq, J=10.2 Hz) y 4.93 ppm (dq, J=17.1
Hz). Los hidrégenos metilénicos (-CH,-HC=CH,), por su parte, se localizaron en 3.89
y 3.86 ppm (t, J=1.7 Hz).

La presencia de cuatro singuletes distribuidos 2 entre la region de sefales olefinicas
(6 5.14 y 4.98 ppm) y 2 entre la region de senales alifaticas (56 4.34 y 1.28 ppm)
constatan la presencia del grupo 2-metilalilo en la estructura. Ademas, la aparicion de
4 nuevas sefiales a 141.5, 112.5, 28.8 y 19.6 ppm (correspondientes a -CH,-C(=CH,)-
CHs), en el espectro de C, confirman la presencia del grupo 2-metilalilo en la

estructura.

2.6.8 Aplicacion de la sintesis en el aceite esencial de Lippia origanoides. La
validacién de la ruta sintética se efectud sobre el aceite esencial de Lippia origanoides

que tiene alrededor de 19 componentes (ver Capitulo 1), destacandose por su alto
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contenido de carvacrol y timol (45 y 15 %, respectivamente). A esta mezcla compleja
no se le realizé pre-purificacion sino que se utilizé como un todo (tomandose una
cantidad suficiente del AE que permitiera obtener por lo menos 1 g del compuesto 2f),

en la primera etapa de la sintesis (Esquema 2.27).

=
OH 0] OH
Aceite esencial 21 (90%) 3 (52%)
"Carvacrol" (1f)
&)7 hﬂ
§f (80%) af (70%
9f (70%) 8f Egﬁcyﬂ R=H; CH;

Esquema 2.27. Esquema general para la sintesis con el aceite esencial de Lippia
origanoides.

Durante la discusion de esta parte, los datos que a continuacion se reportan se basan
en la comparacién con los datos obtenidos y verificados para todas las series
realizadas con el timol. Las condiciones experimentales empleadas para este AE

fueron las mismas que se determinaron para el compuesto 1e.

Las bandas caracteristicas de absorcion de los espectros IR tomados para todas las
moléculas 2-4f fueron muy similares a las de las moléculas analogas 2-4e,
presentando pequefos corrimientos en los numeros de onda (ver Numeral 2.5.11).
Sin embargo, algunos espectros de masas de las moléculas preparadas (e.g., 2e y 2f)
mostraron diferencias notorias en las intensidades (Tabla 2.20) aunque el patron de
fragmentacion fue el mismo (las mismas relaciones m/z). El valor de masa molecular
esperada (m/z 190) junto con la presencia del ion en m/z 41 (catién alilo) y la marcada
diferencia (en intensidades) con el espectro de masas del compuesto 2e son buenos

indicadores de la efectiva obtencion de la molécula 2f.

La confirmacién estructural se realizé por RMN de 'H y de "*C. La distribucién de
hidrogenos del compuesto 2f fue la misma que la del compuesto 2e: 3 hidrogenos en

la regiébn aromatica, 3 hidrégenos en la region olefinica y 12 hidrégenos en la regiéon
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alifatica, los cuales son consistentes con la estructura esperada. Por su parte, el

espectro de >C-RMN exhibié 12 sefiales (una de ellas incrementada al doble)

correspondientes a los trece carbonos que constituyen la estructura de 2f.

Tabla 2.20. lones caracteristicos obtenidos por CG-EM de los compuestos 2e y 2f.

Comp. Nombre lones caracteristicos, m/z (1%)
2e 1-Aliloxi-2-isopropil-5-metil- 190 (M™, 76%); 175 (100%); 147 (47%);
benceno 133 (34%); 121 (69%); 105 (33%); 91

2f 1-Aliloxi-5-isopropil-2-metil-
benceno

(35%); 41 (9%)
190 (M*, 100%); 175 (92%); 149 (44%);
147 (69%); 133 (35%); 121 (28%); 105

(54%); 91 (46%); 41 (16%)

En la Tabla 2.21, se encuentran publicados los desplazamientos quimicos y las
multiplicidades de los hidrogenos del anillo y del grupo alilo de los compuestos 2e y
2f.

Tabla 2.21. Senales caracteristicas de los hidrégenos aromaticos y alilicos encontrados
en los compuestos 2e y 2f, con base en los espectros 'H-RMN.

Sefales 'H-RMN [ (ppm), multiplicidad y J (Hz)]

Comp. 3'HA|- 4'HA,- 6'HAr H-C= =CH2A =CH23 'CHZA 'CHZB
714, 6.79, 6.12,dddd, 545 4q.  5.30, dq,
J=172, 4 3 458t 456t
2e q o, eros A um73 Usioe A28 450
=17 J=1.7 549 17 16
708,  6.76, 6.11,dddd, 546 4q.  5.30, da,
J=173, 4 3 458t 457t
2f d o, erzs VS um73) Umes A28 L 45T
J=75  J=7.6 550 17 15

Como se observa de esta Tabla, las diferencias existentes en desplazamientos
quimicos y las constantes de protones del sistema aromatico y grupo alilo, entre los
dos compuestos son muy pequenas (de ahi la similitud estructural). Sin embargo, las
diferencias espectrales la aporta el hidrégeno central del grupo isopropilo (-CH-(CHs),)
el cual en el compuesto 2e se encuentra a 3.37 ppm; mientras que, se ubica en 2.88
ppm, en el compuesto 2f (Figura 2.42). Es asi, como este protén es el que percibe la

influencia del atomo de oxigeno en su entorno.

Aunque con el espectro de protones sélo se pudo encontrar una diferencia entre 2e y

2f, la diferenciacion de las estructuras la aporto el espectro de '°C puesto que los
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desplazamientos quimicos para mayoria de carbonos fueron completamente

diferentes en las dos moléculas.

Seguidamente, el compuesto 2f fue sometido a la transposicion de Claisen, con base
en la metodologia descrita en el Numeral 2.5.5, obteniéndose 3f como un aceite
amarillo translucido muy similar al compuesto 3e. Esta similitud nuevamente se

observo en los espectros de masas e IR.

-CH

20
CH(CHy), (_ompuestu Ze
200
150
100
5o
so000000
00
-

25000000

C‘omp uesto 2f. 20000000
-CH(CH3),

000000

L‘ so00000

om (1)

Figura 2.42. Ampliacién y comparacion de la regién alifatica de los compuestos 2e y 2f
indicando el corrimiento de la senal de -CH-(CHj3),

La demostracion de la similitud estructural se resalta en la Figura 2.43, la cual ensefa
la comparacion de los espectros IR de los compuestos 3e (linea roja) y 3f (linea
negra). El espectro IR de la molécula 3f presenté las mismas cuatro bandas de
absorcién caracteristicas de la molécula 3e: 3563, 1457, 1263 y 1187 cm™ (con
pequefias diferencias en los numeros de onda e intensidades), atribuidas las
vibraciones de tensién del O-H, de torsion o flexién del O-H y de estiramientos del C-

OH, respectivamente.

La conversion de 2f al 3f a través del reordenamiento intramolecular de Claisen se
verifico por RMN de 'H y de "°C. En el espectro de 'H-RMN se encontré la siguiente

distribucion de hidrégenos: 2 hidrogenos en la region aromatica, 3 hidrogenos en la
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region olefinica, 1 hidrogeno en la region de fenoles y 12 hidrégenos en la regiéon
alifatica, conforme con la estructura esperada. Por otro lado, el espectro de *C-RMN
exhibié 12 sefales (una de ellas incrementada al doble) correspondientes a los 13
carbonos que constituyen la estructura de 3f, pero con diferentes & que los del

compuesto precursor 2f.

EIUEPWISUE]]

OH

LA LAY AR LA ALY LALLM AL LA LA LA RS LAALLLAA AR AAAL! MARLALAR NAARL LML) MAARLLAAA ML AR MAARLLLLA LA
3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Nomero de onda (cm™')

Figura 2.43. Comparacion de los espectros de IR de 2-alil-3-isopropil-6-metil fenol (3f,
linea negra) y 2-alil-6-isopropil-3-metil fenol (3e, linea roja).

La comparacion de los acoplamientos y & de los hidrégenos del sistema arilico y de
los grupos OH y alilo de los compuestos 3e y 3f, se reportan en la Tabla 2.22. Con
base en esta Tabla se aprecian claramente las diferencias entre el compuesto 2f y el
3f.

Tabla 2.22. Sefiales caracteristicas de los hidrogenos del sistema arilico, OH y alilo de los
compuestos 2f, 3e y 3f, con base en los espectros 'H-RMN.

Seiiales 'H-RMN [§ (ppm), multiplicidad y J (Hz)]

Comp. — o Ha 4H.  6H, =CH,x =CHys “OH CH,»  -CHyg
o 708.d  676d o 546 dq 5.30, dq, ~ 458t 457t
2 J=75  J=16 O72S 47317  J4=10515 J=14  J=14

7.05.d, 6814, 5.13, dq, 349t 348t
e J=78  J=18 517, m J=128.18 *9®s 7 =7
i  704d 6840 5.13, da, 508,d3, oo 352t 351t
3f J=79  J=19 J=101.16 J=172,18 *8 J=16  J=16

Los compuestos 4f y 8f se obtuvieron mediante la reaccidén de sintesis de éteres de
Williamson sobre 3f empleando bromuro de alilo y cloruro de metalilo, de acuerdo con
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las metodologias descritas en los Numerales 2.5.6 y 2.5.10, respectivamente. Los
productos obtenidos fueron liquidos aceitosos incoloros. EI compuesto 4f presento
similitud estructural con el compuesto 4e, evidenciado nuevamente en los espectros
de IRy "H-RMN.

El espectro de 'H-RMN mostré la siguiente distribucion de hidrogenos: 2 hidrégenos
en la region aromatica, 6 hidrégenos en la regidon olefinica y 14 hidrégenos en la
region alifatica, concordante con la estructura esperada. El espectro de BC-RMN, por
su parte present6 15 sefiales (una de ellas incrementada al doble) correspondientes a
los 16 carbonos que constituyen la estructura de 4f. La inclusion del otro grupo alilo en
la estructura 3f fue evidente por la ausencia de la sefal protonica del OH fendlico (6
4.87 ppm) junto con la aparicion de tres nuevos grupos de sefiales. En la Tabla 2.23
se comparan los datos de los desplazamientos quimicos y las multiplicidades
observadas en los compuestos 4e y 4f. La diferencia estructural de estos dos
compuestos sélo de observa en la distribucién de carbonos en el espectro de "*C-
RMN.

Tabla 2.23. Sefiales caracteristicas de los hidrogenos alilicos encontrados en los
compuestos 4e y 4f, basados en los espectros "H-RMN.

~ 1 T
Comp. Senales H-RMN [5 (ppm), multiplicidad y J (Hz)]

H-C= H-C= =CH'2A =CH'23 =CH2A =CH23 -CH'zA -CH'ZB -CH2A -CHZB
6.13 5.99,
dddd, d_ddd’ 5.48, 5.29, 5.04, 4.96, 4.32, 4.31, 3.50, 3.48,
4e J=175, YIS 49, da, da, da, t t t t
- - 10.2, J=17.2, J=10.5, J=10.2, J=17.1, - - - -
10.5, J=15 J=15 J=1.8 J=18
5.7, 1.7 1.5 1.8 1.9
53,14
1.3
6.08 5.96,
dddd, d_ddd’ 5.44, 5.25, 5.01, 4.89, 4.29, 4.28, 3.50, 3.49,
4t g=t76, JCITE g da, da, da, t t t t
- - 11.3, J=17.2, J=10.5, J=10.2, J=17.1, - - - -
10.5, J=14 J=14 J=1.8 J=18
5.6, 1.7 14 1.7 1.9
53,14 14

El cuadro similar de IR para el compuesto 8f confirmd la insercion del grupo 2-
metilalilo en la estructura de 3f presentandose las frecuencias de tension del enlace
=C-H olefinico asimétrico y las del enlace C=C del alqueno a 3077 y 1643 cm™,

respectivamente. También se observaron las vibraciones tipicas asimétrica (1257 cm’
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') y simétrica (1010 cm™) de los enlaces C-O-C vy la tension C-H de la funcién -OCH,-
(2869 cm™).

La estructura del compuesto 8f fue confirmada con el espectro de 'H-RMN
caracterizado porque se encontraron 2 hidrogenos en la region aromatica, 5
hidroégenos en la region olefinica y 17 hidrégenos en la region alifatica, relacionados
con la estructura esperada. Ademas, 16 sefales (una de ellas incrementada al doble)
se registraron en el espectro de '>C-RMN, ajustados a los 17 carbonos que
constituyen la estructura de 8f. La inclusion del grupo 2-metilalilo en la estructura 3f
fue evidente por la ausencia de la sefial protonica del OH fendlico (& 4.87 ppm) junto
con la aparicion de cuatro nuevos singuletes correspondientes a los hidrégenos de -
CH,-C(=CH2ag)-CHs.

La etapa final de ciclacion por RCM de las moléculas 4f y 8f se llevé a cabo cuya
estructura se confirmé por IR y CG-EM. La Tabla 2.24 presenta un resumen de los
compuestos 2-8f sintetizados (a partir del AE de L. origanoides), purificados y
caracterizados en las etapas de la sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas, con sus

rendimientos y propiedades fisicas.

Tabla 2.24. Resumen general de los compuestos 2-8f obtenidos a partir del AE de L.

origanoides.
Comp. Nombre Férmula P.M., Relacion Eficiencia Caracteristicas
No. condensada (g/mol) EP:AE (%) fisicas
2f 1-Aliloxi-5-isopropil- Cy3H450 190.28 90:1 89 Aceite incoloro
2-metil-benceno e inodoro

3f 2-Alil-3-isopropil-6- Cy3H450 190.28 80:1 52 Aceite amairillo,
metil-fenol translucido e

inodoro

4f 1-Aliloxi-2-alil-3- C16H20 230.35 Eter 70 Aceite incoloro
isopropil-6-metil- e inodoro
benceno

8f 2-alil-3-isopropil-6- C47H40 244 .18 70:1 80 Aceite incoloro
metil-1-(2- e inodoro
metilaliloxi)-benceno

6f 6-Isopropil-9-metil- Ci4H4O 202.29 30:1 75% Aceite amairillo,
2,5-dihidro-1- traslucido

benzoxepina
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2.7 CONCLUSIONES

1. La ruta sintética seleccionada de cuatro etapas, utilizando la reaccion de
Williamson, transposicién de Claisen y metatesis olefinica con cierre de anillo,
permitié eficientemente obtener cada uno de los intermediarios requeridos (alil-aril
éteres, 2-alil fenoles y 2-alil-1-aliloxi bencenos) y los productos finales deseados (2,5-
dihidro-1-benzoxepina), con rendimientos comprendidos entre 51-96%. La mayoria de
compuestos sintetizados no se encuentran reportados en la literatura, lo que permite

que puedan ser estudiadas sus actividades biologicas.

2. La transposicion de Claisen de las moléculas o-aliladas puso de manifiesto la
influencia de los sustituyentes del sistema aromatico junto con el tipo de disolvente
utilizado en la velocidad de dicha reaccion. Asi, los sustituyentes electrodonadores y
electroatrayentes respectivamente, incrementaron y disminuyeron la velocidad de la
reaccion. A pesar que se obtuvieron los compuestos transpuestos de interés con
rendimiento buenos (52-75%), es necesario buscar metodologias con condiciones
mas suaves para evitar la descomposicion de los compuestos, ahorro de tiempo y

energia y regio-control mas preciso.

3. Todas las estructuras de los precursores, intermediarios y productos finales de la
ruta propuesta fueron caracterizadas por métodos fisico-quimicos (IR, CG-EM, RMN).
La mayor utilidad que presentaron estas herramientas instrumentales fue en el
seguimiento de las reacciones de transposicion de Claisen y en la metatesis olefinica
con cierre de anillo, donde se confirmaron los reordenamientos y las ciclaciones
intramoleculares, respectivamente. Este analisis espectroscopico detallado de las
moléculas obtenidas seria muy util en la identificacion estructural de los compuestos

fendlicos que abundan en el mundo vegetal y animal.

4. Mediante calculos computacionales se precis6 la estructura y se propuso la
conformacion mas estable (bote torsionado) que puede presentar los anillos 1-

benzoxepinicos obtenidos, en concordancia con lo reportado en la literatura. La
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optimizacion de la geometria de estas moléculas permitié explicar los acoplamientos
a largo alcance (alilicos y homoalilicos) de los espectros bidimensionales de RMN de

estos compuestos, basados en las distancias interatdmicas y angulos diédricos.

5. La ruta sintética aplicada sobre el aceite esencial del Lippia origanoides,
enriquecido en carvacrol, permiti6 obtener eficientemente la serie de compuestos
correspondientes al carvacrol, demostrando por primera vez, el potencial sintético de

los aceites esenciales como reactivos renovables.
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3. EVALUACION IN-VITRO DE ALGUNAS PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LOS
ACEITES ESENCIALES CON ALTO CONTENIDO DE CARVACROL, TIMOL, trans-
ANETOL, ESTRAGOL Y DE PRODUCTOS DE LA SINTESIS DE 2,5-DIHIDRO-1-
BENZOXEPINAS SUSTITUIDAS

3.1 INTRODUCCION

El estudio de los AE como materia prima para la industria, se ha transformado hoy
dia, en una de las areas de investigacion y desarrollo mas importante en muchos
paises, ya que muchas industrias estan buscando fuentes alternativas o sustitutas,
naturales y ambientalmente amigables, de agentes de proteccién de cultivos, contra
microorganismos patodgenos, insectos y pestes, para evitar la utilizacion de productos
quimicos de sintesis, muchos altamente toxicos y algunos daininos para la salud del
hombre y su medio [1-3]. Asimismo, el creciente interés de los investigadores en las
especies y las hierbas aromaticas se debe a sus diversas propiedades biolégicas y
terapéuticas, e.g. antioxidante, antimicrobiana, antiviral, sedativa, insecticida, etc. [4],
de las cuales algunas se conocen y hasta superan varias veces la actividad de las
sustancias sintéticas y naturales usadas actualmente [1]. Sin embargo, de las que aun
no se conocen, es de mucho interés obtener una nueva informacion sobre las

aplicaciones de las plantas y sobre el potencial uso de sus extractos.

En la busqueda de nuevos agentes farmacologicamente activos se han descubierto
muchos compuestos de fuentes naturales como extractos y AE de plantas, que
cumplen un rol importante en el tratamiento de enfermedades y para aplicaciones
agroindustriales. Cada afo, cientos de estos metabolitos encontrados en la naturaleza
estan siendo aislados, caracterizados estructuralmente y sintetizados mediante
métodos eficientes pero datos sobre su actividad biolégica son escasos y se tiene solo

para unos pocos [2].
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Por otro lado, la exposicion de las sustancias al aire promueve su degradacion
oxidativa, la cual no es ajena a los sistemas biolégicos y que se encuentra relacionada
con diversas patologias (cancer, arteriosclerosis, etc.), enfermedades
neurodegenerativas y procesos de envejecimiento [5-7]. Se cree también que el estrés
oxidativo, manifestado por la peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas y otras

biomoléculas, esta asociado con estas patologias y procesos biolégicos [8-10].

La degradacion oxidativa en alimentos, es responsable de su rancidez (off-flavour) y
ocasiona la disminucion de la calidad nutricional y seguridad, causada por la
formacion de compuestos secundarios, algunos potencialmente toxicos [11,12]. Pero
el problema de las reacciones de oxidacion se presenta no sélo en la industria de
alimentos, sino también para otras especies y productos oxidables, tales como
articulos cosméticos, farmacos y plasticos, donde los antioxidantes se necesitan para
prevenir su deterioro oxidativo [13,14]. El consumo y la adicion de antioxidantes se
requieren para preservar las propiedades funcionales, fisicoquimicas y evitar la
degradacion oxidativa de lipoproteinas en sistemas vivos, aroma, color y vitaminas en

alimentos, entre otros [12,15].

En los ultimos afos, se ha incrementado considerablemente la exploracion de fuentes
vegetales y la seleccion de materias primas para aislar nuevos antioxidantes y
terapias nuevas para el manejo de enfermededades neurodegenerativas (e.g., AD),
que pueden ser usados en alimentos y como base de nuevos farmacos, ademas, que
puedan reemplazar los antioxidantes sintéticos [16] y los medicamentos aprobados
para uso terapéutico (e.g., tacrina, galantamina, etc) de AD, los cuales estan cada vez
mas restringidos por sus posibles efectos carcinogénicos [17,18] y su hepatotoxicidad
[19].

Esta parte del trabajo consisti6 en evaluar y determinar in vitro las propiedades
antioxidantes, mediante métodos colorimétricos de screening (ensayos con el cation-
radical ABTS™) y sistema modelo (oxidacién del &cido linoleico), y de inhibicion de la
enzima acetilcolinesterasa de los AE con alto contenido de timol, carvacrol, trans-

anetol y estragol. También se evaluaron las moléculas sintetizadas en las 4 etapas de
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la ruta propuesta para las 2,5-dihidro-1-benzoxepinas sustituidas. Los datos obtenidos
de los valores de capacidad antioxidante equivalente al Trolox® (TEAC) de las
moléculas sintéticas se correlacionaron con sus potenciales de ionizacion (Pl)
determinados a través de calculos computacionales. Se incluyen algunos resultados
preliminares de actividades antifungica, antiprotozoarios (Leishmania chagasi y

Trypanosoma cruzi) y citotoxicidad.

3.2 OXIDANTES, DETERIORO OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES

Los radicales estan involucrados en una gran variedad de procesos de deterioro

biolégico, tales como mutacion, carcinogénesis, enfermedades degenerativas,
inflamacion y envejecimiento [6,20,21]. Estos radicales, aunque estan presentes en
bajas concentraciones, pueden causar dafios a blancos biolégicos tales como lipidos,

ADN vy proteinas [5,21,22].

3.2.1 Especies reducidas de oxigeno y nitrégeno. El mas importante aceptor de
electrones en la biosfera es el 6xigeno molecular, el cual por su naturaleza biradical,
acepta electrones para originar una serie de especies parcialmente reducidas,
conocidas como especies reducidas (o reactivas) de oxigeno (ROS) y si reacciona
con éxido nitrico (NO’) producira las especies reducidas de nitrégeno (RNS) [23]. Los
grupos de especies, que promueven la oxidacion, se clasifican en dos tipos de

compuestos: radicalarios y no-radicalarios [21,24] (Tabla 1).

Tabla 3.1. Especies radicalarias y no radicalarias de oxigeno y nitrégeno.

Radicales de oxigeno y nitrégeno

Esp. no-radicalarias de oxigeno y nitrégeno

Oxigeno (biradical) °0, Perdxido de hidrégeno H,0,
lon superdéxido 0,” Perdxido organico ROOH
Hidroxilo OH’ Acido hipocloroso HOCI
Peroxilo ROO’ Ozono O;
Alcoxilo RO’ Peroxinitrito HOONO
Oxido nitrico NO* Oxigeno singulete '0,

Una de las caracteristicas mas importante del >0, es la facilidad con la cual interactua

con moléculas organicas (en estados electronicos excitados) en reacciones

fotoquimicas (UV-Vis), que involucran la abstraccion de H por una especie
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fotosensible, que genera radicales R* o ROO’ (radical peroxilo, cuando reacciona con

el O,), o en la transferencia de los estados excitados de las moléculas al oxigeno.

3.2.2 Lipidos y radicales. El incesante flujp de ROS de fuentes endogenas y
exdgenas resulta en un deterioro continuo y acumulativo de componentes celulares,
que alteran muchas de sus funciones; siendo especialmente vulnerables las
membranas celulares (fosfolipidos) debido a su alto contenido de acidos grasos poli-
insaturados (PUFA); lo mismo sucede en los alimentos, por estar constituidos por
lipidos [25,26].

Otro proceso importante que padecen los lipidos es la auto-oxidacion, que es una
reaccion espontanea con el oxigeno molecular, siendo la reaccion mas comun
conducente al deterioro oxidativo y al off-flavour o rancidez de los alimento [25]. Los
PUFA tienen la habilidad de descomponerse por la auto-oxidaciéon, como &cidos
grasos libres o haciendo parte de los glicéridos, en presencia de iniciadores como luz,

fotosensibilizadores, metales (Cu y Fe) o algunas enzimas [27].

La autoxidacién de los lipidos (férmula general R-H) sucede en los siguientes tres
pasos (Esquema 3.1): el primer paso es la iniciacion, en la cual los radicales lipidicos
se forman a partir de las moléculas lipidicas por la abstraccién de un H por una
especie reactiva (iones metalicos, radicales o metaloproteinas) o métodos fisicos

(calor, radiacion ionizante o impacto fotonico) [28].

Paso 11 - Propagacion

A~ R+ 0, — ROO’ o
& ROO’+ R;H — ROOH + R;
Paso I - Iniciacion Paso III - Terminacion
X+ RH—— R" + XH ROO"+ ROO" —— ROOR + O,
Iniciacion secundaria ROO"+ R; — ROOR; + O,
Iniciacion catalizada por R* + R — RR;

iones metalicos
Esquema 3.1. Mecanismo de autoxidacién de lipidos.
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Después de la iniciacién, transcurren las reacciones de propagacion (Paso Il) donde el
radical lipidico se convierte en un nuevo radical. Estas reacciones suceden
rapidamente (k = 10° M's™) e involucran la abstraccion de un H de la molécula de
lipido o la adicién de oxigeno a un radical alquilico [7]. La salida del H toma lugar en
carbonos donde la energia de disociacion de enlace (Bond Dissociation Energy -
BDE) es menor [29]; esto es, en el grupo metilénico entre dos grupos alquénicos en
un PUFA.

El radical formado puede estabilizarse por medio de la deslocalizacién de un electron
desapareado entre los cinco carbonos y generar el radical 1,4-pentadienilo [7,29]; la
reaccién con oxigeno toma lugar por adicion en uno de los carbonos terminales de
esta estructura, llevando a la formacién de 9- y 13-hidroperoxidos, y esto propaga la
cadena. Estos radicales peroxilo estan involucrados en reacciones competitivas, tales
como escision- y ciclaciéon por reordenamiento intramolecular con formacion de
dihidroperdéxidos y moléculas ciclicas que contienen oxigeno (Esquema 3.2)
[21,25,26,29,30].

00 R kk, R 0 k,, R 00
R R, 00 R, ° R, R,
(00, 0-0 1.0 HOO 0-Q

: . -0y
AV ATV T Ny O
R R, R R, * H-abs. R R,

~—

Esquema 3.2. Reacciones competitivas de los radicales peroxilo: (a) Escision 3 y (b)
Ciclacion por reordenamiento intramolecular.

Las reacciones de terminacion (Paso Ill) suceden cuando los radicales interaccionan
entre si, deteniendo la reaccién de propagacion, es decir, el radical se combina para
formar moléculas con su octeto de electrones completo; estas reacciones son mucho

mas lentas (k= 10" M's™) que las de propagacion [21,25,26].

3.2.3 Inhibidores de oxidacion. El estrés oxidativo se define como el desbalance
entre oxidantes y antioxidantes [31]; y un “antioxidante” es cualquier sustancia que

cuando esta presente en bajas concentraciones, comparada con aquellas en las
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cuales se encuentra un sustrato oxidable, significativamente retarda o inhibe la
oxidacion de éste, iniciada por un pro-oxidante (sustancia que puede causar dafos
oxidativos) [20,32,33]. Asi, esta sustancia inhibidora puede eficientemente reducir la

actividad de un pro-oxidante, formando un producto con baja o ninguna toxicidad [34].

Los antioxidantes pueden actuar en las diferentes fases en la secuencia oxidativa, de
las siguientes maneras: (1) removiendo el O, o disminuyendo su concentracién local;
(2) removiendo iones metdlicos cataliticos; (3) removiendo ROS (e.g., 02" y H,05); (4)
atrapando (secuestrando) radicales iniciadores como °‘OH, RO, RO;; (5)
interrumpiendo (rompiendo) la cadena de propagacion; y, (6) atenuaciéon (quenching)
o secuestramiento de 'O,. Los antioxidantes que inhiben la oxidacion lipidica por los
mecanismos (1)-(4) y (6), son antioxidantes preventivos. Los que actuan por el
mecanismo (5), son antioxidantes de ruptura de cadena o atrapadores de radicales y
estos antioxidantes y los que actuan por el mecanismo (2) y (6) se extinguen mientras

efectuan sus funciones protectoras [20].

3.2.3.1 Métodos para determinacion de la actividad antioxidante. La eficacia de
los compuestos antioxidantes depende de su naturaleza [35] y ademas, debe tenerse
en cuenta el mecanismo por el cual el antioxidante ejerce su efecto (e.g.,
atrapamiento de radicales, descomposicion catalitica, supresién pro-oxidante) y
funciones, velocidad de atrapamiento, selectividad del sustrato o medio (e.g., fase
acuosa, superficie o lipidica), concentracion efectiva (moles de radicales atrapados
por mol de antioxidante), distribucion, localizacion, destino de los radicales derivados
de los antioxidantes, interaccion con otros antioxidantes y metabolismo [15,35]; cada

factor se debe considerar y evaluar separadamente.

3.2.3.1.1 Reactividad hacia radicales. Hay numerosos reportes sobre mediciones de
actividades hacia radicales de compuestos antioxidantes y mezclas complejas [34].
Las actividades se miden siguiendo la cinética del antioxidante con radicales estables
como a,o-difenil-B-picrilhidracilo (DPPH) [36] o 2,6-di-ter-butil-4-(4-metoxifenil)-
fenoxilo [37] empleando técnicas espectroscopicas (UV-VIS, ESR, etc.) o utilizando

métodos inhibitorios, donde la especie radicalaria se genera y el efecto del
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antioxidante se mide a partir de la inhibicion de esta reaccion (e.g., radical ‘OH
generado por reaccion Fenton en presencia DMPO, reacciones de decoloracién de
compuestos de referencia: reaccion de N,N’-difenil-p-fenilendiamina (DPPD), del
acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), etc.) [21,35]. En estos
métodos se emplean los antioxidantes mas comunes de uso en alimentos, tanto de
origen natural (e.g., a-tocoferol, acido ascérbico) como sintético (e.g., BHT, BHA),

como sustancias de referencia o “control” del método.

* Ensayo de capacidad antioxidante equivalente al Trolox® - TEAC. El ensayo de
capacidad antioxidante equivalente al Trolox® (TEAC) fue reportado por primera vez
por Miller et al. [38] y modificado posteriormente por Re et al. [39]. El ensayo TEAC se
basa en la inhibicién de la absorbancia del cation-radical ABTS™ (absorciones
maximas A: 660, 734 y 820 nm) por antioxidantes y mide la habilidad de un compuesto
para reducir el ABTS™ (fase acuosa), comparada con la sustancia de referencia,
Trolox®. EI ABTS™ no es necesariamente un pro-oxidante debido a que es muy
estable comparado con las ROS. El ensayo TEAC modificado usa radicales ABTS™
preformados por oxidacion de ABTS con persulfato de potasio (PDS) [39]. La ventaja
de utilizar este método es su rapidez y amplio rango de valores de pH, tanto en

sistemas de medios organicos como acuosos [40].

3.2.3.1.2 Medida de la actividad antioxidante. La actividad antioxidante de muchas
sustancias y mezclas se ha evaluado en diferentes sistemas y métodos. En general, la
oxidacion se efectua en presencia o ausencia de pro-oxidantes y se mide el alcance
de su supresion, con la velocidad de oxidacion y duracion de la inhibicion producida
por el antioxidante. La eficiencia de la oxidacion se determina estimando el oxigeno

residual, formacién de perdxidos, dienos conjugados, entre otros [35].

* Monitoreo de marcadores de dano oxidativo en lipidos. La descomposicion de
productos principales de la oxidacion lipidica genera una mezcla compleja de
componentes volatiles con olor que incluye epodxidos, cetonas (e.g., butanonas,
pentanonas, octanonas), alcoholes, hidrocarburos y aldehidos saturados e

insaturados [15,22]. Los aldehidos (e.g., el hexanal) junto con los compuestos
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carbonilicos como el pentanal, deca-2,4-dienal y octa-3,5-dien-2-ona (Tabla 3.2)
contribuyen al off-flavour que se desarrolla durante la oxidacion [41] y adicionalmente,
pueden causar la decoloracion de alimentos (e.g., carotenoides) y disminuir su calidad

nutricional y seguridad después de la coccion y procesamiento [11].

Tabla 3.2. Principales productos secundarios de oxidacién de varios acidos grasos.

Parte oleosa Productos secundarios
Auto-oxidacion Foto-oxidacion
Oleato Nonanal, octanal Dec-2-enal
Linoleato Hexanal, pentano, deca-2,4-dienal Hexanal, hept-2-enal
Linolenato Hepta-2,4-dienal, etano Propanal, but-2-enal

La actividad antioxidante se puede calcular como un porcentaje de la inhibicién de uno
o0 mas de los productos secundarios de oxidacion relativo a una sustancia de control.
El hexanal (formado via 13-hidroperéxido) se determina frecuentemente para estimar
la formacién de productos secundarios, porque es el producto final mas comun. El
significado del hexanal como un marcador de la oxidacion (y en estudios de eficiencia
antioxidante) se demuestra en que este compuesto se forma habitualmente en un
orden de magnitud mayor que la mayoria de productos secundarios de oxidacion y es
de interés no soélo porque indica los niveles de autoxidacion sino su reactividad y
citotoxicidad [15,42].

3.3 INHIBIDORES DE LA ENZIMA ACETILCOLINESTERASA: EFECTOS SOBRE
EL DETERIORO NEURODEGENERATIVO Y COMO AGROQUIMICOS

La acetilcolinesterasa (AChE) es la enzima responsable por el catabolismo
extracelular de la acetilcolina (ACh) y su inhibicion retarda la degradacion del
neurotransmisor ACh, amplificando su efecto enddgeno [43]. La acetilcolina (Figura
3.1) es uno de los principales neurotransmisores en células animales [44] vy, es la
responsable de la transmision de los impulsos eléctricos en los sistemas nerviosos

central (SNC) y periférico.
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Figura 3.1. Estructura quimica de la acetilcolina (ACh).

3.3.1 Transmisién colinérgica. Los efectos especificos de la ACh en una sinapsis
colinérgica particular estan considerablemente determinados por el tipo de receptor
de ACh en esa sinapsis. Los receptores colinérgicos estan divididos en dos grandes
clases: (1) los receptores muscarinicos (MAChR) y (2) los receptores nicotinicos
(nAChR), los cuales se encuentran principalmente en las terminaciones
neuromusculares [45]. El receptor nicotinico cumple varias funciones centrales, entre
las que figuran: control voluntario del movimiento, memoria y atencion, suefio y
alerta, dolor y ansiedad. Por su parte, el receptor de ACh tipo muscarinico tiene
dentro de sus funciones principales la disminucién de la contractibilidad cardiaca y
velocidad del corazdn, contraccion de los tejidos musculares lisos y estimulacion de la

secrecion glandular, temperatura corporal, entre otras. [45,46].

La sintesis, almacenamiento y liberacion de la ACh siguen una serie de pasos
similares en todas las neuronas colinérgicas. La ACh se sintetiza a partir de la colina
y la acetil coenzima A (acetil Co-A) por medio de la enzima colina acetiltransferasa
(ChAT) y es almacenada dentro de las vesiculas sinapticas. Cuando la ACh se libera
y difunde dentro de la hendidura sinaptica, se enlaza a los receptores pre-sinapticos y
post-sinapticos tanto nicotinicos como muscarinicos, los cuales ejercen su respectiva
funcién biolégica. Simultaneamente, la ACh remanente, se degrada rapidamente en
colina y acido acético por la AChE (dentro del tiempo limite de la transmision

sinaptica), para iniciar nuevamente la transmision colinérgica [45-47].

La enzima acetilcolinesterasa, hace parte de la familia de hidrolasas especializadas
en ésteres carboxilicos que rompen los ésteres de colina [colinesterasas (ChE)] [48] y
su funcion es regular la excitacion en el SNC destruyendo la ACh y mantener la
transmision apropiada de impulsos entre neuronas, musculos y células glandulares.
El sitio activo esta compuesto por un sitio “aniénico” y un sitio “esteratico (acilacion)”,

en el cual se cataliza la hidrdlisis [49,50].
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Los inhibidores de la AChE (AChEI) son sustancias de origen natural (galantamina,
fisostigmina, etc.) o sintético (tacrina, rivastigmina, pesticidas-insecticidas) que
bloquean, retardan o inactivan [51] competitiva o irreversiblemente la AChE,
mimetizando la acetilcolina en la sinapsis colinérgica [52] y aumentando la
neurotransmisién [53]. Para enfermedades de Alzheimer, glaucoma y helmintiasis,
estos inhibidores resultan benéficos como su tratamiento [54]; mientras que su
aplicacion como agroquimicos (insecticidas-pesticidas) repercute en el

envenenamiento de las especies animales involucradas.

3.3.2 Trastornos cognoscitivos e inhibidores de la AChE. EI SNC es
particularmente vulnerable al estrés oxidativo debido a que el cerebro presenta bajo
contenido de antioxidantes, alto contenido de acidos grasos insaturados y, consume
cerca del 18% del oxigeno que ingresa al cuerpo [55], lo cual favorece el incremento
del metabolismo del oxigeno. La presencia de microglias en el SNC, que son la
principal fuente de produccion del anién superdxido y radical NO°, causan dafio
celular mediante la formacion de radicales HO® (reaccion Fenton) y peroxi-nitritos, por
el alto contenido de Fe*? en el cerebro. El incremento de la actividad de microglias
estd asociado con las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, que son ejemplos
tipicos del desbalance entre prooxidantes y oxidantes [56]. La enfermedad de
Alzheimer (forma de demencia) es un desoérden progresivo, degenerativo e
irreversible del cerebro y el incremento de la edad (envejecimiento) es el mayor
riesgo para su desarrollo [46,57,58]. Los marcadores neuropatolégicos de la AD son
las deposiciones de agregados extracelulares del péptido [-amiloide (mayores
componentes de placas seniles), los cuales se consideran que son los causantes de
la neurodegeneracién que conduce a la AD y esta suposicidon se conoce como la
“hipotesis amiloide” de la AD [46,56,59-62].

Las estrategias terapeuticas de la AD se dirigen principalmente al desarrollo de
medicamentos que puedan evitar la formacion de las placas [-amiloide o que mejoren
la transmision colinérgica [46]. No obstante, las terapias mas desarrolladas son las de

los inhibidores en las diferentes etapas de las sinapsis colinérgica, fundamentalmente
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los AChEI. Estos agentes inhibidores de la AChE, elevan la concentraciéon de ACh en
la hendidura sinaptica y su acumulacion activa los receptores colinérgicos cercanos
[45].

Los primeros AChEI descubiertos provinieron de fuentes naturales, e.g., alcaloide
fisostigmina (Figura 3.2), que fue aislado de Physostigmina venenosum L.
(Fabiaceae) y empleado como tratamiento de la AD en 1979 [54]. Sin embargo, este
compuesto mostro ciertas desventajas: inhibicion limitada de AChE, poca selectividad
y baja penetracion de la barrera hemo-encefalica, con lo cual se estimul6 el desarrollo
exitoso de una nueva generacion de AChEI. Hoy dia, se encuentran en el mercado
cuatro AChEI aprobados como tratamiento de la AD: la tacrina (1993), donepezilo
(1996), rivastigmina (2000) y galantamina (2001). Estos medicamentos actuan al
retrasar la descomposicién de la ACh facilitando asi, la funcionalidad normal de las

células nerviosas [53].
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Figura 3.2. Estructuras de inhibidores de AChE disponibles comercialmente.

3.3.3 Agentes agroquimicos. Dentro de los inhibidores de la AChE se encuentran
los ésteres organofosforados (OP), que se sintetizaron como armas quimicas (e.g.
Sarin, Soman y Tabun) [46] en los afios 1930-1940 en Alemania. Sus derivados han
sido adaptados al uso agricola como insecticidas y pesticidas [50,63] junto con los
carbamatos (CB) que son otros potentes AChEI. Algunos compuestos con estructura
de OP y CB han sido desarrollados como medicamentos contra distintas patologias

que estan relacionadas con el SNC.
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Los plaguicidas CB y OP inhiben la actividad enzimatica porque actuan como
sustratos competitivos y alternos a ACh. Asi, cuando los CB o los OP interactuan e
inhiben la AchE, causan acumulaciéon de ACh en la hendidura sinaptica y sobre-
estimulacién de los receptores colinérgicos (nNAChR y mAChR) [46,50,53,64],
poniendo de manifesto el conjunto de sintomas clinicos por envenenamiento
[44,46,50]. El mecanismo de accién para ambos grupos de compuestos es casi
idéntico, diferenciandose solamente en que los OP inhiben a la AChE -cuasi

irreversible; mientras que, los CB la inhiben reversiblemente [50] (Figura 3.3).

Fresynapic ]

Presyraptc
ocll

cell

@3 T~ (o)
(L2 - | 2
>/ 3 ~
A N Vi~

Choline | &/ ' (& .
~ g I-' * . i \I = '

/ e \t“/1 (™) b \ o, () _,//

/ //-\ \} » |___ -~ \ /“x‘___ .} > | - \
. - > 5, , =

— LAY = - r P [ Y
a » a
e 5 A4 * 2d Ad ana

{ A\ - 2 H AF 00 A0 &
Acetic acid /‘/‘ B ™ b Vel - Al H\\
| ( |
\ /

\ Postsynaptic / ak o . Postsynaptic //

I W ACh receptor . I
A - / 4 ACh L
\ f # AChE N\ [

AChEI | |
| W ACHE inhikiton oy AChEI

Figura 3.3. Mecanismo de accion de AChEI: para la AD y pesticidas-insecticidas.
Tomado de Felmand [53].

3.4 EFECTOS FARMACOLOGICOS COMPROBADOS DE LOS ACEITES
ESENCIALES

Los AE se han estudiado no sélo por sus fragancias (fuerte olor) sino también por sus
propiedades medicinales y antisépticas (contra bacterias, hongos y virus). Se han
utilizado como preservantes de alimentos y como antimicrobianos [65], analgésicos,
sedativos, anti-inflamatorios, etc [66-68]. En la naturaleza, cumplen un importante
papel en la proteccion de las plantas contra bacterias, virus, hongos, insectos y contra
herbivoros, reduciendo su apetito por tales plantas [69]. Ademas, pueden atraer
algunos insectos para favorecer la dispersion del polen y semillas, o repeler otros

indeseables. Debido a sus propiedades bactericidas y fungicidas, los productos
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alimenticios y farmacéuticos los estan utilizando cada vez mas, como alternativas a

los productos quimicos sintéticos para proteger el equilibrio ecolégico [70].

Algunos investigadores han reportado sobre una serie de propiedades bioldgicas muy
interesantes atribuidas principalmente a los AE. Dudai et al. [71] demostraron que los
AE de Origanum syriacum (60% de carvacrol), Micromeria fruticosa (60% de
pulegona) y Cymbopogon citratus (32 y 43% de neral y geranial, respectivamente)

inhibieron el crecimiento de trigo y semillas de maleza.

Edris [72], por su parte, hace una revision de los potenciales usos terapéutico y
farmacéutico de los AE y sus constituyentes individuales. En forma general, discute
sobre la aplicacion extensa de los AE para prevenir y tratar algunas enfermedades
como cancer, arterioesclerosis y trombosis; también de su actividad antibacteriana
[65], antiviral [73], antioxidante [74] y como agente antidiabético [75]. Por ejemplo, el
AE de Myristica fragrans (nuez moscada) mostré un fuerte efecto hepatoprotector
contra ciertas sustancias quimicas y esta actividad protectora fue atribuida a la

miristicina, su componente mayoritario [76].

Los AE ricos en constituyentes fendlicos, e.g., eugenol y timol, tienen altas actividades
antioxidantes contra la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) [77] y
pueden cambiar la afinidad de las particulas de LDL por su receptor. El incremento de
las LDL oxidadas en el colesterol podria dar inicio a la arterioesclerosis, permitiendo el
depdsito y acumulacién de grasa en forma de placas, en las capas internas de las

arterias [78]. Ademas, de los constituyentes fendlicos, el [I-terpineno ha demostrado

inhibir la oxidacion de la LDL.

El AE de lavanda (Lavandula hybrida Reverchon cv.) mostré un efecto antiplaquetal
de amplio espectro y fue capaz de inhibir agregaciones plaquetales inducidas por
acido araquidonico y colageno. Se presumid, que el agente antiplaquetal de la
lavanda fue el acetato de linalilo (36%) [79]. Por otro lado, se conocen bien los efectos

benéficos cardiovasculares de la cebolla (Allium cepa) y su alto consumo esta
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asociado con la disminucion del riesgo de padecer enfermedades trombdticas y

arteroescleréticas [80].

Finalmente, otros reportes importantes de los efectos farmacoldgicos comprobados de
los AE han sido acerca de sus actividades sobre el sistema nervioso central [81,82],
desérdenes reumaticos [83], efectos citotdxicos [70], antiparasitarios [84], sedativos y

analgésicos [85], antiespasmolitico e insecticida [4] y antimicobacterianos [86].

3.5 PARTE EXPERIMENTAL

En el presente trabajo, las metodologias in-vitro que se utilizaron para evaluar la
capacidad antioxidante de los AE y sustancias sintéticas fueron el ensayo de
decoloracion del cation-radical ABTS™ (metodologia convencional y modificada) y la
oxidacion del acido linoleico en un sistema modelo. Para el ensayo de inhibicién de la
enzima acetilcolinesterasa, se uso el ensayo colorimétrico del DTNB (acido 2,2°-

dinitro-5,5"-ditiobenzoico). Los métodos empleaos se describen a continuacion.

3.5.1 Reactivos, solventes y sustancias patréon. Los siguientes reactivos y patrones
certificados utilizados en el trabajo fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis,
EE.UU.): Trolox® (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico; 97%,), o
tocoferol (97%), butilhidroxianisol (BHA, 99%), butilhidroxitolueno (BHT, 99%), timol
(99%), carvacrol (99%), trans-anetol (98%), estragol (98%), fenol (99,5%), guaiacol
(98%), isovainillina (99%), eugenol (99%), 4-hidroxibenzaldehido (98%),
galantamina (>97%), diazindn (>99%), fisostigmina (>98%), hexanal (98%), &cido
linoleico (97%), ABTS (sal de diamonio del acido 2,2 -azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico; 99%), pentafluorfenilhidracina (PFPH, 97%), la AChE del Electrophorus
electricus, DTNB (acido 2,2°-dinitro-5,5"-ditiobenzoico) y ATC (ioduro de
acetiltiocolina). El persulfato de potasio (97%), sulfato de hierro (98%), dodecilsulfato
de sodio (98 %) cloruro de potasio (99%), cloruro de sodio (99%), NaH,PO4 (99%),
KoHPO, (99%), KH,PO4 (99%) y Tris, fueron comprados a Merck (Darmstadt,
Alemania). Gases especiales para cromatografia se obuvieron de Aga-Fano S.A.
(99,995-99,999%, Grupo Linde Gas, Bogota, Colombia). Todos los solventes
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(metanol, etanol, hexano, agua, DMSO) fueron grado HPLC de Mallinckrodt Baker Inc.
(J.T. Baker, Phillipsburg, EE.UU.).

3.5.2 Equipos. Los ensayos colorimétricos de ABTS™ e inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa se llevaron a cabo en dos equipos: un espectrofotometro visible
Genesys 20 de Thermospectronic (Waltham, EE.UU) y un lector microplaca de 96
pozos Versamax de Molecular Devices (Sunnyvale, EE.UU.) con software para
adquisiciéon de datos SoftMax® Pro-software (Molecular Devices, Sunnyvale, EE.UU.)
(Figura 3.4).

El analisis de los productos de la oxidacién del acido linoleico (hexanal en forma de su
derivado hidrazoénico, Ce-PFPH), se llevd cabo en un cromatégrafo de gases
HP5890A Series I, (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA) con inyector split/splitless
(relacion split 1:10), equipado con un detector de captura de electrones ®*Ni (ECD),
operado a 280°C, con gas auxiliar Ar/fCH,4 (10 mL/min). Se us6 una columna capilar
HP-5 [5%-fenil-poli(metilsiloxano)] de 30 m x 0.25 mm (D.l.) y con un espesor de fase
estacionaria de 0.25 um. El gas de arrastre fue helio (Aga-Fano S. A., 99.995%,
Bogota, Colombia) con presién de entrada de 15 psi y un flujo de 1 mL/min. La
programacion de la temperatura del horno fue desde 100°C con una rampa de

10°C/min, hasta 250°C, temperatura que se mantuvo constante durante 5min.

Figura 3.4. (A.) Espectrofotémét_ro Genesys 20 y (B.) Lector microplaca de 96 pozos
Versamax.

3.5.3 Ensayos de capacidad de la inhibicion oxidativa. Para la determinacion de la
capacidad de inhibicion de la oxidacion por los aceites esenciales y por las sustancias
sintetizadas se emplearon ensayos in vifro de atrapamiento de radicales y

peroxidacion lipidica.
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3.5.3.1 Decoloracién del cation-radical ABTS" por el método convencional. La
determinacion de la capacidad AO de los AE, de las sustancias “control” (vitamina E,
BHT, BHA), patrones de fenoles y derivados etéreos y moléculas sintetizadas se
realiz6 con base en el procedimiento descrito por Re et al. [39] mediante
espectroscopia VIS a 734 nm (ThermoSpectronic, Genesys 20). Se prepard una
solucion de ABTS™ (7 mM) con persulfato de potasio (2.45 mM), disuelto en agua (5
mL) grado HPLC; la mezcla se dejo reaccionar durante 16 h a temperatura ambiente,

en ausencia de luz y se ajusté la absorbancia hasta 0.700 + 0.02.

Seguidamente, las muestras de AE fueron diluidas hasta que la adicion de 30 uL de
ellas a 3 mL de la solucién de ABTS™, resultara en una inhibicién entre el 20 y el 80 %
del blanco de la absorbancia. La respuesta-concentracion de las sustancias, como
porcentaje de la absorbancia del cation-radical ABTS™ sin inhibir se calculd de

acuerdo con la Ecuacién 3.1:

Inhibicién de Ay.734 (%) = (1-AdAs) x 100 Ecuacién 3.1

Donde:

A.: es la absorbancia del catién-radical sin inhibir;
As. es la absorbancia medida a los 6 min después de la adicién del posible

antioxidante.

La actividad se determina mediante la disminucion del color azul-verdoso del cation-
radical ABTS™, cuando reacciona con el posible antioxidante y se produce el ABTS

neutro incoloro (Esquema 3.3).

ABTS" + PhOH ABTS + PhO + H
Esquema 3.3. Reaccion del cation-radical ABTS™ con el posible antioxidante

Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado y se determinaron tanto la
capacidad antioxidante equivalente al Trolox® (TEAC - mmol de Trolox®/mmol

antioxidante evaluado) para las sustancias “control”, como la capacidad antioxidante

238



total (TAA - mmol de Trolox®/kg sustancia evaluada) para los AE. Estas capacidades
se calcularon como la relacién entre las pendientes de las graficas de % inhibicién Vs.

concentracion del antioxidante en cuestion y Trolox®.

3.5.3.2 Decoloraciéon del catién-radical ABTS™ por el método modificado. La
metodologia implementada se basé en el ensayo convencional de decoloramiento del
cation-radical ABTS™, desarrollada en un lector microplaca de 96 pozos Versamax
(Molecular Devices, Sunnyvale, EE.UU.). La solucién stock del cation-radical ABTS™
se preparo de la forma descrita en el Numeral 3.5.3.1. Para las sustancias evaluadas,
se prepararon soluciones stock de 1x10° M, las cuales se diluyeron hasta que,
después de introducir alicuotas de 10 uL de estas soluciones a las nuevas soluciones
de ABTS™ (200 L), se produjeran inhibiciones entre el 20 y 80% de la absorbancia
del blanco. El porcentaje de inhibicion medido a los 30 min se graficO como una
funcién de la concentracion evaluada. La respuesta-concentracion se calculd con
base en la Ecuacién 3.1. Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado y para el
calculo del TEAC y TAA se utilizé la relacion entre las concentraciones inhibitorias al
50% (ICso) de Trolox® y de las sustancias evaluadas. La Figura 3.5 muestra una
microplaca de 96 pozos conteniendo la reaccion entre la solucion del catién-radical
ABTS™, las sustancias “control” y los blancos de la medida.

Figura 3.5. Fotografia de una microplaca de 96 pozos con la reaccion entre ABTS™ y las
sustancias “control” del experimiento modificado.

3.5.3.3 Oxidacion del acido linoleico por sulfato ferroso. Para el ensayo in vitro de
la oxidacidn del acido linoleico se siguieron las metodologias descrita por Tamura y
Yamagami [87] y la modificada en el Laboratorio de Cromatografia [88]. El acido

linoleico (8.9 mM) se diluyé con solucion buffer de Trizma (0.25 mM, pH 7.4),
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compuesta por KCI (0.75 mM) y dodecilsulfato de sodio (2000 ppm). La peroxidacion
lipidica se indujo por iones Fe*? [sulfato de hierro (20 mM) en presencia de oxigeno].
Seguidamente, se le afadio la solucién antioxidante (AE, sustancias de referencia y
patrones) en concentraciones de 10.0 g/L (0.5 mL). La incubacion se efectu6 a 37°C
durante 16 h en un cuarto oscuro y se detuvo la reaccidén adicionando una solucién
alcohdlica de BHT (90.8 mM).

El hexanal, producto secundario principal de la degradacion oxidativa del acido
linoleico, se utiliz6 como marcador del avance del proceso, para lo cual éste se
derivatizé con pentafluorfenilhidracina (Esquema 3.4) en hexano (6800 ppm) seguido
de la extraccion liquido-liquido en fase condensada, segun la metodologia descrita por
Stashenko et al. [89]. Luego, cada solucion se inyecté (1 uL) al GC-ECD para su
analisis cromatografico.
: H RI
F NHNH, o o F N. A
N )]\ A_g.lmuun-lmm N H + H0
R/ “H CH;OH/ta, . :

F F F

F F
Esquema 3.4. Reaccion de la PFPH con aldehidos para la formacién de los derivados
hidrazénicos para analisis GC-ECD.

Los efectos protectores de los AE y las sustancias de referencia y patrones de fenoles
y derivados etéreos se determinaron mediante la Ecuaciéon 3.2. Se uso el valor del
area del pico del derivado del hexanal (isbmero syn-), en el cromatograma de

compuestos carbonilicos volatiles.

Efecto protector (%) = (Asianco-Asustancia/Aslanco) X 100 Ecuacién 3.2
Donde:
Agianco: Area del derivado del hexanal determinada en el sistema sometido a
peroxidacion sin antioxidante (blanco);
Asustancia: Area del derivado del hexanal determinada en el sistema sometido a

peroxidacion en la presencia de antioxidante.
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3.5.4 Ensayo de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa. La determinacion de
la actividad inhibitioria de la AChE de los AE, de las sustancias de referencia
(galantamina, fisostigmina, diazinén), patrones y moléculas sintetizadas se realizé con
base en el procedimiento descrito por Ellman et al. [90], usando la AChE aislada del

pez Electrophorus electricus, mediante espectroscopia VIS a 412 nm.

Las muestras a evaluar, preparadas en concentraciones comprendidas entre 1x107° y
1x107 M y disueltas en buffer fosfato salino (PBS), se colocaron a reaccionar con la
enzima AChE durante 30 min. Seguidamente, se les adiciond la solucion sustrato
compuesta por el acido 2,2°-dinitro-5,5"-ditiobenzoico (50 ulL) y el yoduro de
acetiltiocolina (50 pL). 5 min después, se leyé la absorbancia a 412 nm en el lector de
microplacas. La respuesta-concentracion de las sustancias, como porcentaje de la

absorbancia del DTNB sin inhibir se calculé con base en la Ecuacion 3.3:

Inh. Asr2 (%) = 100-[(Ae- As)/(Ac- Ag)] x 100 Ecuacién 3.3

Donde:

Ac: es la absorbancia medida a los 5 min del posible inhibidor (muestra);

Ac: es la absorbancia medida a los 5 min de la sustancia de referencia (galantamina,
etc);

Ag: es la absorbancia medida a los 5 min del blanco del experimento (sin ningun
inhibidor).

Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado y los valores de las ICs
(concentracion inhibitoria al 50%) se obtuvieron a partir de las graficas del porcentaje
de inhibicién (a los 5 min) Vs. concentracion de la sustancia evaluada, utilizando el

software SoftMax Pro 5.2 de Molecular Devices.

Asi, la actividad enzimatica se determiné mediante el incremento del color amarillo
producido por la formacién del anién del acido tionitrobenzoico como consecuencia
de la reaccién del anién ditiobisnitrobenzoato con la tiocolina generada por la
hidrdlisis de la acetilcolina (Esquema 3.5).
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Esquema 3.5. Reaccion para determinar la actividad inhibitoria de la AChE.
La Figura 3.6 muestra una fotografia de una microplaca de 96 pozos con la reaccion

entre el DTNB, ioduro de acetilcolina, AchE y las sustancias evaluadas.

Figura 3.6. Fotografia de una microplaca de 96 pozos con la reaccion entre DTNB, ioduro
de acetilcolina, AChE y el sustrato a evaluar.

3.5.5 Otros ensayos biolégicos preliminares. Se realizaron algunos ensayos in vitro
de actividad antifungica, antiparasitarios (7. cruzi y L. chagasi) y de citotoxicidad
(células Vero y células THP-1) de algunas moléculas sintéticas. Los ensayos
antifungicos fueron realizados por la Dra Leonor Yamile Vargas Méndez en el
Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Bioquimicas vy
Farmaceéuticas de la Universidad Nacional del Rosario (Argentina), bajo la direccion
de la Dra. Susana Zacchino, siguiendo los procedimientos del Comité Nacional de
Estandares para Laboratorios Clinicos (EE.UU). Los protocolos M27-A2 (NCCLS,
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2002-a) y M38A (NCCLS, 2002-b) se emplearon para hongos levaduriformes y

filamentosos, respectivamente.

La concentracion inhibitoria minima (CIM), que es la concentracion minima a la cual
se inhibe totalmente el crecimiento del microorganismo, se determind usando la
metodologia de microdilucidon en caldo, en placas de 96 pocillos. Las muestras se
prepararon en dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion de 12.5 mg/mL y se
disolvieron en medio Saboreau hasta una concentracién de 250 ug/mL, para obtener
el valor CIM de las muestras. Se utilizé como sustancia control ketoconazol, que es

uno de los compuestos formulados para el tratamiento contra hongos.

Los ensayos antiparasitarios y de citotoxicidad fueron realizados en el Laboratorio del
Centro de Investigacion de Enfermedades Tropicales (CINTROP) bajo la direccion de
la Dra Patricia Escobar. Las cepas evaluadas de los parasitos T. cruziy L. chagasi
se encontraron en los estadios de epimastigotes, promastigotes y amastigotes. Para

la evaluacion de la citotoxicidad se utilizaron células Vero y THP-1.

Los ensayos se realizaron en las formas extracelulares e intracelulares de los dos
parasitos. Las formas extracelulares (5 x 10° parasitos/mL) de T. cruzi (epimastigotes)
y de L. chagasi (promastigotes) preparadas en placas de 96 pozos fueron tratadas
con los compuestos de interés y los medicamentos de referencia (0-100 ug/mL)
aplicando diluciones seriadas 1:3, durante 5 dias a 37°C, en ambiente aerobio CO, al
5% vy aire al 95%. Finalmente, los parasitos fueron contados en la camara de
Neubauer después de 72 h de incubacion. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Todas las muestras se prepararon en DMSO (100X) como soluciones stock
y a partir de ellas las soluciones de trabajo se adecuaron en el medio de cultivo antes

de hacer las valoraciones bioldgicas.

Para el ensayo de citotoxicidad, las células Vero y células THP-1 se transformaron
con PMA, se colocaron en microplacas de 96 pozos y tratadas con los compuestos de
interés (0-100 pg/mL) durante 72 h a 37°C, en medio aerdbico (mezcla aire (95%) -

CO; (5%)). La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo colorimétrico con
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MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol], mediante
espectroscopia VIS (A=540 nm, solucién purpura). El porcentaje de citotoxicidad se
calculé con la siguiente formula (OD grupo control- OD grupo tratado)/ OD grupo

control x 100.

La dosis-respuesta de la actividad anti-Leishmania y anti-T. cruzi fue expresada en
concentraciones inhibitorias al 50% (ICso) y al 90% (ICg). Asimismo, la dosis-
respuesta de la actividad en células de mamifero fue expresada en concentracion
citotoxica al 50% (CCsp) y al 90% (CCqp). Los datos fueron calculados utilizando el
software (Msxlfita; ID Business Solution, Guildford, UK).

3.5.6 Calculos de potenciales de ionizacion de moléculas sintéticas. Los datos
obtenidos de los valores de capacidad antioxidante equivalente al Trolox® (TEAC) de
las moléculas sintéticas se correlacionaron con sus potenciales de ionizacion
determinados a través de calculos computacionales usando el software Gaussian 03
(versién 6.0, Gaussian, Inc.); se emple6 el método/conjunto base B3LYP/6-
311++G(d,p). Se seleccion6 este método/conjunto base debido a la similitud del valor
experimental del potencial de ionizacién del fenol con el valor del potencial de

ionizacion calculado [91].
3.6 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.6.1 Modificacion del método de decoloramiento del cation-radical ABTS™. El
ensayo de capacidad antioxidante equivalente al Trolox® (TEAC) es un método
ampliamente utilizado para estimar la habilidad de una sustancia antioxidante (AO)
para reducir al catién-radical ABTS™ [38]. En este ensayo, el antioxidante se adiciona
a una solucion pre-formada del cation-radical ABTS™ y en un periodo fijo de tiempo el
cation radical ABTS™ residual, se cuantifica espectrofotométricamente. La disminucion
de su concentracion, producida por la oxidacion del antioxidante a una concentracion
dada, se determina como funcién de la concentracion y tiempo y su decoloracion se
calcula relativa a la reactividad del Trolox®, lo que permite obtener el valor de TEAC

del antioxidante [39]. Este ensayo ha sido utilizado para valorar la capacidad
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antioxidante de sustancias individuales y extractos vegetales tanto hidrofilicos como
lipofilicos debido a la solubilidad de ABTS™ y en disolventes acuosos y organicos [92-
95].

Sin embargo, bajo las condiciones en las cuales el ensayo se realiza, la reaccién entre
la mayoria de antioxidantes y el cation-radical es incompleta lo que conduce a la
subestimacion del valor de TEAC para estos antioxidantes; ya que se observan
diferencias sustanciales en los valores reportados. Asi, por ejemplo, los valores de
TEAC de quercetina, rutina, crisina y BHT varian en los intervalos 3.1-6.4; 2.4-5.6;
1.4-2.4 y 0.10-0.76; respectivamente [96-98]. Las variaciones de los datos no pueden
ser atribuidas al método, puesto que realizando el mismo procedimiento para algunas
sustancias en particular, el valor de TEAC varia, lo que genera la necesidad de ajustar
el método para tener en cuenta todos los subproductos formados en la reaccion y asi,
determinar adecuadamente el valor de la capacidad antioxidante total representada en
la suma de la capacidad antioxidante del compuesto “padre” y de los productos de

oxidacién de éste [99].

Ademas, de acuerdo con Prior et al. [93] el ensayo TEAC es uno de los métodos de
capacidad antioxidante (AOC) que debe estandarizarse para uso de las medidas AOC
de alimentos vy fitoquimicos, debido a su relativa simplicidad operacional,
requerimiento de instrumentacion, mecanismos, medidas tanto en el punto final como
de sustancias hidrofilicas y lipofilicas. Aunque, este ensayo no involucra un sustrato
[15] ni el ABTS™ (oxidante) representa a cualquier ROS que reacciona con sistemas
biolégicos [92-94,100,101]. Por lo tanto, el ensayo TEAC es un método de screening
para estimar la reactividad hacia radicales de compuestos antioxidantes y de mezclas

complejas [35].

De acuerdo con el Numeral 3.5.3.2, las soluciones de trabajo (40-560 (/M) de las
sustancias evaluadas se prepararon a partir de una solucion stock de 1 mM, las
cuales se diluyeron en serie en las microplacas de 96 pozos (placa de dilucién). Tan
pronto como la placa del experimento de lectura estuvo lista, las cantidades finales de

los antioxidantes se encontraron entre 0.08-5 [Ig. La reaccidén entre las moléculas
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evaluadas y el ABTS™ se monitore6 cada minuto hasta alcanzar un estado
estacionario durante 30 min a 25°C. Las cinéticas de las reacciones se graficaron

(Figura 3.7) y a partir de éstas se determiné el porcentaje remanente de ABTS™.

En varios trabajos realizados y reportados por el Laboratorio de Cromatografia, donde
se estudidé la capacidad antioxidante de aceites esenciales [102,103] y muestras
sintéticas [104] usando la metodologia convencional de decoloramiento del cation-
radical ABTS™, se observaron algunos inconvenientes asociados con este
procedimiento, a saber: el método es muy laborioso, las cantidades de muestra y de
disolvente requeridos son grandes y se observan ausencias o diferencias en los
valores de TEAC [96-98,105] para aquellas sustancias que tienen una cinética de
reaccion muy lenta o cinética multiple, debido a la presencia de diferente grupos
funcionales reactivos en la molécula [106]; o, en el caso de los extractos de origen

natural, a su complejidad composicional [107].
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Figura 3.7. Ejemplo del comportamiento cinético de la inhibicién del ABTS™ para
diferentes concentraciones de BHT.

Todo ello condujo a la necesidad de cambios metodologicos que permitieron superar
estas dificultades, posibilitaron el screening de un gran numero de muestras de origen

natural y/o sintético en corto tiempo (ca. 7 muestras/h), con un control estricto de las
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variables (dosificacion de soluciones de muestra y del catién-radical ABTS™, tiempo y
temperatura del ensayo, blancos de las medidas, etc.), y la reproducibilidad,

repetibilidad y alta eficiencia del experimento.

Las sustancias que inicialmente se evaluaron por los métodos convencional vy
microescalado fueron los antioxidantes control: a-tocoferol, BHA y BHT. La Tabla 3.3
presenta la comparacion de los valores de TEAC obtenidos de las relaciones de las
pendientes (m) y de los valores de ICsg, calculados a partir de las graficas de % de
inhibicion Vs concentracion al aplicar los dos métodos evaluados, respectivamente.

Cuando se grafica el % de inhibicion Vs concentracion para la reaccion del ABTS™
con el BHT (Figura 3.8), para calcular el valor de TEAC como la relacion de las
pendientes de las sustancias evaluadas (BHT y Trolox®), se observa claramente que
debido a la forma de la curva (funcion logaritmica) ésta tendria una serie de

pendientes y no sélo una como en el caso de Trolox® (Figura 3.9).

Tabla 3.3. Comparacion de valores de TEAC de las sustancias control, obtenidos por los
meétodos “convencional” y modificado.

Método Re, et al. [39] Método propuesto
20 TEAC (m AO/m Trolox®) TEAC (ICs Trolox®/ICs AO)
Lectura, 6 min Lectura, 6 min Lectura, 30 min
m TEAC? ICs0 (M) TEAC? ICs0 (M) TEAC?
Trolox® 2.37x10° 2.08x10™ 2.09 x107
o-Tocopherol 2.49x10° 1.05 £ 0.03 2.54 x10” 0.82 +0.02 2.35x107 0.89 + 0.01
BHA 2.21x10° 0.95 + 0.01 2.08 x10™ 1.00 £ 0.02 2.05 x10™ 1.02 + 0.04
5]
(2(;-'5?(1)32 o | 042002 5 5
. B + B +
BHT 4.05¢10° 0170 = 3.83 x10 0.54 + 0.01 1.61 x10 1.29 £ 0.04
(50-80% inh.) 0.002

?Valor promedio + desviacion estandar, n = 5 (réplicas) m: pendiente de la curva % inh. Vs conc.

Esto indica que la determinacion de valor de TEAC para el BHT por el método
convencional dependera del rango de inhibicidén seleccionado y, por lo tanto, no es un
sélo valor sino que posiblemente sera un rango, lo cual esta en concordancia con lo
reportado por Buenger et al. [97]. En este experimento el BHT presentd dos valores
de pendientes; se observaron diferencias sustanciales en los valores reportados, 0.42

£ 0.02y0.170 £ 0.002, respectivamente.
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Las variaciones de los valores de TEAC, calculados con base en las pendientes de la
curva de %inhibicion del BHT, no pueden atribuirse al procedimiento, ya que los datos
se extrajeron de la misma curva, ello sugirie que el valor de TEAC considerado a los 6
min es subestimado y no representa el valor del punto final del equilibrio de la

reaccion de oxidacion-reduccion.

La evolucién de las diferentes cinéticas de reaccion depende de la naturaleza del
antioxidante probado [108]. Tres tipos de comportamientos se observaron: rapido,

para el BHA; intermedio, para el a-tocoferol; y lento, para el BHT (Figura 3.7).

El BHA reaccion6 rapidamente con ABTS™ alcanzando el equilibrio durante los
primeros 5 min. El comportamiento intermedio del a-tocoferol condujo a la
decoloracion del ABTS™ durante 5-15 min. Este tipo de cinéticas presentan curvas
lineales de % inhibiciéon Vs concentracion (Figura 3.10), esto posibilita inferir que los
subproductos de oxidacién (e.g., tipo-quinona) no participan en la reaccién con

ABTS™ [109] y, en consecuencia, no contribuyen a la capacidad antiradicalaria.
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Figura 3.8. Efecto de la inhibicién de ABTS ** por la adicién de BHT a diferentes
concentraciones.
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Figura 3.9. Efecto de la inhibicién de ABTS ** por la adicién de Trolox® a diferentes
concentraciones.

El BHT por su parte, reaccioné lentamente con el ABTS™, se obtuvo una curva
logaritmica de % inhibicion Vs concentracién (Figura 3.8), que indica una cinética
compleja [110] y que los subproductos de oxidacion quiza contribuyan a la capacidad
antioxidante [99,109]. En este sentido, para aquellas sustancias antioxidantes con
cinéticas de oxidacion-reduccion complejas, el valor de TEAC relativo, determinado en
tiempos de ensayo cortos (6 min), puede subestimar la capacidad antiradicalaria total.
Asi que, el valor de TEAC absoluto de compuestos individuales so6lo debe
determinarse cuando las reacciones de redox han alcanzado el estado estacionario o

plateau (condiciones cercanas al equilibrio) [107].
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Figura 3.10. Efecto de la inhibicién de ABTS ** por la adicion de a-tocoferol y BHA a
diferentes concentraciones.

Con base en la subestimacion del valor de TEAC, al realizar el ensayo del cation-
radical ABTS™ en condiciones de no-equilibrio, el rango de valores de TEAC para una
misma sustancia (e.g., BHT), junto con las grandes cantidades de disolvente (3 mL) y
muestra (10-500 mgq) utilizada, y la baja repetibilidad (CV = 10%) de los experimentos,
se plante6 llevar a cabo este ensayo en un lector microplaca de 96 pozos
minimizando todas las desventajas anteriormente mencionadas. Aunque Henning et
al. [111], Seeram et al. [112], Kambayashi et al. [113] y Lee et al. [114] han adaptado
el ensayo ABTS™ a microplacas, cada uno de ellos presentaron diferencias con el

método propuesto.
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Seeram et al. [112] y Henning et al. [111] efectuaron el ensayo de TEAC de acuerdo
con la metodologia de Miller et al. [115]. Ellos prepararon la solucién del catidon-radical
ABTS™ adicionando MnO, como oxidante, que muestra una velocidad de
descomposicion muy rapida [116], y leyeron su absorbancia a 750 nm durante 75 min,
cada 15 min. El valor de TEAC se calcul6 a partir de la curva estandar de Trolox® para
bebidas ricas en polifenoles y muestras de plasma después de consumir diferentes
tés, respectivamente. El ensayo TEAC se adapto al lector microplaca de 96 pocillos

so6lo por razones técnicas, explicaron los autores en su trabajo.

Mientras tanto, Kambayashi et al. [113] establecieron un ensayo eficiente para
determinar la capacidad antioxidante total (TAC) en plasma humano. En este caso, la
TAC fue estimada usando el tiempo de retardo entre antioxidantes y ABTS™" oxidado
por mioglobina-H,O, y aplicada a sustratos biolégicos (plasma humano saludable)
[117]. Ademas, solo utilizaban 8 pozos para la medida simultanea de TAC. Sin
embargo, el coeficiente de variacion intradia del ensayo fue de 2.4%. Finalmente, el
proposito de implementar el ensayo en microplaca de 96 pocillos fue determinar las

TAC de muchas muestras de manera simultanea.

Lee et al. [114] mejoraron el método para determinar la capacidad total de
atrapamiento de radicales de antioxidantes y alimentos. En este ensayo, el método
ABTS descrito por Kim et al. [118] se utilizd con modificaciones (la solucion de ABTS™
se ajusto hasta una absorbancia de 0.300+0.02). El objetivo del estudio fue mejorar su
anterior método mediante el desarrollo de un método analitico rapido y practico, con
alta reproducibilidad y sensibilidad, para medir la TAC de los antioxidantes contenidos
en alimentos, expresada como la capacidad antioxidante equivalente a vitamina C
(VCEAC), usando las graficas linealmente interpoladas y el area bajo la curva. Segun
los autores, este ensayo puede ser aplicado simultaneamente a un gran numero de
antioxidantes y alimentos, con cantidades de muestra pequefias y utilizando un lector

microplaca de 96 pozos.
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En la Tabla 3.4 se muestra la comparacion de los parametros experimentales y
estadisticos obtenidos por los métodos convencional y modificado. Asi, el ensayo
microescalado del cation-radical ABTS™ permitid hacer un screening de un numero
elevado de muestras (30-40) en poco tiempo (8 h) con una disminucién considerable
en las cantidades de reactivos, disolventes (aprox. 95%), uso de equipos y, lo mas

relevante, en las cantidades de sustancia probadas (0.08-20 mg).

Tabla 3.4. Comparacion de los parametros experimentales y estadisticos en ensayos del
cation-radical ABTS™ convencional y modificado.

Parametros Método convencional Método microescalado
Repetibilidad (CV, %) 1-10% 1-4%

Tiempo de lectura ensayo 6 min 30 min

Numero muestra/hora 1 muestra 6 muestras (por duplicado)
Blancos/muestra 3 blancos 12 blancos (por placa)
Numero concentracién/mtra 6 soluciones 12 soluciones

Réplicas por muestra 5-10 1-4

Cantidad muestra/lectura 10-500 mg 0.08-20 mg

Volumen disolvente/lectura 3 mL 200 pL

Volumen disolvente/muestra 30 mL (6 conc. -3 blancos) 3 mL (12 conc. -12 blancos)
Procesamiento de datos Laborioso (calculo de Manejable (calculo ICsp)

pendiente de curvas)

La realizacion del ensayo modificado de ABTS™ sobre el antioxidante BHT permitio
calcular el valor absoluto de TEAC para el BHT (1.29+0.04) (Tabla 3.3), que fue
mayor que los valores reportados (0-0.7) [97,102,105,119]. Los valores inferiores
reportados de TEAC para el BHT, son consecuencia de las condiciones no adecuadas
(reaccion no finalizada) en la determinacion del valor de TEAC. Cuando se comparan
los valores de TEAC para BHT, BHA y [l-tocoferol (sustancias control), mediante el
método microescalado, se encontrd que éstos fueron muy proximos; lo que coincide
con los resultados obtenidos por Brand-Williams et al. [108] sobre los valores de ARP
(poder anti-radicalario) del BHT, BHA y [I-tocoferol: BHT (4.20) = BHA (4.17) > [I-
tocoferol (4.0); quienes emplearon el método del decoloramiento del radical DPPH",

método con un mecanismo similar al del catién-radical ABTS™".

De acuerdo con Campos y Lissi [106], aquellas moléculas que poseen tienen un grupo
que facilite la reactividad con el cation-radical ABTS™, tendran coeficientes (factores)

estequiométricos n entre 1y 2. Este coeficiente estequiométrico n es proporcional a la
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pendiente de la curva, lo que revela que n depende de la sustancia. Los valores mas
altos de n sdélo se presentan cuando existe mas de un grupo reactivo en la estructura

de la sustancia.

A continuacion, se presentan los resultados y la discusion de las capacidades
antioxidantes de AE y moléculas sintéticas empleando los métodos convencional y
modificado. Se menciona que las modificaciones realizadas al ensayo de capacidad
antioxidante equivalente al Trolox®, fueron realizadas conjuntamente con Leonor
Yamile Vargas, Qca. M.Sc., Ph.D., en el Laboratorio de Quimica Organica y

Biomolecular de la UIS.

3.6.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante de aceites esenciales con alto
contenido de timol, carvacrol, estragol o trans-anetol. La capacidad antioxidante
total (TAA), expresada en equivalentes de Trolox®, empleando los métodos
convencional y microescalado, y la inhibicion de la oxidacién del acido linoleico se
determinaron para los AE: Plectranthus amboinicus, Lippia origanoides, Thymus
vulgaris, Lippia micromera, Tagetes lucida (hojas y flores), Ocimum sp., lllicium verum,
Tagetes filifolia, proveniente del municipio de Bolivar y del cultivo experimental
Cenivam), y Foeniculum vulgare, seleccionados por su alto contenido de timol,
carvacrol, estragol o frans-anetol. Ademas, se emplearon patrones de estos 4
constituyentes principales, con fines comparativos. Los datos obtenidos de las

capacidades antioxidantes de los aceites se reportan en la Tabla 3.5.

La capacidad antioxidante estimada por el método convencional ABTS™ para los AE
ricos en carvacrol y timol, presenté valores de TAA (mmol de Trolox®/kg de AE) de
2040 £ 21, 890 = 32, 800 + 24, 670 = 24 para L. origanoides, P. amboinicius, T.
vulgaris y L. micromera, respectivamente. Estos resultados mostraron que los AE
evaluados presentaron una menor actividad comparada con los antioxidantes BHA
(7000 + 487) y a-tocoferol (2590 £ 33). Sin embargo, tres de la especies presentaron
capacidad antiradicalaria cercanas a la del BHT (990 £ 31), con excepcion de la L.

origanoides, cuyo valor de TAA fue mas alto que el del BHT.
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Tabla 3.5. Valores de TAA y efecto protector (%) para las sustancias de referencia, de
control y AE, obtenidos en los ensayos de decoloramiento de ABTS™ e inhibicion del acido

linoleico.

Inhibicién ABTS™

Inhibicién acido

Sustancia evaluada TAA (mmol Trolox®/kg AO) linoleico
Método Método en Efecto protector, %
convencional multipozo (5 mg AO)
Trolox® — — 603
o-Tocoferol 2590 + 33 3300 + 47 39,8+0,7
BHA 6900 + 487 8000 + 184 90 +4
BHT 990 + 31 21000 + 308 802
Carvacrol — 6100 + 69 705
Timol —_ 6200 + 43 64,2+ 0,2
Estragol — (21% - 0.04M) 46t 4
trans-Anetol — (33% - 0.04M) 776
Lippia micromera 670 + 24 18403 706
Plectranthus amboinicus 800 £ 24 5000 + 198 80+8
Lippia origanoides 2040 £ 21 4800 £ 337 805
Thymus vulgaris 890 + 32 3100 + 84 706
Tagetes lucida (flores) 3.68 + 0.06 13.6+0.2 68 +2
Tagetes lucida (hojas) 3.8+0.2 11.6 £ 0.03 702
Artemisia dracunculus 0.00023 £ 0.00001 NR 306
Ocimum sp. 51+0.2 12.7+0.2 47 +2
Tag_etes filifolia (cultivo 26402 NR 56 + 2
Cenivam)
IZ})’agete‘s filifolia (cultivo 15+0.1 37402 60 + 1
olivar)
Hllicium verum 56+0.1 47+0.3 595
Foeniculum vulgare 0.00015 £ 0.00001 1.52 £ 0.05 375

NR — No realizado

La misma evaluacion para los AE con alto contenido de estragol y trans-anetol arrojé
valores de TAA (mmol de Trolox®/kg de AE) de 5.6 + 0.1, 5.1 + 0.2, 3.8 + 0.2, 3.68 +
0.06, 2.6 + 0.2, 1.5 + 0.1, 0.00023 + 0.00001 y 0.00015 + 0.00001 para I. verum,
Ocimum sp., T. lucida (hojas), T. lucida (flores), T. filifolia (cultivo Complejo Cenivam),
T. filifolia

correspondientemente. La capacidad antioxidante de estos AE medida por este

(cultivo Municipio de Bolivar), A. dracunculus y F. vulgare,

método, en comparacion con los antioxidantes sintéticos BHA (7000 £ 487), BHT (990
+ 31) y a-tocoferol (2590 + 33), fue menor lo que puede ser atribuido a la
ausencia/poca cantidad de fenoles o sustancias capaces de donar electrones e
hidrégenos [120].
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Se debe recordar, que los valores TAA obtenidos para los AE evaluados por el
método convencional son subestimados debido a que no se determinaron en
condiciones cercanas al equilibrio. Los valores TAA obtenidos por el método
modificado para los AE de P. amboinicius, L. origanoides, T. y L. micromera
disminuyeron asi: 5000 £ 198 > 4800 + 337 > 3100 + 84 > 1840 + 3, respectivamente.
El atrapamiento de radicales por el método microescalado evidencié que los AE
evaluados presentaron una menor actividad que la de los antioxidantes BHT (21000 +
308) y BHA (8000 + 184). Sin embargo, T. vulgaris exhibié capacidad antiradicalaria
cercana a las del a-tocoferol (3300 + 47) y de P. amboinicus, junto con L. origanoides,
superaron el valor de TAA del a-tocoferol. De la misma forma, los valores de TAA, por
el método de microescalado para los AE de T. lucida (flores), Ocimum sp., T. lucida
(hojas), I. verum, T. filifolia (cultivo municipio de Bolivar) y F. vulgare, decrecié asi:
13.6 £ 0.2 > 127 £ 0.2 > 11.62 + 0.03 > 4.7 £+ 0.3 > 3.7 £+ 0.2 > 1.52 + 0.05,

consecutivamente.

La capacidad antioxidante de todos estos AE se puede atribuir a los compuestos
activos presentes en ellos; es decir, tanto a los componentes principales, como

aquellos constituyentes en pequenas cantidades, o la sinergia entre ellos [121].

Si se comparan los valores de TAA por los 2 métodos de ABTS™ para todos los AE
evaluados, se observo, que la diferencia entre los valores TAA calculados fue mucho
mas notoria en los AE que contuvieron fenoles, lo que indica que debido a la

presencia de timol y carvacrol la cinética entre estos AE y el ABTS™ fue lenta.

Al analizar los valores TAA (Tabla 3.5) entre los AE con sus constituyentes principales
individuales, timol, carvacrol, estragol o trans-anetol, y se considera su composicion,
la variacion en la capacidad antioxidante de estos aceites puede atribuirse a las

diferencias de las cantidades de estos componentes en dichos aceites [122].

Por ejemplo, el carvacrol constituye ca. 54% del AE de P. amboinicus, mientras que,
timol + carvacrol conforman ca. 28% en la totalidad del AE de L. micromera.

Asimismo, el estragol alcanza ca. 93% del AE de T. lucida; y el trans-anetol contribuye
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con ca. 83% de la totalidad del AE de I. verum. Sin embargo, quiza lo mas interesante
es la supuesta falta de actividad de los componentes restantes de los AE de P.
amboinicus y L. micromera (46 y 72%, respectivamente). Por esta razén los AE, en su
totalidad mostraron valores inferiores que los de sus componentes principales
individuales, timol y carvacrol, lo que podria atribuirse a un posible efecto antagonico

[72,122] entre los constituyentes mayoritarios y minoritarios en estos AE.

La baja inhibicion demostrada por estragol y trans-anetol, como sustancias puras,
comparada con los AE que los contienen y basados en los datos generados a partir
de este ensayo permitiria inferir que estos componentes, bajo las condiciones
experimentales, no parecen poseer propiedades antioxidantes [120,122]. Sin
embargo, la presencia de componentes tales como eugenol, iso-eugenol, chavicol,
etc., fenoles identificados en cantidades minimas, podrian ser los responsables de la
inhibicidn manifiesta por los AE evaluados [72]. Los AE, en su totalidad, mostraron
valores superiores que los de sus componentes principales individuales, estragol y
trans-anetol, lo que podria explicarse por un posible efecto sinérgico [72,122] entre los

constituyentes mayoritarios y minoritarios en estos AE.

Por otra parte, los ensayos de peroxidacién lipidica se realizaron con 5 mg de cada
sustancia. Los AE de 7 especies mostraron un efecto protector mayor que la vitamina
E y Trolox®, siendo los mas activos P. amboinicus y L. origanoides, seguidos de L.
micromera y T. vulgaris, T. lucida (hojas y flores), I. verum [123] y T. filifolia (Cultivos
de Bolivar y Cenivam). Mientras que, los AE de F. vulgare y A. dracunculus fueron los
que menor efecto protector presentaron en la inhibicion del &cido linoleico,
comparados con todos los antioxidantes de referencia evaluados. Estos resultados
confirman el uso potencial de los AE de plantas en la preservacion en la industria

farmacéutica y/o de alimentos [124,125].

Al comparar los valores de inhibicion de los componentes mayoritarios individuales
con los de los AE obtenidos por este método, se encontré que no hay una diferencia
significativa; siendo la inhibicion de los AE igual o mayor a la del timol o carvacrol, lo

que podria presumir un posible efecto sinérgico entre todos los constituyentes. Los AE

256



con estragol y trans-anetol, en su gran mayoria, superaron el efecto protector de las
sustancias puras; con excepcion de los AE de F. vulgare y A. dracunculus, en cuyo

caso sus inhibiciones fueron inferiores a la de a-tocoferol.

La confrontacion de los resultados del ensayo de decoloracion de ABTS™ y los de la
oxidacion del acido linoleico mostré6 una tendencia similar, sin embargo, los
mecanismos de accion son diferentes, con lo cual se podria considerar que: (1)
debido a la presencia de fenoles en los AE, éstos presentarian la habilidad de
atrapamiento de radicales por transferencia de un electrén o un hidrégeno [126,127];
2. Los otros constituyentes, presentes diferentes a fenoles, i.e., éteres, hidrocarburos
insaturados, activan otro mecanismo de proteccién, e.g., a través de “sacrificio” de
terpenos que se oxidan mas rapidamente, que el acido linoleico [128,129], dando un
posible indicio de como estos AE podrian obstruir la propagacién en cadena de la

peroxidacion lipidica.

3.6.3 Evaluacion de la capacidad antioxidante de precursores, intermediarios y
productos finales de la sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas. La capacidad
antioxidante de las moléculas sintetizadas y sus precursores se determiné mediante el
método ABTS* microescalado, expresada en equivalentes de Trolox® (TEAC — mmol
TroloxX®/mmol AO). Este ensayo permiti® obtener informacién valiosa sobre las
relaciones quimicas involucrada entre los compuestos evaluados y el cation-radical
ABTS™.

De los compuestos fendlicos que se seleccionaron como precursores (fenol, 4-
hidroxibenzaldehido, guaiacol, timol e isovainillina) para la sintesis de 2,5-dihidro-1-
benzoxepinas, la mayoria se encuentran en algunas plantas aromaticas y medicinales
[130,131]. Estas sustancias, junto con las plantas que los contienen, son ampliamente
utiizados en las industrias cosmética (fragrancias, preservativos, antisépticos),
alimentos y bebidas (especias, flavours), y perfume (fragrancias), en medicina
tradicional y agricultura (herbicidas e insecticidas) [4,68,72,130,132]; e.g., vainilla

(Vanilla planifolia) produce el agente saborizante comercial vainillina, pero ademas,
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esta especia contiene guaiacol, 4-hidroxibenzaldehido y fenol [133]. El clavo de olor

(Syzygium aromaticum) es otra especie de valor que contiene eugenol [134].

La Tabla 3.6 contiene los valores de capacidad antioxidante TEAC vy las
concentraciones inhibitorias al 50% de las sustancias control, de referencia, de los
fenoles precursores y 2-alil fenoles 3a-f. Los valores TEAC de los precursores
fendlicos 1a-f fueron menores que el valor de BHT. Sin embargo, guaiacol (1¢), timol
(1e) y carvacrol (1f) tuvieron valores muy cercanos y/o mayores que BHA y vitamina
E. Por otro lado, los compuestos con sustituyentes desactivantes (1b y 1d) en el
sistema aromatico como el grupo formilo (CHO) no inhibieron al cation radical ABTS™
(Tabla 3.6), ya que los grupos electroatrayentes incrementan la fuerza del enlace O-H
[135]. Sin embargo, la presencia del grupo metoxi (electrodonador) en la isovainillina

(1d) le permitié alcanzar un valor de TEAC superior al del 4-hidroxibenzaldehido (1b).

Tabla 3.6. Valores de TEAC y las concentraciones inhibitorias al 50% de las sustancias
control y de referencia, junto con los fenoles precursores y 2-alil fenoles 3a-f.

Tipo TEAC (mmol

Nombre compuesto Estructura sustituyente Trolox®mmol AO) IC5p (LM)

- Grupo
Trolox® _Jccoon  donador — 209405
() electrones

(GDE)
HO
a-Tocoferol 07 CheHys GDE 0.89 £ 0.01 235+05
OH
OCH;

BHA

OH
BHT >K©/k GDE 1.29 + 0.04 16.1+0.2

OH

GDE 1.02 £ 0.04 20.5+0.3

Fenol (1a) GDE 0.62 + 0.06 34+2

(0]
. . , Grupo aceptor
?{E)‘drox'benza'deh'do I[J\©\ electrones  0.00036 +0.00001 57000 + 1209
OH (GAE)

OCH

Guaiacol (1¢c) GDE 1.25 % 0.04 16.7 £ 0.2
OH
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(8]
iso-Vainillina (1d) HJ\@“’” GDE, GAE 0.014 + 0.001 1500 + 133
OCH;
OH
Timol (1e) ﬁ( GDE 0.943 + 0.004 22.1+0.6
Carvacrol (1f) *@/\O” GDE 0.94 + 0.05 222408
N OCH,
Eugenol (1g) w@: GDE 1.85 £ 0.05 11.3£0.2
OH
3a GDE 0.98 + 0.02 21.0+0.9

GDE, GAE 0.0019 + 0.0001 10000 + 1058

&
o
g
g §\
\

=
3c on GDE 1.45%0.04 144103
OCH,
(0]
3d ; GDE, GAE 0.49 £ 0.02 4241
Z OCH;
OH
3e /AI;\( GDE 0.905 £ 0.003 228405
OH
3f /A)j@ GDE 0.99 £ 0.03 19.5%0.5

=)

* Los valores en negrita indican los compuestos mas activos

Por otro lado, los 2-alil fenoles 3a-f también inhibieron notoriamente al cation-radical
ABTS™, aunque sdlo el compuesto 3¢ supero la inhibicion presentada por el BHT.
Para analizar mejor los resultados obtenidos se incluyé un compuesto que no fue
usado en el esquema sintético — eugenol (19), el cual es un derivado C-alilado del
guaiacol (1c). Ahora, al observar la serie de fenoles transpuestos 3a-f, estos
compuestos son analogos C-alilados de eugenol y guaiacol. Por consiguiente,
deberian ejercer positivamente sobre la estabilidad de los radicales generados de
éstos. De antemano, se podria predecir que el grupo electrodonador adicional,

aunque débil, ejerce sobre la estabilidad del radical de este compuesto.

La demostracioén clara de la influencia del grupo alilo, en toda la serie 3, se percibe a
través de la comparacion entre todas las parejas moleculares: los fenoles simples (1a-
f) y sus analogos 2-C-alilados (3a-f). Asi, el grupo alilo introducido en posicién orto-,
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en la mayoria de las estructuras, les aporté mayor capacidad de inhibicion respecto a
los fenoles precursores iniciales 1a-f; esto podria atribuirse al hecho de que el grupo
alilo (electrodonador) adicionado al sistema aromatico permitié posiblemente donar un
segundo hidrégeno (Esquema 3.6), y por lo tanto, mejorar la capacidad de
deslocalizacién de la carga, generando por ende mayor estabilidad del producto
formado [108,136].

El compuesto 3¢ (o-eugenol), que exhibid la inhibicion mas alta en esta serie de
fenoles, es el isobmero de posicion del eugenol, y fue la sustancia con mayor
capacidad antioxidante (1.85 = 0.05), superando significativamente al BHT. La
comparacion de estas dos moléculas (o-eugenol 3c y p-eugenol 1q) confirmé que la
posicion del grupo alilo también cumple un rol de estabilizacion y capacidad de
donacion electrénica. De acuerdo con los reportes de literatura [137,138], la
capacidad de deslocalizacion para dos estructuras isémeras con el mismo grupo

electrodonador en diferentes posiciones orto- y para- serian las mismas (Esquema

3.7).
OCH; OCH;, = OCH, . OCH,4
ABTS ABTS C
-H”

Radical fenoxilo

OCH, OCH, OCH;
ABTS ABTS :
ST

Esquema 3.6. Mecanlsmo hipotético de la transferenma de un segundo proton de grupo
alilo y estabilidad de productos de los radicales fenoxilo formados a partir del o-eugenol
3c.

Los dimeros, productos de los radicales fenoxilo del p-eugenol y o-eugenol, por
transferencia de H intramolecular, conduciria a una nueva molécula con dos OH

[139,140], que podrian nuevamente reaccionar con el ABTS™.

Se resalta, que las moléculas que mayor reactividad presentaron ante el cation-radical
ABTS™ fueron los fenoles que presentaron el grupo CH3O en posiciones orto-, lo cual
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estd en concordancia con lo reportado por Fujisawa et al. [140], que dicen que la
combinacion de grupos OH y CH3;O en posicion orto- o para- en estructuras
aromaticas, incrementa la accion antioxidante [141] por el solapamiento entre los
orbitales tipo p del oxigeno y la nube electrénica = del anillo [142], lo que generaria

antioxidantes efectivos [138].

Posible dimerizacion para radical fenoxilo a partir del p-eugenol 1g.

EN

OH G- ) 0
H;CO ABTS' ABTS OCH; e OCH; | OCH;4
N
_H'
1g

Radical fenoxilo

OH OH
OCH,
O ‘ + ABTS — ABTS

Dimero

Esquema 3.7. Hipodtesis de la posible dimerizacion de los radicales fenoxilo a partir del p-
eugenol.

En general, la reactividad hacia el ABTS™ de los fenoles evaluados dependié de los
grupos funcionales presentes en los anillos aromaticos. Compuestos con grupos
electrodonadores, como metilo, isopropilo, metoxi y alilo en posiciones orto- y para-
con respecto al OH fendlico, mostraron los mas altos valores de TEAC, e.g., 3a,
eugenol (19), 3¢, guaiacol (1¢), 3e, timol (1e), 3f y carvacrol (1f), lo que se explica por
el hecho que estos sustituyentes producen un debilitamiento del enlace OH que
preferencialmente estabiliza el radical fendxido formado o desestabiliza las moléculas
fendlicas como resultado de los factores electronicos y estéricos [142-145]. Por otro
lado, aquellas sustancias con grupos electro-atrayentes como formilo (iso-vainillina,
3b, 4-HBA y 3d) redujeron considerablemente su eficiencia antiradicalaria (TEAC <
0.5), particularmente cuando este grupo estuvo en posicion orto- o para- con respecto
al grupo OH. En este caso, los factores estéricos y electrénicos estabilizan los

compuestos fendlicos o desestabilizan a los respectivos radicales que se forman.
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Si se confrontan los datos de ICsy de todos los fenoles 1 y 3 evaluados con los
obtenidos para el Trolox® (sustancia de referencia del método), se puede concluir que
se requiere que el valor ICsy para una sustancia antioxidante debe ser igual o inferior
que 20.9 £ 0.5 uM: para este trabajo se encontraron 4 moléculas con estos valores
(Tabla 3.6). La Tabla 3.7 contiene los valores de capacidad antioxidante TEAC vy las
concentraciones inhibitorias al 50% de los alil-aril éteres (2a-f), 2-alil-1-aliloxi
bencenos (4a-f), 2-alil-1-acriloiloxi bencenos (5a-e) y 2,5-dihidro-1-benzoxepinas (6a-
f).

Tabla 3.7. Valores de TEAC y las concentraciones inhibitorias al 50% de alil-aril éteres
(2a-f), 2-alil-1-aliloxi bencenos (4a-f), 2-alil-1-acriloiloxi bencenos (5a-e) y 2,5-dihidro-1-
benzoxepinas (6a-f).

TEAC (mmol
Nombre compuesto Estructura Trolox®/mmol AO) IC50 (uM)
2a S (20 £ 1% - 0.05M) —
0]
2b H)K@L 0.01073 + 0.00004 2000 + 39
0/\/
(0N
2c @: o 0.000720 + 0.000004 29000 + 310
0
[0}
2d HJ\@[D\/\ 0.0028 + 0.0003 8000 + 718
~CH;

(0]

/\/0
2e WD/ 0.0027 + 0.0001 8000 + 346
2f W/C(D/\/ ND —

=
4a @fi/ 0.00263 + 0.00005 7840 + 8
o (8]
4b HJ\©\/V/ 0.013 + 0.001 1600 + 91
D/\/
l-}TH;
4c o0 ~F 0.00138 + 0.00004 15000 + 729
=
(8] X
4d H O 0.00079 + 0.00004 30000 + 1825
D,(‘H;
=
4e A0 (17 + 1 % - 0.03M) —
\/\D

4f \:/©/ (3.0 £ 0.2 % - 0.005M) —
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Continuacioén Tabla 3.7

TEAC (mmol
Nombre compuesto Estructura Trolox®/mmol AO) IC50 (uM)
=
5a ©\/ro 0.00301 + 0.00002 7000 + 158
OJ\/

0 =
5b HJ\©\fo (30.4 + 0.3 % - 0.009M) —
OJJ\/
=
[0}
5¢ @{)v 0.00875 + 0.00003 2400 + 48

Q0
5d " s 0.023273 + 0.000002 900 * 15

0.0051020 + 0.0000008 4100 + 68

0.01615 + 0.00003 1300 = 19

0
C)
0
(0]
6b “J\©\/> 0.0187 + 0.0003 1100 + 39
(4}
\
0

6c (22.7 + 0.3 % - 0.01M) —
O\CHR
H (8]
6d é{? 0.0027 + 0.0003 8000 + 776
(8]
O-cn,
6e ) ) 0.0385 + 0.0003 540 + 4
of \ ND ND

ND — No determinado

Los éteres (2a-f y 4a-f), acrilatos (5a-e) y compuestos ciclados (6a-e) evaluados con
el ensayo ABTS™, presentaron valores de TEAC mucho mas bajos (<0.1) que los
exhibidos por los antioxidantes control (BHT, BHA y a-tocoferol). En algunos casos,
no se pudo calcular el valor TEAC, sino un porcentaje de inhibicion a una
concentracion dada (2a, 4e, 5b y 6¢), lo que indica una reactividad baja hacia el
cation-radical ABTS™. Se podria suponer que estas moléculas no transfieren el

electrén al cation-radical en cuestion o que los productos generados después de la
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transferencia electronica no son estables. Cuando se compararon los valores TEAC
de los compuestos dialilados (4a-f) con los obtenidos para las moléculas ciclicas (6a-
f) se observo, que el proceso de ciclacion (para la mayoria de las moléculas, excepto
para 6c¢) favorecioé la reaccion con el cation-radical, lo que se manifesté a través de los
valores de TEAC (en un orden de magnitud mas altos) para la mayoria de moléculas

cicladas con respecto a los de las moléculas dialiladas.

3.6.4 Relacion entre la capacidad antioxidante equivalente al Trolox® y
potenciales de ionizacion calculados de las moléculas sintéticas. La capacidad
antioxidante de los fenoles y sus derivados ha sido comprobada experimentalmente
por diferentes métodos. De acuerdo con la reaccién quimica involucrada, los ensayos
de capacidad antioxidante se pueden dividir segun sus mecanismos: (1) reacciones
por transferencia de electron (SET) y (2) por transferencia de atomo de hidrogeno
(HAT) [94,144] (Esquema 3.8). El resultado final es el mismo, no depende del
mecanismo, pero la cinética y el potencial de las reacciones secundarias son
diferentes. El potencial de ionizacion (IP) y la energia de disociacién de enlace (BDE)
son los dos factores mas importantes que determinan el mecanismo y la eficacia de
los antioxidantes [144]. En general, basandose en los principios quimicos de los
fenoles, se puede anticipar que aquellas moléculas con bajos IP deberian ser mejores
antioxidantes, ya que el IP esta relacionado fuertemente con la fuerza del enlace OH

presente en el anillo aromatico.

— = Ar-OH + e- 1. Transferencia de electron (SET)
. N (acompafiado de transferencia H")
Ar-OH — Ar-O + H
Ar-O + H: 2. Transferencia de hidrégeno (HAT)

Esquema 3.8. Mecanismos involucrados en la capacidad antioxidante de un fenol.

En esta parte del trabajo se compararon los valores TEAC obtenidos de cada uno de
los compuestos sintéticos preparados con sus potenciales de ionizacién calculados,
para correlacionarlos con la habilidad de transferir un electrén y reducir al cation-
radical ABTS™.
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El potencial de ionizacion tedrico se determiné como la diferencia entre las energias
de las estructuras optimizadas de las moléculas neutras y su respectivo cation-radical,
empleando el método/conjunto base B3LYP/6-311++G(d,p) [144], que se selecciond
de acuerdo con la similitud obtenida entre los valores de IP tedrico y experimental del

fenol (8.49 eV) y con base en los reportes de la literatura [13,144,146].

La Tabla 3.8 contiene los valores de TEAC y los potenciales de ionizacién calculados
de las antioxidantes control, sustancias patron, fenoles precursores y los 2-alil fenoles

sintetizados.

Tabla 3.8. Valores de TEAC y potenciales de ionizaciéon calculados de las sustancias
control, patrones, fenoles precursores (1a-f) y 2-alil fenoles (3a-f).

Potenciales de ionizacién TEAC (mmol

Nombre compuesto Estructura calculados (eV) Trolox®/mmol AO)
HO
a-Tocoferol ND 0.89 £ 0.01
07 O gH;5;
OH
BHA @X 7.18 1.02 + 0.04
OCH;4
OH
BHT ﬁ\(;/k 7.32 1.29 + 0.04
OH
Fenol (1a) @ 8.33 0.62 + 0.06
(8]
?1' E)'dmx'benza'deh'do HJ\Q 8.68 0.00036 + 0.00001
- OH
OCH,
Guaiacol (1c) @[ 7.73 125+ 0.04
OH
]
iso-Vainillina (1d) HJ\@“’” 8.23 0.014 + 0.001
OCH,
OH
Timol (1e) CL( 7.75 0.943 + 0.004
OH
Carvacrol (1f) *@; 7.80 0.94 +0.05
x OCH,;
Eugenol (1g) w@: ND 185+ 0.05
OH
=
Estragol (1h) e @N 7.68 (211 % - 0.03M)
0
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Continuacién Tabla 3.8

Nombre compuesto Estructura Potenciales de ionizacion TEAC (mmol
P calculados (eV) Trolox®/mmol AO)
trans-Anetol (1i) @N 7.19 (33 £ 4 % - 0.03M)
3a @\/v 8.06 0.98 + 0.02
3b k@\/v 8.33 0.0019 + 0.0001
OH
3c ©\/v 7.59 1.45 + 0.04
OCH;
3d l)‘:@ 7.89 0.49 +0.02
Z OCH;
OH
3e /A:@\( 7.51 0.905 + 0.003
OH
3f A)j@ 7.34 0.99 £ 0.03
=

ND — no determinado

De acuerdo con la Tabla 3.8 se observa una correlacion entre el potencial de
ionizacion y el valor de capacidad antioxidante equivalente al Trolox® para los fenoles
evaluados. Las moléculas con potencial de ionizacion mas alto poseen sustituyentes
electroatrayentes (1b, 1d, 3b y 3d) [91]. La Figura 3.11 presenta los modelos
geométricos optimizados de la molécula neutra y del catidn-radical de 2-alil-6-
isopropil-3-metil fenol (3e).

Figura 3.11. Modelos geométricos optimizados de la molécula neutra y del catién-radical
de 3e.
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Se encontré que la inclusion de alilo en los fenoles precursores condujo a una
disminucién de los potenciales de ionizacion en las moléculas 2-alil fendlicas, e.g., el
fenol posee un IP de 8.33 eV y su andlogo alilado 3a, de 8.06 eV. Esta misma
disminucién se observd también en las moléculas con los sustituyentes
electroatrayentes, e.g., iso-vainillina (IP 8.23 eV) y 2-alil-iso-vainillina (IP 7.89 eV). En
la Figura 3.11 se indica la deslocalizacion de la carga con lineas discontinuas tanto
de la molécula neutra como la del catién radical. De acuerdo con los calculos tedricos,
se observo que el oxigeno del grupo OH participd en la distribucion de carga en el
cation-radical, debido a la presencia de los pares electronicos no enlazantes, los

cuales requeririan menor energia para la ionizacion.

En la Figura 3.12 se ilustra la relacién entre los valores TEAC y los potenciales de
ionizacion tedricos de los fenoles estudiados (precursores (1a-f), sustancias control,
patrones y compuestos sintetizado (3a-f)). En la grafica se se puede observar que las
sustancias con valores de TEAC mas altos poseen potencial de ionizacién mas bajos.
Aunque todas las sustancias en estas graficas fueron fenoles sustituidos, se evidencia
la influencia de los grupos electroatrayentes sobre los valores TEAC y los potenciales

de ionizacion.

10,00 4
9,00 A
8,00 -
7,00 4
6,00 1
5,00 -
4,00 4
3,00 1
2,00 1
1,00 - W
0,00

P o o2 B K

% &
»

~0—TEAC ~=P (eV)

Figura 3.12. Relacion entre los valores TEAC e IP calculados de fenoles precursores,
sustancias control y 2-alil fenoles sintetizados.
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La Tabla 3.9 registra los potenciales de ionizacion calculados y los valores de TEAC
de los alil-aril éteres (2a-f), 2-alil-1-aliloxi bencenos (4a-f), 2-alil-1-acriloiloxi bencenos
(ba-e) y 2,5-dihidro-1-benzoxepinas (6a-f) y la Figura 3.13 ilustra las estructuras
optimizadas de la molécula neutra y del catién-radical del 1-aliloxi-2-iso-propil-5-metil

benceno (2e).

J-"l . 2 ‘0
" J/‘ ‘/) 2 9 J ‘,J
j‘ f Y J/‘ ‘/‘./

| J
%
J
: | 9 J&
S 9
Figura 3.13. Modelos geométricos optimizados de la molecula neutra y del cation radical

de 2e.

Tabla 3.9. Valores de TEAC y potenciales de ionizacién calculados de alil-aril éteres (2a-
f), 2-alil-1-aliloxi bencenos (4a-f), 2-alil-1-acriloiloxi bencenos (5a-e) y 2,5-dihidro-1-
benzoxepinas (6a-f).

Nombre compuesto Estructura Potenciales de ionizacién TEAC (mmol

P calculados (eV) Trolox®/mmol AO)

2a @0,\/ 7.89 (20 + 1 % - 0.05M)
O
2b HJ\Q 8.28 0.01073 + 0.00004
o
8]
“CH; 0.000720

2 C[O/v/ 7.40 0.000004

2d HJ\@“’W\ 7.75 0.0028 + 0.0003
o CHs

A0
2e Wjij 7.43 0.0027 + 0.0001
2f Y@("M 7.44 ND

=
4a Crr 7.69 0.00263 # 0.00005
0N
o]

4b HJ\CEV/ 8.07 0.013 + 0.001
0/\/

Continuacioén Tabla 3.9

268



Nombre compuesto

Estructura

Potenciales de ionizacion
calculados (eV)

TEAC (mmol
Trolox®/mmol AO)

4c

N

- CH;

O/\/
=

ND

ND

7.51

ND

7.92

8.15

ND

ND

ND

7.82

8.15

7.36

7.71

7.51

7.47

0.00138 + 0.00004

0.00079 + 0.00004

(17 £1 % - 0.03M)

(3.0£0.2% -
0.005M)

0.00301 + 0.00002

(30.4 £0.3 % -
0.009M)

0.00875 + 0.00003

0.023273
0.000002

0.0051020 +
0.0000008

0.01615 + 0.00003
0.0187 + 0.0003

(22.7£ 0.3 % -
0.01M)

0.0027 + 0.0003

0.0385 + 0.0003

ND
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La comparacion entre los valores TEAC de los éteres y compuestos ciclados 6a-f con
sus IP calculados no demostraron la misma correlacién que se encontré para los
valores IP y TEAC de los fenoles estudiados. Esto es, que a pesar de que estos
grupos de moléculas tuvieron energia de ionizacion iguales o menores que los de los
fenoles precursores y sus analogos orto-alilados, los valores TEAC de estas
moléculas fueron cercanos a cero (no inhibieron eficientemente al catidn-radical
ABTS™). Se hace notorio al comparar las Tablas 3.8 y 3.9, que a medida que se fue
introduciendo el grupo alilo a las estructuras, los potenciales de ionizacién calculados
fueron cada vez menores. Por ejemplo, las energias de ionizacion del fenol (1a), alil-
fenil éter (2a), 2-alil fenol (3a) y 2-alil-1-aliloxi benceno (4a) fueron 8.33, 7.89, 8.06 y
7.69 eV, respectivamente. La ciclacion en algunos casos condujo a valores IP
ligeramente mayores o iguales que los de los dialilados. e.g., el IP de 2,5-dihidro-1-

benzoxepina (6a) (7.82 eV) fue ligeramente mas alto que el del dialilado del fenol.

La capacidad de los alil-fenil éteres, 2-alil-1-aliloxi bencenos y 2,5-dihidro-1-
benzoxepinas de reducir el catién-radical ABTS™ fue muy similar, demostrada por sus
muy bajos y cercanos valores de TEAC (grado de inhibicién). Las respresentaciones

de las geometrias Optimas de la molécula neutra y del catidon-radical del 9-isopropil-6-

metil 2,5-dihidro-1-benzoxepina (6€e) se proporcionan en la Figura 3.15.

J._;J‘))

9

Figura 3.14. Representacion de las geometrias 6ptimas de la molécula neutra y del
cation-radical de 9-isopropil-6-metil 2,5-dihidro-1-benzoxepina (6e).

La mayoria de las benzoxepinas sustituidas evaluadas presentaron valores TEAC

ligeramente mas altos que los de sus respectivos 2-alil-1-aliloxi bencenos, lo que
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indica que la ciclacion proporciona una mayor habilidad para reducir al catién-radical
ABTS™.

En la Figura 3.15 se expone la relacién entre los valores de los potenciales de
ionizacion calculados y TEAC de los alil-aril éteres (2a-f), 2-alil-1-aliloxi bencenos (4a-
f), 2-alil-1-acriloiloxi bencenos (5a-e) y 2,5-dihidro-1-benzoxepinas (6a-f). La tendencia
indica que aunque la mayoria de los compuestos tuvieron bajos potenciales de
ionizacién no inhibieron eficientemente al catién-radical ABTS™, lo que podria
atribuirse a la ausencia de grupos donadores de protones en la estructura molecular.
La reactividad relativa de las reacciones SET se basan principalmente en los

potenciales de ionizacion y la desprotonacién de los grupos funcionales [93].

10 4

JENVIIS e T e i N,

0 ’*.—l—.—!—.—l—.—l—.—!—.—l—.—!—.—!—.—l—._#._*!—._ﬁ—\
2a 2c 2e 2d 2b 4a 4e 4b 5a 5b 6a 6¢ 6e 6d 6b

——TEAC =P (eV)

Figura 3.15. Relacion entre los valores TEAC e IP calculados de alil-aril éteres (2a-f), 2-
alil-1-aliloxi bencenos (4a-f), 2-alil-1-acriloiloxi bencenos (5a-e) y 2,5-dihidro-1-
benzoxepinas (6a-f).

Con base, en los resultados obtenidos, se puede suponer que el mecanismo
propuesto para el ensayo de inhibicién del catién-radical ABTS™, de soélo transferencia
de electrones, no es completo, porque moléculas con potenciales de ionizacion bajos
no inhibieron eficientemente al catién-radical. Por lo tanto, es necesario, que los

grupos presentes adicionalmente tengan la habilidad de donador protones; asi
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entonces, el mecanimo para ABTS seria de transferencia electronica acoplada con la

de protén.

3.6.5 Evaluacion de la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa por aceites
esenciales con alto contenido de timol, carvacrol, estragol y trans-anetol. Debido
a que los efectos adversos colaterales de los medicamentos empleados para la AD
son pronunciados y de cuidado, hoy dia los investigadores buscan intensamente,
nuevos AChEI, menos toxicos, con pocos o ningun efecto secundario. Estos agentes

inhibidores podrian provenir de fuentes de origen natural o sinteticos.

Tradicionalmente, las sociedades del Oriente han utilizado un conjunto de plantas
para tratar los desordenes cognoscitivos, incluyendo enfermedades
neurodegenerativas [82,144]. Las sociedades occidentales se han interesado
también, por la ethomedicina, la cual se ha percibido como un tratamiento “natural” y

mas “suave”, comparado con el uso de los medicamentos sintéticos [148,149].

La sociedad esta preocupada también por los efectos nocivos de los pesticidas sobre
la salud humana y el ambiente, lo que obligdé el retiro del mercado de pesticidas
comerciales, pero incrementd la vulnerabilidad de los cultivos a plagas y
enfermedades, junto con el desasosiego producido por el aumento de la resistencia
creada por las plagas a los pesticidas permitidos [2]. Estos perjuicios han estimulado
el desarrollo de métodos de proteccién de cultivos, que se centran en la busqueda de
nuevos pesticidas que sean: eficaces, con un menor impacto ambiental, y permitir

disminuir la resistencia de insectos-plagas.

En las ultimas dos décadas, el descubrimiento de nuevos productos agroquimicos ha
decaido de una cincomilaba parte a una veintemilaba parte de compuestos probados.
Este descenso pone de manifiesto la necesidad de identificar nuevas fuentes de
plaguicidas [3]. Existe en la naturaleza, una plétora de plantas con propiedades
conocidas para control contra pestes, donde mas de 2000 de ellas han demostrado
sus propiedades insecticidas. Sin embargo, se estima que tan solo el 5-15% de las

250000 a 500000 especies vegetales existentes han sido valoradas para bioactividad
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y hay poca informacion sobre las propiedades biolégicas en la gran mayoria de
especies de plantas tropicales [2]. ElI conocimiento sobre la produccién y localizacion
de compuestos biolégicamente activo durante el desarrollo de la planta puede ayudar
en elaborar las estrategias efectivas para proteger diversos cultivos [3,150].

A continuacion, se discuten los resultados sobre el estudio de la inhibicion de la AChE
por los AE obtenidos de las plantas de los géneros Lippia (L. micromera, L.
origanoides), Thymus (T. vulgaris), Tagetes (Tagetes filifolia, T. lucida), Foeniculum
(Foeniculum vulgare), lllicium (lllicium verum), Ocimum (Ocimum sp.), Plectranthus (P.
amboinicus), junto con sus constituyentes principales individuales: carvacrol, timol,
estragol y trans-anetol. Los valores obtenidos de inhibicidén sobre la actividad de AChE

se presentan en |la Tabla 3.10.

Tabla 3.10. Inhibicion de la actividad AChE por carvacrol, estragol, frans-anetol, timol y
por AE que los contienen.

Sustancia o mezcla Actividad inhibitoria AChE
evaluadas ICs0, ug/mL Inhibicion a 25 pg/mL, %

Fisostigmina 0.0056 £ 0.0001 —_
Galantamina 0.30 £ 0.01 o
Diazinon (OP) 0.568 + 0.008 —
Trolox® 20.2+0.9 —
o-Tocoferol 42 12 —
BHA 11.9+0.6 —
BHT 22.8+0.3 —
Carvacrol 11.5+£0.2 —
Timol 15.5+£0.3 —
trans-Anetol 16.18 £ 0.02 o
Estragol 19.6+0.4 —
Lippia micromera —_ 20+ 1
Plectranthus amboinicus 30.7+£0.2 o
Lippia origanoides 43+3 —
Thymus vulgaris —_ 20+ 3
Tagetes lucida (flores) —_ 43+0.2
Tagetes lucida (hojas) — 47+0.2
Ocimum sp. —_ 84104
Tagetes filifolia —_ 58+0.2
Hiicium verum — 6.6+0.6
Foeniculum vulgare — 54+04

La galantamina y fisostigmina (Figura 3.2), empleadas como sustancias contro, son

medicamentos aceptados para el tratamiento de la AD; el diazinén (OP) (Figura 3.16)
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se empled como sustancia control, por ser un pesticida organofosforado ampliamente

utilizado en la agricultura.

Como se puede observar de la Tabla 3.10, la mayoria de los AE evaluados mostraron
cierta actividad inhibitoria de la AChE, aunque ninguno de éstos supero la actividad de
las tres sustancias control. Los AE mas activos, son los aislados de P. amboinicus 'y L.

origanoides, ambos se caracterizan por su contenido alto de carvacrol (> 40%).

0
/l\/ko,b\o/\

Figura 3.16. Estructura quimica del diazinon.

Los AE ricos en timol (T. vulgaris y L. micromera) siguen en orden decreciente de
inhibicion, los valores de inhibicion de estos aceites fueron muy similares, asi como
sus composiciones quimicas. Los AE, abundantes en trans-anetol y estragol,
presentaron una muy baja inhibicion de la AChE, cuando ésta se determin6 a una
concentracion de 25 ug/mL. Las sustancias puras (fenoles y derivados etéreos)
evaluadas inhibieron eficientemente la AChE (< 20 npg/mL). Los monoterpenos

fendlicos, carvacrol y timol, mostraron las inhibiciones mas fuertes.

En la literatura cientifica existen reportes sobre la actividad anticolinesterasica de
algunos AE estudiados [151]. El AE de F. vulgare (con el mismo contenido de trans-
anetol aqui reportado) y de una especie de tomillo (Thymus serpyllum), con alto
contenido de carvacrol (56%), fueron estudiados por Mata et al. [152]. Los autores,
encontraron que estos AE inhibieron moderadamente la AChE con valores de 252 y
190 [1g/mL, respectivamente. Si se comparan con los datos obtenidos en este trabajo,
se observan diferencias marcadas, puesto que los AE que fueron ricos en carvacrol
mostraron la mayor inbihicion de la enzima (P. amboinicus — 30 pg/mL y L.

origanoides - 43 ug/mL), mientras que, el AE de F. vulgare no inhibi6é a la AChE.

Jukic et al. [153] estimaron la actividad inhibitoria de la AChE de los constituyentes

individuales (timol, linalol, carvacrol, timoquinona y timohidroquinona) y del AE de T.
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vulgaris. Sus resultados mostraron que el orden de inhibicidn fue: timohidroquinona >
carvacrol > timoquinona > AE > timol > linalol; y que la accion inhibitoria del carvacrol
fue 10 veces mayor que la de su isdmero timol. La confrontacion de los resultados de
Juki¢ y colaboradores, con los obtenidos en este trabajo difieren un poco. Concuerda,
que el carvacrol fue el compuesto que mayor inhibicién mostrd, por encima de los AE
evaluados, pero hay diferencias en que los AE ricos en timol fueron inferiores al timol
como sustancia pura. En este trabajo, el orden de inhibicién fue el siguiente: carvacrol
> timol > trans-anetol > estragol > P. amboinicus > L. origanoides > T. vulgaris = L.

micromera.

Dohi et al. [154] reportaron la accién de inhibicion de la AChE de los AE comerciales
obtenidos de las especies Artemisia dracunculus, Inula graveolens, Lavandula
officinalis Chaix y Ocimum sanctum, sus constituyentes principales fueron estragol,
acetato de bornilo, acetato de linalilo y eugenol, respectivamente. De acuerdo con los
autores, el AE de A. dracunculus mostré mayor inhibicion comparado con los otros AE

evaluados.

Miyazawa et al. [155], evaluaron 31 AE con alto contenido de mentanos (pulegona,
mentona, mentol, linalol, Oxido de piperitona, carvona) como agentes
anticolinesterasicos. 28 AE inhibieron la AChE, pero solo 12, presentaron valores de
ICs0 menores que 50 ug/mL. De los 6 constituyentes individuales evaluados, sélo dos
inhibieron la AChE (6xido de piperitona y pulegona). Miyazama y Yamafuji [156]
estudiaron la inhibicién de la AChE de 17 monoterpenoides biciclicos encontrados en
diferentes AE.

Interesantes resultan los trabajos sobre la actividad anticolinesterasica alta de los AE
del género Salvia: S. lavandulaefolia y S. officinalis, que han sido utilizadas en la
medicina tradicional europea para ayudar a mejorar la memoria [54,157]. El AE de S.
lavandulaefolia es rico en monoterpenoides (alcanfor, eucaliptol y a-pineno) que
inhibieron significativamente la AChE [158,159] y se les atribuye la actividad del AE.
Otras especies de este género también han sido estudiadas [160] y mostraron la
inhibicién de la AChE [149,161].
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Se estudiaron también los AE de las especies Melissa officinalis (constituyentes
principales citral y citronelal) y Rosmarinus officinalis [147,162], pero su accion

inhbitoria de la enzima AChE fue muy baja.

3.6.6 Evaluacion de la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa de
precursores, intermediarios y productos finales de la sintesis de 2,5-dihidro-1-
benzoxepinas. Los datos de inhibicion enzimatica de serie de compuestos sintéticos
mostraron algunos resultados interesantes (Tablas 3.11-3.16): la mayoria de las
moléculas ensayadas bloquearon la accién de la AChE, y, para algunos compuestos

la inhibicién se observé en el orden de 10° M (> 10 < 100 pM).

La Tabla 3.11 registra los valores de inhibicién de la AChE expresados pg/mL y uM
de las sustancias control, los antioxidantes de referencia naturales y sintéticos (a-
tocoferol, BHA y BHT), sustancias patréon (eugenol, trans-anetol y estragol) y los
fenoles precursores (1a-f) de las sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas. Los
antioxidantes fendlicos, sustancias patrén y fenoles precursores bloquearon de una u
otra manera la actividad de AChE, pero ninguno de ellos sobrepasé la concentraciéon

inhibitoria de las sustancias control.

Tabla 3.11. Valores de la concentracién de inhibicion de la AChE por las sustancias
control, de referencia y de fenoles precursores de la sintesis de 2,5-dihidro-1-
benzoxepinas.

Actividad inhibitoria AChE

Sustancia evaluada

Fisostigmina 0.0056 £ 0.0001 0.0202 £+ 0.004
Galantamina 0.30 £ 0.01 1.06 £ 0.04
Diazinén (pesticida) 0.568 + 0.008 1.92+0.05
Trolox ® 20.2+0.9 81+4
a-Tocoferol 42 12 985
BHA 11.9+0.6 66 + 3
BHT 22.8+0.3 101 £ 1
Fenol (1a) 10.4+0.3 110+ 4
4-Hidroxibenzaldehido (1b) 1105
(4HBA) 13.4+£0.7

Guaiacol (1¢) 13.7+£0.3 110+ 3
iso-Vainillina (1d) 16.5+0.9 108 £ 6
Timol (1e) 15.5+0.3 103 £ 2
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Carvacrol (1f) 11.5+£0.2 77 £1

trans-Anetol 16.18 £ 0.02 109.2 + 0.1
Estragol 19604 132+ 2
Eugenol 20+ 2 124 +9

De todos los compuestos evaluados, el a-tocoferol (antioxidante eficiente), requirio
mayor cantidad (42 ug/mL) para inhibir la AChE. Cuatro sustancias exhibieron las de
mayor inhibiciéon en orden: fenol > carvacrol > BHA > 4-HBA. Se podria suponer que
la actividad relativamente alta del fenol y del carvacrol se debe a su alta toxicidad
[66,163]. El resto de compuestos evaluados tuvieron inhibiciones en el rango 13 — 23

ug/mL.

En la Tabla 3.12 se reportan los valores de concentraciones inhibitorias de la AChE
de los compuestos de la serie de alil-fenil éteres (2a-f). Este grupo de moléculas

posee valores de inhibicion entre 51 y 80 uM.

Tabla 3.12. Inhibicién de la actividad AChE por los alil-aril éteres (2a-f), sintetizados en la
etapa | de la sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas.

Actividad inhibitoria AChE

Sustancia evaluada

ICs0 (ng/mL) ICs0 (M)
2a 9.9+0.0 740
2b 10.8+0.7 67+t4
2c 12.3+0.1 749+0.8
2d 12.8+0.4 66 + 2
2e 13.1+£0.2 69 £ 1
2f 9.82 £ 0.07 51.6 £ 0.4

De la Tabla 3.12 se aprecia claramente que el grado de inhibicion que mostraron
estas sustancias fue moderado, ya que sus ICs, fueron mayores de 15 ug/mL. Los
compuestos mas activos fueron 2f, 2a y 2b, éstos son los derivados alilados de
carvacrol, fenol y 4-HBA. En las moléculas 2a-f, la alilacion potencializé su actividad

hacia la enzima.

Las ICso de los compuestos 2-alil fenoles (3a-f) aparecen en la Tabla 3.13. La
inhibicion de la AChE de este grupo de moléculas fue relativamente baja, con valores
de ICsq entre 91 y 100 uM. El compuesto 3f mostré un valor de inhibicién muy bueno y

se esta verificando nuevamente.
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La tendencia observada en los datos reportados fue similar a la de los compuestos
alilados: las ICsy fueron mayores de 20 pg/mL. Los compuestos mas activos
correspondieron a 3f, 3a y 3b, derivados orto- alilados de carvacrol, fenol y 4-HBA. Se
puede suponer que la trasposicion del grupo alilo reduce la actividad de estos
compuestos sobre la enzima, ya que los valores IC5, de 3a-e fueron mas altos que los

de 2a-e.

Tabla 3.13. Inhibicién de la actividad AChE por los 2-alil fenoles (3a-f), transpuestos en la
etapa Il de la sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas.

Actividad inhibitoria AChE

Sustancia evaluada

ICs0 (ug/mL) ICs0 (1M)
3a 12.7+0.2 95+ 1
3b 14.2+0.9 88+6
3c 16.8+0.5 102+ 3
3d 18.4+04 96 £ 2
3e 17.8+0.5 94 +2
3f* 4.1+%0.3 22%2

* Dato sujeto a verificacion

En la Tabla 3.14 se registran las concentraciones de inhibicién de la AChE de las
moléculas de la serie 2-alil-1-aliloxi bencenos (4a-f). Las ICs, para este grupo variaron
entre 98 y 114 uM.

Tabla 3.14. Inhibicion de la actividad AChE por los 2-alil-1-aliloxi bencenos (4a-f),
sintetizados en la etapa lll de la sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas.

Actividad inhibitoria AChE

Sustancia evaluada

ICs0 (ng/mL) ICs0 (M)
4a 17.8+0.4 102+3
4b 22.0+0.3 109 + 1
4c 22.0+0.2 108 £ 1
4d 26.5+0.6 114+ 3
4e 25.0+0.6 108 + 3
4f 22.6 £ 0.1 98.0 £ 0.5

La introduccién de un nuevo grupo alilo en las estructuras 4a-f disminuyd ligeramente
su accion inhibitoria sobre la enzima. Los compuestos 4a y 4f fueron los mas activos:

sus ICsg variaron en el rango 17 - 27 pug/mL.
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La actividad de los 2-alil acrilatos de fenilo (5a-d) se evalud y sus resultados se
exhiben en la Tabla 3.15. De las cinco moléculas analizadas so6lo una (5a) no inhibio a
la enzima. Los demas compuestos presentaron concentraciones inhibitorias entre 120
y 180 pM. Llama la atencion el hecho de que siendo ésteres, las inhibiciones de estas
moléculas fueron moderadas (altos valores de ICsy) o casi nula. En este grupo la
mayor inhibicién la exhibieron los compuestos 5b y 5e, con IC5y de 27 y 31 ug/mL,

respectivamente.

Tabla 3.15. Inhibicién de la actividad AChE por los 2-alil-1-acriloiloxi bencenos (5a-d),
sintetizados en la etapa lll de la sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas.

Actividad inhibitoria AChE

Sustancia evaluada

ICso (ug/mL) ICs0 (uM)
5a (37.6 £ 0.5% a 250 " 1M)
5b 27.0+0.3 125 + 1
5¢c 35+2 161 +8
5d 426 +0.9 173 +4
5e 31.4+01 128.4 £ 0.6

Se determinaron las inhibiciones para los derivados benzoxepinicos (Tabla 3.16). En
la serie de compuestos 6a-f, s6lo dos moléculas (6b y 6f) mostraron actividad por la
enzima AChE, con ICsy de 124 y 105 uM, respectivamente. Las otras 2,5-dihidro-1-

benzoxepinas evaluadas, no mostraron actividad suficiente para medir las I1Cs.

Tabla 3.16. Inhibicion de la actividad AChE por los 2,5-dihidro-1-benzoxepinas (6a-f),
sintetizados en la etapa IV de la sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas.

Actividad inhibitoria AChE

Sustancia evaluada

ICso (ng/mL) ICs0 (1M)
6a (12.7 £ 0.4% a 250 pM)
6b 21.6+0.3 124 + 2
6c (11.2 £ 0.5% a 250 pM)
6d (9.5 £ 0.5% a 250 uM)
6e (0% a 250 uM)
6f 21.2+0.3 105 + 1

3.6.7 Otros ensayos biologicos in vitro.

* Evaluacion de la inhibicion de una serie de compuestos sintéticos

seleccionados contra hongos filamentos y levaduriformes. Las personas
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inmunodeprimidos, e.g., pacientes con cancer, SIDA, transplantados y recién nacidos,
ponen en riesgo sus vidas cuando tienen infeccion micotica [164]. El continuo
aumento de la recurrencia de infecciones fungicas, el incremento de la resistencia, la
toxicidad de medicamentos efectivos, los efectos secundarios y la moderada eficiencia
hacia los hongos (medicamentos fungiestaticos), hace necesario encontrar nuevos

compuestos con potencial antifungico.

La Tabla 3.17 exhibe los valores de CIM de unas moléculas obtenidas en la sintesis

de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas, evaluados en 10 diferentes tipos de hongos.

Tabla 3.17. Valores de concentraciones inhibitorias minimas (ug/mL) de una serie de
compuestos obtenidos en la sintesis de 2,5-dihidro-1-benzoxepinas, frente a un panel de
hongos levaduriformes y filamentosos.

Hongos levaduriformes y filamentosos (CIM - ug/mL)

Sustancia  —=r——(c¢— s cn*  Afu®  A® AW Mg® TP Tm"

Ketoconazol 05 0.125 05 025 0125 05 025 0.05 0.025 0.025

2e >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 250 250 250
2f >250 >250 >250 >250 250 >250 >250 250 250 250
3e >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 250 250 250
4e >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 250 250 250
5a 125 125 125 125 250 >250 >250 62.5 625 62.5
Se >250 >250 >250 250 >250 >250 >250 250 250 250
6c >250 >250 >250 250 250 250 >250 62.5 125 125

'Candida albicans ATCC 10231; “Candida tropicalis C 131 2000; °Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9763; 4Crypz‘ococcus neoformans ATCC 32264; 5Aspergi//us fumigatus ATCC 26934;
®Aspergillus flavus ATCC 9170; "Aspergillus niger ATCC 9029; *Microsporum gypseum C 115
2000; *Trichophyton rubrum C 113 2000; '°Trichophyton mentagrophytes ATCC 9972.

De acuerdo con la Tabla 3.17, todos los compuestos evaluados mostraron alguna
efectividad contra los hongos M. gypseum, T. rubrum y T. mentagrophytes. De 7
muestras probadas, los dos compuestos 5a (2-alil acrilato) y 6c (2,5-dihidro-1-
benzoxepina) inhibieron apreciablemente a estos hongos, con CIM menores que 250
pg/mL. El compuesto mas activo resulto ser el acrilato de 2-alil fenilo (5a) inhibiendo el

crecimiento de los hongos Candida y Cryptococcus, cepas clinicamente importantes.

* Evaluacién de la inhibicion contra los parasitos Tripanosoma cruzi y
Leishmania chagasi y citotoxicidad con células Vero y THP-1 de algunos

compuestos sintéticos seleccionados. Los parasitos de la familia
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Trypanosomatidae representan un problema de salud publica en América Latina, con
sus vectores Trypanosoma cruzi y Leishmania chagasi causantes de la
tripanosomiasis (enfermedad de Chagas) vy leishmaniasis cutaneal/visceral,
respectivamente, las cuales han mostrado altos indices de morbilidad y mortalidad en
areas rurales [165]. Hoy dia, los tratamientos existentes para estas patologias son
desfavorables ya que los medicamentos disponibles tienen ciertas desventajas, e.g.,
efectos secundarios, efectividad variable, resistencia y pocas alternativas de eleccion;
ademas, de aplicacién dispendiosa. Por estas razones, es necesaria la busqueda de
compuestos con actividad antiparasitaria que puedan resolver los inconvenientes

presentados.

Los siguientes criterios fueron los usados para interpretar los resultados: se
consideraron compuestos activos o téxicos a aquellas sustancias que presentaron
ICs0 < 25 pg/mL e ICyy < 50 pg/mL. Parcialmente activos, a aquellas sustancias con
ICs0 > 25 pg/mL e ICyy < 50 pg/mL; y finalmente, ni activos ni téoxicos, a aquellos
compuestos con ICsg >25 pg/mL e ICqp >50 ug/mL; esto, para las formas libres de los

parasitos y células de mamiferos. Para las formas intracelulares, ICsy < 50 pug/mL.

La Tabla 3.18 presenta los valores de concentraciones inhibitorias y citotoxicas al 50 y
al 90% de los compuestos evaluados expuestos a los diferentes estadios del parasito
T. cruzi y, expresados en ug/mL. Los compuestos evaluados para los parasitos L.
chagasi y T. cruzi correspondieron a los derivados alil-aril éter (2a-g), 2-alil fenoles

(3b-g) y 2-alil-1-aliloxi bencenos (4a-e) junto con el compuesto 5d (2-alil acrilato).
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Tabla 3.18. Actividad antiparasitaria contra T. cruzi y citotoxicidad de los compuestos
sintéticos evaluados.

Inhibicién antiparasitaria en Trypanosoma cruzi y Citotoxicidad, ug/mL

C;:\rgg; ae :;o Epimastigotes Amastigotes Células Vero
|C50 |CQ0 IC50 ICQO CC50 cho
Nifurtimox 0.7+0.1 6.7+0.7 0.7+0.2 26+0.6 18+ 6 >100
2a ND ND >33 >33 >100 >100
2b 21.2+0.6 >100 >33 >33 >100 >100
2c 15.4+0.5 42 %2 >33 >33 >100 >100
2d 276+0.6 >100 >33 >33 44 2 >100
2e 25+1 95+4 >33 >33 >100 >100
29 29 +1 77+5 >33 >33 192 >100
3b 45+%0.2 37+3 >33 >33 665 >100
3c 27 +1 >100 >33 >33 >100 >100
3d 20.5+0.2 46 +1 >33 >33 9.2+0.3 >100
3e 10.97 £0.06 12.9+0.3 >33 >33 59+5 >100
3g ND”™ ND”™ >33 >33 >100 >100
4a 6.4+0.2 28+4 >33 >33 291+01 >100
4b 14.7+0.4 61+3 >33 >33 54 +2 >100
4c 28+2 >100 >33 >33 >100 >100
4d 6.6 £0.6 56+ 3 >33 >33 24.3%0.7 >100
de 9.45+0.06 14.0%+04 >33 >33 16.7+0.5 33.7+0.6
5d 3.94+0.04 4.8+0.2 >33 >33 8.3+0.2 >100

" Farmaco de referencia; ND - No determinado

Con base en los datos obtenidos del experimento con el parasito T. cruzi, de los 17
compuestos evaluados 8 fueron activos en la forma libre del parasito en el estadio de
epimastigote, con rangos de actividad de ICsy entre 3.9 y 25 pg/mL e ICy entre 4.8 y
46 pug/mL. Los compuestos 5d, 3e y 4e fueron los que mostraron mayor actividad con
ICs0 < 11 pg/mL e ICyy < 14 ug/mL. Sin embargo, los compuestos 4e y 5d fueron
toxicos en las células Vero. Las CCsy de los compuestos 2d, 4a, 4d, 29 y 3d
estuvieron entre 44-9 ug/mL indicando una toxicidad de moderada a alta a nivel
celular. Se debe resaltar que, a pesar de la actividad de las moléculas en la forma
libre del parasito, ninguna de ellas fue activa en el estadio amastigote; el resto de

moléculas no fueron citotoxicas.
En la Tabla 3.19 se recogen los valores determinados de concentraciones inhibitorias

y citotoxicas al 50 y al 90%, respectivamente, de los compuestos evaluados

expuestos a los diferentes estadios del parasito L. chagasi, expresados en pg/mL.
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Tabla 3.19. Actividad contra el parasito L. chagasi y citotoxicidad de los compuestos
sintéticos evaluados.

Inhibicién antiparasitaria en Leishmania chagasi y citotoxicidad, pg/mL

Cec:lnsrg;aej(t)o Promastigotes Amastigotes Células THP-1

|C50 |C90 |C50 |C90 CC50 CCgo

AmB 0.0170 = 0.0200 0.067+ 0.12+0.03 7205 >100

0.0002 0.0006 0.006

2a ND ND >33 >33 >100 >100
2b 52+ 4 >100 >33 >33 >100 >100
2c >100 >100 >33 >33 >100 >100
2d 58 £ 2 >100 >33 >33 >100 >100
2e 54+ 4 >100 >33 >33 >100 >100
29 11.5+£04 65+4 >33 >33 >100 >100
3b 47+0.2 >100 >33 >33 >100 >100
3c 426 +0.6 >100 >33 >33 >100 >100
3d 28 +1 >100 >33 >33 >100 >100
3e 6.6+0.9 58+3 >33 >33 48 10 >100
39 ND ND >33 >33 >100 >100
4a 3.47+£0.03 4.12+0.09 >33 >33 >100 >100
4b 7.2+0.3 22+4 >33 >33 >100 >100
4c 46 £ 2 >100 >33 >33 >100 >100
4d 9.1%0.5 45 +1 >33 >33 58+3 >100
de 8405 29+3 >33 >33 >100 >100
5d 443 +0.08 8.55*0.06 >33 >33 19+2 >100

"AmB — Amfotericina B; “ND — No determinado

De acuerdo con la Tabla del experimento con el parasito L. chagasi, 5 moléculas de
los 17 compuestos evaluados fueron activos en la forma libre del parasito en el
estadio de promastigote, con rangos de actividad de ICsq entre 3.5 y 9 pg/mL e ICg
entre 4.1 y 45 ug/mL. Los compuestos 4a y 5d mostraron mayor actividad, con I1Csg <
5 pg/mL e ICyy < 9 pg/mL; sin embargo, el bioensayo en las células THP-1 revel6 que
el compuesto 5d fue téxico y el compuesto 3e mostré una toxicidad moderada (48
ug/mL). A pesar de la actividad, en la forma libre del parasito, que mostraron las
moléculas ninguna de ellas fue activa en el estadio amastigote. Finalmente, las 15

moléculas restantes evaluadas no revelaron ninguna toxicidad en las células THP-1.

3.7 CONCLUSIONES

1. El screening por microdilucion en placas del ensayo ABTS™ permitié disminuir
considerablemente las cantidades de muestra (0.08-20 mg), de disolvente (200 pL),
del error de lectura (CV < 5%) y la subestimacion de los valores TEAC de las

muestras evaluadas. El método mejorado posibilitd el manejo eficiente y el
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procesamiento rapido de un gran numero de muestras y manipulacién facil de los

datos.

2. Los AE evaluados, por los dos métodos de decoloracién de ABTS™, presentaron
actividad moderada que no alcanza la de los antioxidantes control BHT, BHA y a-
tocoferol. El potencial inhibitorio de ABTS™, medido por el método de microdilucion,
para los AE disminuyé en el siguiente orden: Plectranthus amboinicus > Lippia
origanoides > Thymus vulgaris > Lippia micromera > Tagetes lucida (flores) > Ocimum

sp. > Tagetes lucida (hojas) > lllicium verum > Tagetes filifolia > Foeniculum vulgare.

3. La capacidad antiradicalaria de los AE evaluados esta directamente relacionada
con su composicion quimica; los AE ricos en estragol y trans-anetol, mostraron
actividades mas altas que sus constituyentes individuales; mientras que timol y
carvacrol fueron mas activos que los AE que los contienen. En cuanto a la
comparacion de la capacidad antioxidante entre los ensayos ABTS™ e inhibicion del
acido linoleico, éstos mostraron tendencias similares tanto para compuestos puros

como para los AE.

4. La reactividad hacia el catidon-radical ABTS™ de la mayoria de las moléculas
sintetizadas (éteres, ésteres y ciclo de 7 miembros) fue muy baja; se obtuvieron
valores de TEAC cercanos a cero. Sin embargo, algunos de los fenoles precursores y
2-alil fenoles sintetizados revelaron una inhibicion igual o mayor de la de los
antioxidantes control, asi: eugenol > 3¢ > BHT> 1c > BHA > 3f > 3a > 1e, 1f > 3e >
vitamina E > 1a > 3d. Se observo la influencia de la posicion (o- o p-) y tipo de
sustituyente (GED o GEA) en la facilidad de las moléculas de transferir electrones y

reducir (produciendo la decoloracién) al cation-radical ABTS™.
5. La confrontacion de los potenciales de ionizacién con los valores TEAC manifesté

una tendencia general para los compuestos fendlicos: a mayor valores de IP menores

valores de TEAC (influidos por los grupos sustituyentes).
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6. Las sustancias fendlicas, derivados etéreos junto con los AE evaluados que los
tienen, presentaron un efecto inhibidor moderado sobre la AChE comparado con la
galantamina, fisostigmina y el diazindn. El potencial inhibitorio de la AChE por los AE y
sus constituyentes principales disminuy6 en el siguiente orden: carvacrol > timol >
trans-anetol > estragol > Plectranthus amboinicus > Lippia origanoides > Thymus

vulgaris > Lippia micromera.

7. Las ICsy, determinadas para la serie de compuestos obtenidos en la sintesis
(Etapas I-lll), indicaron que la presencia del grupo alilo potencializé la accion de estas
moléculas sobre la AChE. Los compuestos analogos de carvacrol y 4-

hidroxibenzaldehido presentaron inhibiciones mas altas.

8. Los ensayos de antiparasitarios y de citotoxicidad mostraron que aproximadamente
el 50% de las moléculas evaluadas manifestaron alguna actividad de moderada a alta
contra T. cruzi. En cuanto a los ensayos de antifungicos, se hace necesario extender

el experimento a un mayor numero de muestras.
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RECOMENDACIONES

Determinar la produccion por kg/ha/ano de todos los AE estudiados. Aunque hay

reportes de literatura se debe llevar a las condiciones colombianas.

Aislar algunas de las sustancias encontradas (e.g., cumarinas) de interés biolégico,
mediante SFE en modo dinamico, para aumentar la calidad y eficiencia de su
extraccién y poder llevarlo a escala industrial. Ademas, evaluar sus actividades

bioldgicas.

Ampliar la serie de compuestos, mediante la reaccion de metalilacion y RCM para
obtener compuestos analogos de radulanina y aplicar la ruta sintética a otros aceites
esenciales que contengan fenoles y que puedan emplearse para la sintesis de

benzoxepinas.

Realizar otros ensayos de actividad antioxidante que involucren ROS (e.g., TRAP,
ORAC, etc.) y comparar con los ensayos de ABTS™ microescalado. Adicionalmente,

aplicar este ensayo a un mayor grupo de moléculas con diversidad estructural.

Determinar los potenciales de ionizacién experimentales para las moléculas sintéticas
y correlacionarlos con los valores tedricos de IP junto con los valores de TEAC; de
esta forma se podra comprender o verificar el mecanismo por el cual el método ABTS

mide la capacidad antioxidante en el sistema evaluado.

Realizar el estudio completo de actividades biologicas (e.g., antifungico,

antiparasitario y citotoxicidad) a todas las moléculas sintétizadas y AE.
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ANEXO 1

Plectrantus amboinicus (Lour.) Spreng Ocimum americanum (COL 519795)
(COL 523701)

e AW

'ﬁ{ | (4

Tagetes lucida (COL 512074) Lippia origanoides (COL 512270)
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Thymus vulgaris Artemisia dracunculus
Fotografias de algunas de las especies vegetales cultivadas en el complejo agroindustrial
CENIVAM o adquiridas del mercado local
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ANEXO 2

Montajes empleados para la obtencion de los extractos de las plantas por (a). destilacion-
extracciéon simultanea con solvente y (b). extraccion con fluido supercritico.

quipo de
destilacion

tipo Clevenger

Reservorio
destilacion

Horno de microondas
LG Interlowave
Potencia salida: 700 W

Material vegetal
(300g)

Montaje de hidrodestilacion empleado para la obtencion de los aceites esenciales, con
calentamiento de la radiacion de micro-ondas
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ANEXO 3

Aporte de las variables (compuestos quimicos) a los Factores 1y 2 del analisis PCA

Variables Factor 1 Factor 2
trans-3-Hexen-1-ol 0.000049 0.084974
1-Octen-3-ol + B-Pineno 0.001040 0.069576
b-Mirceno 0.000388 0.101094
Eucaliptol 0.006274 0.103308
trans-B-Ocimeno 0.000499 0.040659
Fenchona 0.000194 0.052318
Linalol 0.052301 0.016325
Alcanfor 0.000373 0.008410
Fotocitral A 0.065666 0.007893
N.I. (C10H160) 0.036044 0.002678
Verbenol 0.036044 0.002678
o-Terpineol 0.012840 0.030381
Estragol 0.000802 0.004973
Nerol 0.049631 0.010926
Neral 0.064458 0.007612
Geraniol 0.053510 0.010970
Geranial 0.063203 0.007330
Acetato de bornilo 0.003368 0.002456
cis-Cinamato de metilo 0.000019 0.000925
Acetato de nerilo 0.072101 0.012224
Eugenol 0.006436 0.034546
-Bourboneno + B-Elemeno 0.027744 0.034624
trans-Cinamato de metilo 0.000005 0.000025
trans-B-Cariofileno 0.049943 0.011463
trans-a-Bergamoteno 0.001096 0.011285
o-Guaieno 0.027636 0.057701
trans-B-Farneseno 0.002416 0.003623
o-Humuleno 0.001704 0.042551
Germacreno D 0.022968 0.076512
Biciclogermacreno 0.066522 0.000719
a-Bulneseno 0.034149 0.052098
y-Cadineno + 3-Cadineno 0.052564 0.005035
B-Sesquifelandreno + trans-Calameneno 0.002076 0.011751
trans-a-Bisaboleno 0.063485 0.012116
1,10-di-epi-Cubenol 0.023607 0.012710
t-Cadinol 0.047229 0.009059
o-Muurolol + 3-Eudesmol 0.017600 0.037554
Farnesol 0.034017 0.008918
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ANEXO 4

COORDENADAS GEOMI'ETRI’CAS OPTIMIZADAS DE ALGUNAS MOLECULAS Y
VALORES DE ENERGIAS OBTENIDOS A TRAVES DE CALCULOS
COMPUTACIONALES

6-Formilo-9-metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina
Symbolic Z-matrix:
Charge = 0 Multiplicity = 1

C

C 1 B1

C 2 B2 1 A1

C 3 B3 2 A2 1 D1 0

C 4 B4 3 A3 2 D2 0

C 1 BS 2 Ad 3 D3 0

C 4 B6 3 A5 2 D4 0

C 7 B7 4 A6 3 D5 0

C 8 B8 7 A7 4 D6 0

C 9 B9 8 A8 7 D7 0

C 6 B10 1 A9 2 D8 0

C 3 B11 2 A10 1 D9 0

H 1 B12 2 A1 3 D10 O

H 2 B13 1 A12 6 D11 O

H 7 B14 4 A13 3 D12 O

H 7 B15 4 A14 3 D13 O

H 8 B16 7 A15 4 D14 O

H 9 B17 8 A16 7 D15 O

H 10 B18 9 A17 8 D16 O

H 10 B19 9 A18 8 D17 O

H 1 B20 6 A19 1 D18 O

H 12 B21 3 A20 2 D19 O

H 12 B22 3 A21 2 D20 O

H 12 B23 3 A22 2 D21 O

O 4 B24 3 A23 2 D22 O

O 1 B25 6 A24 1 D23 O

O 3 B26 2 A25 1 D24 O
VALORES DE ENERGIA

Zero-point correction= 0.215203 (Hartree/Particle)
Thermal correction to Energy= 0.228453
Thermal correction to Enthalpy= 0.229397
Thermal correction to Gibbs Free Energy= 0.175352
Sum of electronic and zero-point Energies=  -690.090750
Sum of electronic and thermal Energies= -690.077500
Sum of electronic and thermal Enthalpies= -690.076556

Sum of electronic and thermal Free Energies= -690.130601
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6-Formilo-9-metoxi-2,5-dihidro-1-benzoxepina cation-radical

Symbolic Z-matrix:
Charge = 1 Multiplicity = 2

C

C 1 B1

C 2 B2 1 A1

C 3 B3 2 A2 1 D1 0

C 4 B4 3 A3 2 D2 0

C 1 B5 2 A4 3 D3 0

C 4 BG6 3 A5 2 D4 0

C 7 B7 4 A6 3 D5 0

C 8 B8 7 A7 4 D6 0

C 9 B9 8 A8 7 D7 0

C 6 B10 1 A9 2 D8 0

C 3 B11 2 A0 1 D9 0

H 1 B12 2 A1 3 D10 O

H 2 B13 1 A2 6 D11 O

H 7 B14 4 A13 3 D12 O

H 7 B15 4 A4 3 D13 O

H 8 B16 7 A5 4 D14 O

H 9 B17 8 A16 7 D15 O

H 10 B18 9 A17 8 D16 O

H 10 B19 9 A18 8 D17 O

H 1 B20 6 A9 1 D18 O

H 12 B21 3 A20 2 D19 O

H 12 B22 3 A21 2 D20 O

H 12 B23 3 A22 2 D21 O

O 4 B24 3 A23 2 D22 O

O 11 B25 6 A24 1 D23 O

O 3 B26 2 A25 1 D24 O
VALORES DE ENERGIA

Zero-point correction= 0.215293 (Hartree/Particle)
Thermal correction to Energy= 0.228806
Thermal correction to Enthalpy= 0.229750
Thermal correction to Gibbs Free Energy= 0.174274
Sum of electronic and zero-point Energies= -689.807528
Sum of electronic and thermal Energies= -689.794016
Sum of electronic and thermal Enthalpies= -689.793071

Sum of electronic and thermal Free Energies= -689.848548
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Acrilato de 2-alil-4-formil fenilo

Symbolic Z-matrix:
Charge = 0 Multiplicity = 1

B1
B2
B3
B4
BS
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
10 B18
10 B19
11 B20
11 B21
12 B22 11
13 B23 12
13 B24 12
7 B25 1

QO OO0 N0 PRrOPRPWOPRPWON -

O0OOIIIIIIIIIIITIOOOOOOOOO0OOCOO0OOOOOO

VALORES DE ENERGIAS

Zero-point correction=

A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A11
A12
A13
A14
A15
A16
A17
A18
A19
A20
A21
A22
A23
A24

8 B26 4 A25
8 B27 4 A26

Thermal correction to Energy=
Thermal correction to Enthalpy=
Thermal correction to Gibbs Free Energy=
Sum of electronic and zero-point Energies=
Sum of electronic and thermal Energies=
Sum of electronic and thermal Enthalpies=

Sum of electronic and thermal Free Energies=

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
3 D24
3 D25

1
1

OO0 PP, _2000PRPWOPAWONOWLWN -

309

OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

0.215193 (Hartree/Particle)
0.231096
0.232041

0.169102

-727.913592

-727.897688

-727.896744

-727.959683



Acrilato de 2-alil-4-formil fenilo catidon-radical

Symbolic Z-matrix:
Charge = 1 Multiplicity = 2

B1
B2
B3
B4
BS
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
10 B18
10 B19
11 B20
11 B21
12 B22
13 B23
13 B2
7 B25
8 B26
8 B27

aAPhOPLP,WOWOPRL,LON-~-

—_—
O~NOWNN_,LPOOORr20PRhWN -

O0OOIIIIIIIIIIIIOOCOOOOOO0O0OOOOOO

—_
AR aANN_LAOOTONOCO0—_201N =

Zero-point correction=

A1
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
A11
A12
A13
A14
A15
A16
A17
A18
A19
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26

Thermal correction to Energy=
Thermal correction to Enthalpy=
Thermal correction to Gibbs Free Energy=
Sum of electronic and zero-point Energies=
Sum of electronic and thermal Energies=
Sum of electronic and thermal Enthalpies=

Sum of electronic and thermal Free Energies=

WWoO L 0hrhPPOOPRLPOPRL,O000NPWPAWONAOWN -

—

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
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0.206527 (Hartree/Particle)
0.220281

0.221225

0.163447

-614.577415

-614.563661

-614.562717

-614.620495
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