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Introduccién 2

1. INTRODUCCION

1.1 RADICALES LIBRES, OXIDACION Y EL ESTRES OXIDATIVO.

El oxigeno representa una paradoja para los organismos aerobicos;
resulta imprescindible pero al mismo tiempo es potencialmente toxico.

El oxigeno fue descubierto en 1774 por el tedlogo britanico, J. Priestley,
y bautizado como tal, poco tiempo después por el francés A. L. Lavoisier, pero
no fue hasta principios del siglo pasado cuando empezara a profundizarse en el
conocimiento que se tenia sobre este compuesto quimico, y a descubrirse
configuraciones electrénicas excitadas que conferian al elemento una gran
reactividad (Mulliken, 1929).

Poco a poco, fueron apareciendo evidencias del potencial
comportamiento toxico de este compuesto y de las especies reactivas que de él
derivan (Michaelis, 1949). Paul Bert, describe en su libro las manifestaciones
toxicas que presenta este compuesto, la sensibilidad de distintas especies, y la
particular vulnerabilidad del sistema nervioso a este elemento (Bert, 1943).

Durante los afos 60 se pusieron en marcha muchos estudios clinicos
destinados a evaluar el efecto de la toxicidad del oxigeno en los organismos, y
a dar explicacion a lo que se conocia con el nombre de "el efecto oxigeno", que
consistia en el aumento del dafo celular producido por radiacién ionizante en
presencia de oxigeno, mientras que la ausencia del mismo suponia una
proteccion (Bean, 1964), (Gray y Scott, 1964). La explicacion a este fendbmeno
la dio Gerschman mediante una teoria donde atribuia el dafio producido por el
oxigeno, al aumento de la concentracion intracelular de radicales libres
(Gerschman, 1962).

Los radicales libres se producen continuamente como consecuencia del
metabolismo de las propias células y por la exposicion a numerosos factores
ambientales, entre los que destaca la radiacion ultravioleta, a través del
mecanismo conocido con el nombre de fotooxidacion (Larson, R.A., 1988).

De esta forma, se pasd a considerar a los radicales libres como los
principales responsables de numerosos procesos degenerativos relacionados
con la edad, el cancer, las enfermedades cardiovasculares y las

inmunodeficiencias (Harman, D. 1962; Harman, D. 1986).
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1.1.1 Cadena de transporte electrénico.

Los seres vivos emplean el oxigeno atmosférico, para obtener la energia
que necesitan para manejar su maquinaria biosintética, a partir de reacciones
de oxidacion sobre sustratos organicos. Aunque el oxigeno en su estado
fundamental no es reactivo, el oxigeno se reduce, a través de una cadena
sucésiva de reacciones durante los procesos metabolicos, hasta agua. Durante
esta cadena de reacciones, se producen intermedios parcialmente reducidos,
muy reactivos denominados radicales libres.

Las oxidaciones biolégicas no ocurren mediante mecanismos sencillos
de transferencia de electrones, sino que se producen a través de una serie de
reacciones de oxidacién-reduccion acopladas, que implican distintos
transportadores de electrones, como el NAD* o los citocromos, en donde el
oxigeno es el Ultimo aceptor de electrones para los organismos aerdbicos,
reduciéndose hasta agua. Al conjunto de reacciones de oxidacion-reduccion
que dan lugar a la produccién de energia quimica se conoce con el nombre de
cadena de transporte electronico o cadena respiratoria (figura 1), (Mathews-
Van Holde; Biochemistry,1996). Como subproductos de la utilizacion del
oxigeno en las reacciones de oxidacion, se producen una serie de
subproductos altamente dafinos denominados especies reactivas de oxigeno o
radicales libres.

Eseape de clectionss

Space

SORELOROC

Inner
Mitochondrial

Yuuan e,
Matrix
NADH
H Succimate
ATP + H,O

Eseape de alecirones

-Figura 1-
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En general, un radical libre contiene uno o mas electrones desapareados
en su ultima capa electronica, que le confiere una gran reactividad. Los
radicales libres son especies de vida media muy corta y su concentracion en
estado estacionario es baja (Prior, 1986). En la tabla 1 se recogen los
principales radicales libres y especies reactivas de oxigeno y las moléculas
sobre las que actdan predominantemente.

Al oxigeno en su forma normal se le conoce como oxigeno triplete. Sin
embargo, existe una forma habitual de oxigeno toxico, que se produce tanto
fotoquimica como bioquimicamente, llamada oxigeno singlete. Otras formas
toxicas del oxigeno son el anién superoxido (O>7), el perdxido de hidrégeno
(H205) y el radical hidroxilo (HO'), todos ellos producidos durante el proceso He
reduccion del oxigeno hasta agua durante la respiracion (Halliwell y Gutteridge,
1999). Las flavoproteinas, quinonas, tioles y proteinas que contienen azufre
también pueden llevar a cabo la reduccion del H,O hasta O,". El superodxido es
altamente reactivo y puede oxidar virtualmente cualquier compuesto organico
dentro de la célula, incluyendo las macromoléculas (Halliwell y Gutteridge,
1999). Los perdxidos tales como el agua oxigenada (H,0,) se producen por
accion de las superoxido dismutasas sobre los radicales superdxido. El
peroxido de hidrégeno es un potente oxidante que atraviesa facilmente las
membranas biolégicas a partir del cual pueden originarse radicales hidroxilo
(Prior y Church, 1991). Los radicales hidroxilo constituyen la forma mas toxica
del oxigeno, es una especie de las mas reactivas que se conocen, y por tanto,
presenta una vida media y un radio de accion muy cortos (microsegundos y
angstroms, respectivamente). Un radical hidroxilo formado en una mitocondria
sera improbable que, por si mismo, tenga un efecto directo en otras partes de
la célula (Prior, 1986).

Siempre que un radical ceda un electréon a otra molécula, tome un
electron, o simplemente se una a alguna molécula no radicalaria, esta se
transforma en otro radical, o especie reactiva de oxigeno, siendo una
caracteristica importante en este tipo de reacciones, el hecho de que
normalmente se propagan en cadena. De esta forma, las reacciones en
cadena, dan lugar a afectos biologicos lejos del sistema donde se origind el

primer radical (Blake et al, 1987; Southorn et al, 1988). Sélo cuando dos
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radicales se unen entre si, desaparecen como tales radicales (Halliwell et al,

1992).
| Radical Nombre Moléculas Diana
} 0O,- S.uperc’)xido Enzimas
H,O, Peroxido de Hidrégeno | Ac. Grasos insaturados
HO Hidroxilo Todas
R Avriilo Ac. Grasos insaturados
RO Oxilo Ac. Grasos insaturados
ROO Peroxilo Ac. Grasos insaturados
ROOH Hidroperéxido Ac. Grasos insaturados
0, Oxigeno Singlete Distintas moléculas
NO Nitroxilo Distintas moléculas
CCly Triclorometileno Oxigeno
-Tabla 1-

Cuantitativamente, la formacion del radical superéxido a través de la
cadena respiratoria es el sistema mas importante de produccion de radicales
libres en las células (Sjodin et al, 1990). Existen otros mecanismos celulares
que también implican produccion de especies reactivas de oxigeno. Por
ejemplo, la actuacion de determinadas enzimas como la xantina oxidasa
(Littarru et al, 1994) o la lipooxigenasa (Galliard et al, 1980) y la presencia de
metales de transicion (Halliwell y Gutteridge, 1985), pueden inducir la formacién
de radicales, estando estos procesos generalmente relacionados con
desordenes fisiologicos (Halliwell y Gutteridge, 1999).

El hierro y el cobre son los cationes metélicos mas importantes en los
procesos de produccion de especies reactivas de oxigeno mediados por
metales. Los organismos tienden a evitar la disponibilidad de estos metales ya
sea uniéndolos a proteinas de transporte o de almacenamiento. La importancia
del hierro radica en que es capaz de catalizar la reaccion de descomposicion
del peroxido de hidrogeno generando radical hidroxilo, proceso conocido como
reaccion de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1985).
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Fe? + H,0, —* OH + OH + Fe®*

11.2 Fotooxidacién.'

Al igual que el oxigeno, la luz es eséncial para las plantas, ya que a
traves de los pigmentos, absorben la energia luminica, y la emplean en la
fijacion del carbono. Pero la luz solar contiene un pequeiio porcentaje, en torno
al 4%, de radiacion con longitudes de onda por debajo de 400 nm (UV), que
afecta enormemente a los procesos metabdlicos de las plantas. Se ha
comprobado, que aumentos en la intensidad de luz ultravioleta afectan a la
fotosintesis, la respiracion, asimilacion de la glucosa y la fosforilacion (Kandler
et al, 1959). Los efectos fisioloégicos de la radiacion incluyen disminucién de
estomas, variaciones en la concentracion de clorofilas, proteinas y lipidos,
reduccion del area de la hbja y dano tisular (Teramura et al, 1983).

El dafo fotoquimico que se produce en las células comienza con la
absorcion por parte de algin croméforo (S) de un foton que eleva su energia
electronica desde el estado fundamental a un estado excitado singlete de
configuracion electrénica inestable, figura 2 (Larson, 1988). La molécula
excitada puede evolucionar de distinto modo; puede desactivarse mediante
emision fluorescente, o bien, reaccionar con alguna molécula cercana, aunque
su periodo de vida muy corto, hace que su radio de accion sea limitado. O bien
puede sufrir reordenamientos electrénicos internos a estados excitados triplete
de mayor vida media.

La ruta principal de formacién de especies dafninas derivadas de los
estados triplete, es la transferencia de su energia de excitacion a la molécula
de oxigeno. El producto de esta transferencia energética es la formacién de
oxigeno singlete 'O ,. Numerosas moléculas biologicas son susceptibles de ser
atacadas por el oxigeno singlete, entre ellas, los aminoacidos proteicos
(cisteina, metionina, triptéfano e histidina) y los lipidos poliinsaturados.

El oxigeno singlete es por tanto muy reactivo y resulta sumamente
importante desactivarlo, devolviéndolo rapidamente a su estado original triplete.

Como veremos mas adelante el ataque sobre los lipidos poliinsaturados

origina hidroperdxidos lipidicos que contribuyen a aumentar el daho producido
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sobre las membranas de los organulos y al aumento de las disfunciones

celulares (Larson, 1988).

S+hv = 'sx —= Emision fluoresc.
Il (Reordenamiento)

SS* -

4

3 1 Sustrato
(s O, + Sustrato =
0, 2 ustrato Oxidado

Il (Desactivacion)

30

2

-Figura 2-

Las células han desarrollado mecanismos de defensa para contrarrestar
el efecto lesivo de estos radicales pero, en casos de intoxicacion masiva o
continuada, los sistemas celulares pueden verse superados, lo que condiciona
una situacion conocida con el nombre de estrés oxidativo. El estres oxidativo
conduce a una serie de lesiones a nivel bioquimico y fisiolégico que
generalmente origina desajustes metabodlicos y muerte celular (Halliwell y
Gutteridge, 1999).
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1.2 LA OXIDACION SOBRE LOS SISTEMAS BIOLOGICOS.

Las especies reactivas de oxigeno pueden reaccionar con
macromoléculas como el ADN, proteinas y lipidos, causando mutaciones,
destruccion proteica, blogqueo enzimatico y peroxidacion de las membranas
lipidicas. Todos estos danos estan relacionados con numerosas enfermedades
y procesos degenerativos, como la edad, el cancer o inmunodeficiencias en
animales, asi como en el desarrollo y fisiologia de las plantas, donde ademas,
bloquean los sistemas antioxidantes naturales, producen la destruccion de

clorofilas y disminuyen los procesos fotosintéticos (Vichnevetskaia et al 1999).

1.2.1 Accion sobre Proteinas.

Una de las consecuencias biolégicas mas graves de la accion de los
radicales libres y de las especies reactivas de oxigeno es la oxidacion de
enzimas y de proteinas, que conlleva la perdida de funcionalidad de las mismas
y alteraciones graves en la arquitectura celular (Lunec, 1992).

La posibilidad de que una proteina sea atacada por una especie reactiva
de oxigeno depende de su composicién en aminoacidos y de la accesibilidad
de los mismos; no todos los aminoacidos son igualmente susceptibles a la
oxidacion, los aminoacidos mas reactivos frente a los radicales libres son,
como se ha comentado anteriormente la histidina, metionina, cisteina,
triptoéfano y tirosina (Gebiki et al, 1993).

El inicio de la reaccién radicalaria en cadena se va normalmente
favorecido por la presencia de iones de metales de transicion (hierro y cobre
principalmente), que se complejan en el ambiente proteico provocando
oxidaciones localizadas que pueden afectar a los aminoacidos mas sensibles
(Freeman et al, 1982). Las especies reactivas de oxigeno pueden provocar el
entrecruzamiento de las cadenas proteicas por formacion de puentes disulfuro,
asi como fragmentaciones en las proteinas (Wolf et al, 1986). En conjunto, el
ataque a proteinas celulares incluye cambios conformacionales, pérdida de
actividad enzimatica, aumento de la susceptibilidad a proteasas y alteraciones

de la inmunogenicidad (Mugli, 1993).
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1.2.2 Accidn sobre acidos nucleicos y activacion génica.

El ataque de los radicales libres (sobre todo del radical hidroxilo) sobre
las moléculas de acidos nucleicos producen modificaciones en las bases (tanto
paricas como pirimidinicas). Los efectos pueden ir desde hidroxilaciones de
bases a roturas simples o dobles de la hélice. Se pueden producir agresiones
mas drasticas, como adicién de grupos quimicos, apertura de anillos, delecion
de bases, etc (Halliwell y Aruoma, 1993).

Los radicales libres son capaces de activar la transcripcion genética
induciendo rapidamente genes que codifican factores de transcripcion, que
participan en la modulacion del crecimiento celular, en la diferenciacion, en el
desarrollo e incluso pueden programar la muerte celular por apoptosis (Halliwell
y Gutteridge, 1999).

1.2.3 Accidn sobre acidos grasos; La peroxidacion lipidica.

La reaccion de oxidaciéon de los acidos grasos fue uno de los primeros
aspectos de la quimica de los radicales libres en ser estudiados a fondo. Los
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) se encuentran en la célula en forma
libre, formando tioésteres (Acil CoA) o como ésteres (fosfolipidos, ésteres de
colesterol, triglicéridos...). La oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados se
conoce con el nombre de peroxidacidon lipidica o autooxidacién, siendo
especialmente importante cuando ocurre a nivel de los fosfolipidos de las
membranas o de las lipoproteinas, siendo este fenomeno oxidativo la forma
mas conocida de la toxicidad del oxigeno (Halliwell y Chirico, 1993).

La duracién y la velocidad de la reaccién en cadena de peroxidacion
depende directamente del grado de insaturacion lipidica; la velocidad de
peroxidacion del acido oleico (monoinsaturado) es unas 300 veces menor que
la del acido DHA (poliinsaturado con 6 dobles enlaces).

En la figura 3 se muestra esquematicamente el proceso de peroxidacion

lipidica sobre un acido graso poliinsaturado como el acido linoleico.
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INICIACION . PROPAGACION
H H
s — — S — /\/\:\/\__/\, S '/\/\__/z\/\‘
LH L L

(Acido finofeico) (Radical linoleilo)

= 02
L
OOH 00
TERMINACION M m
LH .

LOOH LOO
(Hidroperoxido lipidico) (Peroxil radical lipidico)

-Figura 3-

En la etapa de iniciacién, un radical libre con suficiente energia puede
abstraer facilmente un atomo de hidrogeno de los carbonos metilénicos alilicos
de los acidos poliinsaturados (LH), iniciando la reaccion en cadena sobre la
masa lipidica; el radical centrado sobre el carbono (L) provoca una
reordenacién de los dobles enlaces en forma de dienos conjugados, que
rapidamente reaccionan con oxigeno molecular formando un peroxi radical
lipidico (LOO) que puede a su vez abstraer otro atomo de hidrogeno
estabilizandose en forma de hidroperoéxido lipidico (LOOH), dejendo el radical
sobre el metileno de otro acido graso. La peroxidacion lipidica puede ser
amplificada hasta que se agote la disponibilidad de oxigeno y de cadenas
poliinsaturadas no oxidadas.

La etapa de terminacién es una interaccién bimolecular entre dos peroxil
radicales lipidicos para dar un producto no radicalario, que conlleva el cese de

la reaccion en cadena.
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1.3 LA OXIDACION EN EL DETERIORO DE LOS ALIMENTOS.

Los alimentos son perecederos por naturaleza. Durante el proceso de
elaboracion, almacenamiento y distribucion de los alimentos, estan expuestos a
una gran variedad de condiciones ambientales: presion, temperatura,
humedad, oxigeno, luz, microorganismos, etc, que pueden disparar
mecanismos de reaccion oxidativos que conducen a la pérdida de sus
caracteristicas sensoriales, y en ciertos casos, pueden suponer un riesgo para
la salud (Singh, 1994).

Las principales causas que pueden modificar la calidad de los alimentos
durante su vida util son el contacto con microorganismos y las modificaciones
quimicas debidas al procesado y/o almacenamiento (Borgstrom, 1968).

Las fuentes de organismos que pueden afectar a la calidad de los
alimentos son muy numerosas, van desde hongos y bacterias hasta insectos y
roedores. Los microorganismos tienen cada uno sus propias condiciones
optimas de desarrollo. Dependiendo del procedimiento de elaboracion y
almacenaje, van a poder desarrollarse unos microorganismos u otros. Las
frutas y verduras tienen sus propios mecanismos de defensa contra
microorganismos y agentes infecciosos mientras se cultivan, pero después de
la recoleccion sufren rapidamente proliferacion de microorganismos. Igual
ocurre con la carne y el pescado (Borgstrom, 1968).

Los cambios quimicos que se producen en los alimentos como
consecuencia de su elaboracion y almacenamiento también originan pérdidas
en su calidad sensorial y nutricional. Estos cambios pueden estar mediados por
la accidbn de enzimas, o bien factores ambientales como luz, humedad,
oxigeno, etc. La maduracién de las frutas es un ejemplo de cémo se producen
modificaciones quimicas por la accién de enzimas. En cambio, las reacciones
de autooxidacion que se producen en los aceites de pescado como
consecuencia de la luz y el oxigeno atmosférico, constituye un ejemplo de
modificaciones quimicas debido a factores ambientales (Pokorny, 1990).

La conservacion de los alimentos involucra a todas aquellas acciones
que se toman para mantener la calidad y propiedades éptimas del alimento

durante el mayor tiempo posible (Rahman, 1999).
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Existe un gran nimero de técnicas y métodos destinados a la
conservacion de los alimentos, la aplicacion de uno u otro depende
basicamente de la propiedad que se pretenda preservar. Podemos indicar
algunos métodos, tanto fisicos como quimicos, que se emplean
convencionalmente en la conservacion de los alimentos. Por ejemplo, la
esterilizacion que provoca la muerte de los microorganismos, modificaciones de
pH, para evitar su proliferacion, secado y liofilizado, para mantener la humedad
lo mas baja posible, frio, que controla la cinética de accion de las enzimas,
inactivacion enzimatica por calor o degradacion protéica, adicién de

antioxidantes, o envasado apropiado, sin oxigeno, con materiales no

permeablgs.

Hoy en dia se emplean ademas técnicas modernas que utilizan pulsos
de campos eléctricos, tratamientos a altas presiones o ultrasonidos, que
pretenden asegurar una mayor calidad y seguridad de los productos. Por otro
lado, se ha avanzado de forma paralela en técnicas indirectas que repercuten
sobre la calidad final del producto, como pueden ser las técnicas de envasado
y de control de los puntos criticos del proceso (Rahman, 1999).

De todos los componentes que forman un alimento, la oxidacién de las
grasas es el proceso oxidativo que mas repercute tanto en el deterioro quimico

como sensorial del mismo (Warner, 1995).

1.3.1 Enranciamiento.

El enranciamiento es uno de los defectos mas indeseables en la calidad
de un alimento. Se dice que una grasa, un aceite o un alimento graso en
general estd rancio cuando se perciben un deterioro significativo en las
caracteristicas organolépticas del producto, particularmente en el aroma y el
sabor, aunque en algunos casos se ve afectada también la textura, como en el
caso del pescado (Warner, 1995). El enranciamiento supone numerosos
cambios, pero fundamentalmente se afectan los componentes lipidicos.

La percepcidon sensorial del enranciamiento se debe a la presencia de
numerosas moléculas de entre 3 y 12 atomos de carbono cuya naturaleza
quimica es muy variada, entre las que se encuentran aldehidos, cetonas,

alcoholes y esteres volatiles (tabla 2) (Przybylski, 1995).
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En los alimentos con alto contenido graso se producen varios tipos de

enranciamientos no siempre relacionados con procesos oxidativos (Pokorny,
1990).

1.3.1.1 Enranciamiento oxidativo.

Es el principal tipo de enranciamiento que sufren los alimentos, también
denominado autooxidacion. Constituye un ejemplo mas de peroxidacion lipidica
promovida por radicales libres Durante la autooxidacion, los acidos grasos
insaturados son lentamente oxidados en la matriz del alimento. Los acidos
poliinsaturados son mas sensibles a procesos oxidativos, siendo alterados
incluso por el oxigeno del aire. Mierttras que los correspondientes derivados
saturados son los mas estables, aunque también pueden oxidarse a elevadas
temperaturas (Porter et al, 1995; Chan, 1987).

1.3.1.2 Enranciamiento por lipolisis.

Se debe a la hidrdlisis que sufren los triglicéridos por accion de lipasas
dando lugar a diglicéridos, monoglicéridos y acidos grasos libres. La presencia
de acidos grasos libres, no cambia las propiedades nutricionales del alimento,
ya que en el estdbmago también se someten a la accidn de lipasas para
poderlos asimilar, pero si se modifica su palatibilidad. En los alimentos que
contienen grasa lactea, pueden hidrolizarse por lipolisis ésteres de acido
butirico que confieren un desagradable olor que recuerda a mantequilla rancia.
Otras grasas y aceites, como los aceites de coco y palma, con ésteres de
acidos de entre 6 y 10 carbonos, les ocurre algo similar; suelen desprender
olores desagradables durante periodos de almacenamiento largos (Scanlon et
al, 1965).

1.3.1.3 Enranciamiento por ceténidos.
Se origina por la degradacion microbiana que sufren los acidos grasos
de cadena media, que son transformados en metilcetonas, confiriendo a los

alimentos olores florales o a queso azul (Kellard, 1985).
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1.3.2 Mecanismo del enranciamiento oxidativo.

El inicio de la reaccion radicalaria en cadena se ve normalmente
favorecido por la presencia de iones metdlicos de transicion principalmente
hierro y cobre. Estos metales son capaces de acelerar la reaccion de
descomposicion del hidroperoxido lipidico en radicales libres (Pokorny, 1987).

Varias enzimas son capaces también de iniciar la oxidacion lipidica,
principalmente lipoxigenasas, que catalizan la oxidacion del acido linoleico, y
otros acidos grasos relacionados. Las lipoxigenasas suelen ir acompanadas de
sus respectivas liasas, que rompen los hidroperoxidos en distintos compuestos
de bajo peso molecular (Gardner, 1996).

Los hidroperoxidos lipidicos formados, ademas de originar radicales
libres, pueden romperse por los dobles enlaces contiguos, formando
compuestos volatiles de bajo peso molecular. Los productos resultantes de la
ruptura de los hidroperoxidos pueden ser etano, eteno, pentano, aldehidos,
cetonas, ésteres, lactonas, alcoholes o éteres, saturados o insaturados. Entre
los aldehidos se pueden encontrar alcanales, alquenales, alcadienales,
alcatrienales, que pueden originar olores agradables o desagradables (tabla 2).
Estos compuestos, considerados como productos secundarios de reaccion, son
susceptibles de volver a oxidarse incrementando el proceso oxidativo (Grosch,
1987).

La concentracion de muchos de estos compuestos, suficiente para
generar una apreciacion organoléptica, estan en el rango de las ppm e incluso
las ppb. Por ello, cantidades muy pequefias de productos de degradacion,
pueden tener un efecto significativo sobre el olor de una grasa o de una matriz
que la contenga.

La formaciéon de muchos de estos compuestos se explica a partir de la
estructura original de los hidroperdxidos, por las rutas principales de ruptura de
la molécula. Hay algunos que no se pueden explicar, bien sea por la presencia
de sustratos no previstos como pueden ser trazas de acidos no identificados
con dobles enlaces en posiciones no habituales, bien sea por rutas de
oxidacién inusuales. ‘

Cuando la concentracion de hidroperoxidos es baja, su descomposicion
se realiza a nivel monomolecular (ecuacion 1, figura 4), esta via es la mas

usual en muchos productos alimentarios. A medida que la oxidacién progresa y



00 0000000000000 000000000000000000COCVCOKNIOGIOIOIOIONOGNINTSYS

®

Introduccién 16

aumenta la velocidad de formacion de hidroperdxidos, se alcanzan
concentraciones suficientes para que el mecanismo pase a ser bimolecular

(ecuacion 2, figura 4).

ROOH —> RO + OH (ecuacion 1)

ROOH + ROOH —= RO + ROO" + H,0 (ecuacion 2)

-Figura 4-

En el proceso de oxidacion de lipidos se originan tres tipos de radicales
libres: alcoxidos, perdxidos y alquilos. Su evolucién es muy importante en el
desarrollo del enranciamiento. En la figura 5 se representan pogibles vias de
descomposicion de estos radicales que generan aldehidos, cetonas, alcoholes,
acidos etc., que en posteriores oxidaciones, se transforman en los productos

identificados en un sistema lipidico oxidado.

H
R1—C—R2
0o .
» N\
i l RH R1I—CO-R2 + RH
R,CHO +R, .
H
Ri-C-R2 + R RI—G—R2
OH or
ROO " .
=T
ROOH +R * ROO ROOR
2RO+ O,

R

R 0,
H \ R ROO"
OH RH R-R l RH

ROOH +R *

-Figura 5-

En la figura 6 se muestra una via de degradacion de aldehidos saturados

para dar paso a cadenas cada vez mas cortas. Los aldehidos insaturados
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forman un mayor nimero de hidroperoxidos y su evoluciéon es todavia mas

compleja.
Acido Férmico Acido Férmico
Hidroperdxido —— Aldehido , ————= Aldehido ml
Acidos Acidos
Alcoholes Alcoholes
Cetonas Cetonas
etc. etc.
R- CH;CHO
R- CH;C=0 R— CH-CHO
l o, 1 0,
R— CH;C=0 R GH-CHO
5 00.
l RH l RH
R- CH2-C|3=O + R’ R- CI)H—CHO + R’
OOH OOH
R-CHO + HCOOH R~CHO + HCOOH
Acido Férmico Acido Férmico
-Figura 6-

Al comienzo de la reaccion de oxidacion, la concentraciéon de radicales
libres es baja y la oxidacion muy lenta. Gradualmente, la concentracion de
hidroperoxidos y de otros productos de oxidacion generados, disparan la
concentracion de radicales libres y por tanto la velocidad de la reaccién de
oxidacion. La etapa durante la cual la oxidacion transcurre de forma lenta se
denomina periodo de induccion. El almacenamiento de los productos grasos
susceptibles de sufrir oxidacion se limita al periodo de induccién. La adicién de
antioxidantes no consigue eliminar por completo la reaccién de oxidacién, pero
si aumentan considerablemente el periodo de induccion y por tanto los tiempos

de almacenamiento de los productos (Pokorny, 1999).
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1.4 ANTIOXIDANTES.

Por definicion, un antioxidante es cualquier sustancia que,
presente en menor concentracion que un sustrato oxidable (acidos grasos
poliinsaturados, proteinas etc.), retrasa o previene la oxidacién del mismo. Se
consideran antioxidantes a aquéllos compuestos de naturaleza acida con
capacidad para donar electrones o atomos de hidrogeno a alcoxil y peroxil
radicales, complejar metales prooxidantes de transicion, o incluso regenerar
otros antioxidantes (Pospisil, 1989; Auroma, 2003).

Los mecanismos antioxidantes de los sistemas biolégicos consisten en
enzimas y compuestos de bajo peso molecular (entre ellos péptidos, vitaminas,
flavonoides, acidos fendlicos, alcaloides, etc.), integrados dentro de cadenas
eficaces de disintoxicacion.

Los principales avances cientificos en el campo se han conseguido
gracias a las investigaciones realizadas en medicina y la bioquimica clinica y al
interés de la industria alimentaria en el empleo de estas sustancias para
preservar los alimentos, ya que la formacién de los lipoperdxidos esta
estrechamente relacionada con el enranciamiento, como se ha comentado en
el capitulo anterior

Los primeros estudios cientificos en compuestos antioxidantes datan de
los arios 20, cuando los quimicos franceses Moreau y Dufraise (1924) relatan la
existencia de distintos compuestos capaces de detener las reacciones de
oxidacion. En estos afios también, Evan y Bishop llegaron a la conclusion de
que el cambio fisico observado en el aspecto de las grasas vegetales al
contacto con el oxigeno, se veia reducido con el empleo de un eficaz
antioxidante llamado vitamina E o tocoferol (Evan et al, 1922).

En los anos 60, se conocia el efecto perjudicial que tenia la aplicacién de
anestésicos en los pacientes, atribuido a la formacién de peréxidos nocivos (Di
Luzio, 1967), y como el empleo de antioxidantes sintéticos (BHT, propil
galatos...) o naturales (tocoferol) reducian los efectos perjudiciales de estos
tratamientos (Gallagher, 1961). Similares mecanismos se emplearon para
explicar el daho producido en el higado de los alcohélicos y del efecto protector
que tenia el empleo de antioxidantes (Reitz, 1975). Posteriores investigaciones

pusieron de manifiesto que, el efecto protector frente a los radicales libres que
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tenia la vitamina E sobre la fase lipidica de las células, se complementaba, en
la fase acuosa de las células, principalmente por tres antioxidantes
hidrosolubles: la vitamina C, el acido urico y el glutation (Miquel, 1989).

Poco a poco fueron surgiendo distintos hitos cientificos, que suponian
importantes avances en la explicacion y el conocimiento que se tenia sobre los
mecanismos de desintoxicacién de los organis.mos. Como por ejemplo, el
trabajo de De Duve, donde explicaba la presencia abundante de catalasa en
ciertos microorganulos (peroxisomas) encontrados en las células hepaticas, y
que estaban involucrados en la eliminaciéon de perdxidos nocivos (De Duve,
1969). Otro hecho importante, fue la identificacion que realizaron McCord y
Fridovich de las enzimas superéxido dismutasas (SOD) (McCord y Fridovich,
1968). Estas enzimas eliminan eficazmente radicales superdxido y previenen
del dafio oxidativo y se comprobd su eficacia en la prevencién del cancer en el
personal afectado por la radiaciéon en el accidente de Chernobil (Emerit et al,
1995). Un mecanismo mas de defensa antioxidante lo constituye la enzima
glutation peroxidasa, que en presencia de selenio, elimina el peréxido de
hidrogeno, utilizandolo para oxidar la molécula de glutation (Flohe, 1973).

En un contexto biomédico, es importante destacar que la exposicion de
animales de experimentacion a atmoésferas ricas en oxigeno, provoca un
aumento en los niveles de SOD, catalasa y glutation peroxidasa. Sin la
adecuada proteccién antioxidante, un aumento subito de radicales libres, puede
hacer que los mecanismos antioxidantes sean insuficientes, lo que origina dafo
oxidativo. Estos aumentos subitos en la concentracién de radicales y fallos en
los mecanismos de desintoxicacion celular, son similares a los que ocurren en
las enfermedades degenerativas o con la edad. Lo que sugiere que una ingesta
adecuada en antioxidantes puede proporcionar proteccion frente a estas

enfermedades incluso mayor longevidad (Harman, 1978) (Miquel 1989).

1.4.1 Clasificacion de los antioxidantes.

Una primera clasificacion de los antioxidantes se puede hacer
dependiendo del medio donde actien, en lipofilicos, como la vitamina E, e
hidrofilicos por ejemplo la vitamina C.

Un segundo criterio que normalmente se emplea, es clasificar a los

antioxidantes en funcion de su origen y ruta de penetracion en el organismo; de
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esta forma nos encontramos con antioxidantes endogenos, cuando el propio
organismo es el que lo sintetiza y lo transporta a través de los distintos
humores hasta el lugar de actuacién, y antioxidantes exoégenos, cuando el
organismo no puede sintetizarlo y lo toma de fuera, por ejemplo en la dieta
(Sntrucek, 1988). Los antioxidantes enddgenos se subdividen en dos
categorias, que comprenden, por un lado, a los sistemas enziméticos (catalasa,
SOD, glutation peroxidasa, etc.) y por otro, a pequefas biomoléculas y
cofactores (glutation, acido urico, coenzima Q, etc.). En base a esta
clasificacion, moléculas como vitamina E, vitamina C, B-caroteno etc.
constituyen los antioxidantes exdgenos.

En la siguiente tabla (tabla 3) se muestran algunas de las fuentes

alimenticias naturales de antioxidantes exogenos.

Compuestos Fuentes
Vitamina E Semillas oleaginosas, aceites
vegetales, nueces, granos, cereales.
Vitamina C Frutas y vegetales, bayas, citricos,
pimientos verdes.
Carotenoides Vegetales de hojas oscuras,
zanahorias, batatas, tomates, citricos.
Flavonoides/Isoflavonoides Frutos y vegetales, semillas

oleaginosas, bayas, pimientos, citricos,
tomates, cebollas.

Acido fendlicos y derivados Semillas oleaginosas, cereales,
granos.
Catequinas Té verde, bayas, ciertas semillas
Extractos/aceites esenciales Té verde, romero, salvia, clavo,

orégano, tomillo, avena, arroz.

-Tabla 3-

La clasificacion que hace el "British Pharmaceutical Codex" (1979) de los
antioxidantes es la siguiente:

- Antioxidantes verdaderos, aquellos que bloquean la reaccion en

cadena al reaccionar con los radicales libres siendo ineficaces frente

radicales oxidantes.
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- Antioxidantes reductores, aquellos que se oxidan mas facilmente que el
sustrato que deben de proteger y son efectivos frente a radicales
oxidantes.

- Antioxidantes sinérgicos, aquellos que, de por si, tienen bajo poder

antioxidante, pero que incrementan considerablemente el efecto de

antioxidantes verdaderos. .

Mas adelante aclararemos esta clasificacion al explicar los mecanismos
de actuacién antioxidante.

Puede hacerse una ultima clasificacion, en base a la naturaleza quimica
de estas sustancias, en antioxidantes naturales y antioxidantes sintéticos
(Santrucek et al 1988). El término "antioxidante natural" alude a aquellas
sustancias que pueden extraerse de una fuente natural, ya sean plantas o
tejidos animales o aquellas que puedan formarse como consecuencia del
procesado de estos componentes para el alimento (Dugan 1980).

Actualmente se estan incorporando a la lista de sustancias
antioxidantes, una gran cantidad de compuestos que vienen a reforzar las
defensas enddgenas del organismo. La accion antioxidante la mayoria de ellos
se conoce por estudios in vitro, quedando, en muchos casos todavia por

determinar, su accion real in vivo (Auroma, 2003).

1.4.2 Mecanismos antioxidantes.

Existen distintos tipos de antioxidantes en funcién de su naturaleza
quimica y mecanismo de actuaciéon. Los antioxidantes pueden actuar
directamente frente a los radicales libres o en modo sinérgico (propil galatos o
ascorbil palmitato), pueden desactivar oxigeno singlete (carotenos) o complejar
metales (Pospisil, 1989).

Ya sea en el organismo o en un alimento, sin duda, el principal
mecanismo de acciéon de los antioxidantes es mediante su capacidad para
inhibir fa produccién de radicales libres, y de ahi su enorme importancia e
implicacion biologica (Rice-Evans, 1996).

1.4.2.1 Mecanismo radicalario de desactivacion de radicales libres.
Considerando la reaccion radicalaria de oxidacidon en cadena como un

proceso donde un radical libre alcéxido reacciona con una molécula de oxigeno
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para transformarse en un alquil-peroxil radical, vemos que existen dos modos

de detener la reacciéon de oxidacion, figura 7:

R + o, —> ROO

l () l (+e)

Mecanismo aceptor Mecanismo dador
de electrones de electrones
(CB-A) (CB-D)
-Figura 7-

Bien mediante un proceso que implique la oxidacion del radical alquilo y
su transformacion en un carbocation o un derivado de este. O bien mediante la
reduccion del radical peroxilo a hidroperéxido. El primero de los mecanismos se
denomina mecanismo aceptor de ruptura de cadena (aceptor de electrones, se
entiende), (CB-A) y el segundo de ellos, mecanismo dador de ruptura de

cadena.

1.4.2.1.1 Mecanismo aceptor de ruptura de cadena (CB-A).

Los radicales alquilo no son agentes oxidantes poderosos, mas bien se
oxidan facilmente en presencia de aceptores de electrones. Existen numerosas
moléculas aceptoras de electrones capaces de eliminar eficazmente radicales
alquilo del medio, proporcionando actividad antioxidante, como por ejemplo
quinonas y compuestos nitrogenados.

La figura 8 esquematiza el mecanismo de actuacion de estos

compuestos.

0] OR

(Dimeros)

-Figura 8-

En el estado de transicién de la reaccién, se forma un dipolo favorecido

por la presencia de grupos deslocalizadores de electrones (Y), que aumentan
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la afinidad del radical por la quinona, evolucionando posteriormente a

compuestos diméricos no reactivos.

1.4.2.1.2 Mecanismo dador de ruptura de cadena (CB-D).

Al contrario que los radicales alquilo, los peroxil radicales de alquilo si
muestran comportamiento oxidante, tendiendo por tanto a aceptar protones de
moléculas con habilidad para donar hidrégeno. Este es el comportamiento que
tienen por ejemplo, los fenoles y los fenoles sustituidos con cadenas alquilicas
o distintas aminas aromaticas. Los sustituyentes sobre el anillo reducen la
energia del estado de transicion deslocalizando la carga electronica que se
transfiere desde el radical peroxilo, figura 9. Los productos que se forman a
partir del radical fenoxilo originado son complejos y pueden mostrar

comportamiento tanto antioxidante como pro-oxidante.

6+
X OH + "OOR X "'O--H--OOR — X o- + HOOR
R2 R2 R2
L —

Productos pro-oxidantes
o antioxidantes

-Figura 9-

La figura 10 representa un esquema de los productos formados durante
la actuacion de un fenol sustituido tipico como el BHT (v). Por un lado, el etilen
bisfenol (ix) que se origina por reaccion con otras moléculas de BHT, es
igualmente efectivo como antioxidante. La formacién de la quinona estilbénica
(x) resulta también efectiva, pues complementa la actuacion antioxidante con
un mecanismos del tipo CB-A. Pero por otro lado, se pueden originar las
peroxidienonas (vi) y (viii) con potencial caracter pro-oxidante, debido al debil
enlace del peroxido.

Si recordamos la clasificacion que realizaba el "British Pharmaceutical
Codex", los antioxidantes verdaderos se corresponden por definicion con las
sustancias que reaccionan a través de un mecanismo aceptor de ruptura de

cadena, mientras que los reductores son los que implican un mecanismo dador.



Introduccién 24
(0]
tBu tBu
(vi)
H.C OOR
OH o
tBu tBu . tBu
ROO
——
CH, H,C OOH
(vii) viii)
(v) (AH) OH ¢
A tBu tBu
+ AH
tBu
Bu .CH,
tB tBu tB {Bu
S CHCH o HO CH,CH; OH
tBu ] tBu tBu (ix) tBu
-Figura 10-

1.4.2.1.3 Mecanismo complementario dador-aceptor.

Cuando los peroxil radicales de alquilo son las especies propagadoras
de la reaccién en cadena présentes en mayor concentracion en el sistema, o lo
que es lo mismo, en presencia de exceso de oxigeno, el mecanismo CB-D es
la via mas eficaz para detener la reaccién radicalaria. Por contra, un
mecanismo CB-A resulta mas eficaz cuando existe déficit de oxigeno. Existen
sustancias antioxidantes que emplean ambos tipos de mecanismos, lo cual
supone una ventaja respecto a los que emplean uno solo de los mecanismos,
mas aun, si se tiene en cuenta que el la mayoria de los procesos oxidativos, los
radicales alquilo y los peroxilo, se encuentran siempre en mayor o menor
extension.

El ejemplo mejor conocido de este tipo de sustancias con mecanismos
CB-A y CB-D complementarios, lo encontramos en las hidroquinonas (o
polifenoles). Como podemos ver en la figura 11, la hidroquinona, a través de un

mecanismo CB-D, se transforma en benzoquinona que a su vez resulta efectiva
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frente a radicales alquilo, con lo cual, se van a eliminar distintos radicales

eficazmente, antes de inactivarse el antioxidante.

OH o’ OR
ROO " R’
ROOH + _
CB-D CB-A
OH OH OH
x2 ROO | cB-D
OH 0 OR
. R
+ —_—
CB-A
OH o)

O -
(Dialquiloxibencenos

dimeros)

-Figura 11-

1.4.2.2 Mecanismos no radicalarios de desactivacion de radicales
libres.

Los antioxidantes no sélo desactivan radicales libres por mecanismos
radicalarios, existen otros modos de actuacion por los cuales se potencia la
capacidad antioxidante de estas moléculas.

Los hidroperdxidos se pueden reducir al reaccionar con determinadas
moléculas que los transforman en derivados hidroxilados menos reactivos. El
mecanismo de descomposicion del hidroperéxido implica una reaccion Sy2
sobre el enlace del peréxido por parte de un nucledfilo. Los compuestos
sulfurados y nitrogenados son en este sentido, los ejemplos mejor conocidos
de compuestos que descomponen hidroperéxidos, figura 12.

Moléculas con grupos tiol, se oxidan sucesivamente, a disulfuro y acido
tiosulfinico por reaccién con dos moléculas de hidroperéxido (ecuaciones 1 y
2). Igualmente, los grupos sulfuro descomponen peroxidos oxidandose a
sulfoxido y posteriormente a sulfona (ecuaciones 3 y 4).

Los hidroperéxidos también pueden reaccionar con grupos amino libres

formando hidroxiaminas (ecuacion 5).
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2 RSH+ R,O0H ———> R;S-SR, + R,OH (Ecuacion 1)

RS-SR, + R,00H ———> R;S-SO-R, + R,OH (Ecuacion 2)

R;S-CH; + R,OOH ———> R,SO-CH, + R,OH (Ecuacion 3)

R;SO-CH; + R,00H ———> R,SO,-CH, + R,OH (Ecuacion 4)

RNH, + R,OOH ——— RN(OH)}-R, + H,0 (Ecuacion 5)
-Figura 12-

1.4.2.3 Sinergismo.

Se ha encontrado que algunas mezclas de dos o mas antioxidantes
funcionan mucho mejor que cada uno de sus componentes por separado a la
misma dosis de la mezcla. Este efecto se conoce con el nombre de sinergismo.
Efectos sinérgicos entre antioxidantes se encuentran en moléculas que actian
con mecanismos complementarios entre si, el ejemplo mas notable se
encuentra entre antioxidantes con mecanismo CB-D y antioxidantes que
descomponen peroéxidos. Las formulaciones de antioxidantes por lo general son
mezclas de ellos o mezclas de un antioxidante y un agente guelante de metales
tal como el acido citrico o el EDTA. El acido ascorbico y su isdbmero el acido
isoascarbico se suele emplear por mostrar buenas propiedades sinérgicas
entre ambos. Para incrementar la solubilidad del acido ascorbico en las grasas
se suelen emplear derivados esterificados con acidos grasos de cadena larga,
que resultan tener buenas propiedades sinérgicas con los tocoferoles
(Marinova et al, 1992).

1.4.2.4 Desactivacion de oxigeno singlete.

Hemos visto como el oxigeno triplete se transforma en oxigeno singlete
en presencia de luz y de moléculas fotosensibles, por lo que es necesaria una
rapida desactivacion a su estado original triplete. Los carotenos presentes en
numerosas plantas son, en este sentido, las moléculas mas eficaces donde el
B-caroteno es el compuestos mas representativo del grupo. Derivados
oxigenados de los carotenos, llamados xantofilas, tienen similar habilidad para
desactivar oxigeno singlete, aunque no tienen actividad provitaminica figura 13
(Lee et al, 1990).
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S+hv &> 's* —» Emision fluoresc.
{} (Reordenamiento)

3

S*
35 = 10 + Sustrato Sustrato
2 2 Oxidado

5 B-caroteno, xantofilas

30

2
-Figura 13-

1.4.2.5 Agentes complejantes.

Los metales, hierro, cobre, manganeso, se consideran como potentes

sustancias pro-oxidantes por su capacidad para descomponer el peréxido de

hidrégeno y originar radical hidroxilo. Las sustancias capaces de complejar

metales reducen de forma considerable el dafo oxidativo que pueden

ocasionar estos metales. En la naturaleza aparecen numerosas sustancias

capaces inactivar metales, como el acido ascérbico y sus derivados,

fosfolipidos, polifosfatos o determinados compuestos fenolicos (Pokorny, 1997).
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1.5 ANTIOXIDANTES EMPLEADOS EN ALIMENTACION.

Los antioxidantes que habitualmente se emplean en la industria
alimentaria para la conservacion de los alimentos son de dos tipos:

antioxidantes sintéticos y antioxidantes naturales (Hudson, 1990).

1.5.1 Antioxidantes sintéticos.

Los compuestos sintéticos destinados a actuar como antioxidantes estan
sujetos a estrictas normas de seguridad y reglamentaciones. La Unica ventaja
que tiene su empleo es que presentan actividades mas reproducibles que los
naturales, debido fundamentalmente a la variabilidad biologica de estos
ultimos.

Los principales antioxidantes sintéticos empleados en alimentacion son
el BHA, (E 320), BHT (E 321), galatos de propilo (E 310), octilo (E 311) y
dodecilo (E 312), ésteres del acido ascorbico con acidos grasos y algunos
heterociclos nitrogenados (Hudson, 1990). Ademas acidos y sales inorganicas
como acido ortofosfoérico (E-338) y ortofosfatos de sodio (E-339), potasio (E-
340) o calcio (E-341) (Hudson, 1990).

Cabe destacar que, aunque el acido ascoérbico, el a-tocoferol u otros
antioxidantes pueden ser sintetizados, se consideran compuestos idénticos a

los naturales, por tanto se discutiran dentro de los antioxidantes naturales.

1.5.1.1 Fenoles sintéticos.

Quimicamente podemos decir que son compuestos fenélicos con grupos
hidroxilo y metoxilo que aveces se encuentran sustituidos por cadenas
alquilicas para aumentar su solubilidad en grasas ademas de reducir su
toxicidad. Son generalmente para sustituidos, ya que se considera que este

tipo de sustitucidon tiene menor toxicidad en el organismo.

1.5.1.1.1 BHA, 2-t-butil- 4-metoxifenol (E 320).

Es un antioxidante sintético utilizado inicialmente en la industria
petrolifera, empleado en alimentacion a partir de los anos 40 (figura 14). Es un
antioxidante soluble en grasas muy estable térmicamente, empleado en
productos de fritura generalmente. Usualmente se utiliza combinado con otros

antioxidantes, especialmente con el BHT (E 321), ya que potencian
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mutuamente sus efectos (Omura, 1993). Su utilizacion esta autorizada en la
mayoria de los paises incluidos la Union Europea y EEUU, no asi en Japon. Su
seguridad ha sido discutida extensamente; no tiene accién mutagénica, pero es
capaz de modular el efecto de determinados carcinégenos sobre animales de
experimentacion, potenciando o inhibiendo su accién, en funcién del
carcindgeno que se trate. Esto puede estar relacionado con su actividad sobre
ciertos enzimas hepaticos encargados de la eliminacion de sustancias extraias
al organismo (xenobibticos), que activan o destruyen a ciertos carcinégenos
(Schildermann et al, 1995).

1.5.1.1.2 BHT, 2,6 di-t-butil-4-metilfenol (E 321).

También procede de la industria petrolifera, y como hemos comentado,
se usa junto con el BHA, teniendo las mismas aplicaciones, y en general, las
mismas limitaciones legales (Figura 14) (Omura, 1993). Las dosis autorizadas
son siempre considerando la suma total de los dos. La tendencia mundial es a
la reduccion del uso de estos dos antioxidantes. Esta sustancia no es
mutagénica, pero como el BHA, es capaz de modificar la accién de ciertos
carcinogenos. Se cree que puede interferir en el metabolismo de la vitamina K,
ya que produce lesiones hemorragicas en animales de experimentacion

sensibles a la deficiencia de esta vitamina.

OH OH OH
o}
o< SN
BHT BHA
-Figura 14-

1.5.1.2 Galatos.

Son ésteres de acido galico con restos de propilo (E 310), octilo (E 311)
y dodecilo (E 312) (figura 15), con mayor solubilidad en grasa, que se usan
como antioxidantes alimentarios desde los afios 40. El acido galico esta
presente en la naturaleza en numerosos vegetales, pero no sus ésteres. El
principal inconveniente que presentan es su baja estabilidad térmica, por lo que

son poco Utiles para proteger alimentos sometidos a calor fuerte durante su
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preparacion. Se suelen emplear mezclados con BHA y BHT o acido citrico
(Hudson, 1990).

OH OH OH oH
HO\?/OH HO?OH HO?/OH HO\fErOH
P on PN o 0><>< 0% o

Acido Galico Propil Galato Octil Galato Dodecil Galato

-Figura 15-

1.5.1.3 Derivados de acido ascérbico.

El acido L-ascorbico (E 300), aunque esta presente en numerosas
fuentes naturales, el empleado en alimentacion, se obtiene industrialmente por
un conjunto de reacciones quimicas y procesos microbiologicos. Se considera
antioxidante natural, aunque se obtenga por procedimientos sintéticos. El
ascorbil acetato (E 304i), el palmitato (E 304ii) y el estearato (E 304iii) se
preparan facilmente a partir del acido ascorbico y se emplean debido a su
mayor solubilidad en grasas (Figura 16). Los ascorbil ésteres se hidrolizan en el
organismo dando acido ascoérbico y &acido acético, palmitico o estearico
respectivamente. Los ascorbil ésteres suelen presentar buenas propiedades

sinérgicas con los tocoferoles (Hudson, 1990).
QH
\n/O A O __o
T
HO OH
Ascorbil Acetato
QH
\/\/\/\/\/\/\/\“/O - 0 ©
I \/\S_I
HO OH
Ascorbi Palmitato
OH
\/\/\/\/\/\/\/\/\n/o A 0.0
T
‘ HO OH

Ascorbil Estearato

-Figura 16-
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1.5.1.4 Compuestos heterociclicos.

Algunos compuestos heterociclicos presentan también propiedades
antioxidantes. De todos ellos solamente se emplean algunos en alimentacion
(figura 17), como por ejemplo la etoxiquina o la diludina, que sirven para
estabilizar carotenos, grasas y se utilizan también en algunas preparaciones

farmacéuticas (Kourimska et al, 1993).

I

Etoxiquina Diludina

-Figura 17-

1.5.1.5 Otros.

Existen otros muchos compuestos sintéticos con propiedades
antioxidantes empleados en alimentacion como por ejemplo el acido benzobico
(E 210) o sus derivados etil (E 214), propil (E 216), metil (E 218) p-
hidroxibenzoato y sus sales sédicas (E 215, E 217, y E 219), que aunque
tienen capacidad antioxidante, son considerados como conservantes
propiamente dichos, ya que poseen actividad antimicrobiana (Figura 18)
(Raccachi, 1984).

Muchas sales inorganicas (acido ortofosférico y polifosfatos) se emplean
también con funciones antioxidantes en determinados alimentos, pero no
vamos a entrar en una descripcion mas detallada debido a su naturaleza

quimica, distinta a las de las moléculas objeto de este trabajo.

COOH o O\
OH
Acido Benzoico 4-Hidroxi benzoato de metilo
(0] o _- o O~
OH OH
4-Hidroxi benzoato de etilo 4-Hidroxi benzoato de propilo
-Figura 18-
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1.5.2 Antioxidantes naturales.

El uso de nuevas tecnologias en alimentacion y de productos quimicos
sintéticos levanta ciertas suspicacias entre los consumidores. Los antioxidantes
naturales presentan ciertas ventajas frente a los de origen sintético que en los
ultimos afnos estan quedando relegados a un segundo plano (Pokorny, 1991).

Los antioxidantes mas empleados en alimentacion son los provenientes
de fuentes naturales que sirven habitualmente como alimentos, por ejemplo
compuestos antioxidantes presentes en cereales, frutas, verduras, hierbas y
especias. La mayoria de los antioxidantes provenientes de fuentes naturales
son compuestos fendlicos mas o menos complejos. Aunque a priori pueden
presentar menor actividad que los compuestos sintéticos, se suelen emplear
extractos donde existen mezclas, que presentan efectos sinérgicos, y que
pueden ir acompafados de otros tipos de inhibidores oxidativos como
sustancias desactivantes de oxigeno singlete o agentes quelantes. Los
productos naturales que se obtienen de extractos vegetales tienen la ventaja de
estar sujetos a menores restricciones legislativas y controles de seguridad ya
que sus fuentes naturales se consideran seguras y no son necesarias
reglamentaciones especiales (Pokorny 1999).

Los productos naturales presentes en plantas u otras fuentes naturales
gue no se emplean habitualmente como alimentos, requieren regulaciones
adicionales que incluyan estudios toxicolégicos para comprobar su seguridad.
Este es el caso de compuestos antioxidantes presentes en las hojas del gingko
biloba por ejemplo (Shen et al, 1995). En el siguiente apartado comentaremos
detalladamente las fuentes naturales empleadas para la obtencion de
antioxidantes.

1.5.2.1 Tocoferoles.

Los tocoferoles estan constituidos por un anillo bencénico sustituido
condensado con un anillo de pirano, con un hidroxilo en para respecto al atomo
de oxigeno del anillo adyacente, y una cadena lateral diterpénica. Tenemos
distintos tipos de tocoferoles dependiendo de la sustitucion que presente el
anillo respecto a los grupos metilo (figura 19).

Los tocoferoles van acompanados en sus fuentes naturales por otros
compuestos de naturaleza similar, pero que presentan dobles enlaces en la

cadena lateral. De esta forma aparecen junto a dehidrotocoferoles,
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tocodienoles y tocotrienoles, con uno dos y tres dobles enlaces
respectivamente sobre la cadena lateral. Por Ultimo, se encuentra el trolox C,
cuya cadena ha sido sustituida por un grupo carboxilo. Tiene una actividad
antioxidante similar al o-tocoferol, pero mucho mas hidrofilo (Mariani et al
1996).

El antioxidante mas importante del grupo es el a-tocoferol (E-307),
también conocido como vitamina E, aunque su actividad antioxidante es menor
que la de otros tocoferoles del grupo, resulta ser el que mejor se absorbe a
través del intestino y posee mayor actividad in vivo (Dillard et al, 1983). La
vitamina E es el antioxidante de membrana mas eficaz que se conoce, previene
la lesion oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados y de las proteinas ricas
en grupos tiol de las membranas celulares, preservando asi la integridad
estructural y funcional de los organulos subcelulares (Kamal-Eldin et al, 1996).
El acido ascérbico (vitamina C) y el glutatién reducido pueden regenerar a-
tocoferol a partir del radical tocoferoxilo; existe una interaccidén vitaminica
donde la vitamina C, hidrosoluble, regenera a la vitamina E en la fase grasa
(Niki et al, 1995). Ademas existen otras actuaciones sinérgicas con la catalasa,
la glutation peroxidasa y las superoxido dismutasas. La vitamina E participa en
la estabilizacion de las membranas, la agragacion plaquetaria, la hemolisis y

algunas actividades enzimaticas (Kamal-Eldin et al, 1996).

R1

H R1 R2 R3
© CH, CH, CH, Alfa-Tocoferol (E-307)
R4
H CH Beta-Tocoferol
R2 o CH, 3
R3 H CH, CH, Gamma-Tocoferol (E-308)
H CH, Delta-Tocoferol (E-309)
R4 W Tocoferoles
R4 S A o Tocotrienoles
R4 -COOH Trolox-C
-Figura 19-

Los tocoferoles empleados en alimentacién pueden provenir de extractos

de origen vegetal (E-306) o de procedimientos sintéticos. La vitamina E natural
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y sintética no son equivalentes en composicion, estructura o biodisponibilidad.
La vitamina E natural (RRR a-tocoferol o d-a-tocoferol) es una entidad Unica
(Figura 20). La vitamina E sintética es una mezcla de 8 estereoisomeros en

partes iguales, sélo uno de los cuales es equivalente a la vitamina E natural.

R

Vitamina E

-Figura 20-

Los otros 7 estereoisémeros presentan diferentes configuraciones
moleculares y actividades biolégicas menores que, segln ensayos en ratas,
varian entre el 21% y el 90% de la actividad de la vitamina E natural (Hudson,
1990).

Los tocoferoles se obtienen como subproducto del refinado de aceites,
soliendose reemplazar su contenido por tocoferol acetato sintético que
presenta algunas ventajas sobre los tocoferoles libres, principalmente una
mejor estabilidad oxidativa que permite mayores periodos de almacenamiento
(Pokorny 1999).

1.5.2.2 Lecitinas (E-322).

Aunque su numero de coédigo corresponde a un antioxidante, su principal
funcién en los alimentos es como emulsionante. La lecitina se obtiene como un
subproducto del refinado del aceite de soja y de otros aceites vegetales. Se
encuentra también en la yema del huevo, y es un componente importante de
las ceélulas de todos los organismos vivos, incluido el hombre. La lecitina
comercial esta formada por una mezcla de diferentes sustancias, la mayor
parte fosfolipidos con accidn emulsionante (fosfatidil colina, fosfatidil
etanolamina). Esta accion es muy importante en tecnologia de alimentos, por
ejemplo, la lecitina presente en la yema del huevo es la que permite obtener
mahonesa que es una emulsién de aceite en agua.

Su actividad antioxidante se debe a la presencia conjunta de tocoferoles

con los que ejerce buenos efectos sinérgicos.
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1.5.2.3 Carotenoides.

Son hidrocarburos poliénicos biosintetizados a partir de unidades de
isopreno, se conocen mas de 600 y son los responsables de la pigmentacion
de numerosos vegetales.

alfa-caroteno

Pro-vitaminicos | beta-caroteno

Carotenos gamma-caroteno
. .. Licopeno
No pro-vitaminicos | fitoeno
fitoflueno
Carotenoides
Pro-vitaminicos | beta-criptoxantina
Xantofilas

Luteina

No pro-vitaminicos | zeaxantina
cantaxantina
equinenona

-Figura 21-

Los carotenoides tienen la capacidad de actuar como agentes
fotoprotectores desactivadores de oxigeno singlete y como captadores de
radicales libres. Se dividen en dos clases principales (Rojas 1996): Carotenos
(hidrocarburos poliénicos puros) y xantofilas (contienen oxigeno). Algunos
carotenoides son precursores de la vitamina A; por lo que se dividen a su vez
en dos grandes grupos: provitaminicos y no provitaminicos siendo los mas
activos los beta, alfa y gamma carotenos (figura 21 y 22).

Los animales no podemos sintetizarlos y deben proveerse a través de
diferentes fuentes alimentarias. El beta caroteno (E-160ii), posee fuerte
actividad antioxidante y una vez absorbido en el organismo se escinde en dos
moléculas de vitamina A, las formas alfa y gamma son algo menos activas.
Otros, como la luteina (E-161b) o el licopeno (E-160d) son potentes
antioxidantes pero no provitaminicos.

Los carotenoides que se utilizan en alimentacidén provienen de extractos
naturales (E-160ai) o de procedimientos sintéticos, ademas de sus propiedades

antioxidantes su empleo mas habitual es como colorantes.
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-Figura 22-
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1.5.2.4 Acido ascérbico.

El &cido ascérbico, también conocido con el nombre de vitamina C, es
una lactona a,B-insaturada que actia directamente frente a los radicales libres
siendo el antioxidante hidrosoluble mas importante del liquido extracelular
(Figura 23). La vitamina C es indispensable para mantener la estructura de la
sustancia intercelular del tejido conectivo ya que actia como cofactor de las
enzimas implicados en la sintesis de colageno (Murad et al, 1981). La vitamina
C ademas presenta accion moduladora sobre el sistema inmune y favorece la
absorcion intestinal de hierro (Kitts, 1997).

El acido ascorbico se suele emplear junto con un isémero suyo el acido
isoascorbico (o acido eritérbico, E 315), que auhque no tiene propiedad

vitaminica, si presenta excelentes propiedades sinérgicas con el &acido

ascorbico.
OH OH
HO OH HO OH
Acido Ascérbico Acido Isoascorbico
~Figura 23-

1.5.2.5 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fenodlicos son un amplio grupo de moléculas presentes
en la naturaleza que posee anillos aromaticos con sustituyentes hidroxilados.
Estos compuestos son en su mayoria potentes antioxidantes necesarios para el
funcionamiento de las células vegetales (Harborne, 1989). Se encuentran
ampliamente distribuidos en frutas y verduras (manzanas, cebollas), o en
bebidas como el té y el vino, también en aceites de semillas y de frutos
oleaginosos como el aceite de oliva (Kinsella et al, 1993, Visioli et al, 2000).

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar de acuerdo con el
numero de atomos de carbono del esqueleto base, en al menos 10 clases
distintas (Harborne, 1989). De todas las familias de compuestos fendlicos, el
grupo mas numeroso lo forman los flavonoides (C6-C3-C6) donde se han

identificado mas de 5000 compuestos (Harborne, 1993).
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Atomos de Carbono Esqueleto Tipo
6 Cs Fenoles Simples
Benzoquinonas
7 Ce-Cy Acidos Fendlicos
8 Ce-C, Derivados de Tirosina
Acidos Fenilacéticos
9 Ce-Cs3 Acidos cinamicos
Fenilpropenos
Cumarinas
10 Ce-Cy Naft_oquinones'
13 Ce -C1-Cs Xantonas
14 Ce C2-Cs Estilbenos
Antraquinones
15 Ce6-C3-Cs Flavonoides
Isoflavonoides
18 (Ce-C3)2 Lignanos
Neolignanos
30 (Ce-C3-Cs)2 Bioflavonoides
n9 (Cs-C3)n Ligninas
n6é (Ce)n Melaninas Catecolicas
n15 (Ce-C3-Cs)n Taninos Condensados
~-Tabla 4-

00000000000000000000000000000000000000000000000900

Las variaciones estructurales en los anillos subdividen a los flavonoides
en las distintas familias. La tabla 4 muestra los principales fenoles identificados
en nuestra dieta, las figuras 24 y 25 representan algunas de las estructuras de

estos fenoles sencillos y algunas de las familias de flavonoides mas habituales.
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Acidos Fenélicos C6-C1

COOH R2 R3 R4 R5
R2 H OH OH OH  AcidoGdlico
R5 R3 OH H H H Acido salicilico
R4 H OH OH H Acido Protocatecuico
OH Derivados de tirosina C6-C2
R
H Tirosol
R OH Hidroxitirosol
OH
L ]
COOH Acidos cinamicos C6-C3
V R
H Acido p-cumarico
R OH Acido cafeico
OH

Estilbenos C6-C2-C6

RO
R
S
H Resveratrol
HO D-glucosa Piceido
-Figura 24-

La estructura quimica de los fenoles es especialmente adecuada para
ejercer accion antioxidante (donantes de hidrogeno o electrones, o atrapador
de radicales libres) (Mathiesen et al, 1997).

En estudios in vitro, muchos polifenoles naturales son mejores
antioxidantes que las vitaminas E y C. Ademas, su capacidad de quelar
metales, especialmente cobre y hierro, los hace actuar indirectamente como
antioxidantes ya que inhiben la acciéon de los metales como catalizadores en la

formacion de radicales libres (Conner, 1996).
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-Figura 25-

Flavonol
R R1
H H Quempferol

OH H Quercetina

Flavan-3-ol

R R1

OH  OH Catequina

Flavona

R R1

H H Apigenina
OH H Luteolina

Antocianidina

R R1
OH H Cianidina

OMe OMe Malvidina

Proantocianidina o Tanino
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1.5.3 Fuentes naturales de antioxidantes empleados en
alimentacion.

1.5.3.1 Aceites vegetales comestibles.

Todos los aceites comestibles como el de girasol, soja, germen de trigo
etc., son particularmente ricos en tocoferoles (tabl.a 5), (Pokorny, 1999).

El contenido en tocoferoles por ejemplo en el aceite de soja es de 1400
mg/Kg, en el aceite de maiz 1200 mg/Kg, etc. Entre el 20 y el 50% del
contenido en tocoferoles se pierde durante la refinacion de estos aceites,
especialmente en la etapa de desodorizacién, quedando un concentrado rico
en tocoferoles. Lo que se suele hacer es afadir posteriormente las cantidades

que se pierden a partir del concentrado que se obtiene en la desodorizacion.

Aceite a-Tocoferol B-Tocoferol y-Tocoferol Tocoferoles
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) Totales (mg/Kg)
Soja 80-150 210-780 60-400 300-1400
Colza 120-300 220-450 5-15 380-750
Girasol 550-900 25-110 0-5 580-980
Maiz 120-400 420-780 10-50 680-1250
Cacahuete 80-320 120-280 5-30 90-550
Oliva 80-180 0-5 0 80-180
Semilla algodén 550-700 200-280 0-5 800-980
Arroz 500-650 230-340 0-5 750-950
-Tabla 5-

Los tocoferoles que se afaden habitualmente a los alimentos provienen
de concentrados naturales obtenidos durante la refinacion de los aceites

comestibles, o de procedimientos sintéticos (Pokorny, 1999).

1.5.3.2 Aceites de frutos y semillas.
Algunos aceites vegetales son fuentes de otros compuestos
antioxidantes de naturaleza fendlica distintos a los tocoferoles. Los compuestos

fendlicos que se encuentran en las semillas y/o frutos oleaginosos son
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extraidos parcialmente durante el proceso de elaboracion del aceite a la fase
grasa.

- Aceite de oliva.

Este es el caso por ejemplo de los antioxidantes presentes en las
aceitunas. Los compuestos fendlicos se encuentran en forma de glucésidos en
el mesocarpo y la piel de la aceituna principalmente, sufren, du}ante el proceso
de elaboracién del aceite de oliva, hidrolisis quimicas y enzimaticas pasando
una pequefa cantidad al aceite en forma de compuestos fendlicos sencillos y
agliconas (Figura 26), que son en ultimo término, los responsables de la gran
estabilidad oxidativa que presenta el aceite de oliva (Boskou, 1996; Colguhoun
et al, 1996)). Sin embargo, la mayor parte de los compuestos fendlicos de la
aceituna no son extraidos y quedan en los residuos formando parte del orujo, el
alpechin o en las aguas de lavado. Por tanto los residuos provenientes de la
industria de la aceituna, pueden utilizarse como fuente de compuestos
antioxidantes para la conservacion de los alimentos, u otros fines (Fernandez-
Bolaios et al, 2002).

HO (0] (0] OH
HO
D/V owoé\cmw
HO h
OH

HY HO
OO HO
0 Oleuropeina Hidroxitirosol
. -COOH HO . . COOH
HO HO HO
Tirosol * Acido p-cumarico Acido Cafeico
COOH COOH
/OD/\/COOH
~
o HO ~o o~
OH OH
Acido Vanilico Acido Fertlico Acido Siringico
-Figura 26-

- Aceite de semillas de sésamo.
Las semillas de sémamo contienen importante porcentajes de lignanos y

productos hidrolizados que no son eliminados totalmente en proceso refinacion
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y pasan al aceite que contribuyen a mejorar su estabilidad. El principal
componente es el sesamol, junto con compuestos relacionados
estructuralmente como el sesamin (figura 27) (Shahidi et al, 1997).

Jon! -

/ \
O 0
T LD
( 5
Sesamin Sesamol
-Figura 27-

- Aceite de semillas de girasol.

Rico en acido clorogénico y compuestos relacionados que también son
parcialmente descompuestos durante el proceso de elaboracién (figura 28)
(Pokorny, 1999).

HO o OR, x_COOH
COOH
HO HO R1 R2
R .
0 OH OR, H H Acido Cafeico
OH CH, H Acido. Ferulico
Acido Clorogénico CH, OCH, Acido Sinapico
-Figura 28-

- Cacahuetes.

Contienen importantes cantidades de flavonoides, taninos y otros
compuestos fendlicos de naturaleza compleja, localizados principalmente en la
cascara (Duh et al, 1992).

- Aceite de semillas de algodon.

Las variedades de cultivo modernas han sido modificadas para eliminar
la presencia de un compuesto fenolico téxico, el gosipol. Es un fenol complejo,
(figura 29) con grupos aldehido y estructura dimera que causa esterilidad
masculina. Las nuevas variedades, libres de gosipol, mantienen cantidades

importantes de flavonoides, quercitina, y tocoferoles (Whittern et al, 1984).

0000000000000 0000000000000000000000000000008000000°0
(@]
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CHO OH OH CHO
HO ! l ! ] OH
HO OH
Gosipol Quercitina
-Figura 29-

- Aceite de semillas soja.

Rico en flavonas e isoflavonas, es uno de los mas utilizados en
alimentacion (figura 30). La introduccién de semillas de soja genéticamente
modificada con resistencia a herbicidas, ha sido el factor determinante para

impulsar el cultivo de la soja por todo el mundo (Pratt et al, 1980).

Isoflavonas

OH
OH
HO 0]
HO O O l
(L g
OMe O
OH

OH O

Luteolina Genisteina Daidzeina

-Figura 30-

- Aceite de semillas de colza.

Las semillas de colza contiene principalmente taninos y derivados de
sinapico, junto con otros compuestos de tipo glucosinolatos, que por hidrélisis
rinden tiocianatos, isotiocianatos, nitrilos, que pueden tener efectos
desagradables sobre el organismo. En el aceite de colza se encuentra también
un acido graso, el acido erucico, que en su forma trans, resulta téxico para el
organismo (figura 31). Las nuevas variedades de colza destinadas a la
elaboracidon de aceites, se han desarrollado minimizando el contenido en
glucosinolatos y acido ertcico y actualmente han desplazado a las variedades
originales (Pokorny, 1999). Las semillas de otras plantas de la familia de las
cruciferas (col, repollo, coliflor) también se utilizan para obtener aceites

destinados a consumo humano (Zadernowski et al, 1995).
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1.5.3.3 Aceites de salvado de cereales y legumbres.
Los cereales son unos de los principales componentes de la dieta,
contienen distintas cantidades de compuestos fendlicos especialmente en las

partes del salvado (piel que envuelve el grano) y semillas.

- Aceite de avena.

Uno de los primeros cereales de los que se extrajo un concentrado rico
en antioxidantes para su empleo en alimentacion, fue la avena. Contiene
compuestos fendlicos parcialmente unidos a lipidos que los hacen liposolubles

usa en la estabilizacién de aceites y otros alimentos (Duve et al, 1991).

MeO X _-COOH

HO
OMe

Acido Sinapico

Tanino Glucosinolatos

| Acido Ertcico
COOH

_ COOH Acido Brasidico
PV N N\ U2 N N P P g

-Figura 31-

- Aceite de arroz.

El salvado del arroz se emplea para obtener aceite donde pasan
compuestos fendlicos junto con tocoferoles, especialmente una mezcla de
ésteres de acido fertlico y esteroles (campesterol, estigmasterol, sitosterol etc.)

denominada y-orizanol (figura 32) (Godber et al, 1999). Su bajo contenido en
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acidos poliinsaturados lo hace ademas especialmente estable, al igual que

ocurre con el aceite de oliva (Diack et al, 1995).

- Legumbres.

El contenido en compUestos fendlicos de las legumbres no es
excesivamente alto. Se suelen emplear en la estabilizacion de alimentos
dosificandolos en grandes cantidades como si fueran ingredientes. Los
compuestos fenolicos se acumulan principalmente en las cascaras de las
legumbres y estan constituidos principalmente por flavonoles, taninos y
lignanos (Troszyfiska et al, 1997).

0]
MeO N o
HO
Cicloartenil Ferulato
(o]
MeO N
HO
24-Metilen Cicloartenil Ferulato
o
MeO X o
HO

Campesteril Ferulato

-Figura 32-

1.5.3.4 Antioxidantes provenientes de frutas y vegetales.
Las frutas contienen numerosas flavonas y compuestos relacionados,
que actuan en muchos casos de forma sinérgica con la vitamina C (figura 33).

Las antocianinas son compuestos solubles en agua responsables del color
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oscuro del vino y de los zumos y de sus propiedades antioxidantes. Los
antioxidantes con propiedades hidrofilicas presentes en las frutas (citricos
fundamentalmente) han resultado ser antioxidantes muy eficaces en medios
polares y emulsionados (Pokorny, 1999).

También pueden emplearse en la estabilizacion de alimentos, otros
compuestos, de naturaleza no fendlica, presentes en los vegetales. Como por
ejemplo los compuestos sulfurados que se encuentran en las cebollas y ajos.
Su utilizacion esta mas restringida debido a los olores que generan, limitandose
su empleo a snacks, aperitivos y ese tipo de productos (Jurdi-Haldeman et al,
1987).

Flavona

OH

HO OH

Acido Ascérbico Proantocianina

-Figura 33-

1.5.3.5 Antioxidantes provenientes de hierbas y especias.

Numerosas plantas pueden utilizarse directamente a partir de sus hojas
para hacer infusiones, extractos, tisanas, etc, y utilizar su elevado contenido en
compuestos fendlicos (Kasuga et al, 1988). Este es el caso, del té; sus hojas
son muy ricas en catequinas, epicatequinas, galocatequinas y galatos (figura
34). Los extractos de té verde presentan actividades antioxidantes similares a
los antioxidantes sintéticos y son de los mas empleados para estabilizar
alimentos. Los extractos antioxidantes se obtienen a partir de la infusion, o del

residuo que queda su preparacion (Chen et al,1996).
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R1 R2 coo

H H (-)-epicatequina

OH Galato  (-)-epigalocatequina HO OH
OH
Galato

-Figura 34-

Muchas de las especias que se emplean para condimentar comidas
(oregano, clavo...) son muy ricas en compuestos fendlicos (flavonoides,
cumarinas, fenoles...). A partir del residuo que deja la destilacién de sus aceites
esenciales, se obtienen <extractos ricos en compuestos antioxidantes. El
ejemplo mejor conocido del grupo es el extracto de romero, rico en
antioxidantes como el carnosol, el acido carndsico y otros derivados (figura 35).
Por lo general, se suele anadir la especia directamente al alimento sin recurrir
al aislamiento de los productos individuales. El empleo de compuestos aislados
directamente de las especias suele llevar reglamentaciones especiales. La
adiccidén de especias puede alterar el sabor y olor del producto final; no ocurre
asi cuando las especias se emplean después de destilar los aceites esenciales

con arrastre de vapor (Naketani,1994).

OH
HO
HOOC
Acido Camésico Carnosol Rosmanol

-Figura 35-
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1.6  APLICACIONES DE LOS ANTIOXIDANTES EN ALIMENTACION.

La eficacia de un antioxidante depende no solo de la estructura de la
molécula, se encuentran involucrados otros muchos factores, como Ila
composicion de la fraccion lipidica, oxidantes, presencia de otros inhibidores o
promotores de oxidaciéon, cantidad de agua etc. Todos estos factores

condicionan finalmente la eleccién del antioxidante a emplear.

1.6.1 Estabilizacion de grasas y aceites.

Las grasas animales, como la manteca de cerdo o la grasa lactea,
contienen niveles muy bajos de antioxiddntes naturales, su estabilidad frente a
la oxidacion es baja a pesar de su bajo grado de insaturacién. Tanto
antioxidantes naturales como sintéticos resultan muy eficaces en la
estabilizacién de grasas animales, aunque generalmente, se emplean mezclas
con sinérgicos. Los antioxidantes lipofilicos presentan mejores resultados,
aungue también pueden emplearse antioxidantes polares.

Los aceites vegetales son mas dificiles de estabilizar debido a su mayor
contenido en acidos grasos poliinsaturados. Sin embargo, resulta ventajoso la
alta cantidad en antioxidantes naturales, principaimente tocoferoles, que
presentan estos aceites comestibles. La adicién de antioxidantes fendlicos en
estos aceites suele mostrar eficacia limitada, siendo mas habitual el empleo de
sinérgicos.

Los aceites que contienen niveles altos de antioxidantes naturales, como
el aceite de oliva, el de sésamo o el aceite de arroz no suelen necesitar

estabilizaciones adicionales.

1.6.2 Aplicacion de antioxidantes en emulsiones grasas.

La actividad que presentan los antioxidantes en emulsion es muy
diferente a la que presentan en el aceite crudo. En medios emulsionados, por
ejemplo mayonesas, los antioxidantes polares se extraen a la fase acuosa, lo
qgue conlleva una pérdida de su actividad. Los antioxidantes apolares,
permanecen en la fase grasa, o se acumulan en la interfase, siendo su
actividad usualmente alta. De esta forma, se concluye que, antioxidantes
polares son mas efectivos en medios apolares y antioxidantes apolares en

medios polares. Ejemplo de este comportamiento los encontramos en el caso
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del Trolox frente al a-tocoferol, o con el acido ascorbico y el ascorbil palmitato,
cuando son probados tanto en aceite crudo como en emulsion.

Algunos antioxidantes de naturaleza semipolar, pueden acumularse en
la interfase agua-aceite, previniendo la difusion del oxigeno a la fase grasa. La
capacidad antioxidante depende también del tipo de emulsién; emulsiones de
aceite en agua (O/W) se estabilizan mas faciimente que las emulsiones agua
en aceite (W/O) ya que las "gotas" de aceite estan aisladas del exceso de

oxigeno de la fase acuosa y de la interfase.

1.6.3 Empleo de antioxidantes en alimentos.

Los alimentos deshidratados, como sopas, leché en polvo, etc., son muy
sensibles a la oxidacion ya que el oxigeno tiene acceso directo a las particulas
de lipidos. La estabilizaciéon es poco eficaz, la velocidad de iniciacion de la
reaccion de autooxidacion es alta y los antioxidantes se inactivan rapidamente.

Proteinas y otros muchos componentes de los alimentos también
ejercen funcidén protectora actuando como sinérgicos de otros inhibidores,
aumentando su efecto antioxidante. También se encuentran de forma natural
en los alimentos, sustancias complejantes, al igual que metales pesados
provenientes de hemo derivados.

En los alimentos que contienen agua, la fraccion lipidica suele ser
relativamente estable, encontrandose protegida del exceso del oxigeno del
aire, por capas de proteinas o carbohidratos. La adicion de antioxidantes
lipofilicos es efectiva, mientras que los antioxidantes polares podrian pasar a la
fase acuosa, perdiendo su actividad, similar a lo que ocurre en el caso de las
emulsiones.

También se suelen emplear antioxidantes en los materiales destinados
al envasado para evitar la difusion del oxigeno hasta el alimento.

De cualquier forma, debido a la complejidad de la composiciéon de los
alimentos, es necesario probar distintos antioxidantes y evaluar su eficacia en

cada caso particular.

1.6.4 Niveles legales permitidos de antioxidantes.
El empleo de antioxidantes sintéticos se encuentra restringido a muy
pocos compuestos, los cuales han pasado complicados y costosos

experimentos para probar su seguridad. Estas experimentos incluyen pruebas
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que demuestren que no provocan malformaciones fetales ni cancer en al
menos tres especies distintas de animales de laboratorio y una de ellas no
roedor. En cualquier caso, la adicion de antioxidantes estéa restringida al 0.02%
de la cantidad total de grasa. Los antioxidantes permitidos varian de un pais a
otro, y siempre sujeto a cambios; algunos ejemplos se muestran en la tabla 6.
En la pra.ctica, resulta ventajoso el empleo de mezclas, que generalmente
presentan mayor actividad que los componentes por separado, y garantiza que
no se excede el limite legal de los compuestos por separado.

Muchos compuestos naturales estan generalmente considerados como
seguros (GRAS) y su empleo no esta restringido por la legislacion, este es el
caso por ejemplo de los compuestos fendlicos, fosfolipidos, aminodtidos etc.,
presentes en extractos naturales. El uso de especias tampoco esta sujeto a
restricciones legales. Para compuestos puros, aislados de fuentes naturales
que habitualmente se emplean como alimentos o no, se debe comprobar que

no existen riesgos en su empleo mediante estudios de toxicidad.

Antioxidante Aplicacion
Propil Galato Grasas y aceites
Dodecil galato Grasas y emulsiones
BHT Grasas, aceites y alimentos
BHA Grasas, aceites y alimentos

Di-t-butilhidroquinona | Aceites vegetales y de pescado

Ascorbil Palmitato Aceites vegetales, sinérgico

Tocoferoles Grasas y aceites

Esteres de &c. Citrico | Sinérgico, aceites comestibles

Lecitinas Sinérgico
Carotenos Aceites comestibles y emulsidon
Aceite de silicona Aceites de fritura
-Tabla 6-
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

21 ELECCION DE LAS MOLECULAS A SINTETIZAR.

El interés por los antioxidantes naturales continua creciendo por diversos
motivos. Principalmente, por ser sustancias que se encuentran de forma natural
en los alimentos y se llevan consumiendo desde hace cientos de afos, por
tanto se consideran seguras, evitando las pruebas de seguridad a las que se
someten los compuestos de sintesis.

Las plantas son capaces de sintetizar una gran variedad de moléculas
organicas que «desempefian numerosas funciones, desde soporte estructural
hasta funciones defensivas. Este variado abanico de moléculas se conocen
generalmente con el nombre de metabolitos secundarios. Los compuestos
fendlicos son los metabolitos secundarios que se encuentran mas ampliamente
distribuidos en todo el reino vegetal.

El término "compuestos fenolicos" comprende aproximadamente unos
8000 compuestos naturales todos ellos con una caracteristica estructural
comun: Un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo (fenol).

La clasificacion actual divide a los compuestos fenélicos en dos familias,
denominadas polifenoles y fenoles sencillos, basada exclusivamente en el
numero de anillos fenolicos presentes; Los polifenoles poseen al menos dos
unidades de fenol e incluyen a los flavonoides y a los compuestos con mas de
tres subunidades de fenol denominados taninos.

Los compuestos fendlicos forman parte de los materiales de soporte de
la estructura celular en las plantas, participan de la coloracion de flores y frutos
para hacerlos atractivos a los insectos y pajaros, contribuyendo a la
polinizacion y a la dispersion de las semillas. Ademas los compuestos fendlicos
son importantes en los mecanismos de defensa celular frente a diferentes
condiciones de estrés ambiental como infecciones o exceso de luz y radiacion
ultavioleta. La potencialidad biolégica de estos segundos metabolitos se basa
en su capacidad para actuar como antioxidantes de los sistemas bioldgicos.

A parte del papel que juegan los compuestos fenélicos en la vida de la
planta, la atencion de numerosos investigadores se ha centrado hacia el campo

de la calidad alimentaria. Los compuestos fendlicos se asocian con el color, los
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atributos sensoriales y las propiedades nutricionales y antioxidantes de los
alimentos. La industria alimentaria se ha interesado en los ultimos afios en el
efecto que estos compuestos juegan en la maduracion de la fruta, el
oscurecimiento de los alimentos por procesos enzimaticos y en general, en su
papel como antioxidantes de los alimentos.

Generalmente, cuando se habla de compuestos fendlicos, los
flavonoides son la clase que predominantemente se describe, ya que estos
compuestos componen practicamente los dos tercios de los fenoles totales de
la dieta. El otro tercio restante esta compuestos casi en su mayoria por fenoles
sencillos, principalmente acidos fendlicos derivados de cinamico y benzoico,
habiendo un creciente int€rés en el conocimiento de su comportamiento
antioxidante y de los beneficios asociados al consumo de estos fenoles
sencillos.

La actividad antioxidante de los estos compuestos fendlicos la ejercen
principalmente en el medio acuoso de los sistemas biolégicos debido a su
naturaleza hidrosoiuble. Esta naturaleza hidrofilica les supone una importante
restriccion a la hora de utilizarlos en medios hidrofébicos como los aceites. La
esterificacion de los compuestos fendlicos con cadenas alifaticas puede servir
como herramienta para alterar sus propiedades fisicas de la molécula,
solubilidad, miscibilidad y su actividad antioxidante en el medio lipofilico o

emulsionado (Buisman et al, 1998; Pokorny 1999).

La actividad antirradicalaria de los compuestos fenodlicos depende de su
estructura molecular. Estudios preliminares realizados por distintos autores
sobre las relaciones estructura-actividad antioxidante sobre distintos acidos
cinamicos y derivados (Moon et al, 1998; Chen et al, 1997), apuntan hacia
distintas caracteristicas estructurales que favorecen la actividad antioxidante de

estas moléculas:

- La presencia de cadenas conjugadas en posicion para del hidroxilo
fendlico, produce la deslocalizacién del radical fenoxilo produciendo
estabilizacidon en la molécula y ganancia de actividad (Graf et al,
1992).
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- La presencia de grupos dador de electrones en orto (-OMe), favorece
la estabilizacion del radical fenoxilo incrementando la eficacia
antioxidante. (Cuvelier et al, 1992; Terao et al, 1993).

- La presencia de un segundo grupo hidroxifo en orto 0 en posicion
para, aumenta la actividad antioxidante gracias a estabilizaciones
adicionales por resonancia y formacion de o-quinona y p-quinonas
(Dziedrich et al, 1984; Pekkaninen et al, 1999)

El objetivo principal de este trabajo es la sintesis de antioxidantes
lipofilicos derivados de compuestos fendlicos para su aplicacion en la industria
alimentaria en la estabilizacion de las grasa's y emulsiones que forman parte de
los alimentos.

La eleccion de las moléculas a sintetizar la vamos a realizar
conservando los criterios de relacion actividad-estructura dados por otros
autores. De esta forma las moléculas fenolicas elegidas van a poseer hidroxilos
en posicion orto, cadenas en para a uno de los hidroxilos y/o sustituciones con
grupos dadores de electrones en el anillo, estableciéndose las familias de
acidos benzoicos, fenil acéticos y cinamicos como punto de partida de las

investigaciones que constituyen el objetivo principal este trabajo, figura 36.
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COOH
OOH
MeO]@/\/COOH MeOD/\/COOH
MeO
OMe OMe MeO ©
OMe OMe
Acidos Benzoicos Acidos Fenilacéticos Acidos Cinamicos

-Figura 36-
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La Unica posicion de la molécula donde podemos realizar
modificaciones, manteniendo los criterios estructurales anteriores, es en el
extremo de la cadena, sobre el grupo carboxilo. Existen referencias de
derivados esterificados de acidos cinamicos con fenoles o alcoholes alifaticos
de distinta longitud con propiedades antioxidantes (Borges et al, 2000; Kikuzaki
et al, 2002; Appendino et al, 2002), pero creemos mas conveniente sintetizar
derivados a partir de un grupo hidroxilo en esa posicion y esterificarlo con

acidos grasos.

Alcoholes fendlicos de este tipo, se encuentran también localizados en
distintas partes de la planta y constituyen intermedios biosintéticos muy
importantes en la sintesis de flavonoides, taninos, ligninas y secoiridoides,

entre otros.

El empleo de acidos grasos como sintones no supone un inconveniente
ya que son moléculas que se consideran seguras y se dispone de numerosas y

variadas fuentes naturales de obtencién.

Con la introduccién de restos de acidos grasos vamos a disponer de un
procedimiento para solubilizar en grasas moléculas antioxidantes de
caracteristicas polares, proceso de claro interés en la industria alimentaria.
Dependiendo del tipo de acido graso y del fenol, dispondremos de moléculas
con distintas solubilidades y propiedades antioxidantes que nos permitiran
distintas aplicaciones de las mismas. La esterificaciéon de acidos insaturados o
poliinsaturados (liquidos a temperatura ambiente) va a traducirse en una
disminucion del punto de fusién de los productos que va a facilitar el manejo

practico de los antioxidantes a la hora de su inclusion en un alimento.

En los ultimos anos existe ademas un creciente interés en los distintos
tipos de grasas que se consumen en la dieta y su efectos principalmente sobre
las enfermedades cardiovasculares. Como consecuencia de esto, ha aparecido
el concepto de grasa saludable que comprende a todas aquellas grasas que
aportan beneficios al organismo como los acidos grasos de cadena corta,
monoinsaturados y poliinsaturados (Mataix 2001). Debido a que este tipo de
moléculas son mas susceptibles de sufrir procesos oxidativos, la esterificacion
junto a la molécula de antioxidante puede resultar ademas un método efectivo

para proteger intrinsecamente a estas moléculas de la oxidacion.
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22 OBJETIVOS.

Las moléculas elegidas como productos de partida son distintos acidos
benzoicos, fenil acéticos y cinamicos, que poseen propiedades antioxidantes
puestas de manifiesto en numerosas ocasiones por otros autores que van a

servir para alcanzar distintos objetivos:

1.-  Se pretende realizar la reduccion del acido carboxilico a fin de
obtener sus correspondientes alcoholes, ya que en la mayoria de los casos, no
se encuentre disponibles comercialmente, figura 37.

2.- Realizar estudios experimentales de capacidad antioxidante para
determinar como afecta a la actividad antioxidante del catecol, la longitud de la
cadena alifatica, la presencia de dobles enlaces conjugados, el nimero de

grupos hidroxilo del anillo o la presencia de grupos metoxilo.

3.- Seleccionar entre todas ellas, las que proporcionen mejores
resultados de actividad antioxidante y esterificarlas quimicamente a acidos
grasos de distinta longitud y naturaleza (C4, C16, C18, C18:1, EPA y DHA)
para obtener una gama completa de compuestos que exhiban distintas
propiedades antioxidantes y de solubilidad tanto en fase grasa como en medio

acuoso y/o emulsionado.

4.- Desarrollar métodos enzimaticos para la obtencidn de los
antioxidantes lipofilicos objetivo de este trabajo. El empleo de productos de
sintesis quimica en alimentacion esta sometido a rigurosas reglamentaciones
en lo que se refiere a los reactivos permitidos, disolventes y condiciones de
reaccion a utilizar para su obtencion. Por tanto, debemos de buscar un
procedimiento de obtencidén que se considere “limpio” a la hora de producir este
tipo de moléculas para su inclusiéon en alimentos. Las reacciones enzimaticas,
pueden considerarse en Ultimo extremo como naturales por lo que su
aplicacion en la industria alimentaria ha aumentado considerablemente en los

ultimos anos.
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5.-  Determinar la propiedades antioxidantes, solubilidad y aplicacion
a la estabilizacion de grasas y emulsiones de las nuevas moléculas y
compararlas con las de antioxidantes que se emplean habitualmente a fin de

evaluar su posible inclusiéon en alimentacion.

6.- Realizar un estudio mediante quimica computacional del
comportamiento antioxidante que cabria esperar en base a los datos
experimentales y energéticos de los alcoholes fendlicos de partida. Se pretende
encontrar datos teoricos que correlacionen actividad y estructura para predecir

queé distribucion de grupos funcionales va a originar las moléculas mas activas

y disponer de una herramienta eficaz para la busqueda de nuevas moléculas.
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3. ANTECEDENTES.

3.1 BIOSINTESIS DE FENILPROPANOIDES EN PLANTAS.

La mayoria de los compuestos fendlicos de las plantas superiores
surgen a través de la ruta de conocida como biosintesis de fenilpropanoides,
como consecuencia del metabolismo de los aminoacidos aromaticos
fenilalanina y tirosina, que constituyen los principales intermedios biosintéticos

en la ruta del acido sikimico, figura 38.

COOH @/\
o - .
L-Phe — @/\/ CC,
NN
c.C ©/

COOH
63
NH,
HO

-Figura 38-

CeCy

La unidad estructural de fenilpropano C¢Cs que se encuentra en muchos
compuestos naturales (&cidos cinamicos, cumarinas, lignanos o flavonoides)
proviene del esqueleto de los aminoacidos aromaticos fenilalanina y tirosina. La
biosintesis de fenilpropanoides requiere la pérdida del grupo amino. La cadena
Cs puede ser saturada o insaturada y a veces oxigenada. Es frecuente
encontrar degradaciones en la cadena, con pérdida de uno o dos atomos de
carbono originando las unidades acortadas C¢C, y CsC4 que se consideran
como parte del sistema CgCs.

La figura 39 esquematiza la biosintesis de los principales acidos
hidroxicinamicos, hidroxibenzoicos y flavonoides encontrados en las plantas
superiores.

El primer paso de la biosintesis de fenil propanoides es la desaminacion
estéreo especifica de la fenil alanina, generandose el doble enlace trans del
esqueleto cinamico. La hidroxilaciéon del anillo sobre la posicion 4 origina el
esqueleto del &cido p-cumarico. Otros pasos involucran hidroxilaciones

adicionales del anillo y metilaciones que originan los acidos cafeico, ferulico,
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sinapico, etc. Los acidos benzoicos se originan principalmente por degradacion
de la cadena lateral por pérdida de un acetato a partir de los correspondientes
acidos hidroxicinamicos. Aunque se ha propuesto una via alternativa para la

biosintesis de acidos benzoicos a partir una ramificacion desde la ruta del

sikimico.
oH
PaL
SHIKIMATE PATHWAY | — 2= — . ﬁ:; — (;Lsn —
* NH, EooH COOH SooH
COOH COoH berzuitocd  soligyl acid
aoH Feenylaiacine cihramic acid

HG aH
- £AAH
ST |
™~ .

condensed taning em———  Savan-3aols snthosyanitne
-Figura 39-

Los acidos cinamicos participan también en la biosintesis de ligninas,
polimeros estructurales basados en el esqueleto C¢Cs. Las ligninas se forman

por acoplamiento oxidativo de los alcoholes hidroxicinamilicos originados por
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reduccion del éster con el coenzima A, y del aldehido a partir de los acidos

cinamicos, figura 40.
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3.2 REDUCCION DE ACIDOS CARBOXILICOS; METODOS DE
OBTENCION DE ALCOHOLES.

El atomo de carbono del acido carboxilico se encuentra en su maximo
estado de oxidacion y es susceptible de reducirse hasta aldehido o alcohol.
Debemos cor;siderar tres tipos de reducciones posibles:

- Hidrogenacion catalitica.

- Reducciones con hidruros de complejos metalicos.

- Reducciones con diborano.

3.2.1 Hidrogenacion catalitica. *

Por regla general, el grupo carbonilo no adiciona hidrégeno tan
rapidamente como lo hacen los dobles y triples enlaces, por tanto, se pueden
reducir facilmente alquenos o alquinos en presencia de grupos carboxilicos en
la misma molécula. Empleando paladio como catalizador y aumentando la
presion y temperatura, es posible reducir aldehidos y cetonas hasta alcoholes,

pero los acidos carboxilicos, ésteres y amidas son comparativamente inertes.

3.2.2 Reducciones con hidruros de complejos metalicos.

Los acidos carboxilicos se reducen rapidamente hasta alcoholes por
tratamiento con hidruros metalicos como el hidruro de aluminio y litio (LAH). En
general el hidruro de aluminio y litio reduce cualquier derivado de acido
carboxilico hasta su primer estado de oxidacion. El acido inicial adiciona una
molécula de hidruro produciéndose un intermedio tetraédrico con un enlace
polar oxigeno-aluminio, el intermedio evoluciona eliminando un alcéxido de
aluminio y formando un aldehido que rapidamente adiciona de nuevo hidruro
transformandose en el alcohol, un tercio del hidruro inicial se pierde en forma
de hidrégeno

El borohidruro sodico no es capaz de reducir acidos carboxilicos para
obtener alcoholes, forma carboxilatos. Se suele emplear en reducciones de
aldehidos y cetonas en disolventes polares, siendo escasamente soluble en
disolventes apolares.

Existen escasos métodos de reduccién de acidos hasta aldehidos, la

union de grupos alquil o alcéxido al atomo de aluminio (LtBAH, DIBAH, por
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ejemplo), modifica la reactividad y solubilidad del LAH y siendo un método

eficaz para la obtencion de aldehidos. En caso de exceso de reductor o la

temperatura por encima de 0°C se obtienen los alcoholes.

3.2.3 Reducciones con diborano.

El diborano se diso.cia en trihidruro de boro y reduce de forma eficaz

acidos carboxilicos y derivados, siendo uno de los mejores métodos de

obtencion de alcoholes.

En la siguiente tabla se muestra un resumen de los procedimientos de

obtencion de alcoholes empleando estos reductores.

Reactivo Aldehidos y Acidos Esteres Cloruros de
cetonas Carboxilicos Acido
H,/Cat. Alcohol (Lenta) (muy lenta) (muy lenta) Aldehido
NaBH,4 Alcohol no reacciona Alcohol (Lenta) mezclas
LiALH4 Alcohol Alcohol Alcohol Alcohol
LiAIH(Ot—Bu)3 Alcohol (Lenta) no reacciona (muy lenta) Aldehido (-78°C)
(iso-Bu),AlH Alcohol Alcohol Aldehido (-78°C) Alcohol
BoHs Alcohol (Lenta) Alcohol (muy lenta) mezclas
-Tabla 7-
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3.3 METODOS GENERALES DE FORMACION DE ESTERES.

La acilacion es una de las técnicas de transformacion mas versatiles en
quimica y se han desarrollado numerosos métodos y técnicas para la acilacion
de una gran variedad de sustratos. El agente acilante ideal seria acido graso
como tal, pero su reactividad frente nuclesfilos es limitada. Una solucion suele
ser la transformacién en algin derivado mucho mas reactivo como cloruros o
bromuros de acido o anhidridos y posterior desplazamiento nucleofilico (March,
1992).

3.3.1 Alcoholisis de haluros y anhidridos de acido.

La reaccion entre haluros de acilo y alcoholes o fenoles (acilacion) es, en
general, el mejor método para la formacion de ésteres carboxilicos. La reaccion
es aplicable a numerosos reactivos con distintos grupos funcionales.
Frecuentemente se usa piridina para neutralizar el acido que se forma, aunque
admite otras bases. R Y R’ pueden ser restos alquilo o arilo primarios,
secundarios, o terciarios. En el caso de acidos impedidos o alcoholes terciarios,
puede emplearse el alcdxido en lugar del alcohol. Para fenoles impedidos se ha

suele emplear junto con catalisis de transferencia de fase (March, 1992; Kurt et
al, 1948) .

La alcoholisis de anhidridos se emplea para la formacién de ésteres con
la misma frecuencia que la acilaciéon, aunque los anhidridos son generalmente
menos reactivos (figura 41). Se suele emplear medio basico, generalmente
piridina y dimetilamino piridina (DMAP) como catalizador (Haslam et al, 1980;
March, 1992).

0}

0
R/U\X + ROH ——» RJ\OR, + XH
X= Halogéno
I _ .
..* R-OH R""-COOH
R” 0”7 R RJ\OR, *

-Figura 41-
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3.3.2 Reactivos y técnicas especiales de acilacion.

Se han desarrolado técnicas de acilacion para sustratos problematicos,
como pueden ser alcoholes impedidos, o moléculas sensibles al pH que
transcurren en condiciones mas suaves de reaccion. El empleo de catalisis de
transferencia de fase asistida por éteres corona o la activacion electrofilica con
carbodiimidas, 1,1 -carbonildiimidazol, o ioduro de 2-bromo-1-metilpiridinio son

algunas de las técnicas mas empleadas (figura 42) (Haslam 1979; March,

1992).
A OO
C[O OD bce

NN
N N=C—N
K/O\) | —
-HCI
Eter Corona EDCI
‘ X
1 Ad,
N=N\ /=N Toor i
|§/N N\% CH,
1,1"-carbonildiimidazo loduro de 2-bromo-1-mietilpiridinio

-Figura 42-

3.3.2.1 Catalisis de transferencia de fase.

En contraste con la cantidad de procedimientos de alquilaciébn que
emplean catalisis de transferencia de fase, existen pocas referencias sobre
acilaciones con este tipo de catalisis, pero resulta de gran utilidad sobre todo
con sustratos voluminosos. El empleo de haluros de acilo es incompatibie con
la presencia de una fase organica y una acuosa, por tanto se requiere el
empleo de un sistema bifasico sélido/liquido constituido por un hidroxido, y el
disolvente organico adecuado (diclorometano, éter, THF) junto con una sal de
amonio cuaternaria que constituye el catalizador de trasferencia de fase. Este
tipo de metodologia ha resultado efectiva para la esterificacion de fenoles
impedidos como el 2,6-di-t-butil-p-cresol (figura 43) (llli et al,1979).
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-Figura 43-

o

3.3.2.2 Activacion electrofilica.
- Carbodiimidas

Un procedimiento alternativo de esterificacion menos drastico que la
conversion a cloruro o anhidrido de acido, es el empleo de algun reactivo que
active al 4cido frente la sustitucion nucleofilica. Este es el caso por ejemplo del
empleo de diciclohexilcarbodiimida (DCC) / 4-dimetilamino piridina (DMAP) que
ha desmostrado ser un método conveniente para la esterificacion de acidos
grasos con alcoholes vy tioles, en condiciones muy suaves de reaccion (Steglich
et al, 1978; Sturino et al, 1998). La esterificacion se produce en medio neutro o
ligeramente basico por la activacion electrofilica del acido sin necesidad de
recurrir a la formacion cloruros o anhidridos de acido. Como disolventes se
pueden emplear diclorometano u otros disolventes apréticos, de polaridades
similares, como el éter, el tetrahidrofurano o el acetonitrilo. La reaccion es
aplicable a una amplia variedad de acidos y alcoholes incluidos polioles e
incluso a compuestos sensibles como la vitamina A. El principal inconveniente
de la reaccibn es la formacion de N,N-diciclohexilurea (DCU) como
subproducto que resulta de dificil eliminacién del medio de la reaccion, figura
44. Se han desarrollado carbodiimidas, como la 1 etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida hidroclérica, (EDCI), que originan N-acilureas solubles en agua

que se eliminan facilmente en el prodesado.



0000000000000 000000000000000000000000000000000000F0

Antecedentes 68

Q':NO oo QN#:O oer Q%;‘O - . R)J\Nuc
o= -0~ .
Q.0

R J R
Analogo a anhidrido
Diciclohexilurea

-Figura 44-

-Imidazolidas.

Otra alternativa eficaz consiste en la activacion del acido graso con 1,1°-
carbonildiimidazol formandose una imidazolida que reacciona rapidamente con
un alcohol en presencia de una base, para originar el correspondiente éster,
figura 45, (Christie, 1993).

v co, j\
RCOOH  + E\/NJ\N/\j 2 . & N/\j . H—N/\j

Imidazolida

R,OH

1

/=N
RCOOR, + H—N

—

~Figura 45-

- loduro de aciloxipiridinio.

Un dltimo ejemplo de activacion de acidos carboxilicos consiste en la
formacion del éster en presencia de ioduro de 2-bromo-1-metilpiridinio. La
reaccion se produce a través de la formacion del ioduro de 2-aciloxi-1-
metilpiridinio que sufre el ataque nucleofilico del alcohol en presencia de una
amina terciaria para eliminar el ioduro de hidrégeno que se produce, figura 46,
(Christie, 1993).

AN R,COOH SN . ROH =
) — | ]+ RN X —— | + R,COOR,
B N+ RN RCOOT N RN o~ N
CH, CH, CH,
-Figura 46-
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3.4 BIOCATALISIS EN SINTESIS QUIMICA.

En las ultimas décadas, el uso de las biotransformaciones en quimica
organica, ha permitido ampliar el nimero de herramientas de las que disponen
los quimicos para llegar a sintesis de compuestos enantioméricamente puros
(Drauz et al, 1995).

El ndmero de publicaciones referentes al empleo de enzimas es
amplisimo, cubriendo ademas un amplio abanico de biotransformaciones entre
las que se encuentran transacilaciones, reducciones, oxidaciones, formacion de
enlaces carbono-carbono, sintesis de carbohidratos, etc., entre las mas
notables, figura 47, (Davis et al, 2001). La tabla 8 muestra una clasificacion con

las principales familias de enzimas.

Familia Biotransformacion
Lipasas Acil transferasas que
Esterasas catalizan la formacion y/o
Peptidasas hidrdlisis de variados
Acilasas enlaces éster y amida

Glicosidasas

Glicosil-transferasas

Sintesis de carbohidratos

Epoxidasas

Nitrilasas

Nitrilo-hidratasas

Enzimas hidroliticas que
catalizan hidrélisis

enantioselectivas

Aldolasas Enzimas que catalizan
Oxinitrilasas reacciones de formacion de
enlaces C-C
Oxidasas Hidroxilaciones y
dihidroxilaciones
Reductasas Reducciones de

carbonilos y nitrilos

-Tabla 8-




|

Antecedentes 70

De toda la cantidad de biocatalizadores que existen, las lipasas son las
mas empleadas. Estas enzimas son capaces de llevar a cabo reacciones de
hidrélisis enantioselectivas (figura 48, (1) y (2)) y catalizar la formacion de un
amplio abanico de enlaces éster y amidas, siendo estd su aplicacion mas
utilizada (figura 48, (3) y (4)).

PPL
- . (1)
F COOEt F COOH
EtOOC

EtOOC

96% e.e.

OAc OH

/\;\/ < A (2)
oh phe NN

99% e.e.

R
O e )
+ [)A R o) (3)

OH O
85% e.e.
CBzHN, COOR CBzHN, CONHR,
, CAL ,
H + RNH, — = H (4)
COOR COOR

99% e.e.

PPL= Lipasa pancreatica porcina.
PCL= Lipasa de Pseudomonas Cepacia.
CAL= Lipasa de Candida Antarctica.

-Figura 48-

En general las lipasas muestran selectividad preferentemente sobre los
hidroxilos primarios (Danieli et al, 1994, Danielli et al, 1995; Barili et al, 1997).
De todas las lipasas existentes, la lipasa B de Candida antarctica ha resultado
ser especialmente eficaz para la diferenciacion de hidroxilos primarios en las
biotransformaciones realizadas en disolventes organicos sobre productos
organicos polihidroxilados (Danieli et al, 1997). Estudios de acilacion de
saponinas con ésteres vinilicos como agentes acilantes (Yu et at, 2001), o la
introduccion de restos de malonato a partir de dibenzil malonato sobre

glicdsidos flavonoides (Riva et al, 1997) demuestran la compatibilidad de la
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reaccion con moléculas con restos glicosidicos complejos o grandes agliconas,
y dan idea de la variedad de sustratos que es capaz de emplear la enzima en la

reaccion de transesterificacion (Figura 49).
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Este tipo de acilaciones también se ha empleado satisfactoriamente para
sintetizar esteres de carbohidratos y acidos grasos para su uso como
surfactantes y emulsionantes en alimentacion, detergentes o en la industria
cosmética (Vulfson et al, 1999; Vulfson et al, 1996; Linhardt et al, 1997;
Humeau et al, 1995), por ejemplo el empleo Vulfson y colaboradores han
empleado Novozyme 435 para sintetizar ésteres de sacarosa con acidos
grasos de distinta longitud, a partir de mezclas de acetales de sacarosa (figura
50).
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Otra de las aplicaciones importantes que tiene el uso de enzimas en
sintesis, debido a su selectividad y condiciones suaves de reaccion, es la
esterificacion de moléculas sensibles junto con antioxidantes para producir la
estabilizacion de la molécula labil. En este sentido, Humeau y colaboradores
(Humeau et al, 1998) han sintetizado mediante lipasa de Candida Antarctica
ésteres de acidos grasos poliinsaturados como el acido eicosapentaenoico
(EPA) y el 4cido docosahexaenoico (DHA) junto con acido ascorbico como
antioxidante. Los resultados indican que la reaccion se ha producido sin
alteracion de los productos con rendimientos entre el 50-90%. Los mismos
autores publican en otro articulo la esterificacion de los lipidos poliinsaturados
bixin y norbixin de la familia de los carotenoides, con acido ascorbico para su
estabilizacion para su uso como colorante (figura 51) (Humeau et al, 2000).

En la practica, el manejo de las enzimas y puesta en marcha de las
reacciones resulta muy sencillo; Una de las formas mas habituales de
presentacion de las enzimas es inmovilizadas sobre algun tipo de polimero, de
esta forma se anade la enzima sobre los reactivos, se cierra el matraz y se
agita. El procesado se realiza por filtracion, regenerandose en muchos casos la
enzima para posteriores usos, los productos quedan en disolucién

practicamente sin ningun tratamiento adicional posterior, salvo la purificacion.
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Cuando la estereoselectividad de una reaccidn enzimatica o su
rendimiento no son satisfactorios, se suelen variar distintos parametros
experimentales.

Naturaleza del disolvente:

Es conveniente probar la reaccién en distintos tipos de disolventes,
como terc-butilmetil éter, hexano, tolueno, acetonitrilo, a fin de evaluar en que
tipo de disolvente se consigue mejor conversion.

Contenido en agua de los solventes.

Siempre y cuando sea posible, puede ser conveniente anadir pequenas
cantidades de agua a los disolventes que se emplean en la sintesis. Las
reacciones sobre alcoholes empleados directamente como disolventes, deben
de estar completamente secos.

Naturaleza del acilante.

Se pueden sustituir el agente acilante para ver como influye en la
reaccion, por ejemplo acetatos por butiratos o lauratos, esteres vinilicos por
esteres de isoprenilo etc.

Temperatura.
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El rango de temperatura en el cual trabajan las enzimas comprende de 5
a 40 °C, aumentos de temperatura por encima de estos valores pueden originar
aumento en la velocidad de reaccion, pero perdida de estereoselectividad.

Temperaturas por encima de 50 °C pueden desnaturalizar el enzima.
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3.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE CAPTACION DE
RADICALES LIBRES MEDIANTE RADICALES CROMOGENICOS.

El principal mecanismo de actuacion de los antioxidantes fendlicos es
mediante la captaciéon de radicales libres, aunque pueden estar involucrados
adémés otros mecanismos menos relevantes (como la capacidad complejante
por ejemplo). Es necesario disponer de métodos sencillos, robustos y fiables
para la determinacion de la capacidad de captacion de radicales libres,
independientemente del tipo de muestra (Frenkel et al, 1998).

Los dos compuestos cromogénicos mas utilizados por su facilidad,
rapidez y sensibilidad, para determinar la actividad de “antioxidantes de

moléculas organicas son los radicales DPPH y ABTS", figura 52.
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-Figura 52-

Ambos radicales, presentan excelente estabilidad en las condiciones
determinadas para el ensayo, aunque hay que hacer alguna referencia en
cuanto a su preparacion y manejo (Arnao, 2000).

- El radical DPPH se utiliza por disolucion directa, mientras el radical
ABTS" es necesario generarlo previamente quimica (dioxido de
manganeso, persulfato potasico) o enzimaticamente (peroxidasas),
(Blois, 1958; Arnao et al, 1999; Miller et al, 1997;).

- Elradical ABTS" puede solubilizarse tanto en medio acuoso como en
disolventes organicos lo que permite la determinacion de la actividad
antioxidante tanto de molécula hidrofilicas como lipofilicas mientras
que radical DPPH' solo es aplicable en medios organicos alcoholicos
(Cano et al, 2000; Arnao et al, 2001).
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En cualquier caso, el método de medida de la capacidad antioxidante de
cualquier molécula consiste en: disolver el radical cromogénico en el medio
adecuado, afnadir el antioxidante y medir la disminucion que se produce en la
absorbancia de la muestra durante un periodo concreto de tiempo. Finalmente
la disminucion de absorbancia puede correlacionarse en una curva dosis-
respuesta junto éon antioxidantes control como el trolox o el acido ascérbico,
expresando la actividad antioxidante en forma de equivalentes de los
antioxidantes control (Capacidad Antioxidante en Equivalente Trolox TEAC, o
VCEAC) (Pellegrini et al, 1999; Lee et al, 2002).

3.5.1 Determinacion de la capacidad de captacion de radicdles
libres (RSA) mediante DPPH. '

El método se basa en la disminucion de la absorbancia producida a 515
nm en una disolucién del radical en presencia de compuestos fendlicos, de

acuerdo con la siguiente reaccion:
D|::.F:.H'(violeta) +HA —— DF’F,H"H(amarillo) + A

La disminuciéon que experimenta la absorbancia de la disolucion de
DPPH cuando se le afade el antioxidante se expresa en % y se denomina
porcentaje de inhibicion.

% lnhibicién=[(Acomro| - Amuestra)/ Acontrol) x 100

Donde A gurol Y Amuesra 0N las absorbancias del control y de 1a muestra respectivamente.

Este radical ha sido utilizado durante décadas para medir actividad
antioxidante de compuestos con grupos SH, OH y NH, entre las cualidades
principales que presenta destaca su estable absorbancia en un amplio rango
de pH.

Los procedimientos analiticos del método encontrados en la literatura,
difieren unos de otros en bastantes factores experimentales; (relacion
antioxidante/ radical, tiempo de reaccion, solvente, etc.). Los resultados del

orden de reactividad y magnitud antioxidante muchas veces difieren de un
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articulo publicado a otro. Tsimidou y colaboradores escriben, distintas
recomendaciones para realizar estudios antioxidantes. Entre las
recomendaciones que dan para la estandarizacion del método analitico esta la
realizacion de la reaccién de inhibicion a 20 minutos y con una relacién molar
entre antioxidante/ DPPH que proporcione una inhibicion en la produccion de
radicales libres radicales entré el 60-80% en 10 minutos de reaccion para el
antioxidante mas potente (Tsimidou et al, 2002).

La evaluaciéon de la actividad antioxidante se suele expresar también
mediante el parametro ECso, que se define como la cantidad de antioxidante
necesaria para reducir a la mitad la concentracion inicial del radical. Por tanto,

menor valor de ECs, se corresponde con mayor capacidad antioxidante.

3.5.2 Determinacion de la capacidad de captacion de radicales
libres mediante ABTS.

El método del cation radical ABTS™ ha sido utilizado para la evaluacién
de la actividad antioxidante de sustancias lipofilicas como los carotenos. El
radical generado presenta maximos de absorcion en la zona proxima al IR
cercano (630,734 y 812 nm). El fundamento de actuaciéon es similar al del
radical DPPH, produciéndose una disminucion en la coloracion de la disolucion

al adicionar el antioxidante.
ABTS+.(Verde intenso) + HA E—— ABTS'H + A

% |nhibiCién=[(Acontrol - Amuestra)/ Acontrol) x 100

Donde A gnirol Y Amuestra SON las absorbancias del control y de la muestra respectivamente.
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3.6 DETERMINACION DE RESISTENCIA A LA OXIDACION EN LOS
ALIMENTOS.

Al comienzo de la oxidacion, la velocidad de la reaccion es baja y
practicamente cualquier radical libre que se produce es inactivado por los
antioxidantes. Esta primera etapa se conbce con el nombre de periodo de
induccién. Cuando se consumen los antioxidantes del medio, los radicales
libres permanecen e inician la oxidacion en cadena, lo que se traduce en un
incremento considerable de la velocidad de la reaccion.

El aumento relativo del periodo de induccion debido a la adicion de
antioxidantes se conoce con el nombre de factor de proteccion. Los factores de
proteccion son generalmente altos en sustratos lipidicos con baja insaturacion,
que carecen de cantidades importantes de antioxidantes naturales, como la
manteca de cerdo (del orden de 20 a 70). En cambio, los factores de proteccion
de aceites comestibles, con elevado contenido de antioxidantes naturales,
suelen ser bajos (entre 2 y 4).

Para evaluar la resistencia a la oxidaciéon debemos utilizar métodos
acelerados, que nos permitan obtener resultados rapidamente y que
reproduzcan con la mayor fidelidad posible el proceso oxidativo. Estos métodos
acelerados generalmente emplean altas temperaturas o catalisis para inducir la
oxidacion.

El periodo de inducciéon se determina de distintas maneras, como por
ejemplo mediante el indice de peréxidos, la formacién de dienos conjugados, el
indice de p-anisidina, variaciones en la conductividad o la presion (Pokorny,
1999).

Entre los métodos para evaluar la resistencia a la oxidacion, se
encuentran el horno de Schaal, donde las muestras se introducen en una
camara calefactora y se calientan a 40° o 60° (o temperaturas mayores) con
acceso libre al oxigeno y se analizan después de varios dias de
almacenamiento.

El método mas conocido, y ampliamente utilizado como meétodo de
referencia, es el denominado método del oxigeno activo (AOM) o
procedimiento de Swift, donde las muestras se calientan a 100° o0 110° en un

bano termostatico y con corriente de aire. Periédicamente se extrae grasa y se
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determina el indice de perdxidos (IP). El punto final es el tiempo necesario para
llegar a 100 meg/Kg de IP, obtenido por interpolacion. Inconvenientes de este
método son: que requiere mucha dedicacion del personal de laboratorio, alto
consumo de reactivos y origina determinaciones excesivamente largas.

Una modificacion a este procedimiento la constituye el método del
Rancimat, donde los gases desprendidos durante el caler{tamiento, se recogen
sobre una trampa de agua y se mide la conductividad de la celda, realizandose

la determinacion de manera automatica, figura 53.
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-Figura 53-

El aumento de la conductividad se debe a la presencia de pequeinos
acidos grasos, especialmente &acido férmico, originados por reacciones
secundarias en las ultimas etapas de la oxidacién. Ademas de acido formico,
también se forman los acidos acético, propionico, butirico, valérico y caproico;
segun se desprende de la figura 54, las concentraciones de acido férmico son
mas altas que las de los demas acidos, por otro lado, a igual concentracion, el

acido férmico genera mayor conductividad que otros acidos.
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J B

(1 Acido Férmico, 2 Acido Acético, 3 butanol, 4 dcido propidnico, 7 butirico, 8 valeridnico, 9 caproico).

00 1
Acide Formico

Conductividad uS

Acido aefitico
09

04§ ¥ v .
%06 200 2300 200 se0

Concentracién mg/ i

-Figura 54-

El periodo de induccién se determina en el punto de inflexion de la
grafica de la conductividad en funcion del tiempo con el punto de corte de las

pendientes de ambos tramos de la curva, figura 55.
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-Figura 55-

CO0SVDOCOCOO0OTVOPGSEOPVOCICOI0SOOQOPSCORLOVPOIOSOSINOGOOSRNOOOOS




Antecedentes 81

El método del Rancimat es de los mas utilizados debido a su facilidad,
rapidez y reproducibilidad en los datos. Rancimat y AOM siguen un proceso
idéntico de degradacion de las muestras y difieren en la determinacion del
punto final. Si bien el indice de peroxidos 100 se obtiene tras la inflexion de la
curva de oxidacion, la generacion de compuestos volatiles es posterior al
crecimiento del indice de perdéxidos, como se observa en la figura 56, a pesar
de esto, los resultados son comparables y se obtienen buenas correlaciones

lineales entre los resultados que se obtienen por ambos métodos, figura 57.
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-Figura 57-

Existen otros métodos que se realizan a temperatura ambiente y donde
se registran las variaciones de presion que se producen durante la oxidaciéon de

las muestras con presion alta de oxigeno y sin aireacion. Este procedimiento
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reproduce con precision, los cambios originados en los productos durante los
periodos de almacenamiento.

Los métodos que aceleran la oxidacion empleando sustancias
fotosensibles o catalisis con metales pueden mostrar discrepancias con los
resultados que finalmente se obtienen en la practica.

Se han desarrollado distintos métodos instrumentales, como por ejemplo
el analisis mediante cromatografia de gases de los compuestos volatiles que
originan olores desagradables durante la oxidacion (pentano, hexanal o 2,4-
decadienal por ejemplo), o métodos por HPLC para medir la presencia de
compuestos oxidados.
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3.7 METODOS COMPUTACIONALES DE CALCULO EMPLEADOS EN
QUIMICA ORGANICA.

El desarrollo de los ordenadores ha traido consigo avances
verdaderamente notables en la capacidad de los quimicos cuanticos para
abordar problemas de interés quimico real. Los calculos mecanoéuénticos que
generalmente se limitaban a pequefias moléculas, se aplican ahora a
moléculas de tamafio medio e incluso notablemente grande y en multiples
campos de aplicacion (catélisis, interacciones enzima-sustrato, mecanismo de
reaccion, etc.).

Vamos a ver de forma resumida como se pueden calcular propiedades
moleculares a partir de funciones de onda electronicas aproximadas y los
avances mas importantes realizados en los Ultimos afios en el calculo de la

estructura electronica molecular.

3.7.1 Antecedentes historicos.

En 1926, Erwin Schrodinger formuld la ecuacién que lleva su nombre. En
su primera publicacién sobre mecanica cuantica, resolvid la ecuacion de
Schrodinger independiente del tiempo para el atomo de hidrégeno, obteniendo
niveles de energia en concordancia con el espectro observado.

Todas las propiedades moleculares son, en principio, calculables
mediante la solucién de la ecuacion de Schrodinger para la molécula. Debido a
las grandes dificultades matematicas para resolver la ecuacion de Schrodinger
molecular en atomos y moléculas polielectréonicas, se deben hacer
aproximaciones. A partir de 1960 el uso de ordenadores ha hecho que los
calculos de funciones de onda moleculares sean lo suficientemente precisos
para dar informacion cuantitativa fiable en muchos casos.

La mejor funcion de onda posible con electrones asignados a los
orbitales es la funcién de onda de Hartree-Fock. Entre 1927 y 1930, el fisico
inglés Hartree y el ruso Fock desarrollaron un método sistematico para
encontrar las mejores formas posibles para los orbitales considerando que los
orbitales pueden ser de cualquier forma y no solo orbitales hidrogenoides. Una
funcion de onda variacional que sea un producto antisimetrizado de orbitales

optimos se llama funcion de onda de Hartree-Fock. Para cada estado de un
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sistema dado, hay una funciéon de onda de Hartree-Fock Unica. Hartree y Fock
demostraron que los orbitales ¢; de Hartree-Fock satisfacian la ecuacion (1). La
funcion de onda Hartree-Fock es la funcion de onda mas aceptable, la de
menor energia, que asigna cada electrén a un determinado espin-orbital.

Para resolver la ecuacion (1) para los orbitales Hartree-Fock de un
atomo o molécula con muchos electrones se precisa un tremendo esfuerzo de
calculo y no fueron factibles, como hemos indicado, hasta la aparicién de
ordenadores de alta velocidad en la década de los 60.

Los orbitales de Hartree-Fock ¢; de una molécula se hallan mediante la
solucion de las ecuaciones de Hartree-Fock (1) donde F es un operador

matematico muy complicado denominado operador Hartree-Fock. Cada orbital
¢ es una funcion de las tres coordenadas espaciales y € es la energia del

orbital i. Cada orbital molecular de Hartree-Fock se expresa como una
combinacion lineal de funciones llamadas funciones base. Si se incluyen
suficientes funciones base, se pueden obtener orbitales moleculares que
practicamente no difieren de los orbitales moleculares de Hartree-Fock
verdaderos. Pueden utilizarse cualquier tipo de funciones como funciones base,
como las moléculas estan compuestas por atomos enlazados, es mas
conveniente el utilizar orbitales atomicos como funciones base. Cada orbital
molecular se escribe, pues, como una combinacion lineal del conjunto de
orbitales atdmicos base, y los coeficientes de cada orbital atébmico se calculan
resolviendo las ecuaciones de Hartree-Fock.

Para tener una representaciéon precisa de un orbital molecular se
requiere que el orbital molecular se exprese como una combinacién lineal de un
conjunto completo de funciones. Esto quiere decir que todos los orbitales
atomicos, tanto ocupados o no en el atomo libre, contribuyen a los orbitales
moleculares. Para simplificar los calculos, frecuentemente se resuelven las
ecuaciones de Hartree-Fock usando como base sélo aquellos orbitales
atomicos de cada atomo cuyo nimero cuantico principal no excede del nimero
cuantico principal de los electrones de valencia del atomo. Esta base limitada a
orbitales atomicos de las capas internas y de valencia se llama base minima. El
uso de una base minima da so6lo una aproximacion a los orbitales moleculares

de Hartree-Fock. Toda funcion de onda hallada mediante la solucién de las
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ecuaciones de Hartree-Fock se llama funcion de onda de campo
autoconsciente (SCF). Una funcién de onda SCF es precisamente igual a una
funcion de onda de Hartree-Fock sélo si la base es muy grande. Sin embargo,
los electrones no estan realmente unidos dentro de una distribucion estatica de
carga, sino que interaccionan uno con otro instantaneamente. Una funcioén de
onda orbital no puede tener en cuenta estas interacciones instantaneas, por lo
que la verdadera funcién de onda no puede expresarse como un producto
antisimetrizado de orbitales. El error en la energia dada por la funcién de onda
de Hartree-Fock se llama energia de correlacion, puesto que resulta del hecho
de que la funcion de onda de Hartree-Fock no tiene en cuenta las correlaciones
instantaneas en el movimiento de los electrones. Los electrones se repelen
mutuamente y correlacionan sus movimientos para evitar estar préximos. Un
método a menudo utilizado para mejorar una funcion de onda Hartree-Fock es
la interaccion de configuracion (Cl). En un calculo de interaccion de
configuraciones, la funcién de onda se expresa como una combinacién lineal
de funciones Hartree-Fock y funciones donde algunos de los electrones ocupan
orbitales excitados. Los calculos Cl por ordenador son extremadamente largos,
puesto que requieren a menudo combinaciones lineales de miles de funciones
de estado de configuracion para obtener una representacion precisa de la

funcion de onda.

3.7.2 Calculo de propiedades moleculares a partir de funciones de
onda aproximadas.

Sin entrar en el tratamiento matematico de los problemas que se
plantean, vamos a ver algunas de las propiedades moleculares que se obtienen
a partir de las funciones de onda aproximadas, y cual es en cada caso la mejor

aproximacion para su resolucion.

3.7.2.1 Geometria molecular.

La geometria de equilibrio de una molécula es la configuraciéon espacial
de los nudcleos para la cual la energia es minima. Para determinar la geometria
de equilibrio tedricamente, se calcula la funcidon de onda molecular y la energia
electronica para muchas configuraciones nucleares diferentes, variando las

distancias, angulos de enlace y angulos diedros para hallar la configuracion de
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energia minima. Una manera muy eficaz de encontrar la geometria de
equilibrio incluye el calculo de las derivadas de la energia electronica con
respecto a cada una de las coordenadas nucleares para una geometria
supuesta inicialmente, este conjunto de derivadas se denomina gradiente de
energia. Los valores de estas derivadas se usan entonces para cambiar las
coordenadas nucleares a valores nuevos que se suponen mas cercanos a la
geometria de equilibrio, y se calcula la funcién de onda, energia y gradiente
para la nueva geometria. Este proceso se repite hasta que los componentes
del gradiente de energia son todos aproximadamente cero, lo que indica que se
ha alcanzado el minimo de enei'gia.

Aunque la funcion de onda del orbital molecular Hartree-Fock difiere
significativamente de la funcién de onda verdadera, generalmente da valores
precisos para las distancias y andulos de enlace. En la tabla se muestran
algunos ejemplos de geometrias calculadas por Hartree-Fock, entre paréntesis
se encuentran los valores experimentales.

Se ha comprobado que para obtener una geometria exacta solamente
se necesita una aproximacioén a la funciéon Hartree-Fock. Las funciones de base
SCF generalmente dan una geometria exacta, pero en algunas ocasiones
conducen a errores grandes. En general se utiliza en un calculo SCF una base

algo mayor que la minima para obtener una geometria veraz.

3.7.2.2 Momentos dipolares.

Se encuentra que las funciones de onda de orbitales moleculares
Hartree-Fock dan generalmente valores precisos de los momentos dipolares
moleculares.

En la tabla se muestran algunos valores tedricos de momento dipolar
comparados con valores experimentales.

El valor del momento dipolar del CO calculado segun Hartree-Fock esta
en la direccién erronea. El calculo usando una funcidon de onda Cl da la
polaridad correcta para el CO.

Las funciones de base SCF, solamente dan valores bastante precisos
para momentos dipolares y se necesita una base mayor que la minima para

obtener una buena precision.
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3.7.2.3 Energias de ionizacion.

La energia de ionizacion molecular | es la energia que se necesita para
arrancar el electron menos sujeto de la molécula. Koopmans demostré en 1933
que la energia necesaria para arrancar un electréon de un orbital de un atomo o

molécula con una capa llena es aproximadamente la energia orbital de Hartree-

Fock & cambiada de signo. Por tanto, la energia de ionizacion molecular puede

estimarse calculando -g; del orbital molecular ocupado mas alto. Los valores de

potenciales de ionizacibn encuentran bastante acuerdo con los datos

experimentales como se puede observar en la tabla ().

3.7.2.4 Energias de disociacion.

Para calcular la energia de disociacion tedrica se resta la energia
molecular en la geometria de equilibrio calculada segun Hartree-Fock de las
energias de los atomos que forman la molécula separada.

Las funciones de onda Hartree-Fock dan valores de energia de
disociacion pobres, algunos resultados se muestran en la tabla ().

Las funciones de onda Hartree-Fock predicen que los atomos se

parados de fluor, por ejemplo, son mas estables que la molécula de fluor.

3.7.2.5 Barreras rotacionales.

Para calcular tedricamente la barrera rotacional, se calculan las
funciones de onda y energias para las geometrias alternada y eclipsada, y se
toma la diferencia. Las funciones de onda dan valores bastante precisos de las
barreras rotacionales siempre que se use una base considerablemente mayor
que la minima. Algunos resultados son: (tabla).

La razdn de que el método de Hartree-Fock funcione bien en los calculos
de barreras es que al pasar de la conformacion alternada a la eclipsada no se
rompen ni se forman enlaces, y la energia de correlaciéon (que es el error de
energia en el método de Hartree-Fock) es practicamente el mismo en las dos
conformaciones. Por el contrario, cuando una molécula se disocia, se rompen
uno o mas enlaces y la energia de correlacion cambia sustancialmente. La

funcion de onda Hartree-Fock es, por tanto, inadecuada para el estudio de la




Antecedentes 88

disociacion. Para calcular energias de disociacién se necesitan funciones de

onda de interaccion de configuraciones, Cl.

3.7.2.6 Energia relativa de isomeros.

Aunque las energias de disociacion de moléculas en atomos calculadas
por el metodo Hartree-Fock presentan un error considerable, se ha encontrado
que las energias relativas de moléculas isdbmeras pueden predecirse con
bastante exactitud mediante las funciones de onda Hartree-Fock. Las energias
relativas de los isomeros se calculan por el mismo procedimiento que las
barreras rotacionales debiendo usarse una base considerablemente mayor que
la minima para 8btener buenos resultados.

“Los calculos SCF con una base mayor que la minima se han aplicado en
la geometria y energia de los intermedios de una reaccidon que a menudo
tienen una vida demasiado corta para que sus estructuras puedan ser

determinadas espectroscépicamente.

3.7.3 Calculo preciso de funciones de onda electronicas y
propiedades moleculares.
Las mayores fuentes de error en los calculos mecano-cuanticos de las
propiedades moleculares son:
- Funciones de base inadecuadas.
- Desprecio o tratamiento incompleto de la correlacion electrénica.

- Desprecio de efectos relativistas.

3.7.3.1 Bases.

La mayoria de los calculos mecano-cuanticos utilizan una base para
expresar un orbital molecular. Los calculos SCF que utilizan una base minima
(que contiene Unicamente orbitales atébmicos internos y de capa de valencia) no
son fiables para obtener prbpiedades moleculares precisas. Calculos usando
bases muy amplias necesarias para aproximarse a la funcién de onda de
Hartree-Fock son factibles Unicamente para moléculas pequefas. Para
moléculas de tamafo medio, se debe limitar el tamafio de la base, y ésta es la

principal fuente de error en las propiedades calculadas.
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La mayoria de los calculos moleculares mecano-cuanticos utilizan
funciones gausianas como bases en lugar de orbitales tipo Slater (STO), que
producen integrales que necesitan mucho tiempo para ser evaluadas. Las
integrales moleculares con funciones base gausianas se evaldan rapidamente
en un ordenador, sin embargo, la funciéon gausiana no representa de forma tan
precisa a como lo hace un orbital STO el comportamiento de un orbital atomico,
por tanto se debe utilizar una combinacion lineal de unas pocas funciones
gausianas para representar un orbital atobmico.

Se ha ideado varias bases gausianas para su utilizacion en calculos
moleculares. Algunas de las bases mas utilizadas son las contenidas en el
programa de estructura el8ctronica molecular GAUSSIAN. Estas bases,
listadas en orden de tamafio creciente, incluyen los conjuntos STO-3G, 3-21G,
3-21G*, 6-31G* y 6-31G**, en las que el niumero se refiere al nimero de

funciones base para cada atomo.

3.7.3.2 Correlacion electrénica.

Para calcular las propiedades moleculares con gran precision, se debe ir
generalmente mas alla del método Hartree-Fock (SCF) e incluir la correlacion
electronica.

La experiencia muestra que los calculos Cl con bases pequefias no dan
resultados muy precisos para las propiedades moleculares, y que deben
emplearse bases al menos tan amplias como 6-31G* en los calculos Cl.

Los quimicos cuanticos han desarrollado otros métodos para incluir la
correlacion electronica. Uno de estos métodos es la teoria de perturbaciones
de Moller-Plesset (MP). La teoria de perturbaciones MP escribe el hamiltoniano
molecular electronico como suma de un hamiltoniano no perturbado y una
perturbacion que incluye la correlacion. La inclusibn de hamiltonianos
perturbados da lugar a los distintos calculos MP que se designan como MP2,
MP3 y MP4, segun el orden de correlacion energética que se incluya.

Los calculos MP2 pueden realizarse mucho mas rapidamente que los
calculos Cl y actualmente es la forma mas habitual de incluir la correlaciéon en

calculos relativos a moléculas en estado fundamental.
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3.7.3.3 La teoria funcional de densidad, (DFT).

Un método bastante diferente de los métodos SCF, Cl y MP es el
método funcional de densidad. Los calculos DFT no intentan resolver la
ecuacion de Schrodinger para la funcién de onda electrénica molecular, se
basa en un teorema segun el cual, la energia y todas las demas propiedades
electronicas de una molécula estan determinadas Unicamente por la densidad
de probabilidad electrénica, p (x, y, ).

Existen distintas aproximaciones en la teoria que dan lugar a los
distintos tipos de calculo, pero que debido a la complejidad del tratamiento,
solamente nos vamos a limitar a mencionar los tipos de calculos que se
originan y las ventajas respecto a los anteriores métodos. Los calculos que se
emplean siguiendo la teoria funcional de densidad son: aproximacion de
densidad local de spin, LSDA, aproximacion LSDA-GC, donde GC significa
gradiente corregido y la aproximacion B-LYP, que debe su nombre a los
autores Becke por un lado y a Lee, Yang y Parr por otro.

La experiencia muestra que para alcanzar el nivel de precisiéon usando
calculos MP y Cl se necesitan varios 6rdenes de magnitud mas de tiempo de
computacion que con calculos DFT.

Sin embargo, el método DFT no es siempre mejor que los célculos SCF,
por ejemplo en algunos calculos de energias relativas de isémeros, los calculos
DFT B-LYP son menos precisos que los calculos SCF. Los calculos DFT
necesitan cantidades de tiempo similares a los calculos SCF pero

generalmente dan resultados mas precisos.

3.7.4 Calculos ab initio y semiempiricos.

Los métodos mecano-cuanticos de tratamiento de las moléculas se
clasifican en ab initio y semiempiricos. Un calculo ab initio utiliza el
hamiltoniano molecular verdadero y no hace uso de datos empiricos de calculo.
El método Hartree-Fock calcula el producto antisimetrizado ®de spin-orbitales
que minimizan la integral variacional (2), donde H es el hamiltoniano molecular
verdadero. Por consiguiente, el método de Hartree-Fock es ab initio, como lo es
el calculo SCF que da s6lo una aproximacion a la funciéon de onda Hartree-

Fock debido al tamano limitado de la base. Obviamente, debido a la forma
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restringida de @, el método de Hartree-Fock no da la verdadera funcién de
onda. Un calculo Cl basado en el orbital Hartree-Fock es, también un calculo
ab initio y puede dar la verdadera funcion de onda si se incluyen suficientes
funciones de configuracion.

Un método semiempirico utiliza un hamiltoniano mas simple que el
verdadero, utiliza datos empiricos para asignar valores a alguna de las
integrales que aparecen en el calculo y desprecia otras. La razén de recurrir a
métodos semiempiricos es que calculos precisos ab initio en moléculas
razonablemente grandes requieren excesivos tiempos de computacion.

Los métodos semiempiricos fueron desarrollados originalmente para
moléculas organicas conjugadas, extendiéndose después para abarcar el resto
de moléculas. En la década de 1930 se desarrollé el método Hiickel basado
fundamentalmente en considerar tan solo electrones pi, hoy dia se usa raras
veces.

Una versién mejorada del método Hckel, aplicable tanto a moléculas
conjugadas como no, es el método de Hiickel ampliado (EH), desarrollado
entre los afios 50 y 60. El método EH trata todos los electrones de valencia y
desprecia menos integrales. La principal ventaja de estos métodos es la
comprension cualitativa que ofrecen del enlace quimico, pero al utilizar
hamiltonianos muy simplificados, no contienen términos de repulsion entre
electrones. Se han desarrollado varias teorias semiempiricas mejoradas que
incluyen en el hamiltoniano algunas de las repulsiones electronicas. Estas
incluyen las teorias CNDO, INDO, MINDO, MNDO, AM1, PM3 y SAM1. Estas
teorias consideran s6lamente los electrones de valencia, resuelven ecuaciones
andlogas a las de Hartree-Fock para encontrar orbitales moleculares de campo
autoconsciente, pero puesto que se utiliza un hamiltoniano aproximado, y se
hacen aproximaciones drasticas para muchas de las integrales que se
presentan, los orbitales moleculares hallados son sélo aproximaciones a los
orbitales de Hartree-Fock.

Los métodos CNDO (complete neglect of differential overlap) e INDO
(intermediate neglect of differential overlap) fueron desarrollados por Pople y
colaboradores en la década de los 60. Los nombres indican la naturaleza de las
aproxiamciones hechas en cada teoria. Los métodos CNDO e INDO

proporcionan geometrias moleculares razonablemente exactas, momentos
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dipolares no muy buenos,potenciales de ionizacién inexactos, energias
relativas de isdmeros muy inexactas y energias de disociacion pobres. El
método MINDO (INDO modificado) fue desarrollado por Dewar y colaboradores
entre 1960-1975 y ha evolucionado a través de versiones sucesivas MINDO/1,
MINDO/2, MINDO/2" y MINDO/3. La intencion de Dewar no fue tener un
método que -diera aproximaciones a los resultados de Hartree-Fock, sino que
diera las geometrias moleculares y las energias de disociacion de una forma
precisa. Dewar fue capaz de compensar el hecho de despreciar la correlacion
electronica que tiene lugar en la teoria de Hartree-Fock considerando calores
de atomizacion. Para solventar deficiencias del método MINDO/3, Dewar y
colaboradores desarrollaron en 1977 una nueva version mejorada dendminada
MNDO (modified neglect of diatomic overlap). Una mejora del MNDO es el
método AM1 (Austin Model 1) cuyo nombre hace referencia a la Universidad de
Austin de Texas donde fue desarrollado. PM3 (parametric method 3) y SAM1
(semiempirical ab initio method 1) son versiones mejoradas de AM1. El método
SAM1 calcula las integrales de repulsion electronica de manera exacta usando
una base minima, mientras que los métodos MINDO?« MNDO, AM1 y PM3

estiman estas integrales usando una férmula sencilla (ﬁuét‘fnd[uye,parametros,

cuyos valores se eligieron para dar buen resultado con moldculas ensayo Por |
tanto, SAM1 necesita de mucho mas tiempo de calculg aun aSi SAM1 es aun
sustancialmente mas rapido que los célculos ab initio S I‘-‘ o | S

Los métodos MINDO/3, MNDO, AM1, PM3 y SAM1 dan en generat—-

valores exactos de longitudes y angulos de enlace, los angulos diedros no se

pueden calcular con exactitud usando estos métodos. Los momentos dipolares
calculados dan valores buenos y los potenciales de ionizacién bastante
exactos. Los métodos MINDO/3 y MNDO fallan en la prediccidén de la energia
conformacional. Los métodos AM1 no dan valores exactos para la diferencia de
energia entre conférmeros, aunque a diferencia de MINDO/3 y MNDO,
generalmente predice culal es el conférmero mas estable.

La comparacion de los resultados obtenidos mediante los métodos
MNDO, AM1 y PM3 con los calculos ab initio SCF de geometrias de equilibrio,
barreras rotacionales internas y diferencias de energia entre isbmeros y entre
conférmeros, muestran que los calculos ab initio SCF dan generalmente

valores mas exactos que los métodos semiempiricos, siempre que se use una
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base minima adecuada. Aunque los calculos ab initio no dan exactamente las
energias moleculares de disociacion, mientras que los métodos semiempiricos
dan buenas aproximaciones, se pueden combinar los resultados de un calculo
ab initio SCF con parametros empiricos para dar valores de energias de
disociacion en fase gaseosa que es generalmente mas exacto que los
obtenidos mediante célcuios semiempiricos.

Aunque los métodos semiempiricos no son en general tan exactos como
los célculos ab initio SCF, los calculos semiempiricos permiten estudiar
moléculas mucho mayores que los métodos ab initio, ya que un célculo ab initio
SCF necesita tipicamente 10° veces mas tiempo que un calculo semiempirico
de la misma molécula. Los calculos ab initio estan restringidos a moléculas con
decenas de atomos, mientras que los calculos semiempiricos pueden tratar
moléculas de cientos de atomos.

Los calculos semiempiricos son prometedores igualmente al permitir
obtener informacion sobre mecanismos de reaccién mediante el calculo de la
funcién de energia potencial para la interaccion de las moléculas durante una
reaccion quimica.

Comentar tan so6lo que existe un método completamente empirico
denominado método de mecanica molecular capaz de trabajar con moléculas
muy grandes como proteinas de miles de atomos. Dicho método no es
mecano-cuantico, ni usa un operador hamiltoniano, ni una funcién de onda. Por
el contrario la molécula se visualiza como un conjunto de atomos unidos por
enlaces, describiéndose la energia molecular electrénica en funcion de las
coordenadas espaciales de los nucleos expresando la energia como suma de
contribuciones de flexion, torsion tipo oscilador arménico y otras expresiones

que incorporan interacciones entre los atomos no enlazados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

41 SINTESIS ALCOHOLES FENOLICOS DERIVADOS DE
FENILPROPANOIDES.

De todos los alcoholes fendlicos elegidos como productos de partida
para la sintesis de antioxidantes lipofilicos, tan sélo cuatro se pueden adquirir a

través de casas comerciales, figura 58.

OH / OH
éL (%) <5L (1) <5L
OH OMe
OH OH
OH
XIV) (XVII)
OMe

(S Comerciales
JI J@M DM

(X1) (XV) (XIX)

(xvn)

MeO
MeO

(X1) (XVh (XX

S’

OH
OH OH OH

HO OH MeQ OH MeO OMe
OH OH OH

MeO OMe
OH

(LVI) (LVHI) (LIX) (LX)

-Figura 58-

Para obtener el resto de compuestos debemos recurrir a la sintesis
quimica a partir de sus correspondientes acidos, para disponer de cantidades

suficientes de cada uno de ellos. El método sintético elegido para sintetizar
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estos alcoholes fendlicos ha sido la reduccion con hidruro de aluminio vy litio,
por ser uno de los mas versatiles empleados en bibliografia, ademas, se parte

de productos que en principio no son demasiado sensibles a este reductor.

4.1.1 Preparacion del alcohol 3,4 dihidroxibencilico (iX), (alcohol
protocateico). )

El alcohol protocateico, aparece en la naturaleza como intermedio en la
biosintesis de la vanillina, compuestos principal que constituye el aroma de
vainilla (Vanilla planifolia) (Negishi et al, 1996).

El alcohol 3,4 dihidroxibencilico aparece en determinadas glandulas de
los insectos como precursor para la formacion de las estructuras que van®a
constituir las cuticulas de los insectos (Pyne et al, 1990; Manickam et al, 1991).
Ademas, junto con otros compuestos fendlicos, protegen la capa lipidica de la
epidermis y las ceras de numerosos insectos de la autooxidaciéon (Atkinson et
al, 1973).

En bibliografia se encuentran recogidos varios métodos de sintesis para
el alcohol 3,4 dihidroxibencilico. Practicamente todos se basan en la reduccion
del acido o del aldehido con alguno de los reductores normalmente empleados.

Casacuberta y colaboradores describen por primera vez, la obtencion de
alcoholes fendlicos, entre los que se encuentra el alcohol 3,4 dihidroxibencilico,
a partir de los correspondientes aldehidos con el catalizador de Niquel-Raney
en metanol, a temperatura ambiente y presién normal de hidrégeno, figura 59,
(Casacuberta et al, 1963; Mefford et al 1996).

H, 1atm

—_—
Ni/Raney

OH MeOH
OH rt OH

OH

-Figura 59-

Atkinson y colaboradores (Atkinson et al, 1973) lo obtienen por reduccién
del acido con hidruro de aluminio y litio en THF siguiendo las pautas dadas por

Fieser y Fieser, figura 60, (Fieser y Fieser, 1967).
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(0] OH OH

OH  THF OH
OH OH

-Figura 60-

Nikaido y colaboradores lo obtienen por reduccién del aldehido con
hidruro de aluminio y litio en éter seco, (Nikaido et al, 1984).

Kawai y colaboradores realizan la reduccion del aldehido en metanol con
hidrégeno en paladio sobre carbono para obtener el alcohol en cuestion (Kawai
et al, 1991).

Aunque el método del que mas referencias bibliograficas se encuentran
es en el que se reduce el aldehido empleando borohidruro sédico en distintos
disolventes polares; agua (Sugumaran et al, 1990;), etanol (Kramer et al, 1991)

o metanol, figura 61, (Negishi et al, 1996).

NaBH,

P
-

OH H,O, EtOH, MeOH OH
OH OH

-Figura 61-

Saliéndonos de la sintesis quimica clasica nos encontramos con varios
métodos donde se obtiene también el alcohol 3,4 dihidroxibencilico como
producto final de reaccion.

Richard, C. desarrolla un método donde transforma mediante una
reaccion fotocatalitica, p-hidroxibenzil alcohol empleando ZnO o TiO, en medio
acuoso. En la reaccidon aparecen otros dos productos, siendo el porcentaje de
cada uno de ellos variable, en funcién de las condiciones de reaccion
empleadas, figura 62, (Richard C., 1993). Los 6xidos fotoactivos ZnO y TiO; se
excitan mediante energia luminica creandose agujeros positivos (h*) como
consecuencia de la pérdida de electrones de la banda de conduccion. Estos
electrones reducen el oxigeno del aire a radical supréxido, O;-, mientras ‘que

los agujeros positivos de la banda de conduccién oxidan al agua hasta radical
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hidroxilo. Estas especies se consideran como las principales responsables de

las fototransformaciones que ocurren sobre sustratos organicos.

OH
Zn0 6 TiO,
Luz fluorescente
H,O/aire
OH

-Figura 62-

Pras y colaboradores realizan, una biotransformacion de varios
monofenoles sustituidos en para hasta el correspondiente catecol, empleando
células de Mucuna pruriens inmovilizadas sobre alginato calcico que se ahade
al medio de incubacién. Los productos quedan en disolucion purificandose

mediante un procedimiento relativamente sencillo, figura 63, (Pras et al, 1988).

R R
Mucuna pruriens N OH
Soporte OH i o
OH A OH
-Figura 63-

Estas dos biotransformaciones constituyen, como iremos viendo mas
adelante, el unico método sintético encontrado en bibliografia de varios de los
demas alcoholes que integran esta tesis doctoral.

El alcohol 3,4 dihidroxibencilico se ha sintetizado por reduccién del acido
3,4 dihidroxibenzoico con 2.5 equivalentes de hidruro de aluminio y litio en THF
a reflujo, el crudo se extrae con acetato de etilo y se purifica en columna con
rendimientos en torno al 70%. A parte de las precauciones que conlleva el
empleo de hidruro de aluminio vy litio, el procedimiento resulta sencillo y eficaz

para la obtencion alcoholes bencilicos, figura 60.
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41.2 Preparacion de 2-(3,4 dihidroxifenil) etanol (X),
(hidroxitirosol).

El 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol (hidroxitirosol), es uno de los componente
fendlicos mayoritarios encontrado en el aceite de oliva, considerado como el
principal responsable de su efecto antioxidante. El hidroxitirosol proviene de la
hidrélisis de la oleuropeina, principal glucosido secoirideo éncontrado en el
olivo y en otras plantas de la familia de las oleaceas (fresno, aligustre) (Soler-
Rivas et al, 2000).

El hitroxitirosol no se encuentra disponible comercialmente, y hay que
recurrir para su obtencion a procesos de extraccion a partir de sus fuentes
naturales o a procedimientos sintéticos (Capasso et al, 1999).

En la literatura se encuentran recogidos distintos procesos de extraccion
y purificacion cromatografica de hidroxitirosol a partir de los residuos de la
industria del aceite (orujo, alpechin, aguas de lavado de la aceituna, hojas etc.),
pero la forma mds conveniente consiste es recurrir a reacciones de sintesis,
que resultan menos laboriosos que los procedimientos de extraccion.

Los métodos de sintesis de hidroxitirosol encontrados en la bibliografia
suelen emplear como producto de partida el acido 3,4 dihidroxifenil acético
diferenciandose basicamente en el tipo de reductor empleado en las distintas
condiciones de reaccion.

Bianco y colaboradores emplean borohidruro sédico para reducir el éster
etilico del acido 3,4 dihidroxifenil acético, obteniéndose el hidroxitirosol con un
80% de rendimiento, figura 64, (Bianco et al, 1988).

oL
NaBH OH

OH OH
80%

-Figura 64-

Bai y colaboradores emplean trimetilsilii diazometano como agente
metilante suave, el producto formado se reduce posteriormente con borohidruro

sodico en medio acuoso a 0 °C durante 1.5 horas, figura 65, (Bai et al, 1998).
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1) TMSCHN
OH 2
-Figura 65-

El método que emplea Capasso y colaboradores consiste en’ la
reduccion directa del acido 3,4 dihidroxifenil acético con LiAlH4 en THF a reflujo

durante 2 horas, figura 66, (Capasso et al, 1999).

o
LIAH,
OH OH
HO ——— HO

OH A OH

-Figura 66-

Tuck y colaboradores consiguen la reduccién del acido 3,4 dihidroxifenil
acético con el reductor borohidruro de tetrabutil amonio generado in situ a
partir del hidrégeno sulfato de tetrabutilamonio con borohidruro soédico en
medio basico. Una vez generado el reductor, la reaccién transcurre en
condiciones muy suaves en THF a temperatura ambiente durante dos horas,
figura 67, (Tuck et al, 2000).

o
(C,H,) .NBH OH
Ho/gj/\fH —> = HO

OH OH

-Figura 67-

Existen otros métodos encontrados en la literatura (Schopf et al, 1949),
(Baraldi et al, 1983), (Verhe et al, 1992), que presentan ciertas desventajas con
respecto a los enumerados anteriormente, como por ejemplo, transcurren con
mas de una etapa de reaccién y con bajos rendimientos, por debajo del 40% en
alguno de los casos.

Se encuentran ademas varias biotransformaciones entre las que

destacan la sintesis enzimatica que realizan Espin y colaboradores con
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tirosinasa de champifion y la biotransformacion con Mucuna pruriens de Pras,
descrita anteriormente, figura 63, (Pras et al, 1988).

La tirosinasa de champifion cataliza la ortohidroxilacion y posterior
oxidacion del tirosol hasta 3,4 quinonafenil etanol en tampdn fosfato a pH=6.5.
La adicion de &cido ascérbico promueve la reduccién de la orto-quinona para
formar hidroxitirosol. El procedimiento transcurre de forma limpia con
rendimientos del 100% empleando reactivos autorizados en alimentacion y se
ha propuesto como un método eficaz para la produccion de hidroxitirosol de
forma industrial para su posible inclusion en alimentos, figura 68, (Espin et al
,2001; Solicitud de patente P200002073).

/©/\' Tirosinasa Tirosinasa
OH OH
HO OH 7 S HO / i 0
] OH (@] .
Tirosol 12 0, H,0 12 0, H,0 Ortoguinona
100%
HO 9H (0] C')H
\/j_(o HO\/.\;_OIO
6 © HO  OH

Acido dehidroascérbico

-Figura 68-

La sintesis de 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol se ha realizado introduciendo
ligeras modificaciones al protocolo original de Capasso, reduciendo el acido 3,4
dihidroxifenil acético con tres equivalentes de hidruro de aluminio y litio en THF
a reflujo durante 3 horas, obteniéndose el producto con rendimientos por
encima del 85%, figura 66.

Diversos autores indican descensos en el rendimiento después de la
purificacidn cromatografica y el aislamiento del hidroxitirosol como un sirupo
amarillento. La purificacion resulta tediosa ya que el producto se retiene
bastante en la columna, conforme pasa el tiempo el compuesto va adquiriendo
una ligera coloracion amarilla-parda probablemente como consecuencia de su
permanencia en la columna y no cristaliza. Se ha optimizado la etapa

cromatografica modificando la fase movil empleada normalmente en la
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bibliografia, mezclas de éter de petroleo: acetato de etilo por mezclas de
hexano : éter. El producto se obtiene como un sirupo transparente que
cristaliza después de secarlo a alto vacio durante 24 horas. La pureza del

compuesto se ha estimado en base a datos de RMN y HPLC superior al 99%.

4.1.3 Preparacion de 3-(3,4 dihidroxifenil) propanol (Xl), (Alcohol
dihidrocafeilico).

El 3-(3,4 dihidroxifenil) propanol o alcohol dihidrocafeilico se ha
identificado como uno de los principales fenilpropanoides presentes en la
familia de los tejos, Taxus baccata (Jetter et al, 2002; Das et al, 1993), Taxus
mairei (Yang et al, 1999), ademas de en otras especies de plantas como
Onopordon corimbosum (Pedro et al, 1990) o Carthamus arborescens (Barrero
et al, 1997).

Aparece un método sintético en la literatura para la sintesis del 3-(3,4
dihidroxifenil) propanol a partir del acido dihidrocafeico (o 3,4 dihidroxifenil
propanoico) e hidruro de aluminio y litio como reductor, (Shibata et al, 1975), y
que emplean posteriormente otros autores cuando necesitan disponer de este
compuesto, figura 68, (Krauss et al 1997; Jetter et al, 2002). El resto de autores
lo identifican en los extractos de plantas tan solo por comparacion con los datos
espectroscopicos publicados (Das et al, 1992; Pedro et al, 1990).

HO COOH HO
———
HO
-Figura 68-

Barrero y colaboradores lo obtienen por hidrélisis con potasa metandélica
y posterior extracciéon en éter de una mezcla de ésteres de fenilpropanoides
aislados de las partes aéreas de Phonus arborescens (Carthamus
arborescens), planta medicinal que se encuentra en el sur de Espaia y el norte
de Africa (Barrero et al, 1997).
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HO OJ'\M* o n
Ty on
HO —_— 16
KOH/MeOH HO 18
-Figura 69-

Pras y colaboradores obtienen también este alcohol mediante la
biotransformacion con Mucuna pruriens, descrita anteriormente, a partir del
correspondiente monofenol, figura 63.

La sintesis del 3-(3,4 dihidroxifenil) propanol se ha realizado de forma
andloga a la del hidroxitirosol, a partir del acido dihidrocafeico con LAH en THF
a reflujo durante 3 horas y posterior extraccion y purificacion cromatografica,

con un rendimiento por encima del 70%, figura 68.

4.1.4 Preparacion de alcohol 3,4 dihidroxicinamilico (XIl), (alcohol
cafeilico).

Los alcoholes cafeilico, coniferilico y sinapilico constituyen tres de los
principales metabolitos cinamicos precursores de la biosintesis de lignina,
figura 70, (Matsui et al, 2000). La lignina, después de la celulosa, es el segundo
biopolimero mas abundante de la naturaleza, contribuye en gran parte a la
impermeabilidad, la fuerza y resistencia a degradacion enzimatica de la pared

celular de los vegetales (Ralph et al, 1997).

Alcohol Cafeilico Alcohol Coniferilico

-Figura 70-

El problema de esta reduccién es la aparicion con distintos porcentajes
del subproducto consecuencia de la reducciéon del doble enlace, también
llamado producto de reduccion 1-4. Los métodos de sintesis encontrados en la
bibliografia emplean reductores no muy enérgicos para evitar afectar al doble
enlace de la molécula. Algunos de estos métodos se desarrollan en varias

etapas de reaccion y con moderados rendimientos.
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Dixon y colaboradores sintetizan el alcohol 3,4 dihidroxicinamilico,
alcohol cafeilico, a partir de 3,4 diacetoxibenzaldeido mediante una reaccion de
Wittig con bromuro de (1,3-dioxolanil-metil)-trifenilfosfonio y posterior reduccién
del aldehido, en condiciones de catalisis de transferencia de fase con
borohidruro sédico en un sistema tampon, figura 71, (Dixon et al, 2001). Este
tipo de reduccion, como veremos mas adelante, fue empleada con anterioridad
por Daubresse y colaboradores para la sintesis del alcohol coniferilico a partir
del coniferaldehido, (Daubresse et al, 1994).

1)

CHO | o | H
e PhtP 0 ~ K,CO,/CH,CI, HCI 10%
AcO + < j Br
: o) 18-crown-6

OAc AcO AcO
OAc OAc
KOH, EtOH
H (o]
H
NaBH, l
-
HO Tampon, Ar, 0°C 1y
OH OH

-Figura 71-

Otra metodologia desarrollada por Parvathi y colaboradores, que
comprende también varios pasos de reaccién, parte del 34
dihidroxibenzaldehido, se acetilan las posiciones fenélicas y se condensa con
el monoetil malonato siguiendo el procedimiento de Umezawa (Umezawa et al,
1991). El etil ferulato resultante se reduce con hidruro diisobutilaluminio
(DIBAH) y se desacetila obteniéndose el alcohol cafeilico con bajos
rendimientos, figura 72, (Parvathi el al, 2001).

CHO 0 AcO X _-COOEt HO \ on
+ /ﬁ\/u\ D/\/ I j@/\/\
AcO HO OEt Py AcO DIBAH HO
OAc

-Figura 72-
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Un dltimo ejemplo lo constituye el trabajo de Arfmann y colaboradores
donde reducen el grupo carboxilico de distintos acidos benzoicos, cinamicos y
fenilacéticos probando 20 microorganismos distintos, mayoritariamente hongos.
Los resultados son en general bastante buenos, algunos con rendimientos
superiores al 80% (Arfmann et al, 1993). Entre los alcoholes que obtienen en

estas biotransformaciones se encuentran el alcohol cafeilico y el coniferilico,

figura 73.
OOH OH
R1 R1
—_—
R4 R2 R4 R2
* R3 R3
R4 R, R; R4
OCH; H H H
H OCH,; H H
H H OCH, H
H OCH; OCH; OCH;
H OCH, OH H
OH H H H
H OH H H
H H OH H
H
COOH
R1 R1
—_—
R4 R2 R4 R2
R3 R3
R, R, R3
H H OH
OH H H
H OH H
OCH; H H
H OCH; H
H H OCH;4
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H H H H
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OCH, H . H OCH,
H . OCH, OCH; H
H OCH, H OCH,
OH H H H
H OH H H
H H OH H
H OH OH H
H OCH; OH H
-Figura 73-

La sintesis de alcohol 3,4 dihidroxicinamilico, alcohol cafeilico, se ha
realizado en una sola etapa de reaccion por reduccién del acido 3,4
dihidroxicinamico (acido cafeico) con hidruro de aluminio y litio en THF a reflujo
durante 3 horas, y se procesa de forma similar que los anteriores ejemplos. El
compuesto se obtiene con rendimientos en torno al 60%, observandose la

formacion del 3,4 dihidroxifenil propanol por debajo de un 2%, figura 74.

HO X _-COOH HO
:@/\/ LAH D/\/\ OH HOD/\/\ OH
—— e +
HO A HO HO
<2%

-Figura 74-
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4.1.5 Preparacion de 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) propanol (XV), (alcohol
dihidroconiferilico).

El alcohol dihidroconiferilico se encuentra también formando parte de los
polimeros de lignina, aunque en niveles menores que otros alcoholes
cinamicos (Brunow et al, 1998). No aparecen muchos métodos sintéticos en la
literatura, aunque se referencia como subproducto principal de la reduccion del
coniferaldehido con distintos reductores, como seguidamente comentaremos.

Entre los procedimientos encontrados cabe destacar la sintesis que
realizan Shibata y colaboradores a partir del eugenol por el procedimiento

general de hidroboracién de dobles enlaces, figura 75, (Shibata et al, 1975).

MeO P BH, MeO OH
—_—
HO HO

-Figura 75-

La sintesis del 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) propanol (Alcohol
dihidroconiferilico) se ha realizado mediante reduccién con hidruro de aluminio
y litio del &cido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) propiénico (acido dihidroferulico) en

THF a reflujo con rendimientos por enzima del 65%, figura 76.

CH30:E>/\/COOH LAH CHgoD/\/\OH
—————— -
HO FA

HO

-Figura 76-

4.1.6 Preparacion del alcohol 4-hidroxi-3-metoxicinamilico (XVI),
(alcohol coniferilico).

Aparecen en la literatura distintos métodos de obtencién del alcohol
coniferilico por reduccién de ferulato de etilo con hidruro de aluminio y litio
(Swaleh et al, 1969), bis(2-metoxietil) hidruro de sodio y aluminio (Shibata et al,
1975) o diisobutil hidruro de aluminio (DIBAH) (Newman et al, 1986). El
problema de estos métodos es la aparicion en distintos porcentajes del

subproducto de reduccion 1-4, figura 77.
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CH,0 . _COOEt CH,0 N CH.O
+
HO Reductor HO

HO

-Figura 77-

El método de Daubresse y colaboradores para la sintesis de alcohol
coniferilico y de otros alcoholes cinamicos reduce el correspondiente aldehido
en un medio tamponado empleando borohidruro sédico y baja temperatura, sin
observarse aparicion de los productos de reduccion 1,4, figura 78, (Daubresse
et al, 1994).

NaBH, MeO

MeO ™ H W OH
HO Tampédn, Ar, 0°C HO
-Figura 78-

De forma similar, Ralph y colaboradores emplean también la reduccion
del aldehido coniferilico con borohidruro sédico en acetato de etilo y a
temperatura ambiente, sin que tampoco se observe la aparicion del compuesto
saturado (Ralph et al, 1996).

La sintesis del alcohol 4-hidroxi-3-metoxicinamilico, alcohol coniferilico
se ha realizado por reduccidon del acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico (acido
ferulico) con hidruro de aluminio y litio en THF a reflujo. En la reacciéon se
producen porcentajes entre el 5% y el 20% del compuesto de reduccion 1,4 en
funcion de la cantidad de reductor empleado y del tiempo de reaccién, figura
79. Las mejores condiciones se han obtenido con 1.5 equivalentes de reductor
y dos horas de reaccién. El producto se obtiene en un 68% de rendimiento con

una pureza en torno al 95% segun los datos de RMN.

—_—
+
HO A HO HO

5-20%

-Figura 79-
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4.1.7 Preparacion de 3-(3,4-dimetoxifenil) propanol (XIX).

No aparecen demasiadas referencias a este producto en bibliografia y
en principio no parece demasiado interesante, desde un punto de vista de
actividad antioxidante, ya que no dispone de hidroxilos fenolicos. Shibata y
colaboradores sintetizan el 3-(3,4-dimetoxifenil) propanol por metilacion del
alcohol dihidroconiferilico con ioduro de metilo en acetona anhidra y empleando

como base carbonato potasico anhidro, figura 80.

HO
—_—
HO

K,CO /Acetona CH,0

-Figura 80-

La sintesis de 3-(3,4-dimetoxifenil) propanol se ha realizado por
reduccion con hidruro de aluminio y litio de forma similar a los ejemplos
anteriores, a partir del correspondiente acido (3,4-dimetoxifenil) propanoico. El
producto se obtiene de forma rapida con buenos rendimientos, figura 81.

Este mismo compuesto se ha obtenido a partir del acido 3,4
dimetoxicinamico, cuando se ha empleado como producto de partida en los
intentos de sintesis del alcohol 3,4-dimetoxicinamilico, figura 81. En todos los
casos ensayados, se produce reduccién simultanea del doble enlace olefinico y

del grupo carboxilo.
CHBOD/\/COOH LAH
—_—
CH,0 Py

C
Cl
C

H.O
3 D/\/\OH
H,0
CH,O X COOH | AH H,O
S G
CH,0 JAN CH,0

-Figura 81-
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4.1.8 Preparacion del alcohol 3,4,5 trihidroxibencilico (LVII), (alcohol
galico).

El alcohol 3,4,5 trihidroxibencilico o alcohol galico se encuentra en la
naturaleza exclusivamente en las plantas de la familias de los castafios,
formando parte de una estructura taninica denominada chestanina que se aisla
de zonas de la planta dafiadas pc;r insectos, bacterias, hongos o de forma
mecanica, figura 82 (Yoshironi et al, 1978).

OH o
HO OH
HO OH O O Chestanina
) OH
HOH/O%
OH o
HO OH
(0]
-Figura 82-

No se han encontrado métodos sintéticos en la bibliografia para este
compuesto. En una primera aproximacion se probé la sintesis de forma
analoga a la seguida hasta ahora para la obtencion de los alcoholes fendlicos a
partir del acido galico empleando hidruro de aluminio y litio como reductor en
THF a reflujo, obteniéndose el alcohol galico en muy bajo rendimiento (<5%) de

entre una mezcla compleja de subproductos no deseados, figura 83.

COOH OH
_
HO OH THF HO OH
OH TAN OH
< 5%
-Figura 83-

Estos bajos rendimientos pueden ser debidos a la presencia de una
molécula de agua en el acido galico empleado como producto de partida (acido
galico monohidrato, obtenido a través de Fluka) o a tantos grupos hidroxilo que
desactiven al reductor. El empleo de acido galico anhidro no mejora
sustancialmente los rendimientos (7-10%), por lo que se optd por la proteccion

de los grupos hidroxilo previamente a la reduccion con LAH. En una primera
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experiencia se protegieron los hidroxilos fendlicos con grupos bencilo,
practicamente de forma cuantitativa, y se redujo la molécula con hidruro de
aluminio y litio en THF de forma analoga a los anteriores casos obteniéndose el
correspondiente alcohol tribencilado con muy buenos rendimientos, por encima
del 85%. La desproteccién de la molécula con H, en Pd/C condujo a la
formacion de un subproducto no esperado, .pero facilmente explicable
mecanisticamente, como consecuencia de la reduccién simultanea del CH,
bencilico obteniéndose el 3,4,5 trihidroxitolueno de forma cuantitativa en las
condiciones de reaccion empleadas, figura 84. Esta estrategia resulta ineficaz
para la sintesis del alcohol galico, por tanto se recurrié a la proteccion del los
hidroxilos en forma de acetatos y posteriormente se realizo la reduccion con
LAH, el medio béasico generado en la reaccion provoca la hidrélisis simultanea

de los acetatos y la formacion del compuesto deseado, figura 84.

OH
COOH COOH
L H,
—_—
BnO OBn Pd/C HO OH
OBn OH
95% 85% 98%
COOH COOH

A<:2

Py/DMAP  AcO

Global < 45%

-Figura 84-

El método parece adecuado sin embargo se producen sustanciales
pérdidas de rendimiento, en torno al 50%, durante la purificacion
cromatografica, siendo este el principal inconveniente para la obtencion de
cantidades necesarias de este producto. Intentos de recristalizacion del
compuesto a partir del crudo de reaccidon conducen al producto con restos

importantes de acido acético.
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4.1.9 Sintesis del alcohol 3,4-dihidroxi-5-metoxi bencilico (LVIII),
(alcohol metil galico).

No se han encontrado referencias de la presencia de forma natural de
este compuesto en la naturaleza.

La obtencién directa del compuesto a partir del acido 3,4-dihidroxi-5-
metoxi benzobico por reduccién con LAH da lugar a la formacién alcohol metil
galico con bajos rendimientos (15-20%). Por tanto se ha recurrido a la
proteccion de los hidroxilos en forma de acetatos y posterior reduccion y
desproteccion simultanea del compuesto con LAH de forma andloga a la
anterior. ElI compuesto se obtiene de forma aceptable (45%) con ligeras

pérdidas de rendimiento durante la etapa cromatografica, figura 85.

G5

20%

COOH COOH
Ac,0
—_— -
MeO OH Py/DMAP MeO OAc
OH OAc
45%
-Figura 85-

4.1.10 Sintesis del alcohol 4-hidroxi-3,5-dimetoxi bencilico (LIX),
(alcohol siringilico).

No se han encontrado referencias de este compuesto como producto
natural. La sintesis del alcohol siringilico se ha realizado de forma similar a los
anteriores casos mediante reduccién con LAH del acido siringico en THF a

reflujo con buenos rendimientos, figura 86.

OH
COOH
LAH
—_—
MeO OMe  THF MeO OMe
OH A OH
81%
-Figura 86-
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4.1.11 Sintesis del alcohol 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxi) fenil propanol
(LX), (alcohol dihidrosinapilico).

La reduccion del acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxicinamico (acido sinapico)
con LAH en THF a reflujo condujeron a la formacion del producto de reduccion
1,4 denominado alcohol dihidrosinapilico, figura 87. Aunque algunos autores
referencian la sintesis del alcohol sinapilico (Daubresse et al, 1994; Ralph et ai,
1996), finalmente se ha empleado el compuesto saturado ya que las
conclusiones que con él se obtengan seran igualmente validas en nuestro
estudio comparativo.

OH
COOH
=
LAH
——
MeO OMe THF MeO OMe
OH A OH
71 %
-Figura 87-

Las estructuras de los distintos alcoholes fendlicos sintetizados han sido
confirmadas mediante RMN de protones y carbono ('H, *C) y espectrometria
de masas FAB+. En los espectros de RMN se constata la reduccién del acido
carboxilico y la presencia de la sefal correspondiente al -CH,- oxigenado del
alcohol primario entre 3.5-4.4 ppm y con la adecuada multiplicidad en los
espectros de protones y entre 63.9-65.19 ppm en los de carbono. Tanto las
senales de los protones y carbonos aromaticos, como las de los restantes
grupos metileno e insaturaciones del esqueleto cinamilico, aparecen
claramente diferenciadas unas de otras en sus zonas habituales de
desplazamientos quimicos. Los espectros de masas confirman el peso

molecular de los compuestos sintetizados.
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4.2 PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LOS NUEVOS COMPUESTOS.

La actividad antioxidante de los compuestos fenodlicos depende de la
estructura quimica de las moléculas. El mecanismo generalmente aceptado
como principal responsable de la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos es mediante su capacidad para atrapar los radicales libres. De forma
general, podemos decir que la capacidad para atrapar los radicales libres de
las moléculas esta relacionada con la facilidad para donar los hidrégenos
fenolicos asi como con su capacidad para estabilizar los fenoxil radicales
formados, factores intimamente relacionados con la estructura quimica de la
molécula (Mathiesen et al, 1997; Rice-Evans et al, 1996).

Disponemos de un grupo amplio de moléculas donde varia el numero de
hidroxilos, la presencia de grupos metoxilo o la longitud e insaturacion de la
cadena alifatica. Queremos investigar las propiedades antioxidantes de estas
moléculas de cara a sintetizar nuevos antioxidantes lipofilicos, ademas de
estudiar las relaciones estructurales que rigen el comportamiento antioxidante
de estas moléculas.

Aunque el principal pardmetro que afecta a la actividad antioxidante es la
capacidad de captaciéon de radicales libres, el comportamiento antioxidante de
estas moléculas en medios grasos, puede variar dependiendo de su capacidad
de reparto en las distintas fases del alimento (Porter et al, 1993).

Schwarz y colaboradores sugirieron que el reparto de los antioxidantes
en las distintas fases del alimento, depende principalmente de la polaridad de
la moléculas. Ya que la peroxidacion lipidica ocurre en la fase grasa y/o en la
interfase, la proporcion de antioxidante solubilizado en cada uno de estos
entornos va a ser la verdadera responsable de la inhibicion de la reaccién en
cadena (Schwarz et al, 1996). Una medida de la polaridad de las moléculas es
la determinacion de su coeficiente de particion octanol-agua, que da idea del
comportamiento antioxidante que cabe esperar de las moléculas en distintos
medios, aceite, emulsion etc. (Tsimidou et al, 2003); Se ha establecido como
regla general de comportamiento a partir de distintos estudios experimentales,
lo que se conoce con el nombre de paradoja polar que viene a exponer que “un
antioxidante polar es mas efectivo cuanto menos polar es el medio donde actua

y viceversa”.




Resultados y discusién 115

Los métodos elegidos en este trabajo para evaluar la actividad
antioxidante de las nuevas moléculas, mediante su habilidad para capturar los
radicales libres, asi como la influencia que tiene el reparto entre fases de los
antioxidantes en la inhibicién de la peroxidacion lipidica tanto en aceite crudo
como en emulsidén son:

- Determinacion de la capacidad de captacion de radicales libres

mediante el método de DPPH.

- Determinacion de la actividad antioxidante en aceites vegetales

mediante Rancimat.

- Determinacién de la actividad antioxidante en emulsion mediante
el método del oxigeno activo (AOM).

- Derminacion de la polaridad de las moléculas mediante la
determinacion del logaritmo del coeficiente de particion octanol-

agua, log(P).

Con los datos procedentes de estos experimentos estaremos en
disposicidon de establecer cuales son los criterios estructurales y de reparto que

rigen el comportamiento antioxidante de estas moléculas.

4.2.1 Determinacion de la capacidad de captacion de radicales
libres (RSA) mediante el método de DPPH.

Hemos comentado previamente en los antecedentes el fundamento de
los métodos de determinacion de la capacidad antioxidante basados en la
inhibicion de la coloracién de un radical cromogénico.

Los procedimientos analiticos para la determinacién de la actividad
antioxidante de compuestos fenélicos encontrados en la literatura, difieren unos
de otros en bastantes factores experimentales; (relaciéon antioxidante/ radical,
tiempo de reaccion, solvente, etc.). Los resultados del orden de reactividad y
magnitud antioxidante muchas veces difieren de un articulo publicado a otro.
Tsimidou y colaboradores escriben, distintas recomendaciones para realizar
estudios antioxidantes. Entre las recomendaciones que dan para la
estandarizacion del método analitico esta la realizacion de la reaccion de

inhibicién a 20 minutos y con una relacién molar entre antioxidante/ DPPH que
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proporcione un valor de inhibicién en la produccion de radicales libres (RSA)
entre el 60-80% en 10 minutos de reaccion para el antioxidante mas potente.

No aparecen en bibliografia datos de DPPH para la mayoria de los
compuestos a ensayar, tan sélo para el hidroxitirosol y el alcohol homovanilico
en distintos estudios de actividad antioxidante de compuestos fendlicos del
aceite de oliva (Saija et al, 2000; Visioli et al, 1998; Gordon et al, 2001).

En base a estas referencias se ha establecido como criterio de
evaluacion de la actividad antioxidante de los nuevos compuestos, la inhibicion
producida una disolucion de DPPH 125uM, a una concentracién de 50uM del
antioxidante.

De esta forma, Se prepararon disoluciones de cada uno de los alcoholes
(IX-XIX y LVII-LX) en un rango de 0.5 uM a 50 uM y se midié la reduccion en la
absorbancia de la disolucion de DPPH (125uM) a cada de esas
concentraciones, obteniéndose de la representacion grafica, los valores de
ECso y el % de inhibicion a 50uM, para cada una de las moléculas ensayadas.
Las determinaciones se realizaron por triplicado comparandose los resultados
con los de antioxidantes que normalmente se emplean en alimentacion.

En la figura 88 se representa el % de inhibicién a 50uM de cada uno de
estos antioxidantes junto con antioxidantes comerciales. Como se muestra en
la figura, los compuestos con los hidroxilos libres en orto son los que presentan
mejores porcentajes de inhibicién del radical DPPH, mejores incluso que
antioxidantes habitualmente empleados en alimentacién. Los compuestos con
una de las posiciones fendlicas metiladas, sufren importantes descensos en la
actividad antioxidante, en torno al 50%, respecto a sus correspondientes
hidroxilados, quedando su actividad antioxidante en el rango de los
antioxidantes comerciales control. En ambos casos podemos observar como
existe un ligero incremento de la actividad antioxidante conforme aumenta la
longitud de la cadena lateral. Los compuestos con ambas posiciones metiladas,
como puede verse en la grafica, no son efectivos como inhibidores de la
reaccion radicalaria.

Cuando introducimos derivados del acido galico para ver como se
modifica la actividad antioxidante de las estructuras observamos que la
presencia de tercer hidroxilo como en el caso del alcohol galico (LVI}), vuelve a

ser el factor que determina el aumento de la capacidad antioxidante de la
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molecula. La introducciéon de un grupo metilo ademas del anillo de catecol,
como en el caso del alcohol alcohol 5-metoxi, 3,4 dihidroxibencilico (metil
galico) aumenta la habilidad para donar hidrégenos proporcionando mejor
actividad antioxidante que el correspondiente alcohol dihidroxibencilico. La
presencia de un segundo grupo metilo, como en el caso del siringil y sinapil
alcoholes, (LIX y LX) incrementa la actividad antioxidante de la molécula
comparada con las del alcohol (4-hidroxi, 3-metoxi)bencilico (XIIl) y del alcohol

dihidroconiferilico (figura 88).
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-Figura 88-

En cualquier caso, el factor mas decisivo en la actividad antioxidante es
el nimero de hidroxilos (Rice Evans et al, 1996), la contribucion de los grupos
OMe dadores de electrones, se pone de manifiesto solamente cuando no
sustituyen al hidroxilo (Pekkarinen et al, 1999). La presencia de hidroxilos en
orto produce estabilizaciones adicionales por resonancia y formacién de orto-
quinonas, de hay la importancia de mantener el anillo de catecol (Ho et al,
1997). La longitud de la cadena lateral, parece ser que influye en la
deslocalizacion de la carga, y mas aun, si presenta una insaturacion (Graf et al,
1992; Tsimidou et al, 2003).
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4.2.2 Determinacion de la actividad antioxidante en aceites
vegetales mediante Rancimat.

Los estudios se han realizado por debajo del limite legal de 200 ppm,
establecido por la Unién Europea, para la adicion de antioxidantes sintéticos a
grasas y aceites destinados a la preparacion de alimentos que se someten a
tratamientos térmicos (EC. Off. J Comision Eur. Communities 1995, Maech 18,
regulation L61/95).

La evaluacion de la actividad antioxidante de los alcoholes (IX-XIX y
LVII-LX) en aceites se ha llevado a cabo por triplicado en un aparato Rancimat,
de Metrohm-Herisau A. G. La oxidacion se realizdé pasando una corriente de
aire (20L/h) a través de una alicuota de muestra®5 g de aceite de oliva, con
cantidades de antioxidante de 100 ppm, colocadas en un reactor calentado a
120°C. La determinacion se interrumpe automaticamente cuando el valor de

conductividad en la celda de medida llega al maximo establecido de 200 uS.
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-Figura 89-

La figura 89 representa el periodo de induccién de las muestras de
aceite de oliva sometidas a oxidacién forzada con cada uno de los
antioxidantes ensayados, comparados con varios controles de antioxidantes
habitualmente empleados en alimentacion.

Las moléculas que presentan todos sus hidroxilos libres (IX-Xil),

proporcionan mejores resultados en base al tiempo de induccidbn que
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cualquiera de los antioxidantes comerciales control utilizados. Los fenoles con
la posicion tres metilada (XIII-XVI) muestran valores del orden de los
antioxidantes comerciales que generalmente se emplean.

Existen discrepancias en algunos compuestos, entre los valores de
actividad antioxidante por el método del DPPH, y su valor correspondiente de
periodb de induccién. Como por ejemplo el alcohol cafeilico, donde vemos que
el doble enlace de la cadena, hace disminuir el valor de periodo de induccion,
contrariamente a lo observado en la inhibicién del radical DPPH. Realmente
existen discrepancias entre los autores, del efecto que tiene la cadena
propilénica en la actividad de distintos acidos fenolicos. Algunos autores,
aunque admiten la estabilizaciéon de la carga del radical que se produce a
través del doble enlace, sugieren que el efecto que tiene la rigidificacion de la
molécula, causa impedimento estérico frente a la captura del radical (Silva et al,
2000; Bakalbassis et al, 2001).

En el caso del metil galico, vemos que su periodo de induccion es
también bajo en comparacion con sus valores de DPPH, por contra, el alcohol
galico muestra un excelente periodo de induccién, por encima de cualquiera de
los catecoles, no siendo tan marcadas estas diferencias cuando observamos
los valores correspondientes de la inhibicion del radical.

Excepto por estas discrepancias puntuales, el método basado en la
inhibicion del radical DPPH, parece que es adecuado para evaluar el
comportamiento antioxidante de estos compuestos en una matriz real como es

el aceite de oliva.

4.2.3 Determinacion de la actividad antioxidante en emulsion
mediante el método del oxigeno activo (AOM).

Por lo general la actividad antioxidante de las moléculas cambia
drasticamente del aceite crudo al medio emulsionado.

La peroxidacién lipidica ocurre dentro de la fase grasa y sobre la
superficie micelar, la proporciéon de antioxidante disuelto en estos entornos es
la verdadera responsable de la inhibicion de la reaccion de oxidacion. Por eso,
la actividad antioxidante de moléculas polares en sistemas dispersos depende
de su comportamiento a la hora de producirse el reparto (Huang et al, 1996;

Schwarz et al, 1996). Los antioxidantes polares suelen formar puentes de
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hidrogeno con la fase acuosa reduciéndose su capacidad para donar hidrogeno
y por tanto, su capacidad antioxidante (Avila et al,1995). Coeficientes de
particion en fase organica elevados se correlacionan con buenos resultados
antioxidantes y viceversa (Lewis et al, 2002; Frankel et al, 2000).

Para evaluar la actividad antioxidantes en emulsion, se prepararon
emulsiones aceite-agha al 30% y twen-20 como emulgente a partir de las
disoluciones de 100 ppm de cada uno de los antioxidantes en aceite de oliva.
Las muestras se introdujeron en un incubador a 45°C evaluandose el grado de
oxidacion mediante la determinacion del indice de perdxidos, mediante el
método oficial para la determinacién de este parametro, a distintos tiempos de

oxidacion, figura 90.

1 22 45 70 123 186 214 205 358 550
Tiempo (horas)

-Figura 90-

Como se observa en la figura, los alcoholes fendlicos que presentan
todos los hidroxilos libres son peores antioxidantes en emulsion que los
alcoholes que presentan el hidroxilo en tres metilado. Estos resultados estan de
acuerdo con la explicacion que aporta Avila y colaboradores (Avila et al,1995),
donde la formacion de puentes de hidrogeno con la fase acuosa, hace
disminuir la actividad antioxidante, siendo las moléculas metoxiladas mas
efectivas para la estabilizacion de medios emulsionados, que para la

estabilizacion de aceites crudos.
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4.2.4 Derminacion de la polaridad de las moléculas mediante el
logaritmo del coeficiente de particion octanol-agua, log(P).

Se pretende determinar en que medida afectan los factores de reparto
de los antioxidantes en el aceite o en el medio emulsionado, a la actividad
antioxidante de las moléculas. El reparto que se produce de los antioxidantes
en el aceite o la emulsion dependé de la polaridad de los antioxidantes y de
interacciones especificas con los diferentes constituyentes del sistema
(Schwarz et al, 1996), usualmente se expresa en términos de coeficiente de
particion, cuyos valores se obtienen experimentalmente (Vaes et al, 1998).

La medida del coeficiente de particion se realizd en una mezcla 1-
octanol/ agua (1:1 vol:vol) a una concentracion de 0.3 mM de cada uno de los
antioxidantes en la fase organica. En la figura 91 se representan los valores de
log(P) para cada uno de los alcoholes fendlicos (IX-XIX y LVII-LX) junto con

varios antioxidantes comerciales.

25 4

15+
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-Figura 91-

En la figura 92 se comparan los valores de tiempo de rancimat de las
moléculas, junto con los respectivos valores del coeficiente de particion.

Al aumentar la longitud de la cadena alifatica del alcohol aumenta, como
es logico, el valor del log(P). Segun predice la paradoja polar las moléculas
mas apolares son menos efectivas para estabilizar aceites crudos. En nuestro

caso, conforme aumenta el log(P) de los alcoholes IX-Xli, aumenta el periodo
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de induccion del aceite. De igual forma, como en el caso de los alcoholes Xl y
XIill, el més polar no es el que estabiliza en mayor medida al aceite, sino al
reves.

Por otro lado, en el medio emulsionado, también se encuentran ejemplos
de moléculas con valores de log(P) inferiores, que estabilizan en mayor medida
el medio emulsionado, como por ejemplo los alcéholes Xy Xllo el Xll 'y XIV.

Estos dos ejemplos constituyen algunas de las excepciones a la
paradoja polar que se encuentran estudiando con detalle los datos

experimentales obtenidos.

@ log(P)
3 Rancimat

Figura 92-

Este comportamiento se pueden explicar suponiendo que los factores
estructurales que afectan a la habilidad de las moléculas para donar hidrégeno
asi como los factores relacionados con la facilidad para estabilizar radicales a
través de la cadena, o la formacioén de puentes de hidrégeno en presencia de
fase acuosa, predominan sobre los factores de reparto del antioxidante en la
fase grasa.

Conforme aumenta la lipofilia de las moléculas, aumenta la estabilidad
del aceite, siempre y cuando se mantenga el anillo de catecol como principal
responsable estructural de la actividad antioxidante. En emulsién, las

estructuras mas efectivas son aquellas que reducen la formacién de puentes de
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hidrégeno con la fase acuosa, pero que conservan habilidad para atrapar
radicales y deslocalizar la carga.

En base a los datos de actividad antioxidante, en aceites crudos como
en emulsion, vamos a diferenciar dos grupos a la hora de realizar la sintesis de
nuevos antioxidantes lipofilicos derivados de estas moléculas.

Por tanto, las moléculas con hidroxilos fenodlicos libres (IX-XIl) van a
servir como punto de partida para la sintesis de antioxidantes lipofilicos para la
estabilizacion de aceites crudos. Mientras que los derivados que presentan la
posicion tres metilada (XII-XVI), se van a emplear en la sintesis de
antioxidantes lipofilicos para su aplicacion en emulsiones. Los alcoholes
completamente metilados (XVII-XIX) en las posiciones fendlicas, quedan
descartados.

La solubilizaciébn de moléculas polares en medios hidréfobos es un
proceso de claro interés en la industria alimentaria. Constituye un método
eficaz de modificar las propiedades de solubilidad, miscibilidad y actividad
antioxidante de las moléculas. La naturaleza hidrofiica de muchos
antioxidantes naturales les hace tener una seria restriccion a la hora de
estabilizar grasas, mas aun, como hemos visto, cuando ademas se encuentra
presente una fase acuosa (Schuler, P. 1990).

La modificacion sintética propuesta consiste en la esterificacion del
hidroxilo de la posicién primaria de los anteriores alcoholes fendlicos junto a
acidos grasos de distinta naturaleza, la variacion en la longitud y naturaleza del
acido graso nos va a permitir tener un amplio rango antioxidantes con distintas
propiedades (punto de fusion, viscosidad, solubilidad, etc.), manteniéndose la
capacidad antioxidante del catecol.

Solo un pequeno porcentaje de los compuestos fenodlicos de las plantas
se encuentran en forma de fenoles sencillos, la mayoria se encuentran unidos
a través de enlaces éster, éter, acetal, etc. a pequeias moléculas organicas,
fenoles complejos u otros componentes estructurales de las plantas (Robbins,
R.J., 2003).

Compuestos fenolicos con cadenas hidrocarbonadas largas han sido
identificados previamente en varias especies de plantas. En muchos casos,
estos ésteres son acidos fenilpropenoicos esterificados con alcoholes tipicos de

ceras, como por ejemplo los p-cumaratos encontrados en la planta Rosa
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Rugosa (Hashidoko et al, 1992). Aunque también aparecen alcoholes fendlicos
esterificados con acidos de cadena larga. Jetter y colaboradores identifican
numerosos esteres de cadena larga de fenilpropil y fenilbutil alcoholes como
constituyentes de resinas y ceras provenientes de distintas plantas de la familia
de los tejos (taxaceas) (Jetter et al, 2002). Entre los distintas grupos que
identifican se encuentra una serie constituida por trece ésteres del 3-(3:4-
dihidroxifenil)-propanol con acidos grasos desde Cis a Cs. Algunos de estos
ésteres también han sido identificados en diversas partes de otras plantas
como Symphyopappus compressus (Bohlmann et al, 1981) y Phonus
arborescens (Barrero et al, 1997). Esteres fenélicos combinados con cadenas
alifaticas largas han sido identificados como principal componente estructural
de los biopolimeros de suberina (Kolattukudy, P.E., 1980).

Por tanto, no solo se pretende sintetizar antioxidantes lipofilicos a partir
de productos naturales, sino que ademas algunos de los productos que se
obtienen, también son naturales, con lo cual se ven reducidas las restricciones

legales para la utilizacion de estos productos.
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4.3  SINTESIS DE ANTIOXIDANTES LIPOFILICOS.

La acilacion selectiva de alcoholes primarios frente a alcoholes
secundarios constituye una importante transformacién frecuentemente
empleada en sintesis organica, como se deduce del nimero de métodos
encontrados en bibliografia. Por este motivo, creemos que es importante
realizar un estudio de reactividad en distintas condiciones de acilacion a fin de
encontrar métodos para la funcionalizacion selectiva de estas moléculas.

Los alcoholes se transforman en ésteres por reaccion con cloruros de
acido o anhidridos de acido en condiciones de reaccion que no se admiten para
productos destinados a alimentacion. Por esta razon se han desarrollado en los
ultimos afios métodos enzimaticos, que evitan las restricciones legales para la
obtencién de este tipo de p}oductos. Al ser el objetivo ultimo de las moléculas
de este trabajo su inclusion como antioxidante en un alimento, debemos

desarrollar los métodos enzimaticos adecuados para su obtencion.

4.3.1 Sintesis quimica de antioxidantes lipofilicos.
Para estudiar la regioselectividad de la reaccién de acilaciéon sobre una
molécula como la del alcohol 3,4 dihidroxibencilico se realizaron distintos

experimentos empleando las condiciones generales de esterificacion:
- Anhidrido oleico/ piridina.
- Cloruro de oleilo/ piridina.

Se obtuvieron como resultado mezclas complejas sin que se observara

selectividad sobre alguna de las posiciones de la molécula.

Con la finalidad de encontrar un método eficaz de monoacilacién
selectiva sobre alguna de las posiciones de la molécula, se ensay6 el empleo
de catalisis de transferencia de fase para intentar introducir un grupo acetato
sobre el anillo fendlico. Se ha referenciado que el empleo de catdlisis de
transferencia de fase ofrece cierta selectividad en la esterificacion de hidroxilos
fendlicos frente a alifaticos, como en el caso de la acilacion del B-estradiol (llli
et al,1979).
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En una primera experiencia se adicioné sobre una suspension de alcohol
3,4 dihidroxibencilico, carbonato potasico anhidro e hidrogeno sulfato de
tetrabulilamonio en THF, una disolucion de cloruro de acetilo en THF y se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente y atmosfera inerte durante dos
horas, la reaccion se siguidé por TLC hasta que no se observo mas evolucion.
En la reaccion aparecidé un solo producto de reaccién que se aislé del alcohol
3,4 dihidroxibencilico que quedd sin reaccionar mediante cromatografia en
columna.

Cuando se realizaron experiencias de RMN para determinar su
estructura se comprobd, que en contra de los datos recogidos por otros
autores, la reaccién habia tenido lugar sobre el hidroxilo primario de la
molécula y no sobre el fendlico, obteniéndose el acetato del alcohol 3,4
dihidroxibencilico de forma directa en un solo paso de reaccion y con un
rendimiento del 60%, figura 93 . Para comprobar la eficacia de la metodologia
se ensayo la reaccion con distintos cloruros de acido (cloruro, estearilo, oleilo)
observando igual selectividad en la reaccién, obteniéndose los

correspondientes derivados en posiciéon primaria entre un 45% y un 60% de

o
OH  THF o™'R
_— -
HO COK,J/ TBAH o

OH CICOR OH

rendimiento.

R=Acetilo 57%
R=Estearilo 48%
R=0leilo 47%

-Figura 93-

Las estructuras de los nuevos compuestos sintetizados quedaron
perfectamente establecidas en base a los datos de 'H-RMN, "*C-RMN vy
espectrometria de masas FAB+.

La introduccion de acidos grasos sobre el hidroxilo primario desplaza a
campo bajo mas de media ppm la senal del -CH,- bencilico correspondiente
(4.41 ppm a 4.99 ppm), siendo el desplazamiento de esta sefal la principal
indicacion para establecer las estructuras de los derivados monosustituidos en

posicion primaria.
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Aparecen ofras sefiales correspondientes al acido graso introducido,
como por ejemplo los hidrégenos vinilicos cuando se introduce acido oleico
(5.34 ppm), y en todos los casos, las sefales caracteristicas a -CH,- en alfa y
beta de carbonilo (a 2.32 ppm y 1.61 ppm respectivamente). La evaluacion de
la integral de estas sefiales permite determinar la sustitucion de la molécula
(tabla 14).

-CH>-OR -CH=CH- | a-Carbonilo | B-Carbonilo
(ppm) (ppm) (alifatico, ppm) | (alifatico, ppm)
Alcohol protocateico 4.41 - - -
MonoAcetato 4.99 - 2.09 (3H) -
MonoEstearato (1V) 4.99 - 2.33 (2H) 1.61 (2H)
MonoOleato (V) 4.99 5.34 (2H) 2.32 (2H) 1.61 (2H)
-Tabla 14-

Posteriormente, se ensayd la reaccion de esterificacion con activacion
electrofilica mediante la adicion de una mezcla de un equivalente de DCC y
DMAP al 10%, directamente sobre una disolucion de acido oleico y el alcohol
3,4 dihidroxibencilico en THF, se observd que el producto mayoritario
resultante, se diferenciaba en Rf del producto obtenido mediante catalisis de
transferencia de fase. Se procedié a su aislamiento e identificacion mediante
RMN viéndose a partir de sus datos espectroscopicos que la esterificacion se

habia producido indistintamente sobre cada una de las posiciones fendlicas,

OH OH fo)
OH
/Q/\ THF )j\
HO HO + R o
O\n/ R
O

figura 94.

OH DCC/DMAP OH
RCOOH

R=Oleoilo 67%

-Figura 94-
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Esto hecho se pone de manifiesto en el espectro por una complicacion

sustancial de las sefiales de los protones aromaticos de la molécula

pudiéndose distinguir el juego de sefales correspondientes a cada uno de los

isomeros (sefiales B, figura 95).
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-Figura 95-

El -CH,- bencilico se mantiene en los valores correspondientes al

hidroxilo libre, y las integrales resultan coherentes con una monoesterificacion

(tabla 15), las senales correspondientes a los protones en alfa y beta de

carbonilo, sufren desplazamientos de aproximadamente 0.25 ppm a campo

bajo con respecto a los valores que presentan estas mismas sefales, en los

compuestos unidos a través de la posicion primaria (2.32 ppm y 1.61 ppm).

-CH>-OR | -CH=CH- a-Carbonilo p-Carbonilo
(ppm) (ppm) (Aromatico, ppm) | (Aromatico, ppm)
Alcohol protocateico 4.41 - - -
MonoOleato 4.40 5.34 (2H) 2.56 (2H) 1.75 (2H)
-Tabla 15 -
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Cuando seguimos esta misma metodologia pero con dos equivalentes
de DCC y dos equivalentes de acido oleico, se obtiene el correspondiente

derivado disustituido en posicion fendlica, figura 96.

‘//I:::;::]’//‘\\()Pi (o] OH
- )iy Q”
HO - . R™ Mo
OH DCC/DMAP o R
RCOOH \ﬂ/
(2 equiv.) 0

R=Oleoilo 72%

-Figura 96-

Las estructuras, como en casos anteriores, se han determinado en base
a los datos de 'H-RMN, "*C-RMN y espectrometria de masas FAB+.

Los espectros de 'H-RMN de estos compuestos presentan la siguiente
peculiaridad; como consecuencia de la introduccion de un grupo carbonilo
cuando se esterifican los dos hidroxilos fendlicos, el juego de sehales
caracteristico de los protones aromaticos del alcohol 3,4 dihidroxibencilico,

cambia drasticamente, figura 97.
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-Figura 97-

Los protones aromaticos de la molécula de alcohol 3,4 dihidroxibencilico

aparecen en el espectro como sistemas AB ya que las constantes de
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acoplamiento son de similar magnitud que las diferencias de desplazamiento
quimico de los nucleos que se acoplan, debido a esto aparecen mostrando
conocido efecto “tejado” donde las sefales externas se encuentran atenuadas
y las internas aumentadas (figura 97). Cuando se produce la esterificacion de
ambos hidroxilos fendlicos, estas diferencias son practicamente insignificantes
y se colapsan las senales de los distintos protones, apareciendo el espectro
como dos singletes, uno a campo bajo, que integra por dos protones y otro

ligeramente mas apantallado que integra por un proton.

Una inspeccion detallada de estas sefiales muestra la presencia de
picos de muy baja intensidad acompanando al primer singlete, y la aparicion de
hombros en los picos sobre los picos, q'ue apoyan la hipotesis del colapso de
las senales aromaticas.

El resto de sefales del espectro son coherentes con las estructuras
propuestas apareciendo las sefales tanto del alcohol 3,4 dihidroxibencilico
como del acido graso en sus desplazamientos quimicos habituales. Las

integrales igualmente siguen una perfecta concordancia con la disustitucion
(tabla 16).

-CH,-OR | -CH=CH- | «-Carbonilo B-Carbonilo
(ppm}) (ppm) (Aromatico, ppm) | (Aromatico, ppm)

Alcohol protocateico 3.60 - - -

DiOleato (XI) 3.84 | 5.34(4H) | 2.51 (4H) 1.72 (4H)

-Tabla 16-

Por tanto, disponemos de dos métodos sencillos para esterificar
selectivamente cualquiera de las posiciones de la molécula.

En extension, la esterificacion en condiciones de catalisis de
transferencia de fase sobre los alcoholes X-XII condujo a la obtencion de los
correspondientes oleatos sobre la posicidn primaria con buenos rendimientos,
figura 98.
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-Figura 98-

En cambio la sintesis de derivados monosustituidos sobre la posicion
fendlica con activacion electrofilica no mostré tan buenos resultados. Se
consiguid6 de forma eficaz para los alcoholes IX y X aislandose los
correspondientes derivados con buenos rendimientos, pero cuando se abordé
la sintesis con los alcoholes Xl y Xll los productos descompusieron en la

columna, obteniéndose el alcohol libre y el acido graso en cada caso, figura 99.

X X
X< OH o] ~OH
OH THF Py
HO HO R R (0]
DCC/DMAP o
OH
OH RCOOH h
R=0leilo
X=~(CH,),- 65%
X=-(CH,),- Descompone

X=-CH=CH-CH,-  Descompone

-Figura 99-

Las estructuras de los nuevos derivados han sido igualmente
establecidas en base a los datos de 'H-RMN, "*C-RMN y espectrometria de
masas FAB+.

4.3.2 Sintesis enzimatica de antioxidantes lipofilicos.

La sintesis enzimatica presenta multiples ventajas por su selectividad, su
caracter medioambiental y su aplicacion en la industria alimentaria. Los
métodos enzimaticos son muy variados, se aplican sobre muchos tipos de
sustratos y con variadas condiciones de reaccidén. Se encuentran recogidos en
la Dbibliografia diversos antecedentes al respecto que comentaremos

brevemente.
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Kolisis y colaboradores realizan la esterificacion de los flavonoides rutina
y naringina con acidos grasds de cadena media para modificar su solubilidad
en medios grasos (Kolisis et al, 2003).

Guyot y colaboradores recogieron por primera vez la sintesis enzimatica
de acidos fendlicos con alcoholes de cadena larga (Guyot el al, 1997). Buisman
y colaborédores extienden el estudio con acidos cinamicos y benzoicos junto
alcoholes entre 4 y 12 carbonos pero debido a la baja especificidad de sustrato,
recomiendan una aproximacion del tipo alcohol fenolico esterificado junto a un
acido alifatico como estrategia para sintetizar antioxidantes lipofilicos. En el
estudio indican que la lipasa candida antarctica ha sido, entre otras siete
enzimas, la de mayor actividad catalitica en la esterificacion de fénoles con
grupos hidroxilo primarios y &acidos grasos alifaticos para sintetizar
antioxidantes lipofilicos. Como ejemplos recoge la sintesis del éster caproico
(C8) del hidroxitirosol y del alcohol 3,5 di-t-butil-4-hidroxi bencilo, figura 100.

oL\/\/\

CAL-B
_ - HO
HO /\/\/\/COOH 98%
0
OH \ﬂ/\/\/\/
N O
o CAL-B HO
H
A~ ~_~_-COOH OH 85%
OH 20-85%
-Figura 100-

Los mejores rendimientos se obtienen con un equivalente de acido
octanoico, en hexano, a 50°C durante 20 horas. Sin embargo, cuando la
reaccion la llevan a cabo en disolventes mas polares (diclorometano, THF) los
rendimientos bajan al 20%. (Buisman et al, 1998).

Por tanto, se decidido abordar la sintesis antioxidantes lipofilicos
derivados de alcoholes fendlicos con distintos acidos grasos empleando la

fraccion B de la lipasa Candida antarctica (Novozyme 435).
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Para estudiar las condiciones mas favorables para la esterificacion
enzimética de los alcoholes IX-XIl empleando Novozyme 435, se realizaron
distintos ensayos preliminares de esterificacion del alcohol 3,4
dihidroxibencilico con acido palmitico, variando distintas condiciones
experimentales.

Una estrategia ge.neralmente empleada en sintesis enzimatica consiste
en la eliminacion del medio de la reaccion del agua o alcoholes volatiles
formados como subproductos de la utilizacion de acidos o ésteres como
agentes acilantes respectivamente, empleandose para ello tamices
moleculares o presion reducida. El uso de ésteres vinilicos como agentes
acilantes también se emplea con frecuencia (Hult et al, 2003).

La reaccién con acido palmitico como agente acilante se realizdé 37°C y
50°C con relaciones molares de acido respecto al alcohol de 1:1 y 2:1, en
acetonitrilo y empleando tamiz molecular para eliminar el agua del sistema. La
reaccion se inicié con la adiccion de la enzima Novozyme 435 y se mantuvo en

agitacion vigorosas bajo atmésfera de argon durante varios dias, figura 101.
0

0 /U\/\/\/\/\/\/\/\
H HO
O
Novozime 435 \n/\/\/\/\/\/\/\/

_— le)
OH CH,CN
OH Tamiz OH
OH
-Figura 101-

En base a datos obtenidos mediante HPLC a distintos tiempos de
reaccion, los mejores rendimientos (73%) se obtuvieron con una relacién molar
2:1. No se observaron incrementos considerables en el rendimiento de la
reaccion después de 24 horas, considerandose que en ese tiempo la reaccién
alcanzo el estado estacionario, figura 102. Los rendimientos cuando se realizd
la reaccion a 50°C fueron similares a los obtenidos a menor temperatura, por lo
que se prefirio trabajar a 37°C para evitar posibles oxidaciones de los

productos.
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Rendimiento (%)

0 5

10 15 20 25 30 35 40 45
tiempo (h)

—&— Relacion 1:1
- Relacion 2:1
- Relacion 2:1 (50°)

-Figura 102-

El seguimiento de las reacciones enzimaticas se ha realizado mediante

HPLC empleando una columna Symmetry C18, 4.0 X 250 mm, de 5 um con

una fase movil binaria constituida por acetonitrilo y acido acético al 1%. La

deteccion de los compuestos se ha realizado con un detector PDA a 280 nm de

longitud de onda.

Se realizaron varias pruebas para determinar qué composicion y

gradiente qué proporciona mejor resolucion

de los picos de

interés

empleandose finalmente la siguiente composicion para la fase movil (tabla 17).

Tiempo | Flujo (ml/min) | % Disolvente A: | % Disovente B:

(min) Acetonitrilo Ac.Acético 1%
0 1 92 8
4 1 92 8
10 1 100 0
18 1 100 0
20 1 92 8
25 1 92 8

-Tabla 17-

La purificacion cromatografica final en columna resulté tediosa debido a

la proximidad en R; del acido palmitico en exceso y del producto de

esterificacion. Hubo que recurrir a columnas cromatograficas con fases moéviles
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muy apolares, para la obtencion de los ésteres, no del todo libres de acido,
unido al considerable gasto de tiempo y de reactivos que implica.

Se probé a lavar con hexano el crudo de la reaccion diluido en
acetonitrilo, pero no resulté del todo eficaz para eliminar el exceso de acido.

Sin embargo, un procedimiento que resulto eficaz para la purificacion del
éster palmitico, fue el empleo de la extraccion én fase solida y posterior
percolacion en columna cromatografica.

La extraccién en fase sélida es una poderosa técnica de preparacion de
muestras que en los ultimos afos ha cobrado especial relevancia en todas las
aplicaciones cromatograficas. Los campos en donde ha experimentado un
mayor avance es en el andlisis de contaminantes, control de calidad de
alimentos, asi como en aplicaciones farmacéuticas.

Las principales ventajas que presenta la extraccion en fase sélida frente

a los procedimientos de extraccion liquido-liquido convencionales son:

- Un menor gasto de disolventes organicos durante el proceso.
- Pre-concentracion de los analitos en la muestra.
- Eliminacion del efecto matriz.

- Rapidez, bajo costo y facilidad para su automatizacion.

En el procedimiento de separacion mediante cartuchos de SPE, la
muestra se hace pasar a través de la columna de extraccion, quedando los
analitos retenidos selectivamente en el relleno. Una eleccion adecuada de los
disolventes de lavado, permite la eliminacion de las impurezas de la muestra.
Finalmente, mediante un disolvente de elucion, los analitos se recuperan
selectivamente de la columna, resultando un concentrado altamente purificado
de la muestra. Alternativamente, una columna puede retener selectivamente las
interferencias, permitiendo la elucién de los analitos, resultando igualmente una
purificacion de la muestra, figura 103.

Existen numerosos tipos de relleno para cartuchos de SPE, suelen ser
soportes de gel silice o de base polimérica, con restos de diversa naturaleza
que les confieren propiedades selectivas de adsorcién, por ejemplo la retencion
selectiva que tienen los rellenos de gel de silice con cadenas de diol en la

retencion selectiva de catecoles (Cert et al, 2001).
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El protocolo comienza con el preacondicionamiento del cartucho
pasando sucesivamente metanol y hexano. Después de introducir el crudo de
reaccion, se lava con distintos volimenes de hexano, que elimina el exceso de
acido no retenido. La elucion del éster se realiza pasando metanol que se
concentra y posteriormente se percola sobre un poco de gel de silice
empleando como fase mévil una mezcla de hexano éter 1:1. El éompuesto se
obtiene libre de acido con un rendimiento del 75% en las mejores condiciones

de reaccién ensayadas.

Retention of the analyle Retention of interfering components

conditioning sample application

washing slution slution

feanalyte  # interfering component 2@ analyte  # interfering componsnt

-Figura 103-

La metodologia anterior se extendi6 a la sintesis de los correspondientes
ésteres palmiticos de los alcoholes X-XlI, encontrando ligeros incrementos en
los rendimientos conforme aumenta la longitud de la cadena alifatica del
alcohol, figura 104.

Las estructuras de los nuevos derivados han sido establecidas en base a
los datos de "H-RMN, "*C-RMN y espectrometria de masas FAB+.
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0}

OH /U\/\/\/\/\/\/\/\
X~ HO
O
OH
OH

> (e}
CH,CN
Tamiz OH
OH
X=+(CH,),- 81%
X=-(CH,), 85%

X=-CH=CH-CH,- 69%

-Figura 104-

Para ver como afecta la naturaleza del agente acilante, se probd a
realizar la reaccion con palmitato de etilo en considerable exceso respecto al
alcohol 3,4 dihidroxibencilico y sin emplear acetonitrilo como disolvente. Para
favorecer el desplazamiento de la reaccion hacia la formacion del éster, se
aplico presion reducida conectando el sistema a una bomba de vacio. Los
resultados mostraron un considerable incremento en la velocidad de la
reaccion, alcanzandose conversiones de practicamente el 100% a las pocas

horas de comenzar la reaccién, figura 105.

J?\/\/\/\/\/\/\/\
OH EtO

EtOH O\n/\/\/\/\/\/\/\/

> (0]

OH Novozime 435
37°, vacio
OH
98 %
-Figura 105-

El procesado de la reaccion se realizé disolviendo el crudo de reaccion
en acetonitrilo y lavando varias veces con hexano. Después de tres lavados, se
consigue la eliminacién casi completa del exceso de palmitato de etilo de la
reaccidon, obteniéndose el correspondiente derivado esterificado después de

una sencilla percolacion cromatografica.
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Por lo tanto, disponemos de un método enzimatico eficaz y sencillo para
sintetizar ésteres de fenoles con acidos grasos para y obtener antioxidantes
lipofilicos. Uno de nuestros objetivos es aplicar esta metodologia para obtener
una amplia gama de derivados donde la diferencia principal sea la naturaleza
del acido graso. Esto hecho nos proporciona distintas propiedades de las
moléculas para ampliar su abanico de aplicaciones.

Se han elegido distintos tipos de ésteres etilicos de acidos grasos para
esterificar los alcoholes IX-Xll. Los compuestos elegidos, todos ellos

disponibles comercialmente, son (figura 106):

Oleato de etilo
o Butirato de etilo 0

EtO
\n/\/\/\/\/\/\/\/ fo

o Palmitato de etilo EPA éster etilico

EtO\n/\/\/\/\/\/\/\/\/ EtO

(0] (o]
Estearato de etilo DHA éster etilico

-Figura 106-

4.3.2.1 Sintesis enzimatica de ésteres butiricos.

La reaccion de transesterificacion empleando Novozime 435 de los
alcoholes IX-XII con butirato de etilo se realizo a 37 °C en ausencia de
disolvente, con un exceso de agente acilante y con el matraz de reaccion
abierto a la atmosfera durante 15 horas, figura 107. La eliminacion del exceso
de butirato de etilo se realizé6 en una bomba de vacio, después filtrar y lavar
con salmuera el crudo de reaccién disuelto en diclorometano, secar y
concentrar en el rotavapor. Los correspondientes ésteres se obtuvieron sin

necesidad de mas etapas de purificacion adicionales con altos rendimientos.
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jL/\
_OH EtO
X
EtOH _0
A (e
OH Novozime 435
OH 37°, vacio OH
OH

X= -CH,- 75% | DHBA-monoBut (XXV)
X=-(CH,),- 59 % HT-monoBut (XXVI)
X=-(CH,)s- 97 % HidroCaf-monoBut (XXVII)
X=-CH=CH-CH,- 96% Caf-monoBut (XXVIII)

~Figura 107-

4.3.2.2 Sintesis enzimatica de ésteres palmiticos.

La reaccién de transesterificacion empleando Novozime 435 de los
alcoholes IX-XII con palmitato de etilo se realizo a 37 °C en ausencia de
disolvente, con un exceso de agente acilante y con el matraz de reaccion
conectado a un sistema de vacio durante 16 horas, figura 108. El crudo de
reaccion disolvié en acetonitrilo, se filtrd y se lavo varias veces con hexano
para eliminar el exceso de palmitato de etilo. Los crudos de reacciéon se
percolaron sobre gel de silice obteniéndose los correspondientes ésteres

palmiticos con altos rendimientos.

JOJ\/\/\/\/\/\/\/\
_OH EtO
X
EtOH 0
____i_, X \n/\/\/\/\/\/\/\/
O
OH Novozime 435
37°, vacio
OH OH
OH
X=-CH,- 98 % DHBA-monoPal (XIX)
X=+(CH,), 98 % HT-monoBut (XXX)
X= (CH,),- 97 % HidroCaf-monoBut (XXXI)
X=-CH=CH-CH, 72% Caf-monoBut (XXXII)
-Figura 108-
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4.3.2.3 Sintesis enzimatica de ésteres estearicos.

De forma analoga se realizd la sintesis de los estearatos de los
alcoholes IX-XIl mediante transesterificacion empleando Novozime 435 con
estearato de etilo a 37 °C en ausencia de disolvente, con exceso de agente
acilante y con el matraz de reaccién conectado a un sistema de vacio durante
16 horas, figura 109. Igualmente, el crudo de reaccién disuelto en acetonitrilo,
se filtr6 y se lavé varias veces con hexano para eliminar el exceso de estearato
de etilo. Los crudos de reaccion se percolaron sobre gel de silice obteniéndose

los correspondientes estearil ésteres con altos rendimientos.
o

_OH EtO
EtOH X/o\ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/\/

0
OH Novozime 435
37°, vacio
OH OH
OH
X= -CH,- 74% | DHBA-monoEst (XXXII)
X= {CH,),- 94 % | HT-monoEst (XXXIV)
X= -(CH,),- 97% | HidroCaf-monoEst (XXXV)
X=-CH=CH-CH,- 72% | Caf-monoEst (XXXVT)

-Figura 109-

4.3.2.4 Sintesis enzimatica de ésteres oleicos.

La sintesis de los oleatos de los alcoholes IX-X!l se realiz6 a 37 °C
empleando Novozime 435 en exceso de oleato de etilo y con aplicacion de
vacio en el sistema. En estas condiciones se produce ademas de la
transesterificacion, hidrélisis parcial del agente acilante apareciendo &acido
oleico libre en el medio, figura 110. El empleo de agentes acilantes con
insaturaciones en la cadena grasa los hace susceptibles a hidroélisis por la
lipasa, lo cual no ocurre los sustratos saturados de las anteriores reacciones.
Este hecho se ha comprobado posteriormente, e incluso en mayor extension,
conforme aumentan el nimero de insaturaciones de la cadena como en el caso
de los ésteres etilicos del EPA y DHA.
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Novoznme 435
37°, vacio

w
HO

X=-CH, 64% | DHBA-monoOL (XXXVII)

X=+(CH,), 81% | HT-monoOL (XXXVIII)

X=~(CH,),- 87% | HidroCaf-monoOL (XXXIX)
=-CH=CH-CH,- 72% Caf-monoOL (XL)

-Figura 110-
~ Para evitar en la medida de lo posible la hidrdlisis del oleato de etilo, se
redujo el tiempo de reaccion a 6 horas. La reaccion se diluyo en acetonitrilo, se
filtré6 y se lavd varias veces con hexano. La purificacion cromatogréafica se
realizd con fases moviles algo mas apolares que en casos anteriores, siendo
igualmente efectiva para la obtencién de los correspondientes oleatos con altos
rendimientos.

4.3.2.5 Sintesis enzimatica de ésteres poliinsaturados EPA y DHA.

La sintesis de ésteres con acidos grasos poliinaturados EPA y DHA de
los alcoholes IX-XII se realizd a 37 °C empleando Novozyme 435 sobre los
ésteres etilicos de EPA y DHA como disolvente en 4 horas de reaccion con
aceptables rendimientos, figura 111.

La reaccion de hidrélisis del agente acilante es considerable
obteniéndose el acido libre casi a igual velocidad que el producto de
transesterificacion. El procesado de las reacciones se realizé disolviendo el
crudo en acetonitrilo, se filtro6 y se lavé varias veces con poco volumen de
hexano. El crudo resultante se purificod en columna cromatografica con una fase
movil apolar para conseguir separar los productos esterificados de los acidos
EPA y DHA libres.
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OH Novozime 435
OH 37°, vacio OH
OH
X=-CH, 33% | DHBA-monoEPA (XLI)
X=(CH,),- 51% | HT-monoEPA (XLII)
X=CH,),- 97 % HidroCaf-monoEPA (XLIII)
X=-CH=CH-CH,~ 32% Caf-monoEPA (XLIV)
EtO
X _OH 0
OH Novozime 435
OH 37°, vacio OH +
OH

X=CHy 32% | DHBA-monoDHA (XLV)
X=-(CH,)- 43% ' HT-monoDHA (XLVI)
X=-(CH,),- 67% | HidroCaf-monoDHA (XLVII)
X=-CH=CH-CH,- 29% Caf-monoDHA (XLVIII)

-Figura 111-

4.3.2.5 Sintesis enzimatica de ésteres palmiticos de 4-hidroxi, 3-
metoxifenil alcoholes.

La sintesis de los derivados esterificados con acido palmitico de los
alcoholes XIlI-XVI se ha realizado de forma andloga a los palmitatos de los
alcoholes 1X-X1l empleando novozyme 435, palmitato de etilo en exceso a 37
°C y con vacio. El procesado igualmente sencillo condujo a la obtencion de los

correspondientes ésteres palmiticos con excelentes rendimientos, figura 112.
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EtOH _0

OMe Novozime 435
37°, vacio

OH OMe
OH
X= -CH,- 95 % HMBA-monoPal (L)
X=-(CH,) 97 % Homovan-monoPal (LI)
X=+{CH,),- 95 % HidroFer-monoPal (LII)
X= -CH=CH-CH, 82% Fer-monoPal (LII)

-Figura 112-

Comentar solamente de pasada, que la mayoria de los ésteres
sintetizados, excepto los butiratos, por supuesto, presentan un olor agradable.
Muchos de ellos huelen a fresa o desprenden aromas que recuerdan a la

vainilla y al clavo.
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4.4 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS NUEVOS DERIVADOS
LIPOFILICOS.

Hemos elegido como métodos para determinar la actividad antioxidante
de las nuevas moléculas la determinacion de su capacidad para inhibir la
formacion de radicales libres por el método del ABTS, indicado para
determinacion actividad antioxidante de moléculas lipofilicas, su capacidad
para inhibir la reaccién de peroxidacion lipidica mediante rancimat y la utilidad
para la estabilizacion de emulsiones de los derivados metilados mediante el
método del oxigeno activo. Ademas se aportan los datos de lipofilia de cada
molécula mediante la determinacion de su coeficiente d€ particion. En base a
estos datos se discuten los criterios estructurales que rigen el comportamiento

antioxidante de estas moléculas.

4.4.1 Determinacion de la capacidad de captacion de radicales
libres por el método del ABTS.

Para determinar la capacidad de captacion de radicales libres mediante
el método del radical ABTS, se sigui6 el procedimiento descrito por Pellegrini y
colaboradores (Pellegrini et al, 1999).

La preparacion del radical se realiz6 haciendo reaccionar ABTS con
persuifato potasico durante 16 horas, obteniéndose por dilucién, una disolucion
con una concentraciéon de aproximadamente 78 uM en el radical ABTS. Las
muestras de antioxidantes se prepararon en un rango de concentracién de 0.5
uM a 10uM, se anadi6é el radical y se mantuvo la reaccién de inhibiciéon
radicalaria durante 10 minutos en oscuridad. Posteriormente se midid la
reduccion en la absorbancia a 734 nm comparada con un control sin
antioxidante. De la representacién grafica de los resultados se obtiene el valor
de ECsp y el valor de inhibicién de produccion de radicales libres para cada una
de las muestras a la concentracion de 10 uM en antioxidante. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado, comparandose los resuitados con
los de antioxidantes comerciales habitualmente empleados en alimentacion.

En las figuras 113 y 114 se representan los porcentajes de inhibicion de

cada una de las series de compuestos consideradas.
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Cuando se representan los datos en funcién de la naturaleza de la
cadena del acido graso, se observa una disminucion en la actividad conforme
aumenta su longitud, para dos acidos grasos de igual tamaiio, la presencia de
un doble enlace aumenta ligeramente la actividad.

Los ésteres de los alcoholes XIlI-XVI muestran mejor actividad que los
correspondientes derivad(;s con la posicion tres libre, probablemente por la

participacion del grupo metoxi en la deslocalizacion electronica.

4.4.2 Determinacion de la actividad antioxidante de los nuevos
compuestos en aceites vegetales mediante rancimat.

La determinacién de la estabilidad a la oxidacion que proporcionan al
aceite los nuevos antioxidantes sintetizados se realizé preparando disoluciones
de 100 ppm de cada uno de las moléculas en aceite de oliva y sometiéndolas a
oxidacion forzada al rancimat, de forma similar a como se realiz6 con los
alcoholes fendlicos libres.

En las figuras 115 y 116 se representan los periodos de induccién en
horas de cada una de las familias de derivados y comparadas con los valores
de Pl de varios antioxidantes comerciales. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.

18.0
16.0 |
14.0
12.0 1
10.0

8.0

6.0

4.0

-Figura 115-
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-Figura 116-

El efecto que realmente se observa en la estabilizacion de aceites
crudos es una mayor ganancia en la estabilidad del aceite conforme aumenta la
longitud del alcohol, la presencia de doble enlace contribuye negativamente
pero en menor extensién a como afecta su longitud, figura 116.

Si comparamos el efecto que tiene la naturaleza del acido graso sobre
una misma molécula en la estabilizacion del aceite, vemos que existen varios
comportamientos. Con los ésteres del alcohol 3,4 dihidroxibencilico aumentan
la estabilidad del aceite conforme aumenta la longitud del acido graso, mientras
que las otras series muestran una tendencia ligeramente descendente.

Si comparamos los datos de ABTS con los de Rancimat, vemos que en
la serie de los ésteres bencilicos, pérdidas en la inhibicion del radical se
corresponden con ganancias en la estabilidad de los aceites. Esta serie
constituye ademas una excepcion a la paradoja polar ya que los compuestos
mas apolares son los antioxidantes mas activos en el aceite. Se ver por tanto
que hay factores adicionales que estén tomando parte en la actividad
antioxidante y que no se han tenido en cuenta, como podria ser la formacion de

productos de degradacion con actividad antioxidante o prooxidante.
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Para el resto de las series en general si se correlacionan bien los datos

de ABTS con la estabilidad al rancimat y con lo predicho por la paradoja polar.

4.4.3 Determinacion de la actividad antioxidante en emulsion.

Para demostrar la efectividad en la estabilizaciéon de emulsiones de los
derivados con la posicion tres metilada frente a los .correspondientes ésteres
con el catecol libre, se prepararon emulsiones al 30% en agua de cada uno de
los compuestos a ensayar a partir de las disoluciones en aceite de oliva de 100
ppm y se introdujeron en un incubador con agitacion orbital a 45°C. Se sacaron
alicuotas diarias y se determiné su contenido en perdxidos lipidicos mediante el
método oficial de determinacion de este parametro. Los resultados muestran
una mayor estabilizacibn de las emulsiones con los antioxidantes con la

posicion tres metilada mas apolares, figura 117.
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-Figura 117-

4.4.4 Derminacion del logaritmo del coeficiente de particion octanol-
agua de los nuevos derivados.

La medida del coeficiente de particion se realiz6 en una mezcla 1-
octanol/ agua (1:1 vol:vol) a una concentracion de 0.3 mM de cada uno de los
antioxidantes en la fase organica. Se determind el maximo de absorcion de
cada uno de los compuestos en n-butanol y se midi6 el descenso de que se

produce en la absorbancia cuando se realiza el reparto con una fase acuosa.
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En la figura 118 se representa el logaritmo del coeficiente de particion
para cada uno de los antioxidantes sintetizados. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.
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-Figura 118-

Otras discrepancias que se encontran entre datos de ABTS y estabilidad
al rancimat de algunos compuestos se explican comparando los valores de log
(P) y en cualquier caso, la molécula mas polar es fa que efectivamente

estabiliza en mayor medida el aceite.



COSP0ROPOOOBBIOOOCO0OBOINDVCR0000C00500000C0000CCFS

Resultados y discusién 150

4.5 CALCULOS TEORICOS PARA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE DE COMPUESTOS FENOLICOS.

Hemos visto que existen distintos métodos experimentales para
determinar la capacidad antioxidante de compuestos organicos; experimentos
basados en captécién de radicales libres (DPPH, ABTS), test acelerados de
oxidacion en aceites crudos y emulsiones (rancimat, horno) que nos dan idea
del comportamiento real de las moléculas en el alimento.

En los ultimos afios ha aumentado el interés de los cientificos en los
estudios de relaciones actividad-estructura empleando métodos teoricos para
elucidar o predecir diferencias en la actividad de series de varias molécults
(Bakalbassis et al 2001). ‘

Los métodos tedricos se basan en el hecho de considerar que el
principal mecanismo de control de la reaccién de oxidacion en cadena es la
captura del radical libre por parte de los hidroxilos fenolicos de las moléculas.
Por tanto, se buscan parametros tedricos para predecir la habilidad de los
antioxidantes para atrapar los radicales libres. De esta forma, es posible
predecir la actividad antioxidante y emplear el calculo como herramienta para
buscar nuevos antioxidantes.

Aunque existen un considerable niumero de descriptores moleculares,
solo unos pocos predicen el comportamiento de las moléculas de acuerdo con
las conclusiones derivadas de los datos experimentales.

El inconveniente de aplicar métodos teoricos radica en la dificultad para
evaluar como afecta la contribucion de otros mecanismos antioxidantes.
Factores como la capacidad quelante, la inhibicion de la reaccion de Fenton o
la solubilidad del antioxidante, pueden jugar un papel importante en la
proteccion de los lipidos de la oxidacion.

Entre los parametros considerados para caracterizar la actividad para
atrapar los radicales de los antioxidantes se encuentran:

- La diferencia en el calor de formacién entre el antioxidante y el
radical fendxilo que se origina (AHOF).

- La energia de disociaciéon del enlace O-H fendlico (BDE).

- O el valor absoluto de la energia del orbital ocupado de mayor
energia (HOMO).
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Como consecuencia del elevado numero de atomos de algunas
moléculas antioxidantes, la mayoria de las veces se recurre a calculos basados
en métodos semiempiricos de mecanica molecular, empleandose calculos mas
precisos ab initio o mediante la teoria funcional de densidad (DFT), en casos
muy concretos (Tanaka et al, 1991; Tomiyama et al, 1993, Tsimidou, 2003).

Zhang y colaboradores em.plean métodos semiempiricos (AM1, MNDO y
PM3) para calcular distintos parametros teéricos de 15 antioxidantes, entre
ellos, varios flavonoides, acidos fendlicos, vitamina E o BHT. Encuentran que
métodos basados en calculos semiempiricos AM1 para calcular diferencias
entre calores de formacién del radical y la molecula original (AHOF),
correlacionan de forma "aceptable” (r=0.9491) con valores de constantes de
velocidad experimentales en test acelerados de oxidacion, figura 119. Valores
bajos de AHOF indican mayor estabilidad del radical fenoxilo formado, por

tanto, mayor actividad antioxidante.
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-Figura 119-

Los valores de AHOF que obtienen por los métodos semiempiricos
MNDO y PM3 no correlacionan muy bien con los datos experimentales, figura
120.

Indican ademas que calculos tedricos de longitud y orden de enlace,
para ver la facilidad de la molécula para donar el hidrégeno, no son adecuados

para predecir el comportamiento antioxidante de las moléculas.
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El mismo autor, en un articulo posterior, llega a la conclusion de que no
es correcto el empleo de métodos semiempiricos AM1 para calcular AHOF, ni
las energias de niveles HOMO de moléculas antioxidantes, siendo necesario

recurrir a métodos ab initio para una evaluacion correcta de estos parametros
(Zhang et al, 1999).
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-Figura 120-

Bakalbassis y Tsimidou realizan calculos ab initio y DFT sobre los acidos
cumarico, cafeico, ferulico y sinapico para explicar de forma cualitativa la
dependencia estructural que existe en la actividad antioxidante de estos
compuestos. De todos los descriptores moleculares que obtienen (frecuencias
de vibracion, longitudes de enlace, orbitales HOMO...) solamente AHOF, a
partir de calculos DFT, correlaciona bien con la actividad antioxidante de
moléculas que muestran similares parametros estructurales.

En esta linea Tsimidou vuelve a realizar calculos mediante la teoria
funcional de densidad (DFT) de varios acidos cinamicos y derivados para
evaluar el efecto de la cadena lateral sobre la actividad antioxidante de la
molécula. Encuentra de forma cualitativa que el orden de actividad dado por los
parametros tedricos de energia de disociaciéon de enlace y potenciales de
ionizacidn, estan en concordancia con los datos experimentales de actividad
antioxidante (DPPH e indice de perdxidos) y con las observaciones sobre el
efecto de grupos dadores o deslocalizadores de electrones en la molécula
(Tsimidou et al, 2003).
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Como vemos, las aproximaciones tedricas que realizan los distintos
autores, sino son con calculos ab initio, se limitan, en el mejor de los casos, a
pobres correlaciones entre los calculos teodricos y constantes de velocidad
experimentales de actividad antioxidante. En cualquier casos, las conclusiones
se sacan de forma cualitativa viendo si incrementos en los parametros teéricos
se corresponden con ganancias de actividad o viceversa. ]

Después de estudiar detenidamente las referencias, consideramos que
los autores arrastran dos tipos de error en sus procedimientos de célculo.

En primer lugar, las constantes de velocidad, se obtienen en
experimentos de evaluacidon de la actividad antioxidante realizados sobre
modelos, como por ejemplo, experimentos de induccion a la oxidacién con
metales, medidas de potenciales redox o de cinéticas de inhibicion de
formacién de radicales. Estos experimentos no tienen en cuenta el
comportamiento real del antioxidante dentro de una matriz tan compleja como
un aceite, aunque si que sirven como una buena aproximacion su
comportamiento, obteniéndose importante informacién, sobre todo
comparativa, entre antioxidantes de distintas familias.

En segundo lugar, en los estudios tedricos realizados por estos autores,
solamente tienen en cuenta la formacion de una especie radical sobre la
molécula, siempre la mas estable. Sin embargo, existe mas de una posicion uti
capaz de atrapar un radical (o lo que es lo mismo, donar hidrégeno) y que
contribuya de alguna manera a la actividad antioxidante final de la molécula.

Por tanto, creemos que es necesario emplear datos experimentales
obtenidos en ensayos mas aproximados al comportamiento antioxidante real de
la molécula en un alimento, como pueden ser los datos de rancimat. Ademas,
la correlacion con los datos tet6ricos debe de realizarse teniendo en cuenta la
contribucion de las otras especies radicalarias que se puedan formar en la
molécula mediante calculos energéticos adicionales.

Siguiendo estas consideraciones, los calculos semiempiricos (con todas
sus ventajas) pueden ser adecuados para determinar el comportamiento
antioxidante de compuestos organicos y una herramienta muy eficaz para la

investigacion de nuevas moléculas.
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4.5.1 Metodologia de calculo empleada.

Los procedimientos de calculo se realizaron de la siguiente forma:

La optimizacion geométrica se realizd6 mediante calculos semiempiricos
de mecanica molecular PM3 empleando el programa de modelizacion
HyperChem 6.03, obteniéndose los correspondientes valores de energia
electronica con el método Hartree-Fock restringido (iQHF), para los alcoholes
(IX-XX) y (LVII-LX) respectivamente.

De igual forma, se calcularon las energias mediante el método Hartree-
Fock sin restringir (UHF) de los radicales sobre cada una de las posiciones con
hidrégenos abstraibles, para todas las moléculas consideradas.

Con estos datos, se calcularon los correspondientes valores de energia
de disociacion de enlace (BDE) para cada uno de enlaces OH de las
moléculas, mediante la diferencia de las energias que resulta al considerar el
radical junto al atomo de hidrégeno abstraido, respecto a la energia de la
molécula original. Valores bajos de BDE, implican facilidad para liberar el
atomo hidrégeno y mayor estabilidad del radical sobre el antioxidante, que en
definitiva es lo que determina una mayor actividad antioxidante. La tabla 18
representa los correspondientes valores de energia de disociacion de enlace

obtenidos por este procedimiento para cada uno de los hidroxilos de las

moléculas.
a b c d Y energias] H | DPPH |Rancimat{DPPHxH|RancimatxH
IX | 91.0021 | 71.4059|71.0895 233.4975| 3 79.8 16.8 239.4 50.4
XHl | 90.9238 71.3887 162.3125| 2 441 10.6 88.2 21.2
XV} 90.918 90.918 | 1 1 10.6 1 10.59
X | 91.853 [71.7768|71.2182 234.848 | 3 81.7 17.8 2451 53.4
XIV | 91.8445 71.5371 163.3816 | 2 43.6 10.9 87.2 21.8
XVl 91.8342 91.8342 | 1 05 10.6 0.5 10.6
Xl | 92.0005 | 71.71 [71.1562 234.8667| 3 87.2 18.9 261.6 56.7
XV | 92.1594 71.4702 163.6296 | 2 47.7 10.5 954 20.9
XIX | 91.9932 91.9932 | 1 0.5 10.4 0.5 10.4
Xl | 91.2096 | 70.72 |68.7454 230.765 | 3 87.7 17.0 263.1 51
XVI | 91.2805 69.0891 160.3696 | 2 38.8 10.1 77.6 20.28
LVII | 91.1799 | 70.8976 |67.1747]71.2566 | 300.5088 | 4 89.9 23.7 359.6 94.8
LVIll| 94.3796 | 74.9585|70.4443 239.7824 | 3 84.5 14.7 253.5 56.1
LIX | 94.3461 70.6818 165.0279| 2 48.9 11.5 97.8 23
LX | 91.751 66.2766 158.0276 | 2 37.6 10.66 75.2 21.32
-Tabla 18-
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Como se puede ver en la tabla, los radicales mas estables son siempre
los que se originan sobre la posicion 4 del anillo (entradas a-d de la tabla), por
tanto, ésta va a ser la posicion donde se origina en primer lugar el radical. Pero
existen otras posiciones donde posteriormente se pueden originar radicales,
que, aunque menos estables, también van a contribuir a la actividad
antioxidante. La suposicién con la que se va a trabajar en esta investigacion
consiste en considerar las energias de disociacion de enlace de los restantes
hidroxilos y trabajar con una sumatoria global de energias de radicales donde
todas las posiciones contribuyen a la actividad antioxidante de la molécula,
tabla 18.

4.5.2 Resultados y discusion.

Los datos experimentales obtenidos de los estudios de actividad
antioxidante mediante DPPH y rancimat para los alcoholes fendlicos (IX-XX) y
(LVII-LX) han sido correlacionados con las energias globales de BDE mediante
el programa CurveExpert 1.3 obteniéndose muy buenas correlaciones entre los
datos experimentales y tedricos como se puede observar en las siguientes

representaciones graficas, figura 121.

Linear Fit: y=a+bx

a= -185.96445

b= 1.8119021

Correlation Coefficient: 0.9849798
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Linear Fit: y=a+bx

Coefficient Data:
a= -58.999945
b= 0.48994316

Correlation Coefficient: 0.9914906

-Figura 121-

Se ha tenido en cuenta ademas a la hora de realizar las correlaciones, el
numero de hidrogenos disponibles en cada molécula como factor corrector de
las medidas experimentales, encontrandose los mejores resultados cuando se
multiplica el % de inhibicién o el periodo de induccion del aceite por el nimero
de hidrégenos disponibles en la molécula (tabla 18).

Los puntos de la parte inferior de las curvas corresponden a los
derivados completamente metoxilados de baja o nula capacidad antioxidante y
a continuacion, los compuestos metilados posicion tres. En la zona central de
las gréficas se localizan los compuestos con el anillo de catecol libre, siendo
incrementada la actividad con la presencia de un tercer hidroxilo en el anillo,
correspondiente al punto de la parte superior de las representaciones.

Cuando se descartan las moléculas que carecen de actividad
antioxidante (XVII, XVIIl y XIX) se obtienen excelentes correlaciones lineales
entre los datos experimentales y tedricos.

Tenemos por tanto, una herramienta para predecir qué distribuciéon de
grupos funcionales van a originar las estructuras mas activas. Es de suponer,

que estructuras con sustituciones en el anillo distintas a la 3,4 (sustitucion orto,
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considerada como disposicion espacial de grupos mas activa), se sitlien en las
graficas entre los intervalos lineales que separan cada una de las familias de
antioxidantes consideradas.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
Material y Métodos.

Todos los reactivos empleados en las sintesis quimicas se adquirieron
con el suficiente grado de pureza a través de Sigma-Aldrich. El ester etilico de
los acidos EPA y DHA fue suministrado por Larodan Lipids (Suecia). Los
disolventes secos utilizados en las reacciones de sintesis se adquirieron a
traves de Fluka. Para sintesis enzimatica se empled lipasa B de “candida
antartica” (Novozym 435) suministrada amablemente por Novo Nordisk
(Dinamarca). Los antioxidantes comerciales utilizados se adquirieron a través
Sigma-Aldrich.

Las cromatografias en capa fina se realizaron sobre cromatofolios de
aluminio de gel de silice 60 Macherey Nagel ALUGRAM SIL G/UV 254 y  se
revelaron con el revelador de Mostain (20 g. De molibdato amonico tetrahidrato,
0.4 g de Ce(SO4), y 10% de H;SO4 en 400 mi de agua). Las cromatografias en
columna se hicieron con rellenos de gel de silice 60, 200-400 mallas de Aldrich.

Los espectros de RMN se registraron en espectrometros Bruker AM-300
y AMX-300 (*H, 300 MHz; "*C, 75 MHz) y AMX-400 ('H, 400 MHz; **C, 100
MHz). En todos los casos los desplazamientos quimicos se expresan en ppm
(utilizandose el tetrametilsilano o el disolvente como referencia interna) y las

constantes de acoplamiento se expresan en Hertzios.

Los espectros de masas se han obtenido por ionizacion quimica usando
metano como ionizador en un aparato Hewlett-Packard 5988, los espectros
FABMS con un Fisons VG Platform Il y los pesos moleculares con un Fisons
VG Autospec-Q.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Gallenkamp Melting
Point.
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Para la extraccion de fase soélida se empleé cartuchos de diferentes
volimenes y con rellenos de silice, Cyg-diol, y amino adquiridos a través de

Supelco.

La evaluacion de la estabilidad oxidativa de aceites se realizd
determinando el tiempo de induccion a la oxidacion mediante un aparato
Rancimat 743, de Metrohm-Herisau A. G.

Para las determinaciones espectrofotométricas se utilizé un

espectrofotometro Cary 100 Scan UV-Vis de Varian.
Sintesis quimica de 3,4-dihidrobenzil alcohol (IX).

Una disolucion del acido 3,4-dihidroxibenzoico (1) (5 g, 32.4 mmol) en
THF seco (50mL) se afadié desde un embudo de adicion compensada sobre
una disolucién de LiAlH4 (3.02 g, 81 mmol) en THF seco(350 mL), enfriada
previamente por debajo de 0°. Una vez realizada la adicion, la disolucién se
calento a reflujo durante 14 horas, posteriormente se enfrid6 en un bafio de
hielo y se destruyd el exceso de LiAlH, afadiendo cuidadosamente agua (100
mL)y CIH 5 N (100 mL). La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 250 mL),
se seco sobre sulfato sédico anhidro, y se concentré en el rotavapor. El crudo
se purificG por cromatografia en columna adsorbiendo el residuo fisicamente
sobre gel de silice y empleando como fase movil éter. Se obtuvo (IX) como un
solido ligeramente amarillento (3,1 g, 66%).
RMN-"H (400 mHz, CDCl): 6.79 (d, J=1.95 Hz, 1H, aromatico), 6.71 (d, J=8.03
Hz, 1H, aromatico), 6.66 (dd, J=8.03, 1.98 Hz, 1H, aromatico), 4.41 (s, 2H,
PhCH,OOC-).

Sintesis quimica de 2-(3,4-dihidroxifenil)etanol (X).

Una disolucion del acido (3,4-dihidroxifenil) acético (ll) (5 g, 30 mmol) en
THF seco (50mL) se anadi6é desde un embudo de adicibn compensada sobre
una disolucién de LiAIHs (3.5 g, 92 mmol) en THF (350 mL) enfriada

previamente por debajo de 0°. Una vez realizada la adicion, la disolucion se



Parte Experimental 162

calent6 a reflujo durante 3 horas, posteriormente se enfrié en un bafio de hielo
y se destruyé el exceso de LiAlH, afadiendo cuidadosamente agua (100 mL) y
CIH 5 N (100 mL). La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 250 mL), se
seco sobre sulfato sédico anhidro, y se concentro en el rotavapor. El crudo se
purific6 por cromatografia en columna adsorbiendo el residuo fisicamente
sobre gel de silice y empleando como fase mévil una mezcla hexano:eter 2:1. ’
Se obtuvo (X) como un sirupo ligeramente amarillento (4,8 g, 75%) que
cristalizd después de 24h de secado a vacio.

RMN-'H (300 mHz, CDCl;): 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.73 (d, J=1.5
Hz, 1H, aromatico), 6.63(dd, J=8.0, 1.5 Hz, 1H, aromatico), 3.60 (t, J=7.1 Hz,
2H, -CH,00C-), 2.55 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH>-).

Sintesis quimica de 3-(3,4-dihidroxifenil)propanol (XI).

Una disolucién del acido 3-(3,4-dihidroxifenil) propidnico (Ill) (2.5 g, 14
mmol) en THF seco (50mL) se afadi® desde un embudo de adicion
compensada sobre una disolucion de LiAlH4 (1.3 g, 35.1 mmol) en THF (250
mL) enfriada previamente por debajo de 0°. Una vez realizada la adicion, la
disolucion se calent6 a reflujo durante 3 horas, posteriormente se enfrié en un
bafno de hielo y se destruy6 el exceso de LiAlH4 afadiendo cuidadosamente
agua (100 mL) y CIH 5 N (100 mL). La mezcia se extrajo con acetato de etilo (3
X 250 mL), se secé sobre sulfato sodico anhidro, y se concentré en el
rotavapor. El crudo se purific6 por cromatografia en columna adsorbiendo el
residuo fisicamente sobre gel de silice y empleando como fase moévil una
mezcla éter:hexano 10:1, obteniéndose (Xl) como un sirupo transparente (1.65
g, 70%).

RMN-"H (300 mHz, CDCl,): 6.64 (d, J=7.99 Hz, 1H, aromatico), 6.61 (d, J=2.08
Hz, 1H, aromatico), 6.49 (dd, J=8.0, 2.07 Hz, 1H, aromatico), 3.53 (t, J=6.5 Hz,
2H, -CH,00C-), 2.50 (t, J=7.4 Hz, 2H, ar-CH-), 1.75 (q, J=6.5 Hz, 2H, -CH,-).

Sintesis quimica 3,4-dihidroxicinamil alcohol (XII).

Una disolucioén del acido 3,4-dihidroxicinamico (IV) (3.0 g, 16.6 mmol) en

THF seco (50mL) se afadié desde un embudo de adicion compensada sobre
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una disolucién de LiAIH4 (1.6 g, 41.6 mmol) en THF (350 mL) enfriada
previamente por debajo de 0°. Una vez realizada la adicion, la disolucion se
calento a reflujo durante 3 horas, posteriormente se enfrié en un bafo de hielo
y se destruyo el exceso de LiAlH, afiadiendo cuidadosamente agua (100 mL) y
CIH 5 N (100 mL). La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 250 mL), se
seco sobre sulfato sédico anhidro, y se concentrd en el rotavapor. El crudo se
purific6  por cromatografia en columna adsorbiendo el residuo fisicamente
sobre gel de silice y empleando como fase mévil una mezcla éter:hexano 10:1,
obteniéndose (XIlI) como un sélido blanco (1.65 g, 60%).

RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.90 (s, 1H, aromatico), 6.73 (s, 2H, aromatico),
6.45 (dt, J=14.4, 1.4 Hz, 1H, Ph-CH=CH-CH,-), 6.13 (dt, J=15.8, 6.0 Hz, 1H,
Ph-CH=CH-CH,-), 4.18 (dd, J=6.0, 1.4 Hz, Ph-CH=CH-CH,-).

Sintesis quimica 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) propanol (XV).

Una disolucién del acido 3-(4-Hidroxi-3-metoxifenil) propionico (V) (1 g,
5.0 mmol) en THF seco (50mL) se afadié desde un embudo de adicién
compensada sobre una disolucion de LiAlH, (0.484 g, 12.8 mmol) en THF (100
mL) enfriada previamente por debajo de 0°. Una vez realizada la adicion, la
disolucion se calent6 a reflujo durante 3 horas, posteriormente se enfrid en un
bafio de hielo y se destruy6 el exceso de LiAlH, anadiendo cuidadosamente
agua (50 mL) y CIH 5 N (50 mL). La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x
150 mL), se secd sobre sulfato sodico anhidro, y se concentré en el rotavapor.
El crudo se purifico por cromatografia en columna adsorbiendo el residuo
fisicamente sobre gel de silice y empleando como fase mévil una mezcla
éter:hexano 10:1, obteniéndose (XV) como un sirupo transparente (0.61 g,
67%).
RMN-"H (300 mHz, CDCl3): 6.75 (d, J=1.8 Hz, 1H, aromatico), 6.69 (d, J=8.0
Hz, 1H, aromatico), 6.60 (dd, J=8.0, 1.84 Hz, 1H, aromatico), 3.80 (s, 3H,
OCHz3) 3.54 (t, J=6.5 Hz, 2H, -CH,00C-), 2.57 (t, J=7.5 Hz, 2H, ar-CH,-), 1.78
(q, J=6.6 Hz, 2H, -CH,-).
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Sintesis quimica 4-hidroxi-3-metoxicinamil alcohol (XVI).

Una disolucién del acido 4-Hidroxi-3-metoxicinamico (V1) (1 g, 5,2 mmol)

en THF seco (50mL) se afadi6 desde un embudo de adicion compensada
sobre una disolucion de LiAlH4 (0.523g, 13.8 mmol) en THF (100 mL) enfriada
previamente por debajo de 0°. Una vez realizada la adicion, la disolucion se
calentd a reflujo durante 2.5 horas, posteriormente se enfri6 en un bafo de
hielo y se destruy6 el exceso de LiAlH, anadiendo cuidadosamente agua (50
mL) y CIH 5 N (50 mL). La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 150 mL),
se seco sobre sulfato sédico anhidro, y se concentré en el rotavapor. El crudo
se purificd por cromatografia en columna adsorbiendo el residuo fisicamente
sobre gel de silice y empleando como fase movil una mezcla éter:hexano 10:1,
obteniéndose (XVI) como un s6lido blanco (0.68 g, 73%).
RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.95 (d, J=1.74 Hz, 1H, aromatico), 6.81 (dd, J=7.9,
1.81 Hz, 1H, aromatico), 6.71 (d, J=8.14 Hz, 1H, aromatico), 6.46 (d, J=15.8
Hz, 1H, PhCH=CH-CH,-), 6.16 (dt, J=15.8, 5.9 Hz, 1H, PhCH=CH-CH,-), 4.16
(d, J=5.9 Hz, PhCH=CH-CH,-), 3.80 (s, 3H, OCHy).

Sintesis quimica 3-(3,4-dimetoxifenil) propanol (XIX).

Una disolucién del acido 3-(3,4-dimetoxifenil) propiénico (VII) (1.0 g, 5.1
mmol) en THF seco (50mL) se afadi® desde un embudo de adicion
compensada sobre una disolucion de LiAlH, (0.483 g, 12.7 mmol) en THF (100
mL) enfriada previamente por debajo de 0°. Una vez realizada la adicion, la
disolucion se calenté a reflujo durante 2 horas, posteriormente se enfrié en un
bafo de hielo y se destruyo el exceso de LiAlH, afadiendo cuidadosamente
agua (50 mL) y CIH 5 N (50 mL). La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x
150 mL), se seco sobre sulfato sddico anhidro, y se concentré en el rotavapor.
El crudo se purific6 por cromatografia en columna adsorbiendo el residuo
fisicamente sobre gel de silice y empleando como fase movil una mezcla
eter:hexano 15:1, obteniéndose (XIX) como un sirupo transparente (0.67 g,
67%).

RMN-'H (300 mHz, CDCl3): 6.83 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.79 (d, J=1.9
Hz, 1H, aromatico), 6.72 (dd, J=8.0, 1.9 Hz, 1H, aromatico), 3.79 (s, 3H, OCHj),
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3.77 (s, 3H, OCHs), 3.54 (t, J=6.5 Hz, 2H, -CH,00C-), 2.60 (t, J=7.4 Hz, 2H, ar-
CHz-), 1.79 (q, J=6.5 Hz, 2H, -CH,-).

Sintesis quimica 3,4-dimetoxicinamil alcohol (XX).

Una disolucion del acido 3,4-dimetoxicinamico (VIIt) (1 g, 4.8 mmol) en
THF seco (50mL) se afiadié desde un embudo de adicion compensada sobre
una disolucion de LiAlH4 (0.448 g, 12.0 mmol) en THF (100 mL) enfriada
previamente por debajo de 0°. Una vez realizada la adicion, la disolucion se
calent6 a reflujo durante 1.5 horas, posteriormente se enfri6 en un bafio de
“hielo y se destruy6 el exceso de LiAlH, afiadiendo cuidadosamente agua (50
mL) y CIH 5 N (50 mL). La.mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 150 mL),
se seco sobre sulfato sédico anhidro, y se concentrd en el rotavapor. El crudo
se purificO por cromatografia en columna adsorbiendo el residuo fisicamente
sobre gel de silice y empleando como fase movil una mezcla éter:hexano 15:1,
obteniéndose un sirupo transparente (0.774 g, 83%), cuyo RMN se

corresponde con el compuesto (XIX).
Sintesis quimica de oleato de 2-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XL).

A una disolucion de 3,4-dihidroxifenil propanol (XI) (100 mg, 0.65 mmol)
THF seco (5 ml) se le adicioné K,COj3 anhidro (90mg, 0.65 mmol), cloruro oleilo
(0.27 ml, 0.75 mmol) e hidrégeno sulfato de tetrabutilamonio (TBAH). La
mezcla se agitd bajo argéon a temperatura ambiente durante 24h, y a
continuacién se filtr6 y evaporé a sequedad. El residuo se disolvio en
diclorometano (50mL), se lavé con agua (2x50mL) y la fase organica se seco
con sulfato sédico anhidro, se filtr6 y se evaporé a sequedad. El residuo se
purifico por cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla de
hexano-éter etilico (4:1) obteniéndose (XL) como un sirupo ligeramente
amarillento (128 mg, 47%).
RMN-"H (300 mHz, CDCl3): 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.72 (d, J=2,
1H, aromatico), 6.63(dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H, aromatico), 5.34 (m, 2H, HC=CH),
4.23 (t, J=7.1 Hz, 2H, -CH,00C-), 2.80 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH»-), 2.28 (t, J=7.6
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Hz, 2H, -OOC-CHy), 1.99 (m, 4H, -CH,-HC=CH- CHy-), 1.58 (m, 2H, -OOC-
CHy- CHz), 1.26 (m, 26H, -CH,-), 0.87 (¢, J=6.9, 3H, -CH>).

Sintesis quimica de 2-(4-hidroxi-3-oleiloxifenil) propanol (LIX-i) y 2-(3-
hidroxi-4- oleiloxifenil) propanol (LIX-ii).

A una disolucién de 2-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (100 mg, 0.65

mmol) en THF seco (10 ml) se le adicion6 acido oleico (0.2 mL, 0.66 mmol),
diciclohexilcarbodiimida (145 mg, 0.7 mmol) y 4-dimetilaminopiridina (25 mg,
0.19 mmol) a 0°C. Una vez a temperatura ambiente, la reaccién se mantuvo en
agitacion duraitte 3 h bajo atmoésfera inerte. A continuacion se filtré la urea
precipitada y el filtrado se evaporé a sequedad. El residuo se disolvio en
diclorometano (25 ml), se lavé con una disolucion saturada de NaHCO; (1x50
ml) y con una disolucién saturada de cloruro sodico (1x50 ml). La fase organica
se secO con sulfato sédico anhidro, se concentré y el residuo se purificé por
cromatografia en columna empleando como fase mévil una mezcla hexano:eter
1:1. Se obtuvo un sélido blanco (182 mg, 67%) que resultd ser una mezcla
(1:1) de los dos derivados monooleatos sobre las posiciones fendlicas (LIX-i) y
(LEX-ii).
RMN-"H de la mezcla 1:1 de los compuestos LIX-i y LIX-ii (300 mHz, CDCls):
6.95 (d, J=8.1 Hz, 1 H, aromaético), 6.90 (dd, J=5.3, 2.1 Hz, 2H, aromatico),
6.92 (s, 1 H, aromético), 6.80 (d, J=2.1 Hz, 1H, aromatico), 6.72 (dd, J=8.2,
J=2.1 Hz, 1H, aromaético), 6.15 (m, OH), 5.75 (m, OH), 5.34 (m, 4H, HC=CH),
3.79 (t, J=6.4 Hz, 4H -CH,OH), 2.76 (t, J=6.4 Hz, 4H, -ar-CH»>-), 2.56 (t, J=7.4
Hz, 4H, -ar-OOC-CH,-), 1.99 (m, 8H, -CH,-HC=CH- CH,-), 1.75 (m, 4H, -ar-
OOC-CHy- CH»-), 1.25 (m, 56H, -CH>-), 0.87 (t, J=6.9 Hz, 6H, -CH3).

Sintesis quimica de 2-(3,4-dioleiloxifenil) propanol (LXI).

A una disolucién de 2-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (120 mg, 0.78
mmol) en THF seco (10 ml) con agitacion se le adicioné acido oleico (542 uL,
483 mg, 1.71 mmol), diciclohexilcarbodiimida (354 mg, 1.71 mmol) y 4-
dimetilaminopiridina (20 mg, 0.171 mmol) a 0°C. La mezcla de reaccion se

agitdé bajo argon durante 2h a temperatura ambiente. A continuacion se filtré la
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urea precipitada y el filtrado se evaporé a sequedad. El residuo se disolvidé en
diclorometano (25 ml), se lavdé dos veces con una disolucion saturada de
NaHCO3 (2 x 25 mL) y una vez con una disolucion saturada de cloruro sédico
(1x50 ml). Las fases organicas combinadas se secaron con sulfato sédico
anhidro, se filtraron y se evaporaron a sequedad. El crudo obtenido se purifico
por cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla de hexano-
éter etilico (5:1). Se obtuvo (LXI) como un sirupo transparente que cristaliza
después de secado a vacio (384 mg, 72%).

RMN-"H (300 mHz, CDCI3): 7.09 (m, sistema AB, 2H aromatico), 7.02 (s, 1H,
aromatico), 5.34 (m, 4H, HC=CH), 3.84 (t, J=6.4 Hz, 2H -CH,00C-), 2.84 (t,
J=6.4 Hz, 2H ar-CHy-), 2.51 {t, J=7.5, Hz 4H ar-OOC-CH.-), 2.01 (m, 8H, -CH-
HC=CH- CH-), 1.72 (m, 4H, -ar-OOC-CHz- CH-), 1.24 (m, 56H -CH.-), 0.87 (t
J=6.9, 6H, -CHj).

Sintesis quimica oleato de 2-(3,4-dioleiloxifenil) propilo (LXII).

A una disolucion de 2-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (100mg, 0.65
mmol) en piridina seca (5 ml) se le adiciond cloruro de oleilo (1 mi, 4.29 mmol)
y 4-dimetilaminopiridina (50 mg, 0.4 mmol). La mezcla de reaccion se agitd bajo
argon a temperatura ambiente durante 1h. A continuacion la mezcla se co-
evapor6 con tolueno (3x10ml) a sequedad. El crudo obtenido se purificd por
cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla de hexano-éter
etilico (15:1) obteniéndose (LXIl) como un sirupo transparente (574 mg, 93%).
RMN-"H (300 mHz, CDCl3): 7.09 (m, sistema AB, 2H aromatico), 7.04 (s, 1H,
aromatico), 5.35 (m, 6H, HC=CH), 4.28 (t, J=7.0 Hz, 2H,- CH,00C-),2.92 (t,
J=6.9 Hz, 2H ar-CH,-), 2.52 (t, J=7.7 Hz, 4H ar-OOC-CH,-),2.28 (t, J=7.4 Hz,
2H —CH»-OOC-CHy>), 2.00 (m, 12H, -CH,-HC=CH- CH»>-), 1.73 (m, 4H, -ar-
OOC-CH»>- CH»>-), 1.68 (m, 2H, -CH,-OOC-CH>- CH>-), 1.24 (m, 84H -CH>-),
0.87 (t, J=6.9, 9H, -CH3).

Sintesis quimica de oleato 3,4-dihidroxibencilo (XXVIII).

A una disolucion de 3,4-dihidroxibencil alcohol (IX) (54 mg, 0.41 mmol)

en THF seco (5 ml), se le adicioné K,COj3; anhidro (113 mg, 0.82 mmol), cloruro
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oleilo (0.136 ml, 0.41 mmol) e hidrégeno sulfato de tetrabutilamonio (TBAH). La
mezcla se agitdé bajo argon a temperatura ambiente durante 24h, y a
continuacion se filtr6 y evapor6 a sequedad. El residuo se disolvi6 en
diclorometano (50mL), se lavé con agua (2x50mL) y la fase organica se seco
con sulfato sédico anhidro, se filtré y se evaporé a sequedad. El residuo se
purificd por cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla de
hexano-éter etilico (10:1) obteniéndose (XXVIIl) como un sirupo ligeramente
amarillento (60 mg, 36%).

RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.88 (s, 1H, aromatico), 6.83 (d, sistema AB, J=8.0
Hz, 1H, aromatico), 6.79 (d, sistema AB, J=8.4, 1.7 Hz, 1H, aromatico), 5.34 (m,
2H, HC=CH), 4.99 (s, 2H, PhCH,00C-),"2.32 (t, J=7.5 Hz, 2H, -OOC-CH,-),
1.99 (m, 4H, -CH>-HC=CH- CH-), 1.61 (q, J= 6.8 Hz, 2H, -OOC-CH,- CH,-),
1.26 (m, 26H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.7, 3H, -CHa).

Sintesis quimica de oleato de 2-(3,4-dihidroxifenil) etilo (XXXIV).

A una disolucion de 3,4-dihidroxifenil etanol (X) (100 mg, 0.65 mmol)
THF seco (5 ml) se le adicioné K,CO3 anhidro (90mg, 0.65 mmol), cloruro oleilo
(0.27 ml, 0.75 mmol) e hidrogeno sulfato de tetrabutilamonio (TBAH). La
mezcla se agitdé bajo argén a temperatura ambiente durante 24h, y a
continuacién se filtr6 y evaporé a sequedad. El residuo se disolvié en
diclorometano (50mL), se lavo con agua (2x50mL) y la fase organica se seco
con sulfato sodico anhidro, se filtré y se evapordé a sequedad. El residuo se
purificd por cromatografia en columna utilizando como eluyente una mezcla de
hexano-éter etilico (4:1) para obtener de un sirupo ligeramente amarillento (128
mg, 47%) que corresponde con (XXXIV).

RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.72 (d,
J=2, 1H, aromatico), 6.63 (dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H, aromatico), 5.34 (m, 2H,
HC=CH), 4.23 (t, J=7.1 Hz, 2H, -CH,00C-), 2.80 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH,-),
2.28 (t, J=7.6 Hz, 2H, -OOC-CH>-), 1.99 (m, 4H, -CH,-HC=CH- CH>-), 1.58 (m,
2H, -OOC-CH,- CH2-), 1.26 (m, 26H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.9, 3H, -CHjs).
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Sintesis quimica oleato de 3,4-dihidroxicinamilo (XLVI).

A una disolucién de 3,4-dihidroxicinamil alcohol (XVI) (100 mg, 0.59
mmol) en THF seco (5 ml), se le adicioné K,CO3; anhidro (165 mg, 1.19 mmol),
cloruro oleilo (0.190 ml, 0.41 mmol) e hidrogeno sulfato de tetrabutilamonio
(TBAH). La mezcla se agité bajo argon a temperatura ambiente durante 24h, y
a continuacion se filtr6 y evapor6 a sequedad. El residuo se disolvi6 en
diclorometano (50mL), se lavé con agua (2x50mL) y la fase organica se secod
con sulfato sédico anhidro, se filtrd y se evapor6é a sequedad. El residuo se
purificd por cromatografia en columna utilizando como eluyente diclorometano

obteniéndose (XLVI) como un sirupo ligeramente amarillénto (115 mg, 44 %).
Sintesis enzimatica de butirato de 3,4-dihidroxibencilo (XXV).

A una suspension de 3,4-dihidroxibencil alcohol (IX) (60 mg, 0.43 mmol)

en butirato de etilo en exceso (500 mg), se adiciond Novozym 435 (50 mg). La
reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y abierta a la atmosfera
hasta que no se observé evolucién de la misma por TLC (15h). El crudo se
diluyo a continuacién en diclorometano (50 mL), se filtré y se lavo con salmuera
(25 mL). La fase organica se secé sobre sulfato sédico anhidro y se concentro
en el rotavapor. El exceso de butirato de etilo se elimind en la bomba de alto
vacio obteniendose (XXV) (68 mg, 75%) sin necesidad de mas etapas de
purificacion adicionales.
RMN-'H (300 mHz, CDCl3): 6.88 (d, J=1.8 Hz, 1H, aromatico), 6.83 (d, J=8.0
Hz, 1H, aromatico), 6.79 (dd, J=8.0, 1.7 Hz, 1H, aromatico), 4.99 (s, 2H,
PhCH,OO0C-), 2.31 (t, J=7.4 Hz, 2H, -COO-CH,-), 1.65 (h, J=7.4 Hz , 2H,
COO-CH2-CHy), 0.92 (t, J=7.4, 3H, -CHj5).

Sintesis enzimatica de palmitato de 3,4-dihidroxibencilo (XIX).

A una suspension de 3,4-dihidroxibencil alcohol (IX) (60 mg, 0.43 mmol)
en palmitato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (40 mg).
La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio hasta que no

se observo evolucion de la misma por TLC (16 h). A continuacién, el crudo se
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disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtré y se lavo varias veces en un embudo
de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo resultante se percold en
columna empleando hexano: éter (1:1) como fase mévil, obteniéndose (XIX)
como un so6lido blanco (165 mg, 98%).

RMN-"H (300 mHz, CDCl3): 6.89 (d, J=1.5 Hz, 1H, aromatico), 6.84 (d, J=8.1
Hz, 1H, arE)mético), 6.79 (dd, J=8.0, 1.7 Hz, 1H, aromatico), 4.99 (s, 2H,
PhCH,00C-), 2.32 (t, J=7.4 Hz, 2H, -COO-CH,-), 1.61 (q, J=6.0 Hz , 2H,
COO-CH,-CH), 1.25 (m, 24H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.4, 3H, -CH).

Sintesis enzimatica de estearato de 3,4-dihidroxibencilo (XXXIII).

A una suspension de 3,4-dihidroxibencil alcohol (IX) (60 mg, 0.43 mmol)

en estearato de etilo en exceso (500 mg), se adiciond Novozym 435 (40 mg).
La reaccidén se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y vacio hasta que no se
observo evoluciéon de la misma por TLC (16 h). A continuacién, el crudo se
disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtré y se lavd varias veces en un embudo
de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo resultante se percolo en
columna empleando hexano: éter (1:1) como fase movil, obteniéndose (XXIit)
como un so6lido blanco (130 mg, 74%).
RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.88 (d, J=1.8 Hz, 1H, aromatico), 6.83 (d, J=8.1
Hz, 1H, aromatico), 6.78 (dd, J=8.0, 1.7 Hz, 1H, aromatico), 4.99 (s, 2H,
PhCH,OOC-), 2.33 (t, J=7.7 Hz, 2H, -COO-CH,-), 1.61 (q, J=7.2 Hz , 2H,
COO-CH,-CHy), 1.25 (m, 28H, -CH>-), 0.87 (t, J=6.4, 3H, -CH3).

Sintesis enzimatica de oleato de 3,4-dihidroxibencilo (XXXVII).

A una suspension de 3,4-dihidroxibencil alcohol (IX) (60 mg, 0.43 mmol)
en oleato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (40 mg). La
reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio durante 6 h. A
continuacién, el crudo se disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtro y se lavd
varias veces en un embudo de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo
resultante se percol6 en columna empleando hexano: éter (2:1) como fase

movil, obteniéndose (XXXVII) como sirupo ligeramente amarillento (110 mg,
63%).
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RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.88 (s, 1H, aromatico), 6.83 (d, sistema AB, J=8.0
Hz, 1H, aromatico), 6.79 (d, sistema AB, J=8.4, 1.7 Hz, 1H, aromatico), 5.34 (m,
2H, HC=CH), 4.99 (s, 2H, PhCH,00C-), 2.32 (t, J=7.5 Hz, 2H, -OOC-CH,-),
1.99 (m, 4H, -CH>-HC=CH- CH,-), 1.61 (q, J= 6.8 Hz, 2H, -OOC-CH,- CH,-),
1.26 (m, 26H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.7, 3H, -CHz).

Sintesis enzimatica de cis-5,8,11,14,17 eicosapentenoato de 3,4-
dihidroxibencilo (XLlI).

A una suspension de 3,4-dihidroxibencil alcohol (1X) (40 mg, 0.43 mmol)

en cis-5,8,11,14,17 eicosapentenoato de etilo en exceso (300 mg), se adiciond
Novozym 435 (30 mg). La reacciéon se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa
a vacio durante 4 h. A continuacion, el crudo se disolvié en acetonitrilo (75 mL),
se filtro y se lavo varias veces en un embudo de decantacion con hexano (3X25
mL). El crudo resultante purific6 en columna cromatografica empleando
hexano: éter (10:1) como fase movil, obteniéndose (XLI) como sirupo
ligeramente amarillento (46 mg).
RMN-'H (400 mHz, CDCIl3): 6.88 (s, 1H, aromatico), 6.81 (dd, sistema AB,
J=8.1 Hz, 2H aromatico), 5.35 (m, 10H, HC=CH), 4.99 (s, 2H, PhCH,OO0C-),
2.80 (m, 8H, -HC=CH-CH,-HC=CH-), 2.34 (t, J=7.4 Hz, 2H, -OOC-CH,-), 2.06
(m, 4H, -HC=CH-CH,-CH3;, -HC=CH-CH,-CH>- ) 1.69 (m, 2H, -CH,-CH,-COO-),
0.96 (t, J=7.5, 3H, -CH3).

Sintesis enzimatica de cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoato de 3,4-
dihidroxibencilo (XLV).

A una suspension de 3,4-dihidroxibencil alcohol (IX) (40mg, 0.43 mmol)
en cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoato de etilo en exceso (300 mg), se
adicioné Novozym 435 (30 mg). La reaccién se mantuvo a 37 °C, en agitacion
vigorosa y abierta a la atmoésfera durante 4 h. A continuacion, el crudo se
disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtro y se lavd varias veces en un embudo
de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo resultante purificé en columna
cromatografica empleando hexano: éter (10:1) como fase movil, obteniéndose

(XLV) como sirupo ligeramente amarillento (45 mg).



Parte Experimental 172

RMN-"H (300 mHz, CDCl;): 6.88 (d, J=1.6 Hz, 1H, aromatico), 6.83 (d, J=8.0
Hz, 1H, aromatico), 6.78 (dd, J=8.0, 1.7 Hz, 1H, aromatico), 5.38 (m, 12H,
HC=CH), 4.99 (s, 2H, -CH,00C-), 2.83 (m, 10H, -HC=CH-CH,-HC=CH-), 2.40
(m, 2H, -OOC-CH>-), 2.39 (m, 2H, -HC=CH-CH,-CH,-COO-) 2.06 (q, J=7.4 Hz,
2H, -HC=CH-CH>-CH3), 0.96 (t, J=7.5, 3H, -CHa).

Sintesis enzimatica de butirato de 2-(3,4-dihidroxifenil) etilo (XXVI).

A una suspensién de 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol (X) (60 mg, 0.39 mmol)

en butirato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (50 mg). La
reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y abierta a la atmosfera
hasta que no se observd evolucion de la misma por TLC (15h). El crudo se
diluyd a continuacion en diclorometano (50 mL), se filtrd y se lavo con salmuera
(25 mL). La fase organica se seco sobre sulfato sédico anhidro y se concentro
en el rotavapor. El exceso de butirato de etilo se eliminé en la bomba de alto
vacio obteniendose (XXVI) (90 mg, 59%) sin necesidad de mas etapas de
purificacién adicionales.
RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.73 (d, J=1.5
Hz, 1H, aromatico), 6.63 (dd, J=8.0, 1.5 Hz, 1H, aromatico), 6.19 (1 s (w), 1H,
Ph-OH), 6.0 (1 s (w), 1H, Ph-OH), 4.23 (t, J=7.1 Hz, 2H, -CH,O0C-), 2.79 (t,
J=7.1 Hz, 2H, ar-CHy-), 2.27 (t, J=7.5 Hz, 2H, -COO-CH>-), 1.65 (h, J=7.4 Hz ,
2H, COO-CH;-CH,), 0.92 (t, J=7.4, 3H, -CHj).

Sintesis enzimatica de palmitato de 2-(3,4-dihidroxifenil) etilo (XXX).

A una suspension de 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol (X) (60 mg, 0.39 mmol)
en palmitato de etilo en exceso (500 mg), se adicion6 Novozym 435 (40 mg).
La reacciéon se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio hasta que no
se observo evolucion de la misma por TLC (6 h). A continuacion, el crudo se
disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtré y se lavd varias veces en un embudo
de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo resultante se percolo en
columna empleando hexano: éter (1:1) como fase movil, obteniéndose (XXX)

como un solido blanco (150 mg, 98%).
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RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.73 (d, J=1.5
Hz, 1H, aromatico), 6.63 (dd, J=8.0, 1.5 Hz, 1H, aromatico), 4.23 (t, J=7.1 Hz,
2H, -CH,00C-), 2.80 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.28 (t, J=7.5 Hz, 2H, -COO-
CH2-), 1.58 (q, J=6.1 Hz , 2H, COO-CH,-CH,), 1.25 (m, 24H, -CH,-), 0.87 (t,
J=6.4, 3H, -CH,).

Sintesis enzimatica de estearato de 2-(3,4-dihidroxifenil) etilo (XXXIV).

A una suspension de 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol (X) (60 mg, 0.39 mmol)

en estearato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (40 mg).
La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y vacio hasta que no se
observo evolucién de la misma por TLC (6 h). A continuacién, el crudo se
disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtr6 y se lavo varias veces en un embudo
de decantacién con hexano (3X25 mL). El crudo resultante se percolé en
columna empleando hexano: éter (1:1) como fase movil, obteniéndose (XXXIV)
como un sélido blanco (155 mg, 94%).
RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.79 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.72 (d, J=2.0
Hz, 1H, aromatico), 6.63 (dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H, aromatico), 4.23 (t, J=7.1 Hz,
2H, -CH,00C-), 2.80 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.28 (t, J=7.4 Hz, 2H, -O0OC-
CH>-), 1.58 (m, 2H, -OOC-CH,- CH>-), 1.24 (m, 28H, -CH,-), 0.87 (1, J=6.9, 3H,
-CHs).

Sintesis enzimatica de oleato de 2-(3,4-dihidroxifenil) etilo (XXXVIII).

A una suspension de 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol (X) (60 mg, 0.39 mmol)
en oleato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (40 mg). La
reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio durante 6 h. A
continuacién, el crudo se disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtré6 y se lavo
varias veces en un embudo de decantacién con hexano (3X25 mL). El crudo
resultante se percoldo en columna empleando hexano: éter (2:1) como fase
movil, obteniéndose (XXVIII) como sirupo ligeramente amarillento (152 mg,
93%).

RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.72 (d, J=2.0
Hz, 1H, aromatico), 6.63 (dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H, aromatico), 5.34 (m, 2H,



0000000000000 000000000000000000CGCGOOCGBOCGOIOOOIONOOONONONTSTSS
|
|

Parte Experimental 174

HC=CH), 4.23 (t, J=7.1 Hz, 2H, -CH,00C-), 2.80 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH,-),
2.28 (t, J=7.6 Hz, 2H, -OOC-CH,-), 1.99 (m, 4H, -CH2-HC=CH- CHy-), 1.58 (m,
2H, -O0C-CHy- CH,-), 1.26 (m, 20H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.9, 3H, -CHj).

Sintesis enzimatica de cis-5,8,11,14,17 eicosapentenoato de 2-(3,4-
dihidroxifenil) etilo (XLII). '

A una suspension de 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol (X) (60 mg, 0.39 mmol)

en cis-5,8,11,14,17 eicosapentenoato de etilo en exceso (300 mg), se adiciond
Novozym 435 (30 mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa
a vacio durante 4 h. A continuacion, el crudo se disolvidé en acetonitrilo (75 mL),
se filtr6 y se lavo varias veces en un embudo de decantacion con hexano (3X25
mL). El crudo resultante purific6 en columna cromatografica empleando
hexano: éter (10:1) como fase movil, obteniéndose (XLII) como sirupo
ligeramente amarillento (87 mg).
RMN-"H (400 mHz, CDCls): 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.72 (d, J=2.0
Hz, 1H, aromatico), 6.63 (dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H, aromatico), 5.35 (m, 10H,
HC=CH), 4.25 (t, J=7.1 Hz, 2H, -CH,00C-), 2.81 (m, 8H, -HC=CH-CH,-
HC=CH-), 2.80 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.29 (t, J=7.6 Hz, 2H, -OOC-CH,-),
2.07 (m, 4H, HC=CH-CH,-CHj;, -HC=CH-CH,-CH,- ) 1.67 (t, J=7.4 Hz, 2H, -
CH,-CH»-COO-), 0.96 (t, J=7.5, 3H, -CHj3).

Sintesis enzimatica de cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoato de 2-(3,4-
dihidroxifenil) etilo (XLVI).

A una suspension de 2-~(3,4-dihidroxifenil) etanol (X) (60 mg, 0.39 mmol)
en cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoato de etilo en exceso (300 mg), se
adicion6é Novozym 435 (30 mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion
vigorosa y abierta a la atmdsfera durante 4 h. A continuacion, el crudo se
disolvidé en acetonitrilo (75 mL), se filtré y se lavo varias veces en un embudo
de decantacién con hexano (3X25 mL). El crudo resultante purifico en columna
cromatogréafica empleando hexano: éter (10:1) como fase movil, obteniéndose

(XLVI) como sirupo ligeramente amarillento (78 mg).
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RMN-"H (300 mHz, CDCl;): 6.78 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.72 (d, J=2.0
Hz, 1H, aromatico), 6.58 (dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H, aromatico), 5.38 (m, 12H,
HC=CH), 4.23 (t, J=7.1 Hz, 2H, -CH,00C-), 2.81 (m, 10H, -HC=CH-CH,-
HC=CH-), 2.80 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.35 (m, 2H, -OOC-CH,-), 2.35 (m,
2H, -HC=CH-CH,-CH,-COO-) 2.06 (m, J=7.6 Hz, 2H, -HC=CH-CH,-CHj3), 0.96

(t, J=7.5, 3H, -CHa). '

Sintesis enzimatica de butirato de 3-(3,4-dihidroxifenil) propilo (XXVIl).

A una suspension de 3-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (60 mg, 0.36

mmol) en butirato de etilo en exceso (500 mg), se adicion6 Novozym 435 (50
mg). La reaccién se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y abierta a la
atmosfera hasta que no se observd evolucidon de la misma por TLC (15h). El
crudo se diluyd a continuacién en diclorometano (50 mL), se filtré y se lavé con
salmuera (25 mL). La fase organica se secé sobre sulfato sodico anhidro y se
concentro en el rotavapor. El exceso de butirato de etilo se eliminé en la bomba
de alto vacio obteniendose (XXVII) (83 mg, 97%) sin necesidad de mas etapas
de purificacién adicionales.
RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.77 (d, J=8.0 Hz, 1H, aromatico), 6.68 (d, J=1.5
Hz, 1H, aromatico), 6.58 (dd, J=8.0, 1.6 Hz, 1H, aromatico), 4.07 (t, J=6.6 Hz,
2H, -CH,00C-), 2.55 (t, J=7.4 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.30 (t, J=7.5 Hz, 2H, -COO-
CH2-), 1.89 (q, J=6.7 Hz, 2H, -CH,-), 1.65 (h, J=7.5 Hz , 2H, COO-CH,-CH,),
0.95 (t, J=7.4, 3H, -CHa).

Sintesis enzimatica de palmitato de 3-(3,4-dihidroxifenil) propilo (XXX1).

A una suspension de 3-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (60 mg, 0.36
mmol) en palmitato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (40
mg). La reaccién se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio hasta
que no se observd evolucion de la misma por TLC (16 h). A continuacién, el
crudo se disolvid en acetonitrilo (75 mL), se filtré y se lavé varias veces en un
embudo de decantacién con hexano (3X25 mL). El crudo resuitante se percolo
en columna empleando hexano: éter (1:1) como fase movil, obteniéndose
(XXXI1) como un sélido blanco (142 mg, 97%).
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RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.76 (d, J=8.0 Hz, 1H, aromatico), 6.68 (d, J=1.8
Hz, 1H, aromatico), 6.58 (dd, J=8.0, 1.8 Hz, 1H, aromatico), 4.06 (t, J=6.6 Hz,
2H, -CH,00C-), 2.55 (t, J=7.4 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.30 (t, J=7.5 Hz, 2H, -COO-
CH2-), 1.88 (q, J=6.7 Hz, 2H, -CH,-), 1.65 (q, J=7.2 Hz , 2H, COO-CH,-CH>),
1.24 (m, 24H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.4, 3H, -CH3).

Sintesis enzimatica de estearato de 3-(3,4-dihidroxifenil) propilo (XXXV).

A una suspension de 3-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (60 mg, 0.36

mmol) en estearato de etilo en exceso (500 mg), se adicion6 Novozym 435 (40
mg). La reacciéon se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y vacio hasta que
no se observé evolucion de la misma por TLC (6 h). A continuacion, el crudo se
disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtro y se lavd varias veces en un embudo
de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo resultante se percold en
columna empleando hexano: éter (1:1) como fase mévil, obteniéndose (XXXV)
como un sélido blanco ().
RMN-'H (300 mHz, CDCls): 6.76 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.69 (d, J=1.9
Hz, 1H, aromatico), 6.59 (dd, J=8.1, 2.0 Hz, 1H, aromatico), 4.07 (t, J=6.6 Hz,
2H, -CH,O0C-), 2.56 (t, J=7.6 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.30 (t, J=7.4 Hz, 2H, -COO-
CH,-), 1.89 (q, J=6.8 Hz, 2H, -CH,-), 1.61 (q, J=7.0 Hz , 2H, COO-CH,-CHy),
1.27 (m, 28H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.9, 3H, -CHs).

Sintesis enzimatica de oleato de 3-(3,4-dihidroxifenil) propilo (XXXIX).

A una suspension de 3-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (60 mg, 0.36
mmol) en oleato de etilo en exceso (500 mg), se adicion6 Novozym 435 (40
mg). La reaccidén se mantuvo a 37 °C, en agitacién vigorosa y a vacio durante 6
h. A continuacion, el crudo se disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtro y se lavd
varias veces en un embudo de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo
resultante se percolé en columna empleando hexano: éter (2:1) como fase
movil, obteniéndose (XXXIX) como sirupo ligeramente amarillento ().

RMN-"H (300 mHz, CDCl3): 6.76 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.69 (d, J=2.0
Hz, 1H, aromatico), 6.58 (dd, J=8.0, 2.0 Hz, 1H, aromatico), 5.33 (m, 2H,
HC=CH), 4.07 (t, J=6.6 Hz, 2H, -CH,O0C-), 2.55 (t, J=7.3 Hz, 2H, ar-CH,-),
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2.30 (t, J=7.4 Hz, 2H, -COO-CH,-), 1.99 (m, 4H, -CH,-HC=CH- CH,-), 1.89 (q,
J=6.8 Hz, 2H, -CH,-), 1.61 (m, 2H, -OOC-CH,- CH,-), 1.26 (m, 20H, -CHy-),
0.87 (t, J=6.9, 3H, -CHj).

Sintesis enzimatica de cis-5,8,11,14,17 eicosapentenocato de 3-(3,4-
dihidroxifenil) propilo (XLIII).

A una suspension de 3-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (60 mg, 0.36

mmol) en cis-5,8,11,14,17 eicosapentenoato de etilo en exceso (300 mg), se
adicion6 Novozym 435 (30 mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion
vigorosa a vacio durante 4 h. A continuacion, el crudo se disolvié en acetonitrilo
(75 mL), se filtr6 y se lavd varias veces en un embudo de decantacién con
hexano (3X25 mL). El crudo resultante purificoé en columna cromatografica
empleando hexano: éter (10:1) como fase movil, obteniéndose (XLIII) como
sirupo ligeramente amarillento (165 mg).
RMN-"H (400 mHz, CDCl;): 6.76 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.72 (d, J=1.8
Hz, 1H, aromatico), 6.57 (dd, J=8.0, 1.8 Hz, 1H, aromatico), 5.37 (m, 10H,
HC=CH), 4.07 (t, J=6.6 Hz, 2H, -CH,O0C-), 2.82 (m, 8H, -HC=CH-CH,-
HC=CH-), 2.55 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.33 (t, J=7.5 Hz, 2H, -OOC-CH,-),
2.09 (m, 4H, HC=CH-CH,-CH3;, -HC=CH-CH,-CH,- ), 1.89 (q, J=6.8 Hz, 2H, -
CHy-), 1.67 (t, J=7.4 Hz, 2H, -CH,-CH,-COO-), 0.96 (t, J=7.5, 3H, -CH3).

Sintesis enzimatica de cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoato de 3-(3,4-
dihidroxifenil) propilo (XLVII).

A una suspension de 3-(3,4-dihidroxifenil) propanol (XI) (60 mg, 0.36
mmol) en cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoato de etilo en exceso (300 mg),
se adicion6 Novozym 435 (30 mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en
agitacion vigorosa y abierta a la atmdsfera durante 4 h. A continuacion, el crudo
se disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtré y se lavd varias veces en un embudo
de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo resultante purificé en columna
cromatografica empleando hexano: éter (10:1) como fase mévil, obteniéndose

(XLVI) como sirupo ligeramente amarillento (116 mg).
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RMN-"H (300 mHz, CDCl3): 6.76 (d, J=8.1 Hz, 1H, aromatico), 6.68 (d, J=1.8
Hz, 1H, aromatico), 6.58 (dd, J=8.0, 1.8 Hz, 1H, aromatico), 5.38 (m, 12H,
HC=CH), 4.08 (t, J=6.7 Hz, 2H, -CH,00C-), 2.84 (m, 10H, -HC=CH-CH,-
HC=CH-), 2.56 (t, J=7.4 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.38 (m, 2H, -OOC-CH-), 2.38 (m,
2H, -HC=CH-CH,-CH,-COO-) 2.08 (q, J=7.3 Hz, 2H, -HC=CH-CH,-CH>), 1.89
(9, J=6.9 Hz, 2H, -CH;-), 0.96 (t, J=7.5, 3H, -CH5).

Sintesis enzimatica de butirato de 3,4-dihidroxicinamilo (XXVII).

A una suspension de 3,4-dihidroxicinamil alcohol (XIlI) (60 mg, 0.36

minol) en butirato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné6 Novozym 435 (50
mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y abierta a la
atmosfera hasta que no se observo evoluciéon de la misma por TLC (15h). El
crudo se diluyd a continuacion en diclorometano (50 mL), se filtré y se lavé con
salmuera (25 mL). La fase organica se secd sobre sulfato sddico anhidro y se
concentro en el rotavapor. El exceso de butirato de etilo se eliminé en la bomba
de alto vacio obteniendose (XXVIII) (83 mg, 96%) sin necesidad de mas etapas
de purificaciéon adicionales.
RMN-'H (300 mHz, CDCls): 6.92 (s, 1H, aromatico), 6.80 (s, 2H, aromatico),
6.51 (d, J=15.8 Hz, 1H, Ph-CH=CH-CH,-), 6.09 (dt, J=15.8, 6.6 Hz, 1H, Ph-
CH=CH-CH,-), 4.69 (d, J=6.5 Hz, Ph-CH=CH-CH,-), 2.32 (t, J=7.4 Hz, 2H, -
COO-CHy-), 1.66 (h, J=7.4 Hz , 2H, COO-CH,-CH,), 0.95 (t, J=7.4, 3H, -CH,).

Sintesis enzimatica de palmitato de 3,4-dihidroxicinamilo (XXXII).

A una suspension de 3,4-dihidroxicinamil alcohol (XIl) (60 mg, 0.36
mmol) en palmitato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (40
mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio hasta
que no se observd evolucion de la misma por TLC (16 h). A continuacion, el
crudo se disolvio en acetonitrilo (75 mL), se filtré y se lavo varias veces en un
embudo de decantacién con hexano (3X25 mL). El crudo resultante se percold
en columna empleando hexano: éter (1:1) como fase movil, obteniéndose
(XXXI) como un solido blanco (113 mg, 71%).
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RMN-"H (300 mHz, CDCl5): 6.92 (s, 1H, aromatico), 6.81 (s, 2H, aromatico),
6.51 (d, J=15.8 Hz, 1H, Ph-CH=CH-CH,-), 6.09 (dt, J=15.8, 6.6 Hz, 1H, Ph-
CH=CH-CH,-), 4.69 (d, J=6.5 Hz, Ph-CH=CH-CH,-), 2.33 (t, J=7.4 Hz, 2H, -
COO-CHy-), 1.63 (q, J=7.0 Hz , 2H, COO-CH,-CH), 1.25 (m, 24H, -CH,-), 0.87
(t, J=6.3, 3H, -CHy).

Sintesis enzimatica de estearato de 3,4-dihidroxicinamilo (XXXVI).

A una suspension de 3,4-dihidroxicinamil alcohol (Xil) (60 mg, 0.36

mmol) en estearato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (40
mg). La reacciéft se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y vacio hasta que
no se observé evolucién de la misma por TLC (6 h). A continuacion, el crudo se
disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtro y se lavo varias veces en un embudo
de decantacién con hexano (3X25 mL). El crudo resultante se percold en
columna empleando hexano: éter (1:1) como fase movil, obteniéndose (XXXVI)
como un solido blanco ().
RMN-'H (300 mHz, CDCl5): 6.93 (s, 1H, aromatico), 6.81 (s, 2H, aromatico),
6.51 (d, J=15.8 Hz, 1H, Ph-CH=CH-CH,-), 6.09 (dt, J=15.8, 6.6 Hz, 1H, Ph-
CH=CH-CHy-), 4.69 (d, J=6.5 Hz, Ph-CH=CH-CH>-), 2.33 (t, J=7.5 Hz, 2H, -
COO-CH3-), 1.63 (q, J=7.1 Hz, 2H, COO-CH,-CH,), 1.24 (m, 28H, -CH,-), 0.87
(t, J=6.4, 3H, -CHs).

Sintesis enzimatica de oleato de 3,4-dihidroxicinamilo (XL).

A una suspension de 3,4-dihidroxicinamil alcohol (XIlI) (60 mg, 0.36
mmol) en oleato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné6 Novozym 435 (40
mg). La reaccién se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio durante 6
h. A continuacioén, el crudo se disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtré y se lavo
varias veces en un embudo de decantacion con hexano (3X25 mL). El crudo
resultante se percolé en columna empleando hexano: éter (2:1) como fase
movil, obteniéndose (XL) como sirupo ligeramente amarillento ().

RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.93 (s, 1H, aromatico), 6.81 (s, 2H, aromatico),
6.51 (d, J=15.8 Hz, 1H, Ph-CH=CH-CH,-), 6.08 (dt, J=15.8, 6.6 Hz, 1H, Ph-
CH=CH-CH,-), 5.34 (m, 2H, HC=CH), 4.69 (d, J=6.6 Hz, Ph-CH=CH-CH,-),
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2.33 (t, J=7.5 Hz, 2H, -OOC-CHy-), 2.0 (m, 4H, -CH,-HC=CH- CH>-), 1.63 (q, J=
7.1 Hz, 2H, -OOC-CH;- CH,-), 1.26 (m, 26H, -CH,-), 0.87 (t, J=7.0, 3H, -CHs).

Sintesis enzimatica de cis-5,8,11,14,17 eicosapentenoato de 3,4-
dihidrocinamilo (XLIV).

A una suspension de 3,4-dihidroxicinamil alcohol (XII) (60 mg, 0.36

mmol) ) en cis-5,8,11,14,17 eicosapentenoato de etilo en exceso (300 mg), se
adicion6 Novozym 435 (30 mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion
vigorosa a vacio durante 4 h. A continuacion, el crudo se disolvié en acetonitrilo
(75 mL), se filtr6 y se lavo Varias veces en un embudo de decantacion con
hexano (3X25 mL). El crudo resultante purificé en columna cromatografica
empleando hexano: éter (10:1) como fase movil, obteniéndose (XLIV) como
sirupo ligeramente amarillento (52 mg).
RMN-'H (300 mHz, CDCls): 6.92 (s, 1H, aromatico), 6.80 (s, 2H, aromatico),
6.51 (d, J=15.8 Hz, 1H, Ph-CH=CH-CH,-), 6.09 (dt, J=15.8, 6.6 Hz, 1H, Ph-
CH=CH-CH,-), 5.36 (m, 10H, HC=CH), 4.69 (d, J=6.6 Hz, Ph-CH=CH-CH,-),
2.82 (m, 8H, -HC=CH-CH,-HC=CH-), 2.36 (t, J=7.4 Hz, 2H, -OOC-CH,-), 2.06
(m, 4H, -HC=CH-CH,-CH3, -HC=CH-CH,-CH,- ) 1.72 (q, J=7.4 Hz, 2H, -CH.-
CH,-COO0-), 0.96 (t, J=7.5, 3H, -CH,).

Sintesis enzimatica de cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoato de 3,4-
dihidrocinamilo (XLVIII).

A una suspension de 3,4-dihidroxicinamil alcohol (XIl) (60 mg, 0.36
mmol) ) en cis-4,7,10,13,16,19 docosahexenoato de etilo en exceso (300 mg),
se adicion6 Novozym 435 (30 mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en
agitacion vigorosa y abierta a la atmésfera durante 4 h. A continuacion, el crudo
se disolvi6 en acetonitrilo (75 mL), se filtro y se lavo varias veces en un embudo
de decantacién con hexano (3X25 mL). El crudo resultante purifico en columna
cromatografica empleando hexano: éter (10:1) como fase movil, obteniéndose
(XLVIII) como sirupo ligeramente amarillento (50 mg).

RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.92 (s, 1H, aromatico), 6.80 (s, 2H, aromatico),
6.51 (d, J=15.8 Hz, 1H, Ph-CH=CH-CH,-), 6.09 (dt, J=15.8, 6.6 Hz, 1H, Ph-
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CH=CH-CH,-), 5.36 (m, 12H, HC=CH), 4.69 (d, J=6.6 Hz, Ph-CH=CH-CH,-),
2.83 (m, 10H, -HC=CH-CH,-HC=CH-), 2.41 (m, 2H, -OOC-CH,-), 2.39 (m, 2H,
-HC=CH-CH,-CH,-CO0-) 2.07 (g, J=7.1 Hz, 2H, -HC=CH-CH,-CHs), 0.96 (t,
J=7.5, 3H, -CHj).

Sintesis enzimatica de palmitato de 3-Hidroxi, 4-metoxibencilo (L).

A una suspensién de 3-hidroxi, 4-metoxibencil alcohol (Xlil) (60 mg, 0.39
mmol) en palmitato de etilo en exceso (500 mg), se adicioné Novozym 435 (40
mg). La reacciéon se mantuvo a 37 °C, en agitaciéon vigorosa y a vacio hasta
que no se observo evolucion de la misma por TLC (16 h). A continuacion, el
crudo se disolvi6 en acetonitrilo (75 mL), se filtré y concentré en el rotavapor. El
crudo resultante se percolé en columna empleando hexano: éter (3:1) como
fase movil, obteniéndose (L) como un sélido blanco (145 mg, 95%).

RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.87 (m, 3H, aromaticos), 5.02 (s, 2H,
PhCH,00C-), 3.89 (s, 3H, OMe), 2.32 (t, J=7.5 Hz, 2H, -COO-CH,-), 1.62 (q,
J=7.2 Hz, 2H, COO-CH,-CH,), 1.25 (m, 24H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.4, 3H, -CH3).

Sintesis enzimatica de palmitato de 2-(3-Hidroxi, 4-metoxifenil) etilo (LI).

A una suspension de 2-(3-Hidroxi, 4-metoxifenil) etanol (XIV) (60 mg,
0.36 mmol) en palmitato de etilo en exceso (500 mg), se adicion6 Novozym 435
(40 mg). La reaccién se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio hasta
que no se observo evolucion de la misma por TLC (6 h). A continuacion, el
crudo se disolvié en acetonitrilo (75 mL), se filtr6 y se llevdé a sequedad. El
crudo resultante se percolé en columna empleando hexano: éter (3:1) como
fase movil, obteniéndose (LI) como un sélido blanco (142 mg, 97%).
RMN-"H (300 mHz, CDCl,): 6.83 (dd, J=6.5, 2.1 Hz, 1H, aromatico), 6.71 (s,
1H, aromético), 6.69 (d, 1.8 Hz, 1H, aromatico), 4.24 (t, J=7.1 Hz, 2H, -
CH,OO0C-), 3.87 (s, 3H, OMe), 2.85 (t, J=7.1 Hz, 2H, ar-CH,-), 2.27 (t, J=7.5
Hz, 2H, -COO-CH,-), 1.58 (q, J=7.2 Hz , 2H, COO-CH,-CH,), 1.24 (m, 24H, -
CHy-), 0.87 (t, J=6.4, 3H, -CHy).
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Sintesis enzimatica de palmitato de 3-(3-Hidroxi, 4-metoxifenil) propilo
(L.

A una suspensién de 3-(3-Hidroxi, 4-metoxifenil) propanol (XV) (60 mg,

0.33 mmol) en palmitato de etilo en exceso (500 mg), se adicion6 Novozym 435

(40 mg). La reaccién se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio hasta
que no se observo evolucion de la misma por TLC (16 h). A continuacién, el
crudo se disolvid6 en acetonitrilo (75 mL), se filtr6 y se concentré6 en el
rotavapor. El crudo resultante se percolé en columna empleando hexano: éter
(3:1) como fase movil, obteniéndose (LIl) como un sélido blanco (132 mg,
95%). °

RMN-"H (300 mHz, CDCls): 6.82 (m, 1H, aromatico), 6.67 (m, 2H, aromaticos),
4.08 (t, J=6.5 Hz, 2H, -CH,00C-), 3.86 (s, 3H, OMe), 2.61 (t, J=8.1 Hz, 2H, ar-
CHy-), 2.30 (t, J=7.6 Hz, 2H, -COO-CH,-), 1.88 (q, J=8.3 Hz, 2H, -CH,-), 1.62
(9, J=7.2 Hz , 2H, COO-CH2-CH), 1.25 (m, 24H, -CH>-), 0.87 (t, J=6.9, 3H, -
CHa).

Sintesis enzimatica de palmitato de 3-Hidroxi, 4-metoxicinamilo (LIII)

A una suspension de 3-Hidroxi, 4-metoxicinamil alcohol (XVI) (60 mg,
0.33 mmol) en palmitato de etilo en exceso (500 mg), se adicion6 Novozym 435
(40 mg). La reaccion se mantuvo a 37 °C, en agitacion vigorosa y a vacio hasta
que no se observo evolucién de la misma por TLC (16 h). A continuacién, el
crudo se disolvid en acetonitrilo (75 mL), se filtr6 y se concentré en el
rotavapor. El crudo resultante se percolé en columna empleando hexano: éter
(3:1) como fase moévil, obteniéndose (LII) como un sélido blanco (113 mg,
82%).
6.92 (s, 1H, aromatico), 6.81 (s, 2H, aromatico), 6.51 (d, J=15.8 Hz, 1H, Ph-
CH=CH-CH,-), 6.09 (dt, J=15.8, 6.6 Hz, 1H, Ph-CH=CH-CH,-), 4.69 (d, J=6.5
Hz, Ph-CH=CH-CH,-), 3.87 (s, 3H, OMe), 2.33 (t, J=7.4 Hz, 2H, -COO-CH,-),
1.63 (q, J=7.0 Hz , 2H, COO-CH,-CH,), 1.25 (m, 24H, -CH,-), 0.87 (t, J=6.3,
3H, -CHa).
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Determinacion de la estabilidad oxidativa de aceite oliva al Rancimat.

La evaluacién de la estabilidad oxidativa de muestras de aceite de oliva,
con o sin antioxidantes anadidos, se realizd determinando el tiempo de
induccion a la oxidacién mediante un aparato Rancimat 743, de Metrohm-
Herisau A. G La oxidacion se llevd a cabo pasando un flujo de aire seco
(~20L/n) a través de una alicuota de muestra (5+0.001 gr) colocada en un
reactor calentado a 120°C, los compuestos organicos volatiles desprendidos en
la oxidacion, se colectaron, a temperatura ambiente, en celdas de
conductividad con agua Milli Q (60 mL), el tiempo de induccién a la oxidacién
vino dado por el tiempo que tardé en alcanzarse un valor determinado de
conductividad (5000 uS) en la celda. -

Determinacion de la capacidad de captacion de radicales libres por el
método del radical DPPH.

Para la determinacién de la capacidad de captacion de radicales de los
nuevos derivados, se anadieron 2 mL de una disoluciéon recien preparada y
protegida de la luz del radical 2,2 difenil-1-picrilhidracilo, DPPH', 250 uM en
etanol HPLC, sobre 2 mL de disoluciones de distinta concentracién de cada
uno de los antioxidantes a ensayar, de forma que las concentraciones finales
en la mezcla fueron 0.5, 5, 10, 25 y 50 uM. Cada muestra se agitd
vigorosamente durante 1 minuto en Vortex (2500 rpm), y se guard6 en la
oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. Utilizando etanol HPLC
como blanco y una mezcla de 2 mL de disoluciéon de DPPH en 2 mL de etanol
HPLC como control, se midi6 la reduccion producida en la absorbancia a 517
nm en cada una de las muestras ensayadas. Cada una de las determinaciones
se realizd por triplicado. La capacidad de captacion de radicales libres de los
nuevos derivados se expres6 mediante el valor ICsy, (concentracidn de
antioxidante necesaria para reducir al 50% la absorbancia del control de
DPPH)) y por el % de inhibiciéon de la absorbancia control (% Inhibicion=[(Acontrol
— Anuestra) Acontrot) X 100), donde Acontrol Y Amuestra SON las absorbancias del
control y de la muestra respectivamente). Se representé graficamente las

absorbancias frente a las concentraciones y se obtuvo el valor de ICs por
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interporiacién en la curva. Los antioxidantes comerciales Vitamina C y ascorbil

palmitato se usaron como referencia.

Determinacion de la capacidad de captacion de radicales libres por el
método del radical ABTS'.

La disolucion de tl:abajo del radical ABTS se prepard previamente
haciendo reaccionar 5 mL de una disolucién acuosa (Elix) 7 mM de acido 2,2'-
azinobis(6-sulfénico- 3-etilbenzotiazolidina), ABTS, con 88 uL de persulfato
potasico 140 mM en agua (Elix). La mezcla se mantuvo en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 16 horas para que tuviera lugar la formacion del
radical y posteriormente se diluyé aproximadamente unas 88 veces en etanol
HPLC para fijar la absorbancia a 734 nm en 0.7+0.02. Esta disolucién de
trabajo no debe usarse después de mas de dos dias de su preparacion.

Para la determinacion de la capacidad de captacion de radicales de los
nuevos derivados por el método del ABTS, se afadieron 2 mL de una
disolucion de la disolucion de trabajo, sobre 2 mL de disoluciones de distinta
concentracion de cada uno de los antioxidantes a ensayar, de forma que las
concentraciones finales en la mezcla fueron 0.5, 1, 2, 5 y 10 uM. Cada muestra
se agitd vigorosamente durante 30 segundos en Vortex (2500 rpm), y se
guardaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Utilizando etanol HPLC como blanco y una mezcla de 2 mL de disolucion de
trabajode ABTS en 2 mL de etanol HPLC como control, se midio la reduccion
producida en la absorbancia a 734 nm en cada una de las muestras
ensayadas. Cada una de las determinaciones se realizé por triplicado. La
capacidad de captacion de radicales libres de los nuevos derivados se expreso
mediante el valor ICsp, (concentracion de antioxidante necesaria para reducir al
50% la absorbancia del control de DPPH) y por el % de inhibicién de la
absorbancia control (% Inhibicion=[(Acontrol = Amuestra) Acontro) X 100), donde
Acontrol Y Amuestta SON las absorbancias del control y de la muestra
respectivamente). Se representd graficamente las absorbancias frente a las
concentraciones y se obtuvo el valor de ICso por interporlacion en la curva. Los
antioxidantes comerciales Vitamina C y ascorbil palmitato se usaron como
referencia.
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Determinacion del coeficiente de particiéon octanol-agua log(P).

Para determinar el coeficiente de particion log(P), se prepararon disoluciones
0.3 mM de cada compuesto en 1-octanol y se calentaron en un bafio durante
una hora a 60 °C, A continuacion, se registro el espectro UV de cada una de
las disoluciones y se determind la absorbancia de cada muestra en su maximo
de absorcion Ao. Seguidamente se mezclaron volimenes iguales (2 mL) de
disolucion organica y de tampén acetato (0.1 M, pH=5.6) o de tampén fosfato
(0.1 M, pH=7.4) y se agitaron vigorosamente las muestras en Vortex (2500
rpm) durante 1 minuto. Se dejaron reposar las muestras durante 30 minutos, y
a continuacion se determiné de nuevo la absorbancia de la fase organica en el
maximo de absorcién, Ax. El coeficiente de particion (log (P)) se calculd a partir
de la relacion P=Ax/ (Ao - Ax). Como blanco se emple6 una disolucion de 1-
octanol saturado con agua. Los antioxidantes comerciales Vitamina C y ascorbil

palmitato se usaron como referencia.
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