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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la optimizacion y escalamiento del proceso de
obtencion de (—)-ambrox (10) a partir del (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9)
obtenido de Ageratina jocotepecana a escalas superiores a las reportadas previamente,
desarrollandose distintas rutas de preparaciéon para el (—)-ambrox (10), las cuales son
sencillas, practicas y sustentables, y representan una alternativa novedosa para la

produccion de (—)-ambrox (10) a nivel industrial.

Y

Ageratina jocotepecana

Palabras clave: Ageratina jocotepecana, labdanos, tetranorlabdanodiol, (—)-ambrox, asteraceae.
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ABSTRACT

In the present work the optimization and scaling of (—)-ambrox (10) is described via
(—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) from Ageratina jocotepecana at higher
scales that previously reported, developing different (—)-ambrox (10) preparation routes,
which are simple, practical and sustainable, and these procedures represent chemical

alternatives for the (—) ambrox (10) industrial production.

Y

Ageratina jocotepecana

Keywords: Ageratina jocotepecana, labdanes, tetranorlabdanodiol, (—)-ambrox.
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ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE OBTENCION DE LABDANOS DE INTERES INDUSTRIAL

1. INTRODUCCION

Un papel fundamental en la vida del hombre lo han desarrollado las plantas, que son
fuente de una gran diversidad de productos metabodlicos de importancia comercial, usados
actualmente en las industrias farmacéutica, alimenticia y cosmética; ya que, a partir de
moléculas de agua, dioxido de carbono y energia solar, elaboran carbohidratos, lipidos y
proteinas, considerados como metabolitos primarios. También producen en menor
proporcidn otros compuestos conocidos como metabolitos secundarios que no parecen tener
una funcidon directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes,
transporte de solutos o sintesis de metabolitos primarios; pero si tienen funciones
ecoldgicas especificas, como atrayentes o repelentes de animales. Algunos son pigmentos

que proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccion.

Los metabolitos secundarios presentan una distribucion limitada en el reino vegetal,
su produccion generalmente estd restringida a un determinado género de plantas, a una

familia o incluso a algunas especies.

Los precursores de la biosintesis de los metabolitos secundarios se derivan de rutas
del metabolismo primario del carbono, como la glucdlisis, el ciclo de Krebs, el ciclo de la
pentosa fosfato y la via del metileritritol fosfato (esquema 1). Estos se dividen en tres
grandes grupos: compuestos nitrogenados, terpenoides y compuestos fenolicos (Sepulveda-

Jiménez et al., 2003; Shilpa et al., 2010).

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH
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Ciclo pentosa fosfato
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Fosfoenolpiruvato HO™ ™ OH
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alifaticos aromaticos
CO,H Acetil-CoA
. OH
Acido mevalénico \
Alcaloides Acidos
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| l \ /
Terpenos
Polifenoles Flavonoides Cumarinas

Esquema 1. Rutas de biosintesis de los metabolitos secundarios (Modificado de Avalos &
Pérez-Urria, 2009).

1.1 Terpenos

Los terpenoides constituyen el grupo de mayor nimero de productos naturales
conocidos, siendo los componentes principales de los aceites esenciales naturales que son
compuestos volatiles complejos que pueden ser sintetizados en todos los 6rganos de las
plantas, es decir, flores, hojas, tallos, semillas, frutos, raices o corteza; caracterizados por

presentar aroma, lo cual los ha llevado a su inclusion en la perfumeria.

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH
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Dentro de las plantas endémicas de México se encuentra la especie vegetal
Ageratina jocotepecana, perteneciente a la familia Asteraceae, la cual es estudiada por
nuestro grupo de trabajo. Esta especie es proveedora de importantes terpenos como f-
cariofileno (1), carvacrol (2), espatulenol (3) y terpinen-4-ol (4), que se encuentran como
componentes mayoritarios del aceite esencial de las partes aéreas (figura 1), y los cuales

mostraron actividad repelente contra termitas (Ramirez-Lopez et al., 2016).

OH

Figura 1. Terpenos aislados del aceite esencial de Ageratina jocotepecana.

También se han aislado de esta especie vegetal diversos diterpen labdanos: acido
cativico (5), éster metilico del acido cativico (6), acido 13-epi-labdanédlico (7) y acido
labda-7,13-dien-15-0ico (8) de los extractos hexanicos de sus partes aéreas (figura 2);
mostrando el diterpeno 5 importante actividad antibacterial contra Bacillus subtilis (CMI
0.15 mg/ml) y Staphylococcus aureus (CMI 0.78 mg/ml), mientras que el diterpeno 7
mostrd actividad moderada contra los mismos microorganismos (Garcia-Sanchez et al.,
2014). Cabe mencionar que los labdanos se han destacado como precursores quimicos para

la sintesis de fijadores de perfumes (Bolster et al., 2001).

COOH

COOH
OH

SR=H 7 8 9
6 R= CH,

Figura 2. Labdanos aislados de Ageratina jocotepecana.

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH
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Adicionalmente, en un estudio posterior se establecio a la planta A. jocotepecana
como una fuente potencial del (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) a baja escala
(mg). Este es un precursor del valioso compuesto (—)-ambrox (10) usado como agente
fijador de alta calidad, el cual esta destinado a ofrecer efectos estables y de largo plazo a los
perfumes, considerandose de gran importancia en la industria de la perfumeria (Pérez-

Gutiérrez, 2012).

10

Figura 3. Estructura quimica del (-)-ambrox (10).

Debido a esto, existen diversos procedimientos para la obtencion de 10; sin

embargo, son complejos y costosos, e incluyen la generacion de subproductos indeseados.

En el presente proyecto se llevo a cabo el escalamiento y optimizacion del proceso
de obtencion de (—)-ambrox (10) a partir de Ageratina jocotepecana a escalas superiores a
las reportadas previamente, representando este nuevo proceso una alternativa para

incursionar en la industria de la perfumeria.
2. ANTECEDENTES

La historia de la extraccion de productos naturales se remonta a Mesopotamia y
Egipto, donde la produccién de perfumes y aceites farmacoldogicamente activos era un
negocio importante. Diversos textos confirman la sofisticada tecnologia quimica que
existia; uno de ellos es el Papiro de Ebers, que data de 1600 afios a. C., en el cual se
describe el uso de la cerveza y el vino como disolventes alcoholicos, que generaban una
mayor solubilidad del soluto; también se han documentado recetas para obtener cremas y
perfumes desde la época del rey asirio Tukulti-Ninurta I, 1120 a. C.; sin embargo, no hubo
mucho desarrollo hasta la época medieval, cuando el etanol puro estuvo disponible como

disolvente.

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH
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2.1 Técnicas de extraccion

Actualmente la quimica de productos naturales se encuentra como un area activa
de investigacion, basandose en el estudio y la extraccion de los constituyentes quimicos del
material vegetal que ha sido recolectado, secado y molido de acuerdo a los procedimientos
establecidos. El estudio de tales compuestos comprende: sus estructuras quimicas,
metabolismo (anabolismo y catabolismo), distribucion natural, funcién bioldgica,
extraccion y evaluacion cuali-cuantitativa.

El procedimiento de extraccion ideal debe ser exhaustivo (es decir, extraer tanto de
los metabolitos deseados como sea posible), rapido, simple y reproducible. La seleccion de
un método de extraccidon adecuado depende principalmente de la naturaleza y la cantidad de
material para ser extraido, si se van a extraer grandes cantidades, la facilidad de
transferencia desde la escala inicial hasta la escala masiva debe considerarse. Los métodos
de extraccion de productos naturales utilizan disolventes organicos o acuosos, estos tipos de

extracciones pueden ser “solido-liquido” o “liquido-liquido” (Bart & Pilz, 2011).

2.2 Extraccion solido-liquido

En la extraccion solido-liquido, el material vegetal se coloca en contacto con un
disolvente; en primer lugar, el disolvente tiene que difundirse en las células, después
solubilizar los metabolitos, y finalmente difundirse fuera de las células, para posterior

evaporacion o liofilizacion de las soluciones, obteniéndose extractos crudos secos.

En general, las extracciones pueden facilitarse por la molienda (ya que las células se
destruyen en gran medida) y al aumentar la temperatura, debido a que favorecen la
solubilizacion de los compuestos presentes. Existen diversas técnicas de extraccion, entre

las que se encuentran:

. Maceracion
Este procedimiento consiste en colocar la planta en un disolvente adecuado en un
contenedor cerrado a temperatura ambiente; después de la extraccion, el material vegetal

residual es separado del disolvente por filtracion o decantacién. Para una extraccion

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH
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exhaustiva es recomendable dos o més maceraciones. Este método es preferible para la
extraccion de compuestos volatiles o termolabiles. Algunos inconvenientes es que puede
llevar mucho tiempo y consumir grandes volimenes de disolvente; sin embargo, la

agitacion ocasional o constante puede aumentar la velocidad de extraccion.

o Percolacion

En este proceso la muestra se impregna con un disolvente en un percolador (un
contenedor cilindrico o conico con un grifo en la parte posterior). Se vierte disolvente
adicional sobre la planta y se filtra lentamente (gota a gota) desde el fondo del percolador.
La percolacion es adecuada para extraccion inicial y de gran escala; existen varios factores
que influyen en los rendimientos de los extractos como la molienda de la muestra, ya que
los polvos finos y materiales como resinas se hinchan excesivamente obstruyendo el
percolador; ademas, si el material no se distribuye homogéneamente en el contenedor, es

posible que el disolvente no llegue a todas las areas y la extraccion sea incompleta.

o Decoccion
Es un método que consiste en hervir la planta en agua por espacio de 15 a 20
minutos (segun sea la planta o el principio activo a extraer), se enfria y se filtra, obteniendo
el extracto acuoso; este procedimiento es usado para compuestos que no sufran alteraciones

con la temperatura (Nafiu, et al., 2017).

° Extraccion Soxhlet

Este es un proceso continuo, en el cual la muestra se coloca dentro de un cartucho
en forma de dedal de celulosa, en el sifon; posteriormente el disolvente contenido en el
matraz alcanza su punto de ebullicion por efecto del calor, sube en forma de vapor por el
cuello de éste, recorre el sifon y llega al refrigerante. En éste, se condensa y regresa al sifon
en forma liquida. El disolvente se acumula justo donde estd el cartucho de celulosa,
entrando en contacto con la muestra; el sifébn acumula el disolvente con los compuestos
extraidos hasta que alcanza el nivel suficiente para regresar al matraz. El disolvente se

recircula por el equipo repetidamente, extrayendo en cada recorrido una fraccion de

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH n
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compuestos; por lo tanto, consume menos tiempo y menos cantidad de disolvente que la

maceracion y percolacion.

. Reflujo
En la extraccion bajo reflujo, la planta se coloca con un disolvente en un matraz de
fondo redondo, que estd conectado a un condensador. El disolvente es calentado hasta su
punto de ebullicioén, a medida que el vapor se condensa, el disolvente se recicla al matraz,

generandose un menor gasto de disolvente y mejores rendimientos.

e Destilacion por arrastre de vapor
La destilacion por arrastre de vapor se aplica a la extraccion de aceites esenciales
(volatiles), la cual consiste en colocar la planta en un matraz, a través del cual se pasa vapor
de agua que arrastra los aceites esenciales hacia el condensador que enftria la mezcla, la cual
es separada posteriormente para obtener el producto deseado.
La principal desventaja de los métodos que implican la aplicacion de calor, es que

los componentes termolabiles corren el riesgo de degradarse (Sarker, et al., 2006).

2.3 Tipos de disolventes

Todos los métodos de extraccidon mencionados implican el uso de algin disolvente.
La eleccion de éste, comunmente sigue la regla “lo similar disuelve lo similar”, esto quiere
decir, que los solutos no polares o muy poco polares se disuelven con mayor facilidad en
disolventes no polares; y que los solutos polares se disuelven mejor en disolventes polares,
como el agua. Esta regla se aplica en los compuestos no polares o poco polares, pues las
fuerzas de atraccion que mantienen unidas a las moléculas del soluto o del disolvente son
pequefias y la energia para separarlas es minima, logradndose con sustancias similares al
crear interacciones no covalentes.

En el caso de los compuestos polares esta regla no se aplica completamente, pues
sustancias "no polares" y los compuestos polares que contienen una elevada proporcion de
atomos de Oxigeno (O) y de Nitrégeno (N), pueden generar cierta polaridad a la molécula

apolar, permitiendo la formacion de puentes de hidrogeno, y asi su disolucion.

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH
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Los disolventes de acuerdo a las interacciones que pueden establecer con un soluto

especifico, se clasifican en tres tipos:

e Disolvente aprético apolar: se caracteriza por una baja permitividad relativa, que
también se denomina constante dieléctrica (er <15), un momento dipolar bajo y la
incapacidad de actuar como donador de enlaces de hidrogeno.

e Disolvente aprotico dipolar: posee grandes permitividades relativas (er> 15) y
momentos dipolares importantes. Estos disolventes no actian como donantes de
enlaces de hidrégeno, ya que sus enlaces C-H no se encuentran suficientemente
polarizados.

e Disolventes proticos: contienen atomos de hidrogeno unidos a elementos
electronegativos (F-H, O-H, N-H), son donantes de enlaces de hidrogeno, tienen
permitividades relativas mayores a 15 y son fuertemente polares. A esta clase de
disolventes pertenecen: el agua, amoniaco, alcoholes, acidos carboxilicos y amidas

primarias.

Ademas de la solubilidad y polaridad, que son caracteristicas claves en la obtencion

de un extracto crudo, existen criterios adicionales para la seleccion del disolvente:

Selectividad: una alta selectividad permite utilizar menos etapas de extraccion.

o La recuperabilidad del disolvente: la cual debe ser facil. Si se utiliza la
evaporacion o destilacion, el disolvente debe tener un bajo calor de evaporacion, no
debe formar azeotropos ni condensarse facilmente con el agua de refrigeracion.

o Viscosidad y punto de fusion: altas viscosidades reducen el efecto de
transferencia de masa eficientemente y conducen a dificultades con el bombeo y la
dispersion. El punto de fusion del disolvente debe ser preferiblemente més bajo que
la temperatura ambiente para que sea de facil manejo.

. Toxicidad e inflamabilidad: para el procesamiento de alimentos son tomados en
consideracion unicamente disolventes no toxicos.

o Corrosividad: los disolventes corrosivos aumentan el costo del equipo.

. Estabilidad térmica y quimica: es importante que el disolvente sea térmica y

quimicamente estable a medida que se recicla.
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o Disponibilidad y costos: el disolvente debe ser facil de adquirir y de un costo

accesible.
2.4 Constante dieléctrica (D)

Un indicador cuantitativo de la polaridad de un disolvente es su constante
dieléctrica, la cual mide la capacidad relativa de una sustancia para interferir con la
atraccion entre cargas de signo opuesto, como las presentes en los iones positivos y
negativos (Weininger & Stermitz, 1988).

La constante dieléctrica (D) del disolvente se altera facilmente con la temperatura,
lo que influye directamente en la solubilidad de los compuestos. En el caso de una
extraccion solido-liquido la temperatura también afecta la solubilidad del soluto, ya que al
aumentar la temperatura aumenta la energia cinética de las particulas, lo cual permite una
mayor interaccion entre el soluto y el disolvente, facilitando su disolucion (Ikada, 1971;

Reichardt, 2003).
2.5 Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido es un método ttil para separar componentes de una
mezcla, basado en la diferencia de solubilidad del compuesto a extraer en dos disolventes
diferentes. Este método consiste en la transferencia de una sustancia dada desde una "fase
liquida A" a otra "fase liquida B" entre si. En la practica este método es muy utilizado para
separar compuestos organicos de las mezclas de reaccion en disolucién o suspension
acuosa.

Para realizar este tipo de extraccion el disolvente a utilizar debe presentar ciertas
caracteristicas:

*No ser miscible con el otro disolvente.

*El componente deseado debe ser mas soluble en el disolvente de extraccion que en el
disolvente original.

*El resto de componentes no deben ser solubles en el disolvente de extraccion.

*Volatil, de manera que se pueda eliminar facilmente del producto extraido mediante
destilacién o evaporacion; ya que la destilacion constituye una de las principales técnicas

para purificar liquidos volatiles a partir de una mezcla de varios componentes con diferente
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volatilidad. Este método consiste en calentar un liquido hasta que sus componentes mas
volatiles pasen a fase vapor y, posteriormente, enfriar el vapor hasta recuperar estos
componentes en forma liquida mediante un proceso de condensacion (Angurell et al.,

2018).

2.6 Extracciones acido-base

La extraccion liquido-liquido es muy util para extraer compuestos organicos con
caracter acido o basico (Bronsted-Lowry) que estan disueltos en un disolvente organico, ya
que estos pueden llevarse a una fase acuosa aprovechando sus propiedades acido/base. Las
sales que se forman en estas extracciones son ahora solubles en agua (esquema 2). Los
compuestos organicos neutros, no se veran afectados por estas reacciones y permaneceran
inalterados en la disolucion organica de partida. En todos los casos, es necesaria una
extraccion exhaustiva con objeto de garantizar la transformacion de todo el compuesto

organico acido o basico en su sal.

R—CO,H + NaOH R—CO, Na' + H,0

Esquema 2. Ejemplo de conversion de un 4cido orgénico en su sal correspondiente.

Una vez que el compuesto organico acido o basico se encuentra disuelto en la fase
acuosa en forma de su sal, puede recuperarse de nuevo mediante la reaccion acido-base
inversa, que transforma la sal en el compuesto organico de partida, insoluble en agua. Si el
producto es solido, se filtra, y si es liquido, se extrae con un disolvente organico adecuado;
en el caso de las sales sodicas de los acidos carboxilicos y de los fenoles son facilmente
convertibles en los compuestos de partida por tratamiento de acido sulftrico, fosforico o

clorhidrico (esquema 3).

R—CO, Na' 4 HCI R—CO,H + NaCl

Esquema 3.Ejemplo de conversion de una sal inorgdnica en su compuesto organico
de partida.

2.7 Reacciones acido-base de Lewis

Las reacciones acido-base no solo ocurren entre compuestos de Bronsted-Lowry,

también se llevan a cabo entre bases y acidos de Lewis; sin embargo, la reaccion entre un
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acido de Lewis y una base resulta en un producto de adicion: un aducto, es decir, un
producto de dos especies reactivas unidas por un enlace covalente coordinado. Un ejemplo

es la reaccion entre el trifloruro de boro (BF3) y el amoniaco (NH3) generando un aducto:

F H F H
F—B + IT—H s F—B—N—H
1|: H F H
Trifloruro de boro Amoniaco Aducto

El BF3 actiia como 4cido aceptando un par de electrones del NHs, el cual actua
como base donando el par de electrones. Similar es la reaccion entre el BF3 y el ion

hidroxilo (OH"), produciendo el aducto [BF3 (OH)]":

F
N I A P
l

Acido Base Aducto
Estos tipos de reacciones entre acidos y bases, ya sean de Lewis o de Bronsted-
Lowry, generan productos inmiscibles en disolventes organicos, lo que facilita su

separacion en una mezcla (Kornblum, 2010).

2.8 Separacién y Purificacion

Para la purificacion de los extractos se utilizan métodos que se basan
principalmente en técnicas cromatograficas, ya que son muy flexibles debido a sus
principios de separacion, cuyos mecanismos son:

e  Cromatografia de adsorcion.
e  Cromatografia de biparticion.
e  Cromatografia de intercambio idnico.

e  Cromatografia por exclusion molecular.

Los diversos procesos de extraccion y purificacion de productos naturales han
permitido la obtencién de una importante gama de metabolitos secundarios de diversas
fuentes naturales, como lo son los aceites esenciales y fijadores, que son ampliamente

utilizados en la industria de la perfumeria.
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2.9 La industria de la perfumeria

El uso de materiales perfumados para todo tipo de propoésitos se remonta miles de
afios. La palabra "perfume" viene del latin “per”, por y “fumare”, producir humo, que se
referia a una sustancia aromatica que producia humo al quemarse, reflejando uno de los
usos mas antiguos de los materiales aromadticos, la quema de incienso y las hierbas como

ofrenda religiosa.

Tradicionalmente, el descubrimiento y desarrollo de compuestos sintéticos
aromaticos se basa en el andlisis de fuentes naturales, como las plantas (como la lavanda y
el jazmin), las frutas (por ejemplo, limén y naranja) y animales (incluido el almizcle del
ciervo almizclero y el ambar gris del cachalote). Los diferentes componentes de estas

fuentes naturales se obtienen utilizando métodos antiguos y nuevos que caen en tres clases

basicas: expresion, destilacion y extraccion con disolvente, como se muestra en el esquema

. Aceite
expresad

4

4
. ' |
Extraccion Enfleurage
narl - Extraccion

etanolica

etanolica
Destilacion por arrastre Exgacizlontcon
de vapor isolvente
Aceite Concreto
‘ S — o - T Absoluto
_esencial Destilacion resinoide) .« Extraccion _

etanolica

Esquema 4. Clases bésicas de extraccion de componentes aromaticos (Fortineau, 2004).

Actualmente las preparaciones de fragancias o perfumes se utilizan en una variedad
de aplicaciones: productos de cuidado personal, limpieza; asi como para modificar el aire
en interiores (Klaschka & Kolossa-Gehring, 2007). Por ello, hoy en dia, se estima que la

industria de los sabores y fragancias genera alrededor de 27.5 billones de dolares al afo de
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ganancias, correspondiendo el 50% a cada una de ellas (13.75 billones para los sabores y
13.75 billones para las fragancias), generandose el incremento del 10% anual de la
demanda de aceite esencial en el comercio internacional, aumentando de manera

exponencial el requerimiento de plantas aromaticas (Bano et al., 2016).

El mercado mas grande de esta industria se encuentra en Europa, Africa y la region
del Medio Oriente (36%), América del Norte (32%), seguida del Pacifico-Asia (26%) y
Sudamérica (6%); existiendo ocho grandes empresas globales, destacando: Givaudan,
Firmenich, International Flavors & Fragancias y Symrise, que generan alrededor del 60%

de las ganancias en el mercado mundial (grafica 1) (Guentert, 2007; Ochoa, 2017).

$6,000,000,000,000.00

H Givaudan
M Firmenich
W IFF
$5,000,000,000,000.00 M Symrise
W Takasago
m wild Havors
W Mane SA
$4,000,000,000,000.00 = Frutarom
w Sensient Flavors
M Robertet SA
$3,000,000,000,000.00 1 = Huabao Intl.
$2,000,000,000,000.00
$1,000,000,000,000.00 I I I
$0.00 I
Givaudan Firmenich IFF Symrise Takasago wild Mane SA  Frutarom  Sensient Robertet Huabao T

Flavors Flavors Intl. Hasegawa

Grafica 1. Ganancias estimadas de la industria de los sabores y las fragancias en la tltima
década.

En México la industria de la perfumeria mueve cada afio alrededor de 21 mil 500

millones de pesos y se prevé que hacia 2021 llegue a 25 mil 300 millones de pesos.
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2.10 Perfumes

Los perfumes son mezclas de sustancias odorificas que generalmente denominamos
esencias, y se formulan con aceites esenciales, su base o disolvente casi siempre es el
alcohol etilico y también contienen un fijador que en algunos casos, es utilizado en
proporciones de nueve partes de fijador por una parte de esencia, convirtiéndolo en uno de

los componentes principales de las fragancias (Saucedo et al., 2002).

Entre los componentes de los perfumes se encuentran diferentes estructuras
terpenoides, tanto naturales como sintéticas, destacando los monoterpenos oxigenados que
presentan olores mas fuertes y son muy volatiles, en menor grado se tienen los
sesquiterpenos y diterpenos que sirven como disolventes y fijadores de los componentes
mas volatiles, debido a que presentan mayor peso molecular, hidrofobicidad y baja

volatilidad (Sell, 2006; Bakkali et al., 2008; Martinez-Guido, 2015).
2.11 Ambar gris

El ambar gris es un producto metabolico de los cachalotes (Physeter
macrocephalus) y es considerado uno de los mas valiosos fijadores de perfumes animales;
desafortunadamente, los intestinos del cachalote son la unica fuente natural de esta
sustancia, una especie en peligro de extincion. Actualmente, existen alternativas para la
sintesis de sustancias que componen el ambar gris, entre ellas destaca el
perhidronaftofurano, también conocido como Ambrox/Ambroxan o (—)-ambrox.

El (—)-ambrox (10) corresponde al compuesto (-)-3,5,5,9a-

tetrametildodecahidronafto-(2,1-b)furano, que presenta la siguiente estructura:

(-)-ambrox (10)

Multiples procedimientos alternativos se han desarrollado para la sintesis y
obtencion de este compuesto y derivados de €1, empleando otros productos naturales como

material de partida, principalmente terpenos como: el cis-abienol, el acido labdanélico y el
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acido comunico, que pueden ser obtenidos a partir de extractos de especies vegetales

(esquema 5).

Salvia sclarea

XN
on
1OH

Ruta industrial

Esclareol

OH

Manool

“ OH Larixol

cis-abienol

COH Acido
abiético

R Acido
* COoH comunico

COH

Acido
labdanélico

Esquema 5. Principales precursores para la sintesis de (—)-ambrox (10), extraidos de
especies vegetales (Zerbe & Bohlmann, 2015).
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2.12 Métodos de sintesis de (—)-ambrox

La obtencion del (—)-ambrox (10) de forma totalmente sintética fue reportada a
partir del 4cido monociclohomofarnésico o derivados del mismo, como el
monociclohomofarnesol (11) (esquema 6). De esta forma sintetizaron los productos
Ambrox DL® de Firmenich (>50% (4)-ambrox y <50% diasteroisomeros) y Cetalox®; asi
como el producto comercial Cetalox Laevo® (>99% (-)-ambrox) que fue producido
presumiblemente via resolucion optica del intermediario (£)-esclaredlida. Estos procesos no
permiten la obtencion del (—)-ambrox (10) enantioméricamente puro, por lo que deben
comercializarse en forma racémica o bien, aplicar métodos de resolucion quiral costosos y
complejos.

OH

11 (¥)-Ambrox
Esquema 6. Sintesis del (+)-ambrox a partir del monociclohomofarnesol (11).

Otro procedimiento para la sintesis de (—)-ambrox (10) fue descrito por Fernandez-
Barrero et al., en la patente Espafiola ES2069469A1, el cual consiste en una semisintesis de
cinco etapas a partir de derivados de acidos diterpénicos de origen natural trans- y cis-
comunicos (12a y 12b), obtenidos de los extractos apolares de especies pertenecientes a la
familia de las cupresacéas del género Juniperus. En la primer etapa se llevo a cabo la
degradacion del doble enlace Ci2 de manera regioselectiva mediante ozonolisis reductora a
baja temperatura hasta la conversion del 40% en el alcohol homosesquiterpénico 12-hidroxi-
13,14,15,16-tetranorlabd-8(17)-en-19-oato de metilo (13), el cual fue tratado con acido en
presencia de nitrometano para llevar a cabo la ciclizacion de manera cuantitativa y
estereoselectiva originando el epoxido 8a,12-epoxi-13,14,15,16-tetranorlabdan-19-oato de
metilo (14), el cual fue reducido con hidruro de litio y aluminio produciendo 8a,12-epoxi-
13,14,15,16-tetranorlabdan-19-ol (15), posteriormente fue oxidado con el reactivo de Jones

generando el 8a,12-epoxi-13,14,15,16-tetranorlabdan-19-al (16), que es convertido por el
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procedimiento Huang-Minlon en (-)-ambrox (10); dicho procedimiento resulta complejo,

tardado y costoso, pues requiere numerosas etapas de reaccion y reactivos (esquema 7).

0;
Baja
temperatura R
12a trans
12b cis
Reactivo
de Jones
<~ CH,OH
15 16 10

Esquema 7. Sintesis de (—)-ambrox (10) a partir de los acidos trans- y cis-comunicos (12a
12b).

Asimismo, han sido desarrollados otros procedimientos, en los cuales se uso6 el (—)-
esclareol (17), el cual es el principal recurso industrial para la produccion de (—)-ambrox
(10). Esta materia de partida tiene la desventaja de ser un material costoso, presente sélo en
cantidades muy pequefias en el aceite esencial de Salvia sclarea. Ademas, no puede
convertirse en 10 por medio de una sola reaccion quimica, involucra al menos tres pasos de
reaccion: una degradacion oxidativa de la cadena lateral de 17, una posterior reduccion y una
ciclodeshidratacion, pasando por diversos intermediarios como son tipicamente metil-
cetonas, (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) o norambrendlida (18) (Moulines
et al., 2001).

Por ejemplo, en la patente Espafiola ES2044780A1 solicitada por Fernandez-
Barrero et al., el (-)-esclareol (17) fue sometido a un procedimiento de degradacion del
enlace Ci2-Ci3, mediante tratamiento con tetroxido de osmio-peryodato sodico a 45 °C, y
reduccién con hidruro de aluminio y litio generandose el (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-
labdanodiol (9), el cual se cicliz6 en presencia de cloruro de p-toluensulfonilo y piridina
produciendo (—)-ambrox (10); en esta misma solicitud se describe otro procedimiento a

partir del cis-abienol (19), el cual se someti6 a la degradacion de la cadena lateral, mediante
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ozonolisis reductora a baja temperatura, para formar el compuesto 9, que se transformo en
10 como se describi6 anteriormente. El uso del hidruro de litio y aluminio en estos
procedimientos es peligroso debido a que es altamente inflamable y no adecuado para uso

industrial (esquema 8).

LiAIH,

p-TsCl
—_—
Piridina

LiAlH,, 20 °C

2Ho
Esquema 8. Obtencion de (—)-ambrox (10) a partir del esclareol (17) y del cis-abienol (19).
En el afio 2016 Shaoxiang y colaboradores desarrollaron una sintesis en un solo paso
a partir del (—)-esclareol (17) a través de una oxidacién con peroxido de hidrdégeno en
presencia de un catalizador de fosfomolibdato de amonio cuaternario [CsHsNCigH33]
[H2PMo12040]; sin embargo, este procedimiento da un rendimiento global bajo del 20%

(esquema 9) (Shaoxiang et al., 2016).

7N
OH 30% H,0,, 1-4 dioxano
1OH fosfomolibdato

70 °C 2h, luego 90 °C 1h

./’//ﬁ
17 10

Esquema 9. Sintesis de (—)-ambrox (10) en un solo paso a partir del (—)-esclareol (17).
En el ano 2010 Steenkamp y Taka, describieron en la patente US20100248316A1,

que el (-)-esclareol (17) al ser tratado con el hongo Hyphozyma roseoniger genero el (-)-

13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9), el cual posteriormente fue ciclizado en
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presencia de una zeolita para producir 10 (esquema 10). Este procedimiento requiere de
tiempos de reaccion muy largos que van de 1 a 24 h y de temperaturas entre 0 a 110 °C, y la

activacion de la zeolita incrementa el costo de sintesis.

N
OoH
OH

Hyphozyma roseoniger Zeolita

17 9 10

Esquema 10. Sintesis de (—)-ambrox (10) empleando el hongo Hyphozyma roseoniger.

También sintetizaron a 10 a partir de la (+)-norambrenolida también llamada (+)-
esclareolida (18) que puede ser obtenida de 17 mediante su oxidacién con permanganato de
potasio a temperatura ambiente; el procedimiento fue descrito por Fernandez-Barrero et al.,
en la patente espanola ES2195777A1, en el cual 18 fue tratado con borohidruro de sodio en
presencia de yoduro de zinc o con borohidruro de potasio en presencia de trifluoruro de
boro para obtener (—)-ambrox (10). De igual manera se puede llegar a 10 a partir del
tratamiento de 18 con vitride o borohidruro de potasio para obtener el (—)-13,14,15,16-
tetranor-8a,12-labdanodiol (9), y la posterior ciclizacion con bromotriclorometano y
trifenilfosfina en cloruro de metileno a reflujo (esquema 11). El inconveniente en estos
métodos es el empleo de demasiados reactivos en cada una de las etapas de reaccion, asi

como algunos reactivos toxicos como la trifenilfosfina.

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH



ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE OBTENCION DE LABDANOS DE INTERES INDUSTRIAL

~\\0 KBH, o vitride

CBrCl;
CH,Cl,
Trifenilfosfina

NaBH,, Znl, A
KBH(:, BF; gi_
T
Esquema 11. Sintesis de (—)-ambrox (10) a partir de la (+)-norambrenolida (18) obtenida
del (—)-esclareol (17).

Por otro lado, se conocen procesos que no estan basados en (—)-esclareol (17),
aunque comprenden procedimientos costosos y tardados, o que pueden generar una
considerable cantidad de contaminantes y/o subproductos no deseados, como lo muestra su
obtencion a partir del acido labdandlico (19) que fue aislado de Cistus ladaniferus L., el
cual consiste en la acetilacion del hidroxilo terciario con cloruro de acido en N,N-
dimetilanilina dando 20, seguido de la descarboxilacién del acetato con diacetato de
yodobenceno y yodo, generando el yoduro 21, el cual inmediatamente fue tratado con
terbutoxido de potasio en THF, llevdndose a cabo la deshidroyodacion e hidrdlisis del
grupo acetato produciéndose el alqueno 22, el cual tras ozonolisis dio la metilcetona 23,
que instantaneamente se ciclizd generandose el 6xido de esclareol 24, que fue tratado con
ozono en diclorometano produciendo el aldehido 25, el cual se redujo con hidruro de litio y
aluminio generando el (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9), que finalmente fue
ciclizado en presencia del acido p-toluensulfonico en nitrometano produciendo (—)-ambrox

(10) (esquema 12) (Bolster et al., 2001).
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COH CO,H
—aa ;, +-BuOK
N,N-DMA IBDA, CCl, THF
hv
“, Oz PPhy Instantinea WO 03, CH,Cl,
Z —_—
OH _ .
MeOH/CH,CI, Py, -78 °C
; 78 °C
20 n
LiAIH, p-TsOH
—_—
THF CH;NO,

%
2
e

25

10

Esquema 12. Sintesis del (—)-ambrox (10) a partir del acido labdandlico (19).

También existen diversos procedimientos para llevar a cabo la ciclizacion del (-)-
13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) para obtener el (—)-ambrox (10), algunos ya se
mencionaron anteriormente y otros se describen en diferentes patentes de invencidon. Por
ejemplo, en la solicitud de la patente EP0165458A2 descrita por Kawanobe y Kogami,
sugiere la ciclizacion de 9 llevada a cabo en presencia de una base y cloruro de p-
toluensulfonilo, en donde el racemato de (+)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (26)
puede ser sintetizado a partir de compuestos conocidos como acido trans-f-monociclo-
homofarnesilico o sus ésteres (27) a través de su tratamiento con acido trifluroacético
dando (+)-norambrendlida (28); a su vez 27, puede ser sintetizado a partir de dihidro-4-
ionona (29), que es barata y facil de sintetizar u obtener (esquema 13); sin embargo, el
proceso requiere de muchas etapas y reactivos, los cuales incrementan el costo del proceso.
Adicionalmente, en una etapa del proceso se utiliza piridina como base, la cual tiene un
olor desagradable, por lo que se debe ajustar la calidad de la esencia resultante. El reciclado
de piridina es muy dificil debido a su solubilidad en agua, lo que conduce a un incremento

en los costos.
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COOR O
A o
CF;COOH [NaAlIH,(OCH,CH,0CHj),]
—_— —_—
P
o
29 27 28
R=H, Me, Et
o (0]
OH p-TSCl
—_—
Base
H H
26 (£)--Ambrox

Esquema 13. Ciclizacion del (£)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (26) con p-TsCl
y base.

En otro procedimiento de sintesis de 10 descrito por Grimmer y Martin en la patente
de Estados Unidos US5616737, se llevo a cabo la ciclizacion del (-)-13,14,15,16-tetranor-
8a,12-labdanodiol (9) mediante su calentamiento al estado fundido (80 °C a 200 °C) con
acidos en estado solido, en presencia de 10 a 100% en peso, basado en el diol (esquema
14). Este proceso presenta como desventaja el elevado costo de los reactivos y del equipo
necesario; asi como el uso de un catalizador de alimina muy especifico pretratado con

acido clorhidrico.

OH
.woH  Fundimiento (80 °C a 200 °C)

acidos sélidos

-
’a

9 10

Esquema 14. Ciclizacion del (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) con
calentamiento catalizada por acidos en estado sélido.

Otro ejemplo de procedimiento para la ciclizacion del (-)-13,14,15,16-tetranor-
8a,12-labdanodiol (9) se encuentra en la patente alemana DE3912318A1 (Bruns, 1990), la
cual se lleva a cabo con particulas con 60-80% en peso de Al,O3 y 0.40 a 0.6% en peso de

HCI (esquema 15); presenta como desventaja que no es suficientemente selectivo para los
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requerimientos olfatorios, y se debe utilizar un catalizador de alimina muy especifico, lo

cual eleva su costo.

Particulas 60-80% en peso

de Al,O3y 0.40-0.6% HCI

Esquema 15. Ciclizacion del (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) con particulas
de Al,O3 y HCL

A pesar de las diversas sintesis reportadas para la obtencion de (—)-ambrox (10), el
compuesto mas ampliamente usado como material de partida continta siendo el (-)-
esclareol (17). Sin embargo, los métodos de sintesis que han sido reportados a partir de este
compuesto presentan como principal desventaja un alto consumo de reactivos, lo que se
traduce en un alto costo, ademas del riesgo de toxicidad para quien realice el
procedimiento, y afadiendo a esto, el tiempo invertido para la obtencion del producto, ya
que estas sintesis regularmente involucran una amplia serie de reacciones en su desarrollo

(Fernandez-Barrero et al., 2004).

Nuestro grupo de trabajo desarrolld un proceso de sintesis del (—)-ambrox (10) a
partir de la planta Ageratina jocotepecana, descrito en las solicitudes de patente
MX/a/2015/014945 (PCT/IB2015/058939) y MX/a/2015/014942 (PCT/IB2015/058938).
Este proceso involucré el aislamiento del (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) a
partir del extracto hexanico de las partes aéreas de Ageratina jocotepecana, y la obtencion
de 10 en solo una etapa de reaccion (esquema 16), haciéndolo un método simple, econdmico

y sin que se ponga en riesgo al Cachalote para su obtencion.

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH



ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE OBTENCION DE LABDANOS DE INTERES INDUSTRIAL

Y

Ageratina jocotepecana

Esquema 16. Obtencion de (—)-ambrox (10) a partir de Ageratina jocotepecana.

Este proceso, aunque a la fecha permite obtener (—)-ambrox (10) a escala de
laboratorio, representa una alternativa atractiva y sustentable para su obtencion a nivel
industrial con valor agregado por su origen natural. Adicionalmente, se sabe que A.
jocotepecana contiene terpenos que provienen de la biosintesis del pirofosfato de labdanilo
que pueden ser de utilidad en distintas ramas de la industria (Garcia-Pacheco, 2015; Servin-

Garcia, 2017).

Con base en lo anterior, se pretende optimizar el proceso de obtencion del precursor
tetranorlabdanodiol (9) de Ageratina jocotepecana, probando diversas técnicas,
posteriormente generar 10 mediante la ciclizacién en un solo paso; y asi desarrollar y
estandarizar un proceso sencillo, practico, rentable y sustentable de sintesis de (—)-ambrox

(10) a escalas superiores a las descritas hasta el momento.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Optimizar el proceso de sintesis de (—)-ambrox (10) a partir del (-)-13,14,15,16-
tetranor-8a,12-labdanodiol (9) obtenido de la especie vegetal Ageratina jocotepecana a una

escala superior a la establecida en estudios anteriores.

3.2 Objetivos Especificos
e Optimizar el proceso para la obtencion del extracto de Ageratina jocotepecana, el

cual contiene el compuesto (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9).

e Escalar y estandarizar las condiciones de ciclizacion del (-)-13,14,15,16-tetranor-
8a,12-labdanodiol (9) procedente de Ageratina jocotepecana para la obtencion de
(-)-ambrox (10).

e Evaluar el proceso en términos de reproducibilidad
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4. METODOLOGIA GENERAL

1.Colecta de la especie vegetal Ageratinajocotepecana.

2.0Obtencion del extracto crudo mediante diversas técnicas de
extraccion.

4. Caracterizacion del (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9)
mediante métodos fisicos y espectroscopicos.

5. Ciclizacion del (—)-13,14,15,16-fetranor-8a,12-labdanodiol (9) para
la obtencion de (—)-ambrox (10).

6. Caracterizacion del (—)-ambrox (10) mediante métodos fisicos y
espectroscopicos.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados generales de esta investigacion se presentan de acuerdo a la

conveniencia de la UMSNH para fines de proteccion intelectual.

La especie vegetal Ageratina jocotepecana fue colectada en diferentes épocas del
afio y lugares (tabla 1), debido a que la presencia del compuesto (—)-13,14,15,16-tetranor-

8a,12-labdanodiol (9) varia dependiendo de estas dos variantes (Servin-Garcia, 2017).

No. de colecta Fecha y lugar de colecta

Diciembre 2017, Lugar 1
Febrero 2018, Lugar 2
Marzo 2018, Lugar 1
Junio 2018, Lugar 1
Julio 2018, Lugar 3
Julio 2018, Lugar 4

~N o o B~ W N P

Septiembre 2018, Lugar 1
8 Marzo 2019, Lugar 5

Tabla 1. Colectas realizadas de Ageratina jocotepecana.

Con el antecedente de que el (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) se
encuentra en el extracto de tallos y hojas se probaron diferentes tiempos de maceracion para
optimizar la obtencidn, por ello cuatro lotes de 100 g (60 g de tallos y 40 g de hojas) de la
colecta No. 2 fueron colocados en maceracion en el disolvente No. 1, durante 4, 8, 24 y 72
h, obteniéndose los extractos correspondientes, los cuales posteriormente fueron
desengrasados. Después, se obtuvo el extracto del disolvente No. 2 de cada lote bajo las
mismas condiciones. Los rendimientos de los extractos obtenidos fueron muy similares,

como se muestra en la tabla 2.
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Peso de Tiempo de Extracto del Extracto del Extracto del
tallos-hojas  maceracion (h)  disolvente No.  disolvente No. 1 disolvente No.

2(9)
(60:40) ltotal ()  desengrasado (g)

5.5 4.0

8 5.8 4.3 2.5
24 5.8 4.6 2.6
72 6.1 4.8 2.8

Tabla 2. Rendimientos de los extractos obtenidos a diferentes tiempos.

Los extractos obtenidos con el disolvente No. 1 fueron analizados por RMN de 'H
(figura 4), presentando la misma composicion quimica. Su espectro mostré entre 7.3 y 5.3
ppm un conjunto de sefiales correspondientes a hidrogenos aromaticos y vinilicos, entre 3.2
y 1.8 ppm se observaron sefiales de protones alifaticos y en campos altos se ubicaron varias
sefales simples caracteristicas de metilos terciarios, lo que indic6 la presencia de terpenos
como componentes mayoritarios; sin embargo, no se observaron las sefiales caracteristicas
del (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9), debido a que su abundancia en la planta
va del 1 al 15.6%, dependiendo la época de afio y el lugar de colecta; por lo cual esto no es

un indicativo de la ausencia del compuesto (Servin-Garcia, 2017).
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Metilos
terciarios

R

Alifaticos
\

Aromaticos Vinilicos

— — i

T
72 7.0 68 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8

4.0 3.6
f1 (ppm)

Figura 4. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del extracto del disolvente No. 1
desengrasado de tallos y hojas.

Con el proposito de extraer selectivamente los labdanos de la planta se realizaron
maceraciones de tallos y hojas con diferentes disolventes. La seleccion de estos disolventes
se basd en diferentes propiedades fisicoquimicas, como la constante dieléctrica (D) del
disolvente y la polaridad de las moléculas del compuesto; ya que estas definen las
interacciones que se generaran entre ellos facilitando su extraccion. Tomando en cuenta que
el compuesto de interés es un diol, es decir, un compuesto polar y con referencia al articulo
de Ikada, donde se reportan las propiedades dieléctricas de algunos dioles y la influencia de
la temperatura en ellas, se decidid usar disolventes de polaridad media y alta con valores de
constantes dieléctricas (D) altos, a temperatura ambiente y a -3 °C. Otra propiedad que se
tomo en cuenta fue el punto de ebullicion (p. e.) del disolvente, para que su recuperacion y
reutilizacién sean féacil; también se consideraron propiedades como la corrosion y la

estabilidad quimica y térmica.
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A continuacion, se muestran en los esquemas 17 y 18 los rendimientos obtenidos de

la colecta No. 2 y No. 3 de tallos y hojas con diferentes disolventes.

Colecta No.2

24h

8 g

Disolvente ( Disolvente ) (" Disolvente Disolvente
No. 4 No. 3 No. 3 No. 5
1°=2.9% 1°=2.58% 1°=4.0% 1°=9.0%
2°=().6% \_ 2°=0.3% J 2°=3.0% o= 12 504

Disolvente Disolvente Disolvente
No. 1
No. 1 1o= 0.07° No. 1
1°=0.09% L °=1.0%
Disolvente Disolvente
No. 2
\_1°=0.09% J No. 2
l I : 1°=1.0% :
Disolvente (" Disolvente ) Disolvente
No. 5 No. 5 No. 5
0.09% . 0.07% ) \ 0.5% )

Esquema 17. Rendimientos de extractos obtenidos por maceracion de la colecta No. 2.

Colecta No.3

| Maceracion |

Hojas-Flores Tallos
(100 g) (100g, 4h)
fm]m =
No.1 isotvente (“pisolente
1

(" Disolvente L 1 1°=1.0% ]E(; ;ty No. 5
No. 4 Disolvente Disolvente | [ Disolvente 2°=().39 20: 0'3; 1°=2.1%
1°=5.6% No. 4 No. 1 No. 2 — ~\ ——o/0
o3| 17=5.5% | | 10=46% || 1e=7.4% D‘:""Z“‘E
isolvente : 0.
2°=3.0% 2°=3.0% o
No. 1 - 2 /N2=24% 1°= 1.0%
: 1°=1.6% J
Disolvente
No. 2
1°=2.3%
o— 0,
Disolvente
No. 5

\__1°=0.4%

Esquema 18. Rendimientos de los extractos obtenidos por maceracion de la colecta No. 3.
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Los extractos de disolvente No. 2 y del disolvente No. 5 obtenidos mostraron en su
espectro de RMN de 'H una composicion quimica similar al extracto del disolvente No. 1,
aunque presentaron sefiales atribuidas a compuestos mds polares y las senales
caracteristicas de la clorofila, resultando no ser selectivos en su extraccion; mientras que los
disolventes No. 3 y 4 extrajeron de manera selectiva los acidos de labdano, tanto a
temperatura ambiente (T. A.) como a -3 °C, como se muestra en el espectro de RMN de 'H
del extracto del disolvente No. 4 de tallos (figura 5), donde se observo en 5.66 y 5.38 ppm
dos senales simples anchas caracteristicas de protones vinilicos, entre 2.78 y 1.80 ppm se
ubicaron conjuntos de sefiales caracteristicas de protones alifaticos y en campo alto se
observaron varias sefiales simples de metilos terciarios, estos patrones de sefiales fueron
comparados con los reportados, indicando la presencia del acido labd-7-en-15-oico (5), el
acido 13-epi-labdanolico (7) y el acido labdan-7,13-dienoico (8) (Ramirez-Lopez et al.,
2016). Después, se hicieron maceraciones consecutivas con los disolventes No. 1,2 y 5 de

estos lotes, dando bajos rendimientos.

Metilos terciarios

( \

17,

Protones alifaticos

)

1470147 7

b Y VU0 L0 B

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 3.

4 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08
f1 (ppm)

Figura 5. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto del disolvente No. 4
de tallos a -3 °C.
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Tras este andlisis se llevaron a cabo reflujos de hojas, tallos y flores juntos
empleando los disolventes No. 1 y 4, de manera separada, con el propdsito de elevar el

rendimiento del extracto; obteniéndose aproximadamente del 1-2% mas de extracto

mediante reflujo que por maceracion y presentando mayor cantidad de grasa el extracto

obtenido (tabla 3).

Peso de tallos, hojas-flores Reflujo
(1:1) Disolvente No. 1

Disolvente No. 4

4.9% 5.4%
209 0.9% 2.2%
0.4% 0.6%

Tabla 3. Rendimientos de los extractos obtenidos por reflujo.
También se realizaron biparticiones con los disolvente No. 1 y 2 a partir del extracto
acuoso de hojas y tallos obtenido por decoccion, asi como del extracto metandlico; sin
embargo, estas no fueron selectivas (tabla 4).

Biparticion Extracto acuoso Extracto metandlico

Disolvente No. 1 0.1% 14.0%
Disolvente No. 2 0.2% 8.5%

Tabla 4. Rendimientos de las biparticiones de los disolventes No. 1 y 2.

De acuerdo a los resultados obtenidos se realizo la obtencion de extractos de las
colectas No. 4, 5, 6 y 7, a temperatura ambiente, obteniéndose mayor rendimiento de
extracto en la colecta No. 6, seguida de la No. 7 y la No. 8 (tabla 5).

No. De Lugar y mes de Peso (kg) Extracto total (g)
colecta colecta

Tallos Hojas Tallos Hojas
Lugar 1, Junio 0.91* 0.44%* 80.00 (5.9%)

Lugar 3, Julio 1.75* 0.89* 125.00 (4.8%)

Lugar 4, Julio 0.83 1.08 35.00 115.00
(4.2%) (10.7%)
Lugar 1, Septiembre 3.17 2.07 20.00 178.00
(<1%) (8.9%)
Lugar 5, Marzo 3.71 2.86 95.00 150.00
(2.56%)  (5.24%)

*Lotes de tallos y hojas colocados juntos en maceracion.

Tabla 5. Rendimientos de los extractos de las colectas 4, 5, 6, 7 y 8.
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Posteriormente, considerando el comportamiento del (—)-13,14,15,16-tetranor-
8a,12-labdanodiol (9) en purificaciones anteriores, se establecieron nuevas condiciones
cromatograficas, llevandose a cabo la purificaciéon del compuesto a una escala 10 veces
mayor a la estandarizada, mediante el fraccionamiento por cromatografia en columna
(Garcia-Pacheco, 2015). De este proceso se obtuvo una miel amarilla, la cual fue analizada
por RMN de 'H (figura 6), en cuyo espectro se observé la presencia de un compuesto
mayoritario, destacando en 3.79 y 3.45 ppm una sefial doble de triples y una multiple de los
protones H-12" y H-12 del metileno base de alcohol, en 1.90 ppm se observo la sefial
multiple, correspondiente a uno de los protones del metileno CH»>-7; en campos altos
resaltaron tres sefiales simples en 1.19, 0.88 y 0.79 ppm caracteristicas de los metilos
terciarios 17, 18 y 19, 20; respectivamente. Estos datos fueron comparados con los
reportados previamente en nuestro grupo de trabajo (Pérez-Gutiérrez, 2012), lo que indicéd

que se trataba del (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9).

19, 20

18

17

127 7
12

T T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
f1 (ppm)

Figura 6. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del (-)-13,14,15,16-tetranor-
8a,12-labdanodiol (9) impuro.
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Las dos fracciones se unieron, obteniéndose aproximadamente 600 mg de (-)-
13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) impuro; lo que coincide con lo reportado en un
estudio estacional de Ageratina jocotepecana previamente realizado (Servin-Garcia, 2017).

Estas nuevas condiciones cromatograficas permitieron la obtencién de 9 a mayor
escala en un tiempo de elucion menor y con un 50% menos del disolvente utilizado
anteriormente, representando asi una técnica mas eficiente. Estas mismas condiciones
cromatograficas fueron aplicadas a 20, 40, 60 y 80 g de extracto del disolvente No. 4 de

tallos y hojas, obteniéndose los mismos resultados.

En los extractos del disolvente No. 1 de la colecta No. 2 no se detectd el compuesto
(-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) lo que no coincide con el estudio estacional

previamente reportado (Servin-Garcia, 2017).

Posteriormente 40 g de extracto del disolvente No. 4 de flores y hojas de la colecta
No. 3 fueron fraccionados bajo las condiciones establecidas; sin embargo, se obtuvo 9 en
baja proporcion mezclado con compuestos aromaticos. La obtenciéon de menor cantidad de
9 en este extracto con respecto al extracto del disolvente No. 1 de tallos y hojas, y en
mezcla, se debe a que el disolvente No. 4 extraec mayor cantidad de compuestos polares, y a

la menor proporcion de 9 que poseen las hojas y flores con respecto a los tallos.

Continuando con la purificacion del (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9),
las fracciones enriquecidas de 9 fueron llevadas a cromatografias sucesivas con nuevas
condiciones establecidas, lograndose aislar el (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol
(9) puro, en un rendimiento menor al 7%, obteniéndose cristales en forma de granulos y
agujas con un punto de fusién de 127-130 °C; los cuales fueron analizados por RMN de 'H.
En su espectro (figura 7) destacaron en 3.79 y 3.45 ppm una sefial doble de triples y una
multiple de los protones H-12" y H-12 del metileno base de alcohol, en 1.90 ppm se
observo la sefial doble de triples con una J = 12.3, 3.1 Hz, correspondiente a uno de los
protones del metileno CH»-7; en campos altos se ubicaron tres sefiales simples en 1.19, 0.88
y 0.79 ppm caracteristicas de los metilos terciarios CH3-17, CH3-18 y CH3-19, CH3-20;
respectivamente. El espectro de RMN de '3C (figura 8), mostré 16 sefiales, lo que nos
indico que se trataba de un derivado tetranorlabdano. En 73.0 y 64.1 ppm se observaron las

sefiales correspondientes a los carbonos base de oxigeno en las posiciones C-8 y C-12,
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respectivamente; en 59.1 y 55.9 ppm se ubicaron las sefiales de los carbonos de los metinos
9y5.En44.2,41.8,39.3,20.4 y 18.3 ppm se observaron las sefiales correspondientes a los
metilenos C-7, C-3, C-1, C-6 y C-2 de la decalina; en 38.9 y 33.2 ppm se localizaron las
sefales de los carbonos cuaternarios C-10 y C-4, en 33.3, 24.6, 21.4 y 15.2 ppm se
apreciaron las sefiales de los metilos 18, 17, 19 y 20, respectivamente; finalmente, en 27.8
ppm se observo la sefial del metileno 11. Estos datos fueron iguales a los previamente
reportados (Garcia-Pacheco, 2015) para el (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9),
estas nuevas condiciones de recromatografia permitieron la purificacion de 9 utilizando
aproximadamente el 50% del disolvente que anteriormente se utilizaba, representando asi

una técnica mas eficiente y econéomica.

19, 20

18

17

6,11

i WASNINUI
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f1 (ppm)

Figura 7. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del (-)-13,14,15,16-tetranor-
8a,12-labdanodiol (9).
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19
9 3 18 17 76 2 20
12 5 1 11
7
1
) 10
O k. 7 > Ww TP —— WWWMM mww

74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 f{?‘(t 4)2 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
ppm

Figura 8. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz en CDCls del (-)-13,14,15,16-tetranor-
8a,12-labdanodiol (9).

El bajo rendimiento de obtencion de tetranorlabdanodiol (9) se atribuye a su poca
abundancia en las plantas colectadas en ciertas épocas del afio, asi como también a que la
alta pureza de 9 lo vuelve altamente insoluble, generdndose su retencion en la fase
estacionaria, es decir en la silice gel, representando esto un problema para la obtencion de 9
en grandes cantidades, por lo que se utilizd como fase estacionaria alimina generandose

menos retencion de 9.

Posteriormente, considerando las condiciones de la reaccion de ciclodeshidratacion
para 50 mg de 13,14,15,16-tetranor-8«,12-labdanodiol (9), establecidas anteriormente por
nuestro grupo de trabajo (Garcia-Pacheco, 2015), se realizd la reaccion a mayor escala

modificando el método de extraccion y purificacion del producto.

Se llevé a cabo la reaccion con 60 mg, 100 mg y 200 mg de 9 en medio 4cido,
neutralizdndose con una base posteriormente. Después se llevd a cabo la extraccion de la
reaccion con varios disolventes, obteniéndose en el sobrenadante cristales en forma de

agujas con un punto de fusion de 53-55 °C (cristales obtenidos de la fraccion de CH2Cly);
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los cuales fueron analizados por RMN de 'H; observandose en su espectro (figura 9) una
sefial multiple en 3.92 ppm y una sefal cuddruple en 3.81 ppm con J = 8.2 Hz
correspondientes a los H-12 y H-12" del metileno del anillo del tetrahidrofurano. En 1.94
ppm se localizo la sefial de uno de los H-7 y en campos altos se ubicaron cuatro senales
simples en 1.09, 0.87 0.84 y 0.83 ppm correspondientes a los metilos terciarios CH3-17,
CHs-18, CH3-19 y CH;3-20, respectivamente. Su espectro de RMN de '3C (figura 10)
mostrd en 79.9 ppm una sefial para el carbono cuaternario base de oxigeno C-8, en 65.0 y
22.6 ppm se observaron las sefiales de los metilenos del tetrahidrofurano C-12 y C-11. En
60.1 y 57.2 ppm se ubicaron las sefiales de los carbonos metinicos 9 y 5, respectivamente;
en42.4,39.9,39.7,20.6 y 18.4 ppm se observaron las sefiales de los metilenos C-3, C-7, C-
1, C-6 y C-2 de la decalina respectivamente, en 36.2 y 33.1 ppm se apreciaron las sefales
de los carbonos cuaternarios C-10 y C-4, en 33.6 ppm se encontr6 la sefial del metilo 18, en
21.1 ppm se observaron traslapadas las sefiales de los metilos 17 y 19, en 15.0 ppm se
observd la sefal del metilo 20. Estos datos fueron comparados con los reportados
previamente en nuestro grupo de trabajo (Garcia-Pacheco, 2015), lo que nos indic6 que se
trataba del (—)-ambrox (10). Estas condiciones de reaccion de ciclodeshidratacion
permitieron la obtencion de 10 de manera cuantitativa, resultando un método practico,

sencillo y eficaz.

MMMWWM

T T
4.1 3.9 3.7 3.5 33 3.1 2.9 2.7

T
2.5 2.3 21 1.9 1.7 1.5 1.3 1.1 0.9
f1 (ppm)

Figura 9. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del (—)-ambrox (10).
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Figura 10. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz en CDClI; del (—)-ambrox (10).

Por otro lado, tomando en cuenta la abundancia de acidos de labdanos en los
extractos del disolvente No. 1 y 4 de tallos y hojas de A. jocotepecana y tratando de evitar
en la mayor medida posible los procesos cromatograficos para la obtencion del (-)-
13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9), se decidié llevar a cabo extracciones acido-
base. Se realizaron pruebas con tres bases diferentes: base I, base Il y base III, con el fin de
formar la sal correspondiente de los 4cidos; y asi obtener un extracto menos complejo,

donde sea mas facil la purificacion del (—)-13,14,15,16-tetranor-8«,12-labdanodiol (9).

Primero se decidi6 realizar dos pruebas con la base I, que es menos fuerte con
respecto a las otras dos bases, sin obtener resultados exitosos, por lo que se procedid a

utilizar la base II.

Se realizaron reacciones con extracto del disolvente No. 4 de hojas y flores y con
extracto del disolvente No. 1 por corto tiempo sin lograr retirar los acidos. Debido a esto, se

llevaron a cabo reacciones con extracto del disolvente No. 4 de tallos durante mayor tiempo
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y extracciones con diversos disolventes. Las biparticiones obtenidas con el disolvente No. 1
obtenidas mostraron en su espectro de RMN de 'H (figuras 11 y 12) una disminucion
considerable de los 4cidos de labdano y en algunos casos se observaron las sefales
caracteristicas del (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9), mientras que las

biparticiones obtenidas con los disolventes No. 2 y 5 presentaron mayor cantidad de acidos.

58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 3 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08

4 32
f1 (ppm)

y il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 3fl4( 3.)2 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08
ppm

Figura 11. Trazo superior espectro de RMN de 'H de la biparticion del disolvente
No. 1 obtenida de la reaccion con la base II. Trazo inferior espectro de RMN de 'H del
extracto total del disolvente No. 4 de tallos .
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Figura 12. Trazo superior espectro de RMN de 'H de la biparticién del disolvente No. 1
obtenida de la reaccion con la base II. Trazo inferior espectro de RMN de 'H del extracto
total del disolvente No. 4 de hojas y flores.

Al no obtener los resultados esperados se decidid probar la base I1I con el extracto
del disolvente No. 4, generandose un precipitado color amarillo que fue separado por
filtracién, la fase organica recuperada fue enviada a RMN de 'H (figura 13). Su espectro
mostr6 nula presencia de los 4cidos de labdano, y se observaron las sefales caracteristicas
del (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9). De acuerdo a los resultados se decidid
realizar esta reaccion a mayor escala, obteniéndose una clara disminucion de los acidos de
labdano en el espectro, pero no su eliminacion completa, aun asi, esta reaccion representa
un método eficaz para retirar la mayoria de los acidos de labdano, y asi lograr la

purificacion del compuesto 9 de manera mas sencilla.
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H del crudo de reaccién del extracto del disolvente No. 4
de tallos con la base III.

Se decidi6 optimizar las extracciones acido-base previamente realizadas, llevandose
a cabo dos pruebas mas, una con solucion saturada de la base II y la base III, lograndose
retirar por completo los 4cidos de labdano en ambos casos, obteniéndose mayor
rendimiento con la base III. En el espectro de RMN de 'H (figura 14) se observo
claramente la ausencia de 4cidos de labdano y la presencia de las sefiales caracteristicas del

(—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9).
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Figura 14. Trazo superior espectro de RMN de 'H del crudo de reaccion realizada con la
base III. Trazo inferior espectro de RMN de 'H del extracto total del disolvente No. 4 de
tallos.

Con el proposito de determinar la cantidad suficiente de la base III para retirar los
acidos, se decidi6 realizar la reaccidon con diferentes concentraciones de la solucion de base
II1, lograndose retirar los acidos en todos los casos, también se escald la cantidad de
extracto, obteniéndose el mismo resultado satisfactorio. Los crudos de reaccidén obtenidos

se fraccionaron por cromatografia lograndose obtener 9 puro.

Tratando de evitar el uso de la cromatografia para la purificacién de 9 y obtener el
(-)-ambrox (10) como producto mayoritario en la reaccion de ciclodeshidratacion, y lograr
asi su facil cristalizacion y purificacion se decidio llevar a cabo la reaccion acido/base con
fracciones enriquecidas de (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) con la base III,
lograndose retirar los acidos presentes y otros contaminantes, observandose en su espectro
de 'H (figura 15) el (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9) como compuesto

mayoritario.

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH



ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE OBTENCION DE LABDANOS DE INTERES INDUSTRIAL

)

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN de 'H de muestra enriquecida de 9 libre de 4cidos de labdano.

Posteriormente, el crudo de reaccion se llevd a un proceso de ciclizacion
modificandose las condiciones previamente establecidas, debido a que la materia prima 9
no se encontraba completamente pura generandose productos de descomposicion. Con estas
nuevas condiciones se obtuvo una fase orgénica color amarilla con un aroma caracteristico
de (-)-ambrox (10). Su espectro de RMN de 'H (figura 16) mostr6 claramente las sefiales

caracteristicas de 10.
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H del crudo de reaccién de ciclizacion obtenido de la
fraccion enriquecida de 9 libre de acidos de labdano.

T
4.2

Después de las diversas pruebas realizadas para la determinacion del lugar y fecha
mas propicia para la colecta de la planta, el mejor método de extraccion de 9 y la
optimizacion de la reaccion de ciclodeshidratacion, se desarrollaron diversas rutas para la

produccion de (—)-ambrox (10), las cuales se muestran en el esquema 19:

Q.F.B. EVA ESTHEFANY SOTO GUZMAN UMSNH



ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE OBTENCION DE LABDANOS DE INTERES INDUSTRIAL

Colecta de Ageratina jocotepecana

Obtencion extracto

Cromatografia — Recromatografias sucesivas

Fracciones
enriquecidas de 9

Rx Base I11 Recristalizacion

Rx ciclizacion

(-)-Ambrox (10)

|
Rx base II1I

& (-)-Ambrox (10) puro.
& (-)-Ambrox (10) puro.
@ (-)-Ambrox (10) mezcla.

Esquema 19. Rutas de preparacion desarrolladas para la obtencion de (—)-ambrox (10).

Las rutas identificadas con los colores rojo y azul nos llevan a la obtencion de 10 en

forma cristalina, es decir un producto puro de primera calidad, mientras que la ruta verde

nos lleva a la obtencion de un producto en mezcla, no menos importante esta ruta; ya que

en ella se eliminan los procesos cromatograficos, los cuales implican elevados costos y

mayor complejidad a nivel industrial; sin embargo, atn falta la optimizacion de esta ruta.
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6. CONCLUSIONES
Se determinaron las mejores condiciones para la obtencion de extracto.

De las diferentes bases y métodos para extraer los 4cidos de labdano de los
extractos, los lavados con solucion de la base III resulto ser el método eficaz y sencillo para
la obtencidn de un extracto menos complejo que permita de manera sencilla la purificacion
del (-)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9), o en otra instancia ser directamente la
materia prima para realizar la reaccién de ciclodeshidratacion para la obtencion de (—)-

ambrox (10).

Se establecieron y estandarizaron nuevas condiciones de purificacion del (—)-
13,14,15,16-tetranor-8a,12-labdanodiol (9), las cuales permitieron su obtencion en una
escala 40 veces mayor, resultando una técnica practica, selectiva y menos costosa que la

anteriormente reportada.

Para la reaccion de ciclodeshidratacion del (—)-13,14,15,16-tetranor-8a,12-
labdanodiol (9) para la obtencion de (—)-ambrox (10) se establecieron y estandarizaron
nuevas condiciones, las cuales permitieron su realizacion en una escala 4 veces mayor a la
anteriormente establecida, con un rendimiento cuantitativo y obtencion del compuesto 10
en forma cristalina, sin necesidad de llevar a cabo la extraccion ni la purificacion del

compuesto a partir del crudo de reaccion.

Se logrd desarrollar y optimizar tres rutas de preparacion distintas para la obtencion
de (-)-ambrox (10), las cuales son méas sencillas, practicas y econdmicas a las previamente
desarrolladas en nuestro grupo de trabajo, representando estos procesos una alternativa
novedosa para la produccion de (—)-ambrox (10) a nivel industrial, las cuales

proporcionaron las bases para el desarrollo de una planta piloto en un futuro.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental se reserva para fines de propiedad intelectual.
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