BENEMERITA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA

LICENCIATURA EN INGENIERIA
QUIMICA

“Diseno orientado de experimentos para la

optimizacion de la produccion del derivado

3/,16f,26-triacetoxi-22-oxocolest-5-enico
(PCVEA4) a nivel laboratorio”

Tesis para obtener el titulo de
LICENCIADO EN INGENIERIA QUIMICA
Presenta:

Cecilia Ramirez de la Paz

Director de tesis:

Dr. Alan Carrasco Carballo

Fecha de examen: 03/23

LESQD

Laboratorio de Elucidaciény Sintesis
en Quimica Orgdnica







“HUP, 50 anos de enseianza y salud”

Oficio No. FIQ/AC/411/2022
Asunto: Registro de Tema de Tesis

C. CECILIA RAMIREZ DE LA PAZ
PASANTE DE LA LICENCIATURA EN
INGENIERIA QUIMICA
PRESENTE:

Por medio del presente me permito informarle, de la aprobacion del Registro de Tema de Tesis de
la Licenciatura en Ingenieria Quimica cuyo titulo es el siguiente:

“Diseno orientado de experimentos para la optimizacion de la produccién del 38,168,26p-
triacetoxi-22-oxocolest-5-enico a nivel laboratorio”

Con el siguiente contenido:

INTRODUCCION

CAPITULO 1 ANTECEDENTES

CAP|TULO 2 METODOLOGIA

CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION
CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

Director de Tesis: Dr. Alan Carrasco Carballo.

Lo cual me permito comunicarle para su conocimiento y fines consiguientes aclarando que la vigencia
de este tema sera UNICAMENTE POR UN ANO.

Atentamente
"Pensar Bien, Par
H. Puebla de Z_,

Dra. Valeria Jor Gon‘zéléfg;pronel />
e it TITAST

b, ~
E Y':.v ‘ : ,/:;{ ., /Lbh’ / /

/

O QA
N AP By =
C.c.p. Director de Tesis: Dr. Alan Carrasco Carballo.
C.c.p. Archivo,
Av. San Claudio s/n, Col. San
Facultad Manuel, Ciudad Universitaria,
de Ingenieria Puebla, Pue. C. P. 72590
Quimica 01 (222) 229 55 00

Exts. 7250 y 7251



Permiso de impresion



DEDICATORIA

A mi madre por nunca dejar de creer en mi, a mi padre por ser mi inspiracion en el &mbito
académico y en un futuro, profesional.

A mis cuatro hermanos, Rubén, Elba, Victor y Valentina por ser mi mayor fuente de vitalidad
en la vida.

A mis abuelitos por ser mis mejores consejeros en esta carrera llamada vida.

A mi primo, amigo y confidente Roberto Leyja, aquel que hace mi camino un poco mas
humano.

A mi compariera y amiga Guiee por apoyarme desde el inicio de mis estudios universitarios,
académica y personalmente.



Agradecimientos

A mi director, el Dr. Alan Carrasco Carballo por su apoyo para cumplir esta meta y guiarme
en este proceso para culminar mis estudios universitarios.

A la comision revisora conformada por la Dra. Lydia Maria Pérez Diaz y Dra. Maria del
Consuelo Mendoza Herrera por su tiempo, paciencia y consejos para enriquecer este trabajo.

Agradezco enormemente la labor de mi asesora, la Ingeniera Guiee Niza Lopez Castillo por
su apoyo Yy el sinfin de dudas resultas.

Al Dr. Jesus Sandoval por ser una fuente de inspiracion y ser un gran ejemplo.

A mi tutora, la Mtra. Emma Juérez por brindarme su apoyo y esclarecer mis dudas durante
mi carrera universitaria.

A todos los integrantes del laboratorio LESQO por compartir sus experiencias y
conocimientos, por ser siempre amables y éticos.

A mi compariero David por sus consejos y empatia durante mi estancia en el LESQO.



INDICE

SIMBOLOS Y ABREVIATURAS ......ooieeeeieeeeeteseee s sesiessssasssessess s asss s sessess s sessasn s ssnnes 8
INDICE DE FIGURAS........coooiiiiiee ettt ettt sttt 9
INDICE DE TABLAS.......ooocteceeeteeeeeeesies e ses s s s 9
RESUMEN........oooieeieeee s eees e sese st es e s s st en s an s en s ses s nssns s 10
INTRODUGCCION ..ottt 11
ANTECEDENTES .....oovtiiteieeeieeeesie s 14

1. BRASINOESTEROIDES 14

2.  ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS BRASINOESTEROIDES 17
3.  PROMOTORES DE CRECIMIENTO VEGETAL 18
4. OPTIMIZACION DE PROCESOS 19
5. DISENO ORIENTADO DE EXPERIMENTOS 20
51  Tipos de diSefios eXPerimentales........ ... 21
6. CUANTIFICACION POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (QRMN) 22
(O] S I VO 1 R 22

OBJETIVO GENERAL 22
OBJETIVOS PARTICULARES 23

METODOLOGIA ...ttt s sttt es et tsn s 23

1. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR. 24

2. CROMATOGRAFIA. 24

3. DISOLVENTES Y MATERIAS PRIMAS. 24

4. OBTENCION DEL PCVE4 (4) 24

5. CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS UTILIZADOS. 25
ST A B TTo 1o T o TP W () SRS TTPSOSN 25
5.2 POV ettt ettt ettt teeteere et e 25

6. ANALISIS DEL DISENO DE EXPERIMENTOS26
7. MODELO MATEMATICO 26

DISCUSION DE RESULTADOS........ooveiiieeieeiieieseeteeesesiestess s ses s ssissss s ssssssssesssssssnsssensan 27
1. SINTESIS 27

1.1  Diosgenina: caracterizacion y seleccion de sefial de referencia. ..........c.ccoceevvvreieinnne 28

1.2  PCVE4 (4): caracterizacion y seleccion de sefial de referencia............cccceveivivenennnnn, 30

2. ANALISIS DEL DISENO ORIENTADO DE EXPERIMENTOS 32
3. MODELO MATEMATICO 36

CONCLUSIONES ... .ot s 40
BIBLIOGRAFTA. .......ooiieiiieeee ettt 41



Simbolos y abreviaturas

PCVE4
PCV
DOE
BR
gRMN
CDCls
MHz
TMS

0

ppm

J

Hz
Ac20
(Et20+BF3)
BUAP

Derivado 34,164,26-triacetoxi-22-oxocolest-5-enico
Promotor de crecimiento vegetal
Disefio orientado de experimentos
Brasinoesteroides
Cuantificacion por Resonancia magnética Nuclear
Cloroformo deuterado
Megahertz
Tetrametilsilano
Desplazamientos quimicos
Partes por millén
Constantes de acoplamiento
Hertz
Anhidrido acético
Eterato de trifluoruro de boro

Benemérita Universidad Auténoma de Puebla



Indice de figuras

Figura 1. Incremento en el area de produccion agricola VS incremento en la poblacion

MUNAial [FUENTE: FAO] ... .ottt ettt ae e saeenes 11
Figura 2 Principales hormonas en plantas...........ccccceevveeiievieesieciieeeseeeeee e 12
Figura 3 Compuestos 22- oxocolestanicos con actividad promotora de crecimiento vegetal
(<] 0T0] o 7= 1o - VARSI 13
Figura 4 Estructura del derivado PCVEA..........coovoevooeeeeeeceeeeeeeee et 14
Figura 5 BrassSiCa NAPUS L. ..c..cccveeieeuierieeiesiiesiieieeiesteesestesteesteetesteessessasseessasssesssenssennens 15
Figura 6 Plantas y brasinoesteroides producidas por estas. ..........cccceverververiesiervesieennnns 16
Figura 7 Esquema de reaccion de apertura de sapogeninas esteroidales.......................... 17
Figura 8 Estructuras de Brasinoesteroides representativos. ............ccecvevevverieevesveseennnns 17
Figura 9 Estructura quimica de los brasinoesteroides naturales.............cccceevevverierrrrnnnnen. 18
Figura 10 Diagrama de flujo de la metodologia empleada. ...........cceovvvvevveviveiecieien, 23
Figura 11 Esquematizacion del orden de presentacion de los resultados de este trabajo. 27
Figura 12 Estructura de disgenina (5)......ccveeuvevuieeieesieeieeeie ettt ettt 28
Figura 13 Espectro de RMN 1H a 500 MHz de diosgenina (5).....cccccevveveeveviveiesvesieennnn, 29
Figura 14 Espectro de RMN 13C a 125 MHz de diosgenina (5). ....cccevvevevverieevervesieennnns 29
Figura 15 Estructura del PCVEZ (4). .ooouvv oottt ettt 30
Figura 16 Espectro de RMN 1H a 500 MHz de PCVE4 (4).c..coouveeeeeeieeieeeeseeeeveseein 31
Figura 17 Espectro de RMN 13C a 125 MHz de PCVE4 (4)...ccvcvevevereeieeeieeeseee 32
Figura 18 Espectros de RMN integrados para calcular el rendimiento de reaccion. ........ 33
Figura 19 Grafica de efectos estandarizados............cccvevveeveseevieeiesieseeieeeese s 34
Figura 20 Gréfica de residuos para los resultados experimentales de obtencién de

PCOVEA. ...ttt sttt ettt et et ettt et et e et e te e tenae s 35
Figura 21 Gréfico de ajuste vs residuos del modelo lineal para los datos experimentales

de ODLENCION UE PCVEA. ...ttt sttt 37
Figura 22 Variacion entre resultados teoricos del modelo 1y experimentales.................. 38
Figura 23 Variacion entre resultados teoricos del modelo completo y experimentales. .... 39

Indice de tablas

Tabla 1 Resumen de las variables evaluadas en el disefio de experimentos.............c.cccco.... 33
Tabla 2 Resumen de resultados experimentales del disefio para la obtencion del PCVE4 . 35
Tabla 3 Resumen de modelos ajustados a la variacion del rendimiento con las variables de
XS] (0o [ o J USRS PRI 37

Anexo
Tabla A Resultados obtenidos a partir del disefio de experimentos..........cccceeeevverieeeennnene. 45



RESUMEN

El incremento de la poblacion se ve reflejada en la demanda de alimentos provenientes del
campo, Yy a su vez debido a diversos efectos la produccion se ha estancado a manera en que
no satisface completamente el abasto requerido, por esta razon nuestro grupo de investigacion
se ha dado a la tarea el buscar compuestos que sean empleados en el campo para mejorar la
produccion, una familia de interés son los derivados 22-oxocolestanicos que han demostrado
actividad en diversas etapas del crecimiento vegetal, sin embargo, en el proceso de obtencion
se obtiene una mezcla de subproductos, por lo que fue interesante estudiar el efecto de las
variables involucradas en la sintesis del derivado 343,16,264-triacetoxi-22-oxocolest-5-enico
(PCVE4) (4).
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Lainfluenciade las variables sobre el rendimiento se evalué mediante el analisis de un disefio
orientado de experimentos (DOE) de tipo factorial (24) que permitié determinar que el punto
Optimo del proceso analizado para esta reaccion es con 2.253 mmol de anhidrido acético y
1.136 mmol de BFs*Et20 a 273 K por 20 min y también desarrollar un modelo matematico
que representa el comportamiento de la reaccion. Con estos resultados se da paso a la
optimizacion del proceso y el escalamiento a lotes mayores a nivel laboratorio, lo que
beneficiara en el desarrollo de nuevos proyectos que incluyan evaluaciones en campo para
poder estudiar el efecto de este compuesto en un entorno real, asi como la disminucion de
costos de produccion que permitan el acceso a estos tratamientos a una mayor parte de
agricultores en nuestro pais.



1. INTRODUCCION

La agricultura representa el 3.7% del PIB con respecto a la economia total del pais segln
cifras del INEGI en el afio 2014, es una de las principales actividades y sustento de muchas
familias y proporciona empleo al 13% de la poblacion [1]. Sin embargo, en la actualidad esta
actividad sufre de diversas desventajas como los altos costos de los equipos necesarios, la
pérdida de las cosechas debido a las condiciones climaticas y de plagas o la baja produccion
resultante [2]. A partir de esto crece la importancia de buscar nuevas técnicas en beneficio
de los cultivos, un ejemplo de ello es el uso de fertilizantes y pesticidas, para la proteccion y
mejora agricola, estos productos a pesar de su respuesta benéfica en contra de plagas
presentan la desventaja de degradar los suelos y alterar sus propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas, ya que estas se acumulan en el medio y poseen caracter toxico el cual alteran las
comunidades microbianas y contamina el suelo, el agua superficial y subterranea.

Millones de hectareas
o0
8

Mundo Paises en Paises
desarrollo desarrollados

Figura 1. Incremento en el area de produccién agricola VS incremento en la poblacién mundial
[Fuente: FAO]

Las hormonas vegetales, también conocidas como fitohormonas (Figura 2), son sustancias
que juegan un papel clave en el desarrollo de las plantas, ya que son capaces de regular de
manera predominante los fenémenos fisioldgicos de las mismas, como el crecimiento y el
desarrollo en respuesta a las sefiales del medio ambiente como la luz; una clasificacion de
estos son los brasinoesteroides (BR), los cuales son compuestos sintetizados por la misma
planta y se encuentran en pequefias cantidades en sus érganos, encontrandose principalmente
en polen, hojas, yemas, flores y semillas, caracterizdndose como compuestos
polihidroxifenolicos [3]. El primero de estos compuestos fue aislado del polen de Brassica



napus, con un rendimiento de 1 mg por cada 10 kg de materia vegetal empleada, fue a partir
de eso la busqueda por su esclarecimiento, la cual se logré en 1979 por cientificos
norteamericanos. En la actualidad se conocen mas de 45 miembros de la familia de los BR,
por lo que constituyen una amplia familia de compuestos de potente actividad bioldgica.
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Figura 2 Principales hormonas en plantas

Esta familia de hormonas regula una amplia gama de procesos en el desarrollo de las plantas,
algunos de sus efectos son:

- Respuesta a estrés abiotico y bidtico

- Crecimiento y respuesta gravitropica de la raiz

- Fotomorfogeénesis

- Elongacién y division celular

- Metabolismo de radicales de oxigeno

- Diferenciacion vascular y estomética floracion y maduracion de frutos

Debido a la respuesta en la actividad promotora de crecimiento vegetal (PCV) estos
compuestos representan una alternativa en la mejora de los cultivos, a partir de esto nace la
busqueda por nuevas estructuras con potencial biolégico. A través del estudio de los BR
naturales se puede suponer qué los grupos funcionales que le confieren actividad a la
molécula son los que se encuentran en los anillos A, B y en la cadena lateral [4]. A lo largo



del tiempo se han reportado diversas metodologias de obtencion que parten de diferentes
acidos biliares; sin embargo, en la tltima década se han reportado estructuras PCV obtenidos
mediante la apertura del espiroacetal, oxidacion y adicion de grupos oxigenados a
sapogeninas [5-6] algunas de las estructuras se presentan en la Figura 3.

OAc (o]

Figura 3 Compuestos 22- oxocolestanicos con actividad promotora de crecimiento vegetal
reportada.

En el laboratorio de sintesis y modificacion de productos naturales de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la BUAP se han desarrollado compuestos promotores de crecimiento vegetal de
tipo 22-oxocolestanicos producidos a partir de sapogeninas esteroidales como diosgenina y
hecogenina, con actividad similar e incluso superior a la de los BRs [7]. Zeferino Diaz y
colaboradores demostraron su actividad promotora de crecimiento a partir de bioensayos en
lamina de arroz, obteniendo angulos de apertura mayores a los del BR de referencia,
brasindlida [5-6]. Por otro lado, Moreno [8] y Zurita [9] en el afio 2009 y 2011
respectivamente, notaron un aumento en la acumulacién de biomasa e induccién de
respuestas de resistencia a estrés abidtico en plantas de variedades nativas de maiz; no
obstante, no se ha probado su efecto en plantas infectadas con algin patdgeno.
Particularmente una estructura ha sido de gran interés, la denominada PCVE4 (Figura 4) que
se caracteriza por presentar tres acetatos en las posiciones 3, 16 y 26, un carbonilo en 22 y
un doble enlace en 6, este ha demostrado incrementar el crecimiento vegetal en especies
endémicas de maiz y frijol en el pais. En este trabajo se estudio el efecto de las variables
involucradas en la reaccién de obtencién de dicho compuesto con el fin de determinar el
grado de influencia de cada una. Se disefid6 un modelo matematico que describe el
comportamiento de la reaccion a nivel laboratorio, lo cual representa un avance para el
desarrollo de su produccién a una escala mayor.
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Figura 4 Estructura del derivado PCVE4

2. ANTECEDENTES

2.1Brasinoesteroides

Los brasinoesteroides (BR) se consideran dentro de las principales hormonas vegetales
debido a su gran distribucion en el reino vegetal, asi como a su diversa actividad bioldgica
en las etapas del desarrollo de las plantas y por su capacidad de resistencia a condiciones de
estres [10]. El interés por este grupo de fitohormonas comenzé con la caracterizacion de los
componentes de extractos naturales empleados en bioensayos que demostraron actividad en
las plantas, uno de estos estudios en 1970 llevo a la extraccion de polen de colza de la planta
Brassica napus L. (Figura 5) que causaba elongacion en el tallo de frijol, a las sustancias
que promovian el crecimiento contenidas en el extracto de esta planta fueron llamadas
“brasinos” [11] de las cuales afios mas tarde se pudo identificar el primero BR, una lactona
esteroidal denominada brasindlida [12].



Figura 5 Brassica napus L.

Afios mas tarde en 1982 se aislo la castasterona del extracto de la planta Castanea spp (Figura
6). La cual demostro una alta actividad en bioensayos de inclinacién en ld&mina de arroz, pese
a su excelente actividad promotora su rendimiento fue bajo, ya que se obtuvieron 2.375 mg
a partir de 10 kg de extracto [13]. El descubrimiento de esta variedad de hormonas
promotoras de crecimiento fue un gran paso para la biologia vegetal y el desarrollo de
técnicas de crecimiento de plantas in vitro. Sin embargo, las cantidades obtenidas mediante
extracciones eran escasas, el mayor rendimiento reportado fue de 6.4 mg de 6-
desoxitifaesterol a partir de 1 kg de polen de Cupressus arizonica [14], es por esto el interés
en la busqueda de obtencidn sintética de estos compuestos, para el caso de la brasinélida, las
primeras obtenciones mediante sintesis fueron posibles a partir de estigmasterol [15]
mediante multiples etapas con resultados bioldgicos idénticos al BR natural, las rutas de
obtencién incrementaron con el paso del tiempo, aun asi la problemaética referente a los
rendimientos persistio ya que los reportes se encontraban en un intervalo de 5-30 % globales,
asi mismo, en la blsqueda de sintetizar BR se obtuvieron derivados estructuralmente
similares con alto potencial de actividad bioldgica [16-17], es decir, analogos de BR.
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Figura 6 Plantas y brasinoesteroides producidas por estas.

El uso de BR y sus andlogos han demostrado no solo ser viables para aumentar la tasa de
crecimiento de las plantas si no que hay estudios que sugieren que el uso de estos aumenta
su resistencia a factores externos causantes de estrés [18]. Otras de las ventajas que presentan
es su gran efecto a bajas concentraciones (cien veces menos que otros reguladores de
crecimiento), estimulan el crecimiento de raiz, a pesar de que aceleran el crecimiento no
causan deformidad en esta, este efecto es especialmente fuerte en condiciones de estrés por
lo que pueden utilizarse para evitar la pérdida de cosechas en condiciones adversas hacia los
cultivos (bajas temperaturas, alta salinidad, etc.) y estos compuestos tiene poca o nula
toxicidad después de haber sido cosechados [19]. A través del estudio de los BR naturales se
puede suponer que los grupos funcionales que le confieren a la molécula la actividad
bioldgica son los que se encuentran en los anillos A, B y en la cadena lateral [20] sobre todo
aquellos que poseen oxigeno en su estructura, como hidroxilos, acidos carboxilicos, cetonas
y acetilos, solo por mencionar algunos ejemplos.

A lo largo del tiempo diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de desarrollar
rutas de obtencion de este tipo de promotores de crecimiento vegetal (PCV), en sus inicios a
partir de la modificacion estructural y especifica de diferentes acidos biliares, sin embargo,
ya que estas materias primas igual implican desventajas para su obtencion en la tltima década
se han obtenido mediante la modificacion de esteroides, que se obtienen a partir de
extracciones con rendimientos mucho mayores lo que permite mayor accesibilidad a ellos,
realizando en ellos la apertura de su espiroacetal, con una posterior oxidacion o adicion de
grupos oxigenados a sapogeninas [5-6].
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Figura 7 Esquema de reaccion de apertura de sapogeninas esteroidales.

2.2 Estructura quimica de los brasinoesteroides

Las hormonas presentes tanto en animales y plantas poseen diversas estructuras entre las que
se encuentran los péptidos de bajo peso molecular y los esteroides. Aunque las hormonas
esteroides de ambos grupos de organismos comparten similitudes en su biosintesis y
funciones generales, los mecanismos moleculares de reconocimiento y transduccion de su
sefial hasta el ntcleo de la célula son diferentes. Las fitohormonas esteroidales son las Gnicas
hormonas vegetales con una estructura quimica de este tipo en las plantas, y agrupa hasta el
momento a 59 miembros [3].

o o o

Epibrassinolida Castasterona Homobrasinolida

Figura 8 Estructuras de Brasinoesteroides representativos.

Las moléculas de los brasinoesteroides (Figura 8) cuentan con cuatro anillos y una cadena
lateral y se forman a partir de la condensacion de bloques de cinco atomos de carbono,
denominados isoprenos. Los brasinoesteroides con mayor presencia en plantas son los que
poseen 28 atomos de carbono con diferentes sustituyentes en dos anillos, asi como en la
cadena lateral. Se han identificado quimicamente mas de 50 brasinoesteroides de fuentes
vegetales, y el brasindlido es hasta ahora el que produce la mayor actividad bioldgica de
todos, ya que puede sintetizarse directamente del campesterol o a través de la sintesis general
de los esteroles. Los esteroles vegetales, ademas de su papel como precursores de los



brasinoesteroides, son componentes integrantes de las membranas celulares, donde regulan
su fluidez y permeabilidad.

Las diferencias en cuanto a la estructura de los brasinoesteroides naturales (Figura 9) se
deben a la presencia de un oxigeno en el &omo de carbono tres y otros adicionales en el
carbono dos y seis de los anillos A 'y B, asi como en las posiciones de los carbonos 22 y 23
de la cadena lateral (de acuerdo con el orden numérico de los carbonos de los esteroides. Los
analogos de brasinoesteroides son compuestos que tienen una estructura similar a los
brasinoesteroides naturales y tienen una actividad muy parecida a la brasindlida.

OH R,

Figura 9 Estructura quimica de los brasinoesteroides naturales

2.3Promotores de crecimiento vegetal

Observando el amplio potencial de los esteroides Sandoval y colaboradores han trabajado
con una nueva familia de derivados 22-oxocolestanicos los cuales han presentado amplia
variedad de actividad bioldgica como PCV, recientemente han reportado la sintesis de
derivados diacetilados de diosgenina y hecogenina los cuales se evaluaron en ensayos de
inclinacion de ldmina de arroz [5-6] y derivados 26 hidroxilados obtenidos a partir de la
apertura del espiroacetal en medio acido [21] dando, en ambos casos, resultados de actividad
similares a los de un brasinoesteroide natural de referencia.

De gran importancia en nuestro grupo de investigacion es el anadlogo PCVE4 (4) cuya sintesis
y evaluacion ha sido desarrollada en diversos trabajos de tesis. Dentro de los mejores
reportados se encuentra el andlisis de los efectos en los cultivos de maiz, jitomate, frijol y
orquideas. Su aplicacion ha permitido observar la influencia y efecto de este andlogo en el
desarrollo de las plantulas cultivadas, en elongacién celular, germinacion y en respuesta a
condiciones de estrés, por ello la gran importancia de la produccién de derivados promotores
de crecimiento vegetal que mejoren el rendimiento de diversos cultivos [5-8, 22].



En colaboracién con el Jardin Boténico de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
(BUAP) existe una diversidad de proyectos, como cultivo de tejidos y micropropagacion de
especies ornamentales, evaluacion de semillas de plantas silvestres en condiciones de estrés,
bioensayos para evaluar diferentes efectos de promotores de crecimiento vegetal; evaluacion
de la actividad antioxidante de vegetales verdes tratados con compuestos 22-oxocolestanicos
y efectos producidos por promotores de crecimiento en la expresion genética de plantas, entre
otros [22-23].

El uso indiscriminado de agroquimicos para aumentar la productividad de los cultivos es una
practica no amigable con el ambiente. Como estrategia para desplazar el uso de quimicos
agricolas, se aplica la bioinoculacién de microorganismos promotores de crecimiento
vegetal. Los promotores de crecimiento vegetal (PCV), son un grupo de diferentes especies
que pueden incrementar el crecimiento y productividad en las plantas. Teniendo en cuenta
las propiedades de los microorganismos PCV y la versatilidad ambiental que los caracteriza,
se han realizado varios esfuerzos en todo el mundo para formular y utilizar estos
microorganismos como biofertilizantes. Los biofertilizantes son productos que contienen
microorganismos vivos 0 partes activa de ellos, los cuales ejercen uno o varios efectos
benéficos en las plantas, usando diferentes mecanismos [24-25].

El uso de PCV permite mejorar o reducir las diversas formas de fertilizacién quimica al suelo,
e incluso en pesticidas quimicos, generando de esta forma practicas mas amigables con la
salud del suelo y el ambiente, mientras que al mismo tiempo se beneficia la planta y la
economia del agricultor [26].

2.40ptimizacion de procesos
Actualmente el concepto de optimizacion es empleado con mayor regularidad, esto se debe
a que la forma de vida actual es competitiva y necesitamos optimizar todas nuestras
actividades para poder realizarlas en menor tiempo y asi ser mas productivos. A nivel
empresarial esto se aplica desde la planeacion de recurso humano hasta los procesos de
produccidn industriales y el disefio de equipos, en cuanto a costos, eficiencia de disefio y
tiempo.

La optimizacion de un proceso es una técnica matematica que se aplica al modelo ajustado a
dicho proceso a estudiar con la finalidad de extraer informacion sobre el punto éptimo [27].
Algunas técnicas empleadas son la derivada de la funcion, multiplicadores de Lagrange,
operaciones con matrices y sistemas de ecuaciones simultaneas.

Para realizar la optimizacién a través de un modelo matematico es necesario que para su
validez este tenga una R? de 0.7 como minimo, a través del cual se explorara el valor o
direccion optima de movimiento para los siguientes experimentos necesarios a realizar.



Existen tres métodos de optimizacion, el primero es aplicable a modelos de primer orden y
los Gltimos para modelos de segundo orden [27]:

1. Escalamiento ascendente: con este método se explora una nueva region experimental
fuera de la regidn inicial, con lo que se podré determinar la direccion del punto
optimo. Este considera que dicho punto se encuentra lejos de los valores evaluados
inicialmente.

2. Andlisis canonico: este método explora una region experimental con un disefio de
segundo orden, ajustado a un modelo codificado que posteriormente se transforma a
su forma canonica con nuevas variables relacionadas a las codificadas.

3. Anélisis de cordillera: este método se dedica a la busqueda del mejor punto dentro de
la region experimental a través de calcular el maximo/minimo de la superficie de
respuesta sobre esferas concentricas ascendentes desde el centro del disefio.

El punto éptimo es la mejor combinacion de valores de los factores estudiados en la cual se
considera toda la region de operabilidad [28-29].

2.5Disefio orientado de experimentos
El disefio de experimentos (DOE segln sus siglas en inglés) es un método de trabajo
empleado por entidades de todos los sectores para conocer como funciona un proceso,
estudiar las variables que le afectan y, empleando herramientas estadisticas, obtener la
informacion necesaria para su mejora.

En el campo de la industria es frecuente hacer experimentos o pruebas con la intencién de
resolver un problema o comprobar una idea (conjetura, hipotesis); por ejemplo, hacer algunos
cambios en los materiales, métodos o condiciones de operacion de un proceso, probar varias
temperaturas en una maquina hasta encontrar la que da el mejor resultado o crear un nuevo
material con la intencidn de lograr mejoras o eliminar perdidas.

El disefio estadistico de experimentos es precisamente la forma mas eficaz de hacer pruebas,
consiste en determinar cuéles pruebas se deben realizar y de qué manera, para obtener datos
que, al ser analizados estadisticamente, proporcionen evidencias objetivas que permitan
responder las interrogantes planteadas, y de esa manera clarificar los aspectos inciertos de un
proceso, resolver un problema o lograr mejoras. Algunos casos tipicos que pueden resolverse
con el disefio y el andlisis de experimentos son los siguientes [27]:

1. Comparar a dos o mas materiales con el fin de elegir al que mejor cumple los
requerimientos.

2. Comparar varios instrumentos de medicion para verificar si trabajan con la misma
precision y exactitud.

3. Determinar los factores (variables) de un proceso que tienen impacto sobre una 0 mas
caracteristicas del producto final.



4. Encontrar las condiciones de operacion (temperatura, velocidad, humedad, por
ejemplo) donde se reduzcan los defectos o se logre un mejor desempefio del proceso.
Reducir el tiempo de ciclo del proceso.

Hacer el proceso insensible o robusto a oscilaciones de variables ambientales.
Apoyar el disefio o redisefio de nuevos productos o procesos.

Ayudar a conocer y caracterizar nuevos materiales.

N O

Tipos de disefios experimentales
2.5.1 Experimentos factoriales completos

Los experimentos con factoriales completos en la forma de arreglos ortogonales
(balanceados) estan bien ajustados para determinar la extension para la cual el efecto sobre
la respuesta de un cambio en el nivel de un factor difiere a niveles diferentes para los otros
factores [30].

2.5.2 Experimentos factoriales fraccionarios

Los disefios factoriales fraccionarios mas recientemente fueron popularizados por Taguchi.
Hay disponibles un nimero importante de arreglos ortogonales simples, con muchas
instrucciones publicadas para la seleccion, aplicacion y andlisis. Se muestran consideraciones
técnicas que algunas interacciones no son consideradas aptas para ser importantes. Como
minimo se requiere un disefio de tres niveles para investigar la no linealidad.

2.5.3 Disefio anidado o jerarquico

En este disefio cada nivel de un factor dado aparece solo en un nivel Gnico de cualquier otro
fator.

2.5.4 Disefios compuestos de respuestas de superficie

Estos se usan en el desarrollo de respuestas de superficie para encontrar las combinaciones
optimas de los factores de nivel en presencia de interacciones y no linealidad y cuando solo
se consideran la no linealidad de primer orden y dos interacciones.

2.5.5 Disefos mezcla

Un disefio mezcla es una clase especial de experimento en el cual la respuesta depende
solamente de las proporciones relativas de los factores y no de sus cantidades absolutas. Se
aplican a productos que comprenden una mezcla de dos 0 mas ingredientes para optimizar el
desemperio de varias combinaciones y mezclas.

2.5.6 Disefio Operacion Evolutiva (EVOP)

La operaciéon evolutiva avanza dentro del escenario del experimento en dos maneras
especificas: uno, como un disefio extremadamente simple, y, dos, como una técnica para una



busqueda numérica intensiva muy dificil de calcular, tipicamente usando algoritmos
geneticos para determinar soluciones optimas [31].

2.6 Cuantificacion por Resonancia Magnetica Nuclear (QRMN)
La RMN es una técnica espectroscopica no destructiva basada en las propiedades magnéticas
de la materia y se puede aplicar a cualquier sustancia en estado liquido o solido siempre que
este contenga nucleos con espin nuclear. Es ampliamente utilizada en la investigacion
quimica para elucidacion estructural, determinacion conformacional, cinética quimica,
cuantificacién de mezclas, analisis conformacionales y estereoquimicos, ademas ha cobrado
gran valor en la industria para el control de calidad [34].

Es posible determinar las concentraciones por otros métodos espectroscépicos; sin embargo,
se prefiere este debido a la rapidez y poca preparacion de las muestras debido a que no es
necesario construir una curva de calibracion ya que las absortividades de los protones son
constantes [35] y no se ve afectada por interaccién entre el soluto y los solventes a menos
que estas sefales se traslapen.

La unica limitante que podria presentar es que para hacer uso de esta técnica es necesario
conocer la estructura del componente que se desea determinar el rendimiento, asi como la
eleccion de las sefiales adecuadas y tener presente el fundamento para un correcto analisis de
los resultados, de lo contrario el resultado puede ser erréneo, sin embargo, esto puede
solucionarse realizando una purificacion con una escala laboratorio para poder determinar
estos aspectos. Sin embargo, cabe resaltar que este no necesita de una calibracion intensa,
requiere de pocos tiempos de lectura y es posible determinar de manera simultanea el
porcentaje de distintos compuestos en una sola mezcla sin requerir de un aislamiento previo
al analisis [36-37].

La gRMN es una técnica para la obtencion de rendimientos mediante el analisis de espectros
de 1H-RMN; este se fundamenta en que el area bajo la curva de los picos es directamente
proporcional al niamero de nacleos, por lo que hay una proporcionalidad entre la integral del
pico y la cantidad del compuesto que esta produciendo la sefial en el espectro [32-33].

3. OBJETIVOS

Objetivo general
Modelar la reaccion de obtencién del promotor de crecimiento vegetal PCVE4 (4) a nivel
laboratorio mediante el uso de un disefio de experimentos de tipo factorial.



Objetivos particulares

e Analizar los resultados del disefio orientado de experimentos para la obtencion del
promotor de crecimiento vegetal PCVE4 (4).

e Determinar el punto 0ptimo para la obtencion del promotor de crecimiento vegetal

PCVE4 (4).

e Construir un modelo matematico que describa el comportamiento de la reaccion de
obtencion del promotor de crecimiento vegetal PCVE4 (4).

4. METODOLOGIA

En este capitulo se describe la metodologia que se desarrollé en la presente investigacion
(Figura 10) donde se engloban todos los reactivos y equipos que se utilizaron, asi como las
técnicas de purificacion y caracterizacion empleadas.

Modelo
matematico

y

Analisis del
DOE

Sintesis y
caracterizacion

Figura 10 Diagrama de flujo de la metodologia empleada.

La experimentacion del disefio ya estaba realizada previamente por un compafiero del
laboratorio, este trabajo se centra en el analisis de los resultados, la obtencion del punto
optimo y desarrollar un modelo matematico que describa su comportamiento, pero para llevar
a cabo estos puntos es necesario conocer el proceso por lo que en la primera etapa se realizo
la sintesis del PCVE4 (4) y su debida caracterizacién a partir de elucidacién por comparativa
por RMN ya que son puntuales los cambios observados entre estos y dichas sefiales fueron
utilizadas como referencia para poder determinar los rendimientos mediante gRMN.
Posteriormente se llevo a cabo el analisis de los resultados experimentales para encontrar el



punto con mayor rendimiento y mediante el uso de herramientas estadisticas se determind si
el efecto de las variables evaluadas es de importancia.

4.1Resonancia Magnética Nuclear.

Se utiliz6 el método de resonancia magnética nuclear para la caracterizacion del compuesto
y la comparativa para corroborar los datos reportados previamente a través de la asignacion
de sus sefiales caracteristicas mediante espectros 1D (*H y *3C), los cuales se obtuvieron con
un equipo Bruker de 500 MHz empleando como disolvente cloroformo deuterado (CDCIs)
conteniendo tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos quimicos
se expresan en ppm (8). Las constantes de acoplamiento (J) estan expresadas en Hertz (Hz).

4.2 Cromatografia.

Se realiza la purificacion de la mezcla obtenida en la reaccion mediante la técnica de
cromatografia y posteriormente la caracterizacion para seleccionar las sefiales de referencia.
Se emplearon columnas empacadas con gel de silice de 230-400 mallas grado 60 y se utiliza
un sistema eluyente de hexano-acetato de etilo.

4.3Disolventes y materias primas.

La materia prima para la obtencion del PCVE4 (4) fue diosgenina (Chemical-Guilps 93%).

Los reactivos utilizados fueron anhidrido acético (Ac20) y eterato de trifluoruro de boro
(Et20+BF3), de grado analitico, marca Sigma-Aldrich.

Los disolventes empleados fueron diclorometano, hexano y acetato de etilo, adquiridos en
grado técnico los cuales se purificaron previo a su uso, mediante destilacion simple con la
finalidad de remover los contaminantes, ademas fueron secados con sulfato de sodio anhidro
para retirar trazas de humedad.

4.40btencion del PCVE4 (4)
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Esquema 1 Apertura del espiroacetal de diosgenina para obtener (4).

Se disolvieron 0.241 mmol de diosgenina en 10 mL de CH2Cl, paralelamente se prepard una
disolucion de 2.253 mmol de anhidrido acético y 1.136 mmol de BFs*Et2O, ambas
disoluciones se enfriaron a 273 K. La segunda solucion se adicioné a la de 5 y el tiempo de
reaccion fue de 15 min con agitacion constante manteniendo la temperatura a 273 K. La
reaccion se finalizd adicionando agua a la misma temperatura, el producto se extrajo con
CH2Cl2 se neutralizo con una disolucion saturada de bicarbonato de sodio, se seco con sulfato
de sodio anhidro y se concentro a presion reducida. EI compuesto de interés (4) fue purificado
por cromatografia en columna utilizando gel de silice como fase estacionaria y un sistema
eluyente hexano-acetato de etilo (8:2).

4.4.1 Caracterizacion de los compuestos utilizados.

Diosgenina (5):

RMN *H (500 MHz) &: 5.35 (1H, ddd, Js-7a = 5.3 Hz, Js-7e = Jo-4a =2.0 Hz, H-6), 4.41 (1H,
ddd, Jie-17 = 8.7 Hz, Ji6-15a = 7.5 Hz, J16-15¢ = 6.4 Hz, H-16), 3.53 (1H, dddd, J3-2a = 11.8 Hz,
J3-2¢ =6.8 Hz, J3-4a =5.9 Hz, J3.4¢ =4.4 Hz, H-3), 3.47 (1H, ddd, Jgem = 10.9 Hz, J26e-25 = 4.4
Hz, J2se-24e = 2.1 Hz, H-26¢), 3.38 (1H, t, Jgem = J26a-25 = 10.9 Hz, H-26a), 1.86 (1H, dd, Jao-
17 = 6.4 Hz, J20-21 = 3.0 Hz, H-20), 1.03 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J21-20= 7.0 Hz, CH3-
21), 0.79 (3H, d, J27-2s = 3.2 Hz, CH3-27), 0.79 (3H, s, CH3-18).

RMN 13C (125 MHz) §: 37.2 (C-1), 31.4 (C-2), 71.7 (C-3), 42.2 (C-4), 140.8 (C-5), 121.4
(C-6), 32.0 (C-7), 31.6 (C-8), 50.0 (C-9), 36.6 (C-10), 20.8 (C-11), 39.9 (C-12), 40.4 (C-13),
56.5 (C-14), 31.8 (C-15), 80.8 (C-16), 62.0 (C-17), 16.2 (C-18), 19.4 (C-19), 41.6 (C-20),
14.5 (C-21), 109.3 (C-22), 31.3 (C-23), 28.8 (C-24), 30.3 (C-25), 66.8 (C-26), 17.1 (C-27).

PCVEA4:

NMR H (500 MHz) &: 5.36 (1H, dd, Js-4a= 4.5 Hz, Je-7= 2.7 Hz, H-6), 4.99 (1H, dddd, Jis-
17 = J16-15¢= 8.3 Hz, J16-15a = J16-14 = 3.6 Hz, H-16), 4.60 (1H, m, H-3), 3.43 (2H, d, J26-25 =
5.9 Hz, H-26), 2.03 (3H, s, H-16"), 1.97 (3H, s, H-3"), 1.14 (3H, dd, J21-20 = 7.0 Hz, J21-17=
3.6 Hz, H-21), 1.02 (3H, s, H-19), 0.91 (3H, d, J27-25 = 6.7 Hz, H-27), 0.87 (3H, s, H-18).



RMN 13C (125 MHz) &: 36.8 (C-1), 27.7 (C-2), 73.8 (C-3), 169.9 (C-3"), 21.2 (C-3"), 38.0
(C-4), 139.6 (C-5), 122.3 (C-6), 31.6 (C-7), 31.2 (C-8), 49.7 (C-9), 36.5 (C-10), 20.7 (C-11),
39.6 (C-12), 41.9 (C-13), 53.9 (C-14), 34.8 (C-15), 75.7 (C-16), 170.6 (C-16"), 21.5 (C-167),
55.1 (C-17), 13.2 (C-18), 19.3 (C-19), 43.5 (C-20), 16.9 (C-21), 213.7 (C-22), 38.0 (C-23),
26.2 (C-24), 35.5 (C-25), 67.5 (C-26), 16.7 (C-27).

4.5 Analisis del disefio de experimentos

Se realiz6 el analisis de un disefio de experimentos factorial n* (2*) mediante el estudio
estadistico del efecto de las variables evaluadas, tiempo (A), temperatura de reaccion (B),
moles de anhidrido acético (C) y los moles de BFs (D) haciendo uso del software Minitab 18
[38]. Primero para la generacion del DOE una vez configuradas las especificaciones del
disefio en la seccion estadisticas > DOE > Factorial > Crear disefio factorial. Posteriormente
al tener la tabla de resultados experimentales se realiz6 el andlisis en la seccion estadisticas
> DOE > Factorial > Analizar DOE.

4.6 Modelo matematico

Una vez determinada la importancia de las variables estudiadas sobre la influencia en el
rendimiento del PCVE4 se realizé el ajuste de los datos con el software Minitab 18 a modelos
de contribucion de las variables elegidas en la seccidn estadisticas > Regresion > Gréafica de
linea ajustada.



5. DISCUSION DE RESULTADOS

Se presentan los resultados obtenidos mediante la metodologia descrita en el capitulo
anterior, estos se dividen en tres secciones (Figura 11Error! Reference source not found.).
La primera etapa consta de los resultados de sintesis y caracterizacion de la materia prima
(5) y el promotor de crecimiento vegetal (4) con la finalidad de seleccionar las sefiales a
emplearse como referencia en los espectros de 'H de RMN para la cuantificacion de los
rendimientos, después se presenta el analisis de los datos del disefio de experimentos factorial
disefiado y evaluado para determinar el efecto de las variables involucradas en la reaccién, y
se presenta el punto 6ptimo para la sintesis de 4. Finalmente, se presenta el desarrollo y
evaluacion de modelos matematicos independientes y contributivos para la descripcion del
comportamiento de la reaccion de apertura para obtener el PCVEA4.

Modelo

caracterizacion matematico

Figura 11 Esquematizacion del orden de presentacion de los resultados de este trabajo.

5.1Sintesis

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos a partir de la metodologia descrita en
el capitulo anterior, los cuales se dividen en 3 secciones. Primero se presentan los resultados
obtenidos de la sintesis, caracterizacion espectroscopica y eleccion de las sefiales de
referencia. Posteriormente se presentan los resultados del analisis de las variables estudiadas
en el disefio de experimentos para la obtencion del PCVE4 (4).



5.1.1 Diosgenina: caracterizacion y seleccion de sefial de referencia.

Figura 12 Estructura de disgenina (5).

Se realizo la caracterizacion mediante espectros de RMN por comparativa ya que este
compuesto (Figura 12Error! Reference source not found.) ha sido ampliamente reportado
en bibliografia [39], se discutiran sefiales caracteristicas que se usaron como referencia para
la caracterizacion del PCVE4 (4).

En el espectro de ‘H (Figura 13), a 5.35 ppm, se observa la sefial a mayor frecuencia
correspondiente al protén vinilico H-6, a 4.41 ppm se encuentra la sefial de H-16 como un
ddd debido a las interacciones con el protén de C-17 y los dos de C-15. En 3.53 ppm se
observa una sefial dtd correspondiente a H-3, seguido de las sefiales de los protones
diasterotdpicos de C-26 en 3.47 y 3.38 ppm de H-26eq y H-26ax respectivamente, estas
Gltimas tres sefiales se encuentran ligeramente traslapadas debido al ambiente quimico
similar en el que se encuentran estos protones y finalmente, las sefiales de los grupos metilo
de la molécula, CHs-19 en 1.03 ppm, CHs-21 en 0.97 ppm, CH3-18 y CH3s-27 en 0.79 ppm
ambas.

Para corroborar algunas de las modificaciones se usaron sefiales del espectro de *C (Figura
14) en el cual se observan las 27 sefiales de carbonos que contiene la molécula, siendo las de
referencia las correspondientes al carbono cuaternario C-5 en 140.8 ppm que debido a la
presencia del doble enlace aparece a frecuencia alta seguido de la sefial del carbono vecino,
C-6,en 121.4 ppm. En 109.3 ppm se observa la sefial que corresponde a C-22 espiroacetalico,
esta sefial sirvié para corroborar la apertura del espiroacetal en las modificaciones
posteriores. Las sefiales de C-16, C-3 y C-26 se observaron en 80.8, 71.7 y 66.8 ppm
respectivamente, todos con base de oxigeno. Finalmente, en la region de 14 a 20 ppm se
pueden apreciar las sefiales de los metilos de C-19, C-27, C-18 y C-21en 19.4,17.1,16.2y
14.5 ppm respectivamente.
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Figura 13 Espectro de RMN 1H a 500 MHz de diosgenina (5).
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Figura 14 Espectro de RMN 13C a 125 MHz de diosgenina (5).

Ya con las sefiales caracteristicas de la materia prima fue posible realizar la asignacion por
comparativa del PCVE4 (4), los rendimientos obtenidos por el grupo de investigacion de este
producto se encuentran de 70-80% [40], la importancia de su optimizacién a pesar de
presentar rendimientos elevados se debe a que esto es posible al realizarlo en lotes pequefios
de 1-3 gramos pero no mas ya que los fendmenos de transporte toman mayor relevancia al
aumentar las proporciones resultando en una disminucion del producto de interés.



5.1.2 PCVEA4 (4): caracterizacion y seleccion de sefial de referencia.
0

OAc

AcO

Figura 15 Estructura del PCVE4 (4).

PCVEA4 (4) se obtuvo mediante la apertura del anillo E y el espiroacetal de diosgenina el cual
se llevo a cabo utilizando un acido de Lewis (BFs*Et20) (el cual cataliza la formacion del ion
oxonio y esto da lugar a la proteccion del oxigeno en C-16 con un grupo acetato, al igual que
con el grupo hidroxilo en C-3. Posteriormente, se adicion6 agua a la reaccion dando pie con
esto a la apertura del espiroacetal con la formacién de la cadena 22-oxocolestanica con un
grupo hidroxilo en C-26 y que al estar en presencia de anhidrido acético en el medio se
obtiene el acetato ya que sus carbono base de carbonilo son susceptibles a un ataque por parte
del alcohol en C-26. A pesar de ser PCVE4 (4) el producto mayoritario se presentan ciertas
desventajas que afectan el rendimiento de la reaccion al formarse subproductos, entre ellos
el derivado sustituido con hidroxilo en C-26.

La obtencion 4 se corrobor6 por elucidacion comparativa con la caracterizacion de
diosgenina tomando las sefiales de referencia antes descritas. Al realizar la apertura del
espiroacetal y generar la cadena lateral confiriéndole mayor libertad a los protones, esto
ocurre con los H-26 que se pueden observar en el espectro de *H en la Figura 16 como una
sola sefial base de acetato a 3.43 ppm pues al tener libre giro se detectan como uno mismo,
tras la modificacion también C-3 es base de acetato asi como C-16 cambiando asi su ambiente
quimico por lo que la sefial de sus protones se desplazan a frecuencias mayores por la
deficiencia electronica, H-3 a 4.60 ppm y H-16 a 4.99 ppm. Como se menciond C-3y C-6
presentan sustitucion por grupo acetato, lo que implica la presencia de dos nuevas sefiales
correspondientes a sus CHs las cuales se observan como s que integran para 3H cada una, a
2.1 ppmy 1.97 ppm CHs-16” y CHs-3” respectivamente.
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Figura 16 Espectro de RMN 1H a 500 MHz de PCVE4 (4).

En la estructura podemos observar que el doble enlace no se ve afectado y esto a través del
espectro se corrobord con la sefial del proton vinilico H-6 a 5.36 ppm el cual no presento
desplazamiento con respecto del de su materia prima, a frecuencias menores podemos
observar las sefiales de los grupos metilo cuyo desplazamiento es minimo debido a la apertura
del espiroacetal, CH3-19 en 1.02 ppm, CH3-21 en 1.14 ppm y CH3-18 en 0.87 ppm y CH3-27
en 0.97 ppm.

En el espectro de °C (Figura 17) podemos observar el desplazamiento de la sefial de C-22
ahora base de carbonilo a una frecuencia mayor a 213.7 ppm, se observan 4 sefiales nuevas
que corresponden a los carbonos de acetato, cada grupo posee uno base de carbonilo que se
encuentra a frecuencias altas y uno de metilo a frecuencias menores, en 170.6 y169.9 ppm se
encuentran C-3’ y C-16’, en 21.5y 21.2 ppm CHs-16" y CHs-3” respectivamente ademas por
la presencia de estos grupos C-16 y C-3 se ven ligeramente desplazados a 75.7 y 73.8 ppm.
En el espectro de *3C también podemos observar que los C-5 y C-6 vinilicos no sufren
desplazamiento ya que no se ven afectados por las modificaciones dejando sus sefiales en
140 y 122 ppm. C-26 paso de ser CHz dentro de un anillo a uno de cadena lineal lo que le
confiere menor rigidez el cual se ve reflejado en un desplazamiento minimo, a 68 ppm.
Finalmente, en el intervalo de 10 a 20 ppm se observan las sefiales de los metilos.
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Figura 17 Espectro de RMN 13C a 125 MHz de PCVE4 (4).

5.2 Andlisis del Disefio Orientado de Experimentos

Como se menciond previamente, en la sintesis del PCVE4 se obtienen subproductos y al
aumentar la proporcion de estos se genera una disminucion en el rendimiento del compuesto
de interés debido a la influencia de las variables involucradas, para poder determinar el grado
de importancia de 4 de las variables del proceso, temperatura, tiempo y los moles de acido
acético y BFs se realizé el analisis de un disefio de experimentos, realizado previamente por
comparieros de LESQO, factorial, de tipo nk para la optimizacion de la reaccion, ya que
mediante este disefio es posible la evaluacion multifactorial sobre una misma variable de
respuesta, donde, las variables fueron evaluadas en dos niveles (Tabla 1) y los resultados
constan de un total de 48 experimentos correspondientes a 16 tratamientos por triplicado
(Tabla A). Para el andlisis estadistico y poder determinar cuales variables resultan de
importancia se utilizo el software Minitab 18.

Para seleccionar los limites del disefio se tomaron como referencia las condiciones reportadas
previamente [5-6], en el caso de la temperatura para el limite superior, asi como el inferior
se consideraron 5 K de diferencia hacia arriba y hacia abajo respectivamente considerando
gue un proceso a mayor escala implica un mayor requerimiento para el control de una
temperatura completamente constante. En cuento al tiempo y cantidad de ambos reactivos se
considerd un criterio similar, donde la finalidad es evaluar los margenes de considerar
mayores y menores valores, en el tiempo poder determinar el efecto de que la reaccion
continGe por casi el doble de la referencia o que se corte a menos de la mitad, y lo mismo con
los reactivos.



Tabla 1 Resumen de las variables evaluadas en el disefio de experimentos.

Variable Limite superior Limite inferior
Temperatura (K) 278 268
Tiempo (min) 25 5
Acido acético (mmol) 5.191 1.273
BF3+EtO2 (mmol) 1.8940 0.1890

Para determinar el rendimiento del PCVE4 en cada uno de los experimentos este se cuantifico
a través de la integracion de la sefial de H-26, tomando como referencia H-6 como 1H (un
proton) ya que este proton no presenta un desplazamiento significativo entre la materia prima

y el producto (Figura 18)
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Figura 18 Espectros de RMN integrados para calcular el rendimiento de reaccion.

A continuacion, se describen las ecuaciones empleadas para determinar el rendimiento a
partir del valor de la integral de las sefiales de referencia.

~(nt. H-26)
Int. H—6

% de 4 = 100 * ---Ec. 1

Donde,



Int. H-26 es la integral para la sefial de H-26

Int. H-6 es la integral para la sefial de H-6

En la primera etapa para determinar el efecto de las variables estudiadas, a través de la grafica
de efectos normales estandarizados generada con el anélisis de los datos experimentales nos
indica que los factores que estdn mas distantes de O son significativos estadisticamente
hablando. En especifico en la Figura 19 (izquierda) podemos observar que los moles de
anhidrido aceético (C) y los moles de BFs (D) son significativos con o = 0.05 lo que indica
que el efecto de la de estos dos factores sobre el rendimiento son los mas importantes. Para
poder determinar la direccion que toma el efecto de estas dos variables en la Figura 19
(derecha) podemos observar la grafica normal de efectos en donde los moles de anhidrido
acético (C) y de BFs (D) tienen efectos estandarizados negativos, lo cual indica que cuando
estas variables disminuyen el rendimiento aumenta.

Grifica normal de efectos estandarizados Griafica de efectos normales (absolutos) estandarizados
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Figura 19 Grafica de efectos estandarizados.

De la Figura 20 donde se observa la grafica de probabilidad normal, podemos decir que los
residuos si presentan una distribucion normal, en cuanto a la gréfica vs ajustes notamos que
la varianza de los residuos permanece constante ya que se distribuyen alrededor del valor
cero. En la gréafica vs orden podriamos decir que los datos son independientes entre si,
mediante el analisis de las gréficas determinamos que el modelo empleado es valido, sin
embargo, se presentan valores atipicos como podemos notar en el histograma los cuales
pueden afectar los resultados.
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Figura 20 Grafica de residuos para los resultados experimentales de obtencién de PCVEA4.

Habiendo determinado que es el efecto de los reactivos los que presentan mayor influencia
sobre el rendimiento se procedié a encontrar el punto éptimo, considerando los niveles de
mayor conveniencia para la temperatura de reaccion y el tiempo, esto por comodidad y ya
que su efecto no es significativo, analizando los resultados de la Tabla 2 podemos observar
que para obtener el PCVE4 en un rendimiento de 40% la reaccion debe realizarse con 2.253
mmol de anhidrido acético y 1.136 mmol de BFs+*Et20 a 273 K 'y 20 minutos.

Tabla 2 Resumen de resultados experimentales del disefio para la obtencion del PCVE4

Tratamiento | Temperatura | Tiempo Ac20 BFs+Et20 Rendimiento
(K) (min) (mmol) (mmol) %
1 273 25 2.253 1.136 32+82
2 273 20 2.253 1.136 35+ 11.0
3 273 10 2.253 1.136 33+5.1
4 273 5 2.253 1.136 36+ 5.7
5 275 15 2.253 1.136 30+ 0.5
6 275 15 2.253 1.136 30+4.3




7 271 15 2.253 1.136 28 +0.5
8 268 15 2.253 1.136 23+54
9 273 15 5.191 1.136 18+3.1
10 273 15 4.212 1.136 20+2.9
11 273 15 3.232 1.136 32+19
12 273 15 1.273 1.136 32+ 1.7
13 273 15 2.253 0.568 38+ 54
14 273 15 2.253 0.189 38+ 8.5
15 273 15 2.253 1.515 15+ 6.2
16 273 15 2.253 1.89432 16+ 5.7

5.3Modelo Matematico

Teniendo presente que es el efecto del anhidrido acético y el BFs los que ejercen influencia
significativa sobre el rendimiento para el disefio del modelado de la reaccion se realiz a
través del software Minitab 18 una regresion lineal en primera instancia, de esta se obtuvo el
modelo correspondiente que a continuacion se presenta:

Rendimiento = —219 — 0.120 Tiempo + 1.009Temperatura — 3.62 Ac,0 —
14.77 BF; --- Ec. 2

vs. ajustes
(la respuesta es Rendmuento)
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Figura 21 Grafico de ajuste vs residuos del modelo lineal para los datos experimentales de
obtencion de PCVEA4.

Como se observa en la Figura 21 este primer ajuste presenta una desviacion estandar de
7.3439 lo que es un valor con mucho error, hecho que se confirma con el coeficiente de



determinacion (R?) que es de 45% dando asi un error promedio del 11% para el modelo lineal
(Ec. 2). El anélisis descrito se realizé con la finalidad de tener un patron de referencia con el
cual comparar el modelo disefiado a partir de los ajustes realizados a cada una de las
variables.

Partiendo del analisis de tendencias se realizd un ajuste del efecto independiente de cada una
de las variables sobre el rendimiento del PCVE4 (4), a partir de esto se selecciond el tipo de
polinomio que mejor describe cada comportamiento (Tabla 3) con ellos se construy6 un
modelo matematico contributivo (Ec. 3) que involucra solo a las variables significativas.

Rendimiento = 37.6161 — 0.112821A4c,0° — 3.3619BF;> ---Ec. 3

A continuacién, se presenta la tabla de resumen de los ajustes de cada variable de manera
independiente a los datos obtenidos con el disefio de experimentos. Para todas se model6 con
un polinomio de grado 3, excepto para la temperatura siendo de grado 2, con un coeficiente
de determinacién de 1 para unos casos y muy cercano a 1 para otros lo que indica un gran
ajuste del modelo para cada variable.

Tabla 3 Resumen de modelos ajustados a la variacién del rendimiento con las variables de estudio.

Variables Modelo R?
Tiempo Polinémico grado 3 0.9998
Temperatura Polinémico grado 2 0.9841
Ac20 Polindbmico grado 3 1.000
BFs Polindmico grado 3 1.000

Este modelo fue analizado estadisticamente con los datos experimentales del DOE para
determinar el grado de ajuste y asegurar que este sea adecuado para su futura aplicacion en
la optimizacion y escalamiento a nivel planta piloto. Sin embargo, a pesar de que sus
parametros son aparentemente mejores que los del modelo lineal presenta una desviacion
estandar de 7.1298 con SSE final de 2338. Al determinar el error entre los datos
experimentales y los tedricos esperados con el modelo se obtuvo un error promedio de 14%,
lo cual representa un ajuste peor que el lineal (Figura 22) la consideracion realizada para
este es Unicamente de las variables de mayor importancia determinadas en el trabajo previo
antes mencionado, donde son los moles de ambos reactivos los que representan un efecto
significativo sobre la respuesta.
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Figura 22 Variacion entre resultados teéricos del modelo 1y experimentales.

Para poder asegurar que las otras dos variables, temperatura de reaccion y el tiempo no
presentan un efecto importante sobre el rendimiento, se disefid un modelo que incluya estos
términos (Ec. 4).

Rendimiento = —119.54 — 0.113324Ac¢,0 3 — 3.63667BF33 +
0.00210956 Temperatura® + 4.11348x107%9%Tiempo3 ---Ec. 4

Los parametros obtenidos para este modelo son, una desviacion estandar de 7.1216 con SSE
final de 2282, siendo estos valores menores que el modelo que no los contiene, al determinar
el error promedio obtenido de comparar los resultados tedricos del modelo con los
experimentales (Figura 23) siendo este valor del 13.6 % lo que nos indica que ambos
modelos, el que solo incluye a la cantidad de reactivo y este que incluye todos los términos
se encuentran dentro del mismo rango y como primer aproximado son un buen modelo para
la optimizacién a nivel laboratorio. Sin embargo, es el modelo lineal el que representa menor
error dentro del intervalo de las variables evaluadas y por su sencillez del modelo representa
una mejor opcién para trabajar, ahora bien es necesario como perspectivas de este trabajo
llevar a cabo estudios con mayor detalle para el proceso de optimizacion en el que se
involucra la prueba de condiciones fuera de los limites de operacion aqui estudiados que
permitan corroborar el ajuste de dicha expresién para considerarla en el escalamiento
mediante el uso de otras herramientas de optimizacion.
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6. CONCLUSIONES

Se determind que para maximizar a nivel laboratorio la obtencion del promotor de
crecimiento vegetal 22-oxocolestanico, PCVS4 (4), las condiciones éptimas de produccion
son 273 K (0 °C) durante 20 minutos de reaccion empleando las cantidades estequiométricas
sugeridas por la metodologia, una relacion molar 1:4.7 y 1:9.4 diosgenina:BF3 y
diosgenina:Ac20 respectivamente, en busqueda del escalamiento a un nivel mayor se
evaluaron modelos matematicos de tipo contributivos con la finalidad de seleccionar aquel
gue presentara un mejor ajuste, que en este caso es un modelo lineal el que describe mejor el
comportamiento del sistema, que permitira disefiar nuevos experimentos a fin de incrementar
la especificidad de la reaccion hacia el producto deseado que serd empleado en un futuro para
la optimizacion del proceso a nivel banco.
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ANEXO

Tabla A. Resultados obtenidos a partir del disefio de experimentos.

Tiempo |Temperatura| AcOEt BF3 Diosgenina | Rmolar | Rmolar Rendimiento
(min) (K) (mmol) | (mmol) (mmol) | AcOEt/D | BF3/D

25 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4714 40
20 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 50
10 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 31
5 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 31
15 273 2.253 1.894 0.241 9.349 7.859 23
15 273 2.253 1.894 0.241 9.349 7.859 9
15 273 2.253 1.515 0.241 9.349 6.286 18
15 273 2.253 0.568 0.241 9.349 2.357 39
15 273 2.253 0.189 0.241 9.349 0.784 24
15 273 5.191 1.136 0.241| 21.539 4,714 15
15 273 4.212 1.136 0.241| 17.477 4,714 24
15 273 3.232 1.136 0.241| 13.411 4.714 33
15 273 1.273 1.136 0.241 5.282 4,714 30
15 273 2.253 1.515 0.241 9.349 6.286 6
15 273 2.253 1.894 0.241 9.349 7.859 17
15 273 2.253 0.568 0.241 9.349 2.357 44
15 273 2.253 0.568 0.241 9.349 2.357 31
15 273 2.253 1.515 0.241 9.349 6.286 20
15 273 2.253 0.189 0.241 9.349 0.784 46
15 273 2.253 0.189 0.241 9.349 0.784 40
15 273 2.253 0.189 0.241 9.349 0.784 43
15 273 4.212 1.136 0.241| 17.477 4,714 17
15 273 5.191 1.136 0.241| 21.539 4,714 22
15 273 5.191 1.136 0.241| 21.539 4,714 16
15 273 3.232 1.136 0.241| 13.411 4,714 33
15 273 4.212 1.136 0.241| 17.477 4,714 20
15 273 3.232 1.136 0.241| 13.411 4,714 29
25 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 21
15 273 1.273 1.136 0.241 5.282 4.714 34
15 273 1.273 1.136 0.241 5.282 4.714 31
10 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 28
10 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 40
25 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 36
5 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4714 33
15 275 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 34
15 268 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 26




Continuacién. Resultados obtenidos a partir del disefio de experimentos.

Tiempo | Temperatura AcOEt BF3 | Diosgenina| Rmolar| Rmolar Rendimiento
(min) (K)| (mmol)| (mmol) (mmol) | AcOEt/D| BF3/D
15 268 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 15
15 268 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 27
20 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 31
20 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 24
15 271 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 29
15 271 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 28
15 271 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 28
15 275 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 32
15 275 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 24
15 278 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 30
5 273 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 44
15 278 2.253 1.136 0.241 9.349 4.714 29
15 278 2.253 1.136 0.241 9.349 4,714 30
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