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1.- TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

Sintesis verde y actividad antimicrobiana de complejos derivados de salicilcetoiminas ferrocenilicas a,f-insaturadas y
metales de transicién (Co, Ni, Cu, Zn y Pd)

2.- PARTICIPANTES
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4 Dr. Jorge R. Juarez Posadas Colaborador
5 Dr. Aaron R. Pérez Benitez Colaborador
6 Karla Mayte German Tepetla Estudiante

7 Marissa Michell Morales Mora Estudiante

8 Melisa Poblano Seynos Estudiante

9 Francisco Javier Velazquez Sanchez Estudiante

3.- SINOPSIS TECNICA

Sintetizar por Quimica Verde nuevos ligantes de bases de Schiff que contengan en su estructura al ferroceno, para
posteriormente coordinarlos a iones metalicos derivados de metales de transicidn. Estos complejos metalicos serviran para
realizar pruebas biolégicas confra un grupo importante de microorganismos patégenos. Los resultados de estas
investigaciones serviran para encontrar alternativas terapéuticas en el tratamiento de algunas de las enfermedades

bacterianas mas comunes en pacientes con estos padecimientos.

4.- RESUMEN TECNICO
La primera etapa consistié en la sintesis de una serie de chalconas obtenidas mediante condensaciones del tipo Claisen-
Schmidt entre 2-metoxiacetofenona y cuatro derivados de benzaldehido en medio basico (Serie A), tal como se muestra en el

esquema 1.
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Esquema 1. Serie de chalconas de tipo A.

En un matraz de bola de 100 mL se prepard una solucién de 2-metoxiacetofenona (1.05 eq.) en etanol (25 mL), después se

agrego hidréxido de sodio (2 eq.) y por ultimo el correspondiente derivado de benzaldehido (0.5 g), la reaccién se colocé a
reflujo, durante 3 horas.

La reaccion fue monitoreada por cromatografia en capa fina (SiO,, hexano-acetato de etilo 70:30).

A continuacion, el disolvente se eliminé por evaporacion a presion reducida, obteniendo asi un aceite de coloracién amarilla.
Se disolvio el producto con acetato de etilo, procurando no dejar nada de la solucién en el matraz.

Posteriormente el crudo de reaccion se colocé en un embudo de separacion y se adicionaron 20 mL de agua destilada, para
después extraer el producto organico utilizando acetato de etilo (3 x 10 mL). Se elimin¢ la fase inorganica (acuosa) y la

organica se secd con Na,SO; anhidro. El disolvente organico se elimind en rotavapor a presion reducida, obteniendo asi un
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aceite de coloracién amarilla.

Finalmente se realizd la purificacion bajo la técnica de cromatografia en columna (SiO, hexano-metanol 95:5), obteniéndose

rendimientos de los productos de entre 95-98%.
Todas las chalconas sintetizadas fueron caracterizadas por RMN (*H y 3C), FT-IR y espectrometria

esto son los espectros de RMN de la chalconas 1 (Espectros 1y 2).

de masas. Un ejemplo de
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Figura 1. Espectro RMN-'H (500 MHz, CDCI3) de la chalcona 1.




CODIGO: UPMP-00-00-000

INFORME TECNICO PROYECTO ,
DE INVESTIGACION Y/O REVISION: 1

DESARROLLO TECNOLOGICO

PAGINA: 4 de 20
< CO-H A=A WOOT =N ®
— QHEN QOMEN AW LI IO Ry
N} NAN OB NMa NS T a~N e
(=)} nwn < MMM ANANNN~A A~ O O N o < <
| O R T A ~ NN
~N ~N
O O (0]
‘ g O O\
Iny L A A

T T T

210 200 190

180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 14. Espectro RMN-'3C (500 MHz, CDCls) de la chalcona 1.

Posteriormente se realiz6 la sintesis de una serie de chalconas obtenidas mediante condensaciones del tipo Claisen-Schmidt

entre acetilferroceno y derivados de benzaldehido en medio basico (Serie B), tal como se muestra en el esquema 2.
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Esquema 2. Serie de chalconas de tipo B.

En un matraz se coloc una barra magnética, posteriormente fue conectado a aun refrigerante y se preparé una solucién de
2-metoxiacetofenona (1.05 eq.) en etanol (25 mL), después se agregd hidréxido de sodio (2 eq.) y, por Ultimo, el
acetilferroceno (0.5 g), la reaccién se coloco a reflujo, durante 3 horas.

La reaccion fue monitoreada por cromatografia en capa fina (SiO,, hexano-acetato de etilo 70:30).

A continuacion, el disolvente se eliminé por evaporacion a presion reducida, obteniendo asi un aceite de coloracién naranja.
El crudo de reaccion se disolvié con acetato de etilo para posteriormente ser colocado en un embudo de separacion. Se
adicionaron 20 mL de agua destilada y una vez formadas dos fases se procedié a agitar el embudo y separar la dase
organica. Este procedimiento se repitio tres veces (3 x 10 mL de Acetato de etilo). El disolvente organico se elimind por

evaporacion a presion reducida, obteniendo asi un aceite de coloracién naranja.
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Finalmente se realiz6 la purificacién bajo la técnica de cromatografia en columna (SiO2, hexano-metanol 95:5) y los

rendimientos de las chalconas ferrocenilicas fueron de entre 96 y 98%.

A continuacion se describen los espectros de resonncia magnética nuclear de una de las chalconas ferrocenilicas (Chalcona

7).

En el espectro de RMN-'H de la chalcona 7 destacan las siguientes sefiales: en 2.42 ppm se aprecian un singulete que
integra para tres hidrogenos pertenecientes al grupo metilo, en 4.22 ppm aparece un singulete asignado a 5 hidrédgenos que
corresponden al anillo de ciclopentadienilo del ferroceno sin sustituir, ademas, en 7.31 ppm y 7.34 ppm se aprecian dos

dobletes correspondientes a los protones olefinicos con una constante de acoplamiento J = 15 Hz. Todas las demas sefiales

coinciden con la estructura de la chalcona ferrocenilica 7 (Espectro 3).

Espectro 3. RMN-'H (500 MHz, CDCls) de la chalcona ferrocenilica 7.
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En este espectro de RMN-3C destacan las siguientes sefiales: en 21.43 ppm se aprecia una sefial
correspondiente al grupos metilo, a 125.52 ppm y 138.62ppm dos sefiales asignadas a los carbonos del puente de
enona (carbonos olefinicos), y una sefial asignada al carbono carbonilico a 193.03 ppm. Todas las demés sefiales

coinciden con la estructura de la chalcona ferrocenilica 7 (Espectro 4).

@)
=TT
Fe
=
7

Espectro 4. RMN-13C (500 MHz, CDCls) de la chalcona ferrocenilicaT.

La chalcona 7 cristalizé y se pudo analizar difraccion de rayos x, obteniendo asi la informacién de la tabla 1.
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La chalcona 7 presentd una simetria ortorrémbica, a consecuencia de ello, el contenido de la unidad asimétrica en los
cristales es también distinto. Para la chalcona 7 se present6 una sola molécula en la unidad y cristaliza con una simetria P24
21 24 como se presenta en la Figura 1.

El grupo ferroceno tiene una geometria comun, encontrada en muchos derivados de este complejo, con los anillos
ciclopentadienilo (Cp) paralelos y en una orientacion relativa eclipsada, mientras el ferroceno Fe (Cp2) cristaliza con una
conformacion alternada para los ciclos Cp.

El grupo a,B-insaturado de la parte organica esta coordinado al grupo del ferroceno por el atomo de carbono del grupo

carbonilo.

La chalcona 8 cristalizd y se pudo analizar difraccion de rayos x, obteniendo asi la informacién de la tabla 2.

En la chalcona 8 el cristal presentd una simetria monoclinica, a consecuencia de ello, el contenido de la unidad asimétrica en
los cristales es también distinto. Para la chalcona 8 se present6 una unidad asimétrica con dos moléculas independientes, en
el grupo espacial P2+ /c la cual se muestra en la Figura 2.

El grupo ferroceno tiene una geometria comun, encontrada en muchos derivados de este complejo, con los anillos
ciclopentadienilo (Cp) paralelos y en una orientacion relativa eclipsada, mientras el ferroceno Fe (Cp2) cristaliza con una
conformacion alternada para los ciclos Cp.

El grupo a,B-insaturado de la parte organica esta coordinado al grupo del ferroceno por el atomo de carbono del grupo

carbonilo.

Adicionalmente, en la sintesis de la chalcona 9 por sintesis sin disolvente en mortero de Agata, se pudo aislar un
subproducto de reaccion en forma de dimero 10, el cual es el resultado de la condensacion entre dos moléculas de la
chalcona 9 que dio lugar a una estructura ciclica de cuatro miembros y que de acuerdo a nuestra revision bibliogréfica es

trata de un compuesto nuevo (Figura 3)
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Resultados de ensayos biolégicos

Se llevd a cabo el estudio de las chalconas para ver que tanto inhibian a la cepa de E. coli, ATCC 25922. Se realizaron
ensayos microbioldgicos en microdilucion de tres chalconas distintas, la primera fue la (E)-3-(2,4-dimetoxifenil)-1-(2-
metoxifenil)prop-2-en-1-ona (1), la cual mostrd inhibicion de la bacteria a 325 pg/mL, después se llevé a cabo el estudio de la
segunda chalcona que fue la (2E)-1-Ferrocenil-3-(m-tolil)prop-2-en-1-ona (7), mostrando inhibicién a 450 pg/m. Por ultimo se
llevéd a cabo el estudio de la tercera chalcona que fue (2E)-1-Ferrocenil-3-(3-clorofenil)prop-2-en-1-ona (8) mostrando
inhibicion a una concentracion de 300 ug/mL (Figura 4).

En la tabla 3 se encuentran las concentraciones que se emplearon en el estudio antimicrobiano de las chalconas.
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5.- ANEXOS
5.1 Tablas

Chalcona Fc 7 |

Formula C19H15CIFeO
Fw 350.61
Dimensiones (mm3) 0.30x0.15%0.10
Grupo espacial P212121
a(A) 5.8022(3)

b (A) 10.5286(5)
c(A) 25.5874(12)
a(°) 90

B () 90

v () 90

V (A3) 1563.11(13)
2,2 4,1
Difractémetro Stadivari
Radiacion Ag-Ka

T (K) 295

Coef. de absorcion (mm-1) 0.591
Factores de transmisién No aplicado
Reflexiones medidas 42477
Send/A (A1) 0.62

Rint (%) 9.51
Completeness (%) 99.9

Data / parametros 3196/ 199
Restricciones 0

R1, wR2 [I > 20(l)] 5.00, 11.75
R1, wR2 [todos los datos] 5.95, 12.57
GOF sobre F2 1.019

Tabla 1. Datos cristalograficos de la chalcona 7.
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Formula C19H15CIFeO
Fw 350.61
Dimensiones (mm?3) 0.30x0.15%0.10
Grupo espacial P212124
a(A) 5.8022(3)
b (A) 10.5286(5)
c(A) 25.5874(12)
a(®) 90
B () 90
y (%) 90
V (A3) 1563.11(13)
2,7 4,1
Difractémetro Stadivari
Radiacién Ag-Ka
T (K) 295
Coef. de absorcion (mm-1) 0.591
Factores de transmision No aplicado
Reflexiones medidas 42477
Send/A (A1) 0.62
Rint (%) 9.51
Completeness (%) 99.9
Data / pardmetros 3196 /199
Restricciones 0
R1, wR2 [I > 20(I)] 5.00, 11.75
Ri1, WR2 [todos los datos] 5.95, 12.57
GOF sobre F2 1.019

Tabla 2. Datos cristalograficos de la chalcona 8.
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Chalcona 1 Chalcona 7 Chalcona 8
Hg/mL Mg/mL UFC/mL Mg/mL
100 2x108 100 5x1010 200 13x104
200 2x104 200 1x104 300 0
300 3x102 330 1x102 375 0
325 0 450 0 600 0
330 0 452 0 605 0
335 0 454 0 615 0
350 0 455 0 623 0
385 0 500 0 700 0

Tabla 3. Concentraciones de las chalconas.
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5.2 Figuras

Figura 1. Productos sintetizados.




CODIGO: UPMP-00-00-000

INFORME TECNICO PROYECTO ,
DE INVESTIGACION Y/O REVISION: 1

DESARROLLO TECNOLOGICO
14 de 20

PAGINA:

Figura 2. Diagrama ORTEP de la chalcona 8.
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Figura 3. Diagrama ORTEP de la r-1,¢-2,t-3,t-4-1,2-Bis(benzoil)-3,4-bis(2-nitrofenil)ciclobutano (Dimero 10).

Chalcona 1 Chalcona 2 Chalcona 3
O/ 0 O/ i i = Cl
= S
(L % J 3 »
I
\ /s i

Figura 4. Chalconas analizadas.
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6.- REPORTE DE RESULTADOS

6.1.- Generacion de nuevo conocimiento
Las dos series de chalconas se pudieron caracterizar con éxito por diferentes herramientas espectroscopicas como lo es
RMN de 'Hy 8C, FT-IR y espectroscopia de masas.
Adicionalmente se lograron obtener cristales de dos chalconas del tipo ferrocenilicas, llevandolas a difraccion de rayos-X para
obtener mas informacién de las chalconas. Asimismo, en la sintesis en estado solido de la chalcone 9 se pudo aislar un
dimero (10), el cual no se encuentra registrado en la literatura.
Los productos obtenidos dentro de este proyecto presentaron un rendimiento cuantitativo.
Las chalconas analizadas en la presente reporte mostraron ser potentes antimicrobianos contra la cepa E. coli, debido a que
el 100% de esta fue inhibida a diferentes concentraciones para la chalcona 1 la concentracién a la cual inhibié fue a
325ug/mL, para la chalcona 7 fue a 450 pg/mL y por Gltimo la chalcona 8 inhibi6 a 350 pg/mL.
Las chalconas mostraron diferentes concentraciones inhibitorias de la cepa segun las propiedades quimicas que estan
tuviesen, lo cual hace mas interesante su estudio y su posible mecanismo.
Estas manifiestan tener potencialidad para inhibir no s6lo bacterias no patdgenas como es este el caso sino podrian ser
candidatas para inhibir bacterias patégenas del humano o incluso podrian ser utilizadas como desinfectantes en la industria
alimentaria entre otras perspectivas de estudio.
Gracias a este trabajo se conoce la concentracion dptima para inhibir el 100% de la cepa E coli ATCC25922, por lo que

permitira realizar estudios posteriores con cepas patégenas de humano para su posible aplicacidn farmacéutica.

Objetivos Resultado esperado Resultado obtenido Indicador verificable del
resultado
Etapa 1. Sintesis verde y Sintesis de una serie de Sintesis de dos series de Congresos

caracterizacion
espectroscdpica de una serie
de nuevas salicilcetoiminas
ferrocenilicas a,$3-

insaturadas.

salicilcetoiminas

ferrocenilicas

chalconas.

Articulo indexado

Tesis de alumno

Etapa 2. Sintesis verde y

caracterizacion

Sintesis de una serie de

complejos de

Sintesis de dos series de

chalconas.

Congresos

Articulo indexado
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espectroscdpica de una serie | salicilcetoiminas Tesis de alumno
de nuevos complejos ferrocenilicas
metalicos, derivados de
salicilcetoiminas
ferrocenilicas a,p-
insaturadas quirales y sales
de metales de transicién (Co,
Ni, Cu, Zn y Pd).
Etapa 3. Evaluar el efecto Pruebas microbiologicas de | Pruebas microbiologicas de | Congresos
antimicrobiano de los una serie de complejos de una serie de chalconas Articulo indexado
complejos metalicos salicilcetoiminas contra cepas de E. coli Tesis de alumno
derivados de ferrocenilicas ATCC 25922.
salicilcetoiminas
ferrocenilicas a,p-
insaturadas quirales y sales
de metales de Co, Ni, Cu, Zn
y Pd contra cepas
patogenas.
6.2.- Fortalecimiento de la capacidad cientifica
Resultado Esperado Resultado obtenido Indicador verificable del resultado
Generacién y aplicacion del Se publicé un articulo indexado, parte Congresos
conocimiento. de los resultados se presentaron en Articulo indexado

congresos nacionales y se realizé una | Tesis de alumno

tesis de licenciatura.

6. 4.- Impactos esperados

Impacto esperado Plazo Indicador verificable Supuestos
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7.- NOTAS Y SUGERENCIAS.

8. Presenta 9. Recibe
Dr. José Jaime Vazquez Bravo Mtro. Juan Carlos Maldonado Dr. Efrain C. Morales Castro
Profesor de Tiempo Completo Director de Programas Académicos Secretario Académico
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Instructivo de llenado del Informe Técnico

NUMERO

INFORMACION QUE SE DEBE ESCRIBIR

1. TITULO

Se indica el nombre del proyecto realizado.

2. PARTICIPANTES:

Se escribe el nombre de los investigadores y alumnos
participantes, indicando su rol, en el caso de investigadores
puede ser de titular o colaborador, y en el caso de alumnos
puede ser tesista, residente profesional, prestador de servicio
social o alumno participante.

3. SINOPSIS TECNICA

Se presentan los principales resultados y conclusiones
obtenidos durante la realizacion del proyecto, utilizar sélo el
espacio disponible en la primera pagina.

4. RESUMEN TECNICO

Debe iniciar con un indice y estar dividido en capitulos, indicar
la descripcidn del problema, la metodologia utilizada en la
realizacion de la investigacion, los resultados obtenidos y las
principales conclusiones. Si se incluyen tablas, figuras,
graficos, fotografias u otros soportes, estos deben ser
presentados en anexos.

5. ANEXOS:

Todo el material que dé soporte al resumen técnico, tablas de
resultados estadisticos y sus respectivos analisis, graficos,
figuras, disefios, fotografias, evidencias de los resultados
obtenidos, cddigo fuente de programas o simulaciones por
computadora, etc.; estos datos deben permitir que otro
investigador pueda replicar el trabajo para contrastar los
resultados obtenidos si fuese necesario.

6. CUADRO DE
RESULTADOS DE
GENERACION DE
CONOCIMIENTO

Relacione los resultados de generacion de conocimiento
obtenidos durante la realizacion del proyecto con respecto a
los objetivos y resultados esperados planteados en el proyecto
original. Los resultados de generacidn de conocimiento
pueden ser: nuevo conocimiento, desarrollo tecnolodgico,
innovacion tecnologica, desarrollo de software, disefio y
fabricacion de prototipos, paquetes tecnoldgicos etc., y deben
estar soportados por sus respectivos indicadores verificables:
publicaciones, patentes, registros, normas, certificaciones, etc.

7. NOTAS Y SUGERENCIAS

En caso de no lograrse alguno de los resultados esperados
formulados en el proyecto en lo relacionado a la Generacion
de nuevo conocimiento, fortalecimiento de la capacidad
cientifica y apropiacion social del conocimiento, anexar una
nota que dé cuenta de la situacidon. Se recomienda incluir
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sugerencias para fortalecer la difusion y transferencia de los
resultados de la investigacion, el cual sera evaluado para su
posible apoyo institucional en la implementacion.
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Resumen. La estructura piperidinica forma parte importante del esqueleto de una extensa diversidad de
alcaloides y productos sintéticos de interés biologico. Una variedad de medicamentos basados en estas
entidades estructurales se han sintetizado de acuerdo a la lista top 200 de la FDA. Este estudio revel6 que
dentro de la lista 22 corresponden a derivados de piperidina, destacando en la lista al metilfenidato como
el farmaco derivado de piperidina mas prescrito.

Debido a esto, diferentes grupos de investigacién han dedicado sus esfuerzos al desarrollo de nuevas y
variadas metodologias para llevar a cabo la sintesis estereoselectiva de alcaloides piperidinicos,
indolizidinicos y quinolizidinicos utilizando como material de partida intermediarios piperidinicos
quirales enantiopuros.>? En este aspecto, la (R)-(-)-1-(2’-hidroxi-1’-feniletil)piperidin-2-ona ha resultado
ser un magnifico intermediario, ya que a partir de este compuesto ha sido posible funcionalizar los
carbonos 2 y 3 del anillo piperidinico y de esta manera, se ha llevado a cabo la sintesis estereocontrolada
de derivados de la familia de la piperidina.> *

En base a lo anterior, nuestro grupo de trabajo presenta la funcionalizacion del carbono 3 del anillo de la
piperidin-2-ona utilizando yoduro de etilo como electréfilo obteniéndose una mezcla diastereoisomérica.
Las 3-alquilpiperidonas y los compuestos intermediarios fueron caracterizadas por métodos
espectroscopicos de infrarrojo, resonancia magnética nuclear de *H, *C y espectrometria de masas (IE*).
Los excesos diastereoisoméricos fueron determinados por RMN vy la estructura de un compuesto
dialquilado fue determinada por estudios de difraccién de rayos-X de monocristal.
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Introduccion

La estructura piperidinica forma parte importante del esqueleto de una extensa diversidad de alcaloides y productos
sintéticos de interés biologico. Este tipo de compuestos son objeto de estudios tanto quimicos como clinicos.

Debido a esto, diferentes grupos de investigacion han dedicado sus esfuerzos al desarrollo de nuevas y variadas
metodologias para llevar a cabo la sintesis estereoselectiva de alcaloides piperidinicos, indolizidinicos y
quinolizidinicos utilizando como material de partida intermediarios piperidinicos quirales enantiopuros.*

En este aspecto, la (R)-(-)-1-(2’-hidroxi-1’-feniletil)piperidin-2-ona ha resultado ser un magnifico intermediario, ya
que a partir de este compuesto ha sido posible funcionalizar los carbonos 2 y 3 del anillo piperidinico y de esta
manera, se ha llevado a cabo la sintesis estereocontrolada de derivados de la familia de la piperidina.’

Objetivo. Realizar la alquilacion diastereoselectiva del carbono 3 del anillo de la piperidin-2-ona.
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Resultados y discusion. En la primera etapa se efectué la condensacion de (R)-(-)-2-fenilglicinol con 1,5-
dibromopentano para la obtencién de la piperidina. Posteriormente el C-2 del anillo piperidinico se oxidé con bromo
en medio basico para generar la piperidin-2-ona 1. Se continu6 con la alquilacién de la piperidin-2-ona con LDA o
sec-BuLi como base, CH,CH.l y THF. La reaccion se realiz6 a -78°C con ayuda de un ultra enfriador (Esquema 1).
La estructura de la (3S,1'R) y (3R,1'R)-(2'-Hidroxi-1'-feniletil)-3-etilpiperidin-2-ona fueron establecidas por datos
espectroscopicos (FT-IR, *H-NMR, *C-NMR, EI-MS).

1) LDA o sec-BulLi
N"Xo  2)CHsCHyl N" 0o + N0
H

/"
E:HVOH THF, -78°C [:HVO ©)VOH

Cuadro 1. Alquilacion diastereoselectiva del C-3 de la
piperidin-2-ona 1

Sec-
Esquema 1. Alquilacion diastereoselectiva de la - BuLi (3 (Clz'g;' 84 90 2a+2b
piperidin-2-ona. eq) '
. . LDA (3 CoHsl
En el experimento 2 se usé como base LDA (3eq) - eq) { (12.6)5 % 90 2a+2b
obteniendo un rendimiento un 90% Yy un exceso LDA CoHsl
diastereoisomerico del 90% (determinado por RMN-!H). - (35eq) (L6) 82 - 2a+2b+2c

Cristalografia de rayos-X

Los datos de difraccion de rayos-X se obtuvieron en un
difractébmetro marca Agilent modelo Oxford-Gemini-
Atlas con deteccién de area y radiacion monocromatica
de Mo Ka (A = 0,71073 A). EI programa utilizado para
colectar y refinar la celda unitaria fue CrysAlis PRO.
CrysAlis RED se utiliz6 para reducir los datos.
SHELXL-2013 se utiliz6 para resolver y refinar la
estructura.

Fig. 1. Vista ORTEP de una molécula independiente del
compuesto 2c encontrada en la unidad asimétrica
(elipsoide al 30% de nivel de probabiliad).

Conclusién. Se funcionaliz6 el carbono 3 del anillo de la piperidin-2-ona 1 utilizando yoduro de etilo como
electréfilo obteniéndose la mezcla diastereoisomérica 2a + 2b. Se evalud y se separd la mezcla diastereoisomerica,
pudiéndose obtener asi el diastereoisomero mayoritario 2a. Adicionalmente se pudo aislar la piperidona dialquilada
2c.
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Resumen.

La importancia del esqueleto de ciclobutano radica en que esta presente en productos naturales de origen
diverso como bacterias, hongos, plantas e invertebrados marinos.> Su estructura es de importancia en la
industria farmacéutica y medicinal,® y en sintesis organica como bloque de construccion para otros
compuestos derivados.* Un método rapido para obtener anillos de ciclobutano es por dimerizacion
fotoquimica de compuestos carbonilicos o carboxilicos o,B-insaturados y en particular
benzalacetofenonas (chalconas). Sin embargo, bajo nuestro conocimiento no se ha estudiado la sintesis de
ciclobutano por cicloadicién [2+2] entre chalconas bajo condiciones sin disolvente en mortero. Estas
reacciones tienen ventajas sobre las reacciones fotoquimicas, entre las que se destacan la reduccion de la
contaminacion, bajo costo, simplicidad en el proceso y el manejo. Ademas, de los cuatro posibles
estereoisomeros de la cicloadicidon de trans-chalconas (sin o anti, cabeza-con-cabeza y cabeza-con-cola)
por reaccion fotoquimica son pocos los ejemplos en donde se obtienen estereoisomeos sin cabeza-con-
cabeza.

Por todo lo anterior, debido a la importancia del anillo de ciclobutano nuestro grupo de trabajo decidi6
sintetizar una (£)-3-(2-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona, a partir de acetofenona y 2-nitrobenzaldehido
por condensacion de Claisen-Schmidt sin disolvente, con la intencion de poder aislar un posible dimero
formado por la interacciéon mecanoquimica en estado solido de dos chalconas de la misma especie y asi
demostrar que es posible sintetizar este tipo de anillos de cuatro miembros.

La chalcona sintetizada fue caracterizada por RMN de 'H y *C, IR y espectrometria de masas y mostro
conformacion trans por RMN. Ademas, se pudo aislar y caracterizar por espectroscopia de rutina un
ciclobutano (dimero de chalcona) con estereoisomeria sin cabeza-con-cabeza cuya estructura fue
confirmada por estudios de rayos-X de monocristal.

Palabras clave: ciclobutano, mecanosintesis, cicloadicion [2+2]

Introduccion

La sintesis de anillos de ciclobutano generalmente involucra la dimerizacion fotoquimica de olefinas, compuestos
carbonilicos o carboxilicos a,B-isaturados. Tradicionalmente, estos compuestos son sintetizados a través de
fotocicloadicion intermolecular [2+2] de 1,3-diaril-2-propen-1-onas (chalconas) en solucién, estado sdlido y
fundicion por irradiacion UV.> 6

Objetivo. Sintetizar y caracterizar espectroscopicamente un dimero de ciclobutano por cicloadicion [2+2]
mecanoquimica de dos chalconas bajo condiciones sin disolvente.



SMCr. VIIl Congreso Nacional de Cristalografia
Il Reunién Latinoamericana de Cristalografia
VI Reunién de Usuarios de Luz Sincrotron
23-27 de octubre del 2016. Mérida, Yucatan, México

Resultados y discusién. La preparacion del dimero 2 involucra la sintesis preliminar del intermediario de chalcona
1 por condensacion de Claisen-Schmidt entre acetaldehido y 2-nitrobenzaldehido por técnica mecanoquimica
(molienda en mortero) bajo condiciones sin disolvente a temperatura ambiente (Esquema 1). El proceso de reaccion
fue monitoreado por cromatografia de TLC. Después de completar la reaccion la reaccion fue diluida con CH,Cl,, y
lavada con salmuera. La fase organica fue separada, secada con MgSOs y evaporada bajo presion reducida.
Finalmente, el residuo crudo fue purificado por cristalizacion para dar lugar al correspondiente dimero y la chalcona
intermediaria como un sélido blanco y café respectivamente. Este procedimiento produjo el dimero 2 en rendimiento
del 30%. La estructura del dimero y la chalcona fueron establecidas por datos espectroscopicos (FT-IR, 'H-NMR,
BC-NMR, EI-MS). La estructura del dimero 2 se pudo confirmar por estudios de difraccion de rayos-X.

Cristalografia de rayos-X

Los datos de difraccion de rayos-X se obtuvieron en un
difractometro marca Agilent modelo Oxford-Gemini-
Atlas con deteccion de area y radiacion monocromatica
de Mo Ka (L= 0,71073 A). El programa utilizado para
colectar y refinar la celda unitaria fue CrysAlis PRO.
CrysAlis RED se utilizo para reducir los datos.
SHELXL-2013 se utiliz6 para resolver y refinar la
estructura.

Fig. 1. Vista ORTEP de una molécula independiente del
diméro encontrada en la unidad asimétrica (elipsoide al
30% de nivel de probabiliad)

Conclusiones.

En base a lo anterior como conclusion se tiene que es posible obtener por técnica mecanoquimica sin disolvente
derivados de ciclobutano por cicloadicion [2+2] entre dos chalconas que presentan isomeria trans (J = 15.0 Hz en
RMN-'H). Se destaca que los cuatro posibles esteroisdémeros de ciclobutano, solo se obtiene uno, el cual presenta
isomeria sin-cabeza-con-cabeza.
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o ; lied

La: cetonas o B-insaturadas son precursoras biogenéticas de flavencides en plantas superiores. Son conoeidas came
chalzenas ¥y consisten en flavoneides de cadena abierta en los cuales dos grupos fenilo estan enlazados por un puents
de enona.' Se ha reporiado que este imporiante gropo de moléculas orgdnicas exhiben una amplia vanedad de pro-
piedades farmacoldgicas, a saber; antimicoticas, anfimutagénicas, antitumorales, anttbacteriales, refroivirales, anti-
inflamatorias, antivleerativas, anticancerigenas, ademas de la actividad hepatoprotectiva® Debido a sus interesantes
aplicaciones, nuestro grupo de trabajo decidié sintetizar una serie de (3E)-3-(Aril)-1-fenilprop-1-an-1-onas a partir
de acetofencna y derivados de benzaldehido por condensacion de Claisen-Schmidt sin disobvente con excelentes ren-
dimientos. La series de chaleomas servirin como miermedios en la sintesis de agentes quelantes de iones de metales
de transicidn, los cuales se esperan tengan potencial actividsd farmacoldgica contra lingas calulares cancerigenas.
Todas las chaleonas sintetizadas foeron caractenizadas por diversos métedos espectroscopicos, que meluyen EMIN de
"Hy 5C, IR v espectromatris de masas. Los valores de los protones olafinicos da las chaleonas ap EWI presentaren
grandes constantes de acoplamiento (1 = 15.3-13.6 Hz), lo cual indica que &l fragmento stilénico de la enona presen-
ta conformacion rans, En nanl:lusmn. estas reacciones presentin ventajas tales como; eficiencia, selectividad, facil
separacidn, purificacion v condiciones suaves de reaceidn
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Las piperidnas y sus derrvados han atraido |2 atencidn de la commmdad cientifiea, va que representan 13 wnidad

central de una amplia gama de alcaloides v compuastos biclogicamente actives,’ Las pipenidimas 2, 3-disustituidas se
ERCuSniran &n numerosos produstos naturales v son subunidades comunes en diferentes firmacos.” En consacnencia,
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e ha prestado gram atencion a la construccion de compuestos de pipendinay guirales fancionalizados v &l desarrollo
de métodos para [a sintesis de estos heterocielos sustituidos ba sido objeto de considerables esfuerzos smtéticos’ La
Eintesis asimétrica jusga un papel muy imporiants en la quimica de los productos naturales, va que permite preparar
una extensa variedad de sustancias que presentan en sus estrocturas 3l menos un centro sstereogénion que les confisra
distmetria, En este trabajo se dascribe la sintesix del mtermedianio quiral snantiopure (1R, 38)-(-)-3-bromo-1-(2"-
hidroo- | - femsletil}piparidin-2-ona* v s wio para [a obtencidn de derivados 3-amiopiperidinicos que proceden con
buena estereoselectividad a través de un mecanismo SN2, Todos los compuestos sintetizados foeron caractenzados
por diversos métodos espactroacdpicos, que incluyven ERIN de 'H v VC, IR, polarimetria, espactrometria de masas y
difraceién de rayos X, En conclusidn al compuesto (1'R 25)-(-)-3-brome-1-(2 ' -hidreo-1 ' -fanileti])-prpenidin-1-ona,
@1 un intermediario quiral util como via de acceso para la obtencidn de piperidinas funcionalizadas, en particular
J-bencilaminopiperidm-2-onas con rendimientos mavores al 70% v una relacién diastersoisomirica 90:10.
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La Bursera mulrjjuga a5 una especia que crace &n al bosgue tropical caducifolio, principalments en los estadas da
Apuascalientes, Zacatecas, Jaliseo y Mayarit. En astodios previos de los extractos hexdnicos de los tallos de esta plan-
i3, =& obtuvisron principalments tres diterpenos de ssqualeto cembranoide, cuya caracterizacion se realizd an basa a
gus datos de BV de *H, BMI de “C v expanmentos de dos dimensiones.

En al pragante trabajo, za realizs o] sstodio fMoquimizo de los exractos haxdnicos de [a resina de Burzara multjiuga,
ohteniende mayontariamente metabolitos diterpénicos como el cembrens] v el 7 8-epoxicembrenc], ademas de un
terpens C-30.

Al 7 B-gposcicembrenol previamente aislado de los tallos de la misma especie, s e asignd inequivocamente su confi-
guracién absoluta mediants DCV v edleulos computacionales, arrojando la configuracion abaoluta 15 7R 88
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de enona.' Se ha reporiado que este imporiante gropo de moléculas orgdnicas exhiben una amplia vanedad de pro-
piedades farmacoldgicas, a saber; antimicoticas, anfimutagénicas, antitumorales, anttbacteriales, refroivirales, anti-
inflamatorias, antivleerativas, anticancerigenas, ademas de la actividad hepatoprotectiva® Debido a sus interesantes
aplicaciones, nuestro grupo de trabajo decidié sintetizar una serie de (3E)-3-(Aril)-1-fenilprop-1-an-1-onas a partir
de acetofencna y derivados de benzaldehido por condensacion de Claisen-Schmidt sin disobvente con excelentes ren-
dimientos. La series de chaleomas servirin como miermedios en la sintesis de agentes quelantes de iones de metales
de transicidn, los cuales se esperan tengan potencial actividsd farmacoldgica contra lingas calulares cancerigenas.
Todas las chaleonas sintetizadas foeron caractenizadas por diversos métedos espectroscopicos, que meluyen EMIN de
"Hy 5C, IR v espectromatris de masas. Los valores de los protones olafinicos da las chaleonas ap EWI presentaren
grandes constantes de acoplamiento (1 = 15.3-13.6 Hz), lo cual indica que &l fragmento stilénico de la enona presen-
ta conformacion rans, En nanl:lusmn. estas reacciones presentin ventajas tales como; eficiencia, selectividad, facil
separacidn, purificacion v condiciones suaves de reaceidn

Rane, R.A; Telekar, VN, Bioorg, Med Chem. Lerr 2010, 20, 5681-3683; 2. (a) Konieczny, M.T ; Konieezay, W;
Habizz, M.; Skladanowsla, A ; Wakiee, E.; Avpustynowice-Kopee, E.; Zwolska, £, Ewy J Mad Chem 2007, 42,
729-733; () Pandeya, 8.N,; Sriram, D.; Nath, G.; DeClescq, E., Eur. J Med Chem. 1999, 9, 25-31; (c) Edenbarder,
R.; Patersdorff, L V; Rauscher, R, Mutar. Res, 1993, 287, 261-274; (d) Sabzevari, O.; Mahmoudian, §.; Minasi, B.;
Pavdar, H., Toxicol, Lan 2010, 104, 8213,
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Floves,' Jaime Vizquez Bravod
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ERCuSniran &n numerosos produstos naturales v son subunidades comunes en diferentes firmacos.” En consacnencia,
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Introduccion.

Las chalconas (1,3-diarilprop-2-en-1-onas), pertenecen a una amplia clase de
compuestos que contienen dos anillos aromaticos o heteroaromaticos enlazadas

con un fragmento de vinilcetona (Figura 1)."

O
Z

Figura 1. Estructura general de una Chalcona.

Estudios recientes reportan una amplia gama de actividades farmacoldgicas,
incluyendo  efectos antibacterianos, antioxidantes, antiinflamatorios y
anticancerosos.? 3 4

Un Ejemplo de esto es la licochalcona (Figura 2), la cual tiene actividad
anticancerigena contra leucemia L1210 y melanoma B16, actividad inhibidora
contra Leishmania major y Leishmania donovani en etapa de promastigote y

amastigote. Esta chalcona fue aislada de aislada de Glycyrrhiza inflata®.

HO H,CO OH
O H
XN
OH O H

C(CH3)2CH=CH,
Licochalcona

Figura 2. Estructura de la licochalcona.
También, la 4-hidroxirricina (Figura 3) que presenta considerable actividad

antibacteriana contra bacterias patogénicas Gram-positivas, la cual fue aislada de

la planta Glycyrrhiza inflata.®



HsCO > OH
O H
X
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4-hidroxirricina

Figura 3. Estructura del 4-hidroxirricina.

Las chalconas son precursores importantes en la biosintesis de flavonas,
flavanonas y antocianinas que son sustancias comunes en las plantas.”

Por otra parte, en el laboratorio son usualmente sintetizadas a partir de
acetofenonas y benzaldehidos, a través de condensaciones tipo Claisen-Schmidt,
utilizando una base en un disolvente polar.®

Como antecedentes al presente protocolo tenemos que en 1985 March y
colaboradores®, realizaron la sintesis de una serie de chalconas, las cuales fueron
obtenidas por medio de la reaccién de condensacidén entre acetofenonas y

benzaldehidos (Esquema 1).

Esquema 1. Sintesis de la chalcona a partir de la condensacion de Claisen-
Schmidt entre benzaldehido y acetofenona.

En la busqueda de metodologias sencillas, ecoldgicas y econdmicas, en 2012
Escobedo y colaboradores, hicieron ensayos de condensacion asistida por
microondas utilizando a la 4,4’-dihidroxichalcona con 12—Al203 como catalizador, en

condiciones libre de disolventes. Dando lugar a un producto con rendimiento del



94% en condiciones de 60° C y 120 W, con una mezcla de |12—-Al203 en relacion 1:2

0(Esquema 2).

O OH -
o
Esquema 2. Sintesis por microondas de 4,4"-dihidroxichalcona catalizada
con I12-AI203 en condiciones libre de disolventes.

Adicionalmente, se han reportado protocolos sintéticos mas exaticos, tal como el
acoplamiento de Suzuki mediado por paladio entre cloruro de cinamoilo y acidos
fenilboroénicos, otro es el acoplamiento Heck de carbonilacion con haluros de arilo

y estirenos en presencia de monoxido de carbono (Figura 4)." 12
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Figura 4. Ejemplos de rutas sintéticas para la obtencion de chalconas. I)
condensacion de Claisen-Schmidt. II) acoplamiento cruzado de Suzukiy
III) Reaccion de carbonilacion de Heck.

Por otra parte, el ferroceno pertenece a la familia de los metalocenos, los cuales
son un grupo de compuestos organometalicos cuya estructura se basa en una

disposicion centrada del metal entre dos ciclopentadienilos, éstos les proporcionan



gran estabilidad a los compuestos. A este tipo de estructuras se les conoce

comunmente como estructuras “tipo sandwich”.'3

Se sabe que los metalocenos exhiben una amplia gama de propiedades
bioldgicas. Entre ellos, el ferroceno ha atraido una atencion especial debido a que
es neutro, quimicamente estable, no toxico y capaz de cruzar las membranas
celulares.' De hecho, se sabe que la incorporacion de unidades de ferroceno en
moléculas organicas introduce importantes y nuevas propiedades en estos

materiales '° (Figura 5).

@ =

‘ M = Metal
M (Ejemplo, Ru, Mo, Fe, etc) Fe
Metaloceno Ferroceno Imagen 3D

Figura 5. Estructura quimica de los metalocenos y ferroceno.

Un ejemplo de esto, es la incorporacion del ferroceno en una serie de chalconas
con actividad antipaludica in vitro, contra una cepa de P. falciparum resistente a la
cloroquina. Se encontré que las chalconas del tipo ferrocenilicas pueden ser mas
activas que los derivados unidos al anillo de fenilo (tradicionales). Adicionalmente,
con respecto a la actividad antimalarica, fue descubierto que las Fc-chalconas que

se estudiaron eran menos activas que sus analogos organicos.'®

Por otra parte, Saeed y colaboradores reportaron la sintesis de algunos derivados
de glucocidos de Fc-chalconas y su actividad antitumoral in vitro contra las células

de leucemia humana (HL-60)"".

En el presente trabajo se propone la sintesis de dos series de chalconas por

condensacion de Claisen-Schmidt, utilizando hidréoxido de sodio como base en



metanol (Tipo A y B), en la primera serie el grupo carbonilo estara directamente
unido a ferroceno (Fc), mientras que en la segunda serie estara unido a un anillo

de fenilo sustituido (Esquema 3).

R4
Acetil ferroceno Derivado de Chalconas tipo A
benzaldehido

Esquema 3. Sintesis de chalconas tipo A.

tipo B

Derivado de Derivado de
benzaldehido Acetofenona

Esquema 4. Sintesis de chalconas tipo B.



Definicion del problema.

Dentro de la rama de la quimica existe la problematica de la obtencién de nuevos
compuestos innovadores que puedan servir como precursores para la sintesis de
nuevos compuestos, por otra parte también pueden tener actividad bioldgica ya
sea como antibacteriano, antifungico, antimalaricos, entre otros.

De igual forma se han encontrado que algunos productos quimicos pueden servir
dentro del area de las energias, como conductores, en respuesta a estas
problematicas nos dimos a la tarea de buscar productos quimicos que puedan ser
la respuesta dentro de diferentes areas de la ciencia.



Objetivo.

Realizar la sintesis, caracterizacion espectroscopica y evaluar la actividad

antibacteriana de dos series de analogos de chalconas naturales.

Objetivos especificos

Sintesis y caracterizacion espectroscopica de dos series de analogos de
chalconas naturales.

1.1. Sintetizar una serie de chalconas mediante condensaciones del tipo Claisen-
Schmidt entre 2-metoxiacetofenona y cuatro derivados de benzaldehido en medio
basico (Serie Tipo A).

1.2. Sintetizar una serie de chalconas mediante condensaciones del tipo Claisen-
Schmidt entre acetilferroceno y cuatro derivados de benzaldehido en medio basico
(Serie Tipo B).

1.3. Caracterizar espectroscépicamente las dos series de analogos de chalconas
naturales por técnicas de RMN ('H y '3C), FT-IR, UV-Vis y espectrometria de

masas.



Métodologia.

Parte experimental

Los reactivos quimicos utilizados fueron adquiridos en la casa comercial Aldrich
Chemical Co., y se utilizaron de manera directa sin un proceso de purificado. Los
disolventes empleados fueron secados y purificados mediante la metodologia
reportada en la metodologia.

El seguimiento de las reacciones fue llevado a cabo por cromatografia en capa
fina usando cromatofolios de la casa comercial Merck de silice 60 con indicador
fluorescente a 254nm, la cual cuenta con un espesor de 0.1 mm. Fueron revelados
con la ayuda de lampara UV y solucion reveladora de permanganato de potasio.

La purificacion de los productos se realizé mediante el método de cromatografia
en columna, se uso6 gel de silice de la casa comercial Merck 60 de 63-200 mallas,
las cual fue utilizada como fase estacionaria y mezclas de disolvente en
proporciones adecuadas (acetato de etilo, hexano, metanol) como fase mavil.

Los experimentos de RMN de 'H se realizaron en quipos de RMN Bruker Avance
[1l (500 MHz) y los experimentos de '3C se realizaron en equipos de RMN Bruker
Avance Ill (150 MHz.) Todos los experimentos se llevaron a cabo usando TMS
como una referencia interna.



Hipotesis

1. Etapa 1. Sintesis y caracterizacién espectroscopica de dos series de analogos de
chalconas naturales.

1.1. Sera posible sintetizar dos series de chalconas (Series Tipo A y B) mediante

condensaciones del tipo Claisen-Schmidt entre 2-metoxiacetofenona o acetilferroceno con

cuatro derivados de benzaldehido en medio basico.

1.2. Las dos series de chalconas daran un mejor rendimiento que las obtenidas por

metodologia sin disolventes en mortero de agata.

Etapa 2. Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de las series de analogos de chalconas

naturales contra Escherichia coli

2.1 Las series de chalconas presentaran actividad antibacteriana contra la cepa

de Escherichia coli



Objetivos
Objetivo general

Realizar la sintesis, caracterizacion espectroscépica y evaluar la actividad antibacteriana

de dos series de analogos de chalconas naturales.

Objetivos particulares
Etapa 1. Sintesis y caracterizacién espectroscépica de dos series de analogos de

chalconas naturales.

1.4. Sintetizar una serie de chalconas mediante condensaciones del tipo Claisen-
Schmidt entre 2-metoxiacetofenona y cuatro derivados de benzaldehido en medio basico
(Serie Tipo A).

1.5. Sintetizar una serie de chalconas mediante condensaciones del tipo Claisen-
Schmidt entre acetilferroceno y cuatro derivados de benzaldehido en medio basico (Serie
Tipo B).

1.6. Caracterizar espectroscopicamente las dos series de analogos de chalconas

naturales por técnicas de RMN ('H y '°C), FT-IR, UV-Vis y espectrometria de masas.

Etapa 2. Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de las series de analogos de chalconas

naturales contra una cepa de Escherichia coli ATCC 25922



Materiales y métodos

Existen diversos métodos para realizar sintesis de chalconas pero uno de los mas usados
en la actualidad es el de condensaciéon Claisen-Schmidt, este tipo de reacciones se
realizan en presencia de una cetona y un aldehido, en diversos casos se utilizan
derivados de la acetofenona y de benzaldehido, este tipo de reacciones se pueden
generan en medio acido basico, en nuestro caso las reacciones se llevaron a cabo en

condiciones convencionales utilizando NaOH en solucion y bajo reflujo.

Tanto los derivados de acetofenona como de benzaldehido seran comprados en Aldrich®
y se usaran tal como seran recibidos (Pureza minima 95%). Todos los disolventes seran

secados y destilados antes de utilizarse.

El monitoreo de la reaccidn se realizara por TLC utilizando gel de silice marca Merck® 60
F254 en placas de aluminio. Los crudos de reaccién seran purificados por columna
cromatografica en silica gel (Malla de 70-230, Merck®). El disolvente sera removido bajo

presion reducida en aparato rotavapor.

Para la caracterizacién de los compuestos se utilizaran métodos espectroscopicos de

infrarrojo, resonancia magnética nuclear de 'H, '*C y espectrometria de masas (IE*).

Se realizaran dos series de chalconas las cuales seran sintetizadas por metodologia de

Claisen-Schmidt entre acetilferroceno (Tipo A) o bien 2-metoxiacetofenona (Tipo B).

Se probara con cuatro derivados de benzaldehido en metanol bajo condiciones de reflujo.
Cada una de las reacciones sera monitoreada por TLC utilizando como mezcla Hexano:
AcOET 95:5.

Al término de las reacciones se realizara la purificacion por CC, se utilizara gel de silice.
Los productos seran secados utilizando presion reducida en rotavapor, después su
estructura sera confirmada por estudios cromatograficos de FT-IR, RMN en modalidad 'H

y 13C, asi como espectrometria de masas IE".

En base a los resultados obtenidos se evaluara la posibilidad de utilizarlos en las sintesis
de dos tipos de heterociclos como son las piridinas y las pirazolinas, en cuanto a su

utilizacién como potenciales agentes antibacterianos.



De ser posible se realizara el estudio para probar la inhibicidon del crecimiento microbiano

de bacterias gram negativas como es Escherichia coli



Infraestructura disponible.

La Universidad Politécnica Metropolitana de Puebla se cuenta con:

Espectrofotometro UV-Vis Mod. Lamda 35, Perkin Elmer.
Espectrofotometro (colorimetro), Thermoc
Agitadores Vortex, Scientific Industries.
Agitadores Magnéticos Orbitales, Science Med.
Micro centrifuga, Science Med.

Juego de Micropipetas Volumen Ajustable, Brand.
Bomba de vacio 36 It 3/4Hp, Llabessa.

Parrillas con agitacion, Thermo.

Campanas de flujo laminar.

Autoclaves.

Refrigerador 4 a -20 °C.

Incubadoras.

Camaras de conteo microbioldgico.

Microscopios estereoscopicos.

Microscopios Opticos

La Benemérita Universidad Autébnoma de Puebla cuenta con:

Resonancia magnética nuclear, Marca Bruker, Avance Ill HD 500 MHz.
Espectrometro infrarrojo, Marca Nicolet, Modelo: Nicolet-Magna 750 FT-IR.
Difraccion de Rayos X, Agilent modelo Oxford-Gemini-Atlas, Programas
CrysAlis RED y SHELXL97.

Espectrometro de masas JEOL JMS-SX 102A operado en el modo ion positivo
a70eV.



Cronograma de actividades

Meses Participantes
No. Actividades Septiembre Octubre Noviembre | Diciembre en las
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Etapa 1. Sintesis y caracterizacion espectroscopica de dos series de analogos de chalconas
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Etapa 2. Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de las series de analogos de chalconas naturales
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resultados
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1. Introduccion

El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de difraccion de rayos X del
Instituto de Fisica “Ing. Luis Rivera Terrazas” de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, bajo la direccion del Dr. Sylvain Bernés.

La importancia de la difraccion de Rayos X radica en que esta incorpora programas
de computacion, es asi como es posible visualizar casi instantdneamente en una
pantalla todo un difractograma completo de rayos X, para luego proceder a su
interpretacion utilizando el banco de datos integrado e identificar el o los
compuestos quimicos presentes en la muestra cristalizada.

El analisis de la estructura cristalina se basa generalmente en fendmenos de
difraccion causados por la interaccion de la materia con los rayos X, electrones o
neutrones.

En el presente trabajo con la utilizacion de un difractometro de cristal unico Stoe
Stadivari y aplicando la técnica de difraccion de rayos X se identificaran y

determinaran diversas formas cristalinas.

Ya que una alternativa para la recoleccion de datos es el utilizar detectores
bidimensionales con un difractbmetro de mono-cristal. La gran mayoria de estos
datos son necesarios para resolver estructuras de cristales inorganicos y de
moléculas pequeinas y se recogen con un instrumento equipado con contadores de

fotones o detectores bidimensionales en el rango de energia de los rayos X.



2. Antecedentes

En 1934, B.E. Warren aplico por primera vez la técnica de difraccion de rayos

X en el estudio de la estructura del vidrio, un material amorfo o no cristalino,

proponiendo la estructura.

llustracion 1 Primera aplicacion de la técnica de difraccion (Warren, 1934)

En 1934 Patterson, propuso un método vectorial, el cual muestra toda la
informacion que puede ser obtenida mediante las magnitudes de los factores de

estructura unicamente, método que se utiliza desde entonces. (Patterson, 1934)

En 1955 Hodgkin y colaboradores determinan la estructura de la vitamina B12.

@ vamson

& MG
Q femay

(@ sr-oivenns

&) comar

llustracion 2 Estructura de la vitamina B12. Hodgkin et al. (1955).



2.3 Definicion del problema

Con la utilizacion de un difractdmetro de cristal unico Stoe Stadivari y aplicando la
técnica de difraccion de rayos X se identificaran y determinaran diversas formas

cristalinas para compuestos organicos e inorganicos.

Se utilizara el programa X-Area para colectar y refinar la celda unitaria, X-Red
reducira los datos, posteriormente se utilizara SHELX para la resolucion y el

refinamiento de la estructura.

2.40Objetivo

Caracterizar con un difractometro de monocristal Stoe Stadivari de Rayos-X con
radiacion de plata (Ag), diversos monocristales, y asi contribuir en lineas de
investigacion de las areas de fisica, quimica y ciencia de materiales avanzados

desarrollados en la BUAP.



2.5 Justificacion

Una alternativa a los métodos de recoleccion de datos es el utilizar detectores
bidimensionales con un difractdmetro de monocristal. La gran mayoria de los datos
necesarios para resolver estructuras de cristales inorganicos y de moléculas
pequefas se recogen con un instrumento equipado con contadores de fotones o

detectores bidimensionales (llustracion 3).

llustracion 3 Difractébmetro de cristal tnico Stoe
Stadivari, IFUAP.



3. Fundamentos

En el Instituto de Fisica "Luis Rivera Terrazas" de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla ubicado en Av. San Claudio y Blvd. 18 Sur Col. San Manuel;
cuenta con un novedoso Difractometro de tecnologia avanzada con el cual es
posible tener un amplio intervalo de estudios estructurales, especializado en el
estudio de cristales muy pequefios y dificiles de difractar, cristales con celdas de
unidad pequefias o grandes, con aglomeraciones de miles de atomos y con cristales

dificiles.

Ademas, es perfectamente adecuado para mediciones de rutina muy rapidas con
alto rendimiento de muestras, puede ser usado en el estudio de tamano de particula
y textura de muestras en polvos y para el analisis de torsion en materiales
policristalinos desde anillos Debye-Scherrer distorsionados, cuenta con una calidad
excelente de datos debido a la perfeccion de todos los componentes del sistema,
permite el trabajo ininterrumpido y asegura el progreso eficaz de los proyectos

cientificos.

Algunas de las caracteristicas con las que cuenta el STADIVARI, es un Detector de
pixeles hibrido PILATUS 100K con alto rango dinamico, tiempo de lectura muy corto,
sin ruido electronico y excelente dispersion de puntos menor a 1 pixel; fuente de
Rayos-X microfoco de plata (Ag); sistema de enfriamiento CRYOSTREAM COBRA
sin necesidad de usar nitrégeno liquido y también un aditamento para alta
temperatura HEATSTREAM.



4. Metodologia

Técnica

El primer paso es seleccionar un monocristal las medidas de este deben ser entre

menos de 0.3mm y 0.1mm, dependera mucho del compuesto que se desea

caracterizar.

Una vez seleccionando el cristal, este se coloca en el porta muestras para

monocristales. Es importante fijar muy bien el cristal con el aceite, una vez

terminado este paso se procede al montado de la muestra dentro del equipo.

Se debe orientar de manera correcta el cristal manual y electronicamente,

verificando que en todos sus angulos pueda ser irradiado de manera homogénea.

Se debe verificar que todas las puertas
del difractrometro se encuentren
cerradas para proceder con la medicion
de datos, de lo contrario no se abre el X-
ray shutter por razones de seguridad

radiologica.

Se utiliza el programa X-Area para
comenzar con la medicién de los datos,
creando un archivo x para la

informacion.

Posteriormente se realiza una busqueda
de picos sobre imagenes que vya
tenemos grabadas, estos picos se
almacenan en el archivo x para analisis

posterior de indexacion.

llustracion 4 Picos sobre
imagenes.
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El programa Recipe se utiliza para visualizar el espacio reciproco, este nos da una
vista sin distorsion de los picos que se han encontrado, una vez terminado esto se
procede a Index que es la que nos determina los parametros de la celda, desde las
posiciones de los picos, para después tomar la opcién de Refine que nos realiza un
refinamiento de los parametros de celda utilizando los picos que estan

seleccionados.

4 Fotate [ FReset
[0 ] (el (2

ERIEDERITT

[ [ear] (o]
a0 el a0

Ext

16074 peaks selected out of 16074, deleted 0 16074 reflections read from X file

llustracion 5 Vista del espacio reciproco en el
programa Recipe.

Utilizando Run Optimizer ya que tenemos conocidos los parametros de la celda y la
orientacion de nuestro cristal, es posible optimizar las condiciones del difractémetro
para la medicion, incluyendo parametros experimentales como son la distancia
entre el detector y el cristal, el tiempo de exposicion, el angulo de Bragg maximo

entre otros.
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Una vez concluida esta parte podemos integrar nuestros datos, que comienza con
una simulacion en la cual debemos ajustar los parametros A, B y EMS verificando
que los picos logren integrarse en los elipsoides, posteriormente, se procede a la

Integracion, que da como resultado un primer archivo de intensidades de difraccion.

Setup

Graphiz

Contral reflections 29 Action

Simulation
Optimization

Integiation

£
5

Automatic

Mean chi”2 > 10000 Stepe || Siop

Appeatance

(i)
Shaw
Cell vahame [4°3) Meridians|| L zore |

Twin lawis |

Exit

i

Cell parameters (domain 1) Status
b G Alpha Beta Gamma WYolume

[Process stopped

a
Start 1873 5352 2856 800 1101 80.0 33
Current 187 5352 2858 801 1102 833 325 |
Deltalma) [%] 0.4 0.4 0.4 0E 0.4 0E 05 -

A=49 B--48 EMS=0014 Partials: Overflowed: 0 Overlapped: 5422 Useful: 91332 <I/sigma>:9.5

llustracion 6 Programa para integracion de datos.

Terminado este proceso ocupamos Laue Analyzer (LANA), y Scaling, se checan los
valores de la celda y determina el grupo espacial, para asi escribir un archivo de
datos HKLF que contendra los datos de intensidad que seran ocupados en un

programa como SHELX, para el refinamiento de la estructura.

En Crystal Parameters se colocan los datos correspondientes, tales como la formula
quimica, el color del cristal, el grupo espacial, la persona solicitante y la matriz de

orientacion.
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Al finalizar este registro se guarda toda la informacién como un archivo CRS.

Una vez concluida la recoleccion de las intensidades de difraccion se procede a

resolver y refinar la estructura correspondiente usando entre otros el programa Olex.

I ole2

File Edit View Structure Mode Tools Model Select Help

19H1s IFe V V b N

2=58022(3) a=90' 2=4

b=105285(5)  p=o0’ Z=1 R
©=255874(12) v =90° V= 1562.11013)

mi

5 8ol 16.0 [N
Eh 0,000 JESESNBIGI " = 0.2 [c>" 1.019 [RNONO8(3)

[0 [work _[View [Tools _Jinfo |

| start

Open Existing Structure or Data Filg

Sample Structures: Sucrose | THEP | Co110 | ZB2 | ZZULIZ | Water | 183 | Timmy.
Documentation: Online | Static POF

0
0
o

GUI Width: Narrow Panel | Standard Pane|

Tutorials

Extension Modules

Loading Bu'toCh Settings
We are grate” £ 1o ouNgirs for testing and supporting Olex? | News
please find the link to jredits in the About box Please cite us in your publications:
| Dolomanov, 0.V.; Bourhis, L), Gidea, R.J.; Howard, J A K; Puschmann, H., OLEX2- A complete
= structure solution, refinement and analysis program (2008). J. Appl. Cryst,, 42, 339341,
Dolomanov, O.¥.; Bourhis, L.J.; Gildea, R.J.; Howard, J.A.K.;B Puschmann, H.,

OLEXZ: A complete structure sclution, refinement and analysis program (2002).
J. Bppl. Cryst., 42, 339-341.

1
C\Proaram Files\Olex2-1.24

1 nueva notificacién |

llustracion 7 Programa Olex para la resolucion y refinamiento de estructuras.
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5. Resultados

Se realiz6 la medicion de datos de diversos monocristales previos con el fin de

aprender el manejo de los programas y equipo, una vez concluida esta parte se

procedio a un trabajo mas completo sobre dos estructuras de Fe.

De los siguientes monocristales cabe mencionar que el compuesto JVB-09-Fe la

medicion de los datos fue relativamente facil, mientras que para el segundo

compuesto JVB-10-Fe se tuvieron que medir varios patrones antes de entender que

el cristal no era unico (Macla), sin embargo, se logro tener un refinamiento de buena

calidad.

Tabla 1 Datos cristalograficos

JVB-9-Fe JVB-10-Fe
Formula C19H15CIFeO C20 H1s FeO
fw 350.61 843.56

Dimensiones (mm3)

0.30%0.15%0.10

0.41x0.20x0.09

Grupo espacial

P212121

P24/c

a (A) 5.8022(3) 28.5538(16)
b (A) 10.5286(5) 5.9183(2)

c (A) 25.5874(12) 19.7317(11)
a(®) 90 90

B (°) 90 110.119(4)
Y (°) 90 90

V (A3) 1563.11(13) 1639.6(2)
2,7 4,1 8,2
Difractometro Stadivari Stadivari
Radiacion Ag-Ka Ag-Ka

T (K) 295 295

Coef. de absorciéon (mm-') | 0.591 0.505
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Factores de transmision No aplicado No aplicado
Reflexiones medidas 42477 54422
Sen6/A (A1) 0.62 0.62

Rint (%) 9.51 8.89
Completeness (%) 99.9 99.9

Data / parametros 3196/ 199 6415 /400
Restricciones 0 0

R1, wR2 [I > 20(/)] 5.00, 11.75 4.70, 10.43
R1, wR2 [todos los datos] 5.95, 12.57 6.27, 10.87
GOF sobre F? 1.019 0.969

A pesar de tener formulas muy cercanas, siendo la unica diferencia un grupo

funcional de la chalcona (cloro o metilo), los complejos JVB-9-Fe y JVB-10-Fe

cristalizan con simetrias cristalinas distintas, ortorrdmbica en el primer caso, y

monoclinica en el segundo caso. A consecuencia de ello, el contenido de la unidad

asimétrica en los cristales es también distinto. Para JVB-9-Fe, una sola molécula se

encuentra en la unidad y cristaliza con una simetria P212121 (llustracion 8), mientras

que, de manera inesperada, el complejo JVB-10-Fe esta basado en una unidad

asimétrica con dos moléculas independientes, en el grupo espacial P21/c (llustracion

9).
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llustracion 9 Diagrama ORTEP del compuesto JVB-10-Fe.
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El grupo ferroceno tiene una geometria comun, encontrada en muchos derivados
de este complejo, con los anillos ciclopentadienilo (Cp) paralelos y en una
orientacién relativa eclipsada, mientras el ferroceno Fe(Cp)2 cristaliza con una
conformacién alternada para los ciclos Cp. El grupo carbonilo a,B-insaturado de la
parte organica esta coordinado al grupo ferroceno por el atomo de carbono del
grupo carbonilo; este tipo de enlace ha sido descrito en otros complejos
relacionados, por ejemplo, con un grupo naftilo en lugar del clorobenceno o del

tolueno de los complejos JVB-9-Fe y JVB-10-Fe, o bien con un grupo 3-nitrofenilo.

En ambas estructuras, el fragmento organico es conjugado, aunque no
completamente plano como se esperaria para un sistema aromatico. En JVB-9-Fe,
el grupo benceno y el grupo carbonilo a,B-insaturado forman un angulo diedro de
13.8°. Para JVB-10-Fe, este mismo angulo vale 15.3° y 15.2°, en las dos moléculas

independientes.

Cuando el grupo benceno esta sustituido por un grupo metilo, dos moléculas
independientes aparecen en la unidad de la celda monoclinica. Sin embargo, los
cambios de conformacion entre ambas son minimos, con diferencias promedias
entre las posiciones atomicas de 0.14 A. La unica diferencia significativa
corresponde a una rotacion del grupo metilo sustituyendo al anillo aromatico
(llustracion 10). Es entonces probablemente el cambio de polaridad para el enlace
del grupo funcional orto en el anillo bencénico de la molécula que provoca la
modificacion en la simetria observada: con un enlace polar C-Cl, se obtiene un
sistema ortorrombico con una molécula independiente (Z' = 1), mientras un enlace

menos polar, C—CHs, induce un simetria monoclinica con Z' = 2

17



llustracion 10 Contrastes entre rojo y verde es resultado de las rotaciones
moleculares.

Indirectamente, esta modificacion se repercuta sobre el modo de apilamiento de las
moléculas en el cristal. Lo que caracteriza el apilamiento para el cristal JVB-9-Fe
son contactos entre los atomos de cloro y anillos bencénicos de moléculas vecinas
en el espacio. Estos contactos son conocidos por ser estabilizantes en el estado
cristalino, y son obviamente ausentes en el caso de JVB-9-Fe, donde el grupo
funcional es un metilo, menos eficiente para la formacién de este tipo de
interacciones. No se observan otros contactos estabilizantes por interacciones entre
los sistemas 1 de las moléculas, a consecuencia, probablemente, del factor estérico
del grupo ferroceno. Para la formacién del cristal JVB-10-Fe, mas compleja debido
a la ausencia de contactos intermoleculares, se observa un arreglo de moléculas
orientadas perpendicularmente entre si, de tal manera que los grupos ferroceno

ocupan huecos disponibles en la red cristalina (llustracién 11).
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llustracion 11 Celda unitaria JVB-10-Fe.
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6. Conclusiones
Durante esta segunda estancia industrial en una primera etapa se adquirieron los
conocimientos previos para el uso y manejo de los diferentes programas (OLEX2,
SUPERFLIP, SHELX, MERCURY, PLATON WINGX), asi como el funcionamiento
del equipo Stoe Stadivari. Con respecto al equipo, la seleccién de los cristales por
microscopia fue vital para su montaje y la correcta adquisicion de los datos. De esta
forma se pudieron analizar distintos monocristales, cada uno mostrando un
comportamiento diferente, en algunos casos la medicion de los datos se complicé
debido a que esta era dependiente de la composicion de los mismos. Se observo
que las estructuras cristalinas provenientes de compuestos puramente organicos
difractaron a baja intensidad y, por tanto, se realizaron multiples ajustes con el fin
de ampliar el tiempo de exposicién. Esta situacion no sucedié para compuestos con
atomos metalicos, por lo que su difraccion fue intensa y el tiempo de exposicidon
menor. Por ultimo, la conjuncion de los diferentes programas y los resultados
calculados por el equipo resultd en el refinamiento estructural y la generacion de los

diagramas ORTEP y la determinacion de los grupos espaciales.

Recolecciéon de datos: X-Area (STOE 2015); programa (s) utilizado (s) para
resolver la estructura: SHELXT (Olex.2), programa (s) utilizado (s) para refinar la
estructura: SHELXL (Olex.2); software utilizado para matriz Macla: PLATON
(WinGX).
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ABREVIATURAS

Cl2CH2 Diclorometano
AcOEt acetato de etilo
NaOH hidroxido de sodio

S singulete

d doblete

t triplete

Hz Hertz

C-H carbono hidrogeno aromatico
C=0 Carbono oxigeno de cetona

Cc=C Carbono doble enlace carbono



INTRODUCCION

Este trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de sintesis organica del Centro de
Quimica del Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla, bajo la direccion del Dr. J. Jaime Vazquez Bravo, investigador titular del
proyecto, junto con la colaboracién del Dr. Jorge R. Juarez Posadas, responsable
del Laboratorio Quimica Basica, Centro de Quimica, Instituto de Ciencias. Se
contd con la colaboracion del Mtro. Manuel Velasco Ximello, estudiante de

doctorado.

La Sustentabilidad es un tema que esta incrementando en importancia en el
amplio contexto relacionado con poblacion, salud, ambiente, energia, tecnologia,
recursos renovables, y en las ciencias, como una parte integral del emergente

campo llamado “Quimica Verde”.

Este equipo se ha interesado en el estudio de las familias de las chalconas y
flavonas ya que han recibido una gran atencion por sus aplicaciones

farmacologicas como agentes antibacteriales, antiinflamatorios y anticancer.

Son comulUnmente sintetizadas via reacciones de condensacion de Claisen-

Schmidt entre acetofenona y benzaldehido.

Las reacciones sin disolvente tienen muchas ventajas sobre las metodologias de
sintesis convencional entre las que se destacan la reduccion de la contaminacion,

bajo costo, simplicidad en el proceso y el manejo.



GENERALIDADES

Las chalconas son importantes intermediarios en la sintesis de muchos farmacos.
Son comunmente sintetizadas via reacciones de condensacion de Claisen-
Schmidt entre acetofenona y benzaldehido, bajo condiciones de catalisis

homogénea acida o basica. >

QUIMICA VERDE

El concepto de quimica verde esta intimamente asociado con la prevencion de la
contaminacion ambiental mediante el disefio de procesos y productos quimicos

que no posean propiedades dafiinas al medio ambiente.

El objetivo principal es establecer los principios para la sintesis y aplicacion de
productos quimicos que reduzcan o eliminen completamente el uso y produccion

de materiales que sean dafiinos al medio ambiente.

REACCIONES SIN DISOLVENTE

En el ultimo siglo, la urbanizacién, el avance tecnoldgico y la contaminacién
derivada de la actividad humana han dado como resultado una rapida

transformacién del planeta, alterando la vida misma.

FERROCENO

El ferroceno ha atraido una atencién especial ya que es neutro, quimicamente
estable, no tdxico y capaz de cruzar las membranas celulares.®

Es un compuesto organometalico tipo «sandwich»

La estabilidad y no toxicidad del grupo ferroceno en medio acuoso y aerdbico ha

originado que éste sea un ideal candidato para el uso en el disefio de farmacos.



ANTECEDENTES

Las chalconas son importantes intermediarios en la sintesis de muchos farmacos.
Son comunmente sintetizadas via reacciones de condensacién de Claisen-
Schmidt entre acetofenona y benzaldehido, bajo condiciones de catalisis

homogénea acida o basica. *°

CHO

Esquema 1. Sintesis de la chalcona (iii) a partir de la condensacién de
Claisen-Schmidt entre benzaldehido (i) y acetofenona (ii).

SINTESIS DE DEL (E)-CINAMOILFERROCENO

En 1998 Huang y colaboradores reportan la sintesis del (E)-cinamoilferroceno a
partir de Acetilferroceno y benzaldehido con NaOH en disolucion etandlica y

temperatura ambiente.

(@)
O
/
@Ak% e -

Fe n H EtOH/H,0 Fe
= S

(E)-Cinamoilferroceno

Metodologia 1. Sintesis de del (e)-cinamoilferroceno



SINTESIS DE PRODUCTOS DE CONDENSACION ALDOLICA

En 2003 Ji y colaboradores reportan la sintesis productos de condensacion

Alddlica derivados de Acetilferroceno y aldehidos aromaticos bajo irradiacidon
ultrasénica.

0 o
)7\ @AKCH3 a CCDYK/\AI
H ’ Fe Fe
<= <=

a) KOH / EtOH, temperatura
ambiente, ultrasonido

Ar

Metodologia 2. Sintesis de productos de condensacién alddlica



OBJETIVOS
Objetivo general

Sintetizar y caracterizar una serie de chalconas ferrocenilicas por condensacion de
Claisen-Schmidt sin disolvente.

0 0 R? Q R
R2 R2
@ CHs NaOH N =
Fe + M'olie'nda Fe
@ RO Smt;llsolvente @ R3
1 2 3a-c

Esquema 3. Sintesis de chalcona ferrocenilica

Objetivo especifico

Sintetizar y caracterizar chalconas ferrocenilicas con acetilferroceno y derivados
de benzaldehido con nitro en posicién meta.

+
T
N\
2
m
®)
I
v

Metodologia 4. Sintesis de chalcona ferrocenilica con nitro en posicién meta



MATERIALES Y METODOS

Calculos estequimetricos:

(o)
” NO NO,
’ e \
H / 4 | \/
NaOH |‘\/|
t.a 7
\
Acetilferroceno Meta-nitrobenzaldehido Hidroxido de
sodio
leq 1.1eq
1.8 eq
pm= pm=151.12g/mol
228.07g/mol pm= 40g/mol
m=0.036g
m=0.05g m=0.0157g
1.-0.05g= (——=2___ ) = 2.19x10** mol

228.07g/mol

(2.19x10*mol) (1eq) = (2.19x10*mol) (228.07g/mol) = 0.05g

2.- (2.19x10* mol) (1.1eq) = (2.4115x10 mol) (151.12g/mol) = 0.036g

3.- (2.19x10 mol) (1.8eq) = (3.9461x10 mol) (40g/mol) = 0.0157g



Técnica para la sintesis de clacona ferrocenilica

Se realiza a pesar los gramos de cada uno de los reactivos en este caso

acetilferroceno, meta-nitrobenzaldehido e hidroxido de sodio.

Una vez obtenidos los gramos de cada reactivo se agrega el acetilferroceno e
hidroxido de sodio en mortero de agata para realizar la molienda durante 10

minutos.

Pasados los 10 minutos se agrega el meta-nitrobenzaldehido y se realiza la

molienda durante otros 10 minutos.

Se procede a realizar lavados con Cl2CHz (diclorometano) y agua para quitar todo

el producto del mortero y pasarlo a un embudo para después realizar extracciones.

Fotografia 1. Extraccién

Cl2CH: 39.6
AcOEt 771
Agua 100
Hexano 68

Tabla 1. Punto de ebulliciéon de disolventes organicos



Las extracciones se realizan con dos disolventes Cl2CHzy agua, se le realizan 4 o
5 lavados y se separa la fase organica de la inorganica en matraz Erlenmeyer para
poder colocarle Na2SOs (sulfato de sodio) para que este absorba todas las

moléculas de agua que la fase organica pueda contener.

Pasados 10 minutos la fase organica se coloca en un matraz de bola para llevarlo
al rota vapor para poder evaporar a presion reducida y suave todos los disolventes

utilizados.
Cromatografia en capa fina

A esto se le realiza una placa de cromatografia en capa fina para monitorear la

reaccion y asi poder saber donde esta nuestro producto.

Realizada esta placa se revela y se observa que el producto esta impuro asi que

procedemos a realizar una cromatografia en columna.

=

Fotografia 2. Cromatografia en capa fina

Cromatografia en columna

Debido a que nuestro producto esta impuro procederemos a realizar una

cromatografia en columna para poder purificar nuestro producto.

Esta se realizé en un sistema Hexano/ Acetato 97:3 para poder purificar la fraccion

naranja.



Fotografia 3. Cromatografia en columna fraccién naranja

Se realiz6 un sistema Hexano/ Acetato 95:5 para poder purificar la fraccidon
morada.

Fotografia 4.- cromatografia en columna fracciéon

Resultados y discusién

La fraccion morada nos da como resultado un 72% de rendimiento el cual en la
literatura esta reportado entre un 70-95% de rendimiento.

1 3a 78%
2 3b 72%
3 3c 85%

Tabla 2. Rendimientos compuesto 3a
Fotografia 5. Producto final
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Se llevo la fraccion morada a RMN'H el cual nos muestra lo siguiente el cual nos
indica que nuestros reactivos reaccionaron para poder formar nuestro compuesto.
En la literatura reporta que cuando una molécula tiene isomeria trans las J son
mayores a 15Hz el cual para nuestro compuesto las J estan dentro de este rango
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Se realizd una expansion a nuestra RMN'H el cual nos muestra dos sefiales de
tipo multipletes simétricos el cual nos muestra anillo de ciclobutano el cual se le
seguiran realizando estudios para poder saber su conformacion en el espacio y
conocer su actividad biolégica. La molecula de ciclobutano fue propuesta por el

equipo de trabajo.

[ | E
b | ra 8
- | b+ &
| 4
8 [ F8 =2
- - Z
2 2 =
] _— < 3z
- -+ °
D
o s €
2 R =
- -+ =
g
vy vy =
b s 8
- g
g
. - v
3 ®x B
< + §
)
v v 3
o«
- Z i
= |
& 8 £¢
< - * 58
g £
2 8 4.
- < e Z
8 8 &y
v P =8
(=3 o o (=3 (=3 o (=3 =3
1 2 8 2 8 2 =1 R
w - - ~™ ™ o~ ~ el
L ', .
b3
Fa
-
650~ —_— —
65 v — —_ =— —
e — — 2
-
H3
-
-
]
-
I e}
< ™
1]
Fd
Wy~ N 0
- =
v~ Q
g £
8
[}
3
‘e ©
g I
;s : =
\ e — - -]
88 p— —_— 2 2
% v =
o [}
-3
- ©
=
\
" 0
Tt
©
8 Q
. i
z N
" o
S
=
3
®
-1
w Q
it
s ﬁ
' s— w
Q L8
3 "
e
L

12



NO,

ac, O o
I noon a
(&) O O )
o)
S
17
o)
>
a
S
o
o
x
. o
o~ - © <
L i [ o
(@] (e} m o
[e)] 0 (o)} @©
o O un =
o -
e —
e — 10'98Y
:——F OB 4] ]
T =y 90 Srad
——wte UL
— 8L'GI8
s = A1°108
TEE— 0L'896
—m—z__ — 0L'€E0L
— £0'6604
p— T zsiel
Tttt
— 8Z6¥EL
T = ™
— 62'92S1
e — QL'E6S)

———"yg0r 84859}

T
1000

T
1500

Wavenumber cm-1

Fe

Espectro 3. IR del compuesto 3b
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CONCLUSIONES

Se pudo sintetizar una serie de chalconas ferrocenilicas (3a-c) por condensaciéon
de Claisen-Schmidt sin disolvente con buenos rendimientos y cortos tiempos de
reaccion.

0 R’
2
< P R 3a,R' =NO,, R? = H, R=H
3b, R"=H, R?=NO,, R®=H
Fe 3¢, R'=H, R? = H, R®=NO,
— g
3a-c

Se observé por RMN 1H, la presencia de sefiales caracteristicas de anillo de
ciclobutano, lo cual nos abre una nueva panoramica hacia el estudio de este
interesante tipo de compuestos.

14



BIBLIOGRAFIAS

1.J. Marais, B. Deavours, R. A. Dixon, D. Ferreira, Chapter I. The stereochemistry
of flavonoides, The science of flavonoides, 2006, Springer Science

2. M. Liu, P. Wilairat, M.L. Go, J. Med. Chem. 2001, 44, 4443.

3. J. Rojas, J.N. Dominguez, J.E. Charris, G. Lobo, M. Paya, M.L. Ferrandiz, Eur.
J. Med. Chem. 2002, 37, 699.

4. K. Tanaka, Solvent-free Organic Synthesis, Wiley-VCH, Weinheim, 2003, p. 47.
5. C. L. Raston and J. L. Scott, Green Chem., 2000, 2, 49.

6. K. Tanaka and F. Toda, Chem. Rev. 2000, 100, 1025.



UNIVERSIDAD POLITECNICA METROPOLITANA DE PUEBLA

REPORTE DE ESTANCIA PROFESIONAL

“Sintesis Verde De Piridinas Ferrocenilicas Tipo Krohnke Con Potencial
Actividad Optica Biologica.”

Presentado por la alumna: Melissa Poblano Seynos
Programa académico: Ingenieria en Biotecnologia
BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
Instituto de Ciencias BUAP

Area de Quimica Organica

Asesor académico: Asesor Industrial:
Dr. José Jaime Vazquez Bravo Dr. Jorge R. Juarez Posadas
Profesor Investigador Profesor investigador

Heroica Puebla de Zaragoza, 4 de octubre de 2016




DICTAMEN DE APROBACION.

Asesor académico: Asesor Industrial:
FIRMA FIRMA
Dr. José Jaime Vazquez Bravo Dr. Jorge R. Juédrez Posadas
Profesor Investigador Profesor investigador
Universidad Metropolitana Benemeérita Universidad Autonoma
Politécnica de Puebla de Puebla.
Alumna:
FIRMA

Melissa Poblano Seynos.
Estudiante de Ingenieria en Biotecnologia.
Universidad Politécnica Metropolitana de Puebla.

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
NSTITUTO DE CIENCIAS BUAP
AREA DE QUIMICA ORGANICA

Heroica Puebla de Zaragoza, 3 de octubre de 2016.




INDICE TEMATICO

L. INtrodUCCION. ... ettt e e e 5
1.1

(@ 03 13172 5 5
1.2

Estructura del Documento.............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiieiea, 5
2. GenesalidadeS) V. ..~ ol ST . e e 6
2.1

Piridjfias” .« . \ R e 0 6
2.2

QuimicalNiSueem. .. .............. 0 .............. BN Y.\ 6
2.3

Estructura de piridinas presentes en diversos compuestos de actividad

3 0] [0 Y4 o T P 6
24

Antecedentes de sintesis de piridina.............ccceviiiiiiiiiii i, 8
3. Metodologia y técnicas de analisis............coevviiieiiiieeninienininnnn. 10
4. Discusion de Resultados. ..........ooooeiiiiiiiiiiii i 14
BT 007311 10 S 1035 L 17
6. Bibliografia..........coooiiiii e 17
7. Agradecimientos............ peee e e et et et 18




INDICE DE FIGURAS.

Figura 1 Estructura general de piridina. ..........cccceeeeieiriiiieiiie e e 6
Figura 2 N1acina EStIrUCIUIA........cc.eieiuiiiiiiieciie ettt e ave e et e e e e e e es 6
Figura 3 Estructura vitamina BO.............cccoooiiiiiiiiiiiic et 7
Figura 4 Estructura NICOTING........c.eeeriieiiiieiitieeeiieeeieeeieeesteeeiteesteeesaeeeseaeessaeesnseeesnseesnneens 7
Figura 5 Estructura ISONIazida..........ccoecuiiiiiiiiiiiiieiieeie ettt ens 7
Figura 6 Sintesis de Guareschi-ThOTrPe .........cccoeiiiiiiieniieniieicce e 8
Figura 7 Sintesis de BohImann-Rahtz ............c.cccceviiiiiiiiiiiii ittt 8
Figura 8. Una nueva modificacion de la sintesis piridina Bohlmann-Rahtz .......................... 8
Figura 9. sintesis de un solo paso de piridinas en condiciones asistidas por microondas. .....9
Figura 10 SINTESIS TIPO KONKHE ..........cocooooviiiiiitieieoserseessseesses s sisstestesesssesssessssnens 9
Figura 11. Mortero de Agata y PIStlO .........oooueveiuiuieeeeeee oo eees e see et es e 10
INDICE DE ESQUEMAS.

Esquema 1 Condensacion Claisen-Schmidt entre los correspondientes acetilferroceno y tres
derivados de nitrobenzaldehido ..............cooiiiiiiiiiiiiii 10
Esquema 2. Separacion de fase organica € INOTZANICA ..........eeevveeeirreerireeeiireesaeeeireeenneeennes 11
Esquema 3. Evaporacion bajo presion reducida en rotavapor. .......c.eeecveeerveesieeeesveeenneeennes 12
Esquema 4 Cromatografia en COlUMNA. ...........cccuvieiiiiiiiiieiiiie e eeiee e are s 13
Esquema 5. Formacion de 1a 1,5-dicetona.............cocueeiieriieiiiiiieniie ettt 14
Esquema 6. Sintesis de las piridinas Ferrocenilicas tipo Kronkhe. .........ccoccooeniiinininennen. 15
INDICE DE ESPECTROS.

Espectro 1 Espectro de masas (IE+) del compuesto 3a.........ccocveeeiiiiniieenieenie e 16
Espectro 2. Espectro 1. Espectro de masas (IE+) del compuesto 5a...........cccceevverviennenne. 17




1. INTRODUCCION.

Las piridinas son estructuras basicas que se encuentran en numerosas productos con
propiedades medicinales interesantes como antitumorales, antimicrobianos, miastenia
gravis, esclerosis multiple, lesiones de la médula espinal, y botulismo. Numerosas
metodologias sintéticas para la sintesis de 2-aminopiridinas han sido reportados, incluyendo
la condensacion de cetonas a,B-insaturadas con malonitrilo en presencia de acetato de
amonio, sustitucion nucleofilica de 2-halopiridinas con aminas primarias o secundarias,
aminolisis de 2-alcoxipiridinas, y reacciones de formacion de anillo del tipo [4 +2] o [3 +
3], a pesar de las numerosas metodologias sintéticas disponibles en la bibliografia, métodos
novedosos para sintesis de piridinas se encuentran todavia en demanda.

Este trabajo fue realizado en el laboratorio de sintesis organica del Centro de Quimica del
Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, bajo la direccion
del Dr. Jorge Juarez Posadas, investigador titular del proyecto. Se contd con la co-asesoria
del Mtro. Manuel Velasco Ximello, estudiante de doctorado.

1.10BJETIVO.

Sintetizar y caracterizar espectroscopicamente una serie de tres piridinas ferrocenilicas tipo
Krohnke a partir de ciclacion de las correspondientes 1,5-dicetonas con acetato de amonio.

1.2ESTRUCTURA DEL DOCUMENTO.

El documento estara dividido en 5 apartados.

Introduccion.

Generalidades.

Metodologia y técnicas de analisis.
Discusion de Resultados.
Conclusiones.

Bibliografia.

Agradecimientos.
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2. GENERALIDADES.

2.1 PIRIDINAS.

La piridina es un compuesto aromatico heterociclico, estructuralmente relacionado al
benceno, siendo la unica diferencia entre ellos el reemplazo de un grupo CH del anillo

H @
H H
= 5 277N 3 <
¢
m 6 @ 2 @ “—
H N H N N
1
Figura 1 Estructura general de piridina.

bencénico por un atomo de nitrogeno.

La piridina, sus homdlogos y otras bases piridinicas fueron descubiertos en el aceite de
huesos. La referencia documentada mas temprana se adjudica al cientifico escocés Thomas
Anderson.

2.2 QUIMICA VERDE.

La quimica verde es sindnimo de salud y de sostenibilidad ambiental. Bésicamente, la
quimica verde esta orientada a buscar nuevas formas de sintetizar sustancias quimicas para
lograr una quimica mas amigable con la salud y el entorno.

Su razon de ser, el fin que se persigue con la quimica verde, es encontrar alternativas a las
propuestas por la quimica tradicional, que en tantas ocasiones representa un peligro para la
salud y también para el medio ambiente.

En respuesta a la preocupacion actual al dano ambiental, el equipo de trabajo optd por
realizar una sintesis verde, sin disolvente durante la reaccion, y usando el minimo posible
durante la purificacion, de esta manera se reducen los residuos generados, y el dafio
ambiental.

2.3 ESTRUCTURA DE PIRIDINA PRESENTE EN DIVERSOS COMPUESTOS DE
ACTIVIDAD BIOLOGICA.

a) Niacina. La niacina ayuda al funcionamiento del aparato digestivo, la piel y los
nervios. También es importante para la conversion de los alimentos en energia.

X CONH;

"
N 6

Figura 2 Niacina Estructura




b) Vitamina B6. dosis farmacoldgicas de la vitamina B6 son usadas para tratar
convulsiones en errores congénitos raros del metabolismo de la vitamina B6.
También, ensayos controlados aleatorios apoyan el uso de la vitamina B6 para tratar
nauseas matutinas en mujeres embarazadas y sugieren un posible beneficio en el
control del sindrome premenstrual y del sindrome del tinel carpiano.

CHOH
HO xn CH>0H
-~
Me N

Figura 3 Estructura vitamina B6

¢) Nicotina. Los efectos de la nicotina en el hombre dependen de la dosis, pudiendo
comportarse como un estimulante o como un bloqueante de la transmision nerviosa
ganglionar.

AN NMe

H
-
N

Figura 4 Estructura Nicotina

d) Isoniazida. La isoniazida se utiliza en el tratamiento de la tuberculosis y debido a su
eficacia y bajo coste se la considera como un farmaco de primera eleccion. La
isoniazida es mas eficaz y menos toxica que otros farmacos antituberculosos.

O.. _NHNH:

e~

~
N

Figura 5 Estructura Isoniazida




2.4 ANTECEDENTES DE SINTESIS DE PIRIDINAS.

En 1896 Guareschi, Mem. Reale Accad. Sci. Torino II sintetizan piridinas a partir del

CH, 3
N =N
Z
R"‘CH&O CH,

O%\O/R
H

Figura 6 Sintesis de Guareschi-Thorpe

procedimiento deniminado Sintesis de Guareschi-Thorpe.

Sintesis de Bohlmann-Rahtz,.

La sintesis de Bohlmann-Rahtz permite obtener piridinas sustituidas en dos pasos. El
primer paso es la condensacion de una enamina con una etinilcetonas para formar un
aminodieno como intermediario el cual posteriormente por medio de una isomeria
E/Z, sufre una reaccion de ciclodeshidratacion para formar finalmente piridinas 2,3,6-
trisustituidas.

EWG . EWO .
G — -~ |
EtDH | yacuum o«

R'" 80°C HN“ R 150°C R™ 'N” 'R

Figura 7 Sintesis de Bohimann-Rahtz

En 2001 C. M. Bagley, J. W. Dale, J. Bower, Synlett, realizan una nueva modificacion de la
sintesis piridina Bohlmann-Rahtz, bajo las siguientes condiciones.

R ;
FIE Et0,C 1
1 + 13eq ‘ | - 3 o
R NH toluene / AcOH | P
2 gP~p+ (6:1).50°C,5-24h R™ONF SR

Figura 8. Una nueva modificacion de la sintesis piridina BohImann-Rahtz

Sintesis en condiciones asistidas por microondas.




En 2004 X. Xiong, M. C. Bagley, K. Chapaneri, Tetrahedron Lett., realizan una nueva
sintesis de un solo paso de piridinas en condiciones asistidas por microondas.

Et[:l C EtO.C e
2eq »
NH, DMSO, MW (€ 150 W) g

1?'D°C 20 min

Figura 9. sintesis de un solo paso de piridinas en condiciones asistidas por microondas.

SINTESIS TIPO KRONKHE

En 1962 W. Zecher, F. Krohnke, Ber. Realizaron por primera vez la sintesis tipo Kronkhe.

NH OAc, HOAL arhﬂEOH
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Figura 10 SINTESIS TIPO KONKHE




3. METODOLOGIA.

El plan general utilizado para la sintesis de las chalconas ferrocenilicas que se utilizaron
como precursoras de las piridinas tipo Krohnke es el siguiente: en primer lugar la
condensacion del tipo Claisen-Schmidt entre los correspondientes acetilferroceno y tres
derivados de nitrobenzaldehido en posiciones orto-, meta- y para- en cantidades
estequiométricas de hidroxido de sodio, bajo condiciones sin disolvente a temperatura

ambiente.
(8] 1
@J\C' K - i NaOH ==
—_—
Fe 3 Grindinge Fa
= T Y
1 2z Ja-c

Esquema 1 Condensacion Claisen-Schmidt entre los correspondientes acetilferroceno y tres derivados de nitrobenzaldehido

Primero, una cantidad equimolar de derivado de acetofenona, nitrobenzaldehido e
hidroxido de sodio fueron mezclados en un mortero de 4gata y pistilo. El tiempo de
reaccion fue en funcion del grado de conversion observado en el monitoreo por técnica de
cromatografia en capa fina.

Figura 11. Mortero de Agata y pistilo
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Como la reaccién procede en ausencia de disolvente se obtienen solidos chiclosos o

liquidos viscosos. Después de completada la reaccion, la mezcla serd diluida con la minima
cantidad de CH2CI2 y lavada con salmuera en embudo de separacion. La fase organica se
separd y secod sobre sulfato de magnesio, para posteriormente ser evaporada bajo presion

reducida en rotavapor.

Tapon esmerilado

Embudo de separacién

Fase inorganica
Agua

] Ll Fase organica
Disolvente orgénico

Matraz de Erlenmeyer

Esquema 2. Separacion de fase organica e inorganica
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Llave de vacio

Bomba de circulacion

{]
rﬂ

Refrigerante de serpentin

= |
#'. |
! B
I

T

:?(gf&:!_, F Motor rotatorio
o ! L Tubo evaporador

Matraz de bola
recolector

Esquema 3. Evaporacion bajo presion reducida en rotavapor.
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Finalmente, el residuo crudo fue purificado por cristalizaciéon o por cromatografia en
columna con silica gel para obtener los correspondientes productos como solidos. La
estructura quimica de las chalconas ferrocenilicas fue determinada utilizando técnicas
espectroscopicas de infrarrojo (FT-IR), resonancia magnética nuclear (1H-NMR, 13C-
NMR) y espectrometria de masas en modo impacto electronico (EI-MS).

Embudo de cristal

Sulfato de sodio

—— Silice

Columna de cromatografia

Sulfato de sodio
— Algodén

Esquema 4 Cromatografia en columna.
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Una vez sintetizada la serie de chalconas ferrocenilicas se procedio a sintetizar las piridinas
de la siguiente forma: se puso a reaccionar una determinada cetona aromatica con hidroxido
de sodio con la finalidad de obtener el enolato correspondiente, para después combinarlo
con una chalcona y generar una 1,5-dicetona, la cual se mezcl6 con acetato de amonio para
generar la correspondiente piridina por ciclizacion.

d4a-¢
Esquema 5. Formacion de la 1,5-dicetona

La reaccion procedid sin disolvente y con la ayuda de mortero de éagata y pistilo. La
reaccion fue monitoreada utilizando cromatografia en capa fina. Una vez obtenida la
piridina, se procedid a su purificacion por cristalizacién o en su caso por cromatografia en
columna, utilizando silica gel como fase estacionaria y como fase mévil un disolvente o
mezcla de disolventes. Después de purificacion se analizaron sus propiedades fisicas,
quimicas y espectroscopicas por RMN 1H, 13C e FT-IR. Para confirmar los resultados
espectroscopicos se hicieron estudios de espectrometria de masas (EI-MS).

4. DISCUSION DE RESULTADOS.

La sintesis de las piridinas ferrocenilicas tipo Krohnke se llevo acabo de la siguiente forma:
primero una cantidad equimolar de acetilferroceno y NaOH fue molida en mortero de agata
con pistilo resultando en la formacién de un intermediario enolato como un liquido viscoso
de color negro; después el 2-nitrobenzaldehido es subsecuentemente adicionado y la
viscosidad rapidamente incrementa con la agitacion constante hasta la formacion de un
liquido pegajoso de color rojo cereza.

El proceso de reaccion fue monitoreado por cromatografia de TLC. Después de completar
la reaccion (aproximadamente 9 minutos de molienda), se adicioné otro equivalente de
acetilferroceno y NaOH con la finalidad de producir la 1,5-dicetona ferrocenilica. La
reaccion fue diliuda con CH2Clz, y lavada con salmuera. La fase orgédnica fue separada,
secada con MgSO4 y evaporada bajo presion reducida.
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Finalmente, el residuo crudo fue purificado por cromatografia en columna con silica gel
para dar la correspondiente 1,5-dicetona ferrocenilica como un sélido color naranja.
Después se procedid a colocarla en un matraz de bola y se le adicion6 acido acético y
acetato de amonio en reflujo durante 2 horas. Una vez terminada la reaccion, el solido se
hace precipitar con agua y se lava con mas agua y etanol. El producto final es separado por
cromatografia en columna usando silica gel y una mezcla de AcOEt/Hexano 80:20. Los
productos presentaron rendimientos quimicos entre un 75 y 95%. Las estructuras de las
piridinas fueron establecidas por datos espectroscopicos (FT-IR, IH-NMR, 13C-NMR, EI-
MS).

iy 1
o R 0 R
= R_‘ R:
Hy " NaOH ==
—_—
Fe + Grinding Fe
o 3
~ R? r VN R
1 2 3a-c
Ta, R — MO, B2 — 1, R¥—H O _
Zh, B! = FI, B? = MO, B =T Na(OH
e R' = H,R? = H, R} =NO, Cll. "-_-""_“:l'“g
Fe

S <— R®

[WH,] [DAe]
AcOH Fe

Esquema 6. Sintesis de las piridinas Ferrocenilicas tipo Krénkhe.

da-¢
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El analisis por espectrometria de masas del compuesto 3a (peso molecular de 361 g/mol)
presenta un pico ion molecular a 361 m/z que es confirmatorio de la existencia del
compuesto (Espectro 1).
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Espectro 1 Espectro de masas (IE+) del compuesto 3a.

Adicionalmente se muestra a continuacion el espectro de masas de la piridina 5a (peso
molecular 568 g/mol), el cual presenta un pico ion molecular a 567 m/z y que es consistente
con la estructura propuesta.
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Espectro 2. Espectro 1. Espectro de masas (IE+) del compuesto 5a.

5. CONCLUSION.

t
7ea

Se pudieron sintetizar y caracterizar tres piridinas ferrocenilicas tipo Krohnke con buenos
rendimientos y cortos tiempos de reaccion. Las primeras dos etapas se realizaron por
técnica mecanoquimica en mortero de agata a temperatura ambiente y sin disolvente.
Ademas se preve estudiar su posible actividad biologica especificamente contra

microorganismos patogenos.
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