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Resumen

En nuestro grupo de investigacion se ha trabajado con una cepa de Bacillus
thuringiensis ELI 52 cuya actividad bactericida fue evaluada contra varias
bacterias de interés clinico. En este trabajo se obtendran y purificaran algunos
compuestos de tipo indolicos ademas de compuesto ftalato y se realizara la
evaluacion biologica de todos los compuestos contra hongos y bacterias. Estos
compuestos fueron aislados e identificados mediante técnicas de separacién por

columna, técnicas espectométricas y espectroscopicas.

Cabe destacar que del compuesto de tipo ftalato se obtuvo un enantiomero
de forma pura y por ello se decidi6 realizar la sintesis asimétrica de los dos
estereoisomeros. Este compuesto tuvo poco poder inhibitorio a diferentes
bacterias y hongos de interés clinico y agricola respectivamente. Respecto a los
compuestos de tipo inddlico mostraron alto poder inhibitorio ante diferentes

bacterias y hongos.

Como producto del trabajo realizado en el doctorado se obtuvieron dos
publicaciones en revistas indexadas en JCR.



Abstract

In our research group it has been working with Bacillus thuringiensis ELI 52
strain whose bactericidal activity was evaluated against some gram-positive and
gram-negative bacteria. From this strain different compounds were achieved and in
this work some indolic compounds and phthalate compound were obtained and
purified and the biological activity of the compounds will be evaluated against fungi
and bacteria. These compounds were isolated and identified through column
separation spectrometric and spectroscopic methods.

It should be worth noting that phthalate compound was achieved one pure
enantiomer and for this reason it was decided to do asymmetric synthesis of this
compound two obtain two stereoisomers. This compound has a little inhibitory
activity against both bacteria and fungi with clinical and agricultural interest
respectively. Respecting indolic compounds they show high inhibitory activity
against bacteria and fungi.

As result of the work realized during PhD thesis two publications were

achieved in JCR indexed journals.



1-INTRODUCCION

Debido a la alta resistencia de diversos microorganismos a los diferentes
antibioticos y a la necesidad creciente de nuevos compuestos, es necesario seguir
estudiando los diversos metabolitos secundarios producidos por los
microorganismos. El género Bacillus sp. es productor de multiples metabolitos
secundarios, de diferente estructura quimica con variadas aplicaciones en el

ambiente, la agricultura y la biotecnologia industrial.

En trabajos previos en el laboratorio fue identificada del suelo una cepa de
Bacillus thuringiensis, que mostré poder inhibitorio en diferentes bacterias
patogenas, asi como en diferentes hongos fitopatégenos con lo cual se pudo
apreciar que contaban con una amplia gama de metabolitos secundarios capaces
de dicha inhibicién.

Por lo que, en este trabajo se propuso la extraccion de productos naturales a
partir de un extracto crudo de la cepa Bacillus thuringiensis ELI 52. Para ello se
procedi6 a la fragmentacion del extracto crudo y purificacidon de diferentes
compuestos, para mediante las técnicas espectométricas realizar su correcta
elucidacién. Finalmente, también fueron realizadas pruebas de inhibiciéon a

bacterias y hongos de los compuestos de interés.



2- ANTECEDENTES

2. 1 Productos naturales de origen microbiano

Los productos naturales tienen un impacto profundo en muchas areas de
investigacion, incluida la medicina, quimica organica y la biologia celular.
Estos compuestos, derivados de microorganismos, plantas y animales,
continla siendo una inspiracion para la quimica sintética por su compleja
arquitectura superlativa.

Para realizar la sintesis de metabolitos secundarios la Naturaleza utiliza una
serie de unidades basicas como material de construccion (building blocks) cojn
diferentes atomos de carbono. Simulando un modelo de construccion tipo
LEGO® se pueden sintetizar con los pequefios bloques (Figura 1) estructuras
mas complejas que incluso pueden tener quiralidad. Un ejemplo ilustrativo se

encuentra en las moléculas de la siguiente figura (Figura 2)."

10



(X=0,N, C) /

\_

Figura 1. Unidades basicas presentes en los productos naturales.
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Figura 2. Estructuras complejas

Para sintetizar estas estructuras tan complejas en forma
enantioméricamente pura la quimica organica requiere de multiples pasos de
reaccion y que necesitan condiciones de laboratorio en muchos casos
drasticas como son altas temperaturas o presiones o el uso de catalizadores
en muchos casos, etc. Sin embargo de manera natural los organismos vivos
pueden producir estos compuestos de forma biosintética mediada por
enzimas.'

La desventaja de la produccion natural son las pequefias cantidades de los
productos que se obtienen. Y por otro lado su sintesis suele ser complicada
debido a la complejidad estructural. Por todo ello se recurre a dos grandes
posibilidades:

* Produccion biotecnologica de plantas

* Uso de microorganismos
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2.2 Bacillus thuringiensis como productor de compuestos

Miscellaneous

Bacillus sp. secreta muchos metabolitos secundarios, incluyendo antibi6ticos,
antifungicos y sideroforos de diferente estructura quimica con variadas
aplicaciones en el ambiente, la agricultura y la biotecnologia industrial.>*
Dentro de los metabolitos secundarios producidos por especies de Bacillus
spp. se encuentran cuatro familias: bacteriocinas, lantibioticos, lipopéptidos y
policétidos®. Una de las especies del género Bacillus spp. mas reconocidas
por su potencial como agente de control biolégico es B. thuringiensis que es
considerado parte de la poblacion bacteriana zimégena®.

B. thuringiensis secreta otros compuestos con actividades inhibitorias contra
otras bacterias, hongos, insectos y nematodos. La produccién de estos
metabolitos es muy sensible a factores ambientales o a las condiciones de
cultivo °. En la siguiente Figura 3 se observan algunas de las estructuras de

los compuestos encontrados en B. thuringiensis.
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Figura 3. Estructuras de los compuestos encontrados en B. thuringiensis
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En este trabajo de tesis se pudieron separar e identificar algunos de los
compuestos mostrados en la figura anterior entre los que destacan el
compuesto Di-2-etilhexilftalato y los compuestos inddlicos que se describiran

en las siguientes secciones.

2.3 Di-2-etilhexilftalato (DEHP) compuesto natural mas que un contaminante

Los compuestos de tipo ftalato son liquidos incoloros que han sido utilizados
como plastificadores para mejorar la flexibilidad de varios materiales como
empaques de comida, juguetes, aparatos meédicos como bolsas para
almacenar sangre y otros productos’®. Este compuesto ha sido
persistentemente encontrado en diferentes ambientes terrestres y acuaticos
resultando en uno de los contaminantes mas importantes del mundo®. Estos
compuestos se liberan de los productos industriales y su fotodegradacion es
muy lenta bajo condiciones naturales. Por lo tanto, las cantidades de los
compuestos ftalatos se acumulan sobre el tiempo en distintos ambientes como
aire, agua, suelo y sedimentos causando una alta exposicion para los seres
humanos'®. Respecto a su toxicidad y sus efectos en la salud humano se han
llevado a cabo varios estudios en donde se advierte que causan
teratogenicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad incluso a muy bajas
concentraciones''. Para reducir la presencia de estos compuestos en el
ambiente se han reportado muchas reacciones que llevan a su degradacion,
aunque uno de los métodos mas efectivos es el empleo de microorganismos
que degradan estos compuestos por ser métodos simples, baratos y
ambientalmente amigables. Sin embargo, hay una parte en esta historia que
puede generar controversia acerca del origen de estos compuestos. Se ha
reportado que este compuesto ha sido aislado de bacterias y hongos diversos.
La biosintesis natural de este compuesto ha sido tema de debate
cuestionando si es un contaminante con efectos toxicos para la salud humana
o mas bien es un producto natural.'?

Para revisar este punto se puede decir que los ésteres de los ftalatos son
gradualmente liberados de los productos industriales durante su manufactura,
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almacenaje, uso y disposicion’. La velocidad de fotodegradacién e
hidrolizacion de estos contaminantes es muy lenta bajo condiciones naturales,
ya que el DEHP tiene una vida media de 2000 afios'. Debido a su extenso
uso ha sido detectado en muchos lugares como rios, lagos, aguas
subterraneas, suelos y sedimentos. También se pueden liberar a la atmosfera
como gases que podrian entrar en el ser humano mediante la respiracion.
Debido a esta alta concentracion se han realizado varios estudios acerca de
sus efectos en la salud humana. Hay estudios que revelan un posible efecto
carcinogeénico, asi como un disruptor endocrino. Sin embargo, su potencial
toxico es inconcluso. Esto es debido a que la mayoria de los estudios han sido
llevados a cabo en animales y hay muy pocos datos de los efectos verdaderos

1516 Consecuentemente se han desarrollado métodos

en el ser humano
eficientes para remover DEPH de diversos ambientes o para degradar este
compuesto. Los procesos biolégicos han tenido su cabida en la degradacion
de estos compuestos ya que la biodegradacién reduce el costo de operacion'”.

La idea de que el compuesto DEHP sea soélo un contaminante ha ido
cambiando gradualmente debido a que se ha encontrado que este compuesto
es sintetizado por varios microorganismos como los actinomicetos.

En general, los ftalatos son ésteres de acido ftalico, también conocidos
como ésteres de benceno-1,2-acidos dicarboxilicos. Los ftalatos contienen un
anillo de benceno con dos grupos éster. Su solubilidad en agua decrece
cuando incrementa la longitud de la cadena lateral o su peso molecular. Tiene
temperaturas de ebullicion altas, débil solubilidad en agua y buena solubilidad
en muchos disolventes organicos. Se producen por una reaccion de
esterificacion del acido ftalico con varios alcoholes. ElI compuesto Di-2-
etilhexilftalato (DEHP) es obtenido por una reaccion de esterificacion del 2-
etilhexanol con el anhidrido ftalico. Es un liquido incoloro y su formula
molecular es Ca4H3sO4 con un peso molecular de 390.57 g mol™. Es una
sustancia quiral debido a la presencia de un centro estereogénico. Ha sido
ampliamente usado como plastificador en muchos articulos hechos de cloruro

de polivinilo (PVC) °'8. Esta presente en muchos plasticos, especialmente
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materiales vinilicos'®. Los compuestos ftalicos no estan quimicamente unidos

al PVC por lo que pueden migrar o evaporarse en la atmésfera.

L
T

Figura 4. Estructura del di-2-etilhexilftalato (DEHP)

La produccion industrial de este compuesto se ha llevado a cabo a través
del anhidrido ftalico con 2-etilhexanol. La esterificacion ocurre en dos etapas.
La primera etapa es muy rapida y puede ser llevada a cabo en ausencia del
catalizador. Sin embargo, la esterificacidon del segundo grupo carboxilico es
muy lenta y necesita ser ayudada por un catalizador acido. El Di-2-

etilhexilftalato (DEHP) se obtiene después de la remocion del agua de la

mezcla de reaccion, como se muestra en el esquema 1.
O
O Cat. O\)i/\/
o + HO\/E/\/ H0
@)
O /\(\/\

Esquema 1. Sintesis del DEHP

La sintesis parece simple; sin embargo, existen varios estudios acerca de
qué catalizador es mas conveniente y apropiado para obtener los mejores
rendimientos. El acido sulfurico, el acido metano sulfénico y el acido p-tolueno
sulfénico han sido entre otros algunos de los catalizadores homogéneos mas
utilizados. El acido sulfurico es un acido fuerte y ha sido uno de los mas
empleados tanto en el laboratorio como en la industria. Sin embargo, la
generacion de subproductos ha guiado a reemplazarlo por el acido p-tolueno
sulfénico que es un catalizador menos activo, pero menos agresivo. Las
aplicaciones de estos catalizadores causan algunos problemas como

corrosion, la pérdida del catalizador y problemas ambientales. Por esta razén



se ha tratado de realizar estudios acerca de qué catalizador podria ser el mas

efectivo?’.

2.4 Compuestos inddlicos

El fragmento de triptamida tiazol o tiazolina es clasico de los compuestos
bacillamidas®’ (Figura 5). Estos compuestos tienen mdltiples actividades
bioldgicas, por ejemplo, la bacillamida A y sus derivados poseen una actividad
alguicida sustancial contra un amplio rango de algas dinoflageladas®. Es
interesante notar que las bacillamidas A-E contienen un bloque comun de
triptamina en sus estructuras mientras que en la neobacillamida A la porcién
de amina es reemplazada por el grupo de fenetilamina®. Investigar los
bloques de construccidn o los intermediarios de las bacillamidas®* es esencial

para su produccion en masa e incluso para su sintesis orgénicazs.

\//[O TOH \/ENHAC
N s

L L e
H o) H (0] 0
N N N
H H H
Bacillamida A Bacillamida B Bacillamida C
b T
N s N”"S >:O
iy £
N N N=
N N
H H .O |
Bacillamida D Bacillamida E Neobacillamida A

Figura 5. Estructuras de las bacillamidas conteniendo los grupos de triptamina

(azul) y fenetilamina (rojo).
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3- OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Estudio y caracterizacion de los productos naturales de origen microbiano

producidos por Bacillus thuringiensis.

3.2 Objetivos Particulares

1. Obtencidn de un extracto crudo a partir de acetato de etilo de la cepa
Bacillus thuringiensis ELI52.

2. Fraccionamiento del extracto crudo mediante cromatografia en columna.

3. Aislamiento y purificacion de los compuestos y la elucidacion estructural
mediante técnicas espectroscépicas y espectrométricas.

4. Pruebas bioldgicas de los compuestos contra bacterias patégenas y hongos

fitopatogenos.

18



4- DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Obtencion y fraccionamiento del extracto crudo

Para el crecimiento de la cepa B. thuringiensis ELI 52 se tomd una colonia y
se inoculd en medio liquido LB incubandose a 29°C durante 7 dias con una
agitacion constante de 175 rpm. Posteriormente se centrifugd el caldo a 6000 rpm

durante 15 min, obteniéndose el cultivo sin células para su posterior extraccion.

Con el liquido se realizé una extracciéon con acetato de etilo (AcOEt) en una
relacion de volumen 1:1 por triplicado obteniendo finalmente un extracto crudo de
olor penetrante y un color amarillo-marrén con un rendimiento de 200 mg/L (Figura
6).

Figura 6. Extracto crudo de la cepa Bacillus thuringiensis EL| 52

Este extracto se tuvo que obtener varias veces de varios litros para tener una

cantidad apropiada para optimizar su separacion.

La separacion del extracto crudo y purificacion se realizd mediante una
cromatografia en columna utilizando eluyentes que fueron variando desde una

baja polaridad hasta una polaridad mayor (Tabla 1).

Tabla 1. Eluyentes utilizados para el fraccionamiento general

Hexano 100
Hexano: AcOEt 80:20
Hexano: AcOEt 50:50
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AcOEt 100

AcOEt:DCM 50:50
DCM 100
DCM:MeOH 80:20
DCM:MeOH 50:50
DCM:MeOH 20:80
MeOH 100

AcOEt: Acetato de etilo, DCM: Diclorometano, MeOH: Metanol

Se recolectaron diferentes fracciones que se pesan para obtener cada uno de
los pesos y asi saber qué cantidad se obtuvo de cada uno de ellos (Figura 7).

Figura 7. Cada una de las fracciones evaporadas se coloca en viales

Se realiz6 cromatografia en placa fina para poder hacer reuniones de
fracciones (Tabla 2).

Tabla 2. Reuniones resultantes posterior a la elucion en CPF

Reunién Nombre de la fraccién
1A+1B 1
2A+2B 2
3A 3A
3B 3B
4A+4B 4
5A+5B 5
6A+6B 6A

7A+7B+8A+8B+9A+9B 7A



4.2 Purificacion de las fracciones obtenidas

Fraccion 1

La fraccion 1 tenia una banda que aparecia limpia y se procedié a su
purificacion mediante una mini columna y con un sistema maovil de hexano-AcOEt
(9:1). De esta fraccion se pudo aislar, purificar e identificar el compuesto 1 como

un liquido viscoso, incoloro e inodoro.
Fraccion 4

Esta fraccion 4 fue obtenida con un sistema AcOEt:DCM 50:50 y posteriormente

se realizaron purificaciones subsiguientes, obteniendo el compuesto 2 puro.
Fraccion 6A

Esta fraccion 6A fue obtenida con un sistema de DCM:MeOH 80:20 y
posteriormente se realizaron purificaciones subsiguientes, obteniendo como

resultado el compuesto 3 puro.
Fraccion 7A

Para purificar la fraccion 7A se utilizaron sistemas DCM:MeOH. Los compuestos 4
y 5 provienen de la fraccién 72.

4.3 Caracterizacion de los compuestos

Fraccion 1 (compuesto 1)

Se obtuvo el espectro de masas de alta resolucidn resultando en un peso
molecular de 390.2779 g/mol obteniéndose una férmula quimica de Cy4H3504, tal y

como se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Espectrometria de masas por impacto electronico (EI-MS) del
compuesto 1.

(2a+2)-b

Con el siguiente calculo para el numero de insaturaciones donde

CaHb, se obtuvieron 6 insaturaciones.
Se obtuvo el espectro de infrarrojo donde destacan las bandas en 2963.4,

2927.6, 2861.0, 1718.4, 1465.1, 1271.6, 1120.8, 1066.0 y 739.9 cm™, como se
observa en la figura 9.
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Figura 9. Espectro de IR del compuesto 1

El espectro de RMN 'H 500 MHz en CDCIl; del compuesto 1 muestra dos
sefales dobles de dobles en 7.71 ppm y 7.54 ppm que integran para un protdn
cada una con constantes de acoplamiento J = 3.0, 6.0 Hz y que corresponden a
los protones aromaticos. También hay una sefial doble de dobles en 4.24 ppm y
que integra para un hidrégeno H, y otra sefal doble de dobles en 4.20 ppm que
integra para un hidrogeno H, con constantes de acoplamiento J = 6.0, 11.0 Hz,
ambos diastereotdpicos, que pertenecen al grupo metileno unido a un oxigeno.
Que estos hidrégenos sean diastereotopicos significa que tiene un centro quiral
adyacente. En 1.69 ppm se observa una sefial séptuple con constante de
acoplamiento J= 6.0 Hz que integra para un hidrégeno, tal y como se muestra en
la figura 10.
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Figura 10. Espectro de RMN "H a 500 MHz en CDCl; del compuesto 1

En el espectro de RMN de '*C se destacan las sefiales en 167.8 ppm

correspondiente a un carbonilo y en 68.1 ppm correspondiente a un metileno unido

a un oxigeno, como se observa en la figura 11.
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Figura 11. Espectro de RMN *C a 125 MHz en CDCl; del compuesto 1

Ademas, se obtuvieron los espectros de dos dimensiones COSY, HSQC y
DEPT para ir asignando correctamente las sefiales e ir correlacionando los

hidrogenos y los carbonos, como se observa en las figuras 12, 13 y 14.

25



L L L}llL\_J_

ﬂ: L0
. ) .
-
{ k2
{
3
]
z *
1
6
| Ly
= &4

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 25 70 65 60 S5 SO0 45 40 35 30 25 20 15 106 05 00
12 (ppm)

Figura 12. Espectro 2D COSY en CDCl; del compuesto 1
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Figura 14. Espectro RMN DEPT en CDCl3; del compuesto 1

De acuerdo con todos los datos espectroscopicos recopilados se asignaron los
carbonos y protones en la estructura del compuesto como se indica en la Tabla 3.
Recopilando el conjunto de todos los datos, se llega a la conclusion que la
estructura tiene que ser simétrica y que corresponde al Ftalato de bis-(2-etilhexilo)
(Figura 15).

12
0 11~
2 8 10
4 NN
4 B O/\/\/\ 10°
O ,
12

Figura 15. Estructura de Ftalato de bis-(2-etilhexilo).

Tabla 3. Asignacion de sefiales RMN de ">C e "H de Ftalato de bis-(2-etilhexilo).

c &"C 5™H
1 167.8 (C=0)
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2 132.5(Cq)

3 128.8 7.71 (1H, dd, J = 3.0, 6.0 Hz)
4 130.8 7.54 (1H, dd, J = 3.0, 6.0 Hz)
5 68.1 4.24 (1H, dd, J=6.0, 11.0 Hz)
5 68.1 4.20 (1H, dd, J=6.0, 11.0 Hz)
6 384 1.69 (1H, septuplete, J= 6.0 Hz)
7 301 1.35(2H, t, J=6.0 Hz)

8 289 1.30 (2H, m)

9 230 1.30 (2H, m)

10 14.0 0.90 (3H, d, J=7.5Hz)

11 23.8 142 (2H,dd, J=7.5,7.0 Hz)
12 10.8 0.93 (3H,d, J=7.5,7.0 HZz)

Debido a la quiralidad del compuesto 1 se le determind su rotacion optica,
obteniéndose un resultado de [0]*’p = -17.1 (c 1.15, Hex) lo cual sugiere una
configuracion absoluta de R por comparacion de datos en la literatura®®. Con todos
los datos el compuesto fue identificado como Ftalato de bis-(2R-etilhexilo).

Se sabe poco sobre la ruta biosintética de este compuesto, sin embargo, en un
estudio realizado con di-n-butil ftalato (DBP) (Figura 16) se demuestra la

produccion bioldgica mediante la ruta del acido shikimico.?’

0O
0 "Me

O~ Me
(@]

Figura 16. Estructura del di-n-butil ftalato (DBP)

Para corroborar que el ftalato, debido a su naturaleza de ser un componente de
plasticos, no proviniera de algun material de este tipo utilizado en la industria
(envases de los medios de cultivo o disolventes), se procedio a realizar un cultivo
en idénticas condiciones, pero sin la presencia de bacterias como un control. El

extracto crudo del medio de cultivo sin células obtenido se llevd a RMN de 'H
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(Figura 17) y se corroboro6 la ausencia del compuesto ftalato, debido a la ausencia
de las sefnales caracteristicas del compuesto sefaladas en la Tabla 3,
concluyendo que era sintetizado por la propia bacteria.

—7.35
—7.05
—6.82
—422
—3.95
364
~3.55
—2.78
—2.62
—233
—2.03
— 191
—1.06
—0.91

Figura 17. Espectro de RMN '"H a 500 MHz en CDCI; del medio de cultivo sin

células

Fraccion 4 (Compuesto 2)

Se procedidé a realizar los analisis espectroscopicos del compuesto 2 como el
espectro de infrarrojo del compuesto 2 (figura 18).
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Figura 18. Espectro de IR del compuesto 2.

Se obtuvieron los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H a 500
MHz en CDCl3 y se procedio a su analisis como se muestra en la figura 19.
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Figura 19. Espectro RMN de 'H a 500 MHz en CDCI; del compuesto 2.



Para una mejor asignacion de los hidrogenos se obtiene el espectro de RMN
2D COSY (figura 20).

f1 (ppm)
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Figura 20. Espectro RMN 2D COSY del compuesto 2.

También se obtiene un espectro de *C a 125 MHz del compuesto 2, como se

observa en la Figura 21.
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Figura 21. Espectro RMN *C A 125 MHz en CDCl; del compuesto 2.

En la figura 22 se observa el espectro que se obtuvo de 2D HSQC del
compuesto 2, esto con la finalidad de asignar los carbonos e hidrégenos

inequivocamente.
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Figura 22. Espectro RMN 2D HSQC del compuesto 2.

En la siguiente tabla 4 se resumen las sefiales de RMN "Hy "*C.

Tabla 4. Sefiales de los espectros del compuesto 2.

Seiial "H ppm
1.94
2.82
3.52
5.46
77.23
77.32

Sefal °C ppm
23.0
35.2
40.3
128.4y 128.3
1283y 126.2
138.5
169.7

20

r30
40
50
60
r70
80
90
100
ri10
r120
r130
140
150
160

r170

f1 (ppm)
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Como un Ultimo dato se obtuvo un espectro DEPT 135 experimento de °C de
RMN, para establecer que sefales correspondian a CH3z, CH; y CH.

La estructura que se propone para el compuesto 2 se muestra en la figura 23,
el nombre que se le asigna es N-fenetilacetamida.

Figura 23. N-fenetilacetamida

Fraccion 6A (Compuesto 3)

A continuacion, se muestra el espectro de infrarrojo del compuesto 3 (Figura 24).

% Transmittance

Figura 24. Espectro de IR del compuesto 3.

Se obtiene un espectro de RMN "H a 500 MHz en CDCls el cual se muestra en
la figura 25.
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Figura 25. Espectro RMN de 'H a 500 MHZ en CDClI; del compuesto 3.

En el espectro obtenido se observa una sefial ancha en 8.05 ppm. En 7.60
ppm se observa una sefal doble. Se procede a obtener un espectro 2D COSY con
el fin de poder correlacionar los hidrogenos del compuesto, como se observa en la
figura 26.
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Figura 26. Espectro RMN 2D COSY del compuesto 3.

También se obtuvo el espectro de RMN de *C del compuesto 3 (Figura 27).
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Figura 27. Espectro RMN de *C a 125 MHz en CDCI; del compuesto 3.

Para saber la correlacion existente entre los carbono e hidrogenos se obtiene
un espectro RMN 2D HSQC del compuesto 3 (figura 28).
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Figura 28. Espectro RMN 2D HSQC del compuesto 3.

En la tabla 5 se muestra un resumen de la correlacidon existente entre las
sefiales de RMN 'Hy °C.

Tabla 5. Sefiales de los espectros del compuesto 3.

Sefal '"H ppm Sefial "*C ppm
8.05 -
7.60 120.0
7.38 1114
7.22 122.6
7.14 119.2
7.06 122.3
5.49
3.61 40.0
2.98 25.6
1.92 23.9

e 170.7



=== 136.7
———- 127.5
——— 113.3

Como un ultimo dato se obtuvo un analisis de RMN, un espectro DEPT 135,
para establecer que senales correspondian a CHs3, CH, y CH.

La estructura del compuesto 3 es la que se muestra en la figura 29 y el
compuesto se llamado N-(2-(1H-indol-3-il)etil)acetamida o también conocida como
N-acetil triptamina.

H G
c > H O
N\ \, E
DL /I /
’\_\__»_’;/ J " N
® H

Figura 29. N-(2-(1H-indol-3-il)etil)acetamida

Fraccion 7A (Compuestos 4y 5)

En esta fraccion se logré la purificacion de los compuestos 4 y 5. En la figura 30 se
observa el espectro de infrarrojo del compuesto 4.
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Figura 30. Espectro de IR del compuesto 4.

Se obtuvieron espectros de resonancia magnética nuclear de 'H a 500 MHz

en D20 y se procedio a su analisis como se muestra en la figura 31.
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Figura 31. Espectro de 'H a 500 MHZ en D,O del compuesto 4.

Se observa una sefial doble en 7.67 ppm que integra para un hidrogeno, la
sefal que se encuentra en 7.51 ppm, es una sefial doble que integra para un
hidrogeno. En 7.28 ppm se encuentra una senal simple. En 7.25 y 7.16 ppm se
observan dos sefales triples. En 3.29 y 3.14 ppm se encuentran dos senales
triples que integran para dos hidrégenos cada una. Se obtiene también el espectro
2D COSY del compuesto 4 para asignar correctamente los hidrogenos de la

molécula (figura 32).
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Figura 32. Espectro RMN 2D COSY del compuesto 4.

Se obtuvo el espectro de RMN de *C del compuesto 4 (Figura 33).
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Figura 33. Espectro RMN'*C de 125 MHz en DO del compuesto 4.

Se obtiene el espectro RMN 2D HSQC para saber la correlacidn existente
entre cada uno de los hidrogenos y los carbonos (figura 34).
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Figura 34. Espectro RMN 2D HSQC del compuesto 4.

En la tabla 6 se muestra un resumen de la correlacidon existente entre las
sefiales de RMN 'Hy °C.

Tabla 6. Sefiales de los espectros del compuesto 4.

Sefal '"H ppm Sefial "*C ppm
3.14 22.7

3.29 39.8

7.16 119.4

7.25 122.2

7.28 1244

7.51 1121

7.67 118.3

——-- 109.0

——— 126.4

136.4



La estructura que se obtiene con ayuda de las técnicas espectroscopicas se
muestra en la figura 35, esta estructura recibe el nombre de 2-(1-H-indol-3-

il)etanamina también conocida como Triptamina.
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Figura 35. 2-(1-H-indol-3-il)etanamina

Fraccion 7A (Compuesto 5)

A continuacion, se muestra el espectro de infrarrojo (IR) del compuesto 5 (Figura
36).
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Figura 36. Espectro de IR del compuesto 5

Se obtuvieron espectros de resonancia magnética nuclear de 'H a 500 MHz
en D20 ya que no era soluble en cloroformo y se procedié a su analisis como se

muestra en la figura 37.
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Figura 37. Espectro de RMN de "H a 500 MHz en D,O del compuesto 5.

Se puede apreciar una sefal triple ancha en 7.39 ppm que integra para dos
hidrogenos. En 3.25 y 2.97 ppm se observan don sefales triples que integra para
dos hidrogenos cada una.

Se procedié a obtener espectros de RMN 2D COSY con el fin de poder saber

la relacion que guardan entre si los hidrogenos y asignarlos inequivocamente
(Figura 38).
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Figura 38. Espectro RMN 2D COSY del compuesto 5.

Posteriormente se obtuvo el espectro de RMN de "*C del compuesto 5 (Figura

39).

f1 (ppm)
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Figura 39. Espectro RMN de "*C a 125 MHz de en D,O del compuesto 5.

Se observa en el espectro de RMN de '*C seis sefiales de carbonos
diferentes. Para una correcta asignacion de los carbonos correlacionandolos con
los hidrégenos, se procedié a la obtencion del espectro RMN 2D HSQC (Figura
40).
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Figura 40. Espectro RMN 2D HSQC del compuesto 5.

Tabla 7. Sefiales de los espectros del compuesto 5

Sefal 'H ppm Sefial "*C ppm
2.97 32.8

3.25 40.7

7.32 127.5y 129.0
7.39 129.2

----- 136.7

3.0

f1 (ppm)

Se elucida la estructura del compuesto 5 (Figura 41). La estructura propuesta
coincide con los espectros de RMN e IR, el nombre que recibe esta estructura es

2-fenetilnamina.



Figura 41. 2-fenetilamina

4 .4 Sintesis del compuesto Ftalato de bis-(2-etilhexilo)

De los datos espectroscopicos y del analisis de espectrometria de masas se logro
establecer que la estructura del compuesto 1 corresponde al ftalato de bis-(2-
etilhexilo). En esta estructura existe un centro estereogénico y la pregunta que
surgié inmediatamente, fue cual es el estereocisdmero que el proceso bioldgico
formo, cual es la configuracion del centro asimétrico del compuesto 1. Un analisis
de los posibles estereocisomeros que pueden tener prevalencia son tres
estereoisomeros: el ftalato de bis-((R)-2-etilhexilo), ftalato de bis-((S)-2-etilhexilo) y
ftalato de bis-((rac)-2-etilhexilo) figura 42. Con la obtencion de su rotacion optica
[a]*b=-17.1 (¢ 1, hex), se logré descartar el estereoisémero racémico (compuesto
meso) actividad optica [0]*’p = 0 y se establecid que el compuesto 1 es el
enantiomero Levogiro, y tal como se describié anteriormente por comparacion con
los datos en la literatura se le asigno la configuracién absoluta R. Sin embargo,
para corroborar con certeza su configuracion se plante6 realizar la sintesis
asimétrica del ftalato de bis-(2-etilhexilo), la cual no ha sido de interés para la

comunidad quimica.
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Figura 42. Posibles estereoisomeros del Ftalato de bis-(etilhexilo).

Su retrosintesis fue propuesta por el rompimiento del enlace C-O del grupo éster
dando lugar al anhidrido ftalico y el alcohol 2-etilhexanol el cual puede ser
producido a partir del acido (E)-2-etilhex-2-enoico y éste a su vez de (E)-2-etilhex-
2-enal. El aldehido puede ser obtenido a partir de butiraldehido via una reaccion

alddlica catalizada en medio basico, como se muestra en el esquema 2.
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Esquema 2. Retrosintesis de Ftalato de bis-(2-etilhexilo)
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La sintesis, se inicié con el tratamiento del butiraldehido 6 bajo condiciones de
reaccion de la condensacion homo alddlica utilizando una cantidad
organocatalitica de (S)-fenilalanina 7