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RESUMEN

En el siguiente trabajo se sintetizd un compuesto derivado del eugenol (2 metoxi-4-(2-
propenil) fenol), el cudl es un metabolito secundario, fenilpropanoide, presente en diversas
plantas como el Syzygium aromaticum. Se encuentra en una proporcion de mas del 80% en el
aceite esencial de dicha planta y ha mostrado una intensa actividad farmacoldgica, entre ellas,
un potente efecto inhibidor del crecimiento bacteriano, inhibido las enzimas proteasas,
carboxilasas y amilasas, ademas de inducir la lisis celular.

Los compuestos derivados de dicho compuesto han presentado un incremento en la
actividad antibacteriana en grampositivos y gramnegativos. Los grupos funcionales usados
para la sintesis han sido el hidroxilo fenolico y el alqueno alilico para crear compuestos como
¢steres, éteres, epoxidos, dioles, entre otros grupos funcionales. Los derivados nitrogenados
han presentado una intensa actividad antibacteriana por lo cual en este trabajo se realiz6 la
sintesis del 2-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-il)-6-metoxi-4-(prop-2-en-1-il) fenol, como nuevo
derivado nitrogenado.

Se evalu6 la actividad antibacteriana de dicho compuesto, por medio de un ensayo de
Kirby-Bauer, usando como control positivo ampicilina y como control negativo el solvente. Se
determinod la zona de inhibicidn para E. coli, S. aureus, P. aureginosa, K. pneumoniae, B.
subtilis. Se determin6 una intensa actividad inhibitoria para S. aureus y P. aureginosa, 1o que

implica un posible uso del compuesto como antiséptico.
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I. INTRODUCCION

El eugenol es un compuesto fenodlico natural, ampliamente presente en diversas plantas
como el clavo de olor, la canela y el orégano, conocido por sus propiedades farmacoldgicas y su
uso en la medicina tradicional. Su estructura quimica, compuesta por un anillo aromatico con un
grupo hidroxilo y una cadena propilica, le otorga caracteristicas hidrofobicas que facilitan su
interaccion con diversas estructuras biologicas. En la actualidad, el eugenol y sus derivados han
sido objeto de numerosos estudios debido a sus potentes efectos antibacterianos, antioxidantes,

antiinflamatorios y anticancerigenos.

En esta investigacion, se sintetizd un nuevo derivado de eugenol, 2-(2,5-dimetil-1H-pirrol-
1-il)-6-metoxi-4-(prop-2-en-1-il) fenol, utilizando la reaccion de Paal-Knorr con la anilina de
eugenol. La estructura y pureza del producto final fueron confirmadas mediante espectroscopia
FTIR, que permiti6 identificar los grupos funcionales clave, espectrometria de masas (GC-MS), que
revelo el ion molecular y las diversas fragmentaciones, y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de hidrogeno (HNMR), donde se observaron las sefales correspondientes a los diversos

protones de la molécula.

El pirrol eugenol (2-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-il)-6-metoxi-4-(prop-2-en-1-il) fenol) y otros
derivados sintetizados en este estudio fueron evaluados mediante un ensayo de Kirby-Bauer frente
a S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae y B. subtilis. Los resultados obtenidos sugieren
que la adicion del anillo pirrol en la estructura del eugenol incrementa su actividad antibacteriana
en comparacion con el compuesto original, especialmente contra S. aureus y P. aeruginosa, lo que
abre nuevas posibilidades para el desarrollo de su uso antimicrobiano. Este fendmeno se explica por
las interacciones apolares y polares de los nuevos derivados, que facilitan la permeabilizacion de la

membrana celular bacteriana.

Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio destacan la importancia de optimizar
las condiciones de sintesis y el uso de solventes adecuados, ya que el tipo de solvente influye
significativamente en la actividad antibacteriana de los compuestos. Ademas, se sugieren futuras
investigaciones que incluyan ensayos in silico y la evaluacion de nuevos grupos funcionales, como
el imidazol, que podrian mejorar atin mas la actividad antibacteriana de los derivados del eugenol.
Estos estudios podrian allanar el camino para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos frente a

infecciones bacterianas resistentes.



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

- Sintetizar un nuevo derivado del eugenol mediante una reacciéon de Paal Knoor, y
evaluar su actividad antibacteriana frente a cepas bacterianas seleccionadas, con el fin

de determinar su potencial como agente antimicrobiano.

B. Objetivos especificos

- Agregar un grupo pirrol a la molécula de eugenol en la posicion aromatica y crear el 2-
(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-il)-6-metoxi-4-(prop-2-en-1-il)fenol.

- Analizar los efectos antibacterianos del derivado del eugenol sintetizado, a través de un
ensayo antibiograma y comparar con eugenol y acetileugenol.

- Caracterizar la molécula sintetizada a través de propiedades fisicoquimicas y
espectroscopia infrarroja, espectrometria de masas y espectroscopia de resonancia

magnética nuclear.



III. PREGUNTA DE INVESTIGACION

[ Qué efecto tiene el cambio de grupo funcional en la estructura del eugenol sobre su

actividad antibacteriana?



IV. HIPOTESIS

El cambio en el grupo funcional en la molécula de eugenol aumentara su actividad

antibacteriana en comparacion con el eugenol original.



V. JUSTIFICACION

La resistencia antimicrobiana es un fendmeno que ocurre cuando un organismo cambia
en un periodo de tiempo y los medicamentos usados para combatirlo se vuelven inutiles hacia
¢l. Esto genera una resistencia ante dichas sustancias y ocurre en bacterias, virus, hongos y
parasitos. La resistencia a antibidticos es un fenémeno que se ha agravado en las ultimas
décadas y se ha vuelto una emergencia sanitaria a nivel mundial, pues muchas infecciones han
logrado incrementar su mortalidad dada la pérdida de eficacia de los antibidticos. Lo que
anualmente en Estados Unidos mueran mas de 25 mil personas por infecciones relacionadas

con resistencia de antibioticos (OMS, 2020).

La investigacion sobre nuevos farmacos contra bacterias en conjunto con una mejor
administracion de dichas sustancias es un tema de investigacion actual. Algunas sustancias con
potencial antibiotico provienen de origen vegetal, pues muchas de estas sustancias son
sintetizadas por las plantas como mecanismos de defensa ante otros patdgenos. Entre estos se

encuentra el eugenol, 4-alil-2-metoxifenol (Vimal et al., 2018).

Es un metabolito secundario procedente de algunas plantas como el clavo de olor,
canela y pimienta. En algunos aceites esenciales su concentracion alcanza el 90% (p/p). Ha
demostrado que posee multiples propiedades farmacoldgicas, como lo puede ser su accion en

contra de ciertas bacterias como Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Vimal et al., 2018).

Dicho metabolito tiene una baja estabilidad quimica, es sensible a la oxidacion y a
diversas interacciones quimicas, por lo que los cambios estructurales del eugenol son una
estrategia util para mejorar la actividad bioldgica y obtener nuevos analogos con efectos
secundarios reducidos. La sintesis de estos compuestos puede ser realizadas con pocas
reacciones y sus cambios estructurales pueden ser monitoreados por espectroscopia infrarroja

y espectroscopia de masas.

Por lo cual la sintesis de un derivado del eugenol puede ser usada para analizar sus
efectos antimicrobianos a través de ensayos de toxicidad en distintas especies de bacterias. Para
conocer su potencial como compuesto antibacteriano para el desarrollo de antibidticos y la

comparacion de actividad antibacteriana con otros derivados conocidos.



VI. MARCO TEORICO

A. Resistencia antimicrobiana

l.

Antibidticos

Los antibidticos, son sustancias quimicas que son capaces de inhibir el crecimiento o
destruir a una bacteria u otros microorganismos, alterando o dafiando procesos celulares
esenciales para la supervivencia de la bacteria. Pueden ser extraidos naturalmente de medios
como las plantas u hongos, o incluso otros microorganismos, o pueden ser sintetizados
artificialmente en totalidad o derivarse de un compuesto natural (Begum et al., 2021). Dichos
medicamentos pueden ser clasificados de diversas maneras segin su estructura, su mecanismo
de accion, o su espectro de actividad, segun su estructura pueden ser: - lactamicos, macrolidos,
tetraciclinas, quinolonas y aminoglucésidos. Las principales clases de antibidticos se pueden
observar en el Cuadro no. 1.

Cuadro 1 Tipos de antibioticos

Tipo de Mecanismo de Ejemplo
antibidtico accion
B-lactamicos Inhibicion de la Penicilina

sintesis de pared

celular

Macrolidos Inhibicion de la Eritromicina

sintesis de proteinas

Tetraciclinas Inhibicion de la Doxiciclina

sintesis de proteinas

Quinolinas Inhibicién de la Ciprofloxacina
sintesis de &cidos

nucleicos

Aminoglucosidos Inhibicion de la Estreptomicina

membrana celular

Adaptado de (Begum et al., 2021).



Estos farmacos pueden interactuar de distinta manera con las bacterias, lo que permiten
combatir enfermedades provocadas por dichos microorganismos. Algunos mecanismos de
accion consisten en: danos al ADN, donde diversos farmacos son capaces de reaccionar con las
bases nitrogenadas impidiendo que el ADN pueda replicarse; inhibicion de la sintesis de
membrana celular lo que provoca la lisis de la célula; desnaturalizacion de las proteinas,
interrumpiendo su sintesis o dafiando su estructura, como sus enlaces de disulfuro o de
hidrégeno; o el bloqueo de reacciones enzimaticas de las rutas metabolicas de las células (Brooks

etal., 2010).

2. Tipos de resistencia a antibioticos

La resistencia a antibidticos es un fendmeno que ocurre cuando las sustancias usadas para
combatir bacterias pierden su efectividad con el tiempo o simplemente no causan efecto alguno
en el microorganismo. Lo cual se convierte en un problema, pues muchas infecciones bacterianas
que hace algunas décadas eran faciles de combatir han desarrollado la capacidad de sobrevivir
ante ciertos tratamientos, haciéndolos inefectivos. Segun datos de la OMS, en Estados Unidos
anualmente, mas de 2 millones de personas sufren infecciones gracias a bacterias resistentes a
antibioticos, donde mas de 25 mil personas mueren anualmente dadas infecciones poco tratables

por la ineficacia de los antibioticos actuales (Blair et al., 2014).

Para el desarrollo de nuevos medicamentos es sumamente importante conocer la forma
en la que un microorganismo puede desarrollar resistencia ante un antibidtico. Dichas formas en
las que una bacteria desarrolla resistencia ante un farmaco pueden darse por cambios a nivel
genético y bioquimico. A nivel general la resistencia a los antibioticos se puede clasificar de

cuatro maneras:

a. Resistencias intrinsecas: consiste en la ineficacia natural del farmaco ante el
microorganismo. Esto puede deberse a la funcion del antibidtico y que no afecte a la
estructura de la bacteria ya que el objetivo del antibidtico no se encuentra en la bacteria.
Este fendmeno afecta a diversos antibidticos, como el triclosan, el cual afecta a bacterias
grampositivas, pero no es capaz de afectar algunas bacterias gramnegativas dado que
acta sobre una enzima llamada enoyl-ACP-reductasa, la cual no se encuentra en este

tipo de bacterias (Blair et al., 2014).

b. Limite de acceso: consiste en la disminucion de la cantidad de antibidtico que entra a la

bacteria. Esto puede darse a través de diversos mecanismos, como la reduccion de
7



permeabilidad de la membrana celular, mecanismos que ocurre con mas frecuencia en las
gramnegativas, dada su delgada membrana. Lo que reduce la capacidad del antibidtico
para entrar en la célula bacteriana. Otro mecanismo es mejorar el transporte de sustancias
dentro y afuera de la célula, que permite el intercambio de compuestos a través de canales
en las células, algunas bacterias son capaces de desarrollar canales a través de mutaciones
que puedan permitir la liberacion del antibidtico y el transporte de otras sustancias,
reduciendo su concentracion, dicho fendmeno ha sido mas estudiadas en bacterias

gramnegativas como E. coli y Salmonella (Blair et al., 2014).

Modificacion del objetivo: consiste en el cambio de la sustancia a la cual el antibidtico
se une o enlaza, para que sea menos afin al farmaco y asi no pueda tener la misma accion
antibacteriana, diversas mutaciones permiten proteger la molécula objetivo o modificarla
para que cumpla la misma funcién aun con una estructura distinta para no unirse al
antibiotico. Por ejemplo, en el caso de S. aureus resistentes a meticilina, han desarrollado
una proteina a través de una mutacion la cual se capaz de participar en la sintesis de pared
celular a pesar de estar unido a la penicilina (Peterson & Kaur, 2018). Otro mecanismo
consiste en el cambio directo del objetivo, como en la eritromicina ribosoma metilasa, la
cual metila en ARN Ribosomal, impidiendo la union de los macrolidos, aminoglucosidos
y otros antibidticos inhibidores de proteinas a dicho ARN. Finalmente, otro mecanismo
puede darse cuando se desarrollan proteinas que son mas afines a los antibidticos que los
propios objetivos y son capaces de desviar el antibiotico de su molécula de inhibicién

(Blair etal., 2014)

Degradacion del farmaco: consiste en la destruccion o modificacion del farmaco por la
propia bacteria, lo que disminuye su actividad ya que pierde su capacidad de atacar a la
bacteria. Algunas reacciones que suelen ocurrir son la hidrdlisis, la cudl es comun para
los antibioticos B-lactamicos, pues al contar con un enlace amida pueden ser hidrolizadas
por ciertas enzimas, denominadas como B-lactamasas (Peterson & Kaur, 2018). Un
mecanismo diferente es la transferencia de grupo, que ocurre especialmente en los
aminoglucoésidos, los cuales pueden ser acetilados, fosforilados, metilados, entre otros.

Lo que permite que no sean capaces de unirse al ARN ribosomal,



modificando la capacidad del antibidtico de enlazarse y por ello disminuyendo su

afinidad (Blair et al., 2014).

3. Origen de la resistencia a antibidticos

La resistencia a los antibidticos es un fendémeno que es recurrente actualmente en la
medicina moderna. Muchas veces el origen de la resistencia a dichos farmacos es relacionado
con una mala medicacion por parte de los pacientes infectados con diversas enfermedades que
no son tratadas completamente. Lo que permite la posibilidad del desarrollo de mutaciones en
las bacterias que les permitan adquirir resistencia ante dichos farmacos. Dichas mutaciones se
han reportado desde el inicio de la era de los antibidticos en los afios 40, con las primeras
bacterias resistentes a las sulfonamidas, ademés de reportes de bacterias resistentes a las
penicilinas en la misma época (Frieri et al., 2017). Adicionalmente algunos factores ambientales

y evolutivos han aportado al desarrollo de las resistencias (Muteeb et al., 2023).

Algunos de esos factores ambientales pueden ser la exposicion a antibidticos naturales
que rodean a las bacterias, llevando a la evolucion de dichas bacterias para el desarrollo de genes
de resistencia a los antibidticos (Larsson & Flach, 2021). Sin embargo, la principal causa del
desarrollo de resistencia a los antibioticos en la actualidad es de origen de antropogénico.

Algunas de las causas principales del desarrollo de la resistencia a antibidticos son:

a. Tratamiento de aguas residuales
Uno de los factores que mads resistencia generan es la contaminacion de diversas fuentes
acuosas por restos de antibidticos no tratados. Estas fuentes pueden llegar a una concentracion
minima inhibitoria de los antibidticos incitando el desarrollo de genes de resistencia. Algunas de
las fuentes mas comunes donde ocurre este fenomeno es plantas de tratamiento de aguas
municipales, desechos hospitalarios, y desechos industriales no tratados, llegando en ciertos

lugares a concentraciones mayores de 10 pg/L (Larsson & Flach, 2021).

b. Industria de alimentos

Otra de las industrias que mas generan este fenomeno es la agricultura y la industria de
la carne. Los antibidticos generalmente se utilizan para el tratamiento y prevencion de
enfermades tanto en cultivos, como en crianza de ciertos animales, como bovinos, porcinos,
ovinos, caprinos, aves y peces. Se han reportado concentraciones elevadas de ciertos
medicamentos como las tetraciclinas o macrélidos en los tejidos de dichos animales, asi como

los entornos donde se crian, lo que ha llevado a la regulacion de ciertos farmacos para el uso



agricola en paises como Estados Unidos o China (Chen et al., 2020). Permitiendo Ginicamente
ciertos derivados de las tetraciclinas y sulfonamidas con determinada concentracion para evitar
el consumo humano de concentraciones inhibitorias de antibidticos que puede llegar a producir

resistencia a los antibidticos en el microbiota intestinal de los consumidores (Pan et al., 2014).

En el contexto centroamericano, diversos estudios han sido realizado para medir la
resistencia a antibioticos en la region determinando una incidencia en la presencia de Salmonella
y K. pneumoniea, como bacterias presentes en Honduras, Guatemala y Costa Rica, donde dichos
organismos presentan resistencia a las tetraciclinas. Asi como presencia de cepas de E. coli
resistentes a B-lactamicos en Nicaragua. Esto implica una resistencia a las bacterias para las
tetraciclinas y los B-lactamicos a los antibioticos en la region, lo que implica que es importante
la investigacion de dichos farmacos para el combate de dichos microorganismos (O’Neal et al.,

2020).

4. Nuevos antibioticos desarrollados

La investigacion de nuevos antibidticos es un tema de importancia a nivel mundial.
Algunos de los farmacos mas estudiados en la actualidad son los glucopéptidos y lipopéptidos,
los cuales son mas sensibles ante bacterias grampositivas porque actiian sobre la pared celular.
Gracias a que tienen multiples grupos carboxilicos en sus moléculas son capaces de unirse a
diversas estructuras bacterianas de la célula (Blaskovich et al., 2018). Por otro lado, los derivados
de glucosidos han demostrado la actividad antibacteriana mas prometedora al intervenir en la
sintesis de la pared celular, uniéndose a diversos lipidos que participan en la sintesis de
peptidoglicanos (Butler et al., 2023). En la actualidad, se encuentra el desarrollo de la segunda
generacion de glucopéptidos, sintetizando derivados con distintos grupos funcionales para

aumentar la afinidad a los lipidos (Blaskovich et al., 2018b).

Otro tipo de antibidticos investigados provienen de productos naturales, siendo
principalmente aceites esenciales donde diversos metabolitos secundarios como flavonoides y
otro tipo de fenilpropanoides han demostrado una intensa actividad antibacteriana
(Morehouse et al., 2023). Asi como compuestos naturales provenientes de diversas algas como
tolypocaiboles provenientes de algas rojas que han mostrado capacidad antibacteriana en

diversas especies (Wei et al., 2022).

a. Pruebas de susceptibilidad de antibioticos
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Para la determinacion de nuevas sustancias antibacterianas existen diversos ensayos que
bridan informacién sobre la capacidad de un compuesto de inhibir el crecimiento de bacterias.
Entre ellos la més usada es la prueba de Kirby-Bauer, esta fue desarrollada durante la década de
1950 luego del surgimiento de los antibidticos beta-lactdmicos. Consiste en una prueba donde
un disco impregnando de una sustancia se coloca en una placa inoculada con bacterias, luego de
incuba la placa durante un tiempo determinado, se puede observar si una sustancia fue capaz de

inhibir el crecimiento bacteriano y medir la zona de inhibicion para comparar con otras sustancias

conocidas (Hudzicki, 2009).

Al momento de realizar un ensayo de susceptibilidad, es importante controlar otras
variables como el medio en el que crecen las bacterias y la fuente donde provienen las bacterias.
Entre los medios mas utilizados para este tipo de analisis se usa el medio Muller- Hinton, el cual
consiste en una mezcla de diversos extractos de alimentos, que proporcionan proteinas y
carbohidratos a las bacterias de facil crecimiento. Por otro lado, las fuentes donde provienen las
bacterias o inoculos deben poseer una turbidez adecuada para que las bacterias presentes para
evitar complicaciones en el crecimiento de estas. Es por esto por lo que se compara la turbidez
de un inoculo con un estandar, denominado como estandar de McFarland, el cual es una solucion

de sales acidas que permite comparar la densidad optica con respecto al cultivo de bacterias a

utilizar (Hudzicki, 2009).

B. Compuestos naturales

Los compuestos naturales son aquellos metabolitos secundarios provenientes de las
plantas, son compuestos que las plantas sintetizan, pero no son parte de su metabolismo primario.
Estos compuestos pueden venir de diversas rutas, como la ruta del acetato, shikimato,
mevalonato, entre otras. Se encuentran presentes en diversas especies de plantas, localizdndose
en diversas partes de las plantas, como el tallo, raiz, hojas o flor. Muchos de estos compuestos
son sintetizados por las plantas como un mecanismo de defensa ante depredadores o patdgenos,

como lo pueden ser insectos, bacterias, virus, otras plantas o animales (Dewick, 2009).

Todos estos compuestos se les denominan como fitoquimicos, son compuestos de alta
relevancia para la investigacion médica. Muchos de ellos tienen propiedades como antioxidante,
antialérgica, antisépticas, analgésicos, anticdncer y antibacterianas. Algunos antibioticos han
sido desarrollados a partir de compuestos naturales sintetizados por plantas u hongos. Por lo que

es sumamente importante la extraccion y purificacion de estos compuestos (Dewick, 2009).
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Otros compuestos naturales de interés farmacéutico son: carotenoides, los cuales se
derivan del isopreno y dan color a las plantas; polifenoles, los cuales poseen multiples grupos
aromaticos y suelen tener propiedades antioxidantes; fitoesteroles y saponinas los cuales son
compuestos poco polares con propiedades anticancer. Dichos compuestos pueden ser extraidos
de diversas especies, usando distintos solventes, ademés se pueden crear derivados a partir de
ellos, los cuales aumentan la actividad farmacologica, siendo mas afines para la unién a ciertos

receptores o enzimas (Kumar et al., 2023).

1. Extraccion de compuestos naturales

Existen diversos métodos para la extraccion de fitoquimicos entre ellos se encuentran:
maceracion, que consiste en sumergir la droga vegetal en un solvente, agitarlo y presionar para
extraer la mayor cantidad de fitoquimicos; la extraccion por reflujo, donde se evapora y condensa
el solvente para que con la temperatura sea mas facil extraer los fitoquimicos; liquido
presurizado, donde se usan solventes a altas presiones para aumentar la temperatura y promover
la transferencia; extraccion asistida por microondas, donde ondas de micro frecuencia e
infrarrojas promueven la transferencia de fitoquimicos; extraccion con ultrasonido, donde se
aplica un principio similar al microondas por con ondas de sonido en lugar de luz (Kumar et al.,

2023).

2. Compuestos naturales con propiedades antibacterianas

Como se menciond anteriormente, varios grupos de compuestos naturales presentan
propiedades farmacologicas, entre ellas, antibacteriana, lo que ha sido ampliamente estudiado en
los ultimos afios dada la crisis actual de antibidticos. Se han estudiado diversas especies de
plantas y sus extractos en diversos solventes para el uso farmacéutico, determinando diversas
concentraciones inhibitorias en varias familias de plantas como Mjyrtacae, Asteraceae,
Fabaceae, Anacardiaceae, Apiaceae, entre otras con propiedades farmacologicas en sus

extractos (Chassagne et al., 2021).

Algunos de los alcaloides que mas actividad antibacteriana han demostrado han sido:

a. Alcaloides

Algunos de los compuestos que han demostrado una mayor actividad antibacteriana han
sido los alcaloides, los cuales son compuestos nitrogenados que provienen de la sintesis de
aminoacidos en las plantas. Dichos compuestos se pueden clasificar dependiendo del grupo

funcional nitrogenado que contenga, siendo las clasificaciones mas comunes como alcaloides de
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piperidina, de quinolina, de piridina, de pirrol, de indol, entre otros. Los alcaloides han
demostrado una intensa actividad antibacteriana en diversas especies de bacterias (Yan et al.,

2021).

Los alcaloides y derivados de alcaloides que han presentado una mayor actividad
antibacteriana son los derivados del indol y el pirrol, presentando una fuerte actividad
antibacteriana contra E. coli y MRSA. Lo que implica actividad contra bacterias grampositivas
y gramnegativas. Donde se ha determinado que dichos alcaloides actian en la inhibicion de
sintesis de proteinas e inhibicion de sintesis de acidos nucleicos. Ademas de interferir en el
metabolismo antibacteriano y en las bombas de eflujo impidiendo el transporte celular (Yan et

al., 2021).

b. Flavonoides
Son compuestos fenolicos, estructurados por anillos aroméaticos unidos por una cadena de
3 carbonos con un heterociclo de oxigeno, como se puede observar en la figura no. 1. Diversas
investigaciones han revelado la capacidad de los flavonoides de suprimir la sintesis de acidos
nucleicos e inhibir las funciones de la membrana citoplasmética contra S. aureus resistente a
penicilina (Shamsudin et al., 2022). Ademas, la combinacion de diversos sustituyentes
hidroxilos, alquilo o incluso glucosidos en la molécula han incrementado su actividad
farmacoldgica en otras especies de bacterias como M. tuberculosis (Pancu et al., 2021).

Figura 1 Estructura de un flavonoide

O

En general los compuestos polifendlicos han demostrado un amplio potencial
antibacteriano, asi como otras propiedades farmacologicas, siendo algunos de los compuestos
con mayor actividad antimicrobiana estudiados actualmente dada su versatilidad para crear
derivados por la reactividad de sus grupos aromaticos. Viéndose implicados de diversos procesos
celulares de las bacterias por su interaccion con receptores, enzimas y transcriptores con una

capacidad para inhibir dichos procesos celulares (Pancu et al., 2021) (Shamsudin et al., 2022).
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C.

Fenilpropanoides

Son compuestos organicos formados por un anillo aromatico unido a una cadena
propilica. Pueden ser compuestos de origen vegetal o sintético a partir de derivados del
petréleo. Para el origen vegetal, se sintetizan a partir de la ruta del Acido Shikimico, donde
provienen de los aminoéacidos aromaticos como la fenilalanina o la tirosina. Son la base para
la sintesis de flavonoides, lignanos y cumarinas, con una estructura base de C6C3 por la cadena
propilica y el grupo aromatico, suelen ser bastante reactivos dada la presencia de sustituyentes
hidroxilos (Neelam et al., 2019). Su estructura base se puede ver en la Figura no. 2

Figura 2 Estructura base del fenilpropano

CHs

Dichos compuestos aromaticos han mostrado diversas actividades farmacoldgicas,
sobre todo actividad anticancer, antibacteriana y antidiabética. Se ha estudiado la actividad
farmacologica de diversos derivados del acido cinamico (un fenilpropanoide) demostrando
actividad antibacteriana comparable a antibidticos B-lactdmicos en varias especies de bacterias
como Bacilus cerus, MRSA y E. coli, con diversos mecanismos que pasan principalmente por

la inhibicion de bombas de eflujo en las bacterias (Neelam et al., 2019) (Nogueira et al., 2021).

Otros derivados de los fenilpropanos que han sido aislados con intensa actividad
antibacteriana son el eugenol, isoeugenol, estragol, acido cafeico y acido ferulico. Estos

compuestos aislados de plantas como la Ballota nigra, han mostrado actividad antibacteriana
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contra especies tanto grampositivas, como gramnegativas, asi como derivados glucosidicos de
dichos compuestos. El andlisis de estas moléculas puede ser realizado con espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de hidroégeno, espectroscopia de masas y espectroscopia
infrarroja. Por lo cual el estudio de los fenilpropanos con actividad antibacteriana es un area

novedosa de estudio para futuros antibidticos (Wan et al., 2022) (Auezova et al., 2020).

C. Eugenol

El eugenol, (4-alil-2-metoxyfenol) es un hidroxifenil propano de origen natural (figura
3), cuya formula molécula es C10H1202, a condiciones ambientes se presenta como un liquido
amarillo, poco soluble en agua. Su origen es principalmente vegetal y algunas de las familias
donde se encuentran son Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae y Myristicaceae, se encuentra en
altas concentraciones en aceites esenciales de ciertas plantas como el clavo de olor, canela,
circuma, albahaca, orégano, entre otras... (Khalil et al., 2017).

Figura 3 Estructura del eugenol

o) CH,
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La principal fuente de eugenol en las plantas es su aceite esencial, en algunos casos
como el clavo de olor (Syzygium aromaticum). El eugenol puede llegar a componer casi el 90%
de su aceite esencial y en el caso de la canela (Cinnamomum verum) hasta un 50% de su aceite
(Overly, 2019). Diversos extractos de plantas pueden ser analizados usando CG-MS
(cromatografia de gases con espectroscopia de masas) para identificar la presencia de dicho
compuesto, al igual que el uso de TLC (Cromatografia de Capa Fina) para su identificacion

cualitativa (Khalil et al., 2017).

1. Extraccion de eugenol

Puede ser aislado por destilacion de arrastre de vapor, usando agua como solvente,
donde el aceite esencial es tratado con agua bdsica para formar la sal fendlica y luego

acidificarla y extraerla con un solvente organico. Otro método usado para aislar el eugenol es
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la extraccion Soxhlet con solventes organicos como diclorometano, éter de petréleo, hexano,
etanol y metanol, sin embargo, este método puede dar lugar a multiples residuos orgéanicos en
el extracto (Khalil et al., 2017). Algunos métodos mas modernos usados hoy en dia pueden ser
la extraccion asistida con microondas y asistida por ultrasonido, que evita fendmenos como

hidrolisis o degradacion térmica que pueden dafnar los extractos (Just et al., 2015).

2. Propiedades farmacologicas del eugenol

El eugenol es un compuesto de alta relevancia en la investigacion cientifica de los
ultimos anos dadas sus diversas propiedades farmacoldgicas por su intervencion en diversos
procesos celulares. Algunas de las propiedades mas estudiadas de dicha sustancia son su
capacidad antioxidante, donde es capaz de inhibir la peroxidacion de lipidos y el estrés
oxidativo; actividad anticancer, donde induce la apoptosis en células de cancer de mama
humano, asi como la inhibicion de produccion de prostaglandinas y reduccion la oxidacion de
ADN; actividad antiinflamatoria, donde ha demostrado la capacidad de inhibir la expresion de
inflamacién de citoquinas y suprimir la sintesis de prostaglandinas; anti diabetes, en la
inhibicion de las a-glucosidasas, y previniendo la union de glucosa a la seroalbumina (Khalil

et al., 2017).

Por otro lado, una de las propiedades bioldgicas mas estudiadas de esta sustancia ha
sido su capacidad antibacteriana, donde diversos mecanismos han sido estudiados en varias
cepas de bacterias grampositivas y negativas. Algunas de sus propiedades antimicrobianas
estudiadas han sido su capacidad de inducir la lisis celular en grampositivas y negativas,
dafiando la pared celular, siendo muy efectivo contra MRSA. Demostrando también con otros
estudios que es mas sensible contra bacterias grampositivas tanto en biofilms, cultivos e incluso
en ensayos de inocuidad en comida, usando como antiséptico con una dosis inhibitoria menor

del 1% (Catherine et al., 2012) (Wang et al., 2021).

Otros mecanismos estudiados del eugenol ha sido su capacidad de promover el estrés
oxidativo en las células bacterianas, la inhibicion de enzimas bacterianas como proteasas,
carboxilasas y amilasas, ademas de danar el ADN de las células bacterianas (Wang et al., 2021).
Sin embargo, su capacidad de permeabilizar la membrana celular es la més estudiada en
bacterias, donde algunos de los métodos mas usados para intensificar su actividad
antibacteriana es la sintesis de nanoparticulas de eugenol unidas a enzimas lisozimas, donde
han mostrado una intensa actividad contra bacterias grampositivas por la estructura de su pared

celular (Marchese et al., 2017).
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3. Derivados del eugenol

La sintesis de derivados de eugenol ha sido tema bastante recurrente en los ultimos
dafios, dada las propiedades farmacoldgicas descritas del eugenol y la presencia de diversos
grupos funcionales como aromatico, alqueno, hidroxilo y éter. Se han propuesto y creado
diversos compuestos derivados del eugenol con cambios en estos grupos funcionales, los cuales
han tenido efectos inhibitorios en diversas enzimas humanas, con potenciales actividades
cancerigenas, siendo capaces de inhibir enzimas presentes en eritrocitos humanos. Estos
derivados fueron creados usando una reaccion de apertura de epdxidos (figura 4), creando un
epoxido con un éter presente en la cadena alilica, agregando diversos grupos fendlicos como
éteres (Topal et al., 2017).

Figura 4 Estructura del epoxido de eugenol
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Dicho epdxido sintetizado ha sido de los derivados con mas frecuencia en los diversos
estudios, pues permite agregar nucledfilos a la cadena propilica, donde el propio epdxido
presento toxicidad ante el S. aureus y la apertura del anillo con diversos grupos funcionales
como éteres de diversas cadenas y acetilaciones del epoxido, ademas de una reaccion de gamma
lactonizacion en la cadena propilica la cual mostraron la capacidad de inhibir Ia

acetilcolinesterasa en humanos (Abdou et al., 2021Db).

Las reacciones mas comunes realizadas sobre dicha molécula son las esterificaciones y
sintesis de éteres a partir del hidroxilo fenolico de la molécula, usando diversas cadenas de
carbono, desde acetilacion hasta cadenas de carbono incluyendo grupos aromadticos con
diversos sustituyentes en el benceno. De los cuales los ésteres aromaticos probaron tener la
mayor capacidad inhibitoria en bacterias gramnegativas y grampositivas, mientras que otros
derivados no demostraron la misma capacidad inhibitoria para ambos tipos de bacterias.
Ademads de mostrar una alta citotoxicidad en células cancerigenas y en diversas especies de
hongos, especificamente los ésteres aromaticos con haldgenos en la posicion meta (Figura 5)

(Rahim et al., 2017b) (Martins et al., 2016) (De Almeida et al., 2019).
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Figura 5 Estructura de un éster de eugenol
Br CHs
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Otros derivados que han mostrado una alta eficacia han sido a partir de la sustitucion
del alqueno terminal de la cadena propilica, donde reacciones de doble hidratacion formando
un glicol (Figura 6), para usar éteres y esteres con buenos rendimientos y una accion inhibitoria
contra Streptococcus y B. cerus. Ademas, algunos derivados nitrogenados y oxigenados como
las oxipropanolaminas con diversas cadenas de carbono, han obtenido inhibicion del
crecimiento de S. aureus y E. coli (Da Silva et al., 2018) (Abdou et al., 2021a).

Figura 6 Estructura del glicol de eugenol
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La sintesis de nuevos derivados del eugenol es un campo muy amplio para la
investigacion cientifica, siendo los derivados nitrogenados algunos de los mas efectivos para
la inhibicion de crecimiento bacteriano, el propdsito de la siguiente investigacion es la sintesis
de un derivado del eugenol con un grupo funcional nunca probado como lo puede ser un anillo
pirrolico (Figura 7) , el cual es un heterociclo aromadtico nitrogenado de 5 miembros, en la
posicion aromadtica, donde otros derivados nitrogenados han tenido éxitos al incrementar su
actividad antibacteriana. Ademads, dicho grupo funcional se encuentra presente en diversas
moléculas bioldgicas, asi que su presencia en otros antibioticos, asi como compuestos naturales

con propiedades antibacterianas es comun (Abdou et al., 2021a) (Heo et al., 2023).
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Figura 7 Estructura del pirrol de eugenol
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D. Sintesis orgénica

1. Sintesis de aminas primarias

Las aminas son grupos funcionales nitrogenados, comunes en moléculas de interés
bioldgica, por lo que sintetizar una amina primaria es un sumamente importante para la
investigacion de nuevos farmacos, agroquimicos y productos bioldgicamente activos. Sin
embargo, un problema para la sintesis de aminas primarias es la poca selectividad, pues al ser
las aminas sumamente reactivas es posible que reaccionen con compuestos de su entorno para

dar productos secundarios (Murugesan et al., 2020).

Una de las reacciones mas Utiles para la sintesis de aminas primaras es la aminacion
reductiva. La cudl es una reacciéon donde un grupo funcional carbonilo, reacciona con una
amina, como lo puede ser el amonio, el cual forma una imina que puede ser reducida por medio
de un agente reductor como NaBHa4. Esta reaccion se conoce desde hace bastantes décadas y
en los ultimos afios se han planteado diversas variaciones de la reaccion usando catalizadores
y agentes reductores distintos, para mejorar su rendimiento y quimio selectividad (Murugesan

et al., 2020).

Otro método para sintetizar aminas primarias es mediante la reduccion del grupo nitro,
esto funciona especialmente para aminas aromaticas, pues el grupo nitro RNO2, es un grupo
funcional facil de agregar a anillos aromaticos por medio de una reaccion de nitracion. Dicho
grupo funcional es capaz de ser reducido por diversas reacciones, una de las més utilizadas
implica el uso de Fe (hierro) y HCI, conocido como el proceso de Bechamp. Dicho proceso ha

sido utilizado ampliamente en los Ultimos afios para la sintesis industrial de
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aminas aromaticas con diversas variaciones en el metal usado y las condiciones de reaccion

(Formenti et al., 2018) (Umar & Luo, 2023).

2. Sintesis de pirroles

El pirrol es un heterociclo aromatico nitrogenado, el cual consta de 5 miembros. Esta
presente como grupo funcional en diversas moléculas de interés bioldgicos, como porfirinas,
alcaloides, vitaminas, aminoacidos y farmacos, Por lo cual su sintesis de suma importancia
para la investigacion farmacéutica y biologica, siendo que existen diversas rutas sintéticas para

este grupo funcional (Akelis et al., 2015).

Existen 2 métodos bastante usados para la sintesis de pirroles, el primero es la sintesis
de pirroles de Hantzsch, la cual consta de una reaccion entre una base de Schiff y un B-ceto-
éster que permite una condensacion carbonilica para la ciclacion, dado en condiciones acidas,
permite crear pirroles sustituidos, puede usaras también para la sintesis de piridinas, siendo
usado para la sintesis de dichos grupos aroméaticos en sus aplicaciones farmacéutica (Akelis et
al., 2015). El mecanismo se muestra en la Figura 8

Figura 8 Ejemplo de mecanismo de la sintesis de pirroles de Hantzsch
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Fuente: Li, JJ (2009)

Otro método de sintesis de pirroles en la sintesis de Paal-Knoor, la cual consiste en una
reaccion entre aminas primaras y una l,4-dicetona, que permite crear pirroles simples y
sustituidos bajo condiciones 4cidas. Multiples catalizadores han sido usados para mejorar la
eficiencia de dicha reaccion que suele encontrarse en el 60% segln la literatura, el uso de bases
de Lewis inorganicas como nanoparticulas de 6xidos metalicos, ha permitido disminuir tiempos
de reaccion, asi como aumentar la eficiencia de las reacciones (Balakrishna et al., 2018). El

mecanismo se muestra en la Figura 9.
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Figura 9 Mecanismo general de la sintesis de Paal-Knoor
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3. Determinacién de estructuras orgénicas

Para la sintesis organica, determinar la estructura de un compuesto quimico es
sumamente importante. Existen diversos métodos de andlisis quimico para determinar la
estructura molécula de un compuesto. Estos proporcionan informacion sobre los enlaces
presentes en la molécula, el nimero de atomos e incluso la estereoquimica de la molécula, por

ello son ampliamente usados en sintesis organica. Entre ellos se encuentran:

a. Espectroscopia infrarroja

Consiste en un método para medir la interaccion de la luz infrarroja con la materia. La
luz infrarroja es aquella cuya longitud de onda oscila entre 8 * 10° cm a 1 * 10”2 cm. Dicha luz
no es capaz de generar transiciones en los niveles electronicos de los atomos, sin embargo, es
capaz de causar vibraciones en los enlaces de la molécula. Dichas vibraciones pueden ser
simétricas o asimétricas, y varia la longitud de onda en la que dicha vibraciéon ocurre,
dependiendo del enlace, lo que permite identificar qué tipo de enlace esta presentes en las

moléculas (Wade, 2010).

El espectro infrarrojo es una grafica que representa la energia absorbida por la muestra
en funcion de la longitud de onda. En dicho espectro es posible identificar los tipos de enlaces
presentes en la molécula al tener distintas formas en el espectro a diversas longitudes de onda.
Esto provee informacion bastante util para identificar un compuesto orgéanica, ademas de
confirmar el éxito de una sintesis orgénica, pues permite diferenciar y determinar la presencia

de grupos funcionales (Wade, 2010).

b. Espectrometria de masas
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Consiste en un método para determinar la masa de las moléculas, pues permite detectar
la masa de un ion. Permite fragmentar una molécula gracias a la colision de ésta con particulas
de alta energia, siendo estos electrones. Los iones son separados por deflexion magnética, lo

que permite detectar iones de distinto tamafio que pasan por un detector (Wade, 2010).

Esto permite conocer el espectro de masas que da informacién sobre las
fragmentaciones de la molécula, pues dependiendo de los grupos funcionales y la estructura se
favoreceran diversas fragmentaciones. Al conocerse el valor de la masa de los atomos
(generalmente carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrogeno y azufre en moléculas organicas) se
puede reconocer la estructura de la molécula. Dicha sensibilidad también permite identificar la

presencia de iso6topos de los atomos presentes (Wade, 2010).

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Es el método que mas informacion proporciona para la identificacion de compuestos
organicos. Consiste en la medicion de la resonancia de los ntcleos atomicos ante la presencia
de un campo magnético y luz de frecuencia de radio. Dicho fenémeno se presenta inicamente
en nucleo atdmicos con cantidad impar de protones y neutrones, donde la presencia de un
campo magnético alinea el spin de los nticleos en dos direcciones, a favor del campo magnético
(a) y en contra (B). Ante luz de frecuencia de radio dichos estados se intercambian en una

resonancia que emite energia y puede ser medida por un detector (Wade, 2010).

Esto permite identificar moléculas con nucleos organicos, en el caso de la sintesis
organica al ser las moléculas hechas de 'H y *C. Dependiendo de los atomos que rodeen al
nucleo, este resonard a una frecuencia distinta. Lo que brinda informacion sobre los entornos
de los 4tomos, como grupos funcionales cercanos, dicha informaciéon es util en la sintesis
organica para confirmar el cambid de un grupo funcional o la adiciéon de un nuevo nucleo

atomico (Wade, 2010)
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VII. METODOLOGIA

. Sujeto de estudio

Se analiz6 el derivado eugenol sintetizado y sus efectos antibacterianos para comparar

con otro derivado conocido y eugenol puro.

. Disefio, enfoque y tipo de investigacion

Disefio: Exploratorio
Enfoque: Mixto

Tipo: Experimental

. Tipo y tamafio de muestra

Se realizo un ensayo para cada bacteria en el antibiograma de Kirby-Bauer usando S.

aureus, E. coli, K. pneumoniae, B. subtilis y P. aeruginosa

. Criterios de inclusion y exclusion

Para la seleccion de derivado de eugenol se excluyeron todos aquellos derivados
reportados anteriormente en la literatura. La sintesis organica tinicamente incluyo reacciones
que hayan demostrado un alto rendimiento en la literatura y cuyos recursos estuvieran
disponibles en la Universidad del Valle de Guatemala. Para los ensayos de toxicidad
unicamente se llevaron a cabo ensayos en aquellos organismos que hayan probado
susceptibilidad en el pasado. Entre ellos se encuentra S. aureus, E. Coli, K. pneumoniae, B.

subtilis y Pseudomonas aeruginosa.
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E. Variables
Cuadro 2 Variables de estudio

Variable Naturaleza Nivel de medicion Definicion
Grupo funcional Cualitativa Nominal Estructura del

compuesto
evaluado en su

actividad

antibacteriana

Rendimiento de Cuantitativa Razén Cantidad de

reaccion producto obtenido

en una reaccion en
comparacion con el
producto teorico.
Factor de retencion Cuantitativa Razén Distancia recorrida
por un componente
en comparacion
con la distancia
recorrida por el
disolvente.
Zona de inhibicion Cuantitativa Razon Area entorno a un
antibiotico donde
los
microorganismos
no crecen.

F. Instrumentos de medicion

Para la sintesis de los compuestos se midié los resultados de acuerdo con el Cuadro no.

Cuadro 3 Instrumento de medicion para la sintesis

Reaccion Rendimiento Aspecto producto

Para los ensayos antibacterianos se recopilaron los resultados de acuerdo con el

Cuadro no. 4.
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Cuadro 4 Instrumento de medicion para los ensayos en bacterias

Especie Zona de inhibicion Concentracion

G. Metodologia

La metodologia se resume en la siguiente Figura (10).

Figura 10 Metodologia de la investigacion
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reduccion de
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Reaccion de Paal-
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1. Sintesis de acetileugenol

La sintesis se puede observar en la Figura no. 11.
Figura 11 Sintesis de acetileugenol

Fuente: Elaboracion propia

a. Esterificacion del eugenol

Se realiz6 la reaccion de esterificacion de Manoppo et al. (2011). En un balén de fondo
redondo de 250 mL se agregaron 33 g de anhidrido acético con 13.5 g de acetato de sodio anhidro

con 26.5 g de eugenol. Se calentd a reflujo durante 3 horas, luego se enfri6 y mezclé con una
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solucion de bicarbonato saturada para neutralizar el 4cido acético. Luego se realizé una extraccion
liquido-liquido con éter de petroleo, se agregd sulfato de sodio anhidro y se destild al vacio el
solvente. Se monitoreo la reaccion con TLC usando hexano: acetato de etilo (70:30). Se analizo

con TLC, FTIR y GC-MS.

2. Sintesis de pirrol de eugenol

La sintesis se puede observar en la Figura no. 12.

Figura 12 Sintesis del pirrol de eugenol
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Fuente: Elaboracion propia

a. Nitracion de eugenol

Se realizo la reaccion de nitracion de Sudarma et al. (2014). En un bal6n de fondo redondo
de 100 mL, se agregaron 10 g de eugenol puro, con 75 mL de acetonitrilo y se agitd por 5 minutos.
Luego se afiadieron 6.5 g de KHSO4 y 10 g de NH4NOs, se mezcld durante media hora a
temperatura ambiente y luego se reflujo durante 5 horas. Luego se extrajo 2 veces usando 20 mL
de acetonitrilo para luego remover el solvente por destilacion al vacio. Posteriormente se separd
el compuesto del alquitran formado usando 200 ml de hexano y se destilo el solvente al vacio.
Se monitoreo la reaccion con TLC usando hexano: acetato de etilo (70:30). Se analiz6 el producto

con TLC, FTIR, GC-MS.

b. Reduccién de nitro

Se realiz6 la reaccion de reduccion de Olea et al. (2019). En un balén de fondo redondo
se colocaron 450 mg de nitro eugenol impuro disueltos en 15 mL de metanol, posteriormente
se agregd 1 mL de acido formico junto a 2 mL de amoniaco concentrado. El progreso de la reaccion
se monitoreo con TLC bajo luz UV, usando hexano: acetato de etilo (70:30) hasta la desaparicion del
reactivo. Posteriormente se filtrd la mezcla de la reaccion al vacio y se evapor6 el metanol con
destilacion al vacio. El crudo de la reaccion se disolvio en 25 mL de acetato de etilo y se extrajo con
salmuera (2x30 mL). Se evaporo6 el acetato de etilo para posteriormente filtrar al vacio el crudo con

silica gel, el filtrado se disolvid en etanol y se acidificé con HCI concentrado hasta llevar a un pH de
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1, se realizé una extraccion con acetato de etilo, descartando la fase orgénica y elevando el pH de la
fase acuosa con amoniaco hasta 6, luego se extrajo nuevamente con acetato de etilo y finalmente se
evaporo el solvente para dar el producto deseado. Se confirm¢ la pureza usando TLC, FTIR, GC-MS,

HNMR y punto de fusion.

c. Sintesis de Paal-Knorr

Usando el procedimiento de Lai y Li (2025). Se afiadié en un balén de fondo redondo
100 mg del producto previo junto a 60 mg de 2,5-hexanodiona con 15 mL de etanol y se elevo
la temperatura a 60°C y se agit6 la muestra durante 4 horas. El producto obtenido fue extraido
con diclorometano y HCI 2 N, posteriormente se destilo al vacio el solvente y el sélido obtenido
se filtrd con silica gel y zeolita, posteriormente se evapord el solvente. Se analiz6 el progreso de
la reaccion con TLC usando faso movil 70/30 hexano: acetato de etilo. Se analiz6 el producto

con FTIR, GC-MS y HNMR y punto de fusion.

3. Pruebas antibacterianas

Se uso6 el protocolo de ensayo de Kirby-Bauer de la American Society for Microbiology

(2009). Se realiz6 la prueba en S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, B. subtilis y P. aeruginosa.

a. Preparacion del inoculo
Se prepard un estandar de McFarland para medir la densidad Optica. Afiadiendo 0.5 mL
de una alicuota de BaCl, 0.048 M a 99.5 mL de una solucion de H2SO4 al 1% (v/v). Se midio la
absorbancia en un espectrofotometro a 625 nm para comprobar que se encontrara entre valores de
0.08 y 0.13. Para el inoculo, se suspendié en 2 mL de solucion salina, colonias aisladas de los
organismos usado para la prueba. Ajustando la turbidez con mas microorganismos hasta obtener una

densidad oOptica y turbidez similar al estdndar de McFarland preparado.

b. Preparacion de las placas
Se disolvid el medio Muller-Hinton en agua, agitando y calentando, después se colocé en
la autoclave a 121 °C por 15 minutos para colocar el medio en placas de 100 mm. Se dejo reposar
hasta que se solidificara durante 15 minutos. Luego se procedid a tomar una muestra de indculo
con un hisopo estéril y se sembrd en la placa para reposar durante 5 minutos para que se

absorbiera el indculo.
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c. Discos de difusion

Se utilizaron discos de papel previamente esterilizados con luz UV. Se impregnaron los
discos con una solucion de eugenol, acetileugenol y eugenol pirrol en metanol a las siguientes
concentraciones: 2 mg/mL y 10 mg/mL. Como control negativo se us6 metanol y como control
positivo se usé ampicilina. Se colocaron los discos con en la placa y se cerrd para incubarse a 35
°C durante 24 horas. Posteriormente se midio el radio de inhibicion del crecimiento bacteriano
para determinar la zona de inhibicidon y la concentracion mas baja a la cual se inhibio el

crecimiento.

H. Analisis de datos

Se analiz6 la zona de inhibicion del producto en las especies de bacterias usadas en el
estudio. Describiendo toda la estadistica descriptiva y comparando los datos con la zona de

inhibicion del control positivo, el eugenol puro y acetileugenol.
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VIII. RESULTADOS

Figura 13 Espectro IR del eugenol

102
100

904

3510.67cm-1

80+

2938.77cm-1
975.88cm-1

704

60 3004.13cm-1

%T

1463.80cm-1

o~
1430.95cm-1
50

o,
= 793.28cm-1 397.94cm-1

-1
T 1121.22cm-1 430.88cm-1
32.77cm-1

40

418.65cm-1
— .24cm-1
304 1265.12cm-1 1147.93cm-1
510.63cm-1

4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 380
cm-1

Nota. Elaboracion propia.
El espectro IR presento picos en 3500 cm”-1 (-OH), ademas de un pico alrededor de 3000
cm”-1 (C=C) y un pico en 1460 cm”-1 (C-O)

Figura 14 Espectro de masas del eugenol
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Nota. Elaboracién propia.

El espectro present6 un ion molecular y pico base en 209, ademas de picos caracteristicos en

149, 131, 109 y 91.
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Figura 15 Espectro IR del nitro eugenol
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Nota. Elaboracion propia.
El espectro IR presentod picos caracteristicos en 1300 cm”-1 y 1500 cm”-1, que son
caracteristicos del grupo nitro, ademas de picos en 3500 cm”-1, 3079 cm”-1, 1613 cm”-1,
1512 cm”-1

Figura 16 Espectro de masas del nitro eugenol
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Nota. Elaboracién propia.

El espectro present6 un ion molecular y pico base en 209, ademas de picos caracteristicos en

149, 131, 109 y 91.
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Figura 17 Espectro IR del amino eugenol
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El espectro IR revel6 un pico en 3372 cm”-1 (NH2) y 1214 cm”-1 (CN), en 3308 cm”-1 (Ar-
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OH) y 3072 cm”-1 (CH=CHb,).

Figura 18 Espectro de masas del amino eugenol
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El espectro de masas revel6 un pico base y ion molecular en 179, ademas de otros picos

relevantes en 164, 136, 118 y 91.
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Figura 19 Espectro HNMR del amino eugenol
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Nota. Elaboracién propia.

El espectro de HNMR revelo6 sefiales en 3.2 ppm, 3,8, 5.0, 5.9 y 6.2 ppm.
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Figura 20 Espectro IR del acetil eugenol
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Nota. Elaboracion propia.
El espectro reveld picos en 1761 cm”-1 (C=0), ademads de un pico alrededor de 3000 cm”-1

(C=C) y un pico en 1460 cm”-1 (C-O)

Figura 21 Espectro de masas del acetil eugenol
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Nota. Elaboracién propia.
El espectro revel6 un ion molecular en 206 m/z, ademas de un pico base en 164 y picos en

149, 131 y 91.
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Figura 22 Espectro IR del pirrol de eugenol
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Nota. Elaboracion propia.
El espectro IR revelo picos en 3395 cm”-1 (OH), ademas de picos en 1331 cm”-1 (CN) y de
3000 cm”-1 (C=C) y un pico en 1460 cm”-1 (C-O)

Figura 23 Espectro de masas del pirrol de eugenol
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Nota. Elaboracién propia.

El espectro revela un ion molecular y pico base en 257 m/z, ademés de picos en 238,

224,212y 200.
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Figura 24 Espectro HNMR del pirrol de eugenol
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Nota. Elaboracion propia.

El espectro de HNMR revelo sefiales en 2.0, 3.4, 3.93,5.1,5.9, 6.6 y 6.7 ppm.
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Cuadro 5 Resultados de la sintesis

Reaccion Rendimiento (%) Aspecto producto Punto de fusion
O
Acetilacion 85 Liquido aceitoso,
incoloro, con un leve
olor a eugenol
Nitracion 79 Liquido amarillo N/A
intenso con un aroma
similar el eugenol
Reduccion 29 Sélido blanco 105 - 107
cristalino
Paal-Knoor 63 Sélido blanco 95 -97
cristalino
Sintesis total 15 N/A N/A

Nota. N/A significa no aplica.

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro anterior se puede observar los rendimientos de las reacciones realizadas y sus

rendimientos.

Cuadro 6 Factor de retencion de los compuestos

Producto Rf Fase Movil
Eugenol 0.85
?ﬁetll cugenol 091 Hexano: Acetato de etilo
itro eugenol 0.67 (7:3)
Amino eugenol 042 ’
Pirrol eugenol 0.73

Nota. Las TLC fueron realizadas usando placas Silica gel 60 F»s4 marca Merck

Fuente: Elaboracion propia

En el cuadro anterior se puede observar el factor de retencion de los compuestos involucrados

en la sintesis.
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Cuadro 7 Resultados antibiogramas

Zona de inhibicion (cm)

Tratamiento Concentracion . B. K P.
E. coli | S. aureus . . .
subtilis | pneumoniea | aureginosa
Ampicilina 0.1 mg/mL 4.1 4.0 4.0 1.0 3.0
Metanol Puro 0.4 0.0 0.0 0.0 0.0
Dimetilsulfoxido Puro 0.0 0.0 N/A N/A 0.0
E | 2 mg/mL 1.0 N/A N/A N/A N/A
ugeno 10 mg/mL 1.0 1.0 0.0 0.9 1.0
Acetil eugenol 10 mg/mL 0.0 0.0 0.0 0.0 0.4
Ami | 2 mg/mL 0.8 0.0 N/A N/A 2.0
Mino eugeno 10 mg/mL 1.0 1.0 0.2 1.0 1.0
Pirrol | 2 mg/mL 0.8 1.0 N/A N/A 2.0
1Tl eugeno 10 mg/mL 1.2 2.1 0.0 0.0 23

El cuadro anterior muestra los resultados de los ensayos de Kirby-Bauer.

Fuente: Elaboracién propia
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IX. ANALISIS DE RESULTADOS

A. Sintesis de derivados de eugenol

El objetivo de la investigacion fue comparar la actividad antibacteriana del eugenol, un
derivado conocido como el acetil eugenol y el pirrol eugenol sintetizado. La identidad de los
compuestos fue confirmada usando espectrometria de masas y espectroscopia FTIR. Mientras
que los ensayos en Kirby-Bauer revelaron diversas intensidades en la inhibicion de bacilos
gramnegativos y grampositivos.

Para la molécula inicial, eugenol, se caracterizé usando FTIR, TLC y GC-MS, en su
espectro IR (Figura 13) presentd picos en 3500 cm”-1 correspondientes al fenol presente en la
molécula, ademas de un pico alrededor de 3000 cm”-1 por la presencia de un doble enlace
terminal, pico en 1460 cm”-1 por el enlace C-O. Por otro lado, el espectro de masas reveld un
ion molecular de 164 m/z que es a su vez, el pico base, este fendémeno implica 1 lo que
concuerda con el espectro de masas reportado en la literatura, con picos caracteristicos en 149,
131 y 91. Ademas, posee un Rf de 0.85 en un TLC con fase modvil de hexano: acetato de etilo
(70:30), lo que concuerda con lo esperado dada su baja polaridad por la presencia de anillo
aromatico y cadena propilica (Wade, 2010).

El acetil eugenol fue sintetizado para comparar la actividad antibacteriana con los otros
derivados, ya que ésta se encontraba reportada. La reaccion fue exitosa obteniendo un
rendimiento del 80% aproximadamente, que coincide con el reportado en la literatura. El
espectro IR revelo6 un pico de carbonilo en 1767 cm”-1, como estaba reportado en la literatura,
ademas de desaparecer el pico de OH en 3300 cm”-1 perteneciente al fenol del eugenol.
Ademas, el espectro de masas indicé un ion molecular de 206 m/z, con un pico base en 164
m/z, indicando la presencia de un ion acetilo en la molécula del eugenol cuya masa es de 164,
ademas de picos caracteristicos en 149, 131, 91 y 43 (Da Silva et al., 2018).

El compuesto acetilado se encuentra con una pureza de mas del 90% segun revelo el
GC-MS y la TLC. La principal contaminacion es la isomerizacion del eugenol y su posterior
acetilacion segun reveld el GC-MS, esta reaccion pudo haber ocurrido por las condiciones
acidas del medio, con las cuales isomerizd el eugenol, ademas el compuesto sintetizado tuvo
un Rf de 0.91, en una fase moévil de hexano y acetato de etilo (70:30), el cual fue mayor al Rf
del eugenol de 0.85, el cual concuerda con lo esperado, al reaccionar el grupo OH, se pierde
polaridad por los puentes de hidrogeno, por lo cual la TLC resulto efectiva para analizar el

compuesto antes de usar GC-MS. Por otro lado, algunas recomendaciones para mejorar la

37



pureza y rendimiento de la reaccion seria usar una base fuerte como la piridina para eliminar
el acido formado y evitar su reaccién con eugenol, como ha sido realizado en otros estudios
donde han usado esta reaccion (Da Silva et al., 2018).

En el caso de la reaccion de nitracion, ésta fue realizada usando sales de nitrato y sulfato
para reemplazar la mezcla de acidos habitual en esta reaccion, los cuales resultaron ser muy
oxidantes. Este cambio permitié tener una reaccion mas controlada y reducir la oxidacion y
carbonizacion de los sustratos, permitiendo un reflujo que dio como lugar un rendimiento
considerable comparado con otros estudios donde la reaccion de nitracion tradicional del
eugenol obtiene un rendimiento menor al 60%. Mientras que se ha confirmado que la nitracion
usando sales acidas ha obtenido un rendimiento mayor al 80%, por lo cual el rendimiento
reportado coincide con la literatura (Sudarma et al., 2014).

Las propiedades del producto coinciden con las reportadas en la literatura al obtener un
liquido aceitoso de coloracion roja en estado puro y amarillo al disolverse, es soluble en acetato
de etilo, cloroformo y etanol, y medianamente soluble en hexano. Quedaron algunas impurezas
en el producto final, pues el andlisis con TLC y GC-MS indic6 la presencia de eugenol sin
reaccionar y otras impurezas como se puede observar en el anexo 1, obteniendo una pureza
del 50%. Estas impurezas pueden ser principalmente oxidacién de la materia orgénica por
la presencia de acidos, asi como una posible polimerizacion del eugenol, esto generd que
unicamente el hexano pudiera separar el producto final del alquitran formado. Se recomienda
el uso de cromatografia de columna para aislar el nitro eugenol como se ha realizado en
otros estudios, sin embargo, para fines de la sintesis no se realizd dicha purificacion
pues la reaccion posterior no necesitaba del sustrato puro (Sudarma et al., 2014).

Por otro lado, los espectros IR y masas confirmaron finalmente la identidad del
compuesto. Especificamente el espectro IR presentd picos caracteristicos en 1300 cm”-1 y
1500 cm”-1, que son caracteristicos del grupo nitro, ademas de picos en 3500 cm”-1, 3079
cm”-1, 1613 em”-1, 1512 cm”-1, que provienen de los grupos funcionales caracteristicos del
eugenol como fenol, alqueno, éter y aromatico. En cuanto al espectro de masas, mostré un
ion molecular con una masa que coincide con la esperada de 209, ademds de fragmentos
caracteristicos en 192, 162, 147, 131 y 91 que coinciden con el espectro reportado en la
literatura. Con esta informacion se confirma la presencia del nitroeugenol en el producto de la
reaccion a pesar de las impurezas (Sudarma et al.,, 2014).

La reaccion de reduccion mostré un menor rendimiento, del 30% aproximadamente,

la mezcla usada de Zn y HCOONHy4 fue efectiva para evitar la formacion de subproductos

considerables como la reducciéon del alqueno terminal, o la formacion de oximas e
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hidroxilaminas en la reduccién del nitro, como se pudo observar con la TLC y GC-MS, lo que
concuerda con lo esperado segun la literatura. El aislamiento de la anilina usando su forma de
clorhidrato implicé no usar cromatografia de columna, obteniendo un rendimiento ligeramente
menor al de la literatura del 55%, esto implica que el método usado fue eficiente para la
purificacion del compuesto, aunque haya implicado un menor rendimiento (Olea et al., 2019).

Las propiedades de la anilina sintetizada concuerdan con las esperadas, al ser un sélido
blanco poco soluble en agua y soluble en solventes organicos. Su Rf en una fase movil de
hexano: acetato de etilo (7:3) es de 0.42, menor al compuesto nitro y el eugenol, lo que coincide
con su polaridad esperada dada la presencia de un grupo amino que puede formar puentes de
hidrogeno con la silice, lo que también explicar el aumento de su punto de fusién con especto
al nitro eugenol, que resulta mas apolar.

En cuanto a la caracterizacion instrumental, el espectro IR reveld un pico en 3372 cm”-
1 proveniente de la tension NH y 1214 cm”-1 de la tension C-N, caracteristicos de una anilina,
asi como picos caracteristicos del eugenol como la tension Ar-OH en 3308 c¢cm”-1, tension
CH=CH; en 3072 cm”-1m, entre otros picos caracteristicos que coinciden con la literatura
(Olea et al., 2019). Por otro lado, el espectro de masa reveld un ion molecular con una m/z de
179, que coincide con la esperada en teoria, ademas de otros picos relevantes en 164,
correspondiente al eugenol, 136, 118 y 91. Finalmente el punto de fusion del compuesto
coincide con el reportado en la literatura entre 105 °C — 107 °C, lo que confirma la pureza del
compuesto (Olea et al., 2019).

Finalmente, el espectro de HNMR, confirm6 completamente la identidad del producto,
obtenido protones de éter con un 6 de 3.83, con una multiplicad de singlete y una proporcion
de 3. Una sefial en 8 3.24 con un duplete correspondientes a hidrogenos de metileno, con una
proporcion de 2, una sefial en un 6 de 5.0 con un triplete, correspondiente al vinilo del eugenol,
con una proporcion de 2, una sefial en un ¢ de 5.9 de un singlete que corresponde al hidrogeno
del alqueno y 2 hidrégenos en singlete en un 6 de 6.19 y 6.25 correspondientes a los hidrogenos
aromaticos del amino eugenol. Es importante mencionar que no aparecen los hidrogenos del
fenol ni la anilina en el espectro medido, dichos hidrégenos pueden ser intercambiados con el
proton deuterado del solvente en distintas condiciones como humedad o restos de acido, lo que
impide su aparicion el espectro NMR, sin embargo, los demas protones concuerdan en el 6 con
el esperado en la literatura por lo cual el espectro tiene sentido (Olea et al., 2019).Para mejorar
la eficiencia de la reaccion podria aumentar el tiempo de reaccion para asegurar la maxima

conversion del sustrato, asi como optimizar la temperatura, tomando en cuenta que en otros
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sustratos la reaccion se lleva a cabo a temperatura en reflujo. Asimismo, podria usarse otras
mezclas reductoras quimio selectivas, que eviten la reduccion del alqueno terminal, mientras
permitan un rendimiento mas alto en la formacion de anilina, como se ha estudiado en la
literatura, usando una mezcla &cida y metalica con otros metales como Sn o Fe con asistencia
de microondas o ultrasonido para aumentar la eficiencia de la reaccion (Orlandi et al., 2016).

Finalmente, la reaccién de Paal-Knorr permitié obtener el pirrol dimetilado, como se
pudo confirmar con el analisis instrumental. La reaccion obtuvo un rendimiento aproximado
del 63%, se monitore6 la conversion de anilina a pirrol usando TLC, donde el pirrol obtuvo un
Rfde 0.73, dado que se polaridad disminuy6 debido a la sustitucion de hidrogenos con carbono
en la amina, eliminando los puentes de hidrogeno. Este fenomeno se refleja a su vez en el punto
de fusion del compuesto, que resultd ser menor a la anilina de eugenol, entre 95
°C — 97 °C, dado a la disminucion de la polaridad del compuesto resultando en fuerzas
intermolecular menos intensas.

El compuesto fue caracterizado con FTIR (Figura 21), donde se observa un pico en
3395 cm”-1, correspondiente a la vibracion OH, se puede observar a su vez que el pico
correspondiente al enlace NH> en el amino eugenol desaparecio, implicando la presencia de
una amina terciaria, que se confirma con el pico en 1331 cm”-1, correspondiente a la C-N, pico
que también aparece en espectro del amino eugenol. Posterior a dichos picos, el espectro IR
presenta picos caracteristicos del eugenol como en 3007 cm”-1 correspondiente a la tension C-
H del vinilo, en 1506 cm”-1, correspondiente a compuestos aromaticos, entre otros en 1610
cm”-1y 1265 cm”-1 (Wade, 2010).

Por otro lado, el espectro de masas (Figura 23) confirmo la identidad del compuesto,
con un ion molecular de 257, coincidiendo con la masa reportada del compuesto. Ademas, se
observa la presencia de picos en 242, 227, 213, 199, 185 y 171 por la pérdida de metilos y
metilenos presente en el anillo heterociclico. Por ello, se determina que el método de GC-MS
resulto eficiente para la deteccion e identificacion del compuesto.

Finalmente, el espectro de HNMR revelo la identidad del compuesto al tener sefiales
para los protones presentes en este, como se puede ver en la Figura 24, una sefial en 2.0 ppm
reveld los hidrogenos de los metilos del R-CH3 del pirrol, siendo un singlete al no haber otros
protones que le hagan acoplamiento, mientras que en 3.3 se puede ver un multiplete con una
multiplicidad de 2, relacionado a los hidrégenos del carbono alfa al vinilo del eugenol, que
tienen los hidrogenos del doble enlace. En 3.9 se encuentra un singlete con multiplicidad de 3

indicando tres hidrogenos relacionados al metoxido del eugenol. En 5.1 se encuentra un
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multiplete correspondientes a 3 hidrogenos relacionados al alqueno terminal del eugenol. En
5.9 se encuentra un singlete de dos hidrogenos relacionados a los hidrégenos del pirrol.
Finalmente, la sefial de singlete en 6.6 y 6.7 se debe a 2 hidrogenos aromaticos. Por lo cual
cuadra el espectro con la estructura sintetizada (Wade, 2010).

Una posterior filtracion con silica permitioé obtener un sélido blanco, similar en color a
derivados de los pirroles de anilina. El rendimiento fue aproximadamente al 60%, que es menor
al reportado en la literatura para la sintesis de pirroles con anilinas con otros sustituyentes, lo
que podria influir en el tiempo para completar la reaccion, la TLC revelo la presencia de anilina
en la mezcla de reaccion aun después de 4 horas, por lo que es posible que un mayor tiempo de
reaccion podria aumentar el rendimiento de la reaccion, en diversos sustratos se ha llegado a
24 horas de reaccion (Cho et al., 2014).

Por otro lado, la reaccion fue eficiente sin el uso de catalizador, tomando en cuenta que
las anilinas y sus derivados son menos nucleofilicos que las aminas aromaticas, el uso de
catalizadores acidos podrian activar los carbonilos de la dicetona, aumentando la eficiencia de
la reaccion, sin embargo, debe ser un acido débil o un acido de Lewis para evitar la protonacion
de la anilina, impidiendo la reaccion, acido citrico, acético o FeCls han estado reportados para
una reaccion con alto rendimiento en pirroles de anilina, por lo que podria ser un cambio
realizado en futuros estudios (Akelis et al., 2015) (Zhang et al., 2017).

Sin embargo, es importante mencionar que el compuesto es altamente sensible a las
condiciones ambientales, con una posible oxidacidn, para su potencial aplicacion debe de ser
almacenado junto a un agente oxidante, ademas, para posteriores estudios se recomienda un
analisis mas exhaustivo de la sensibilidad utilizando agentes oxidantes o voltamperometria
ciclica para determinar la sensibilidad del compuesto. Es importante mencionar que los pirroles
suelen ser estables a condiciones ambientes, sin embargo, la presencia de dos sustituyentes con
oxigeno como el fenol y metoxido, pueden incitar la oxidacion del pirrol en forma de
polimerizacion, aunque esto suele ocurrir en el carbono alfa al nitrogeno, en este caso, dicho
carbono estd metilado, lo que dificultaria dicho proceso, por lo cual un estudio méas completo

de esta propiedad es relevante para evaluar otras propiedades (Ram et al., 2019).

B. Ensayos de Kirby-Bauer

Se cumpli6 el objetivo especifico de la investigacion al evaluar la actividad

antibacteriana de los compuestos sintetizados en 5 bacterias diferentes. El pirrol eugenol y
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acetil eugenol no presentaron actividad contra K. pneumoniae, el eugenol y amino eugenol
presentaron una ligera actividad antibacteriana, con un halo de inhibicién de 0.9 y 1 cm a una
concentracion de 10 mg/mL, mientras que el estandar de ampicilina inicamente present6 un
halo de inhibicion de 1 cm.

El resultado del estandar concuerda con lo esperado, pues esta especie de bacteria es
naturalmente resistente a los beta-lactimicos por su capacidad de producir enzimas que los
degraden. En cuanto a los compuestos que presentaron actividad, se ha reportado actividad
antibacteriana por parte del eugenol, donde se ha determinado que diversas interacciones
hidrofobicas son las que predominan entre el eugenol y diversas proteinas presentes en la
bacteria, ademas de un puente de hidrégeno formado por el fenol y residuos de aminoacidos
(Qian et al., 2019).

Por lo tanto, al agregar un grupo ligeramente polar como el pirrol, las interacciones
hidrofobicas del anillo aromdtico disminuyen, lo que explica su baja actividad a esa
concentracion, al igual que el acetil eugenol, donde se bloquean los enlaces de hidrégeno del
fenol. Esos mismos enlaces de hidrogeno, explicarian el aumento en actividad del amino
eugenol, provenientes del R-NH; de la anilina (Elken et al., 2022).

Al haber presentado una actividad tan baja, no se realizé un antibiograma a una menor
concentracion, sin embargo, otros ensayos podrian dar mas informacion sobre la forma de
actuar de los compuestos sintetizados en la bacteria como una curva de crecimiento bacteriano
para determinar si los compuestos usados impiden el crecimiento en tiempo real. Por otro lado,
se sugiere que una funcionalizacion del alqueno terminal de la molécula podria dar lugar de
una mayor actividad antibacteriana, como se ha reportado en la literatura en diversos estudios
(Da Silva et al. 2018).

En cuanto al B. subtilis, 1a ampicilina resulto ser efectiva como control positivo, esto
era esperado, pues ha resultado ser un antibidtico mas eficiente contra esta especie, aunque
diversas cepas han desarrollado resistencia con la produccion de B-lactamasas, donde logro
inhibir 4 cm. En cuanto a los compuestos sintetizados, ninguno resulté efectivo para inhibir el
crecimiento de la bacteria, este resultado concuerda con el esperado, pues a la concentracion
evaluado el eugenol y sus derivados, sus efectivos son bacteriostaticos, sin embargo, el
compuesto deberia haber dado una mayor inhibicién, podria usarse otro solvente, mas inerte a
la bacteria, como DMSO que fue usado posteriormente con otras bacterias, pues el metanol
incentiva el crecimiento de dicha bacteria (Gan et al., 2023).

El tinico que mostrd actividad bajo este solvente fue el amino eugenol, podria deberse

a las interacciones de hidrégeno entre en fenol y la anilina con residuos de acido aspartico y
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glutdmico presentes en diversas enzimas encargadas de la produccion de amilasas y proteasas
en la bacteria. Por ello se recomienda un ensayo con otro solvente mas inerte para medir la
inhibicion, ademés de ensayos computacionales para verificar la interaccion con residuos de
aminoacidos en las enzimas (Nejad et al., 2017).

Para la E. coli, el estandar de ampicilina fue efectivo, inhibiendo mas de 4 cm en la
placa, lo que concuerda con lo esperado, pues la bacteria es muy susceptible a antibioticos [3-
lactamicos. Los solventes usados, metanol y DMSO, presentaron poca o nula actividad en
contra del microorganismo, incluso podria incentivar su crecimiento en el caso del DMSO. Sin
embargo, en este caso, los derivados sintetizados presentaron una ligera inhibicion de la
bacteria (Jeyakumar & Lawrence, 2020).

En el caso del eugenol, a la concentracion usada permitio inhibir 1 cm en la placa,
mucho menor al reportado para la inhibicion de otros antibidticos en esta especie, el resultado
difiere ligeramente de lo reportado en la literatura, pues se ha reportado una mayor actividad
inhibitoria dada su capacidad de inhibir enzimas relevantes en el metabolismo de la E. coli, asi
como alterar la permeabilidad de la membrana. Estas interacciones se deben a la polaridad del
fenol y la poca polaridad del anillo aromatico y cadena propilica, por lo cudl un grupo pirrol
permitid aumentar ligeramente la actividad inhibitoria del compuesto, como se puede observar
en el cuadro 7. Asimismo, el amino eugenol y acetil eugenol mantienen resultados similares a
los esperados, donde el acetil eugenol no present6 actividad significativa, mientras el amino
eugenol presentd una actividad similar al eugenol (Jeyakumar & Lawrence, 2020).

Sin embargo, los resultados de esta bacteria no son completamente concluyentes y se
sugiere utilizar concentraciones mayores, asi como otros solventes para tener una mayor
certeza sobre la actividad presenté en la bacteria, asi como el uso métodos computacionales
que permitan ver la inhibicion de enzimas reportadas con interaccion entre eugenol y sus
derivados.

Para la P. aureginosa, la ampicilina resultd menos efectiva como control positivo que
en otras bacterias, principalmente por la capacidad de éstas de producir enzimas que degradan
el antibiotico, asi como su poca permeabilidad en la membrana, lo que impide su entrada en la
célula. En cuanto a los compuestos sintetizados, el eugenol presentd una leve actividad
antibacteriana con un halo de inhibicion de 1 cm, esto concuerda con lo esperado, pues la
hidrofobicidad de la molécula le permite penetrar la membrana glucolipidica de la bacteria para
la inhibiciébn de amilasas y proteasas dada sus interacciones de hidrogeno por el fenol

(Ulanowska & Olas, 2021).

43



Por lo tanto, al remover el grupo OH en el acetil eugenol, provoco una disminucion en
su actividad como se puede observar en el Cuadro 7, lo cudl era esperado, mientras que la
adicion de un grupo polar como la amina, permitié6 aumentar la inhibicion del crecimiento
bacteriano. Es importante mencionar que la inhibicion del amino eugenol resulté mayor a una
concentracion de 2 mg/mL que a 10 mg/mL, este fendmeno podria ser explorado con mas
atencion en ensayos de curva de crecimiento bacteriano, sin embargo, el fendmeno, comun
entre algunos antibidticos usados en la clinica, podria ocurrir dada la alta polaridad de la amina,
lo que podria impedir su ingreso en la membrana celular a una alta concentracion, lo que le
impediria inhibir enzimas presentes en la bacteria, mientras que una baja concentracion las
interacciones polares no serian tan fuertes permitiendo su permeabilidad en la célula (Pernin et
al., 2019).

En consecuencia, a este fendmeno, el pirrol, al poseer una polaridad menor a la amina,
pero con la posibilidad de tener interacciones polares por el nitrogeno, pudo ser mas eficaz para
inhibir a las Pseudomonas. Su zona de inhibicién es comparable a la zona reportada para
antibidticos usados en la clinica, como fluoroquinolonas y aminoglucésidos, precisamente por
las interacciones polares y apolares de estos compuestos. Ademas, es importante mencionar
que los derivados de pirrol con otros grupos funcionales precisamente han demostrado una
actividad intensa en contra de esta especie, por lo que este derivado podria ser candidato a ser
estudiado para una posible aplicacion clinica, posterior de mas estudios referentes a su
mecanismo de accion contra las bacterias antes mencionadas (Rusu et al., 2024) (CLSI, 2025).

Finalmente, la bacteria en la cual mas actividad presentd el compuesto sintetizado fue
contra Staphylococcus aureus. En este organismo, la ampicilina resulté efectiva como control
positivo con un halo de inhibicion de mas de 4 cm, mientras que el eugenol logr6 inhibir en su
concentracion alta, 1 cm. Dicha inhibicidon ya se encuentra reportada, al igual que en otras
bacterias, el grupo hidroxilo del compuesto permite interactuar con residuos de aminoéacidos
de enzimas presentes en dicha bacteria, lo que resultd en una ligera inhibicioén, usando metanol
como solvente.

Por otro lado, el acetil eugenol, como se esperaba, obtuvo una menor actividad en esta
especia, dada la disminucion en su polaridad por el enlace éster. Mientras que el derivado de la
anilina obtuvo una inhibicion similar el eugenol, sin embargo, dicha inhibicion se dio con
mayor intensidad en una concentracion mas baja, al igual que con las Pseudomonas, esto puede
explicarse por la naturaleza de la membrana lipidica de los bacilos grampositivos, que dificulta
la difusiéon de compuestos mas polares, por lo cual se explica su baja actividad a una

concentracion mas alta, aunque dicho fenomeno podria seguir siendo estudiado a posteriori.
44



En el caso del pirrol eugenol obtuvo una zona de inhibicion similar al de las
pseudomonas, con 2.1 cm de halo, lo que implica que es méas eficiente para inhibir dicha
bacteria. Las interacciones apolares entre la membrana y el pirrol, permitirian la difusion en la
c€lula para la posterior inhibicidon enzimatica, estrés oxidativo y alteraciéon de la membrana
celular, sumando que los derivados de pirrol han mostrado actividad encontré del S. aureus.
Dicha inhibicion es comparable a la inhibiciéon de algunos antibioticos B-lactamicos en S.
aureus, cabe recalcar que se esta comparando con la inhibicion del antibidtico a una menor
concentracion. Sin embargo, se puede considerar que el S. aureus es sensible al pirrol eugenol
y puede ser posteriormente estudiado para posibles aplicaciones clinicas o antisépticas (Rusu
et al., 2024) (CLSI, 2025).

En conclusion, la adicion del grupo pirrol a la molécula resulté efectiva contra algunas
bacterias, esto podria implicar que el uso de derivados de compuestos naturales con grupos
apolares y polares podria aumentar considerablemente la actividad antibacteriana, donde
algunos grupos como imidazol o piridina podrian dar lugar a compuestos antibacterianos a

partir del eugenol u otro tipo de compuestos fenolicos de origen natural (Rusu et al., 2024).
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X. CONCLUSIONES

Se logré con éxito la sintesis del compuesto 2-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-il)-6-metoxi- 4-
(prop-2-en-1-il) fenol, partiendo de 4-alil-2-metoxifenol, mediante una reaccion de
Paal-Knorr. La estructura y pureza del producto final fueron confirmadas por
cromatografia en capa fina (TLC), espectroscopia FTIR y espectrometria de masa y
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de Hidrogeno (HNMR) cumpliendo asi
con los criterios establecidos para la caracterizacion estructural.

El producto obtenido fue un sélido blanco con punto de fusion entre 95 y 97 °C, soluble
en disolventes orgéanicos apolares y susceptible a la oxidacion, lo que implica
consideraciones importantes para su almacenamiento y manipulacion.

El proceso sintético tuvo un rendimiento total del 15%, destacando la eficiencia relativa
de cada etapa. La nitracion con sales acidas resulto ser la mas eficiente, pese a generar
impurezas. En contraste, la reduccion del grupo nitro con Zn y HCOONHa4 present? el
menor rendimiento (~30%), probablemente debido al bajo poder reductor de la mezcla
utilizada y a un tiempo de reaccion insuficiente.

La reaccion de Paal-Knorr, clave en la formacion del anillo pirrélico, demostro ser
efectiva con un rendimiento del 60%, consolidando su viabilidad para la obtencion de
heterociclos funcionalizados derivados del eugenol.

En cuanto a la evaluacion biologica, el compuesto sintetizado mostrd una actividad
antibacteriana superior al eugenol frente a bacterias grampositivas como
Staphylococcus aureus y algunas gramnegativas como Pseudomonas aeruginosa. En
cambio, su efecto fue leve en Escherichia coli y nulo en Klebsiella pneumoniae y
Bacillus subtilis bajo las condiciones ensayadas, lo que sugiere que su eficacia puede
depender del tipo de microorganismo y del solvente utilizado.

Se infiere que la incorporacion del anillo pirrol al ntcleo fendlico del eugenol mejord
su capacidad de interaccidbn con membranas y enzimas bacterianas, posiblemente a
través de mecanismos de permeabilizacion y acoplamientos hidrofébicos/hidrofilicos,
lo que explica el aumento en su actividad antimicrobiana.

En conjunto, estos resultados sugieren que el compuesto sintetizado tiene potencial
como agente antiséptico, particularmente frente a S. aureus y P. aeruginosa, abriendo
nuevas posibilidades para el disefio de derivados del eugenol con aplicaciones en el

control de infecciones bacterianas.
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XI. RECOMENDACIONES

Se recomienda probar métodos mas eficientes para la purificacion de nitro eugenol,
como cromatografia de columna, o en su caso, utilizar un método distinto para la
nitracion del eugenol.

Se sugiere aumentar el tiempo de reaccidon para la reduccion de nitro para mejorar el
rendimiento. O en su caso, aplicar otro método que permita la reduccion del R-NO> sin
afectar el doble enlace terminal del eugenol.

Seria posible estudiar la optimizacion de la sintesis del pirrol por medio de la reaccion
de Paal-Knorr utilizando condiciones ligeramente 4cidas para aumentar el rendimiento
y reducir el tiempo de reaccion.

Tomando en cuenta el efecto de diversos solventes organicos en el crecimiento de
bacterias, se recomienda estudiar mas a profundidad el efecto del compuesto sintetizado
en las especies B. subtilis y K. pneuomniae, para tener mas certeza sobre el efecto de
los derivados del eugenol en dichos compuestos.

Considerando la actividad presentada en S. aureus y P. aureginosa, se recomienda
estudiar a través de ensayos in silico e in vitro el efecto del pirrol eugenol sobre
proteasas y amilasas en las bacterias antes mencionadas.

Con base en el efecto que la adicion del grupo pirrol tuvo sobre la actividad
antibacteriana del eugenol, se sugiere que la sintesis de un derivado con un grupo con
mas capacidad de formar puentes de hidrogeno como el imidazol, podria aumentar atin

mas la actividad antibacteriana contra las bacterias evaluadas.
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XIII. ANEXOS

Figura 25 Cromatograma del nitro eugenol
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Nota. Elaboracion propia.
En la figura anterior se muestra el cromatograma para analizar la pureza del

nitroegeunol.
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Figura 26 Placa para P. aureginosa

Nota. Elaboracion propia.

Figura 27 Placa 2 para P. aureginosa

Nota. Elaboracion propia.

Figura 28 Placa para S. aureus

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 29 Placa 2 para S. aureus

Nota. Elaboracion propia.

Figura 30 Placa para E. coli

Nota. Elaboracion propia.

Figura 31 Placa para K. pneumoniae

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 32 Placa para B. subtilis

Nota. Elaboracion propia.
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