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CAPITULO 1

INTRODUCCION



1.1 RESUMEN

En 1928 Alexander Fleming investigaba el virus de la influenza cuando noté que
en una de las cajas Petri estaba creciendo moho y que alrededor de este se habia
formado un halo de inhibicion.

El triclosan es un agente antimicrobiano de amplio-espectro, producido
inicialmente por Ciba Specialty bajo el nombre comercial Irgasan DP 300.

El triclosan por su actividad bacteriostatica contra una amplia gama de bacterias
Gram negativas y Gram positivas ha aumentando su uso en productos del
cuidado personal, como la pasta de dientes, jabones desodorizantes y detergentes
liguidos. También se utiliza en plasticos, polimeros y fibras textiles para
proporcionar propiedades antibacteriales. Ademas del triclosan existen otros
compuestos de caracter fendlico como el cloro dimetil fenol y el hexaclorofeno que
son agentes antimicrobianos.

En el presente trabajo se obtuvieron los derivados mono y disustituido del acido
adipico del triclosan, por esterificacidn mediante la reaccion del cloruro de adipoilo
con triclosan, mediante la reaccion de Schotten-Baumann .

Los derivados obtenidos se caracterizaron mediante analisis por espectroscopia
infrarroja con transformadas de Fourier FTIR, asi como también la determinacion
de puntos de fusion. Para evaluar el poder antibacterial de los compuestos
sintetizados se llevaron a cabo ensayos con crecimientos bacterianos en los que
se aplicaron los derivados mono y di sustituidos a cultivos bacterianos teniendo

como blanco al triclosan puro.



El triclosan ha sido durante muchos afios el antimicrobiano preferido por las
empresas del ramo farmacéutico e higiénico debido a ser un poderoso agente
fungicida, por su bajo costo de manufactura y a la facilidad con la cual puede ser
procesado. Debido a esto, los fabricantes de todo el mundo han incluido en sus
formulaciones agentes antibacteriales como el triclosan bajo diferentes nhombres
comerciales, y lo han empleado en algunos productos como pastas de dientes,
enjuagues bucales, desodorantes, jabones y lociones.

La creacién de antimicrobianos ha pasado a ser una preocupacion mundial, pero
ademas se han tratado de obtener agentes antibacteriales eficientes con un
amplio espectro de funcionalidad, los cuales puedan usarse en menor medida con
lo que se evitaria la mutacién de las cepas y su posterior reproduccion.

En este trabajo se presenta la sintesis y caracterizacion de dos derivados mono
éster y diéster del acido adipico del triclosan y estos se compararon con las

propiedades antibacteriales contra las del triclosan.

1.2 ANTECEDENTES

En 1928 Alexander Fleming investigaba el virus de la influenza cuando noté que
en una de las cajas Petri estaba creciendo moho y que alrededor de esté se habia
formado un halo de inhibiciéon. Fleming comunicé su descubrimiento sobre la
penicilina en el British Journal of Experimental Pathology en 1929. Fue asi como
nacid la penicilina, primer antibidético que supuso la existencia de sustancias
capaces de luchar contra las bacterias. Desde entonces a la fecha se han

descubierto una gran variedad de productos naturales con propiedades



antibiéticas y en base a ellos se han sintetizado una gran variedad de agentes con

propiedades antibidticas, antibacteriales, antimicrobiales, antimicéticas etc.

El triclosan es un agente antibacterial de origen sintético que fue patentado por
Ciba y comercializado bajo el nombre de Irgasan DP300. Su nombre quimico es:
5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol de acuerdo a la IUPAC, (2,4,4'-tricloro-2'-
hidroxidifenil éter) y su numero CAS 3380-34-5. En la Figura 1, se muestra su
estructura. Otros productores han comercializado el triclosan como Microban,
Lexol 300, Ster-Zac, Cloxifenolum, Aquasept, Gamophen, CH 3565, Irgacare MP,
Biofresh (6,7). Una vez liberada la patente, Organosintesis, S. A., inici6 la

produccion de triclosan en México a la mitad de precio del Irgasan DP300 de Ciba.

OH Cl

Cl
Cl

Figura 1. Estructura del triclosan ( PM 289.5)

El triclosan por su actividad antibacterial contra una amplia gama de bacterias
gram-negativo y gram-positivo ha aumentando su uso en productos del cuidado
personal, como la pasta de dientes, jabones deodorisantes, detergentes liquidos,
etc. También se utiliza en plasticos, polimeros y fibras textiles para proporcionar

propiedades antibacteriales [2-4].



El triclosan inhibe el crecimiento de microorganismos por un mecanismo
electroquimico. El agente biocida (triclosan) actua bloqueando los sitios activos de
la proteina de la enzima reductasa (ENR) , la cual es una enzima esencial para la
sintesis de acido grasos de la bacteria. Cuando se bloquea esta enzima, la
bacteria no sintetiza los acidos grasos que son necesarios para su reproduccion y
para construir las paredes celulares. Los seres humanos no tenemos la enzima

reductasa (ENR), asi que practicamente no es dafiina. (15).

Algunas de las desventajas del triclosan en los tratamientos textiles son:
« Tiene un punto de fusion relativamente bajo (p.f. 56 C) que limita su uso en
productos que requieren procesos térmicos.
¢ Por su caracter fendlico es soluble en medios alcalinos y esto facilita su
pérdida en los lavados.
+ Es el agente antibacterial mas utilizado y algunas bacterias pueden

desarrollar resistencia.

En este trabajo se sintetizaron dos derivados del triclosan y del acido adipico con
el objetivo de superar algunas de las desventajas antes mencionadas, ya que un
derivado de mayor peso molecular se esperaria que tuviera un mayor punto de
fusidn y de esta manera resista mejor a los procesos térmicos de producciéon. El
diéster al no tener el grupo fendlico, se esperaria una mayor resistencia a los
detergentes. Las pruebas antibacteriales se realizaron de manera comparativa

contra el triclosan.
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Debido a que no se encontraron antecedentes de estos compuestos, mono y
diéster de acido adipico, se caracterizaron mediante espectroscopia de FTIR y se

determinaron algunas otras de sus propiedades.

Se ha reportado por diversas fuentes la obtencion de monoésteres y diésteres
(11,12 ). Por ejemplo, BP Chemicals Limited patentd el procedimiento para la
fabricacion de un éster de acido carboxilico por reaccion de un acido carboxilico
organico, en presencia de un catalizador pudiendo ser elegido el acido sulfénico
que es estable a un rango de temperatura (125 C — 185 C) a una presion entre 1
y 8 bares, para obtener un éster volatil, siendo los acidos carboxilicos: acido
acético, propidénico o butanoico, y los alcoholes, metanol, etanol asi como
propanol. (5,15) .

El triclosan es uno de los productos que mas se usa , como inhibidor de placa
antibacteriana en dentifricos y en los colutorios (enjuagues bucales) [6]

En el articulo Microbiological Aspects of the Chemical Control of Plaque and
Gingivits escrito por P.D. Marsh en 1992 [7], describe que a pesar de que
muchos agentes microbiales parecen servir para el control de placa dental bucal
solo aquellos que incluyen triclosan tienen una eficacia clinica.

En el ambiente textil, también se ha utilizado el triclosan, dandoles propiedades
antimicrobianas, principalmente al algodon, aunque como se menciond antes, el
triclosan tiene la desventaja de perderse durante las lavadas por efecto del
detergente y en los procesos térmicos debido a su bajo punto de fusion. En la

patente USP-6,299,651 [8], Li Shulong, de Milliken &Co., en el aio 1999, propone

11



el uso de un derivado de triclosan, el acetato de triclosan, como una alternativa
para alargar el efecto antibacterial en textiles con tratamiento superficial, al bajar
mediante la incorporacion de acetato de triclosan la solubilidad en medio alcalino
y asi evitar la volatilidad del producto. Segun los resultados de esta nueva
patente, el acetato de triclosan tuvo una buena resistencia a procesos térmicos
entre 40 y 120°C.

El uso de triclosan en las fibras termoplasticas como nylon y poliéster se ha visto
limitada por la desventaja de éste ya que su punto de fusion es relativamente
bajo para ser utilizado con éstos polimeros.

Para mejorar la eficiencia del triclosan, algunos investigadores reportan el uso de
la microencapsulacion para tener una liberacién prolongada del triclosan. Kim Jin-
Chul y colaboradores en el 2001 [9] publicaron sobre la preparacion y
caracterizacion de micro capsulas conteniendo triclosan por complejos de
coacervacion, usando como agentes encapsulantes gelatina vy
carboximetilcelulosa. Por otro lado se han obtenido diferentes ésteres de triclosan
y se ha estudiado el efecto en la actividad antibacterial y su actividad contra la
malaria de acuerdo al trabajo reportado en el 2008 por Satyendra Mishra [10]. No
se reportan en este articulo los puntos de fusion de los derivados obtenidos, pero
de acuerdo a su estructura quimica, algunos de ellos pueden tener puntos de
fusion lo suficientemente altos para resistir los procesos de extrusién. Asi como el
estudio reportado en el 2009 por Joel S. Freunlich (14) en el cual desarrollaron
una serie de derivados de triclosan sustituidos, que fueron probados contra cepas

de mycobacterium tuberculosis .
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Es deseable para el mejor uso del triclosan, que las desventajas como el bajo
punto de fusion, se pueda elevar para usar el triclosan en procesos térmicos a

mas altas temperaturas.

1.3. HIPOTESIS
Los ésteres del acido adipico mono y disubstituidos del triclosan tendran mejores

propiedades antibacteriales y un punto de fusion mayor que el triclosan puro.

1.4. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo de investigacién son:

1. Sintetizar los esteres del acido adipico mono y disubstituidos del triclosan.

2. Caracterizar mediante analisis por espectroscopia infrarroja con
transformadas de Fourier FTIR. Asi como también la determinacion de
puntos de fusion.

3. Evaluar el poder antibacterial de los compuestos sintetizados por medio de
ensayos con crecimientos bacterianos en los que se aplicaran los
derivados mono y di sustituidos a cultivos bacterianos teniendo como
blanco al triclosan puro.

4. Proponer a Organosintesis* la produccién de estos derivados de triclosan

con actividad antibacterial y propiedades fisicas diferentes.

13



CAPITULO 2

FUNDAMENTOS

TEORICOS
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2.1. FUNDAMENTOS TEORICOS

El triclosan al igual que otros fenoles puede reaccionar con acidos produciendo
ésteres. Con la reaccién del triclosan con un diacido, podemos obtener un
monoéster o diéster dependiendo de las condiciones de la reaccion.

Los acidos carboxilicos y los cloruros de acido, reaccionan con los alcoholes,
fenoles y aminas.

En la Figura 3, se muestra la estructura del derivado mono éster del Triclosan, con
el aumento del peso molecular, se espera un mayor punto de fusién del producto,
ya que se incrementa de 289 a 417 g/mol ( Delta PM= 128 gr/mol ). Por otra parte
la terminal acido hace la molécula mas hidrofilica, permitiendo la formacion de

puentes de hidrogeno y con esto el aumento del punto de fusion.

@)

HOM
O Cl

O

Cl
Cl

Figura 2. Estructura del Mono éster del Triclosan.

El diéster del triclosan, cuya estructura se presenta en la Figura 4, tiene un
incremento aun mayor en cuanto al peso molecular, que se incrementa de 289 a

689 gr/mol ( delta PM = 400 gr/mol ) aunque a diferencia del mono éster, no tiene

15



grupos hidrofilicos, por lo que se espera que sea liposoluble y se espera un punto

de fusion menor que el monoéster.

Cl

Cl

Cl

oA

@)

Cl

Cl

Cl

Figura 3. Estructura del Diéster del Triclosan.

El triclosan también es efectivo contra hongos y levaduras, ejemplo de estos
microorganismos son mostrados en la Tabla 1:

Tabla 1. Microorganismos; bacterias, hongos y levaduras sensibles al efecto microbicida

del triclosan

Bacterias Gram-positivas

Bacterias Gram-negativas

Hongos y Levaduras

Bacillus subtilis

Eschericha coli

Candida albicans

Corynebacterium acnes

Klebsiella pneumoniae

Epidermophyton floccosum

Listeria monocytogenes

Proteus vulgaris

Trichophyton

mentagrophytes

Staphylococcus aureus

Salmonella enteritids

Streptococcus

saprophyticus

16




Acidos y diacidos carboxilicos

Los acidos carboxilicos son sustancias que contienen el grupo funcional carboxilo
(-COOH), cuya estructura general se presenta en la Figura 5, que puede estar
unido a un hidrégeno (HCOOH), a un grupo alquilo (RCOOH) o aun grupo arilo

(ArCOOH).

Figura 4. Acido carboxilico

Un acido dicarboxilico es un compuesto de carbono que tiene dos grupos
funcionales carboxilo (-COOH), su formula corresponde a HOOC-R-COOH donde
R puede ser un grupo alquilo, arilo. El acido adipico es un diacido que se usa en

la preparacion de poliamidas como el Nylon.

Esterificacion
Los ésteres se preparan ordinariamente por la reaccién de acidos y sus derivados
con alcoholes o fenoles, representada en la Figura 6. Su formula corresponde a

R-COOR', donde Ry R' pueden ser grupos alquilo o arilo.

17



H,SO )I\
)J\OH + ~SoH —= 07N + H0

Figura 5. Reaccion de Esterificacion.

Cloruros de Acido:

Los cloruros de acido o cloruros de acilo, Figura 7, se obtienen al reaccionar el
acido organico con cloruro de tionilo, SOCI,, Figura 8, tricloruro de foésforo, PCl; y

pentacloruro de fésforo PCls.

Figura 6. Cloruro de Acido
Cl - “Cl

Figura 7. Cloruro de Tionilo

18



Al usar el Cloruro de Tionilo, ademas de obtenerse el Cloruro de acido, se obtiene
SO, y HCI que son gases y se desprenden con facilidad en la reaccion. El exceso
de cloruro de tionilo ( p.eb 79 C) se elimina por destilacion. Los cloruros de acido
son compuestos muy reactivos y son empleados para preparar compuestos

derivados de acido.
Conversioén a ésteres

Los acidos carboxilicos se convierten en esteres por medio de los cloruros de
acido o cloruros de acilo de acuerdo al esquema de reaccion que se muestra en la

Figura 9.

-

R—ﬂ—@l‘l%&—ﬂ o —C g

(“]:D

o E" 4+ HC

Figura 8. Formacion de esteres via cloruro de acido

Reaccion Schotten-Baumann

Los fenoles reaccionan con cloruros de acido para formar fenil-esteres, en una
soluciéon alcalina ( NaOH, Piridina ), que neutraliza el acido clorhidrico (HCI)
desprendido. Esta reaccion fue dada a conocer en 1883 por Carl Schotten vy

Eugen Baumann, por ello es conocida como la reaccién de Schotten-Baumann.
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1 1
Rl _OR
ROH + Rﬁ]’xLﬂ"n
0 0

Figura 9. Reaccion de Schotten-Baumann

La sintesis del monoéster del triclosan se puede lograr por esterificacion
mediante la reacciéon de Schotten-Baumann, mediante la reaccion del cloruro de
adipoilo con ftriclosan en presencia de piridina o hidréxido de sodio. De esta
manera la sintesis del diester del triclosan a través del Cloruro de Adipoilo y

triclosan, también ocurre mediante una reaccion de Schotten-Baumann.

Caracterizacion de los productos:

Los productos obtenidos se pueden caracterizar mediante la aplicacion de la
Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier (FTIR) y la medicién de
algunas propiedades fisicas como o es el punto de fusion. Para la realizacién de
los ensayos de caracterizacion por FTIR se utilizara un espectrofotdmetro
Spectrum One de Perkin EImer que cuenta con aditamento de atenuacién de
reflectancia total (ATR), mientras que para la medicion de puntos de fusién se

utilizé un equipo Fisher Johns.

20



Técnica para la Espectrofotometria de FTIR

Para llevar a cabo el analisis de caracterizacion por FTIR equipado con un ATR, la
muestra soélida se coloca directamente la muestra sélida que previamente fue
finamente molida. Antes de realizar el barrido el equipo es calibrado para evitar
interferencias en la sefal de respuesta.

La espectroscopia Infrarroja con transformadas de Fourier nos ayuda a:

1.- Caracterizar compuestos

2.- Nos da idea de que si un compuesto es una sustancia pura o una

mezcla.

3.- Dar seguimiento en la sintesis de un compuesto.

Su principal utilizacion es la identificacion de compuestos organicos, ya que
tedricamente no existen dos diferentes que absorban exactamente en las mismas

frecuencias, por ello la analogia con el término "Huella digital”.

Cada grupo funcional tiene su banda de absorcion en ciertas frecuencias, que
corresponde con un movimiento de vibraciéon de un enlace especifico dentro de la
molécula. El espectro es la huella del compuesto, nos proporciona informacién de

los grupos funcionales presentes en la molécula.
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Si un espectro no contiene el pico de absorcion caracteristico de un grupo

funcional, la molécula no contiene dicho grupo.

Punto de Fusion

Para medir el punto de fusién se usé un equipo Fisher Johns que cuenta con una
platina de aluminio la cual se calienta por medio de una resistencia eléctrica. En
esta platina va introducido transversalmente un termometro con un rango de
temperatura de 20 C a 300 C con intervalos de 1 C.

La muestra se coloca en el centro de los dos cubreobjetos de 18 mm de diametro,
para ser luego alojados en la depresion de la platina de aluminio. La temperatura
es regulada por un transformador y un redstato que tiene una escala de 0 a 100.
El punto de fusién se observa con la ayuda de un foco de iluminacion situado a 45
grados de la platina y a cierta altura para iluminar la muestra completamente.
Arriba de la platina va montada un lente de aumento movil, con la cual se ve
cuando funde el sélido y se anota la temperatura a la cual ocurrié la fusion. Una
vez obtenida la primera lectura del punto de fusion, se vuelve a determinar,
calculando la velocidad optima de calentamiento, de acuerdo a la siguiente

férmula de abajo.

Velocidad de calentamiento = Pf(C)/ 4

22



Determinacion del peso molecular por crioscopia

Por medio del método de crioscopia (Del Griego kyros, frio, y skopein, examinar)
se determina el peso molecular de compuestos disueltos en solventes puros. Se
compara el punto de congelacion del solvente puro , con el punto del congelacion

del solvente mas el compuesto disuelto.

El punto de fusion (del solvente mas el compuesto disuelto) medido es menor que
el del solvente puro y a esta disminucion se le conoce como descenso crioscopico

que es una de las propiedades coligativas

Propiedades coligativas:

Son las propiedades de una solucion que dependen exclusivamente de la
molalidad (concentracion molal mol/kg), o sea de la cantidad de soluto, y no
dependen del tipo de soluto o de la naturaleza del mismo (su naturaleza). Por lo
que cualquier soluto, utilizando la misma cantidad de moles va a producir el mismo

efecto.

Algunas propiedades coligativas son; disminucién en la presién vapor, aumento en

el punto de ebullicion, cambio en la presién osmadtica y descenso del punto de

congelacion.
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El cientifico Raoult demostré que la disminucion del punto de fusion es
directamente proporcional a la cantidad del compuesto disuelto e inversamente

proporcional al peso molecular del compuesto.

ATi=Ke- m

« m es lamolalidad ( moles de soluto/ kilogramo de solvente ( mol/kg))

o AT;es el la disminucion del punto de fusion, es igual a T - Tsc donde Ts es
la temperatura de fusion (°C) del solvente puro, y Ty es la temperatura del
solvente puro + el compuesto disuelto (°C).

« Kc es la constante crioscépica (g °C / mol).

Por lo que es posible calcular el peso molecular de un compuesto disuelto,
tomando en cuenta la disminucién del punto de fusion cuando una cantidad (peso)
conocida de esta sustancia quimica es disuelta en una cantidad de solvente

conocida (peso).

PM= K, W, 1000 / W; (AT)

Donde:

PM = peso molecular del compuesto disuelto
K= Constante crioscopica del solvente

W= peso del compuesto en gramos

Ws= Peso del solvente en gramos
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AT = Disminucion del punto de congelacién en grados Centigrados (Ts — Tsc).
Ts= punto de fusién del solvente puro en grados Centrigrados.
Tsc= punto de fusidén del solvente puro mas el compuesto disuelto en grados

centigrados.

La constante crioscopia (K.) depende de las propiedades fisicoquimicas del

solvente.

Ke= AT Ws PM / W, 1000

La constante crioscépica (K;) depende de las propiedades fisicoquimicas del

solvente.

Halo de inhibicién:

Zona alrededor de un disco de antibiético en un antibiograma en el que no se

produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con un

microorganismo. Es una medida de la potencia del antibidtico contra el

microorganismo

Asi que el halo es una area donde no hay desarrollo ( crecimiento ) de bacterias

y/o colonias presentes y esta area depende de la concentracion del antibacterial.
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Las bacterias son sensibles a ciertos antibacteriales, por lo que no pueden
reproducirse en la presencia de estos antibacteriales, por lo que no hay
crecimiento de colonias y se forma un area en la que no hay crecimiento (un

hueco) alrededor del antibacterial.

Los halos se miden, ya que no solo es suficiente saber que cierto antibacterial es
sensible a cierta bacteria. Se necesita saber que no han crecido (cantidad), el
antibacterial se aleja en el medio en el que se encuentra formando un gradiente de
concentracion (dilucion) ,desde su ubicacion (lugar donde esta) asi que a mayor
distancia menor concentracion del antibacterial. Es decir a cierta distancia de la
ubicacion del antibacterial, no alcanza a inhibir el crecimiento del microorganismo,

lo cual se nota visualmente, y este es el halo.

El tamano del halo es proporcional a la potencia del antibacterial y inversamente
proporcional a la concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del antibacterial. En anos
recientes por medios electrénicos se determina la CMI de cierto antibacterial a

partir del halo de inhibicién.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y

METODOLOGIA

EXPERIMENTAL
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3.1 Material, equipo y reactivos

A) Equipo y accesorios

e Espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum One FT-IR, con aditamento

para atenuacion de reflectancia total (ATR)

e Aparato para medir puntos de fusién Fisher Johns.

¢ Plato caliente con agitacion.

e Balanza analitica.

B) Reactivos y Materiales

Los reactivos quimicos utilizados son de pureza en grado analitico.

Cloruro de Tionilo.
Acido adipico.
Dimetil formamida.
Triclosan.
Hidroxido de sodio.
Piridina.

Hexano.

Alcohol etilico.
Agua destilada.
Papel Filtro.
Embudos de vidrio.

Tubos de ensaye 24mm x 200 mm

28



- Termometros

- Vasos de precipitados de vidrio ( 50,100,250,600,1000 ml )
- Vidrio de reloj

- Barras de agitacion magnética

- Micro espatulas

3.2 Sintésis del mono y diester del triclosan

3.2.1. Cloruro de adipoilo.

El cloruro de adipoilo es un producto intermedio para obtener el monoéster y
diéster del acido adipico del triclosan. Para ello se reaccionan el acido adipico y
cloruro de adipoilo en una relacion molar ( 2:1 ) en presencia de dimetil formamida
(DMF), colocados en un tubo de ensaye a una temperatura de 60 a 70 C en un

bafo de glicerina calentado con un plato caliente.

3.2.2. Obtencion del monoéster de triclosan.

Para la sintesis del monoéster de triclosan se prepard una soluciéon de 50 ml de
agua destilada con 22 ml de NaOH al 10 %. En esta solucién se agregaron 1.98 g
de triclosan y se mezclé a temperatura ambiente con agitacion magnética,
resultando una solucién transparente. Posteriormente se agregaron 1.25 g de
cloruro de tionilo bajo condiciones de agitacion por 30 minutos, la solucion desde
un inicio se torna blanca y se forma un sélido. Posteriormente se recupera por

decantacion el solido formado, luego se filtro y se recristalizé en etanol.
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3.2.3. Preparacion del diéster del triclosan.

Para la sintesis del diéster de triclosan se prepard una soluciéon con 100 ml de
Hexano y 3.97 gramos de triclosan y se agité a temperatura ambiente hasta que la
disolucion completa del triclosan. En este punto se anadieron 1.1 ml de piridina,
mezclando bien y adicionando 1.25 gramos de cloruro de tionilo con agitacion,
tornandose la solucion blanca para después tomar un aspecto transparente. La
mezcla se dejé en agitacion durante 30 minutos y se permitié evaporar al hexano a
temperatura ambiente obteniendo un sodlido que fue recristalizado con agua

destilada a ebullicidn.

3.3. Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica de los productos sintetizados se llevo a cabo
realizando un analisis FTIR y la medicion del punto de fusién en un equipo Fisher
Johns.

La técnica de FTIR fue utilizada, ya que cada compuesto tiene en su espectro IR
informacion de los grupos funcionales presentes en la molécula. Cuando se trata

de un compuesto conocido, ya existe un espectro de referencia para comparacion.

En el caso de esta investigacion, no existen reportados los compuestos que se
estan sintetizando, por lo cual se partira de la informacién proporcionada por los
espectros FTIR’s de las materias primas. Se espera que en los nuevos
compuestos aparezcan seiales que no existen en las materias primas ya que se

forman nuevos grupos funcionales, y desaparecen otros.
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En el caso de que aparezcan algunas sefales de las materias primas, nos indica
que la reaccion fue incompleta, y es necesaria una purificacién posterior para
eliminar los residuos existentes. También nos puede indicar que el producto se

contaminé con alguna de las materias primas usadas.

Se obtuvieron los espectros con la ayuda del software del equipo que a su vez nos
permite hacer una comparacion de los FTIR’s obtenidos, usando bibliotecas

electronicas para comparacion.

3.3.1. Determinacion del peso molecular por crioscopia.

A continuacion se describen los procedimientos experimentales a seguir para
determinar los pesos moleculares de solventes y compuestos derivados del

triclosan sintetizados.

A) Determinacion de la constante Crioscopica del Benceno

Se pesa en el tubo de ensaye una cantidad conocida de benceno y se sujeta con
pinzas universales. Se pone hielo frapé en la hielera para evitar que se derrita y en
el vaso de precipitados se agregan 2/3 partes de hielo frapé (hielo molido). Al tubo
de ensaye que contiene benceno en el hielo frapé, se le coloca un termdémetro
sujetandolo con pinzas universales. Luego se toman lecturas de temperatura cada
30 segundos, hasta obtener varios valores constantes que corresponden al punto

de fusion del benceno.
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B) Determinacién del peso molecular del triclosan

Se pesa una cantidad conocida de triclosan, y e agrega al tubo de ensaye que
contiene benceno (con el cual se determiné la constante crioscopica del benceno)
previamente pesado. Se mezclan con agitacion el triclosan y el benceno en un
tubo de ensaye que ha sido sujetado con pinzas universales.

Se pone hielo frapé en la hielera para evitar que se derrita y en el vaso de
precipitados se agregan 2/3 partes de hielo frappé (hielo molido). Al tubo de
ensaye que contiene benceno y triclosan en el hielo frappé, se le coloca un
termometro sujetandolo con pinzas universales. Luego se toman lecturas de
temperatura cada 30 segundos, hasta obtener varios valores constantes que

corresponden al punto de fusion de la solucion ( benceno + triclosan).

C) Determinacion del peso molecular del diéster .

Se pesa una cantidad conocida de diester, y se agrega al tubo de ensaye que
contiene benceno (con el cual se determiné la constante crioscopica del benceno)
previamente pesado. Se mezclan con agitacion el diester y el benceno en un tubo
de ensaye que ha sido sujetado con pinzas universales.

Se pone hielo frappé en la hielera para evitar que se derrita y en el vaso de
precipitados se agregan 2/3 partes de hielo frappé (hielo molido). Al tubo de
ensaye que contiene benceno y diester en el hielo frappé, se le coloca un

termometro sujetandolo con pinzas universales. Luego se toman lecturas de
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temperatura cada 30 segundos, hasta obtener varios valores constantes que

corresponden al punto de fusién de la solucién ( benceno + diester).

3.4.- Evaluacion de la eficacia antimicrobial.

3.4.1.- Evaluacion de eficiencia antimicrobial cualitativa.

a) Preparacion de medios de cultivo

El medio de cultivo se prepara utilizando medios liofilizados disponibles
comercialmente. Para nuestro caso se utilizd6 un medio de agar nutritivo comercial
de la marca Merck, con la siguiente composicion en g/l: Extracto de carne 3.0,
Peptona de carne 5.0, Agar-agar 12.0. El pH del medio preparado a 37 °C es de

alrededor de 7.0.

Se preparo el gel en condiciones de esterilidad y se llenaron cajas de Petri donde
se dejo solidificar al gel, para posteriormente guardarlas en refrigeracién hasta que

sean requeridas para inoculacién de cepas bacterianas.

El material y equipo utilizados consisti6 en vasos de precipitados de 1000 ml,
cajas de petri desechables y estériles, plato caliente con agitacion, olla de presién,

frasco de vidrio pirex, mechero de Bunsen, campana de extraccion y refrigerador.

b) Ensayos cualitativos:
Las pruebas antibacteriales cualitativas se hicieron de acuerdo a la Norma
AATCC 147-1998 (American Association of Textile Chemist and Colorists). Es una

prueba simple de llevar a cabo. En esta prueba el microorganismo Staphylococus

33



aureus (gram positivo), es inoculado en 5 lineas paralelas separadas 1 centimetro

en una caja Petri con Agar Nutritivo antes preparado.

Por separado se prepara la tela conteniendo cierto porcentaje del agente
antibacterial a evaluar, a partir de una solucion de dicho agente. Se corta un
rectangulo de 25 x 50 mm de la tela ( tergal 70 % poliéster, 30 % algodon). El
rectangulo de tela se coloca sobre el medio de cultivo (agar nutritivo) presionando
ligeramente en diversos zonas de la tela para favorecer el contacto intimo entre la

tela y el medio de cultivo.

Las cajas Petri son incubadas a 37 °C de 18-24 horas y después es examinado el
contorno de la tela y se mide la longitud de halo de inhibicién en cada una de las 5

lineas paralelas inoculadas.

Se hizo una prueba de la tela sin agente antibacterial y se comprobd que la tela no
contiene antibacteriales, ya que no se presenté halo de inhibicion. Tanto el
Triclosan como el mono éster y diester se observan halos de inhibicion muy

similares entre si.

3.4.2.- Evaluacion de eficiencia antimicrobial cuantitativa.
Se toma una azada de un colonia de Staphylococus aureus y se pone en un tubo
de ensaye con tapa roscada conteniendo 10 ml de solucion de fosfato, se agita y

de ahi se toma 1 ml de esta solucién con una pipeta graduada, y se agrega a un
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tubo de ensaye con tapa roscada conteniendo 10ml de solucion de fosfato y se

hace los mismo una tercera y cuarta vez.

En la cuarta vez se toma un mililitro de la solucién, y se pone en una caja Petri,
Se coloca un pedazo de tela 7x30 mm en el tubo de ensaye y se tapa y agita con
la tela, se toma 1 mililitro de la solucién a un tiempo 0 minutos y otro mililitro a un

tiempo de 5 minutos.

Se ponen en cajas Petri, se les agregara Agar nutritivo y se agitan en sentido de
las manecillas del reloj y en sentido opuesto 7 veces y en forma vertical
ascendiente y descendiente 7 veces, con la finalidad de lograr una distribucién
homogénea de la solucion. a que al medio de cultivo solidifique y se pone en la

estufa a 37 °C por 18-24 horas.

Después de hace un conteo de colonias tanto del blanco como de latelaa 0y 5

minutos.

3.5. Medicion del halo de inhibicion

Los halos se miden, ya que no solo es suficiente saber que cierto antibacterial es
sensible a cierta bacteria. Se necesita saber que no han crecido ( cantidad ), el
antibacterial se aleja en el medio en el que se encuentra formando un gradiente de
concentracion ( dilucion ) ,desde su ubicacién (lugar donde esta) asi que a mayor

distancia menor concentracion del antibacterial. Es decir a cierta distancia de la
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ubicacién del antibacterial, no alcanza a inhibir el crecimiento del microorganismo,

lo cual se nota visualmente, y este es el halo.

El tamafno del halo es proporcional a la potencia del antibacterial y inversamente
proporcional a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del antibacterial. En afos
recientes por medios electréonicos se determina la CMI de cierto antibacterial a

partir del halo de inhibicion.

Para conocer la CMI se usa una dilucién en tubos de ensaye:

Se parte de una dilucidon de concentracion conocida de unidades formadoras de
colonia /ml (UFC), luego se inocula una serie de tubos que contienen una cantidad

de concentracion creciente del antibacterial.

El juego de tubos se incuba a 35 °C de 20 a 24 horas. La CMI sera la
concentracion en el primer tubo que no haya crecimiento (tubo transparente) el
tubo no debe estar turbio. El antibacterial para esta prueba debe ser soluble en
solucién acuosa. Si no lo es, se tiene que poner en un medio inerte (tela o papel) a
diferentes concentraciones conocidas, y hacer un conteo de colonias inicial y
poner el antibacterial en el tubo de ensaye y a cierto tiempo tomar una muestra

incubar y hacer el conteo de colonias final.

Ciertos antibacteriales no se difunden por ejemplo el Quitosan, que actua solo en

el area que ocupa. Y su duracibn es mayor que los antibacteriales que
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presentacion difusién, ya que la concentracidon inicial del antibacterial va
disminuyendo con la dilucién debido a la difusién en el medio que se encuentra

(medio de cultivo)
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y

DISCUSIONES
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4.1. Sintesis de intermediarios y ésteres del triclosan.

Se sintetizaron el cloruro de adipoilo, el monoéster y el diéster del acido adipico
del Triclosan, siguiendo los procedimientos de sintesis establecidos en el capitulo

3.

4.1.1.- Sintesis del cloruro de adipoilo
La sintesis del Cloruro de Adipoilo, se realiz6 de acuerdo a la reaccién que se

muestra en la Figura 11.

RN O S Ru/\g)/c' + SO, + HCI

0O

Figura 10. Reaccién Cloruro de Acido
Para llevar a cabo la reaccion de sintesis del cloruro de adipoilo, se utilizé una
relacion molar acido adipico - cloruro de tionilo (AA/CT) de 1:0.49 y como
catalizador se utilizé dimetilformamida (DMF). La reaccién se realizé en un tubo de

ensaye a una temperatura de 60 a 70 °C y un tiempo de una hora.

4.1.2.- Sintesis de ésteres del triclosan

La sintesis del mono éster fue llevada a cabo en un vaso de precipitados donde
fueron colocados cloruro de adipoilo (CA) y triclosan (TCS) en una relacion molar

CA/TCS de 2:1 disueltos en hexano y agregando piridina como catalizador. La
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reaccion se realizé a temperatura ambiente durante media hora. La estructura del

derivado Triclosan Monosubstituido se muestra en la Figura 3.

Las condiciones de reaccion para la obtencion del diéster a través de la ruta de
sintesis planteada consistieron en utilizar una relacién molar 1:1 de CA/TCS, que
fueron colocados en una solucién alcalina compuesta de hidroxido de sodio en
agua destilada que actué como catalizador. La temperatura de la reaccion fue la

del ambiente y el tiempo de media hora.

La estructura del Derivado Triclosan Disubstituido se muestra en la Figura 4.

En la Fig. 12, se muestra el espectro FTIR del Triclosan que fué tomado como

referencia para compararlo con los productos de la reaccion. Se puede apreciar la

sefal a 3250 cm-1, caracteristica del grupo fendlico del triclosan.
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Figura 11. Espectro FTIR Triclosan, se pueden observar las sefiales caracteristicas del

Difenil éter: 1060-1150 y del grupo OH en 3650.

En las Figuras 13 y 14, se presentan los espectros de FTIR de los productos
obtenidos. En ambas se puede observar la sefial a 1650 cm™ del grupo C=0
caracteristico del éster y solo en el caso del monoéster, se aprecia la sefial a 3400

cm™ del grupo —OH.
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Figura 13. Espectros de FTIR del diéster de triclosan
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Para los derivados Mono y Di substituidos se hizo la prueba con bicarbonato de
sodio; se formaron burbujas con el derivado Mono substituido, esta prueba es para
ver la presencia de acidos carboxilicos. Las burbujas formadas se deben a la
formacion del acido carbdonico que por ser inestable se descompone

desprendiendo CO..

4.2.- Resultados de medicion de puntos de fusion.
Los resultados de los puntos de fusion de los esteres sintetizados fueron los

siguientes:

El punto de fusion Mono éster = 154 °C

El punto de fusion Di éster = 97 °C

Para los fines de esta investigacion el valor de punto de fusién es muy importante,
no solo porque se trate de caracterizar compuestos no reportados en la literatura,
sino porque nos permite pensar en el tipo de aplicacion al que se puede orientar,
es decir, permite enfocar su uso.

Por ejemplo si el punto de fusion es alto se puede emplear mezclado con
polimeros termoplasticos. Para las posibles aplicaciones como aditivo en textiles,
esta caracteristica nos podria dar una significativa ventaja, dadas las posibilidades
de trabajar con una mayor diversidad de fibras no solo naturales, sino también

sintéticas.
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4.3.- Determinacién del peso molecular por crioscopia.

Los resultados de a determinacion del peso molecular fueron los siguientes:

Constante crioscopica del benceno: 5.2994 g °C / mol

Punto de fusién benceno: 5.2 °C

Punto de fusion Benceno + Triclosan = 4.3 °C

Punto de fusidon Benceno + Diester = 5.14 °C

Pesos moleculares obtenidos:

Compuesto Peso molecular Tedrico Peso molecular por
crioscopia
Triclosan 289.5 289.9
Diester 689.1 708.61

4.4. Evaluacion de la eficacia antimicrobial.

Se hizo una prueba de la tela sin agente antibacterial y se comprobd que la tela no
contiene antibacteriales, ya que no se presenté halo de inhibicion. Tanto el
Triclosan como el mono éster y diester se observan halos de inhibicion muy

similares entre si.

45



Inicialmente se hicieron pruebas cualitativas con concentraciones de 0.5 %, 0.9 %
y 1.2 % en peso (clasificadas como baja, media y alta). En estas concentraciones
se obtuvieron halos de inhibicién (mm) en el blanco, que no deberia presentar halo
de inhibicion, sin embargo, si fue posible medir una zona de alteracién de un 35 %

en comparacion con los halos generados por los biocidas.

En las muestras son muy similares los halos de inhibicion como se puede observar

en la Tabla 2, aunque también se reporto lectura para el blanco.

Tabla 2. Resultados de halo de inhibicién en ensayos cualitativos con concentraciones de
0.5 %, 0.9 % y 1.2 % en peso.

Muestra Baja (0.5 %) Media (0.9 %) Alta (1.2 %)
Blanco 8.05 (mm)

Triclosan 18.4 18.4 18.75
Monoester 18.05 18.4 14.45
Diester 18.1 16.85 18.9

Se tuvo contaminacion al cortar las muestras, por lo que se intuye que el halo
obtenido esta relacionado con dicha contaminacion que indujo el efecto del agente

antibacterial.

Se realizaron pruebas con Triclosan, Monoester y Diester a una concentracion de
0.2 %, 0.4% y 0.6 % en peso, incluyendo una muestra de 0.1% para el triclosan y
cuidando que no hubiera contaminacion en las muestras. Los resultados obtenidos

se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Resultados de halo de inhibicién en ensayos cualitativos con concentraciones de

0.5 %, 0.4 % y 0.6 % en peso

TRICLOSAN MONOESTER DIESTER
CONCENTRACION HALO DE INHIBICION PROMEDIO mm
0.1% 1.10
0.2% 27.6 11.5 9.2
0.4% 27.6 11.8 11.0
0.6% 27.6 10.2 12.8

Los detalles del monitoreo de eficiencia biocida por halos de inhibicidn, para las
tres distintas moléculas y tres diferentes concentraciones, se muestra en la

secuencia grafica de las figuras 15 a la 25.

Se esperaria lo siguiente:

a) Que el halo de inhibicién sea mayor al aumentar la concentracion ,

b) Que el halo de inhibicion sea menor al aumentar el punto de fusion

Solo las concentracion de 0.2% y 0.4 % concuerdan con estos argumentos, sin
embargo, por ser esta una prueba cualitativa en la cual se toma una azada y se
siembra una linea en la caja de Petri, significa que no se puede determinar que
siempre sea la misma cantidad de unidades formadoras de colonia (UFC). Es
posible que no exista una relacion adecuada entre la concentracion del agente
antibacterial y el halo de inhibicion, porque la cantidad de colonias es diferente en

cada linea y en cada caja. Con ello se puede esperar también como una
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consecuencia légica que no se mantenga una tendencia esperada para el valor de

0.6%.

Figura 15. Cajas de Petri con cultivo de control donde se ve el crecimiento de
Staphylococus aureus.

Figura 16. Caja Petri tela de control donde se observa que no hay halo de inhibicién y si

crecimiento continuo en cada linea de colonias de staphylococus aureus.
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Figura 17. Caja de Petri tela con 0.2 % de triclosan.

Figura 18. Caja de Petri tela con 0.4 % de triclosan.
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Figura 19. Caja de Petri tela con 0.6 % de triclosan.

Figura 20. Caja de Petri tela con 0.2 % de monoester de triclosan.
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Figura 21. Caja de Petri tela con 0.4 % de monoester de triclosan.

Figura 22. Caja de Petri tela con 0.6 % de monoéster de triclosan.
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Figura 23. Caja de Petri tela con 0.2 % de diéster de triclosan.

Figura 24. Caja de Petri tela con 0.4 % de diéster de triclosan.
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Figura 25. Caja de Petri tela con 0.6 % de diéster de triclosan.

Figura 26. Caja Petri tela 0.1 % triclosan a esta concentracion el halo de inhibicién no es

completo.
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CONCLUSIONES

e Se disenaron y utilizaron dos rutas de sintesis para obtener los derivados del
Acido Adipico del triclosan.

e Se obtuvieron resultados satisfactorios reaccionando el Cloruro de Adipoilo con
triclosan, teniendo como productos el mono- y di- ester de acuerdo a lo
siguiente:

o Por la Reaccion de Schotten-Bauman (1) se obtuvo el derivado Mono-
substituido Pf 154 °C .

o Por la Reaccion de Schotten-Bauman (1) se obtuvo el derivado
disubstituido Pf 97 °C.

¢ Ante esta prueba cualitativa los 3 compuestos ( triclosan, mono-ester y diester
presentan actividad antibacterial

e El halo de inhibicion debe aumentar con la concentracion y deberia aumentar
al disminuir el punto de fusién.

e Se observa que el halo de inhibicion es menor al aumentar el punto de fusién.
Por lo que la difusién en el agar es menor.

e Con el triclosan hay inhibicion total en 0.2%, 0.4 % y 0.6 % de concentracion.
Con 0.1 % de concentracién de triclosan la inhibicion es menor

e Con el monoéster la zona de inhibicion (mm) aumenta al aumentar la
concentracion de 0.2 % a 0.4 %.

e Con el diéster la zona de inhibicibn (mm) aumenta al aumentar la

concentracion de 0.2 % a 0.4 %.
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GLOSARIO



GLOSARIO

. Agente esterilizante: Produce la muerte total de todas las formas de vida

microbiana.

. Antibacterial: Todo lo que destruye a las bacterias o suprime su

crecimiento o Capacidad de reproduccion, ejemplo: calor, antibidticos

. Antibiograma: Prueba microbiolégica que se efectua para determinar la

sensibilidad de una colonia de bacterias a un antibi6tico.

. Antibidtico: Sustancia quimica producida por los seres vivos o derivados

de estas sustancias, que en bajas concentraciones mata o inhibe el

crecimiento de bacterias.

. Antimicético: Sustancia que mata o inhibe el crecimiento de hongos.

. Antimicrobial: Sustancia que mata o inhibe el crecimiento de

microorganismos como bacterias, hongos y protozoarios.

. Antiséptico: Son biocidas o sustancias quimicas que se aplican sobre

tejidos vivos, para destruir o inhibir el crecimiento de microorganismos.

62



8. Bactericida: Sustancia quimica que destruye formas vegetativas

bacterianas.

9. Bacteriostatico: Sustancia quimica que inhibe el crecimiento de las

bacterias pero no necesariamente las mata.

10.Biocida: Agente quimico que tiene actividad desinfectante o antiséptica de

amplio espectro que inactiva (mata) microorganismos.

11.Desinfectante: Sustancia quimica que se aplica sobre superficies inertes
para destruir microorganismos, y prevenir infecciones, se pueden usar para

desinfectar la piel y tejidos antes de la cirugia.

12.Desodorizante: Sustancia aplicada al cuerpo principalmente en las axilas
para reducir el olor causado por la interrupcion bacteriana de la

transpiracion.

13.Desodorante: Sustancia aplicada que previene el olor y reducen el sudor

producido por las partes del cuerpo.

14.Detergente: Cualquier sustancia que tiene propiedades de disolver a otra

sustancia (suciedad o las impurezas de una superficie) agregando la

sustancia disuelta en la sustancia detergente inicial.
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15.Enzima: Son compuestos de proteinas que actuan como catalizador de
reacciones quimicas.
16.Efecto Bacteriostatico (antiséptico bacteriostatico): Es aquel que impide

la reproduccidn de una bacteria, que muere sin dejar descendencia.

17.Efecto bactericida (antiséptico germicida, antibacterial): Es aquel que

produce la muerte de una bacteria

18.Fungicida: Sustancia quimica que destruye mohos y esporas.

19.Germen: EIl término germen se refiere a bacterias, hongos, protozoarios y

virus que pueden provocar enfermedades:

20.Germicida: Sustancia quimica que mata los microorganismos patdgenos

(gérmenes).
21.Hongos: Los hongos son un reino de seres vivos unicelulares o
pluricelulares que no forman tejidos y cuyas células se agrupan formando

un cuerpo filamentoso muy ramificado.

22.Levaduras: Son hongos microscopicos, unicelulares.
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23.Microencapsulacién: Proceso de recubrimiento con materiales de
naturaleza diversa, de sustancias en forma de particulas de tamafo

micrométrico.

24 .Moho: Hongo que se encuentra al aire libre como en interiores.

25.Plasticos: Cierto tipo de material sintético obtenido por polimerizacién de

compuestos organicos derivados del petréleo asi como de compuestos

naturales.

26.Proteinas: Son macromoléculas formadas por cadenas de aminoacidos.

27.Sanitizacion: Aplicacion de un método o sustancia quimica, sobre una

superficie limpia para destruir microorganismos patdégenos, este tratamiento

no ataca la superficie, el producto, ni la salud de la gente.

28.Soluciones limpiadoras: Eliminan residuos o sustancias de desecho en

piel sana o heridas.
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Amino Cell wall lysis
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Esquema de actividad del Triclosan en un micro-

organismo
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