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PROGRAMA DE FINANCIACION DE PRACTICAS DOCENTES SINGULARES
EN TITULACIONES DE GRADO O MASTER

INTRODUCCION

La solicitud planteada en esta convocatoria se incluye en el apartado de Innovacioén en
metodologias docentes para clases practicas en laboratorios de Quimica Organica y
Quimica Farmacéutica.

En primer lugar, manifestar que los resultados logrados, que pueden derivar de la
concesion de este proyecto, se pueden considerar solamente desde el punto de vista
parcial pues las clases practicas comenzaron antes de la resolucion del mismo.

Sin embargo, no consideramos que esto sea un inconveniente sino todo lo contrario
pues la concesién del mismo ha beneficiado a estudiantes de este curso académico y
redundara en gran medida en la mejora de las practicas del primer cuatrimestre del
curso 2017/2018.

RESULTADOS OBTENIDOS

Los estudiantes de Grado en Farmacia y Grado en Biotecnologia y los pertenecientes a
los masteres, Master en Evaluacion y Desarrollo de Medicamentos y Master en Quimica
y Farmacia de Productos Naturales, desarrollan las practicas en los laboratorios del
edificio anexo a la Facultad de Farmacia asignados a la unidad de Quimica
Farmacéutica.

1.- Estudios de Grado. Materias Optativas

De los estudiantes matriculados en los grados respectivos, 149 corresponden a
estudiantes que han realizado asignaturas optativas y que son las gue hemos
considerado para este proyecto.






Tabla 1 ASIGNATURAS OPTATIVAS IMPLICADAS

: : . Alumnos . -
Titulacion Asignaturas 2016-17 Material solicitado

Grado en Farmacia | Sintesis de farmacos Sintesis asimétrica

Evaporacién
Cromatografia
Disolventes RMN

Optativas 12

Quimica de compuestos
naturales 61

Evaporacion
Cromatografia
Disolventes RMN

Analisis de medicamentos Evaporacion

Cromatografia
T® de fusién de solidos
Disclventes RMN

63

Grado en Metabolitos secundarios
Biotecnologia

Evaporacion
Cromatografia
Disolventes RMN

13
Optativa

Como se observa en la Tabla 1, en todas estas asignaturas se utiliza una serie de
procedimientos comunes y otros especificos para cada caso esto implica el uso de
material comin en los procedimientos de separacion y purificacion por cromatografia
correspondiente a placas cromatograficas, silice; en algunos casos se ha hecho uso de
Sephadex LH-20 para separar compuestos de bajo peso molecuiar en funcién de su
tamario molecular.

En todas estas practicas se han realizado espectros de RMN de proton y carbono con
el fin de que los estudiantes aprendan la preparacion de muestras en disolventes
deuterados, a elegir en funcién de su polaridad cloroformo {(menos polar) o mas polares
como metanol o DMSO. Posteriormente se les ha ensefado y explicado el fundamento
del aparato donde se realizan, el procedimiento de adquisicién para pasar a su registro
e interpretacion de los resultados. Para realizar este punto tan interesante de las
practicas que permite aprender la elucidacion estructural de los compuestos se trabaja
en grupos de unos 10 estudiantes como maximo.

Se incluyen en la memoria algunas fotocopias de los espectros de RMN'H y °C
realizados como evidencias de las actividades realizadas.

En la asignatura Sintesis de farmacos y también como consecuencia de un proyecto de
innovacién docente concedido, este curso se ha introducido una nueva metodologia
basada en el aprendizaje mediante la realizacion de casos practicos. Los estudiantes
han disefado los experimentos a realizar en las clases practicas. En las mismas han
efectuado la preparacion de lorazepam y lidocaina. Como evidencia se adjunta el guién
elaborado por un estudiante en el que se muestra la realizacién experimental de la
misma {Evidencia 1).

En la asignatura Analisis de medicamentos se aplican diversas técnicas para la
identificacion y caracterizacion de los principios activos presentes en un medicamento,
aplicando la normas exigidas por la Real Farmacopea Espariola. Asi por ejemplo, se
realiza el reconocimiento y caracterizacion de paracetamol, para ello se utilizan técnicas
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cromatograficas, punto de fusion de material de partida (Pf = 179 °C) y de los derivados
obtenidos y se realizan sus espectros de RMN.

Metabolitos secundarios, asignatura del Grado en Biotecnologia, los estudiantes
realizan la identificacion de los productos aislados de plantas y proceden a la
comparacién con patrones puros y a la determinacién del porcentaje en el extracto
(Evidencia 2). De forma similar se trabaja en Quimica de compuestos naturales.

Utilidad de los resultados

Con la realizacion de estas précticas nos hemos asegurado de que los estudiantes
adquieran las competencias que figuran en las fichas correspondientes y que se pueden
agrupar en los siguientes términos:

1.- Trabajar correctamente en un laboratorio utilizando las metodologias mas
adecuadas para la manipulacion de reactivos y aparataje, el registro anotado de

resultados, la seguridad, y la eliminacién de residuos.

2.- Adquirir conocimientos y capacidad para manipular, analizar y controlar Ia

calidad, de materias primas y de medicamentos.

3.- Disefiar, realizar y analizar experimentos y/o aplicaciones mediante la
aplicacion del método cientifico para la resolucion de problemas.

4.- Contribuir a la investigacion bésica, al desarrollo tecnologico y a la innovacion
de medicamentos.

2.- Estudios de Master

En relacién con los estudios de master se han impartido cinco asignaturas con un total
de 47 estudiantes que han realizado practicas de laboratorio especializadas (Tabla 2).

TABLA 2. ASIGNATURAS DE MASTER

Master en Purificacion e identificacion + Sintesis asimétrica
Evaluaciony de farmacos ¢ Resolucién de
Desarrollo de enantiomeros
Medicamentos e « Evaporacion
+ Cromatografia
o Disolventes RMN
Obtencion de sustancias s Evaporacion
bioactivas de procedencia 7 * Cromatografia
natural s Disolventes RMN
La sintesis organica en la = Sintesis asimétrica
busqueda y abtencion de 10 e Evaporacion
farmacos « Cromatografia
e Disolventes RMN
Master en Quimica | Métodos de control fisico- = Evaporacion
y Farmacia de quimico [l 9 » Cromatografia
Productos ¢ T de fusion de solidos
Naturales s Disolventes RMN
Aislamiento e identificacion « Evaporacion
de productos naturales g = Cromatografia
s Disolventes RMN
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La metodologia de trabajo de los procedimientos habituales es comuin con las practicas
descritas anteriormente esto incluye aislamiento, purificacion e identificacion, por ello el
material fungible utilizado se multiplica. Se destaca en este punto la utilizacién de
rotavapores como instrumentacién habitual en la evaporacion de disolventes y del
aparato de punto de fusion necesario para adquirir una propiedad fisica caracteristica
de cada compuesto.

En Purificacion e identificacion de farmacos se ha realizado la resolucion de los
enantiomeros de Ibuprofeno a partir de una muestra comercial del mismo mediante la
formacion de derivados diasteroisoméricos. Para ello se ha seguido el esquema de
reacciones que se presenta a continuacion:
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Los pasos seguidos son dos: 1) Formacion de las amidas (S,S) y (RS)
diasteroisoméricas utilizando (S)-(-)- a-metilbencilamina como agente quiral. A
continuacion se realiza una columna de cromatografia para separar los dos
diasteroisdmeros obtenidos y 2) hidrélisis del enlace amida en el diasteroisdomero (S,S)
seguido de su aislamiento.

Se caracteriza convenientemente el compuesto realizando el Pf, RMN 'H, RMN *C y
poder rotatorio (PR). (Valores de (S)-ibuprofeno, Pf= 76 °C, PR= [a]zop +59°).

El ibuprofeno racémico requiere unos 40 minutos para iniciar su actividad biologica,
mientras que el enantiomero (S) requiere menos de un tercio de ese tiempo, de aqui los
posibles efectos secundarios asociados a la administracion de la mezcla racémica, y el
interés de la industria farmacéutica en la produccion de farmacos enatioméricamente
puros.
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En la asignatura de Obtencion de Sustancias bioactivas de procedencia natural se
realiza una extracciébn con hexano en Soxhlet de las arcéstidas de Cupressus
sempervirens, seguido de un fraccionamiento acido-base. La fraccidn acida se
cromatografia sobre gel de silice y se separan los dos acidos mayoritarios: el acido
trans-comunico y el acido cuprésico que se identifican por métados espectroscopicos.
De forma similar se trabaja en Aislamiento e identificacion de productos naturales
utilizando Juniperus oxycedrus como fuente natural (Evidencia 3). Métodos de control
fisico-quimico Il se utilizan diferentes metodologias para la identificacion y
caracterizacion de compuestos organicos, preferentemente de origen natural.
Particularmente, se realizan espectros de RMN de 1H y de 13C y se lleva a cabo la
interpretacion de éstos con el objetivo de determinar la estructura de los compuestos
que los han generado. Se adjuntan evidencias de los espectros de RMN realizados.
(Evidencia 4)

En la asignatura de Sintesis organica en la busqueda y obtencion de farmacos, para
complementar la formacion de los estudiantes del master, se aborda la parte sintética y
en el laboratorio han preparado sustancias de interés farmacéutico utilizando material y
condiciones de reaccion diversas para aprender técnicas de laboratorio diferentes.
(Evidencia 5).

Utilidad de los resultados

Las competencias descritas en la memoria del Méster en Evaluacién y Desarrollo de
Medicamentos, que han permitido adquirir y mejorar la realizacién de estas practicas
con la introduccion de las modificaciones mencionadas en este proyecto de innovacion
se pueden concretar en:

Disefar y llevar a cabo procesos de identificacién, cuantificacion, desarrollo,
evaluacién y control de medicamentos en las diferentes etapas de su desarrollo
inicial.

Utilizar adecuadamente el instrumental analitico habitual en el anélisis de
medicamentos y validar los métodos analiticos, siendo capaz de determinar las
propiedades que los definen y garantizando la calidad tanto de las materias primas
como del producto final.

En cuanto al Master en Quimica y Farmacia de Productos Naturales, las técnicas
descritas en esta memoria han servido significativamente para:

Ser capaz de aislar, identificar, caracterizar y manipular los productos de origen
natural, utilizando métodos quimicos, analiticos y tecnologicos.

Ejercer funciones y tareas cualificadas en el laboratorio dedicadas a la obtencion,
preparacion, distribucion y utilizacion de productos naturales.

Informe economico

El presupuesto concedido se ha utilizado en la adquision de reactivos quirales,
disolventes para espectroscopia, gel de silice, un rotavapor y dos aparatos para
determinar el punto de fusion, adaptandonos a la solicitud y a la concesion realizada por
la USAL.
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INTRODUCCION

En el siguiente cuaderno de laboratorio se presenta una descripcidn detallada de todo
cuanto hicimos en las practicas de la asignatura “Sintesis de Farmacos”.

Estas practicas tenian como objetivo la sintesis de diferentes farmacos (Lidocaina y
Lorazepam), ayudandonos de un guion de practicas que nosotros mismos elaboramos
a partir de informacién contenida en revistas y patentes cientificas.

Cabe destacar, que este cuaderno no se trata del guién de practicas en si, sino una
redaccién de los acontecimientos que tuvieron lugar mientras realizabamos las
sintesis, por lo tanto, para poder seguir paso a paso este cuaderno, se recomienda
haber leido los guiones previamente.

Sintesis de Lorazepam

El primer dia lo comenzamos con la sintesis del Lorazepam. En primer lugar
seleccionamos los materiales que ibamos a necesitar y realizamos una modificacion en
el guidn: en lugar de utilizar Cloruro de Cloroacetilo en la reaccién con 2-amino-5,2'-
diclorobenzofenona, utilizariamos Bromuro de bromoacetilo, ya que el Bromo es
mucho mejor grupo saliente que el Cloro.

Como podemos observar, el guidn de practicas indica que hay que tomar 26,61 g de 2-
amino-5,2’-diclorobenzofenona y 200 mL de Tolueno y llevarlo a un matraz de fondo
redondo, no obstante, en la practica hemos reducido esta cantidad a 3 g de 2-amino-
5,2'-diclorobenzofenona y 15 mL de Tolueno, pueste que no pretendemos realizar una
sintesis a nivel industrial.

Posteriormente, bajo campana extractora, afiadimos la solucion de Bromuro de
Bromoacetilo en Tolueno a la solucién anterior ayudandonos de una jeringuilla. La
adicion debia ser lenta, en continua agitacion (para lo cual utilizamos un iman
agitador) y con la temperatura controlada, puesto que ésta no debia superar los 102C,
no obstante, rapidamente observamos que salian vapores tras la adicidn y que la
temperatura subia demasiado, por lo que decidimos poner un poco de hielo en un
vaso de precipitados.



Adici6n del Bromuro de Bromoacetilo |

Dejamos en agitacion un rato hasta que la disolucién obtuvo una tonalidad marrén
oscura y seguidamente montamos un reflujo en tandem bajo placa calefactora con
nuestros comparieros. Cabe destacar que para calentar la disolucidn, utilizamos un
bafio de arena en lugar de agua, ya que el Tolueno tiene un punto de ebullicién de
1102C mientras que el del agua es de 100 2C y ésta se evaporaria. Este reflujo durd
aproximadamente 2 horas.

Al cabo de un tiempo observamos que la disolucion esta emitiendo muchos vapores
que irritan los ojos, decidimos comprobar si se trata de HBr (producto de reaccion)
utilizando papel indicador, y el color rojo nos indica claramente que estamos en lo
cierto. Posteriormente dejamos el reflujo durante 1 hora y observamos que sigue
saliendo HBr por lo tanto, sigue habiendo reaccion en el matraz.

Reflujo en Tandem |



A la media hora, decidimos picar una placa y realizar una cromatografia para ver si
queda material de partida en nuestra solucién, para ello utilizamos Hexano y Acetato
de etilo al 50% como fase movil. El resultado fue el siguiente:

Cromatografia |

La columna de la izquierda marca el patron (Benzofenona en cloruro de metileno} y la
columna de la derecha es nuestra muestra (la columna intermedia corresponde a otros
compafieros).

Como podemos observar, en nuestra muestra todavia quedaba producto de partida,
por lo tanto dejamos toda la noche en agitacion para que se complete la reaccion.

Al siguiente dia, llevamos el matraz al rotavapor para evaporar el disolvente por
destilacion y obtenemaos un residuo (2-cloroacetamido-5,2 -diclorobenzofenona) que
vamos a disolver en 15 mL de metanol para purificarlo. Como podemos ver, volvemos
a cambiar |as cantidades del guion. Nos ayudamos con un baiio caliente para ayudar a
disolver este residuo.

Al cabo de un tiempo observamos que no se disuelve, por lo tanto decimos afadir mas
metanol.

Rapidamente empezamos a notar como vuelven a irritarse los ojos, por lo que
sospechamos que aun queda producto de partida por reaccionar.

Vemos que con el Metanol afiadide y el baiio de agua caliente, el residuo sigue sin
disolverse, por lo tanto decidimos realizar otro reflujo en Tandem dentro de la vitrinay
vamos afadiendo diferentes cantidades de Metanol y Etanol para ver si ayudan en |a
disolucién del producto.

Finalmente, y tras un largo tiempo de espera, decidimos retirar el matraz del reflujo
puesto que no se ha disuelto casi nada. La profesora de practicas propone a otros
grupos utilizar disolventes diferentes para ver si con otros productos se consigue
disolver el residuo.

Como resultado, hemos obtenido un liquido amarillento dentro del cual teniamos
nuestro residuo sin disolver. Separamos por un lado el sélido (polvo de color mostaza),



gue filtramos con el Buchner y pesamos, obteniendo 3,5 g; y por otro lado pusimos el
liquido amarillo en hielo para ver si cristalizaba algo, pero no tuvimos éxito.

Para acabar esta practica, decidimos realizar un espectro con el sélido que obtuvimos y
confirmar asi de que se trataba, para lo cual utilizamos cloroformo deuterado como
disolvente, ya que éste no interfiere con las sefiales del hidrogeno.

NOTAS DE INTERES:

A la hora de llevar a cabo la practica, no funcionaba una de las cdmaras extractoras y
en otra de ellas el conducto de agua estaba inutilizable, lo cual nos dificultd bastante el
desarrollo de la practica en el laboratorio.

Es importante tener una buena logistica asi como material disponible para poder
realizar cualquier practica correctamente, de lo contrario se dificulta bastante el
trabajo.



Sintesis de Lidocaina

PASO 1

Para llevar a cabo la Sintesis de la Lidocaina cogimos un matraz de 125 mL y afiadimos
3.0 mL de 2,6-Dimetilanilina, 15 mL de Acido acético glacial y 2 mL de Cloruro de
cloroacetilo, como podemos observar, a diferencia de la Sintesis del Lorazepam, en
este caso no hemos utilizamos Bromuro de Bromoacetilo.

A continuacion hemos llevado el matraz a un bafio de vapor y hemos agitado durante 1
minuto o 2 cuidadosamente. Hemos retirado y afiadimos 25 mL de una solucién
acuosa de Acetato de Sodio trihidratado al 25% (Para prepararlo hemos tomado 6,2 g
del acetato sodico).

Bafio de vapaor

Por ultimo hemos enfriado utilizando un bafio de hielo y el sélido que nos ha quedado
lo hemos filtrado con ayuda del Buchner, lo hemos pesado (1,8 g) y hemos calculado el
rendimiento de este intermedio amidico.

Ademas medimos su punto de fusion cbteniendo un valor de 1382C.
PASO 2

Posteriormente colocamos la Amida en un matraz de fondo redondo de 50 mL que
contenia 7,5 mL de Dietilamina y 25 mL de Tolueno y llevamos a reflujo durante una
hora bajo camara extractora.

La mezcla de reaccion se dejé enfriar a temperatura ambiente y 1a llevamos a un
embudo de decantacion donde la lavamos 4 veces con 50 mL de agua para remover el
clorhidrato de dietilamina y el exceso de dietilamina. La capa organica la extrajimos
con 20 mL de HCl aq. 3M y después con 20 mL de agua.



Finalmente afiadimos NaCH 3M hasta neutralizar la disolucién y precipitar la Lidocaina.

Tuvimos que preparar las disoluciones de HCl aq. 3M y NaOH 3M:

1.

2.

Preparacion de HCl ag. 3M
Tenemos HCl Concentrado (d = 1,19 g/mL; 37% pureza). Si queremos
preparar 100 mL de HCl 3M, sacaremos primero los moles que hay en 0,1 L:

3IM=3moles=> 1L
Xmoles >0,1L
X= 0,3 moles de HC| en 100 mL.

- Posteriormente, sacaremos los gramos que corresponden a esos 0,3 moles
de HCI (PM = 36,5 g/mol}:

Moles = masa/PM = Masa = moles x PM =0,3 x 36,5 = 10,95 g de HCl

- Finalmente obtenemos el volumen que tenemos que coger del HCI
concentrado:

d = masa/volumen - V =masa/d 2 V =10,95g/ 1,19 g¢/mL= 9,20 mL HC
Como estd la 37%: 9,20 mL HCl x (100 mL/37 mL HCI) = 24,86 mL de HCl y
llevamaos hasta 100 mL con H20

Preparacion de NaOH 3M
- Tenemos NaOH concentrado (PM = 40.00 g/mol; 100% pureza). Si queremos
preparar 100 mL de NaOH 3M, sacaremos primero los moles que hay en 0,1 L:

3M=3moles=>11L
Xmoles—=>0,1L
X =0,3 moles en 100 mL

- Posteriormente, sacaremos los gramos que corresponden a esos 0,3 moles
de NaQH:

Moles = masa/PM = Masa = moles xPM =0,3x 40.00=12.0gde NaOH y
disolvemos con H20 hasta 100 mL.

A continuacién se incluye un esquema de esta sintesis en el que se puede
observar perfectamente que ha pasado en cada uno de los pasos:



Esquema sintesis Lidocaina |

Para comprobar que obtuvimos un medio neutro a la hora de afiadir NaOH 3M
utilizamos papel indicador.

No obstante a medida que ibamos variando el PH vimos que la Lidocaina no
precipitaba, por lo que decidimos empezar desde el punto (*) es decir, retrocedimos
hacia atras y volvimos a poner la disolucion en un embudo de decantacién junto con
Tolueno y volvimos a extraer pero esta vez utilizando menos cantidad de HCl y NaOH
para que la disolucién se saturara antes y precipitara la Lidocaina.

Finalmente, precipitd nuestro compuesto y lo filtramos con el Buchner, obtuvimos asi
un polvo de color blanco que pesamos y del cual sacamos el rendimiento.




Finalmente, al igual que hicimos con el Lorazepam, obtuvimos el espectro de una
muestra de Lidocaina para confirmar la estructura y objetivamente, quedd bastante
bien.

RENDIMIENTOS

LIDOCAINA PASO 1 LIDOCAINA PASO 2

RENDIMIENTO 36% 65%
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EVIDENWC/A 2

PRACTICA 1. EXTRACCION DE CAFEINA

PROTOCOLO DE EXTRACCION

1. Pesamos una cantidad alrededor de 15 g de hojas de té secas y las trituramos un poco.
2. ADICION DE UNA BASE: afiadimos a las hojas de té molidas Na;CO; disuelto en H0.
3. EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO: filtramos la disolucién con papel de filtro y
colocamos el filtrado en un embudo de decantacion. Afadimos acetato de etilo para
realizar una extraccion liquido-liquido.
Extraemos la fase organica y repetimos el procedimiento para extraer tanta cafeina
como sea posible.
Afadimos agua hasta que el pH sea neutro, eliminandola posteriormente con el embudo
de decantacidn.
4. Anadimos al disolvente con los extractos del té sulfato sddico anhidro para eliminar el
agua residual.

L

Filtramos el disolvente con los extractos para separarlos de la sal y evaporamos el

disolvente con ayuda de un rotavapor.

6. CRISTALIZACION DE LA CAFEINA: afiadimos al matraz metanol, lo tapamos y lo
colocamos en el bafio con agua caliente hasta que se solubilice. Dejamos reposar el
matraz con el metanol a temperatura ambiente.

7. Comprobamos la identidad de los cristales obtenidos con resonancia magnética

nuclear.

DISCUSION DEL PROTOCOLO

E! objetivo del siguiente protocolo consiste en aislar y purificar cafeina a partir de hojas de té,
en forma de cristales. A continuacion, se procede a explicar las razones por las que se han llevado
a cabo cada una de las principales etapas del procedimiento descrito anteriormente.

ADICION DE UNA BASE: Las hojas de té presentan taninos, que son sustancias ligeramente
dcidas por la presencia de grupos hidroxilo en su estructura. Estos grupos hidroxilo les permiten
interaccionar ligeramente con la cafeina y dificulta su extraccion, pues parte de ellos se
disolverdn también en el disolvente organico. Para facilitar la extraccion de la cafeina,
anadiremos antes de realizar la extraccion liquido-liquido una base, el Na2C03, que hara que los
taninos se desprotonen y queden en forma de sales. Al aumentar su solubilidad en agua y
disminuir en el disolvente polar, lograremos separarlos eficientemente de la cafeina, que tiene
una mayor preferencia por este tltimo disolvente.

EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO: Como puede observarse en la

O / imagen de la izquierda, la cafeina es un alcaloide, que presenta

~ N adtomos de nitrogeno y oxigeno. Estos heteroatomos otorgan a la
N | > cafeina una ligera polaridad, que la hace ligeramente soluble en
ﬁ 7 H;0, pero hara que presente una mayor preferencia por disolventes
O N N orgdanicos, como el diclorometano. A pesar de que este disolvente
| es el mas utilizado para la extraccidon de cafeina, en la presente

prictica empleamos otro, el acetato de etilo, que tiene una
constante dieléctrica similar, por lo que se espera que el rendimiento del proceso sea similar.



CRISTALIZACION DE LA CAFEiNA: el objetivo de este Ultimo paso es purificar la cafeina y
aislarla de otros sdlidos que se hayan extraido. Al calentar el matraz con los sélidos y el metanaol
por debajo de la temperatura de ebullicion de este dltimo, la solubilidad de la cafeina aumenta
en el disolvente. Cuando se deja reposar el matraz a temperatura ambiente, la solubilidad de la
cafeina en el metanol vuelve a decrecer. Dado que la cafeina no es muy soluble en metanol a
temperatura ambiente, comienza a cristalizar a medida que se enfria el disolvente.

En definitiva, el metanol es un disolvente adecuado para cristalizar la cafeina por la escasa
solubilidad de esta Gltima a temperatura ambiente en él y su capacidad de disolverse cuando el
disolvente es calentado por debajo de su punto de ebullicion.
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3

9 1 1+0,4=14 dd/dd 2,33 3,04
1 1+04=14 dd / brdd 2,08 2,70

13 1 45-8 d/dd 579 5,67
1 45-8 d/brd 6,31 6,16

14 1 45-8 d/brs 6,11 6,28
1 45-8 d/brs 6,25 6,39

15 3 1 s/d 1,82 1,75

18 1 5,25+0,45- t/qq 6,03 6,13

0,22+0,32=5,8

19 2 17 dd/dq 2,05 1,93

20 3 17 s / quint 2,43 1,88

Comparacioéon

position A (mult. [in H:;

~

TRY {dd, 117, 4.0)
349 [dd, 127, 4.5)

3 453 (4, 43, A0} -

+

5 513 {dq, 107, 1.4} 3 '
6 &04 (dd, 10.7, 2.1}

7 291 (ddd, 97, 2.1, 19, 19)

[l

9

A9L (dda, 10.8,9.7, 45}
304 (dd, 12.8, 10K}
170 (br Ji, 12,6, 4.5)

]
R “JJ\__LJI_A_LUUL_J%MH

14 AW (he 1)

425 (he ) = : =
13 L75 (d, L4} ‘g’g 5'3! 'j 5 ¥ b = :’
16
7 "H NMR spectrum of compound 4 m CDOD
L] 613 (qq. 7.0, 1.5}
19 193 {dq 70, 15)
0 158 {quint, 1.5}

Para empezar, se observa que el nimero de sefiales estimado coincide tanto con los datos
experimentales como con los de ChemDraw. Se confirman los casos en los que se habia
estimado que varios hidrogenos unidos al mismo carbono darian sefiales ligeramente distintas,
a pesar de que en la estimacion del desplazamiento no hice distincién poraue era complicado
predecir cuantitativamente esa diferencia. Al encontrarse los hidrogenos en posiciones distintas
sin posibilidad de libre rotacién, es logico pensar que cada uno tenga cerca un entorno
electrénico distinto y por tanto la sefial sea diferente.

En lo referente al desplazamiento, comentaré solo las diferencias que mas notables me parecen
(a partir de 0,7 ppm de diferencia aproximadamente).

- Hidrégenos unidos a los carbonos 2, 5, 7 y 9: en estos casos observamos un mayor
desplazamiento que el estimado. Esto se debe a que todos ellos se encuentran cercanos
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El nimero de sefiales es el esperado. Los resultados experimentales del desplazamiento cuadran
relativamente bien con las predicciones. Cabe comentar que en los carbonos 11 y 12 hay una
discrepancia importante entre la prediccion del ChemDraw y los datos experimentales de
desplazamiento, y curiosamente coinciden el C11 de ChemDraw con el C12 experimental y
viceversa, Es posible que los autores se hayan confundido y los hayan puesto al revés.,

6. Indica las conectividades que se deducen de los espectros bidimensionales:
a) COSY, b) HMQC y c) HMBC.

A} COSY

Este espectro proporciona informacion sobre las interacciones entre protones. Los puntos
situados en la linea diagonal corresponden a las relaciones de los protones consigo mismos, por
lo que estos puntas no proporcionan informacion Gtil. El resto de puntos si aportan informacion
estructural. Cada punto implica que los protones con los desplazamientos correspondientes a
los valores de cada uno de los ejes estan acoplados y por tanto se encuentran cercancs en la

estructura,
a
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B) HMQC

Este espectro proporciona informacion sobre la relacidn entre los carbonos y los hidrogenos, de
forma que podamos saber qué protdn se une a qué carbona. Combinando esta informacion con
la del COSY podemos dilucidar mas facilmente la estructura,

[w]
...LJ.J&J.......J...........L.-...JU W T ﬂL

I

.l
)

]

A - L] . a . 4 ]

T T

i

T
4

L ] [ ]
HSQC (green) and HMBL (red) overlasd spextea of msmpound 4 m (D00,

€) HBMC

Este espectro (incluido también en {a anterior imagen) muestra la relacién de los hidrégenos
con carbonos que se encuentren a 2 6 3 atomos de distancia. Proporciona informacién sobre la
cercania de los dtomos.

7. Indica qué informacion espectroscopica es clave para la determinacién de
la estructura del compuesto.

Los espectros de RMN suelen ser lo mas esencial para determinar las estructuras de un
compuesto. En mi opinion el espectro de 13C-RMN es el mas vital. Los bidimensionales también
dan informacion valiosa. En el articulo no figuran datos de IR por lo que este no debe
proporcionar demasiada informacion.

8. Busca el compuesto en NAPROC-13 ulfilizando Ila busqueda por
subestructuras (introduce fragmentos sin sustituyentes ni funciones). Indica a
qué grupo estructural y/o biosintélico pertenece el compuesto asignado si
encuentras compuestos parecidos. En caso contrario indica a qué grupos
pertenecen los compuestos que presentan esas estructuras. Considerando la
informacién anterior, propédn qué carbonos serian los mds Utiles para buscar
estructuras similares al compuesto asignado, resumiendo los resultados
obtenidos. Busca la numeracién del compuesto base, indica la estructura de
referencia para nombrarlo y sugiere un nombre semisistematico.

Como ejemplo para ilustrar el grupo estructural al que pertenece el compuesto, y gracias a la
informacion obtenida del articulo en el que se basa este trabajo, en la blsqueda por
subestructuras de NAPROC-13 podemos especificar:

- Familia: Terpenoides.
— Tipo: Sesquiterpenoides.
- Grupo: Asteriscanes (por ejemplo).






EVIDEKCIA 3

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ACIDO MIRCEOCOMUNICO

1.4 kg de arcétidas secas de Juniperus oxycedrus L., recolectadas en el mes de abril de 2016 en
los alrededores de La Fregeneda (Salamanca), se trituran y se extraen con aproximadamente 10
L de hexano, en fracciones de 700 g, en un aparatc Soxhlet durante 12 h.

El extracto de hexano se mantiene a -20 °C durante 24 h, a continuacion se filira en un embudo
buchner para eliminar la parte inscluble en hexano. Se evapora €! disolvente, obteniéndose un
residuo (= 55 g) que se disuelve en metanol en caliente y se mantiene de nuevo a -20 °C durante
24 h. A continuacion se filtra en embudo buchner para eliminar fa parte insoluble en metanol y
obtener el extracto de hexano descerado.

El extracto de hexano descerado se disuelve en éter v se extrae repetidamente, con disolucion
acuosa de NaOH al 4 %.

A fraccion extraida con NaCH, se acidula a pH = 5§ con HCI 2M y se extrae con éter, se lava con
una disclucién acuosa saturada de NaCl hasta neutralidad, se seca con Na;SO, anhidro v se
evapora el disolvente, obteniéndose la fraccion acida (= 80 % en peso del extracto descerado).

La fraccion neutra, se lava con una disolucidn acuosa saturada de NaCl hasta neutralidad, se
seca con Na;CO; solido y se evapora el disolvente, obteniéndose la fraccidn neutra.

Calcular el % que representa el extracto de hexano descerado respecto del
peso de arcetidas secas y el % que representan las fracciones acida y neutra
respecto del peso del extracto de hexano descerado.

ARCESTIDAS

n-hexano l Soxhlet

EXTRACTO BRUTO
l -205C
Fraccién insoluble en Fraccion soluble en hexano
hexana MeOH
-20°C
Fraccién SOLUBLE en MeOH Fraccién INSOLUBLE en
(EXTRACTO DE HEXANO MeQOH
DESCERADQ)

Eter
NaOH 4 %

Y Y

Fase acuosa Fase organica
1) HCI pH acido Proceso habitual
2) Eter
; ! ( FRACCION NEUTRA |
Fase acuosa Fase organica

l Proceso habitua!

[r-'RAccuc’JN AcmA]




La fraccion acida se cromatografia en columna sobre gel de silice, eluyéndose con una
mezcla de Hex/AcOEt 9:1 el acido mirceocomunico.

FRACCION ACIDA

Cromatografia
SiO,

Acido mirceocomunico

Sustancia cristalina de color blanco, p.f: 129-130 °C (MeOH)
Poder rotatorio: +53,6 ° (¢, 2,03 CHCI3)

Espectro IR: 3080, 1690, 1640, 1598, 1270, 995, 960 y 890 cm-1
Espectro UV: maximo de absorcion a 226 nm

Espectro de RMN de 'H: Figura 1

Espectro de RMN de '3C: Figura 2

Otros acidos de la fracciéon acida son:

=
=

‘.-‘ H
COOH

4
COOH

Acido cis-comunico acido frans-comunico acido sandaracopimarico

La fraccion neutra, se cromatografia en columna sobre gel de silice, eluyéndose con una
mezcla de Hex/AcOEt 9:1 mirceocomunal
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EVIDENCIA 4

METODOS DE CONTROL
FISICOQUIMICO Il

Espectros de RMN (‘H y °C)
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EVIDEWCIA &

Madster oficial y doctorado de

DISENO, OBTENCION Y EVALUACION DE FARMACOS

MODULO 3: Obtencién de férmacos

CURSO: La sintesis organica en la bisqueda y
obtencion de farmacos

Practicas de laboratorio




Durante la realizacion de las practicas de laboratorio se llevaran a cabo varias
transformaciones representativas de las que se emplean en la sintesis de farmacos, que
permitaran completar la sintesis de lidocaina

En el guion se detalia la informacion necesaria para la realizacion de las distintas
operaciones implicadas en dichas transformaciones.

Al finalizar las practicas, los alumnos entregaran un “informe de préacticas", en el que
deberan explicar detalladamente algunos aspectos teoéricos y cuestiones practicas, asi
como una descripcion de las observaciones efectuadas durante la realizacion de los
experimentos. Los aspectos a incluir en el informe se han indicado a lo largo de los
guiones mediante el epigrafe

A completar por el alumno

con algunas breves indicaciones para alguno de ellos.

La realizacion de los informes de practicas conlleva el trabajo no presencial del alumno,
durante el cual deben consultarse la bibliografia (libros, revistas), bases de datos y
fuentes de informacion adecuadas a cada epigrafe.



1.- SINTESIS DE LIDOCAINA

INTRODUCCION

LA ¢

La Lidocaina, comercializada con &l nombre de Xilocaina, es uno de los anestésicos locales mas utilizados
en odontologia. También tiene efecto antiarritmico, estando indicada por via intravenosa o transtraqueal en
pacientes con arritmias ventriculares malignas, como la taquicardia ventricular o la fibrilacion ventricular.

Los AL impiden la propagacion del impulso nervioso disminuyendo la permeabilidad del canal de sodio,
bloqueando la fase inicial del potencial de accion. Para ello los anestésicos locales deben atravesar la
membrana nerviosa, puesto que su accion farmacolégica fundamental la lleva a cabo uniéndose al receptor
desde el lado citoplasmatico de la misma. Esta accién se vera influenciada por: 1) el tamafo de la fibra
sobre la que actua (fibras de motricidad y tacto, menos afectadas que las de temperatura y dolor); 2) la
cantidad de anestésico local disponible en el lugar de accion; 3) las caracleristicas farmacolagicas del
producto.

Esto explica el "bloqueo diferencial" (bloqueo de fibras sensilivas de dolor y temperatura sin blogueo de
fibras motoras), y también nos determinara la lamada "concentracion minima inhibitoria".

Todos los anestésicos locales responden a una estructura quimica superponible, que se puede dividir en
cuatro subunidades :1: nucleo aromatico, que es el principal responsable de la liposolubilidad de la
molécula; 2: union éster o amida, que determinara el tipo de degradacién que sufrira la molécula; 3: cadena
hidrocarbonada, que generalmente posee dos atomos de carbono e influye en la liposolubilidad, la duracion
de accion y la toxicidad; y 4: grupo amina, que es la que determina la hidrosolubilidad de la molécula y su
unién a proteinas plasmaticas.

MECANISMO DE LAS REACCIONES A EMPLEAR
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REALIZACION
MATERIALES Y REACTIVOS
Material Reactivos
Paso 1 Paso 1
Balon 2,6-dimetilanilina (1)
Agilador grande AcOH glacial
Placa agitadora Cloruro de cloroacetilo
Bafio y termometro NaQAc 5%
Probetas
Kitasato
Bichner
Vidrio de reloj
Paso 2 Paso 2
Baldn esmerilado 2-cloro-2',6'-dimetilacetanilida (2)
Refrigerante esmerilado Tolueno
Agitador Dietilamina
Placa calefactora HCI 2M
Bafio KOH 6M
Probetas Hexano
Kitasato K,CQ, anhidro
Buchner I» (revelador)
Embudo decantacion
Cubeta y placa TLC

Erlenmeyer
Vaso para dejar evaporar-cristalizar




Paso 3 Paso 3

Baldn de cristalizacion 2-dietilamino-2',6'-dimetilacetanilida (Lidocaina, 3)
Kitasato Eter dietilico

Bichner Etanol

Vidrio de reloj Acetona

H.S0; concentrado

DESCRIPCION DETALLADA

1.- Sintesis de 2-cloro-2’,6'-dimetilacetanilida (2)

NH; o) AcOH glacial

Ci\)LCI

1 2

H
N\I'(\CI
0

En un balon de 250 mL seco, provisto de agitador magnético y colocado en la campana exiractora, dentro
de un bafio vacio {paso A), se adicionan a temperatura ambiente 5§ mL de 2,6-dimetilanilina (1). A
continuacion se afaden sucesivamente 2 mL de acido acético glacial y 3 mL de cloruro de cloroacetilo,
lentamente y sin dejar de agitar continuamente {paso B).

Durante el proceso se forma un precipitado compacto {paso C).

Una vez finalizada la adicion, s& pone agua en el baiio, se calienta hasta alcanzar una temperatura de 45° C
{60° C del bafo) y sobre el precipitado se afaden 100 mL de disolucion de acetato sddico al 5% y se
mantiene a 45°C durante 50 minutos (aprox.). El producto resultante se enfria hasta 10° C (paso D) y se
recoge &l producto resultante mediante filtracion a vacio (paso E).

Para recuperar la mayor parte del precipitado que queda depositado en las paredes del matraz de reaccion,
se uliliza agua fria, que también sirve como agua de lavado del precipitado depositado en el Blchner.
Después de repetir el proceso, se puede conseguir recuperar totalmente el producto y lavar completamente
fodo el acido acetico del producto de reaccion.

El producto final, 2-cloro-2',6'-dimetilacetanilida (2), se seca en la estufa entre 80 y 100° C (paso F),
obteniéndose aproximadamenie 4,8 g.
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2.- Sintesis de 2-dietilamino-2’,6’-dimetilacetanilida (Lidocaina) (3)

H tolueno KI'
\"/\CI HNTS reflujo \H/\N/\
0 . o
2

3

En un matraz esmerilado de 250 mL se ponen 4,8 g de la 2-cloro-2',6'-dimetilacetanilida (2) en 50 mL
tolueno. A continuacién se afiaden 10 mL de dietilamina (paso A) y la mezcla se calienta a ebullicion
durante 1,5 horas en baiio de arena (paso B). El progreso de la reaccion se puede controlar mediante CCF
(cromatografia de capa fina), utilizando Hexano/EtOAc 6:4 como eluyente y 2-cloro-2',6"-dimetilacetanilida
(2) como referencia {imagen C1).

Una vez que haya desaparecido completamente el material de partida (1,5 h aprox.; imagen C2), se detiene
el calentamiento y se enfria en un bano de hielo {(paso D). La lidocaina no precipita y se mantiene en
disolucion, por lo que se procede a filtrar la disolucidn, descartando el precipitado (paso E).

Para recuperar el producto final, se trasvasa la disolucion del producto bruto de reaccién en tolueno a un
embudo de decantacion de 250 mL y se extrae dos veces con porciones de 30 mL de HCI 3M (paso F). Las
dos fracciones acuosas se reanen en un Erlenmeyer, se enfrian exteriormente en un bafio de hielo y se
afiaden lentamente 30 mL de KOH 6 M en pequefias porciones, hasta que se produce la precipitacién del
producto, finalmente, se afiaden otros 10 mL adicionales de KOH 6§ M (paso G). El precipitado de lidocaina
se filtra en un embudo Biichner.

En caso de que se obtenga muy poca cantidad de precipitado, a las aguas del filtrado se adicionan 25 mL
de hexano y se pasa toda la mezcla a un embudo de decantacion de 250 mlL. Se recupera el resto del
producto lavando el Erlenmeyer con 10 mL de hexano, que se afiade al contenido del embudo de
decantacion (paso H). Una vez extraido el producto, la fase organica se lava con dos porciones de 20 mL de
agua (paso l), se pasa a un Erlenmeyer seco, se seca con Na,SO; anhidro y se filtra. Aunque por
evaporacion rapida del disolvente se obtiene la lidocaina en forma sélida o de un producto aceitoso que
solidifica paulatinamente, si se deja evaporar lentamente el disolvente en un vaso de precipitado {o un
erlenmeyer) a lo largo de la noche, se obtiene la lidocaina (3) en forma cristalina (paso J).

DESCARTAR




3.- Obtencidn del sulfato de lidocaina

H h H H
éter / etanol
Nj‘]/\N/\ S —— |'\|\"/\|{l 6\
NS 5§ Q) e
precipitar con . S0,
3 acetona 4

Disolver la lidacaina (2,0 g) en 2 mL de éter dietilico y adadir 2 mL de etanol v diez gotas de acido sulfurico
concentrado, mezclando bien toda la disclucion (paso A). Aiadir acetona hasta la aparicion del precipitado
de sulfato de lidocaina (4) y agregar 5 mL mas de acetona (paso B).

El producto sdlido se recoge en el Blichner y se lava con 10 mL de acetona (paso C). El sulfato de lidocaina
(4) asi obtenido se recristaliza disolviéndolo en 1 mL de agua (paso D) y afadiendo aproximadamente 30
mL de acetona, dejandolo cristalizar duranie algunos minutos (paso E). Los cristales se recogen en el
Bichner, se lavan con unos mL de acetona (paso F) y se secan en la estufa a 100° C durante 10 minutos
(paso G).

ESTUFA - 100°C - 10 min.
=

PRESUPUESTO

Reactivo | Precio | Cantidad a | Total
utilizar

A complietar por el alumno (consultar catalogos y listas de precios acluales)

PRECAUCIONES Y SEGURIDAD

A completar por el alumno

REALIZACION EXPERIMENTAL

Descripcion detallada de la realizacion experimental, incluyendo cantidades utilizadas, hechos observados,
calculo de rendimientos, etc...

A completar por el alumno



CARACTERIZACION
P.f.

2',6'-dimetilacetanilida {2). P.f.=145-146°C
Lidocaina (3). P.f.=68-69°C
Sulfato de lidocaina {4). P.f.=210-212°C
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- Comparar los resultados obtenidos experimentalmente con los de referencia incluidos en este apartado
- Interpretar los datos espectroscopicos



