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Introduccion y Antecedentes

1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los aminoacidos son compuestos que presentan un grupo amino y un grupo acido en su
estructura. Debido a las caracteristicas acido-base de estos grupos funcionales, estos compuestos
se encuentran ionizados a valores de pH fisiologico (7,2) al transferirse el protén del grupo acido
al grupo amino, obteniéndose el correspondiente zwitterion. La presencia de los grupos amonio y
carboxilato hace que estos compuestos sean esencialmente solidos idnicos solubles en agua e

. . ,o. 1
insolubles en disolventes organicos.

Grupo amino Grupo carboxilico
H _

H | O
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Figura 1. Estructura bdsica de los aminodcidos.

Existen aminoacidos de gran importancia en los que el grupo amino no se encuentra
situado en el carbono a del carboxilato (figura 2).” Es el caso del 4cido y-aminobutirico (GABA),
que es el principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central de los mamiferos; la 3-
alanina, que es precursora de la sintesis del coenzima A; el acido aminolevulinico; o el acido 4-

aminobenzoico (PABA).

0{0]0]
— _ + —
HN- GO0 i OO HsN_~_COO
[-alanina Acido aminolevulinico  Acido Y-aminobutirico +
(GABA) NHs
Acido 4-aminobenzoico
(PABA)

Figura 2. Aminodcidos que no presentan el grupo amino en la posicion a del carboxilo.

1 Smith, B. D. “Synthetic receptors for biomolecules: Design, principles and applications” Roy. Soc. Chem. 2015.
2 Hughes, A. B. “Amino acids, peptides and proteins in organic chemistry, analysis and function of amino acids”
Wiley-1”CH 2011, 170/, 5.
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Los aminoacidos mas interesantes son, sin embargo, los que presentan el grupo amino en la
posicion a del acido y, en particular, los que forman parte de las cadenas proteicas de los seres

vivos, los denominados aminoécidos proteinogénicos, que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Aminoacidos proteinogénicos.

AMINOACIDO | ESTRUCTURA  AMINOACIDO | ESTRUCTURA
(@] OH O
Alanina \KJ\QH Treonina )\NHJ\OH
Hy H»
(@] (@]
Valina )\KJ\OH Cisteina HS/\HJ\OH
H, NH,
(@] (@]
. . H,N
Leucina OH Asparagina OH
Hy H,
e o) 0
Isoleucina \/\KJ\OH Glutamina H,N WJ\O H
H, Ha
O O
Prolina C’)LOH Tirosina /©/\NH‘\OH
NH HO H,
O (6]
Metionina /S\/\KJ\OH Acido aspartico HOWJ\OH
H, H»
(@] (@] (@]
Fenilalanina OH Acido glutdmico HOWJ\OH
H, Ha
(@]
0 H->N
Glicina Lisina 2 H
H2N \)J\OH \/\/fj\o
H,
H
N
NH (@]
% J
Triptéfano NH, Arginina H,N N /\/\NHA\Q H
H H,
OH
(@] (@]
Serina H O/\K‘\OH Histidina /N j/\NHJ\O H
H, I$V / Hy
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Entre los aminoacidos naturales, los denominados aminoacidos esenciales presentan una
mayor importancia en nutriciéon dado que éstos no se pueden sintetizar en el organismo y, por
ello, deben ser suministrados en la dieta. Un problema importante de ello es el del aminoacido
limitante. Aunque la dieta sea rica en proteinas, si alguno de los aminoacidos que se requieren
para el metabolismo se encuentra en cantidades muy limitadas o insuficientes (aminoacido
limitante), la pequefia concentracion del mismo limita e impide la biosintesis de nuevas proteinas
en la cantidad suficiente para el buen funcionamiento del organismo. Por este motivo, es

importante la obtenciéon de aminoacidos mediante métodos baratos.

La correcta estereoquimica de los aminoacidos es esencial para sus aplicaciones biologicas.
Por ejemplo, si los aminoacidos se requieren como complementos de la nutricion humana, sélo
se pueden utilizar los que presentan configuraciéon I; es decir, aquellos cuya configuraciéon del
carbono a se corresponde con la geometria de los aminoacidos naturales, ya que los
correspondientes aminoacidos con estereoquimica D presentan toxicidad y, en consecuencia, no
se pueden suministrar en la dieta.” Por ello, el mayor problema para la sintesis quimica de los
aminoacidos dirigidos a la alimentacién humana es la necesidad de comercializar sélo el

enantidmero L.

\ ol \
. H H 1 S; "0, S\ . O
o I SRl A S LY
H H H H H H
acroleina
O
S
- 1) Base acuosa S COOH
/SWH 4..HCN N NH ) : . -~
0 (NH4)2CO4 ‘«O 2) Neutralizar NH,
p-metiltiopropionaldehido  5-(B-metiltioetil)hidantoina (R,S)-metionina

Figura 3. Sintesis guimica de la metionina.

Aunque existen numerosas sintesis enantioselectivas de aminoacidos, estos procedimientos
no pueden competir en precio con la obtencién de los I -aminoacidos a partir de fermentaciones.
La excepcion son los casos en los que no existen problemas de enantiomeria, como ocurre en la

obtenciéon de glicina. En el caso de la alimentacion de las aves de corral, la dieta habitual a base de

3 (@) Yoshimura, T.; Goto, M. “D-Amino acids in the brain: structure and function of pyridoxal phosphate-
dependent amino acid racemases” FEBS Journal 2008, 275, 3527-3537. (b) Yoshimura, T.; Esak, N. “Amino acid
racemases: Functions and mechanisms” |. Biosci. Bioeng. 2003, 96, 103-1009.
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maiz conduce a una carencia de metionina.” Debido a que éstas poseen un enzima que racemiza

la metionina, pueden asimilar los dos enantiomeros de este aminoacido. Por este motivo, el
. L. . L. , . , . . , 5

aminoacido se obtiene como racémico por sintesis quimica a partir de acroleina,” tal como se

muestra en la figura 3. En este caso, la sintesis quimica es mas econémica que las fermentaciones.

Un caso similar es el de la lisina, que se obtiene también por sintesis quimica debido a que
se han encontrado enzimas que permiten la obtencién del enantiomero L de una forma sencilla.

La figura 4 muestra la preparacién industrial de la lisina a partir de caprolactama. °

O/OH deshidratacion NOCI C[N:O
Cl

Ciclohexanol Ciclohexeno Nitrosocloruro
de ciclohexano

NH5
,H
N Reordenamiento N
o de Beckmann =~ “OH
- o —
NH,
NH, Oxima de
o-amino-g-aminocaprolactama 2-aminociclohexanona
(ACL)
racémico
H H NH.
N racemasa N (S)-hidrolasa OH
0] 0] - =
5 @)
NH, NH, NH,
(R)-ACL (S)-ACL (S)-lisina

Figura 4. Sintesis industrial de la lisina.

En el caso de los demas aminoacidos, se recurre a su obtencion a partir de fermentaciones,
esencialmente porque no existe ningin método sencillo para separar los enantiomeros obtenidos
por sintesis quimica y esta técnica permite obtener directamente el aminoacido con la
configuraciéon natural .. Sin embargo, las sintesis tradicionales como las de Strecker,’

8 . 9 . I . ;s ,
Erlenmeyer® o Buchner, combinadas con una resolucién sencilla del racémico, serfan muy

4 Maynard, L. A.; Loosli, J. K.; Hintz, H. F.; Watner, R. G. “Nutricién Animal” McGraw-Hil/ 1981, Méjico.

5> Weissermel, K.; Arpe. H. J. “Quimica organica industrial ” Reverte 1981.

¢ Ault, A. “The Monosodium Glutamate Story: The Commercial Production of MSG and Other Amino Acids
Chemistry for Everyone” . Chem. Educ. 2004, 81, 347-355.

7 Strecker, A."Uber die kiinstliche Bildung der Milchsiure und einen neuen, dem Glycocoll homologen Kérper” Ann.
Chem. Pharm. 1850, 75, 27-45.

8 Frlenmeyer, F. "Uber die Kondensation der Hippursiure mit Phthalsiureanhydrid und mit Benzaldehyd" Iiebigs
Ann. Chem. 1893, 275, 1-8.
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atractivas para obtener otros aminodcidos enantioméricamente puros. La figura 5 muestra las

sintesis tradicionales de aminoacidos racémicos.

a) KCN NH, H* NH,
o — — o
R H NH,CI R ‘:‘\N R
OH
0] O
HOOC /( 0 @’\\_/(
H
ACzO Ny O ©/LL Ny °
80 °C Ac,0, AcONa
-H,0 Calor
-H,0
COOH P, HI
m/HZ Ac,0, Calor
R" H
c) o) KCN r2 N 1) NaOH NH;
. ) —_— O —— ] COOH

Figura 5. Sintesis tradicionales de aminodcidos racémicos.

Existe, ademas, un elevado interés por los aminoacidos con configuraciéon D, que no se
pueden obtener tampoco por fermentaciones puesto que presentan la configuracion contraria a la
natural. El D-aminoacido mas abundante entre los seres vivos es la D-alanina como consecuencia
de su presencia en la cadena de peptidoglicano que forma parte de la pared bacteriana."
Probablemente, ése es también el motivo por el que una gran cantidad de antibidticos

comerciales (figura 6), como la penicilina y las cefalosporinas, presentan fragmentos de D-

. L, . 11
aminoacidos en su estructura.

9 Biichner, E.; Curtius, T. “Uber die Einwirkung von Diazoessigather auf aromatisch Kohlenwasserstoffe ” Ber. Dtscb.
Chem. Ges. 1885, 8, 2377-2379.

10 (a) Heijenoort, J. “Formation of the glycan chains in the synthesis of bactetial peptidoglycan” Glycobiology 2001, 77,
25R-36R. (b) Van Heijenoort, J. “Recent advances in the formation of the bacterial peptidoglycan monomer unit”
Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 503-519.

11 Gao, X.; Ma, Q.; Zhu, H. “Distribution, industrial applications, and enzymatic synthesis of D-amino acids” App!/.
Micro. Biotech. 2015, 99, 3341-3349.
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Figura 6. Antibidticos comerciales que presentan D-aminodcidos en su estructura.

En este trabajo, se propone la sintesis de receptores moleculares que permitan la resolucion

de mezclas racémicas de a-aminoacidos. El procedimiento se fundamenta en la llamada Maquina
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de Cram, ~ que permite resolver mezclas de aminoacidos por transporte a través de membranas

apolares y cuyo esquema se muestra en la figura 7.

Estanque principal con la mezcla
de aminoacidos

Estanque secundario para un aminoacido Estanque secundario para un aminoacido

\ Nz

. aminoacidos
aminoacido aminoacido

— ) || J

= ., — T 1= =)
Agitadores

Receptor selectivo para un aminoacido Disolvente organico con un receptor molecular
selectivo para un aminoacido

Figura 7. Maguina de Cram.

El funcionamiento de la Maquina de Cram se basa en transportar solo un enantiémero de
la mezcla racémica de aminoacidos, que se encuentra en el estanque principal, a través de una
membrana apolar hasta un estanque secundario, en el que un cambio de pH permite que el
transporte no se efectie en sentido contrario. El transporte debe realizarse por un receptor
molecular suficientemente enantioselectivo para que, esencialmente, solo asocie un enantiémero

del aminoacido.

El motivo por el que en la actualidad no se utiliza la Maquina de Cram es la falta de
receptores suficientemente enantioselectivos para los aminoacidos. El problema en el desarrollo
de receptores enantioselectivos para la Maquina de Cram es doble. Por una parte, resulta dificil
encontrar receptores que tengan la suficiente afinidad por los aminoacidos como para que
puedan extraerlos del agua al cloroformo. Los aminoacidos son compuestos i6nicos, presentan
puntos de fusion elevados y solubilidades relativamente grandes en agua; en cambio, son muy
insolubles en disolventes organicos apolares, ya que estos ultimos no pueden estabilizar las cargas
de los grupos amonio o carboxilato por formacién de enlaces de hidrégeno. Por otra parte,
aunque existen receptores moleculares que extraen los aminoacidos a disolventes organicos como
el cloroformo, resulta dificil obtener enantioselectividades elevadas debido a que la geometria de

ambos enantidmeros de cada aminoacido es relativamente similar.

12 Cram, D. J. “The Design of Molecular Hosts, Guests and their Complexes” Chemistry Nobel Lecture 1987.
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Es por ello que en este trabajo nos hemos planteado abordar la preparacién y el estudio de
nuevos receptores que pudiesen ser utiles en una futura Maquina de Cram. La obtenciéon de
receptores moleculares enantioselectivos que permitiesen la utilizacién de la Maquina de Cram,
abarataria el coste en la resolucion de las mezclas racémicas de aminoacidos, ya que permitiria su

obtencién por sintesis quimica.

Para ello, se han empleado como punto de partida ciertas ideas obtenidas a partir de
receptores enantioselectivos para aminoacidos encontrados en la bibliografia (figura 8), los cuales
permiten la extraccion de estos compuestos desde una fase acuosa al cloroformo. Sin embargo,
por lo general las enantioselectividades obtenidas no han sido suficientemente elevadas como

para su utilizacién en la Maquina de Cram."

Figura 8. Receptores moleculares enantioselectivos para aminodcidos.

13 (a) Galan, A; Andreu, D; Echavarren, A. M.; Prados, P; de Mendoza, J. “A receptor for the enantioselective
recognition of phenylalanine and tryptophan under neutral conditions” J. Awz. Chem. Soc. 1992, 114, 1511-1512. (b)
Graham, M.; Kyne, A.; Mark, E.; Light, A,; Mike, B.; Hursthouse, A.; de Mendoza, J.; Kilburn, J. D.
“Enantioselective amino acid recognition using acyclic thiourea receptors” J. Chem. Soc.: Perkin Trans. 1 2001, 1258-
1263. (c) Lawless, L. J.; Blackburn, A. G.; Ayling, A. J.; Perez-Payan, M. N.; Davis, A. P. “Steroidal guanidines as
enantioselective receptors for N-acyl a-amino acids. Part 1. 3a-Guanylated carbamates derived from cholic acid” J.
Chem. Soc.: Perkin Trans. 1 2001, 1329-1341. (d) Tamminen, J.; Kolehmainen, E. “Bile Acids as Building Blocks of
Supramolecular Hosts” Molecules 2001, 6, 21-46. (e) Karbarz, M.; Romanski, J. “Dual Sensing by Simple
Heteroditopic Salt Receptors Containing an Anthraquinone Unit” Inorg. Chem. 2016, 55, 3616—3623.
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Por otro lado, en los dltimos afios se han empezado a emplear péptidos como tratamiento
para ciertas enfermedades.'* Este tipo de compuestos poseen un interés farmacolégico muy
elevado, como por ejemplo en la sintesis de nuevas lineas de antineoplasicos, antibibticos,
citostaticos, inmunosupresores, etc. Sin embargo, hasta el momento se han obtenido pocos
resultados,”” ya que el organismo los metaboliza con relativa facilidad y la concentracién en el
torrente sanguineo no es lo suficientemente elevada como para mantener una concentraciéon
minima efectiva y por lo tanto, no produce un efecto farmacolégico adecuado. Es por ello que se
ha comenzado a desarrollar un interés creciente en la preparacion de aminoacidos no
proteinogénicos, los cuales, posteriormente, se emplean para la sintesis de nuevos péptidos. En
comparacion con el péptido al que pretenden emular, presentan mayor estabilidad metabdlica,
mayor afinidad y selectividad por el receptor y, al mismo tiempo, presentan una actividad

farmacolégica mejorada (figura 9).'

[P s
o>\‘—/ \—4)\“/ Hnj’;\NH

O sC (o] o}
o (S y HN
N N
Ho)i\g/\N l/‘\/\/\NHZ
H
HO HO

Figura 9. Péptido empleado para el tratamiento del cancer.””

Estas ventajas hacen que cada vez se recurra mas a la sintesis de estos nuevos aminoacidos
(figura 10), pero nuevamente nos encontramos con la limitacién de que se obtienen mezclas
racémicas que es necesario separar en los enantiémeros correspondientes para, posteriormente,

formar el péptido con la estereoquimica adecuada.

14 (a) Krieger, D. “Brain peptides: what, where, and why?” Science 1983, 222, 975-985. (b) Bryson, J. W.; Betz, S. F,;
Lu, H. S.; Suich, D. J.; Zhou, H. X; O'Neil, K. T.; Degrado, W. F. “Protein Design: A Hierarchic Approach”
Science 1995, 270, 935-941.

15 Giannis, A.; Kolter, T. “Peptidomimetics for Receptor Ligands? Discovery, Development, and Medical
Perspectives” Angew. Chem. Int. Ed. 1993, 32, 1244-1267.

16 Veber, D.; Freidinger, R. “The design of metabolically-stable peptide analogs” Trends Neurosci. 1985, 8, 392-396.

17 Jamous, M.; Haberkorn, U.; Mier, W. “Synthesis of Peptide Radiopharmaceuticals for the Therapy and Diagnosis
of Tumor Diseases” Molecules 2013, 18, 3379-3409.



10

Introduccion y Antecedentes

COOH
COOH COOH COOH
NH, NH, NH,
H,N~" >COOH
o)
HO OH
NH /\/_\/H COOH HoN ?%NH
Y 3N
OOH NH, HOOC

O

Figura 10. Aminodcidos no proteinogénicos que se podrian obtener ficilmente combinando la sintesis

tradicional con la Mdguina de Cran.

Una estrategia utll en este sentido podria ser la obtencién de aminoacidos no
proteinogénicos en mezcla racémica y posteriormente resolver dicha mezcla mediante la Maquina

de Cram.

1.1. ANTECEDENTES EN EL GRUPO DE TRABAJO

En nuestro laboratorio, se han encontrado ya varios receptores moleculares
enantioselectivos para aminoacidos. La figura 11 muestra un receptor enantioselectivo para la

prolina (izquierda)'® y otro para la fenilalanina (derecha).”

Figura 11. Receptores enantioselectivos para la prolina y la fenilalanina.

Aungque el primero de ellos extrae bien la prolina del agua, la enantioselectividad que hemos

medido es relativamente baja, de solo un factor de tres. En el caso del segundo de ellos, el

18 Temprano, A. G.; Monleén, L. M.; Rubio, O. H.; Simén, L.; Pérez, A. B.; Sanz, F.; Moran, J. R. “A highly selective
receptor for zwitterionic proline” Org. Biomol. Chem. 2016, 14, 1325-1331.

19 Gémez Herrero, F.; Rubio, O. H.; Monleén, L. M.; Fuentes de Arriba, A. L.; Simén, L.; Moran, J. R. “A molecular
receptor for zwitterionic phenylalanine” Org. Biomol. Chem. 2016, 14, 3906-3912.
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receptor extrae la fenilalanina del agua con una elevada preferencia a cualquier otro aminoacido

natural, pero la enantioselectividad sigue siendo relativamente baja.

Pese a la obtencién de los dos receptores moleculares anteriores, el disefio de receptores
para aminoacidos es un reto dificil de conseguir. Uno de los factores estructurales que mas ayuda
en su disefio es la utilizaciéon de éteres corona. La figura 12 muestra un receptor que permite la
extraccion de aminoacidos zwitteriénicos del agua al cloroformo y que presenta un éter corona

20
en su estructura.

Figura 12. Receptor molecular para aminodcidos que presenta un éter corona en su estructura.

El receptor anterior no presenta centros quirales y, por ello, carece totalmente de
enantioselectividad, lo que le hace totalmente inutil para su utilizaciéon en la Maquina de Cram.
Para conseguir enantioselectividad, se intent6 introducir centros quirales en la estructura, pero
ninguno de los receptores sintetizados, mostrados en la figura 13, permitié la extracciéon de

. . L, . 21 . ~
aminoacidos a una fase organica.” Creemos que este resultado se explica porque el pequefio

20 Hernandez, J.; Mufliz, F. M.; Oliva, A.; Simén, L.; Pérez, E.; Moran, J. R. “A xanthone-based neutral receptor for
zwittetrionic amino acids” Tetrabhedron Lett. 2003, 44, 6983-6985.

2l (a) Pérez, E. M.; Oliva, A. L; Hernandez, J. V.; Simén, L.; Moran, J. R.; Sanz, F. “Trans-Benzoxanthene receptors
for enantioselective recognition of amino acid detivatives” Tesrabedron Lett. 2001, 42, 5853-5856. (b) Oliva, A. L;
Simén, L.; Hernandez, J. V.; Muiliz, F. M; Lithgow, A.; Jiménez, A.; Moran, J. R. “Enantioselective recognition of
a-amino acid derivatives with a ¢s-tetrahydrobenzoxanthene receptor” J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2 2002, 2, 1050-
1052. (c) Oliva, A. I; Simén, L.; Mudiz, F. M.; Sanz, F.; Moran, J. R. “A #rans—tetrahydrobenzoxanthene receptor
for the resolution of racemic mixtures of sulfonylamino acids” Chem. Commun. 2004, 426-427. (d) Oliva, A. L;
Simén, L.; Mufiiz, F. M.; Sanz, F.; Moran, J. R. “Enantioselective Lutidine—Tetrahydrobenzoxanthene Receptors
for Carboxylic Acids” Eur. |. Org. Chene. 2004, 1698-1702. (e) Oliva, A. L; Simén, L.; Mudiz, F. M.; Sanz, F.; Ruiz—
Valero, C.; Moran, J. R. “Chromogenic Charge Transfer Cleft—Type Tetrahydrobenzoxanthene Enantioselective
Receptors for Dinitrobenzoylamino Acids” J. Org. Chem. 2004, 69, 6883-6885. (f) Oliva, A. 1.; Simén, L.; Mufiz, F.
M.; Sanz, F.; Moran, J. R. “Aminopyridine—Benzoxanthene Enantioselective Receptor for Sulfonylamino Acids”
Org. Lett. 2004, 6, 1155-1157. (g) Oliva, A. L; Simén, L.; Muifiiz, F. M.; Sanz, F.; Moran, J. R. “Urea—
tetrahydrobenzoxanthene receptors for carboxylic acids” Tetrabedron 2004, 60, 3755-3762.

11
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impedimento estérico que genera la introduccion de los grupos metilo en la estructura es

suficiente para desestabilizar el complejo en la fase organica.

Figura 13. Receptores moleculares quirales para aminodcidos que no permiten la extraccion al cloroformo.



Objetivos

2. OBJETIVOS

En el presente trabajo, nos planteamos el estudio de receptores moleculares que permitan
el reconocimiento enantioselectivo de aminoacidos de manera que sea posible llevar a cabo la
resoluciéon de las mezclas racémicas de los mismos por transporte a través de membranas
apolares.

Para alcanzar dicho resultado, los objetivos concretos que se plantean son los siguientes:

1. Sintesis de un esqueleto quiral de cromano que sirva de base para la elaboracion de
receptores que delimiten una cavidad con estructura de agujero oxianidénico y que
sean enantioselectivos para aminoacidos en su estado natural.

2. Funcionalizacién de dicho esqueleto para el desarrollo de receptores moleculares que
permitan la asociacion de derivados de a-aminoacidos u otros huéspedes.

3. Separaciéon de los enantiomeros del receptor cuando el receptor racémico resulte
prometedor para el reconocimiento enantioselectivo de los sustratos.

4. Cristalizaciéon del receptor para proceder a la determinacién de su geometria
estructural mediante difraccion de rayos X.

5. Estudio de las propiedades supramoleculares del nuevo receptor con aminoacidos u
otros huéspedes que sean adecuados y que permitan determinar la morfologia y el

tamafio de la cavidad formada por el receptor.
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3. METopOs Y RESULTADOS

3.1. PREPARACION DEL RECEPTOR 1

Para preparar un receptor que permita la extraccion enantioselectiva de aminoacidos se
requiere que, al menos, presente un centro quiral. Para conseguir la presencia del centro quiral sin
que el impedimento estérico perjudique la formacién del asociado, nos planteamos la utilizacién
del esqueleto de cromano que habfamos preparado con anterioridad en el laboratorio. La
estructura de este receptor, que presenta un centro quiral (figura 14), serfa muy similar a la del

xanteno, con el que se han obtenido buenos resultados en el grupo.

Figura 14. Estructura del receptor 1 propuesto para la asociacion enantioselectiva de aminodcidos y su

asociado con la glicina.

Pensabamos que, siguiendo la sintesis que se muestra en la figura 15, la preparacion del
receptor 1 deberfa de ser sencilla. Sin embargo, el proceso resulté ser mas dificil de lo que

habfamos imaginado.
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CHCl,

Fignra 15. Preparacion del receptor 1

El problema fundamental fue que el desplazamiento del grupo mesilo con el aza-éter
corona no transcurre limpiamente hacia la formacién del receptor 1, sino que se genera como
intermedio la aziridina correspondiente (figura 16), y este compuesto ya no reacciona bien con el

aza-¢éter corona, conduciendo a un rendimiento muy bajo, de alrededor del 10%.

CI\@\N/H
SR Y

O/

Figura 16. Generacion de la aziridina durante la sintesis del receptor 1.

Teniendo en cuenta el elevado precio del aza-éter corona (230 €/gramo), el procedimiento
para la preparacion del receptor 1 es poco atractivo. Por otra parte, con la pequefia cantidad
obtenida del receptor 1 deseado, se consiguié6 demostrar que, efectivamente, es capaz de extraer
aminoacidos como la leucina del agua al cloroformo. Este hecho se puede constatar porque
después de tratar una disolucion del receptor 1 en cloroformo con una disoluciéon acuosa de

leucina y registrar el espectro de RMN 'H, se observan las sefiales del isopropilo de la leucina
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como dos dobletes a 1,06 ppm y 1,11 ppm. Debido a la pequena cantidad que hemos obtenido de
este receptor 1, no hemos podido establecer el exceso enantiomérico que se alcanza durante la

extraccion, pero creemos que es pequefio.

3.2. PREPARACION DEL RECEPTOR 2

El estudio de la estructura del receptor 1y del asociado con el aminoacido nos ha llevado a
la conclusién de que este primer receptor molecular disefiado no muestra las propiedades
Optimas para la asociacion del aminoacido. Uno de los problemas que presenta es la formacion de
un enlace de hidrégeno intramolecular entre el nitrégeno de aza-éter corona y el NH de la amida
que lo une al cromano. La formacién del asociado con el aminoacido hace que este enlace
intramolecular se rompa y, en consecuencia, se pierde su energfa, desfavoreciéndose asi la
formacion del complejo. Para evitar la formaciéon del enlace de hidrégeno intramolecular y
mejorar el rendimiento de la sintesis, nos planteamos la preparacion de un nuevo receptor, cuya

estructura se muestra en la figura 17.

o/_\o C 9

Enlace de hidrégeno K/N\’)O

intramolecular
Cl
@L ;"' \@
N

O 0 NH

HN

Cl

Receptor 1 Receptor 2

Figura 17. Receptor 1 (en el que se observa la presencia del enlace de hidrdgeno intramolecular) y receptor 2

para aminodcidos.

Como se puede observar en la nueva estructura, la presencia del anillo aromatico de (3-
aminofenil)metanol evita la aproximacién del nitrégeno del aza-éter corona al NH de la amida y,
durante la sintesis, evita la formacion del ciclo entre el NH y el mesilato. En estas condiciones,
esperabamos un rendimiento razonablemente bueno durante el desplazamiento del mesilo por el

nitrégeno del aza-éter corona. La preparacion del receptor 2 se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Preparacion del receptor 2, el cual no presenta el enlace de hidrigeno intramolecular con el

nitrigeno del aza-éter corona.

Sin embargo, la preparaciéon del receptor 2 volvié a no ser sencilla. En este caso, el
problema radica en la obtenciéon del mesilato. Debido a que ahora el mesilato obtenido se
encuentra en una posicion bencilica, resulta mucho mas reactivo que en el caso del receptor 1,
siendo la propia piridina que se utiliza de disolvente en el medio de reacciéon suficientemente
nucleofila como para producir el desplazamiento del mesilato. Se obtiene asi una sal de piridinio

tal como se muestra en la figura 19.

¢ 9!

O)\NH HN

Cl

Figura 19. Sal de piridinio obtenida durante la preparacion del receptor 2.

La reacciéon posterior de la sal de piridinio con el aza-éter corona no transcurre
limpiamente debido, probablemente, a que el nitrégeno del aza-éter puede atacar a los carbonos
aromaticos de la piridina. Por lo tanto, buscamos un procedimiento alternativo para obtener el

mesilato.

Para evitar el problema de la alquilacion del nitrégeno piridinico recurrimos a la utilizacién
de lutidina como disolvente, ya que al presentar dos sustituyentes voluminosos a ambos lados del
nitrégeno (grupos metilo), pierde el caracter nucleéfilo. De este modo si que se consigue obtener

el mesilato, aunque el rendimiento de la reaccién no es muy elevado porque el propio cloruro
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generado en la sustitucion desplaza al mesilato, obteniéndose finalmente mezclas del mesilato y

del cloruro.

El tratamiento de la mezcla anterior con el aza-éter corona conduce a la rapida sustitucion
del mesilato, mientras que el desplazamiento del cloruro resulta mucho mas lento. Finalmente, se
obtuvo el receptor 2 con un rendimiento aceptable. Sin embargo, su purificacion cromatografica

nos permitié obtener inicamente una pequefia cantidad del compuesto deseado.

Los experimentos de extracciéon de aminoacidos desde una disoluciéon acuosa a una
disolucién en cloroformo del receptor 2, nos mostraron que probablemente no era muy
enantioselectivo y, ademas, parecia que no extrafa una cantidad elevada del aminoacido, por lo
que pensamos en desarrollar un receptor molecular capaz de formar mas enlaces de hidrégeno

con el aminoacido.

3.3. PREPARACION DEL RECEPTOR 3

Para conseguir este proposito, nos planteamos la sintesis del receptor 3 mostrado en la

tigura 20. La preparacion y estudio de este receptor constituye el objetivo de este trabajo.

Cl

Cl

=
-

Receptor 3

Figura 20. Receptor molecular 3 para aminodcidos que puede formar cuatro enlaces de hidrdgeno con el grupo

carboxilato del huésped.

La preparacion de este compuesto, que se muestra en la figura 21, ha sido muy parecida a la
del anterior, pero evitando la descarboxilaciéon del acido malénico intermedio y llevando a cabo la

aminolisis del éster con metilamina.
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Figura 21. Preparacion del receptor 3.

Como curiosidad, cabe destacar que la introduccién de la metilamida en el compuesto 7
conduce a un marcado cambio en la conformacién de la urea de estos compuestos, ya que ésta,
en lugar de quedar en una geomettia anti/anti como en el compuesto 6, pasa a una geomettia
sin/ anti en la que el compuesto 7 puede formar enlaces de hidrégeno entre los dos dadores de las

amidas y el carbonilo de la urea, tal como se muestra en la figura 22.

HO
Cl
Lo,
HN"So” |
H \H\.\\\\O
< ONMe

Fignra 22. Conformacion del compuesto 7 en la que se muestran los enlaces de hidrigeno intramoleculares de

las dos amidas con el carbonilo de la nrea.

Este cambio de conformacién se confirma en las sefales de los protones aromaticos del
clorofenilo en el espectro de RMN 'H, debido al fuerte apantallamiento que experimenta el

protén de la posicion C-7, que pasa de resonar a 7,6 ppm en el compuesto 6 a hacerlo a 6,5 ppm
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en el compuesto 7. Los NHs de las wureas, por su parte, experimentan fuertes

desapantallamientos, moviéndose desde 9,5 ppm en el éster 6 a 10,7 ppm en la metilamida 7.

La mayor dificultad en la obtencién del receptor 3 volvio a ser la formacién del mesilato
del alcohol bencilico, ya que nuevamente se obtenfan mezclas del mesilato y del cloruro. Puesto
que habiamos observado que el cloruro también es reactivo en presencia del aza-éter corona, nos
planteamos la obtencién directa del cloruro, evitando el mesilato intermedio, esperando obtener

en estas condiciones un mayor rendimiento del receptor 3.

La obtencién del cloruro se llevo a cabo por disolucién del alcohol bencilico en cloruro de
tionilo y resulté ser un procedimiento ideal, ya que una vez destilado el cloruro de tionilo en

exceso, se obtuvo el cloruro correspondiente con un rendimiento cuantitativo.

Una vez purificado el cloruro por cristalizacion en DCM, se disolvié en cloroformo y se
afladi6 el aza-éter corona. Hay que destacar que el rendimiento de esta reacciéon no tiene que ser
necesariamente bueno puesto que la bibliograffa muestra que es normal obtener productos de
dialquilacién en el nitrégeno. En nuestro caso, los productos de dialquilaciéon generarfan sales de
amonio cuaternarias (figura 23), que deben perjudicar la formacién del complejo, pues en el
asociado, el grupo amonio cuaternario quedarfa proximo al grupo amonio del aminoacido,

produciéndose una repulsion electrostatica perjudicial.

3
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g

Figura 23. Producto de la dialquilacion del aza-éter corona con el clornro bencilico precursor del receptor 3,

Sin embargo, teniendo en cuenta que el receptor 3 debe asociar el clorhidrato, tal como se
muestra en la figura 24, creemos que no debe de haber una tendencia fuerte a ceder el protén a

otro nitrégeno del aza-éter corona, ya que, en ese caso, se debilitarfa el complejo.
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Cl

Figura 24. Asociado del receptor 3 con el cloruro durante la reaccion de alquilacion del aza-éter corona.

Si no se cede el protén a otro aza-éter corona, el receptor 3 no puede experimentar una
segunda alquilaciéon y, en estas condiciones, creemos que el rendimiento de la reaccion debe ser
bueno. No obstante, como precaucion, hemos trabajado con un pequefio exceso del aza-éter para

evitar, en la medida de lo posible, 1a doble alquilacién de su nitrogeno.

En las condiciones en las que se ha llevado a cabo la reaccion, el rendimiento ha sido

razonablemente bueno, pero para poder estudiar el receptor 3, es necesario purificarlo.

La purificacién de este receptor 3 no es obvia, ya que no cristaliza en los disolventes que
hemos utilizado. La cromatografia sobre silice también es problematica debido a que la silice que
utilizamos presenta algin tipo de i6n que tiende a bloquear la cavidad del receptor 3. Aunque
hemos intentado lavar la silice antes de su utilizacién en la cromatografia con acido clorhidrico y
posteriormente con amoniaco, no hemos conseguido resolver totalmente el problema, y el
rendimiento del receptor 3 obtenido sigue siendo pobre. Debido a estos problemas, nos
planteamos llevar a cabo la purificacién del receptor 3 a partir del asociado con un aminoacido,
pues esperabamos que este tipo de estructura fuese mas rigida y, en consecuencia, que cristalizase

mas facilmente.

Inicialmente, confirmamos por RMN 'H que efectivamente se forman los complejos con
los aminoacidos naturales. En concreto, se confirmé la formacién del asociado con glicina,
alanina, fenilalanina, fenilglicina, valina, leucina e isoleucina, mientras que no quedd clara la

formacion del asociado con triptéfano y serina.
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. 22 .,
Debido a que, de acuerdo con la regla de Wallach,™ la mezcla de enantiomeros suele
producir compuestos con puntos de fusion mayores que la de los compuestos
enantioméricamente puros y, en todo caso, mayores que las de mezclas de diastereoisémeros, se

utilizaron las mezclas racémicas de los aminoacidos para estudiar la cristalizacion.

Los experimentos se llevaron a cabo preparando una disolucién de unos diez miligramos
del receptor 3 en 0,5 mL. de deuterocloroformo, registrando el espectro de RMN 'H y afiadiendo
entonces una disolucién acuosa saturada del aminoacido. Una vez alcanzado el equilibrio, se
confirma la formaciéon del asociado con el aminoacido. En el caso de la alanina, es posible
observar dos complejos diastereoméricos distintos en proporciéon 3/1. Una vez decantadas las
disoluciones, la fase del cloroformo se seca sobre celulosa para evitar la presencia de iones que
puedan romper el asociado, y se deja evaporar el cloroformo. En todos los casos, se obtuvieron
aceites o vidrios, pero la adicién de metanol y la evaporacién posterior de este disolvente,
permitié obtener cristales para los complejos obtenidos con D,I -alanina (P.f. = 218-220°C), con

I -alanina (P.f. = 220-223°C) y con glicina (P.f. = 221-223°C).

Cualquiera de los tres aminoacidos anteriores resulta adecuado para la purificacién del
receptor 3, pero elegimos la alanina racémica debido a la facilidad con la que cristaliza el complejo
en metanol. Cuando una disoluciéon del receptor 3 impuro en metanol deuterado se trata con
alanina racémica, se observa inicialmente la formaciéon de los dos complejos diastereoméricos,
debido al desdoblamiento de las sefiales del receptor 3 en el espectro de RMN 'H. Pasados unos
minutos las sefiales del receptor 3 empiezan a decrecer, y al cabo de 10 minutos dichas senales
desaparecen totalmente, quedando unicamente las sefiales de las impurezas. Este fenémeno se
debe a que ambos complejos diastereoméricos del receptor 3 con la alanina racémica cristalizan y
desaparecen por ello del espectro de RMN. La filtracién de los cristales permite obtener los
complejos puros. La redisoluciéon de los complejos en deuterocloroformo y el lavado de la
disolucién resultante con agua destilada repetidas veces permite obtener el receptor 3 racémico

puro.

3.4. ESTRUCTURA CRISTALINA DEL COMPLEJO DEL RECEPTOR 3 CON
D,L-ALANINA

La evaporacion lenta de una disolucion del complejo del receptor racémico 3 con alanina

racémica en metanol con una pequefia cantidad de cloruro de metileno nos permitié6 obtener

22 Wallach, O. “Zur Kenntniss der Terpene und der dtherischen Ole” Liebigs Ann. Chem. 1895, 286, 90-143,
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cristales de suficiente calidad para su estudio por difraccién de rayos X. La estructura obtenida se

muestra en la figura 25.

_ Metilo de
b) _ ( : la alanina

Figura 25. Estructura obtenida por difraccion de rayos X para el complejo del receptor 3 racémico con

alanina racémica.

El cristal obtenido es centrosimétrico debido a la cristalizacién de los dos enantiémeros del
complejo mas estable entre el receptor 3 y la alanina, mostrando la estructura una combinacién
del (R)-receptor con la D-alanina y del (§)-receptor con la L-alanina. La estructura presenta el
grupo amonio del aminoacido en la cavidad del éter corona, formando todos los enlaces de
hidrégeno posibles; mientras que el carboxilato de la alanina establece enlaces de hidrégeno con
los cuatro dadores del receptor 3, siendo éstos de fuerza moderada de acuerdo con la clasificacion
de Jeffrey.” El oxigeno del carboxilato préximo al cromano forma el enlace de hidrégeno mas
corto, de solo 2,8 A, con el NH de la metilamida; mientras que el enlace que forma con el NH de
la amida aromatica se extiende hasta los 3,1 A. La urea, por su parte, forma enlaces de 2,9 A con
cada uno de los oxigenos de los carboxilatos. El oxigeno del carboxilato del aminoacido mas
alejado del cromano debe presentar un enlace de hidrégeno con el amonio, ya que se encuentran
solo a 2,6 A. Todos estos enlaces de hidrégeno hacen que este agregado sea notablemente estable
y el complejo se forme incluso en disolventes fuertemente competitivos por los enlaces de

hidrégeno, como el metanol.

El rasgo mas interesante de esta estructura es la posicién que ocupa el metilo de la alanina,

que se encuentra, aparentemente, en la zona mas impedida del asociado, préximo al fenilo de la

2 Jeffrey, G. A. “An introduction to hydrogen bonding” Oxford University Press 1997.
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amida que hace el papel de espaciador entre el cromano y el aza-éter corona. Este metilo se
encuentra totalmente rodeado de grupos, tal como se muestra en la figura 25 (b), en la que se ha
usado una representacion “space filling”. Como consecuencia, la alanina debe formar el complejo
mas estable, mientras que aminodcidos con cadenas laterales mas voluminosas deben conducir a

complejos mas débiles debido a la aparicién de tensiones estéricas.

3.5. CRISTALIZACION DEL RECEPTOR 3 RACEMICO Y LA L-ALANINA

Debido a la facilidad con la que el receptor racémico 3 cristaliza con alanina, intentamos
llevar a cabo la resoluciéon de la mezcla de receptores con I-alanina. La utilizacién de solo un
isbmero del aminoacido conduce a la formacién de dos complejos diastereoméricos, que deben
presentar propiedades fisicas distintas, tales como la solubilidad en disolventes organicos o los
puntos de fusién. El experimento se llevd a cabo en condiciones similares a las empleadas
anteriormente, disolviendo 100 mg de la mezcla racémica del receptor 3 en 20 mL de metanol
con 1 mL de cloruro de metileno. La evaporacion lenta del disolvente permitié la generacion de
cristales con forma de prismas (figura 26). La filtraciéon de estos cristales y la realizacion del
espectro de RMN 'H mostré que eran mezcla 1/1 de los complejos diastereoméricos de la
mezcla racémica del receptor 3 y la I-alanina, reconociéndose en el espectro las sefiales de los
dos enantiémeros del receptor 3. En particular, los NHs del complejo fuerte aparecen a 9,75
ppm, 10,37 ppm y 10,56 ppm, y los del complejo débil a 10,06 ppm, 10,63 ppm y 10,74 ppm;
mientras que los metilos de las alaninas se observan a 1,27 ppm en el fuerte y a 1,02 ppm en el

débil.

Los cristales obtenidos de la mezcla del receptor 3 racémico y la I-alanina se han podido
estudiar por difracciéon de rayos X y muestran que se trata de la cristalizacion de un
quasiracemato™ en el que se encuentran los dos complejos, el fuerte y el débil, con la alanina.
Aunque estos cristales no sirvan para resolver el racémico del receptor 3, si han servido para
conocer la estructura del complejo débil, en el que, como se espera, el metilo de la alanina queda

colocado proximo al metilo de la metilamida (figura 26).

2 Wheeler, K. A.; Grove, R. C; Davis, R. E.; Kassel, W. S. “Rediscovering Pasteut’s Quasiracemates” Angew. Chen.
Int. Ed. 2007, 47, 78-81.
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Fignra 26. Cristales formados a partir del receptor 3 racémico y la 1-alanina y estructura obtenida por

difraccion de rayos X para dichos cristales, en la que se encuentran conjuntamente las estructuras del complejo

débil (izquierda) y el fuerte (derecha).

3.6. RESOLUCION DE LA MEZCLA RACEMICA DEL RECEPTOR 3

Puesto que no era facil la resolucién de la mezcla racémica del receptor 3 por cristalizacion,
recurrimos a llevar a cabo la separacion por cromatografia. Aunque la silice que {bamos a usar
como fase estacionaria no es quiral, esperdbamos que la utilizacién de un aminoacido
enantioméricamente puro permitiese la resolucién, pues la formacién de los complejos
diastereoméricos debe conducir a Ris distintos para los enantiomeros del receptor 3. Este

procedimiento nos habia permitido la resolucién de otras mezclas racémicas.”

Para estudiar qué aminoacido generaba la mayor diferencia de R;, se impregnaron placas
cromatograficas de capa fina de silice con disoluciones acuosas al 1% de los aminoacidos con los
que habfamos confirmado la formacién de complejos, evaporandose a continuacién el agua. Una

vez cargadas las placas con la mezcla racémica del receptor 3, se procedi6 a su eluciéon con varios

2 (a) Martin, M; Raposo, C.; Almaraz, M.; Crego, M.; Caballero, M. C.; Grande, M..; Moran, ]J. R. “Efficient
Recognition of Chiral Carbamoyl-a-Hydroxyacids with a Cleft-Type Receptor” Angew. Chem. Int. Ed. 1996, 35,
2386-2388. (b) Almaraz, M.; Raposo, C.; Martin, M.; Caballero, M. C.; Moran, J. R. “Chiral Recognition of Lactic
Acid Derivatives with Chromenone—Benzoxazole Receptors” |. An. Chem. Soc. 1998, 7120, 3516-3517.
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disolventes, llegaindose a la conclusién de que una mezcla de cloruro de metileno:isopropanol

(95:5) era la mas adecuada. Los resultados obtenidos se pueden ver en la figura 27.

Fignra 27. Cromatografias en capa fina de la mezela racémica de receptores 3 eluida con cloruro de

metileno:isopropanol (95:5) en placas impregnadas con varios aminodcidos.

Los resultados mostraron que el aminoacido mas prometedor era la alanina, por lo que
intentamos optimizar las condiciones con este compuesto, cambiando la concentraciéon de la
disolucién acuosa con la que se impregnaban las placas y la polaridad del disolvente con la que se

elufan. En la figura 28 se muestran los resultados obtenidos.

Fignra 28. Estudio de la separacion de los enantiomeros de la mezela racémica de receptores 3 por CCF en

presencia de cantidades variables de 1 -alanina.

Nuestro estudio muestra que cantidades pequefias de la alanina, por debajo del 1% de
concentracién, conducen a diferencias pequefias de Ris, y que una concentracion de entre el 2 y el
3% resulta ideal. Hacia el 4% de concentracion de alanina, la diferencia de Ris no mejora y, en

cambio, esta concentracién hace que la elucion de las placas sea mas lenta.

Una vez decididas las mejores condiciones para llevar a cabo la separacién de los

enantiomeros del receptor 3, incrementamos el factor de escala utilizando placas preparativas.
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Las placas de 20x20 cm se prepararon utilizando 16 g de silice 60 PF 254 + 366 para
cromatografia en capa fina preparativa. La silice se prepara con el doble de agua, que contiene
ademas la I -alanina en una proporcion del 3%. Una vez activadas las placas, se cargan con una
disoluciéon de la mezcla racémica del receptor 3 (40 mg en 5 mLL de DCM) y se eluyen esta vez
con una mezcla de cloruro de metileno:isopropanol (98:2), ya que observamos que es preferible
eluir varias veces la placa para obtener una separacion optima de los dos enantiomeros del

receptor 3. El resultado de la separacion se muestra en la figura 29.

Complejo fuerte:
(+)-S-receptor 3
con la L-alanina

Complejo débil:
(-)-R-receptor 3
con la L-alanina

Fignra 29. Separacion cromatogrifica de la mezela racémica del receptor 3 en presencia de 1 -alanina.

El aislamiento de las franjas que contienen los complejos diastereoméricos del receptor 3 y
su eluciéon sobre pequefias columnas de cromatografia con una mezcla de cloruro de
metileno:metanol (9:1), nos permiti6 obtener 15 mg de cada uno de los complejos, cuyos

espectros de RMN 'H confirman la total separacién de los dos enantiémeros del receptor 3.

Para romper los complejos y obtener los receptores libres, se lavaron cuatro veces las

disoluciones de los complejos en cloroformo con agua.

Una vez obtenidos los receptores libres, se llevd a cabo su caracterizacion y, en concreto,
las medidas del poder rotatotio ([o, = +61,5; [a], = -61,3. (¢ = 6,1 mg/ml; CHCL,)) y los
espectros de dicroismo circular (figura 30), los cuales han permitido confirmar la configuracién

absoluta de cada uno de los enantiémeros.
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260 nm Concentracién: 0,1 mg/mL Concentracion: 0,1 mg/mL
Sensibilidad: 5x10-% 240 nm Sensibilidad: 5x10*°
Celda: 0,1 cm Celda: 0,1cm
€407 £ 407

240 nm 260 nm

Figura 30. Espectros de dicrofsmo circular de (-)-R-receptor 3 (izquierda) y de (+)-S-receptor 3 (derecha).

3.7. ESTRUCTURA DEL COMPLEJO DEL RECEPTOR 3 CON GLICINA

El estudio de la estructura obtenida para el complejo entre el receptor 3 y la alanina
mostraba que el metilo de la alanina encajaba, en una de las configuraciones de la alanina,
perfectamente en la cavidad del receptor 3, mientras que en la otra configuracioén, deben aparecer
tensiones estéricas entre el metilo de la alanina y el metilo de la metilamida del receptor 3. Esta
observacion se confirmé gracias al estudio de difraccion de rayos X de los cristales obtenidos

para el complejo con la glicina. La estructura obtenida se muestra en la figura 31.

Fignra 31. Estructura de rayos X del complejo del receptor 3 racémico y la glicina. Se puede observar una

cavidad grande a la derecha, donde alojar el metilo de la alanina, y otra a la izquierda de menor tamario.
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La estructura del complejo con la glicina es muy parecida a la del complejo fuerte con
alanina. En concreto, los cuatro enlaces de hidrégeno que muestra el carboxilato con los NHs del
receptor 3 son practicamente iguales, lo que demuestra que la presencia del metilo de la alanina
en la cavidad del receptor no genera tensiones estéricas significativas. En cambio, la presencia del
metilo de la alanina que tiene la configuracién contraria, deja este metilo entre el éter corona y el
metilo de la metilamida, generando tensiones estéricas que deforman los enlaces de hidrégeno del

complejo y lo hacen mas débil.

3.8. SELECTIVIDAD Y RECONOCIMIENTO QUIRAL DEL RECEPTOR 3 EN LA
EXTRACCION DE DISOLUCIONES ACUOSAS DE AMINOACIDOS
NATURALES

En el caso de aminoacidos con cadenas laterales mas voluminosas que las de la glicina o la
alanina, las tensiones estéricas deberfan ser mayores y, en consecuencia, pensamos que la alanina
podria ser el aminoacido quiral mas adecuado para este receptor, que, ademas, serfa selectivo para

solo uno de los enantiomeros de la alanina.

Para estudiar la preferencia del receptor 3 por la alanina en presencia de otros aminoacidos,
llevamos a cabo extracciones de parejas de disoluciones acuosas saturadas de aminoacidos con el
receptor 3 en cloroformo, de manera que uno de los aminoacidos fuera siempre alanina. Para
realizar este estudio, se eligi6 el receptor 3 racémico, ya que permite determinar el
reconocimiento quiral cuando se utilizan mezclas racémicas de aminoacidos y, en consecuencia,
puede permitir determinar, en un unico experimento, la selectividad a favor de la alanina y el

reconocimiento quiral con el nuevo aminoacido utilizado.

Para llevar a cabo los experimentos, se prepararon disoluciones 10? M del receptor
racémico 3 en deuterocloroformo. Estas muestras se trataron en cada caso con una disolucion
acuosa del aminoacido problema en forma racémica y se registré el espectro de RMN 'H, del cual
es posible determinar el reconocimiento quiral por simple integracion de las nuevas senales
generadas por la formacion de los correspondientes complejos diastereoméricos. La adicion de
un exceso de alanina racémica a la mezcla anterior conduce a la formacién de nuevos complejos
diastereoméricos, y la integracion de las sefiales de estos nuevos complejos frente a las sefales de

los anteriores, permite conocer la preferencia que presenta el receptor 3 por la alanina.

El primer experimento se llevé a cabo con leucina. El espectro de RMN 'H muestra que se

forman dos complejos distintos con la leucina racémica: uno mas abundante que presenta las
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seflales grandes de los metilos de la leucina a 0,88 ppm y 0,53 ppm, y el otro que muestra los dos
metilos juntos en una sefial ancha a 0,61 ppm. La integracién de las dos parejas de metilos nos ha

permitido obtener una relacién de concentraciones de K, =5.

La adicién de alanina racémica a la disolucién anterior conduce a las sefiales propias de los
dos complejos con la alanina, que muestran las sefiales de los metilos de la alanina a 1,02 y 1,39
ppm. La integracion de la sefial del metilo de la alanina a 1,02 ppm frente al metilo de la leucina a
0,88 ppm nos condujo a una relacion de constantes de asociacion de K, =2, lo que muestra que
el asociado fuerte de la alanina se extrae dos veces mejor que el de la leucina, un hecho que es
curioso porque, siendo la leucina un aminoacido mucho mas lipéfilo, deberia haberse extraido

mucho mejor.

La determinacién del reconocimiento quiral existente en el caso de la fenilalanina fue mas
dificil debido a que no presenta metilos que se puedan integrar facilmente. Fue por ello necesario
recurrir a las sefiales de los NHs de la urea y la amida aromatica del receptor 3. Estas sefiales
aparecen como singletes anchos, solapados entre ellos, lo que dificulta la integraciéon. Para
determinar el reconocimiento quiral del receptor 3, se eligié la sefial de uno de los NHs del
complejo débil que resuena a 10,83 ppm, y se integrd respecto a cuatro sefiales formadas por tres
de los NHs del complejo fuerte y uno del complejo débil, que resuenan entre 9,89 ppm y 10,19
ppm. La relacion de integrales obtenida fue de 1/6, de lo que se puede deducit que el

reconocimiento quiral corresponde a un valor de K, = 1,67.

La adicién de alanina racémica nos permitié obtener un nuevo espectro de protéon en el que
la sefial del complejo fuerte de la alanina a 10,36 ppm se puede integrar frente a las sefiales del
N7

complejo de la fenilalanina a 10,19 ppm, mostrando una preferencia de K, = 3 a favor de la

alanina.

El experimento con valina racémica mostré las sefiales de los metilos del complejo fuerte a
0,79 ppm y 0,85 ppm; mientras que el complejo débil presenta solo una sefal clara a 0,53 ppm, ya
que el otro metilo esta solapado con las sefiales del complejo fuerte. La integraciéon del metilo del
complejo débil frente a los otros tres mostré una relaciéon de 3,6, lo que permite deducir una

Kre/ = 1)3'

La adicién de alanina a la disolucién anterior nos permitié llevar a cabo la integracion de las
sefiales de los metilos de la alanina a 1,02 ppm y 1,39 ppm frente a las anteriores de los complejos

de la valina. La relacién de integrales fue de 5,5 y, teniendo en cuenta que el nimero de metilos
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de la valina es doble que el de la alanina, se puede calcular una K, = 11, lo que corresponde a una

Se

buena selectividad a favor de la alanina.

Debido a que no disponfamos de cisteina racémica, en este caso se llevé a cabo el estudio
con L-cisteina. La adicién de I-cisteina a la disolucién 10” M del receptor 3 muestra en el
espectro de RMN 'H los NHs de las ureas y la amida aromética de los dos complejos
diastereoméricos a 12,32 ppm, 12,23 ppm, dos a 11,75 ppm, 11,62 ppm y 11,53 ppm, sin que se
pueda decidir cuales corresponden al complejo fuerte y cuales al débil, ya que todos presentan la
misma intensidad. La adiciéon de I-alanina genera sefiales nuevas debidas a los NHs de los
nuevos complejos. La sefial del NH del complejo débil de la alanina a 10,72 ppm muestra una
intensidad relativa de 0,4 frente a la de 10,35 del complejo fuerte, mientras que las sumas de las
sefiales de dos de los NHs del complejo fuerte de la I-cisteina y otro de los NHs del complejo
débil de la alanina integran 1,4. De estos datos, se puede concluir que el complejo fuerte de la
alanina se extrae con una concentracion doble que el de la cisteina (K, = 2). Por otra parte, la
integraciéon de la sefial a 9,90 ppm, asignable a un NH del complejo débil de la cisteina, que
integra con una intensidad de 0,33, indica que este complejo débil se encuentra en una relacién de
concentraciones de K, = 0,6 respecto al complejo fuerte, lo que corresponde a un

reconocimiento quiral pequefio para la cisteina.

Tabla 2. Resultados obtenidos en la extraccion de disoluciones acuosas de varios aminodacidos al

cloroformo en presencia del receptor 3 (102 M) a 20°C.

Leucina 2 5
Fenilalanina 3 1,67
Valina 11 1,3
Cisteina 2 0,6
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4. CONCLUSIONES

Tras analizar todos los resultados experimentales obtenidos a lo largo del trabajo, se

pueden obtener las siguientes conclusiones:

1)

2

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Se han disefiado tres receptores moleculares para estudiar su reconocimiento
enantioselectivo con aminoacidos naturales.

La sintesis del receptor 1 ha mostrado un rendimiento muy pequefio debido a la formacién
de la aziridina intermedia, que no reacciona con un rendimiento elevado con el aza-éter
corona.

Se ha sintetizado una pequena cantidad del receptor 2, pero no se ha llevado a cabo su
estudio porque los resultados preliminares han mostrado que el reconocimiento
enantioselectivo de aminoacidos es pobre.

Se ha sintetizado un receptor 3, que forma un enlace de hidrégeno adicional con el
carboxilo de los aminoacidos.

La estructura del receptor 3 se ha confirmado por difracciéon de rayos X de su complejo
con alanina y con la glicina.

La mezcla racémica del receptor 3 y la -alanina cristaliza formando un quasiracemato, de
acuerdo con el estudio de difraccion de rayos X.

Se ha establecido que el reconocimiento quiral del receptor 3 y la alanina es de K,= 3,
siendo el complejo fuerte el que presenta la misma configuracion en el receptor y el
huésped.

Se ha medido el reconocimiento enantioselectivo del receptor 3 y la leucina, siendo el valor
obtenido de K,= 5. Este ha sido el mejor reconocimiento obtenido para aminoacidos
naturales.

Se ha estudiado la selectividad del receptor 3 en la extracciéon de aminodcidos naturales,

siendo la alanina el aminoacido que se asocia preferentemente.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1. TECNICAS INSTRUMENTALES Y CROMATOGRAFICAS

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se registraron en un espectrometro
Bruker WP-200-SY (200 MHz para 'H y 50 MHz para °C), Varian 200 Mercury 1S 2000 (200
MHz para 'H y 50 MHz para "°C) y Bruker Advance DRX (400 MHz para 'H y 100 MHz para °C;
Servicio de Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad de Salamanca). Los desplazamientos
quimicos (8) se expresan en partes por millon (ppm) empleando la senal del disolvente como
estandar interno. Las constantes de acoplamiento (J) se expresan en hercios (Hz), con las
siguientes abreviaturas para explicar las multiplicidades: s, singlete; d, doblete; t, triplete; m,
multiplete; c, cuartete; q, quintuplete; dd, doblete de dobletes; dt, doblete de tripletes; td, triplete

de dobletes.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en forma de pelicula o en nujol, con una
ventana de NaCl, y se registraron en un espectrofotometro Nicolet IR700. Las bandas se expresan

encm’.
Los puntos de fusion (P.f.) se determinaron con un microscopio Leica Galen I11.

Los espectros de masas se realizaron en el Servicio de Espectrometria de Masas de la
Universidad de Salamanca. Los espectros fueron registrados con un espectrémetro cuadrupolo-
tiempo de vuelo (TOF) Applied Biosystems QSTAR X1y Waters ZQ 4000 usando ionizaciéon por
electrospray (ESI).

La cromatografia de capa fina se realizo sobre placas de 0,2 mm de gel de silice 60 F,,
soportada en aluminio (Merck) y se revelaron con una lampara ultravioleta de A = 254 nm. Para la

cromatografia en columna se emple6 gel de silice Chromage/ 60 A. C. C. 70-200 pm.

Todos los cilculos de modelizacién se realizaron con el software Gaussian 09,% a cargo del

doctor Luis Simén del Departamento de Ingenierfa Quimica de la Universidad de Salamanca.

26 R. B. Gaussian 09, Frisch, M. J.; Trucks, G. W.; Schlegel, H. B.; Scuseria, G. E.; Robb, M. A.; Cheeseman, J. R;;
Scalmani, G.; Barone, V.; Mennucci, B.; Petersson, G. A.; Nakatsuji, H.; Caricato, M.; Li, X.; Hratchian, H. P.;
Izmaylov, A. F.; Bloino, |.; Zheng, G.; Sonnenberg, J. L.; Hada, M.; Ehara, M.; Toyota, K.; Fukuda, R.; Hasegawa,
J.; Ishida, M.; Nakajima, T.; Honda, Y.; Kitao, O.; Nakai, H.; Vreven, T.; Montgomery, J., Peralta, J. E.; Ogliaro, F.;
Bearpark, M.; Heyd, J. J.; Brothers, E.; Kudin, K. N.; Staroverov, V. N.; Kobayashi, R.; Normand, J.; Raghavachari,
K.; Rendell, A.; Burant, J. C.; Iyengar, S. S.; Tomasi, J.; Cossi, M.; Rega, N.; Millam, N. J.; Klene,M.; Knox, J. E.;
Cross, B.; Bakken, V.; Adamo, C.; Jaramillo, J.; Gomperts, R.; Stratmann, R. E.; Yazyev, O.; Austin, A. J.; Cammi,
R.; Pomelli, C.; Ochterski, J. W.; Martin, R. L.; Morokuma, K.; Zakrzewski, V. G.; Voth, G. A.; Salvador, P.;
Dannenberg, J. J.; Dapprich, S.; Daniels, A. D.; Farkas, O.; Foresman, J. B.; Ortiz, J. V.; Cioslowski, J.;Fox, D. J.
Journal 2009.
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5.2. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS

Acido 6-cloro-8-(3-(4-clorofenil)ureido)-2-(metoxicarbonil)-4,4-dimetilcroman-2-
carboxilico (5)

Se suspenden 6,0 g del compuesto 47 (12,5 mmol) en metanol (50 mL) y se afiaden 0,52 g
de LiOH-H,O (12,5 mmol). Se calienta a continuacioén la mezcla de reaccién en bafio de silicona a
80°C en atmosfera de argdn hasta su total disolucion. En ese momento, se elimina el metanol por
destilacion a presion reducida, se disuelve el bruto en AcOEt y se lava con una disolucién acuosa
2 M de HCI. La fase organica resultante se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se elimina el
disolvente por destilacién a presion reducida. De esta forma, se aislaron 4,6 g (79%) del producto

deseado, el compuesto 5, en forma de sélido blanco.

P.f.: 170-178 °C.
IR (CH,CL, cm™): 1158, 1216, 1314, 1541, 1599, 1990, 1948, 3364.

RMN 'H (200 MHz, CDCL) & (ppm): 1,19 (3H, s); 1,25 (3H, s); 2,45 (2H, dd, | = 13,0
Hz); 3,77 3H, s); 6,78 (1H, d, ] = 2,5 Hz); 7,19 (2H, d, ] = 8,8 Hz); 7,37 (2H, d, ] = 8,8 Hz); 8,13
(1H, d, ] = 2,5 Hz).

MS (ESI): 467,0 (M + H)"; calculado para C,,H,,CLN,O: 467,3.

27 Hernandez Rubio, O. “Catalizadores biomiméticos para la obtenciéon de biocombustibles” Tesis doctoral (en
realizacion), Universidad de Salamanca, 2016.
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6-cloro-8-(3-(4-clorofenil)ureido)-2-((3-(hidroximetil)fenil)carbamoil)-4,4-
dimetilcroman-2-carboxilato de metilo (6)

Se disuelven 4,0 g del acido 5 (8,6 mmol) en cloroformo (100 mL) y se afaden 1,7 g de
N,N"diciclohexilcarbodiimida (8,2 mmol). Al cabo de 2 minutos en agitaciéon constante, se
comprueba que la reaccién ha terminado registrando el espectro de RMN '"H de una alfcuota
tomada del medio de reaccion y se afiaden 1,0 g de 3(3-aminofenil)metanol (8,1 mmol). La
evolucién de la reaccién se sigue por RMN 'H. El bruto de reaccién obtenido se redisuelve en
DCM y se purifica mediante cromatografia en columna (DCM:AcOEt 6:4), obteniéndose 3.9 g de

del compuesto 6 (6,8 mmol, 79%) en forma de sélido vidrioso.

IR (CH,CL, cm™): 1123, 1541, 1606, 1670, 1730, 3299.

RMN 'H (200 MHz, CDCL) & (ppm): 1,24 (3H, s); 1,30 (3H, s); 2,53 (2H, dd, | = 14,3
Hz); 3,76 3H, s); 4,61 (2H, s); 6,96 (1H, d, ] = 2,4 Hz); 7,03 (1H, d, ]=7,5 Hz); 7,11 @H, d, ] =
8,8 Hz); 7,19 (1H, t, ] = 8,0 Hz); 7,23 (2H, d, ] = 9,6 Hz); 7,48 (1H, d, ] = 8,2 Hz); 7,56 (1H, s);
7,62 (1H, d, ] = 2,4 Hz); 8,06 (1H, s); 8,11 (1H, 5), 9,51 (1H, s).

MS (ESI): 470,0 (M - H)’; calculado para C,;H,CLLN;O: 570,1.
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6-cloro-8-(3-(4-clorofenil)ureido)-N-(3-(hidroximetil)fenil)-N,4,4-trimetilcroman-
2,2-dicarboxamida (7)

Sobre una mezcla de 2,0 mL de metilamina acuosa al 60% y 5,0 mL de metanol, se afladen
3,9 g del compuesto 6 (6,8 mmol). La mezcla de reacciéon se mantiene en agitacion hasta que se
observa por RMN 'H que la reaccién ha finalizado. Se elimina entonces el disolvente por
destilacion a presion reducida, obteniéndose 3,6 g del compuesto 7 (6,3 mmol, 93%) como un

solido vidrioso.

IR (CH,CL, cm™): 1223, 1541, 1606, 1684, 3312.

RMN 'H (200 MHz, CDCL) & (ppm): 1,30 (3H, s); 1,34 (3H, s); 2,50 (2H, dd, | = 13,9
Hz); 2,89 (3H, d, ] = 4,7 Hz); 4,62 (2H, s); 6,49 (1H, d, ] = 2,2 Hz); 7,03 (1H, d, ] = 2,5 Hz); 7,03
(1H, d, ]=7,5 Hz); 7,11 H, d, ] = 8,8 Hz); 7,29 (1H, t, ] = 7,4 Hz); 7,34 (2H, d, ] = 8,9 Hz); 7,60
(1H, d, ] = 12,4 Hz); 7,71 (1H, s); 8,30 (1H, s); 8,57 (1H, 5), 10,7 (1H, s).

MS (ESI): 569,1 (M - H)’; calculado para C,;H,,CLLN,O;: 569,1.



Desarrollo Experimental

6-cloro-N-(3-(clorometil)fenil)-8-(3-(4-clorofenil)ureido)-N,4,4-trimetilcroman-2,2-

- o

dicarboxamida (8)

Se disuelven 3,6 g del compuesto 7 (6,3 mmol) en cloruro de tionilo (3,0 mL) y, a
continuacion, se elimina este compuesto por destilacion a presion reducida y el bruto de reaccion

se cristaliza en DCM. Se aislaron de esta forma 2,8 g del compuesto 8 (4,7 mmol, 75%).

P.f.: 184-185°C.
IR (CH,CL, cm™): 1236, 1554, 1586, 1670, 3182, 3331.

RMN 'H (200 MHz, CDCL) & (ppm): 1,34 (3H, s); 1,40 (3H, s); 2,50 (2H, dd, | = 13,0
Hz); 2,92 3H, d, ] = 4,6 Hz); 4,50 (2H, s); 6,35 (1H, d, ] = 2,1 Hz); 7,04 (1H, d, ] = 2,4 Hz); 7,16
(2H, d, ] = 8,7 Hz); 7,24 (1H, d, ]=9,1 Hz); 7,32 (1H, t, ] = 8,0 Hz); 7,36 (2H, d, | = 8,8 Hz); 7,74
(1H, d, ] = 12,9 Hz); 7,78 (1H, s); 8,32 (1H, s); 8,55 (1H, s), 11,95 (1H, s).

MS (ESI): 589,0 M + H)"; calculado para C,qH,,Cl1,N,O,: 589,1.

39



Desarrollo Experimental

N-(3-((1,4,7,10,13-pentaoxa-16-azaciclooctadecan-16-il)metil)fenil)-6-cloro-8-(3-(4-
clorofenil)ureido)-N,4,4-trimetilcromano-2,2-dicarboxamida (3)

I
b
LN/
MNH MH
A HN £ HN
[ ) 0% “NH =0
Oy O S H
LN/ : N—
-
CHCl, o
8 3

Se disuelven 2,1 g del compuesto 8 (3,6 mmol) en cloroformo (20,0 mL) y se afiaden 1,2 g
de aza-éter corona (4,6 mmol). La mezcla de reaccion resultante se deja evolucionar durante 3
horas a 60 °C. Una vez completada la reaccion, se lava la mezcla con agua para eliminar el exceso
del aza-éter corona, se decanta, se seca la fase organica sobre Na,SO, anhidro, se filtra y se
evapora el disolvente a presion reducida, lo que permiti6 aislar 1.9 g del receptor 3 (2,3 mmol,

64%) en forma de solido vidrioso.

IR (CH,CL, cm™): 1125, 1236, 1313, 1495, 1541, 1599, 1697, 3306.

RMN 'H (200 MHz, CDCL) & (ppm): 1,33 (3H, s); 1,35 (3H, s); 2,51 (2H, s); 2,74 (4H, t, ]
= 5,6 Hz); 2,87 3H, d, ] = 4,6 Hz); 3,61 (20H, m); 3,65 (2H, s); 6,66 (1H, s); 7,02 (1H, d, ] = 2,3
Hz); 7,13 (2H, d, ] = 8,7 Hz); 7,14 (1H, d, ]=8,0 Hz); 7,23 (1H, t, ] = 7,7 Hz); 7,36 (2H, d, | = 8,7
Hz); 7,50 (1H, s); 7,62 (1H, d, ] = 7,9 Hz); 8,37 (1H, s); 8,60 (1H, s); 8,76 (1H, s), 10,32 (1H, s).

RMN “C (50 MHz, CDCL,) & (ppm): 26,8 (CH.); 30,3 (CH.); 30,4 (CH.); 31,1 (C); 42,7
(CH,); 53,9 (2CH,); 59,8 (CH,); 70,3 (10CH,); 81,3 (C); 119,6 (CH); 120,0 (2CH); 121,2 (CH);
123,1 (CH); 124,0 (CH); 125,9 (CH); 126,1 (C); 126,8 (C); 127,2 (C); 128,6 (2CH); 128,8 (CH);
132,1 (C); 136,9 (C); 138,0 (C); 143,4 (C); 154,4 (2C); 167,8 (C); 169,9 (C).

MS (ESI): 816,2 (M + H)"; calculado para C,,H,,CLN,O,: 816,3.
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