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Abreviaturas y Simbolos

[a]} Poder rotatorio

Ac Acetilo (CH3CO-)

AcOH Acido acético (CH3COOH)

AcOEt Acetato de etilo (CH3COOCH,CHs)

AcOMe Acetato de metilo (CH3COOCHS3)

Ac;0 Anhidrido acético [(CH3CO),0]

Ala Alanina

DCM Diclorometano o cloruro de metileno (CH,Cl,)

DNB Grupo DiNitroBenzoilo

EM Espectrometria de Masas

EMAR Espectrometria de Masas de Alta Resolucién

ESI ElectroSpray lonization (lonizacidn por electrospray)
LAH Lithium Aluminum Hydride (Hidruro de aluminio y litio, LiAlH4)
Leu Leucina

NBH Natrium BoroHydride (Borohidruro sédico, NaBHa)
Phe Fenilalanina

Pro Prolina

RMN Resonancia Magnética Nuclear

RMN 13C Resonancia Magnética Nuclear de carbono

RMN H Resonancia Magnética Nuclear de protén

THF Tetrahidrofurano (C4HsO)
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Summary

In the actual society, the increase of the energy demand along with the renewed concerns
about the negative effects caused by the fuels derived from petrol have led us to look for energetic

alternatives that contaminate less.

The current combustion engines work with fossil fuels and they generate a great amount of
pollutants, such as carbon and nitrogen oxides, and many other small particles very toxic and
difficult to reduce or eliminate. In opposition to this, biofuels come up as an appealing solution to

substitute petrol and lower its negative effects on the environment.

Currently, the most used biofuels are biodiesel and bioethanol, and it is the process of
obtaining biodiesel the one we are interested in. Biodiesel is made from renewable biological
sources such as vegetable oils and animal fats. It is biodegradable and nontoxic and has low emission

profiles. The cost of biodiesel, however, is the main hurdle to the commercialization of the product.

There are four primary ways to make biodiesel: direct use and blending, microemulsions,
thermal cracking (pyrolysis) and transesterification. The most commonly used method is

transesterification of vegetable oils and animal fats.

CH,-00C-R, R,-COO-R’ CH,-0OH
Catalyst |
CH-00C-R, + 3R'0OH = R,-COO-R’ + CH-OH
| |
CH,-00C-R, R.-COO-R’ CH,-0OH
Glyceride Aldeohol Esters Glyeerol

The transesterification process (also called alcoholysis) is the reaction of a fat or oil with an
alcohol to form esters and glycerol. It is a reversible reaction and a catalyst is usually used to improve

both the reaction rate and the yield.

The aim of this work is the design, synthesis, characterization and study of a new molecular
receptor that can be used as a catalyst in the industrial process of biodiesel production, since the
catalysts currently used present some problems, being these problems one of the causes of the high

price of the final product.

Our molecular receptor has a chromane skeleton that mimics the oxyanion hole of the
chymotrypsin enzyme, which is the molecule that catalyzes transesterification in nature. The
catalytic center of chymotrypsin is formed by several amino acid residues. The essential role
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corresponds to the "catalytic triad", which consists of the lateral carboxyl group of an aspartate

residue, the imidazole ring of a residue of histidine and the side hydroxyl group of a serine.

The study of chymotrypsin’s mechanism of action shows that if we want to mimic it with a
simple organic receptor, it is important for this molecule to have a functional group which stabilizes
the oxyanionic tetrahedral intermediate through hydrogen bonds. It is also important for the
receptor to bear a nucleophile hydroxyl group and a basic group that mimics the imidazole group of

histidine.

We have chosen a chromane scaffold as the basis for the construction of our receptor because
of the optimization of its synthesis, already carried out in the workgroup, and the good results that

have been obtained in previous studies with other catalysts based on this structure.

In addition to that, if we are able to isolate at least one of the enantiomers of our receptor,
we would also like to study its possible use for the resolution of racemic mixtures of amino acids, by
the association between them. In order to do that, the urea moiety present in the receptor structure
(used for the stabilization of the tetrahedral intermediate state in the transesterification reaction
by hydrogen bond forming) allows in this case the association of the amino acid carbonyl group by
hydrogen bonds. Nevertheless, we won’t be able to study free amino acids because the ammonium
group of free amino acids would have required the introduction in our receptor of a group like a
crown ether, which would have been incompatible with its use as a catalyst in the biodiesel
production. Considering this problem, we have studied dinitrobenzoyl derivatives of amino acids
and, in order to strengthen the association between the receptor and these derivatives, we have
included in the urea function an electron rich aromatic ring that enables charge transfer interactions

with the electron poor aromatic ring of the dinitrobenzoyl group.

The preparation of our receptor starts with the molecule 2, which has already been

characterized and its synthesis has already been described and optimized in previous studies of the
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Research Group. The first step is the nitration of this compound to obtain product 3. Then, we
hydrolyze one of the esters of compound 3 using one equivalent of potassium hydroxide. After that,
we have to transform the obtained monoacid (compound 4) in the corresponding pyrrolinamide
(compound 5) by consecutively treatment with PCls and with pyrrolidine. Coming up next, the
reduction of the nitro group to amine with zinc and the incorporation of the urea function take
place, giving rise to the compound 6. The last step of the synthesis is the reduction of the carbonyl
groups of both the ester and the amide with lithium and aluminium hydride, to obtain our final

product (receptor 1).

COOMe
COOMe HNO; KOH (1 eq)
. CH,Cl, MeOH
2 3 4
1) PCls
\ 2 NH
/N\©\
NH
O
1) Zn/AcOH
LiAIH, 2) COCl,

Cl

Since the main goal of this receptor is to act as a catalyst in the industrial process of biodiesel
production, we need to carry out kinetic studies about its catalytic effect in the acylation and
deacylation processes. For the acylation reaction, we obtained a half-reaction time of 18 minutes,
while the half-reaction time for the deacylation reaction was of 17 hours. We followed the reactions
progression by the integration in the corresponding *H NMR spectra of the sighals from the starting

materials and the resulting products of the reactions.

The half-reaction times observed for both reactions (acylation and deacylation) are slightly
better than those obtained in previous works with other prepared catalysts. Nevertheless, they are
not what we expected because the half-reaction time for de deacylation process is still too high.
Thus, we have to conclude that this receptor cannot be used as a catalyst in the industrial

transesterification process for biodiesel production.

Despite the obtained results were not the expected ones, they are useful to improve the

understanding of the reaction mechanism of our receptor and can provide information for the
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Research Group to continue with the investigation of new molecular receptors for the catalysis of

the biodiesel production process by transesterification.

On the other hand, as we mentioned above, we conducted a study of association between
chiral dinitrobenzoyl derivatives of some (L)-amino acids and our receptor. We chose these amino
acid derivatives because the experience obtained in previous studies of the Research Group with
other similar receptors show that the dinitrobenzoyl group provides additional anchor points with
the receptor. This fact facilitates the formed associates to be more stable and, therefore, there is a
greater difference between both of the diastereomeric associates, creating a bigger contrast

between the association constants of each enantiomer.

We carried out assessments with the derivatives of alanine, phenylalanine, leucine and
proline. Observing the 'H NMR spectra of the mixtures of the receptor with the different guests, we
could see the unfolding of the signals of the receptor with the addition of increasing amounts of the

corresponding guest. This unfolding was bigger for dinitrobenzoyl (L)-proline.

Each of the unfolded signals include the signal associated with a kind of hydrogen in the free
receptor and the signal associated with the same kind of hydrogen in the compound formed
between the receptor and the chiral guest. The greater is the unfolding, the greater will be the ratio
of the association constants of the diastereomers formed between the receptor and the guest, and
this means that the geometry and energy of the associates between the chiral derivative and each
of the enantiomers of the receptor are different. This is, the corresponding dinitrobenzoyl derivative

of the amino acid will have more affinity for one of the enantiomers of the receptor above the other.

In conclusion, according to the observed results for the association studies carried out with
our receptor, we can say than the diastereomeric associates formed between dinitrobenzoyl (L)-
proline and our receptor present very different geometry and energy, and consequently, the
association of the chiral derivate with one of the enantiomers will be better with respect to the
other one and show therefore a bigger association constant. This will allow us to use our receptor
in the resolution of racemic mixtures of this amino acid, after separating both enantiomers of our

receptor.



1.- Introduccion y Antecedentes

Debido a la creciente demanda de energia a nivel mundial, se ha vuelto indispensable
encontrar fuentes de energia alternativas a los combustibles fésiles. Ante este panorama, los
biocombustibles se presentan como una solucidn para sustituir al petréleo y disminuir los efectos
negativos que tiene éste sobre el medio ambiente, reduciendo las emisiones de gases de efecto

invernadero que sobrecalientan la superficie terrestre y aceleran el cambio climatico.

Se entiende por biocombustible aquellos combustibles que se obtienen de cualquier tipo de
materia organica que haya tenido su origen inmediato en el proceso biolégico de organismos
recientemente vivos. Tanto su investigacion como su produccidn han estado presentes desde el
siglo XIX, siendo el Dr. Rudolf Diesel quién, en el afio 1895, desarrollé el primer motor diésel cuyo

prototipo ya estaba previsto que funcionara con aceites vegetales.!

Los biocombustibles mds desarrollados y usados son el bioetanol y el biodiésel. En los Ultimos
afos, la industria del biodiésel ha experimentado un crecimiento continuo, amplidandose el espectro
de materias primas y paises productores. La tendencia actual es la busqueda de fuentes renovables

de triglicéridos diferentes a los aceites vegetales tradicionales.

En concordancia con el desarrollo mundial de la industria del biodiésel, el interés de la
comunidad cientifica por los diferentes aspectos de su cadena productiva ha crecido
exponencialmente en los Ultimos afios. Existen diferentes métodos para la obtencidn de biodiésel,
todos ellos basados en el tratamiento de aceites vegetales, grasas animales o aceites de microalgas;
como son el craqueo térmico, el empleo de microemulsiones o la transesterificacion de triglicéridos,

siendo éste ultimo el mas empleado.

Desde el punto de vista quimico, los triglicéridos son ésteres de glicerol (glicerina) con tres

acidos grasos con largas cadenas hidrocarbonadas, lo que les confiere una elevada viscosidad.

La explotacién industrial de los aceites y las grasas se basa en la modificacién quimica de los
sitios mas reactivos de los acidos grasos: el grupo carboxilo, los dobles enlaces y otros grupos
funcionales presentes. Las reacciones mds importantes son aquellas que involucran la conversién

de ésteres en acidos grasos o viceversa, y el intercambio de los grupos ligados a los ésteres.

! Salinas Callejas, E. y Gasca Quezada, V. “Los biocombustibles” El cotidiano, 2009, 157, 75-82.
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La alcohdlisis (Figura 1) y en especial la metandlisis han sido objeto de numerosas
investigaciones dado que el biodiésel que hasta la actualidad ha alcanzado nivel comercial
corresponde fundamentalmente a metilésteres de acidos grasos.?

R—COO—R" + R"—0H =—™= R—COO—R" + R —0OH

Monoalguilastar Monoaleohol Monoalguiléstar Monoalcohol
o]
4

HC —0—C—R1 H.C — OH

|
i
CH—O—Ciﬂz + 3R"OH =-a—= CH—0OH + R1 —COO—R"+ R2—CO0 —R" + R3—COD —R"
; o "

A M 1 Mearcia da monocalguilastaras

H,C O —C—R3 alcohol H,C OH

Trighcérido Glicerina

Figura 1. Alcohdlisis de un monoalquiléster (arriba); de un triglicérido (abajo).?

La transesterificacion de triglicéridos es un proceso que consiste en tres reacciones de
alcohodlisis consecutivas, mediante las cuales el triglicérido se transforma sucesivamente en
diglicérido, monoglicérido y, finalmente, glicerol. Se trata de reacciones reversibles, en las que, para
desplazar el equilibrio hacia la formacién de productos, se emplea un exceso de alcohol. Entre los
alcoholes que pueden ser utilizados en esta reaccion, se encuentran el metanol, el etanol, el
propanol o el butanol; siendo el metanol el utilizado mas frecuentemente debido a su bajo coste y

a sus ventajas tanto fisicas como quimicas (ya que se trata de un compuesto polar de cadena corta).

Normalmente, para acelerar esta reaccion y mejorar su rendimiento, se emplea un
catalizador, pudiendo tratarse de un catalizador acido o basico. La naturaleza del catalizador
utilizado juega un importante papel en la transformacion de triglicéridos a biodiésel, por lo que hay
gue ser cuidadoso a la hora de elegirlo. A nivel comercial, se suele emplear un catalizador basico, ya
que la reaccién es en torno a unas 4000 veces mas rapida que si se emplea un catalizador acido. Los
catalizadores bdsicos mas comunes son los alcéxidos de sodio y potasio, aunque también se
emplean con frecuencia sus correspondientes carbonatos e hidroxidos debido a que, aunque son
menos activos, los hidroxidos de sodio® y potasio son mds baratos que sus correspondientes

alcoxidos.

Por otra parte, el empleo de un catalizador basico presenta algunos inconvenientes. El

primero es que la presencia de agua en el medio de reacciéon produce una reaccién secundaria

2 Benjumea Herndndez, P. N.; Agudelo Santamaria, J. R. y Alberto Rios, L. "Biodiésel: Produccién, calidad y
caracterizacion" Medellin: Universidad de Antioquia, 2009.

3 Agarwal, M.; Chauhan, G.; Chaurasia, S. P. y Singh, K. “Study of catalytic behavior of KOH as homogeneous and
heterogeneous catalyst for biodiesel production” J. Taiwan Inst. Chem. Engin. 2012, 43, 89-94.
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indeseada que genera sales alcalinas de los acidos grasos liberados en el proceso (jabones), lo cual
disminuye el rendimiento de la reaccion principal. Otro inconveniente es que, debido precisamente
a la formacion de jabones, se dificulta la purificacién del biodiésel, encareciéndose con ello sus
costes. Por ultimo, es necesario que los triglicéridos de partida tengan una baja acidez y un bajo
contenido en 4cidos grasos libres, teniendo que ser sometidos a un pretratamiento en caso
contrario. Este factor supone en realidad un inconveniente bastante grande, ya que la produccion
de biodiésel se abarataria notablemente empleando como materia prima aceites de baja calidad no
aptos para el consumo humano, pero dado que dichos aceites suelen contener un elevado
porcentaje de acidos libres, no pueden emplearse para el proceso industrial de produccion de

biodiésel si va a utilizarse un catalizador basico.

Para evitar estos problemas, se puede hacer uso de catalizadores acidos, entre los cuales se
encuentran el 4cido sulfarico, el acido clorhidrico y los &cidos sulfonicos.* Un estudio reveld que el
etanol y el 4cido sulfurico son adecuados para llevar a cabo reacciones de esterificaciéon directa y de
transesterificacion simultdneamente, transformando eficazmente el aceite de cocina usado con un
elevado contenido en acidos grasos libres (entre el 3% y el 40%) en biodiésel. Sin embargo, su uso
también presenta algunos problemas como son la corrosion del reactor y la necesidad de recurrir a

grandes descargas de agua para la neutralizacién del 4cido.”

En este sentido, también se ha estudiado la posibilidad de emplear catalizadores acidos
heterogéneos® intentando esquivar los inconvenientes de la version homogénea de los
catalizadores acidos, observdndose que las conversiones y los rendimientos alcanzados en el
proceso dependen en gran medida del método de preparacion del catalizador, del soporte
empleado y de las condiciones de reaccion. También los catalizadores basicos y las enzimas que se

mencionan a continuacidn se han estudiado en sus versiones heterogéneas.’

4 (a) Ma, F. y Hanna, M. A. “Biodiesel production: a review” Biores. Technol. 1999, 70, 1-15. (b) Fuentes de Arriba, A. L.;
Simon, L.; Alcazar, V.; Cuéllar, J.; Lozano-Martinez, P. y Moran, J. R. “A Twitchell Reagent Revival: Biodiesel Generation
from Low Cost Qils” Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 2681-2690.

> Atadashi, I. M.; Aroua, M. K.; Abdul Aziz, A. R. y Sulaiman, N. M. N. “The effects of catalysts in biodiesel production: A
review” J. Ind. Engineer. Chem. 2013, 19, 14-26.

6 (a) Sharma, Y. C. y Singh, B. “Advancements in solid acid catalysts for eco-friendly and economically viable synthesis of
biodiesel” Biofuels Bioprod. Bioref. 2011, 5, 69-92. (b) Sani, Y. M.; Wan Daud, W. M. A.y Aziz, A. R. A. “Activity of solid
acid catalysts for biodiesel production: A critical review” Appl. Catal. A General 2014, 470, 140-161.

7 (a) Hara, M. “Environmentally Benign Production of Biodiesel Using Heterogeneous Catalysts” Chem. Sus. Chem. 2009,
2, 129-135. (b) Zabeti, M.; Wan Daud, W. M. A. y Aroua, M. K. “Activity of solid catalysts for biodiesel production: A
review” Fuel Process. Technol. 2009, 90, 770-777.



Otra opcidn serian las enzimas,® que debido a su elevado caracter especifico se convierten en
una alternativa muy atractiva para catalizar procesos de transesterificacion. Generalmente, el
proceso se lleva a cabo mediante el empleo de enzimas secas en polvo en disolventes organicos,
aunque cabe destacar que este método fue precedido por un método basado en la utilizacion de
enzimas inmovilizadas, en el que las enzimas atrapadas en soportes porosos trabajaban con mezclas

bifasicas de disolventes.®

Sin embargo, a pesar de las ventajas que presentan, las enzimas no siempre son apropiadas
para procesos a gran escala, ya que presentan un elevado coste y una baja disponibilidad y, ademas,
son unas moléculas muy sensibles a las condiciones de reaccion, pudiendo sufrir procesos de
desnaturalizacion. Aqui es donde entran en juego los receptores organicos del tipo del propuesto
en este trabajo, ya que se trata de pequeiias moléculas organicas facilmente accesibles por sintesis
guimica y adecuadamente funcionalizadas para poder simular en su estructura y geometria el
agujero oxianidnico de la quimotripsina, que es la enzima que cataliza el proceso natural de
transesterificacion, buscando de esta forma lograr un efecto catalitico similar al enzimatico sin

encarecer los costes del proceso y esquivando los inconvenientes de las enzimas.

La quimotripsina es una enzima digestiva que cataliza la hidrdlisis de las proteinas ingeridas,
en el intestino delgado. También cataliza la hidrélisis de los ésteres de aminodacidos y de otros
derivados de acidos carboxilicos. Por ello, es la enzima que hemos tomado como modelo para el
disefio de nuestro receptor en su posible utilizacién como catalizador para el proceso de produccidn

de biodiesel.

El mecanismo global por el cual la quimotripsina cataliza las reacciones de hidrdlisis de los

derivados de acidos carboxilicos (Figura 2) se basa en la formacion de un complejo no covalente

8 (a) Fjerbaek, L; Christensen, K. V. y Norddahl, B. “A Review of the Current State of Biodiesel Production Using Enzymatic
Transesterification” Biotechnol. Bioeng. 2009, 102, 1298-1315. (b) Liu, Y.; Yan, Y.; Hu, F.; Yao, A.; Wang, Z. y Wei, F.
“Transesterification for Biodiesel Production Catalyzed by Combined Lipases: Optimization and Kinetics” Am. Inst.
Chem. Eng. J. 2010, 56, 1659-1665. (c) Guldhe, A.; Singh, B.; Mutanda, T.; Permaul, K. y Bux, F. “Advances in synthesis
of biodiesel via enzyme catalysis: Novel and sustainable approaches” Renew. Sustain. Energy Rev. 2015, 41, 1447-
1464. (d) Amini, Z.; Ilham, Z.; Ong, H. C.; Mazaheri, H. y Chen, W.-H. “State of the art and prospective of lipase-catalyzed
transesterification reaction for biodiesel production” Energy Convers. Manag. 2017, 141, 339-353.

% (a) Otera, J. “Transesterification” Chem. Rev. 1993, 93, 4, 1449-1470. (b) Ghaly, A. E.; Dave, D.; Brooks, M. S. y Budge,
S. “Production of Biodiesel by Enzymatic Transesterification: Review” Am. J. Biochem. Biotechnol. 2010, 6, 54-76.
(c) Gog, A.; Roman, M.; Tosa, M.; Paizs, C. e Irimie, F. D. “Biodiesel production using enzymatic transesterification—
Current state and perspectives” Renew. En. 2012, 39, 10-16. (d) Wang, X.; Qin, X.; Li, D.; Yang, B. y Wang, Y. “One-step
synthesis of high-yield biodiesel from waste cooking oils by a novel and highly methanol-tolerant immobilized lipase”
Biores. Technol. 2017, 235, 18-24. (e) Moazeni, F.; Chen, Y.-C. y Zhang, G. “Enzymatic transesterification for biodiesel
production from used cooking oil, a review” J. Clean. Prod. 2019, 216, 117-128.
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entre la enzima y el sustrato (complejo de Michaelis-Menten), que es caracteristico de todas las
reacciones de sustratos especificos catalizados por enzimas. El mecanismo de la reaccion también
implica la formacién de un intermediario acilo-enzima, siendo en el segundo paso de la reaccion,
denominado paso de acilacién, cuando se produce la transferencia del grupo acilo del sustrato a la
enzima para la formacidon de dicho intermedio acilo-enzima. Finalmente, el ultimo paso de la
catdlisis consiste en la desacilacion de la enzima, que queda de esta forma regenerada para iniciar

un nuevo ciclo catalitico.1°

0 0 O + HX 0
I ' I i I " I
E-OH + R-C-X —= E-OH:R-C-X ——= R-C-0-E oo R-C-0 + E-OH
! Complejo de Acilo-enzima
Michaelis-Menten
Paso de Paso de
acilacién desacilacién

Figura 2. Mecanismo global de la reaccidn catalizada por la enzima quimotripsinag.1°®

El sitio activo o centro catalitico de la quimotripsina esta formado por varios residuos de
aminodcidos, entre los cuales el papel esencial corresponde a la "triada catalitica", que consiste en
el grupo carboxilo lateral de un residuo de aspartato, el anillo de imidazol de un residuo de histidina

y el grupo hidroxilo lateral de una serina.

El mecanismo de accién de la quimotripsina es el descrito a continuacion (Figura 3). En primer
lugar, el sustrato se une con la enzima para formar un complejo reversible enzima-sustrato tipico
segun el modelo de Michaelis-Menten, donde la “triada catalitica” facilita el ataque nucleofilico al
activar el grupo hidroxilo del residuo de serina. Después del ataque nucleofilico, el grupo carboxilo

se convierte en un intermediario oxianidn tetraédrico, el cual es estabilizado por dos enlaces de

10 (a) Bender, M. L. y Brubacher, L. J. “Catalisis y accion enzimatica” Reverte, 1977, pags. 67-76. (b) Cassidy, C. S.; Lin, J.
y Frey, P. A. “A New Concept for the Mechanism of Action of Chymotrypsin: The Role of the Low-Barrier Hydrogen
Bond” Biochemistry 1997, 36, 4576-4584. (c) Belyaeva, E. A.; Gra, D. V. y Eremeev, N. L. “On the Mechanism of
Interaction of Organic Solvents With the Active Site of a.-Chymotrypsin” Biochemistry (Moscow) 2002, 67, 1032-1036
(version traducida del articulo original en ruso Biokhimiya 2002, 67, 1246-1251). (d) Hedstrom, L. “Serine Protease
Mechanism and Specificity” Chem. Rev. 2002, 102, 4501-4523. (e) Ishida, T. y Kato, S. “Theoretical Perspective on the
Reaction Mechanism of Serine Proteases: The Reaction Free Energy Profiles of the Acylation Process” J. Am. Chem.
Soc. 2003, 125, 12035-12048. (f) Ishida, T. y Kato, S. “Role of Asp102 in the Catalytic Relay System of Serine Proteases:
A Theoretical Study” J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 7111-7118. (g) Ishida, T. “Low-Barrier Hydrogen Bond Hypothesis in
the Catalytic Triad Residue of Serine Proteases: Correlation between Structural Rearrangement and Chemical Shifts in
the Acylation Process” Biochemistry 2006, 45, 5413-5420. (h) Mifio, G. y Contreras, R. “On the Role of Short and Strong
Hydrogen Bonds on the Mechanism of Action of a Model Chymotrypsin Active Site” J. Phys. Chem. A 2009, 113, 5769-
5772. (i) Blai, V. y Pei, D. “Serine proteases: how did chemists tease out their catalytic mechanism?” ChemTexts 2019,
5, articulo 19, 7 pags.



hidrégeno. El oxianidn se reacomoda espontaneamente y se forma un intermediario enzimatico, al
cual se le ha afadido un grupo acilo. La reaccion continta con la entrada de una molécula de agua
al sitio activo, lo que promueve un nuevo ataque nucleofilico que resulta en la formacién de un
segundo intermediario tetraédrico, que también es estabilizado por enlaces de hidrégeno. Por
ultimo, la reaccion finaliza cuando este segundo intermediario se reacomoda nuevamente y forma
otra vez el complejo enzima-sustrato, donde el sitio activo de la enzima esta ocupado por el

producto que contiene el grupo carboxilo.!
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Figura 3. Mecanismo de accion de la enzima quimotripsina.’?

Por lo tanto, lo que pretendemos conseguir con nuestro receptor es catalizar la reaccién de
acilacién de forma similar a la enzima. Para ello, proponemos un compuesto con esqueleto de
cromano, que hemos funcionalizado con grupos que estabilizan el oxianién mediante enlaces de

hidrégeno, un hidroxilo nucledfilo y una especie basica que imita el grupo imidazol de la histidina.

11 (a) Westheimer, F. H. “Hypothesis for the mechanism of action of chymotrypsin” Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 1957, 43,
969-975. (b) Blow, D. M. “6 The Structure of Chymotrypsin” The enzymes 1971, 3, 185-212. (c) Bender, M. L,; Killheffer,
J. V. y Cohen, S. “Chymotrypsin” CRC Crit. Rev. Biochem. 1973, 1, 149-199. (d) Blow, D. M. “Structure and Mechanism
of chymotrypsin” Acc. Chem. Res. 1976, 9, 145-152. (e) Appel, W. “Chymotrypsin: Molecular and catalytic properties”
Clin. Biochem. 1986, 19, 317-322.

12 Gonzédlez Mora, R. D. “Quimotripsina: caracteristicas, estructura, funciones, mecanismo de accién” Lifeder,
https://www.lifeder.com/quimotripsina/ (consultada por ultima vez el 10-06-2021).
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Por otra parte, ademas del posible uso del receptor preparado como posible catalizador para
el proceso de produccion de biodiésel, también estamos interesados en su posible utilizacion, una
vez resuelta su mezcla racémica, para la resolucion de mezclas racémicas de aminodcidos. Asi pues,
deberemos tener también en cuenta las caracteristicas necesarias para cumplir dicha funcidn

durante el disefio del receptor, tal como resumimos a continuacién.

En primer lugar, para que la unién con los aminoacidos sea selectiva, es importante tener en
cuenta que el receptor debe presentar en su estructura grupos capaces de asociarse con los
diferentes grupos funcionales de los aminoacidos. La segunda cuestién importante hace referencia
a la conformacién del receptor, la cual debe ser lo suficientemente flexible para que el receptor
pueda acomodar al aminoacido en su estructura con sélo pequefios cambios conformacionales,
pero tampoco demasiado flexible, ya que, en ese caso, el asociado presentaria poca estabilidad
debido a la gran cantidad de energia empleada en los cambios conformacionales requeridos para
su formacion. Ademas, como queremos que la asociacidén sea enantioselectiva, ya que pretendemos
que el receptor sea capaz de asociar Unicamente uno de los dos enantidmeros del aminoacido en
cuestién para separar la mezcla racémica del aminodcido, el receptor deberd presentar
obligatoriamente centros quirales en su estructura, de tal forma que si tenemos, a su vez, resuelta
la mezcla racémica del receptor, podremos emplear cada uno de sus enantiémeros para asociar un
enantidmero del aminodcido en cuestién y separar asi los dos enantiémeros del aminoécido.
Finalmente, teniendo en cuenta que los enlaces de hidrégeno son direccionales, lo que introduce
una cierta rigidez en la unién, y presentan una especial fortaleza dentro de las interacciones dipolo—
dipolo en particular y de las interacciones no covalentes en general, el receptor disefiado se basara

precisamente en su capacidad para formar dicho tipo de interacciones con los aminoacidos.

Es por ello que el receptor disefiado para su sintesis y estudio en el presente trabajo incluye
en su estructura una funcidn urea, que permite la asociacién del carbonilo del grupo acido del
aminoacido mediante la formacion de enlaces de hidrogeno. No obstante, no se han estudiado
aminodacidos libres sino derivados de aminoéacidos, concretamente dinitrobenzoil derivados, debido
a que la asociacion del grupo amonio de los aminoacidos libres (que se encuentran en su forma
zwitteridnica) habria requerido la introduccién en la estructura del receptor de algun elemento
estructural como un éter corona, que no habria resultado adecuado para su posible uso como
catalizador en el proceso de produccion de biodiésel. No obstante, para reforzar la asociacion entre

el receptor y este tipo de derivados, se ha incluido en la funcién urea del mismo un anillo aromatico



rico en electrones, que introduce la posibilidad de que se establezcan interacciones de transferencia
de carga con el anillo aromatico pobre en electrones del grupo dinitrobenzoilo, asi como
interacciones de tipo pi con otros sistemas aromaticos presentes en la cadena lateral de algunos

aminoacidos como la fenilalanina.
1.1 Antecedentes en el Grupo de Investigacion

Las enzimas son los catalizadores mas eficientes conocidos, pero su utilizacion a nivel
industrial para procesos como el de la producciéon de biodiésel que nos ocupa en este trabajo
presenta inconvenientes, seglin se ha mencionado ya previamente. El primero de ellos es el elevado
coste de las enzimas y el segundo, es la gran sensibilidad que presentan las enzimas a las condiciones
de reaccidn, ya que no son adecuadas para su utilizaciéon en disolventes orgdnicos (siendo los medios
acuosos como los medios bioldgicos los mds déptimos para su funcionamiento) y, a elevada
temperatura, sufren procesos de desnaturalizaciéon, que suponen la pérdida de su estructura

tridimensional en la que se basan sus propiedades cataliticas.

Por lo tanto, nuestro grupo de trabajo del Departamento de Quimica Organica viene
plantedndose desde hace tiempo la posibilidad de obtener biodiésel mediante la transesterificacion
de triglicéridos con alcoholes de cadena corta empleando pequeiias moléculas organicas como
catalizadores, de tal forma que dichas moléculas imiten en su estructura el centro activo de las
enzimas que catalizan el proceso de forma natural. De esta manera, podria incrementarse
notablemente la eficiencia del proceso industrial de forma semejante a lo conseguido utilizando
enzimas como catalizadores, sin encarecer sus costes y evitando a la vez los inconvenientes

mencionados para las enzimas.

En este sentido, se han disefado en trabajos anteriores diferentes receptores con distintos
esqueletos rigidos (xantona,’®> carbazol® o cromanona'®) (Figura 4) adecuadamente
funcionalizados, obteniéndose en algunos casos resultados bastante prometedores. Los
catalizadores A y B, con esqueleto de xantona, proporcionaron, por ejemplo, buenos resultados en

la catdlisis de la reaccion de adicidn nucleofilica de pirrolidina sobre lactonas insaturadas. Para el

13.Simén, L.; Mufiiz, F. M.; Sdez, S.; Raposo, C.; Sanz, F. y Mordn, J. R. “Xanthone receptors as oxyanion-hole mimics in
artificial enzymes” Helv. Chim. Acta 2005, 88, 1682-1701.

14 Aguilar Oyuela, P. D. “Receptores moleculares con agujero oxianidnico y estudio de su reactividad” Trabajo de Fin de
Madster, Universidad de Salamanca 2015.

15 Velasco Rubio, A. “Desarrollo de catalizadores supramoleculares para la obtencién de biodiesel” Trabajo de Fin de
Grado, Universidad de Salamanca 2015.



caso del catalizador C, con esqueleto de carbazol, se obtuvieron resultados comparables con el
efecto del agujero oxianidnico de la enzima quimotripsina en la catalisis de la reaccion de acilacion
del grupo hidroxilo del catalizador con anhidrido acético como agente acilante. Sin embargo, tanto
este catalizador como el compuesto D, con esqueleto de cromanona, carecen en su estructura de
una especie basica que pueda simular el residuo de histidina presente en la triada catalitica de la
enzima natural, por lo que se necesita en ambos casos la utilizacién de una base auxiliar para que

tenga lugar la reaccién de acilacién del grupo hidroxilo del catalizador.

SN HN/LO
Y O
- (T
0 0

Catalizador A

CFs
D
FaC MRS
H

N
O« ,\j \ O
S \ S
o] N O
Q O t-Bu 0
t-Bu t-Bu 0
Catalizador C Catalizador D

Figura 4. Diferentes catalizadores preparados en trabajos anteriores basados en esqueletos de xantona (A 'y B),
carbazol (C) o cromanona (D).

Es por ello que, en trabajos posteriores, se sintetizaron catalizadores que contasen en su
estructura con una especie basica, ademads de los grupos que simulan el agujero oxianiénico de Ia
enzima natural, buscando simular mejor el mecanismo catalitico de la quimotripsina. Se prepararon
de esta forma distintos compuestos con esqueleto de cromano diferentemente funcionalizado

(Figura 5).



CF3

FsC N

Catalizador E Catalizador F

Catalizador G Catalizador H
Figura 5. Diferentes catalizadores con un esqueleto de cromano preparados en trabajos anteriores.

En todos estos nuevos catalizadores se incluyd una funcién urea y los estudios cataliticos
llevados a cabo con ellos permitieron constatar la importancia del segundo NH de la urea en la
actividad catalitica del receptor, gracias a su participacion clave en la formacion del asociado con el
agente acilante. Los catalizadores E'® y F” proporcionaron resultados parecidos en la reaccion de
acilacién de su grupo hidroxilo con anhidrido acético, pese a que esperdbamos un incremento de la
actividad en el caso del catalizador F como consecuencia de la mayor estabilizacién del asociado en
ese caso por el incremento de la acidez del sustituyente de la urea. Creemos que este resultado se
debe a que adquiere mas importancia el aumento de impedimento estéreo que se produce al pasar
del catalizador E al F que el incremento de la acidez mencionado. Los catalizadores G y H,8 por el
contrario, resultaron ser mas lentos que los anteriores. Sin embargo, aunque con los catalizadores
E y F se consiguieron altisimas velocidades para la reaccion de acilacién del hidroxilo del catalizador

(comparables a las alcanzadas en presencia de la enzima natural), en todos los casos (catalizadores

16 (a) del Mazo Borrego, S. “Desarrollo de catalizadores biomiméticos para la obtencién de biocombustibles” Trabajo de
Fin de Grado, Universidad de Salamanca 2016. (b) Rubio, O. H.; Borrego, S. M.; Monledn, L. M.; Simén, L.; Temprano,
A. G. y Morén, J. R. “A cleft type receptor which combines an oxyanion hole with electrostatic interactions” Org.
Biomol. Chem. 2017, 15, 4571-4578.

17 Sanchez Escudero, J. “Receptores supramoleculares con esqueleto de cromano” Trabajo de Fin de Grado, Universidad
de Salamanca 2017.

18 Martinez Laguna, J. “Sintesis y estudio de receptores moleculares biomiméticos que simulan un agujero oxianiénico”
Trabajo de Fin de Grado, Universidad de Salamanca 2018.
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E-H), los tiempos de vida media registrados para la reaccién de desacilaciéon de los catalizadores en
presencia de metanol deuterado resultaron ser demasiado elevados como para que estos
catalizadores puedan ser utiles a la hora de catalizar el proceso de obtencion de biodiésel a nivel

industrial.

Este problema ha sido resuelto recientemente de forma brillante en nuestro Grupo de
Investigacion empleando otro tipo de esqueletos organicos adecuadamente funcionalizados para

imitar el centro activo del a quimotripsina.*®

Teniendo en cuenta todos estos resultados previos obtenidos en nuestro Grupo de
Investigacion con los receptores con esqueleto de cromano, en el presente trabajo, buscando
completar el estudio con dichos receptores, planteamos el disefio, sintesis y estudio de un nuevo
receptor con esqueleto de cromano, modificando nuevamente el patréon de sustitucién en el
segundo NH de la funcidon urea para intentar comprender el mecanismo de actuacién del receptor
como catalizador vy, si es posible, buscar nuevas aplicaciones del mismo en la separacién de mezclas

racémicas de aminoacidos, tal como se ha descrito previamente.

1% Garrido-Gonzélez, J. J.; Iglesias Aparicio, M. M.; Martinez Garcia, M.; Simén, L.; Sanz, F.; Mordn, J. R. y Fuentes de
Arriba, A. L. “An Enzyme Model Which Mimics Chymotrypsin and N-Terminal Hydrolases” ACS Catal. 2020, 10, 11162-
11170.
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2.- Objetivos

El objetivo fundamental de este trabajo es la preparacién y caracterizacion de un receptor
molecular organico con esqueleto de cromano, con el fin de que posteriormente funcione como
catalizador en el proceso industrial de produccién de biodiésel, para lo cual, realizaremos su estudio

catalitico en los procesos de metandlisis y acetilacion.

Como objetivo secundario, se pretende realizar su estudio de asociacion de dicho receptor
molecular con derivados de aminodacidos, para determinar la relacion de constantes de ambos
enantidmeros. De obtenerse resultados positivos en dicho estudio, podriamos aplicar el resultado
a una doble vertiente. Por un lado, seria posible llevar a cabo la separacion de la mezcla racémica
de nuestro receptor mediante una prueba de cristalizacion con algin aminoacido o derivado
adecuado, como la p-clorofenilurea de la (L)-fenilalanina. Ello nos permitiria determinar el poder
rotatorio de ambos enantiémeros del receptor. Y, por otra parte, quedaria abierta la puerta para la
posible utilizacion de ambos enantidmeros de nuestro receptor para la separacién de mezclas

racémicas de aminodacidos.
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3.- Metodologia y Resultados

3.1 Diseio del receptor 1

Para el disefio del receptor planteado en este trabajo, partimos de la idea principal de que la
estructura del mismo contenga una funcionalizacién adecuada para que la molécula resultante

pueda simular el sitio activo de enzimas hidroliticas naturales como la quimotripsina.

Se ha optado por disenar el receptor tomando como base un esqueleto de cromano debido a
la optimizacién de la sintesis de dicho esqueleto lograda en el grupo de trabajo en estudios
anteriores y teniendo en cuenta los buenos resultados obtenidos con dicho esqueleto en esos
estudios previos.’®!® Este esqueleto ha sido funcionalizado en este caso con diferentes grupos
susceptibles de imitar de la mejor manera posible el centro activo de la enzima natural, que incluye,
por un lado, los enlaces de hidrégeno formados en el agujero oxianiénico y, por otra parte, el
hidroxilo nucledfilo y la especie basica presentes en su triada catalitica. Buscamos que el mecanismo

catalitico del receptor disefiado sea lo mads parecido posible al de la enzima.

Ademads, gracias a la presencia de la funcién urea en el receptor, pensamos que puede resultar
también util para la asociacion de derivados de aminoacidos. Y, al tratarse de un compuesto quiral,
si conseguimos resolver su mezcla racémica, podremos emplearlo para resolver a su vez las mezclas

racémicas de dichos derivados de aminoacidos.

Adicionalmente, con el objetivo de reforzar la asociacidn entre el receptor y los derivados de
aminodacidos estudiados, decidimos incluir en la funcién urea del receptor una unidad de
dimetilaminoanilina, en la que la conjugacidn del par de electrones no enlazante del nitrégeno del
grupo dimetilamino conduce a un anillo aromatico rico en electrones capaz de establecer una
interaccion por transferencia de carga con el anillo aromatico del grupo dinitrobenzoilo (pobre en
electrones) presente en los derivados de aminodcidos elegidos. Y dicho grupo dimetilaminoanilina
podrd también establecer interacciones de tipo pi con otros sistemas aromaticos presentes en la
cadena lateral de algunos aminoacidos como la fenilalanina, estabilizando ain mas la interaccion en

el asociado.
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Este tipo de interaccién de transferencia de carga obtenido por la combinacién de anillos

aromaticos pobres y ricos ya ha sido utilizada con éxito en nuestro Grupo de Investigacion.?°

Teniendo en cuenta todas estas premisas y tomando como base otros receptores previamente
sintetizados en el Grupo de Investigacidn, nos planteamos para el presente trabajo la propuesta de

receptor mostrada en la figura 6.

Figura 6. Estructura del receptor propuesto para este trabajo.
3.2 Sintesis del receptor 1

Para llevar a cabo la sintesis del receptor que nos proponemos estudiar en el presente trabajo,

nos planteamos la ruta sintética mostrada en la figura 7.

La ruta sintética parte del compuesto 2, previamente caracterizado y cuya sintesis ya ha sido
descrita y optimizada en estudios previos del Grupo de Investigacion. El primer paso es la nitracion
de dicho compuesto para obtener el producto 3, reaccién que se produce muy facilmente, y
practicamente de forma cuantitativa debido a que el anillo aromatico esta fuertemente activado
por el étery, al estar la posiciéon para ocupada por el cloro, sélo es posible la nitracidén en la posicion

orto.

Procedemos a continuacién a hidrolizar uno de los ésteres del compuesto 3 utilizando un
equivalente de potasa en metanol, controlando estrictamente el tiempo de reaccién para evitar el
inicio de la hidrélisis del segundo éster. En esta reaccién, empleamos hidréxido de potasio en lugar

del de sodio, ya que éste se disuelve mejor el metanol. Obtenemos de esta forma el monodcido 4,

20 (3) Oliva Gonzalez, A. |. “Receptores enantioselectivos con esqueleto de tetrahidrobenzoxanteno para derivados de
aminodcidos” Tesis Doctoral, Universidad de Salamanca 2003. (b) de Juan Fernandez, L. “Receptores benzofuranicos
para la discriminacion quiral de derivados de aminoacidos” Trabajo de Grado, Universidad de Salamanca 2013. (c) de
Juan Fernandez, L.; Fuentes de Arriba, A. L.; Monledn, L. M.; Rubio, O. H.; Alcazar Montero, V.; Simén Rubio, L.;
Rodriguez Mordn, J. “An Enantioselective Benzofuran-Based Receptor for Dinitrobenzoyl-Substituted Amino Acids”
Eur. J. Org. Chem. 2016, 1541-1547.
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que transformamos en la pirrolinamida correspondiente (compuesto 5) a través del cloruro de acido

intermedio por tratamiento consecutivamente con PCls y con pirrolidina.

HNO;
CH,Cl,

KOH (1 eq)
MeOH

1) Zn/AcOH
2) COCl,

% N
3)
1 6 5
HN

Figura 7. Esquema sintético del receptor.

El siguiente paso de la sintesis seria la reducciéon del grupo nitro a amina con zinc y la
incorporacion de la amina aromatica al esqueleto en forma de funcién urea. Realizamos la reduccion
con zinc debido a que, si la realizdramos con plomo o con cloruro de estafo, se perderia mucho
producto al quedar adsorbido a éstos. Tampoco podemos llevar a cabo la reduccién con NBH ni con
LAH, ya que, de esta manera también reduciriamos el éster. La amina aromadtica intermedia
obtenida resulta sumamente inestable, por lo que se hace reaccionar en la formacion de la urea
inmediatamente tras su obtencién para evitar su degradacidn. Se transforma dicha amina en
isocianato por tratamiento con fosgeno y, a continuacidn, se genera la urea 6 por tratamiento con
p-dimetilaminoanilina. Cabe destacar que dicha amina aromatica debe purificarse por sublimacién
antes de emplearla en dicha reaccidn debido a su alta reactividad con el aire. Esta urea 6 se purifica

por cromatografia en columna (Figura 8) antes de su utilizacion para el paso final de la sintesis.
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Figura 8. Imagen de la purificacion de la urea 6 por cromatografia en columna.

El Ultimo paso de la sintesis es la reduccidn de los grupos carbonilos del éster y de la amida
por tratamiento con LAH para la obtencién de nuestro receptor final, el compuesto 1. El LAH
reacciona con el agua de manera violenta, de manera que el disolvente empleado para la reacciéon
debe estar rigurosamente seco. Se intentd llevar a cabo la purificacién del receptor mediante
cristalizacién, pero dado que no se consiguid la obtencidn de cristales de buena calidad, ya que sélo
obtuvimos precipitados de distinto tamafio de particula, se decidié realizar dicha purificacion

mediante cromatografia en columna.

3.3 Estudios de asociacion con el receptor 1

Para llevar a cabo el estudio de asociacion con nuestro receptor, elegimos distintos
dinitrobenzoil derivados de aminoacidos como huéspedes porque la experiencia obtenida en
estudios previos del Grupo de Investigaciéon con otros receptores semejantes nos dice que los
grupos dinitrobenzoilo presentes en estos huéspedes proporcionan puntos adicionales de anclaje
con el receptor, tal como ya se ha descrito previamente, lo cual facilita que los asociados formados
sean mas estables y que exista, por tanto, mayor diferencia entre ambos asociados
diastereoméricos, observandose, en consecuencia, una mayor diferencia entre las constantes de

asociacion de cada uno de los enantiémeros del receptor con el correspondiente huésped quiral.
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Para ello, realizaremos una valoracion en la que ambos enantiomeros de nuestro compuesto
competiran por asociarse con dinitrobenzoil derivados de alanina, fenilalanina, leucina y prolina. El
cambio de color hacia tonalidades anaranjadas (que hacen que la muestra, inicialmente de color
verdoso, adquiera un color parduzco) a medida que afadimos el dinitrobenzoil derivado
correspondiente (Figura 9) nos indica la formacién del compuesto de asociacion, debido a la
interaccion por transferencia de carga que tiene lugar entre los anillos aromaticos del
dinitrobenzoilo del aminoacido (pobre en electrones) y del dimetilamino del receptor (rico en

electrones).

Figura 9. Variacion del color de la disolucion del receptor (izquierda) al formarse los asociados con los dinitrobenzoil
derivados de aminodcidos estudiados (derecha).

Al analizar los espectros de RMN H de las mezclas del receptor con los diferentes derivados,
observamos un desdoblamiento de las sefiales del receptor debido a la formacién de los complejos
diastereoméricos (Figura 10). Esto es asi porgue la formacidon del asociado provoca una variacion en
el desplazamiento quimico de los protones del receptor, de tal forma que se observan sefiales
desdobladas en el espectro, estando relacionado el grado del desdoblamiento con la mayor o menor
influencia del huésped con el protéon que ocasiona dicha sefal. Y cada una de las sefiales
desdobladas comprenderd la sefal asociada al tipo de hidrégeno en el receptor libre y la sefial

asociada al mismo tipo de hidrégeno en el asociado con el huésped.

17



L JJ\L;;—J\,DU.&_,_J  S—Y |
L e e
NO,
Receptor 1 + H
O,N
O CO,H
DNB-(L)-Ala
il A N}
i T T T
NO,
Receptor 1 + H
O,N Ph
O CO,H
DNB-(L)-Phe ’L |
M MW ¥, J\J \
T T TR TR TR
Receptor 1 + /©\H/ \‘/Y
CO,H J ﬂ I
DNB-(L)-Leu 'L L\L_MJ L_MJk N il A i

NO,

Receptor 1 +
P O,N

o}
DNB-(L)-Pro

50

5 (ppm)

CO,H

H\

\J J{ MJMW_J ,.JULMH—-M,_J L/M \JL’J

m« U (.

i

ﬁ (ppm)

s 3] 5 L

Figura 10. Comparativa de los espectros de RMN *H del receptor 1 y sus asociados con los diferentes dinitrobenzoil

derivados de aminodcidos estudiados.
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Observaremos un mayor desdoblamiento de las sefiales cuanto mayor sea la relacion de
constantes de asociacion de cada enantidmero del receptor con el huésped. Posteriormente, la
representacion del desplazamiento quimico de alguna de las sefales de cada pareja de asociados
diastereoméricos, a medida que aumentamos la cantidad del dinitrobenzoil derivado, nos permite
calcular los valores de la relacidn de constantes de asociacidn para cada caso, tras el ajuste no lineal

con un programa informatico basado en un algoritmo de Monte Carlo (Figuras 11-14).%*

Valoracion competitiva Receptor 1: Enantiémero (R) Catalizador 1 Huésped: DNB-(L)-Ala
Constante: 0,72 1/M Receptor 2: Enantiomero (S) Catalizador 1

Despl. méx. 1 (ppm): 6,5128

Despl. max. 2 (ppm). 6,6298

& (ppm) receptor 1 5 (ppm) receptor 1 | & (ppm) receptor 2
5.7 56 6.7414 6.7414
6.7012 6.7176
5 (ppm) 6.661 6.6957
receptor 2 6.63 6.6775
6.609 6.6647
6.5843 6.6592
6.5569 6.6446
6.5368 6.6373
6.5168 6.6336
a 6.7 H
MezN
H
a
a

Figura 11. Representacion grdfica de la variacion de los desplazamientos quimicos de los hidrdgenos aromdticos

indicados correspondiente a la valoracion competitiva entre los enantiomeros del receptor 1 y la DNB-(L)-alanina.

21 (a) Lackman, M. L.; Sternell, S. en Applications of Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy in Organic Chemistry,
Pergamon Press, London, 1969. (b) Connors, K. A. en Binding Constants. The Measurement of Molecular Complex
Stability, Wiley-Interscience, New York, 1987. (c) Clare, J. P.; Ayling, A. J.; Joos, J.-B.; Sisson, A. L.; Magro, G.; Pérez-
Payan, M. N.; Lambert, T. N.; Shukla, R.; Smith, B. D.; Davis, A. P. “Substrate Discrimination by Cholapod Anion
Receptors: Geometric Effects and the ‘Affinity-Selectivity Principle’” J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 10739-10746.
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Valoracion competitiva Receptor 1: Enantiomero (R) Catalizador 1 Huésped: DNB-(L)-Phe
Constante: 0,88 1/M Receptor 2- Enantiomero (S) Catalizador 1

Despl max. 1 (ppm): 6,4961

Despl. max. 2 (ppm): 6.5694

3 (ppm) receptor 1 3 (ppm) receptor 1 | & (ppm) receptor 2

6.6 8.5 6.6902 6.6902
6.6519 6.6647
5 (ppm) 6.6135 6.6373
receptor 2 5.5697 6.6135

6.5314 6.588
6.5058 6.5752

H
MezN
H NH O
07 "NH N
OH
» (0]
6.6
Cl R

Figura 12. Representacion grdfica de la variacion de los desplazamientos quimicos de los hidrégenos aromdticos

indicados correspondiente a la valoracion competitiva entre los enantiomeros del receptor 1 y la DNB-(L)-fenilalanina.

Valoracidn competitiva Receptor 1 Enantiomero (R) Catalizador 1 Huésped: DNB-(L)-Leu

Constante: 0,67 1/M Receptor 2: Enantiémero (S) Catalizador 1
Despl. mdx. 1 (ppm): 6,4303
Despl. max. 2 (ppm): 6,6297

& (ppm) receptor 1 3 (ppm) receptor 1 | & (ppm) receptor 2
£.7 66 6.5 6.7432 6.7432
5 (ppm) 6.7176 6.7304
receptor 2 6.6866 6.7158
6.6537 6.7012
6.6263 6.6902
6.5916 6.6775
6.5551 6.6647
6.5113 6.6501
6.4821 6.6391
L H 6.4393 6.6355
6.7
MezN
H
a
a

Figura 13. Representacion grdfica de la variacion de los desplazamientos quimicos de los hidrégenos aromdticos

indicados correspondiente a la valoracion competitiva entre los enantiomeros del receptor 1 y la DNB-(L)-leucina.
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Valoracion competitiva Receptor 1: Enantiémero (R) Catalizador 1 Huésped: DNB-(L)-Pro
Constante: 11 1/M Receptor 2: Enantiomero (S) Catalizador 1

Despl. méx. 1 (ppm): 6,6515

Despl max. 2 (ppm). 6,7415

8 (ppm) receptor 1 5 (ppm) receptor 1 | & (ppm) receptor 2

67 67 67 67 BT BT BT -~ p—
5 (ppm) 67122 6.7231

receptor 2 6.6975 6.7248

6.6884 6.7252

6.6683 6.7266

6.6535 6.7345

6.6537 6.7395

6.73 H
Me2N

6.74

Figura 14. Representacion grdfica de la variacion de los desplazamientos quimicos de los hidrégenos aromadticos

indicados correspondiente a la valoracion competitiva entre los enantiomeros del receptor 1 y la DNB-(L)-prolina.
Para describir lo que ocurre en cada caso, nos fijaremos en la sefal de los hidrégenos
aromaticos préximos al grupo dimetilamino de nuestro receptor, que es el doblete que sale
alrededor de las 6,7 ppm, dado que es la seial elegida para la representacién grafica debido a que
es la que experimenta un mayor movimiento. Como podemos observar en los espectros RMN H
obtenidos (Figura 10), el desdoblamiento que se produce en la sefial (generando lo que parece un
doble doblete, pero que son realmente dos dobletes) para los tres primeros casos no es demasiado
grande, lo que indicaria la formacién de asociados con geometrias y energias similares. Esto es
debido a que las interacciones que se establecen entre el huésped y cada uno de los enantiémeros
del receptor en esos casos son similares. Entonces, podemos deducir que los dinitrobenzoil
derivados de la alanina, la fenilalanina y la leucina no presentan practicamente preferencia de
asociacion por ninguno de los enantidmeros de nuestro receptor, como queda claro al observar que
en esos tres casos la relacidn entre las constantes de asociacion del huésped quiral con los dos

enantiomeros del receptor estd préxima a la unidad.

En el caso del dinitrobenzoil derivado de la prolina, al observar el espectro RMN H, vemos
que la sefal correspondiente a estos hidrogenos se desdobla bastante mas. La diferencia observada
con respecto a los otros derivados quirales se debe, por un lado, a que el grupo amino de la prolina

estd desprovisto de protonesy, por lo tanto, no se pueden establecer interacciones por puentes de
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hidrégeno en esta region que estabilicen el asociado. A esto se le afiade que la cadena lateral del
aminoacido forma un ciclo, el cual le confiere cierta rigidez al compuesto e introduce cierto
impedimento estéreo, que puede tener mas influencia en uno de los dos asociados
diastereoméricos que en el otro, generando la mayor diferencia entre las dos constantes de
asociacioén. Es por ello que, en este caso, se observa una relacion de constantes de asociacién 10

veces superior a la obtenida con los otros dinitrobenzoil derivados estudiados.

A continuacion, se presenta una tabla resumen con los valores de la relacién de constantes de

asociacién para cada uno de los huéspedes estudiados.

Tabla 1. Relacion de las constantes de asociacion de ambos enantiomeros del receptor 1 con cada uno de los

dinitrobenzoil derivados de aminodcidos estudiados.

Huésped Krel
DNB-(L)-Ala 1,39
DNB-(L)-Phe 1,14
DNB-(L)-Leu 1,49
DNB-(L)-Pro 11

Esta constante relativa indicada en la Tabla 2 no es mas que la relacién de constantes de
asociacion del correspondiente huésped quiral con cada uno de los dos enantiémeros del receptor,
y para su calculo, tomamos como referencia, en todos los casos, la sefial de los hidrégenos
aromaticos préximos al grupo dimetilamino de nuestro receptor, ya que tal como comentamos
anteriormente, es la sefial elegida para la representacion grafica debido a que es la que experimenta
un mayor movimiento. Este valor sera el cociente de las constantes de asociacidon de cada uno de
los enantidmeros del receptor con el huésped quiral, por lo que, cuanto mayor sea la constante
relativa, mayor sera la asociacién del huésped con uno de los enantidmeros del receptor respecto

al otro.

Tal como se ha comentado previamente en la discusion de los resultados de desdoblamiento
de sefiales observados en los espectros de RMN *H obtenidos en las valoraciones llevadas a cabo
con cada uno de los huéspedes quirales, los valores obtenidos para la constante relativa con cada

uno de ellos son totalmente compatibles y concordantes con los espectros observados.

A la vista de estos resultados, podriamos concluir que nuestro receptor podria ser utilizado en
la resolucion de mezclas racémicas de prolina o derivados, pero no seria adecuado para otros

aminodcidos, ya que las relaciones de constantes observadas son demasiado bajas. No obstante, no
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hay que olvidar que para darle a nuestro receptor esta aplicacién es imprescindible resolver
previamente su mezcla racémica, ya que tendriamos que utilizar cada uno de los enantiomeros del

mismo de forma pura.

3.4 Resolucion de la mezcla racémica del receptor 1

Cuando se preparan compuestos quirales en el laboratorio, en la mayoria de las ocasiones, lo
gue obtenemos es la mezcla racémica de ambos enantidmeros. Se hace necesario, por tanto, llevar
a cabo la resolucién de dichas mezclas racémicas, ya que muchas veces estas mezclas presentan
caracteristicas diferentes a las de los enantidmeros por separado y lo mas ldgico es que nos interese

tener separados ambos enantidmeros para posteriores aplicaciones.

Los procedimientos mas utilizados para la separacion de mezclas racémicas son la
cristalizacién preferente, la resolucidn cinética y la cristalizacion de derivados diastereoméricos.
Nosotros llevaremos a cabo la cristalizacion de derivados diastereoméricos con diferentes derivados

de aminoacidos y también realizaremos una cristalizacién preferente.

El receptor preparado en este trabajo se obtiene como una mezcla racémica de los

enantidmeros Ry S (Figura 15).

enantiomero R enantiomero S
Figura 15. Enantiomeros del receptor 1.

Vamos a llevar a cabo la resolucion de la mezcla racémica de nuestro receptor mediante la
formacion de compuestos diastereoméricos con algin compuesto quiral adecuado y posterior

cristalizacién preferente de dichos asociados.

Para dicho procedimiento, podria utilizarse, en principio, cualquier acido carboxilico quiral, ya
gue su grupo carboxilo quedara asociado mediante enlaces de hidrégeno a los grupos NH dadores
de la funcidn urea presente en el receptor. No obstante, decidimos seleccionar como huésped para
el estudio la p-clorofenilurea de la (L)-fenilalanina porque la experiencia de los estudios previos
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llevados a cabo en el grupo de trabajo con receptores similares nos indica que los asociados
obtenidos con este huésped son adecuados para nuestro objetivo y porque, segin acabamos de
observar en el estudio de asociacidn realizado con el receptor, la utilizacién de derivados de
aminodcidos como huéspedes implica la formacion de complejos diastereoméricos con geometrias
mas o menos bien definidas, como queda patente por los desdoblamientos de las senales del
receptor observados en los espectros de RMN *H de los asociados. De esta forma, podriamos llegar
a separar esos complejos diastereoméricos por cristalizacién con el huésped adecuado en el que
esté favorecida la cristalizacion Unica o preferente de uno de los asociados. Y la experiencia previa

nos dice que el huésped elegido puede ser el adecuado.

Ademads, contamos con la ventaja de que esa experiencia previa de nuestro Grupo de
Investigacion en la resoluciéon de mezclas racémicas de receptores similares mediante este método,
nos ha permitido optimizar las condiciones experimentales mas favorables para que el proceso
tenga éxito, que son el empleo de medio equivalente del huésped para que esté favorecida la
formacidén del complejo diastereomérico mas estable y la utilizacién de cloruro de metileno como
disolvente y dietil éter como agente de difusién cuando se emplea como huésped el derivado de Ia

fenilalanina elegido.

La formaciéon de complejos diastereoméricos entre nuestro receptor y la urea de la
fenilalanina queda demostrada al comparar entre si los espectros del receptor y los asociados y
observar la aparicion de desdoblamientos en practicamente todas las sefiales del receptor (Figura

16).
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5 (ppm)

Figura 16. Comparativa de los espectros de RMN 1H del receptor 1 (a) y de su asociado con la p-clorofenilurea de la
(L)-fenilalanina (b).

Asi pues, para llevar a cabo la prueba de cristalizacidn, disolvimos 50 mg del receptor en DCM
y afladimos 0,5 equivalentes de la urea de la (L)-fenilalanina. Una vez disuelto, colocamos la
disolucién, dotada de un agitador magnético, dentro de un recipiente cerrado con éter, de modo
gue, a medida que éste se vaya incorporando a la mezcla por difusidn, se produzca la cristalizacion
(Figura 17). Posteriormente, una vez que damos por terminado el proceso de cristalizacion,
deberemos lavar tanto las aguas de cristalizacion como el compuesto cristalizado con una base para
romper el asociado formado entre cada uno de los enantidmeros del receptor y el derivado de

aminodcido y asi aislar dichos enantiémeros.
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Receptor 1 +
Urea-Phe en DCM

Figura 17. Montaje experimental utilizado para la resolucion de la mezcla racémica del receptor 1 por cristalizacion
con la p-clorofenilurea de la (L)-fenilalanina.

Antes de la ruptura del asociado, realizamos el espectro RMN 'H del compuesto que cristalizd
y, al no observar desdoblamiento en ninguna de las sefales, concluimos que Unicamente habia
cristalizado el asociado del derivado del aminoacido con uno de los enantidmeros del receptor. Con
este procedimiento, tras la ruptura del asociado segln se ha indicado previamente, habremos
conseguido, por tanto, uno de los enantiomeros del receptor de forma pura. De forma ideal, las
aguas de cristalizacion contendrian el asociado formado entre el derivado del aminoacido y el otro
enantidmero del receptor. Sin embargo, en nuestro caso, aunque dichas aguas estaban enriquecidas
en el asociado formado por el enantiomero del receptor que no cristaliza, no se encontraba dicho
asociado de forma pura sino mezclado con una pequefia proporcion del asociado que cristaliza, por

lo que solo pudo aislarse de forma pura uno de los enantidmeros del receptor.

. a . —0,041
[a]azm-100 [a]A=T-1OO=—41

Figura 18. Férmula empleada para el cdlculo del valor de poder rotatorio a partir de la medida experimental realizada
(a), donde | es la longitud de la cubeta empleada (1 dm) y c representa la concentracion de la disolucién (en g/100 mL).
La medida se llevo a cabo a temperatura ambiente (t = 202C) y utilizando la linea D del sodio (A =589 nm).

Procedimos a continuacién a realizar la medida del poder rotatorio para el enantiémero del
receptor aislado de forma pura a partir del asociado que cristaliza. Para ello, teniendo en cuenta la
intensa coloracién verdosa que presenta la disolucién de dicho compuesto, nos vimos obligados a
emplear en la medida una disolucién de concentracién baja (0,1 g/100 mL), para minimizar la
interferencia de la coloracion del receptor en la medida. Observando el resultado obtenido en la

medida, vemos que el enantidmero del receptor aislado de forma pura es el levégiro.
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3.5 Estudio de catalisis con el receptor 1: Reaccién de acilacién

Tal como venimos describiendo a lo largo del trabajo, el objetivo principal del receptor
preparado es que pueda servir como catalizador para el proceso industrial de obtencion de
biodiésel, para lo cual, deberd ser capaz de catalizar eficientemente, de forma lo mas parecida

posible a las enzimas naturales, los procesos de acilacién y desacilacién o metandlisis.

Segln hemos indicado previamente, la idea seria poder emplear aceites de bajo coste como
materia prima en el proceso de produccion de biodiesel, pero como el estudio que vamos a llevar a
cabo con nuestro receptor no es mas que una fase preliminar, no utilizaremos triglicéridos como
materiales de partida, sino que elegimos el anhidrido acético como agente acilante por ser una

molécula mas sencilla y reactiva.

Por otra parte, hay que tener también en cuenta que para facilitar el seguimiento de la
evolucién de la reaccidn, se ha empleado un patrén interno de referencia, que es el alcohol
bencilico, el cual se elige de acuerdo a las siguientes caracteristicas que presenta: es un alcohol
primario (como el alcohol de nuestro receptor), es un liquido no volatil (lo que permitira la medida
de sumasa de forma sencilla y con gran precision), el estado de transicién de su reaccién de acilacion
no puede estabilizarse mediante la formacién de enlaces de hidrégeno y la senal de su grupo
metileno geminal al oxigeno hidroxilico en el espectro de RMN *H no produce interferencias con

ninguna de las sefales de nuestro receptor.

El mecanismo de la reaccidon de acilacion que proponemos para nuestro receptor se puede
describir en una serie de etapas analogas a las descritas para la quimotripsina, tal como se muestra
en la figura 19. Como podemos observar, se forma inicialmente un complejo intermedio tras el
ataque nucleofilico del hidroxilo del receptor sobre el grupo carbonilo del agente acilante, el cual
esta favorecido gracias a que el agente acilante se encuentra asociado en la cavidad del receptor a
través de la formacion de enlaces de hidrégeno con los NHs de la funcidn urea. La formacion de este
intermedio provoca que el oxigeno carbonilico del agente acilante adquiera carga negativa, la cual
se estabilizard mediante esos enlaces de hidrégeno con los NHs de la urea y servira, ademas, para
gue los enlaces de hidrogeno se fortalezcan. Posteriormente, se produce la transferencia del protén
desde el hidroxilo nucleofilico del receptor hasta el oxigeno del agente acilante, pero no de forma
directa sino a través de un intermedio en el cual el nitrégeno basico de la pirrolidina actia como
transportador de protdn, ya que dicho protdn es sustraido inicialmente por ese atomo de nitrégeno,
gue es quien lo cede a continuacién al oxigeno del agente acilante. Finalmente, el intermedio
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anterior evoluciona de forma exotérmica hasta la formacién del acetato del receptor, el cual seria
el equivalente al complejo acilo—enzima formado durante la etapa inicial de la reaccion catalizada

por la enzima natural quimotripsina.

YO C|:H3 YO
(0]

N N
- \©\ Y Hsc” \@\ \[(O
N,H*f——/o N’H“\/o

H/ O/H H/ O/H

- -

o N o N

LD LA

HaC HaC

o
HsC Y HsC

OH
Figura 19. Mecanismo propuesto para la reacciéon de acilacién del receptor 1.

Para llevar a cabo el estudio de la reaccidn de acilacién, tratamos una disolucidon 102 M de
nuestro receptor en cloroformo deuterado con una gota de anhidrido acético como agente acilante.
Empleamos sélo una gota debido a que al realizar el estudio con una mayor cantidad de anhidrido
acético observamos que la reaccién se producia muy rdpidamente y no nos daba tiempo a seguirla
adecuadamente. No obstante, esta pequefia cantidad de anhidrido acético ya supone la utilizacién
de un exceso de reactivo, lo cual es importante para facilitar el estudio, ya que implica la
transformacién del orden de la reaccion de 2 a pseudo-1, haciendo que la velocidad de la misma ya

solo dependa de la concentracion del otro reactivo (nuestro receptor).

Utilizamos un equivalente de alcohol bencilico como referencia para el estudio y para seguir
el avance de la reaccidn, registramos los espectros RMN *H a distintos tiempos. Es importante
confirmar, antes de llevar a cabo el estudio, que nuestro receptor se encuentra en su forma neutra

y no como clorohidrato, ya que, necesitamos que el par libre de electrones del nitrdgeno basico de
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la pirrolidina se encuentre libre para poder actuar como transportador del protdn, tal como se ha

descrito previamente (Figura 19).

Y

e n

——

)

l\...,”\..fw\m‘_w%wqw' L-‘mem,

P I U T R S

P R

=

fE

"
e ,,\\ L R \«I\‘mv,,v e ,.,.,,,m”q e ”‘wwn,,j..,,.m.,xj TN

MJ\,J M BTN LA
| t=10min
] J'“l ’
| AN N, 5 \
i - AN BAN, IR VNSRROY | e
S T VS S ) 5 1% 532 R R A 28
‘ t=15min
, A\ Ll. 1
S TRV SOOI Y I UURIDNL L L VORI ¥ A P
T TS TR R TR TR TR T T TR TR R R
t =20 min
e SN A~ ST SR N0 N .V, W \‘\_".H N oo s b
;
t =25 min
i I |
, | L
DR [N AJ RSO WY A T P f\._ﬂvﬂ‘l SN e ..,.;\‘ S

ﬁ t =30 min

,
Wi
M .
[PUUTWY | | N P YUY SSUD  SRUVSIAYY S SNY | L VALY | | Ly
| t =35 min
" L
W
Y Auw_www'lk»-,ﬂmwwu-_;\-w-.w-fblk mmmmmmmmmmm ol e zvﬂ NS |

wmmmriond)

8 (ppm)

Figura 20. Evolucién de la reaccién de acetilacién del receptor 1 con anhidrido acético.

Registramos inicialmente el espectro de la mezcla de reaccién formada por la disolucion del

receptor y el alcohol bencilico en deuterocloroformo para poder identificar las sefales que vamos

a seguir durante la reaccién de acilacidn, que no son otras que las del grupo metileno geminal al

oxigeno hidroxilico del receptor. Posteriormente, afiadimos el exceso de anhidrido acético y vamos
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registrando de nuevo el espectro a distintos tiempos de reaccion, de tal forma que la integracion de
las sefiales del citado grupo metileno en el receptor y en su acetato nos permite seguir el avance de

la reaccidn (Figura 20).

Mediante la integracién de estas sefiales que aparecen en el espectro, somos capaces de
calcular las concentraciones de nuestro catalizador y de su acetato a medida que transcurre la
reaccién, observando que a los 35 minutos se alcanza practicamente la conversion completa (Figura
20). En estas condiciones, realizamos el calculo del tiempo de vida media del receptor y obtenemos
un valor de 18 minutos. Este valor es bastante bueno, aunque ya se habian obtenido previamente

valores similares o incluso inferiores en el Grupo de Investigacion.

3.6 Estudio de catélisis con el receptor 1: Reaccion de desacilacion

Como hemos visto, para poder utilizar nuestro receptor como catalizador, no basta
Unicamente con estudiar el proceso de acilacion, sino que es necesario también que el receptor
acetilado pueda transferir el grupo acetato a otro alcohol. Por ello, llevamos a cabo el estudio de la
reaccion de desacilacién, con la esperanza de obtener resultados prometedores con este nuevo
receptor, ya que los propuestos en trabajos anteriores por este Grupo de Investigacidn presentaron

tiempos de vida media muy elevados para esta reaccién.

Aligual que en el proceso de acilacién, podemos proponer un mecanismo de reaccién para el
proceso de desacilacién de nuestro receptor (Figura 21), que es similar al mecanismo de ruptura del
intermedio acilo—enzima en las reacciones de hidrdlisis catalizadas por la quimotripsina. Seguln
podemos observar, se produce en primer lugar el ataque nucleofilico del alcohol que va a recibir el
grupo acetato sobre el grupo carbonilo del acetato de nuestro receptor, lo que da lugar a la
formacién de un intermedio tetraédrico con el oxigeno carbonilico cargado negativamente. Esta
carga negativa se encuentra estabilizada a través de la formacidn de enlaces de hidrogeno con los
NHs de la urea del receptor, los cuales son especialmente fuertes precisamente por la presencia de
la carga. A continuacion, se transfiere el protén desde el hidroxilo nucleofilico del alcohol hasta el
nitrégeno basico de la pirrolidina y se regenera la estructura carbonilica, de manera que, por un
lado, se rompe el complejo acilo—receptor y se desprende el acetato del nuevo alcohol y, por otra
parte, tiene lugar un equilibrio acido—base en el que hay una transferencia de proton desde el
nitrégeno protonado de la pirrolidina al grupo alcoxilo del receptor para regenerarlo y cerrar el ciclo

catalitico.
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Figura 21. Mecanismo propuesto para la reaccion de desacilacién del receptor 1.

Para llevar a cabo el estudio de la reaccidon de desacilacidn, hicimos reaccionar una disolucién
102 M del acetato de nuestro receptor con metanol deuterado directamente en un tubo de RMN
para facilitar el estudio de la evolucién del proceso. Al emplear el metanol como disolvente,
tenemos un exceso del mismo y de nuevo podemos tratar la reaccién como de pseudo primer orden

en lugar de segundo orden, lo que simplifica mucho el andlisis de los resultados.

Al igual que en el caso anterior, realizamos el seguimiento de la reaccién mediante el registro
de espectros RMN *H al inicio de la reaccién y a distintos tiempos, y por integracion de las sefiales

del acetato del receptor y del receptor libre (Figura 22).

Observamos que, aunque si se produce la transferencia del grupo acetato del receptor, ocurre
de manera muy lenta, no alcanzandose una conversion muy avanzada hasta las 27 horas y 25
minutos, y obteniéndose un tiempo de vida media para el receptor acetilado de 16 horas. Estos
resultados son algo mejores que los proporcionados por los catalizadores sintetizados con
anterioridad, pero, aun asi, el tiempo de vida media sigue siendo demasiado elevado como para
poder considerar viable el uso de nuestro receptor como catalizador en el proceso industrial de

produccion de biodiesel.

31



t=0min

A

F

t=6h 20 min
MezN

t=20h 40 min

t=22h
MezN
A, st Wi s

t = 24h 30 min

jg(

w4434z a1 e 39 38 37 36 38 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20

t=27h 25 min

I i i TR R B S B S Sl i 1 S e Y S R S R )

5 (ppm)

Figura 22. Estudio de la reaccion de metandlisis del acetato del receptor 1.
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4.- Conclusiones

Teniendo en cuenta los datos y los resultados expuestos en este trabajo, asi como los
resultados obtenidos previamente por el Grupo de Investigacion, podemos llegar a las siguientes

conclusiones:

1. Paralaimitacion de la actividad catalitica de la enzima quimotripsina, es necesario que la
molécula propuesta contenga en su estructura un grupo basico que simule el grupo
imidazol de la histidina y un hidroxilo nucledfilo que simule el de la serina, ademas de un
atomo de oxigeno capaz de formar un oxianién como el que forma el acido aspartico en la
enzima natural. También hemos observado que la presencia de grupos capaces de formar
enlaces de hidrogeno que estabilicen el intermedio de reaccién favorece la actividad
catalitica.

2. Se ha disefiado un receptor con esqueleto de cromano funcionalizado para catalizar la
transesterificacion de triglicéridos mediante un mecanismo similar al mecanismo de
accion de la quimotripsina.

3. Se hallevado a cabo la sintesis del receptor 1.

4. Se haresuelto la mezcla racémica del receptor 1 mediante la cristalizacién preferente del
asociado formado entre el receptor y un compuesto quiral, aunque Unicamente se pudo
aislar el enantidmero levdgiro.

5. Se han llevado a cabo estudios de asociacion del receptor 1 con una serie de derivados de
aminodacidos, con el objetivo de poder emplear este receptor para la resolucidon de mezclas
racémicas de aminodcidos, aunque Unicamente se han obtenido resultados satisfactorios
en el caso de la prolina.

6. Se harealizado un estudio cinético de la reaccion de acilacidon de receptor 1 con anhidrido
acético como agente acilante, obteniéndose un tiempo de vida media para el receptor 1
de 18 minutos, que, aunque se traduce en una buena actividad catalitica, no mejora los
resultados obtenidos previamente por el Grupo de Investigacion.

7. De la misma manera, se ha estudiado la reaccién de desacilacidén del receptor 1 en
presencia de metanol deuterado (metandlisis del acetato del receptor), obteniéndose un
tiempo de vida media para el acetato del receptor de 16 horas, lo que resulta demasiado

elevado para emplear el receptor 1 en la practica.
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5.- Desarrollo Experimental

5.1 Técnicas instrumentales y cromatograficas

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se registraron en un espectrémetro
Bruker WP-200-SY (200 MHz para H) (Departamento de Quimica Orgdnica de la Facultad de Ciencias
Quimicas) y Varian 200 Mercury VS 2000 (50 MHz para *3C) y Avance Neo con criosonda (400 MHz
para 'H y 100 MHz para 3C) (Servicio de Resonancia Magnética de la Universidad de Salamanca).
Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por millon (ppm) empleando la sefial del
disolvente (CDCls; 7,26 ppm) y del tetrametilsilano (TMS 0,0 ppm) como estdndares internos. Las
constantes de acoplamiento (J) se expresan en hercios (Hz) y, para indicar las multiplicidades, se han
empleado las siguientes abreviaturas: s (singlete), d (doblete), dd (doblete de dobletes) y m

(multiplete).

Los espectros de masas se realizaron en el Servicio de Espectrometria de Masas de la
Universidad de Salamanca, a cargo del Dr. D. César Raposo Funcia. Los espectros fueron registrados
con espectrémetros cuadrupolo-tiempo de vuelo (TOF) Applied Biosystems QSTAR XL (dedicado a la
identificacion y elucidacidon estructural) y Waters ZQ 4000 (dedicado a la identificacion de

compuestos de alto peso molecular y alta polaridad) empleando ionizacién por electrospray (ESI).

Los poderes rotatorios (o) se midieron en un polarimetro Perkin Elmer 341 con cubetas de 10

cm de paso dptico, usando la linea D del Na a una longitud de onda de 589 nm.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en forma de pelicula, con una ventana de

NaCl, y se registraron en un espectrofotémetro Nicolet IR100. Las bandas se expresan en cm™.

La cromatografia de capa fina (CCF) se realizd en placas de 0.2 mm de gel de silice 60 Fzsa
soportado sobre aluminio (Merck), empleando una lampara ultravioleta de 254 nm de longitud de

onda para su revelado.

Para la cromatografia en columna, se empled gel de silice Chromagel 60 A. C. C. 70-200 pum

como fase estacionaria.
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5.2 Preparacién y caracterizacion de los compuestos

6-Cloro-4,4-dimetil-8-nitrocroman-2,2-dimetilester (3)

Sobre una suspension del compuesto 3 (2,5 g; 8,0 mmol) en CHxCl; (4,8 mL), se afiade HNO3
(1,7 mL; 40,0 mmol) gota a gota en una vitrina de gases desde un embudo de adicion. Acabada la
adicién, se observa por espectro de RMN *H de una alicuota tomada directamente del medio que la
reaccién ha finalizado, por lo que se vierte la mezcla de reaccién sobre agua con hielo para enfriarla
y se transfiere a un embudo de decantacién, donde se decantan las fases y se extrae la fase acuosa
con DCM (2 x 15 mL). La fase organica se seca a continuacion sobre Na,SOa4 anhidro, se filtra y se
elimina el disolvente por destilacion a presidn reducida en el rotavapor, aisldndose el producto 3 en

forma de sélido amarillo (2,7 g; 93%).

RMN H (200 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 1,30 (6H, s); 2,52 (2H, s); 3,82 (6H, s); 7,41 (1H, d, J = 2,6 Hz);
7,68 (1H, d, J = 2,6 Hz).

RMN 3C (50 MHz, CDCl3) & (ppm): 30,7 (2CHs); 31,3 (C); 40,3 (CH.); 53,9 (2CHs); 81,1 (C); 123,7 (CH);
126,5 (C); 130,5 (CH); 136,0 (C); 144,0 (C); 152,5 (C); 167,5 (2C).

EMAR (ESI): 358,0690 (M+H)*; 380,0508 (M+Na)*; calculado para CisH16CINO7Na: 380,0507.

Acido 6-cloro-2-metoxicarbonil-4,4-dimetil-8-nitrocroman-2-carboxilico (4)

KOH (1 eq)

MeOH c

Sobre una disolucién del compuesto 3 (2,7 g; 7,5 mmol) en metanol (15,0 ml), se afiade una
disolucién de hidréxido potasico (495 mg; 7,5 mmol) en metanol (13,0 ml) y la mezcla resultante se

calienta durante 10 minutos a reflujo en un bafio de silicona. A continuacién, afiadimos acido

35



clorhidrico concentrado a la disolucién hasta conseguir medio acido, y eliminamos el metanol por
destilacién a presidén reducida en el rotavapor. Extraemos la disolucion obtenida con AcOEt
(2 x 15 ml) y la fase organica resultante se extrae con una disolucion acuosa de Na,COs al 4%, que
transforma el acido en su correspondiente sal soluble en agua y nos permite separarla del producto
de partida que ha quedado sin reaccionar. La fase acuosa obtenida de esta extraccién se acidula con
acido clorhidrico concentrado y se extrae de nuevo con AcOEt (2 x 10 ml). Finalmente, secamos la
disolucién organica asi obtenida con sulfato de sodio anhidro, filtramos y evaporamos el disolvente
por destilacidon a presidn reducida, obteniendo 1,7 g (64%) del compuesto 4 en forma de sdlido

amarillento.

RMN !H (200 MHz, CDCls) & (ppm): 1,28 (3H, s); 1,37 (3H, s); 2,42 (1H, d, J = 14,3 Hz); 2,73 (1H, d,
J=14,3 Hz); 3,85 (3H, s); 7,46 (1H, d, J = 2,7 Hz); 7,55 (1H, s ancho); 7,75 (1H, d, J = 2,7 Hz).

RMN 3C (50 MHz, CDCls) & (ppm): 30,0 (CHs); 30,1 (CHs); 31,3 (C); 39,9 (CH,); 54,0 (CHs); 81,0 (C);
123,7 (CH); 126,8 (C); 130,6 (CH); 136,0 (C); 139,6 (C); 143,3 (C); 166,6 (C); 170,2 (C).

EM (ESI): 344,05 (M + H)*; 366,03 (M + Na)*; calculado para C14aH1sCINO7: 344,05.

6-Cloro-4,4-dimetil-8-nitro-2-(pirrolidin-1-carbonil)croman-2-carboxilato de metilo (5)

Sobre una disolucién del compuesto 4 (1,7 g; 4,8 mmol) en CH,Cl; (9,0 ml) anadimos, en
vitrina, PCls (1,2 g; 5,9 mmol) en pequefias porciones y con continua agitacion hasta la completa
disolucién del reactivo y el cese del desprendimiento de gases. A continuacion, eliminamos el CH,Cl;
y el POCl3, que se forma como producto secundario, mediante destilacidén a presion reducida en el
rotavapor. Suponemos que esta reaccidon es cuantitativa, es decir, que todo el reactivo se

transforma en el cloruro de 4cido correspondiente.

Seguidamente, disolvemos este cloruro de acido (de color rojizo) en la minima cantidad

posible de CH,Cl; y afiadimos gota a gota y en vitrina, mediante un embudo de adicién, un exceso
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de pirrolidina (0,9 mL; 10,9 mmol), observando un fuerte calentamiento y un gran desprendimiento
de gases. Una vez que la mezcla acaba de reaccionar y se enfria, afiadimos una disolucion acuosa de
acido clorhidrico 2M hasta conseguir un pH acido para neutralizar el compuesto. Realizamos en ese
momento dos extracciones consecutivas del producto con CH,Cl; (10 ml) y, a continuacién, una mas
con AcOEt (10 ml). Por ultimo, afiadimos sulfato de sodio anhidro para secar la disolucidn orgénica
obtenida, la filtramos y eliminamos el disolvente mediante destilacion a presion reducida en el
rotavapor, obteniendo el compuesto 5 (1,7 g; 90%) en forma de sdlido de color amarillo intenso, el

cual puede purificarse por cristalizacion con mezclas de DCM/hexano.

RMN !H (200 MHz, CDCls) & (ppm): 1,25 (3H, s); 1,36 (3H, s); 1,80-1,88 (4H, m); 2,41 (1H, d,
J=14,8 Hz); 2,77 (1H, d, J = 14,8 Hz); 3,16-3,25 (2H, m); 3,74-3,53 (2H, m); 3,74 (3H, s); 7,42 (1H, d,
J=2,7Hz); 7,68 (1H, d, J = 2,7 Hz).

RMN %3C (50 MHz, CDCl3) & (ppm): 23,2 (CH)); 26,6 (CH,); 30,0 (CHs); 31,1 (C); 31,2 (CHs);
41,0 (CH,); 46,6 (CHa); 47,9 (CH,); 53,1 (CHs); 81,7 (C); 123,3 (CH); 126,1 (C); 130,7 (CH); 136,4 (C);
139,8 (C); 144,3 (C); 162,8 (C); 169,4 (C).

EM (ESI): 397,15 (M + H)*; 419,09 (M + Na)*; calculado para CigsH22CIN2Oe: 397,11.

6-Cloro-8-(3-(4-dimetilaminofenil)ureido)-4,4-dimetil-2-(pirrolidin-1-corbonil)croman-2-

carboxilato de metilo (6)

1) Zn/AcOH
2) COCl,

Comenzamos anadiendo el compuesto 5 (1,7 g; 4,3 mmol) poco a poco y con constante
agitacién, sobre una suspension de Zn (2,1 g; 32,3 mmol) en 4cido acético (7,0 ml). Una vez acabada
la adicién, comprobamos que ha reaccionado todo el producto mediante cromatografia de capa fina
de una alicuota tomada del medio de reaccién y trabajada sobre agua y extrayendo con acetato de

etilo. Eliminamos entonces el Zn mediante filtracidn a vacio, lavandolo con acetato de etilo para
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asegurarnos de recuperar todo el producto que pueda haber quedado adherido a éste. A
continuacion, se elimina el acetato de etilo y la mayoria del acido acético por destilacién a presion
reducida en el rotavapor y la mezcla bruta resultante se vierte sobre agua para conseguir la
precipitacion del producto de reaccidn, que es un sdélido de color amarillento que se recupera por
filtracion a vacio. Las aguas de filtracion se extraen posteriormente con acetato de etilo (2 x 10 mL)
para recuperar los posibles restos del producto sin cristalizar, obteniéndose en total entre las dos
fracciones (sélido + extracto) 1,5 g (93%) de la amina intermedia deseada, la cual se emplea

inmediatamente para la siguiente reaccion.

Disolvemos esta amina obtenida (1,5 g; 4,0 mmol) en tolueno (33,0 ml) y enfriamos esta
disolucién a 0°C en un bafio de hielo. Una vez fria, le afiadimos una disolucién de Na,COs (1,2 g; 10,9
mmol) en agua (6,7 ml) mientras mantenemos una agitacion constante. Seguidamente, adicionamos
sobre esta mezcla una disolucion comercial de fosgeno al 20% en tolueno (4,1 ml; 6,3 mmol) y
dejamos reaccionar durante un par de minutos. La disolucién obtenida se decanta, y la fase orgdanica
se lava con agua (2 x 20 ml) y se seca con sulfato de sodio anhidro. A continuacidn, filtramos y
eliminamos el disolvente mediante destilacién a presidn reducida, obteniendo el isocianato
correspondiente en forma de aceite de color ambar (1,44 g; 91%), que se hace reaccionar tal cual

en el siguiente proceso.

Para el paso final de la reaccién, sobre una disolucidn de este isocianato (1,44 g; 3,7 mmol) en
DCM (4,0 mL), afladimos con agitacién constante p-dimetilaminoanilina (500 mg; 3,7 mmol),
previamente sublimada para su purificacion. Una vez disuelta la amina aromatica, eliminamos el
disolvente por destilaciéon a presién reducida. Para purificar la urea obtenida, realizamos una
cromatografia en columna, empleando como fase mavil mezclas de CH,Cl,/AcOEt de polaridad
creciente, lo que nos permitié obtener el compuesto 6 (1,4 g; 62%) en forma de sélido de color

amarillento.

RMN !H (400 MHz, CDCls) 6 (ppm): 1,30 (3H, s); 1,33 (3H, s); 1,73-1,88 (4H, m); 2,77 (1H, d,
J=14,3 Hz); 2,82 (1H, d, J = 14,3 Hz); 2,98 (6H, s); 3,23-3,28 (1H, m); 3,41-3,62 (1H, m); 3,78 (3H, s);
6,75 (2H, d, J=9,0 Hz); 6,96 (1H, s, d, /= 2,5 Hz); 7,18 (1H, s ancho); 7,27 (2H, d, /= 9,0 Hz); 7,59 (1H,
s ancho); 8,15 (1H, d, J = 2,5 Hz).
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RMN 13C (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 22,9 (CH2); 26,8 (CH2); 29,7 (CHs); 30,1 (CHs); 30,9 (C); 40,6
(2CH3s); 41,0 (C); 46,8 (CH2); 48,2 (CH2); 53,2 (CHs); 82,5 (C); 113,1 (2CH); 115,6 (CH); 116,6 (CH);
125,1 (2CH); 126,3 (C); 127,0 (C); 128,9 (C); 133,4 (C); 139,2 (C); 148,5 (C); 154,1 (C); 164,5 (C);
169,7 (C).

IR (pelicula) v (cm™): 722,3; 832,9; 1214,1; 1446,2; 1529,1; 1667,2; 1750,1; 2877,3; 2949,1; 3335,9.

EM (ESI): 529,23 (M + H)*; calculado para C27H34CIN4Os: 529,21.

1-(6-Cloro-2-hidroximetil-4,4-dimetil-2-(pirrolidin-1-carbonil)croman-8-il)-3-

(4-dimetilaminofenil)urea (1)

Cl

Sobre una suspension de LiAlH4 (262 mg; 6,8 mmol) en THF anhidro (6,8 ml), en la que hemos
colocado un globo de argdn para mantener una atmédsfera inerte, vamos afiadiendo poco a poco y
mediante un embudo de adicidn, una disolucién del compuesto 6 (1,2 g; 2,3 mmol) en THF anhidro
(4,5 ml). Acabada la adicidn, se calienta a reflujo la mezcla durante 30 segundos con una pistola de
aire caliente y a continuacién, tras comprobar que la reaccién ha finalizado mediante una
cromatografia en capa fina de una alicuota tomada del medio de reaccidn y trabajada sobre agua y
extrayendo con acetato de etilo, se enfria la mezcla y se afiade agua muy poco a poco para formar
el hidréxido de aluminio, que es un sélido blanco, y de esta forma poder eliminarlo mediante
filtracién a vacio. Este filtrado se extrae con AcOEt (3 x 10 ml), y las fases orgdnicas resultantes se
secan con sulfato de sodio anhidro y se filtran. Por ultimo, para purificar el compuesto obtenido,
realizamos una cromatografia en columna empleando como fase movil disoluciones de CHCly,
AcOEt, MeOH y NHs;, de manera que su polaridad vaya en aumento. Tras la eliminacién del
disolvente mediante destilacion a presion reducida, obtenemos nuestro receptor 1 en forma de

solido de color verdoso oscuro (960 mg; 87%).
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RMN H (400 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,26 (3H, s); 1,31 (3H,s); 1,62 (2H, s ancho); 1,62-1,71 (4H, m);
2,49-2,59 (2H, m); 2,61-2,71 (2H, m); 2,84 (1H, d, J = 13,3 Hz); 2,97 (1H, dd, J = 1,2; 13,3 Hz); 2,84
(1H, dd, J =1,6; 11,7 Hz); 3,73 (1H, d, J = 11,7 Hz); 6,71 (2H, d, J = 9,0 Hz); 6,84 (1H, d, J = 2,5 Hz);
7,12 (1H, s ancho); 7,24 (2H, d, J= 9,0 Hz); 7,81 (1H, s ancho); 8,15 (1H, d, J = 2,5 Hz).

RMN 13C (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 23,8 (2CH,); 31,2 (C+CHs); 32,0 (2CHs); 40,9 (2CHs); 43,3 (CHy);
56,0 (2CH>); 63,5 (CH,); 69,9 (CHa); 78,3 (C); 113,3 (2CH); 117,1 (CH); 118,5 (CH); 123,8 (2CH); 126,7
(C); 127,4 (C); 130,3 (C); 133,2 (C); 138,3 (C); 148,2 (C); 153,7 (C).

IR (pelicula) v (cm™): 733,1; 837,9; 1212,8; 1323,1; 1449,9; 1521,5; 1543,6; 1609,8; 2960,6; 3335,5.

EMAR (ESI): 487,2470 (M + H)*; calculado para C27H3sCIN4Os: 487,2470.
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