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Introduccio

Introduccio

1.1. Aspectes generals

L’enantioselectivitat no és un fet anecdodtic de la natura, ja que tots els organismes
vius estan constituits per molécules quirals (a-aminoacids, acids nucleics, sucres,...)
i en molts processos aquesta caracteristica juga un paper clau. Aixi per exemple, en
processos mediats per catalisi enzimatica només es desencadena la resposta en
unir-se al centre actiu de I'enzim la molécula que presenta una estereoquimica

determinada.’

En les ultimes décades, el fenomen de I'enantioselectivitat ha anat adquirit una
importancia creixent per a la industria farmacéutica a I'hora del desenvolupament de
nous farmacs. Aixd és degut a la observacié d’'una diferent resposta per part de
'organisme en funcié de I'estereoquimica de la molécula exdgena administrada,
ocasionada per l'elevada estereoselectivitat dels processos fisiologics. Diferents
exemples es poden trobar a la literatura a partir del desastre produit pel farmac
anomenat talidomida, en qué es va responsabilitzar la forma S de I'efecte teratogen
mentre s’assigna l'accié sedant a la R. Molts altres farmacs quirals presenten una
dicotomia d’efectes pels enantiomers. A mode d’exemple I'anestésic prilocaina
presenta diferéncies d’activitat entre enantiomers. En aquest cas la forma de
configuracié6 S posseeix majoritariament l'accid anestésica, mentre que la R és

responsable dels efectes toxics del farmac, que pot produir metahemoglobinémia.

Aixi doncs, [l'administracio, i per tant la comercialitzaci6 de farmacs
enantioméricament purs, simplifica aspectes farmacologics, farmacocinétics,
terapéutics i toxicoldogics de [laccid dels farmacs. Altres avantatges que
s’aconsegueixen amb aquest procedir sén la disminucié de la dosi de farmac
requerida per a produir I'efecte desitjat i la menor variabilitat interpersonal de I'efecte

produit per una determinada dosi.

Tot i aixd, no es va plantejar I'administraci6 de nous farmacs quirals com a
enantiomers unics fins a la década dels anys 80. Va ser en aquest periode que es
desenvoluparen métodes analitics altament selectius que van permetre detectar i

quantificar la preséncia dels dos enantiomers en mostres, i métodes de sintesi
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enantioselectiva i de separaci6 amb els quals s’aconsegui fer de la produccié
d’enantiomers aillats un procés assequible.?

Degut a les diferéncies farmacologiques originades pels enantiomers i els avengos
tecnologics realitzats per a la seva produccidé separada, I'any 1992 les autoritats
sanitaries establiren condicions per al desenvolupament de nous farmacs quirals,
essent més estrictes els requeriments exigits pel registre i comercialitzacié de les
noves formes farmacéutiques.® Aixi, tot i no prohibir la comercialitzaci6 de nous
farmacs com a barreja racémica, es promogué el desenvolupament dels nous
farmacs quirals enantioméricament purs. També, es va dinamitzar la comercialitzacié
de chiral switches, és a dir, la posada al mercat de I'enantiomer més actiu de
farmacs que anteriorment havien estat comercialitzats en la seva forma racémica
(Figura 1.1).*

CHj3

o N7 H, ,OHH
/C[Nyg N HO Meeny
N OCH 3
3
HsCO N\H CHj HO
Esomeprazol Levalbuterol
(antisecretor gastric) (broncodil.latador)
0
Na N=
CHs [ NO—Q
X OH N/ K \ /
CHy H 0
0
HaC o)\N/\
N
K/ “CH;,
Dexibuprofén Eszopiclona
(antiinflamatori) (ansiolitic)

Figura 1.1. Exemples de farmacs, comercialitzats inicialment com a racémics, dels que ara es

comercialitza el seu eutomer (enantiomer més actiu) (chiral switches).

En paral-lel, en els ultims anys s’ha observat un increment important de nous
principis actius comercialitzats com a formes enantioméricament pures, respecte a

formes racémiques (Figura 1.2).°
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a)
B % racemates
B % single enantiomers
m % achiral

b)

enantiomers
44 %

Racemates
18%

Figura 1.2. a) Evolucioé del percentatge de farmacs comercialitzats com a racémics i enantiomericament

purs de I'any 1983 al 2006 b) percentatge de farmacs comercialitzats de cada tipus en I'actualitat.

1.2. Métodes preparatius per a I’'obtencié d’enantiomers

A Thora de produir substancies enantioméricament pures en grans quantitats es
poden abordar dues aproximacions: la sintesi estereoselectiva de I'isomer desitjat, o

bé, la separacio dels dos enantidmers d’'una barreja racémica.

La sintesi estereoselectiva, tot i implicar I'obtenci6 majoritaria de I'enantidmer
desitjat, suposa un procés sovint costés i laboridés. A més, el producte obtingut
acostuma a requerir d’'una posterior fase d’enriquiment de la forma desitjada, ja que
la puresa enantiomérica obtinguda no sol assolir els requeriments estipulats per les

autoritats reguladores.
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Per contra, la separacié d’enantiomers a partir d’'una barreja racémica suposa un
rendiment limitat al 50% en 'etapa en qué es realitza la separacid, cosa que redueix
el rendiment global del procés de produccié. No obstant, 'enantiomer no desitjat se
sol racemitzar i aixi es recicla i es millora el rendiment. Tot i aixi, no sempre
I'obtencié de la mescla racémica és un inconvenient, ja que en els primers estadis
del desenvolupament dels nous farmacs, s’han de realitzar assajos amb els dos
enantidbmers per separat® i aqui la sintesi del racémic combinada amb I'is de les

técniques separatives son la primera eleccio.

Una de les técniques de separacio més emprades a nivell industrial és la resolucié
per cristal-litzaci6 fraccionada dels propis enantiomers, si aquests formen un
conglomerat o, més correntment, la cristal-litzacié de derivats diastereomeérics dels
enantiomers. Aquest procediment es basa en la interaccié que es produeix entre una
mescla racémica amb un material opticament actiu (agent de resolucid) per a donar

dos derivats diastereomérics, normalment sals, tal i com es mostra (Figura 1.3).”

(RS-A + (R-L —» (R-AL(R) + (S-AL-(R)

Agent de Saln

Racem -
acemat resolucio

Salp

Figura 1.3. Derivatitzacié d’una barreja d’enantiomers amb un agent de resolucié quiral per tal de formar
derivats diastereomeérics. Posteriorment la barreja de diasteredmers es podra separar utilitzant métodes

diversos, entre ells un dels més utilitzats és la cristal-litzacio.

Els derivats que es formen tenen diferents propietats fisico-quimiques i poden
separar-se per diferents métodes, per exemple, per cromatografia, tot i que el
métode més eficient per a separar diasteredmers quan es tracta de sals és la
cristal-litzacié. Aquest és el procediment utilitzat en la obtencié de molts farmacs.
Aixi es realitza la cristallitzacié selectiva dels diasteredmers obtinguts a partir del
propi farmac o un dels seus intermedis amb un agent de resolucié. Aquest és el cas
de farmacs com la rivastigmina, la setralina, l'orlistat, el benazepril o la fosfomicina,

entre molts d’altres (Figura 1.4).
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COOEt COOE el o o
N
g 0 acid L-tartaric g 0
CH30H W N

e @j‘“”z = N N\—cooH

Agent de 0

resolucié .

Intermedi Benazepril

(excés enantioméric: 98 %)

Figura 1.4. Obtenci6 del benazepril per cristal-litzacioé diastereoselectiva de la sal formada entre el seu

intermedi i I'acid L-tartaric utilitzat com a agent de resoluci6.®

Existeixen procediments enzimatics que s'utilitzen amb la mateixa finalitat. Com en
el cas anterior, acostuma a realitzar-se en primer lloc una derivatitzacié del compost
per tal qué posteriorment hi actui de forma estereoselectiva I'enzim seleccionat.
D’aquesta manera s’obté un dels antiinflamatoris no esteroides (AINE) més
dispensats com a forma enantioméricament pura, el dexketoprofén trometamol
(Enantyum®) (Figura 1.5).°

0 CHg o CHs
lipasa de

EtOH (¢ CHa
COOH ——— 3= N -
o} Ophiostoma novo-ulmi

Dexketoproféen

Figura 1.5. Procediment de resoluci6é enzimatica utilitzat per a I'obtencié del dexketoprofen.

Tot i aixo, les técniques cromatografiques de separacio directa dels enantidomers
s’utilitzen cada cop més. Tenen al seu favor el fet de ser d’aplicacié per compostos
de diversa estructura sense el requeriment d’una derivatitzacié prévia o la condici6é
d’aplicacié a materials solids, i per tant, es tracta de procediments molt generals. No
obstant, es poden utilitzar de forma exclusiva o en combinacié amb les técniques de
separacio o de sintesi enantioselectiva. De totes les modalitats de cromatografia, la
de simulated moving bed o cromatografia de llit mobil simulat (SMB) és la més usada
a escala preparativa.”® Un dispositiu de SMB esta format per multiples columnes
quirals disposades en forma anular entre les que es canvia de forma periddica
mitjancant valvules I'entrada i la sortida de dissolvents, el punt d’injeccié de barreja i
de recol-leccié de derivats purificats (Figura 1.6). Amb aquest canvi, realitzat sempre

en la mateixa direccié en la que circula la fase mobil liquida, es simula el moviment
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de la fase solida en direccidé contraria, aconseguint aixi un procés continu que
permet millorar I'aprofitament de la fase estacionaria (FE) i disminuir el consum de
dissolvent emprat, respecte la cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC)

convencional."

enantiomer
més retingut

o b) ﬁ_- .—.

3 o Sentit del flux | del
canvi de posicid
Tentrades | sortides
W =

fase mbbil —

enantibmes
a) miés retingut

racimibc
e o Sentit del flux | del

canvi de poslcld
l dentrades | tortides

P ot |
fase mobil () \. enantibmer

menys retingut

enantibmer
menys retingut

Figura 1.6. a i b) Esquema del funcionament d’'un sistema SMB. c) Sistema SMB de vuit columnes de

30 cm de diametre intern. (Daicel Corporation, Arai, Japo).

L’inconvenient d’aquesta metodologia és I'elevat preu de I'equipament, que requereix
de cinc bombes per tal de fer circular la fase liquida per les quatre entrades i sortides
i pel sistema anular de columnes. Per aix0, el desenvolupament de noves técniques
per a la separacié d’enantibmers a gran escala encara esdevé un repte. En aquest
camp noves técniques emergents com les membranes liquides o les metodologies
d’extraccié liquid-liquid, entre les que podriem destacar la cromatografia en

contracorrent (CCC), constitueixen aproximacions molt prometedores.

1.3. Cromatografia en contracorrent (CCC)

La cromatografia en contracorrent (CCC) és una variant de la cromatografia liquida,

en la qué la fase mobil i la fase estacionaria estan formades per dos liquids
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immiscibles entre si. La fase estacionaria queda retinguda dins del dispositiu com a
consequéncia de la forca centrifuga que aquest genera, mentre la fase mobil es
bombeja a través d’aquesta.’*'>'* Aixi, el fenomen responsable de la separacié dels
components d’'una barreja en CCC és el repartiment diferenciat d’aquests entre les

dues fases liquides que ve determinat pel seu respectiu coeficient de repartiment.

La CCC presenta certs avantatges respecte als métodes cromatografics liquid-solid
convencionals com I'HPLC. Aixi, en no existir un suport solid no es produeixen ni
fendmens d’absorcio irreversible de la mostra, ni pérdues d’analit, entre d’altres. A
més, la CCC presenta una capacitat de carrega singularment elevada que,
juntament amb un reduit consum de dissolvents, fa que el procés de separacid sigui
més rendible en termes economics. La CCC és una técnica molt versatil, ja que
permet utilitzar un gran nombre de barreges de dissolvents immiscibles, treballar
indistintament en condicions de fase normal (FN) o de fase inversa (Fl), i utilitzar

modes d’elucié que només sén possibles gracies a I'abséncia de suport solid."

Tot i aix0, la CCC també presenta inconvenients. Un d’ells és la baixa eficiéncia que
presenta respecte a 'HPLC, tot i que aquest fet podria quedar compensat per

I'elevada capacitat de carrega i la particular selectivitat i versatilitat de la técnica.

1.3.1. Instrumentacio

Com per HPLC, en CCC es necessita una bomba, un injector, un detector d’'UV, un
col-lector de fraccions i un software per controlar I'evolucié de I'experiment. A més
cal afegir I'equipament particular de la técnica que constitueix I'equivalent a la

columna cromatografica (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Exemple d’un dispositiu de CCC en el que la columna de cromatografia de repartiment

centrifug (CPC) esta acoblada a un sistema d’HPLC convencional (bomba, injector i detector).

Pel que fa als aparells de CCC, els sistemes que serveixen per a mantenir un dels
liquids estacionari, i que fan el paper de columnes cromatografiques, es poden

classificar en dos grups:

A. Columnes hidrodinamiques
Aquest tipus de columnes van ser desenvolupades a la década dels 60 per Yoichiro
Ilto,”” i les més utilitzades son les de moviment planetari tipus J (Type-J synchronous
planetary motion) en dispositius de HSCCC (High Speed CCC). La principal
caracteristica d’aquestes columnes és que estan formades per bobines constituides
per tub de PTFE (politetrafluoroetiié o Teflon®) enrotllat sobre un suport. Un
dispositiu amb dos eixos de rotacié origina un moviment planetari de la bobina i
genera una forca centrifuga variable en l'interior del tub (Figura 1.8). Aquest tipus de
dispositiu fa que es produeixi el fenomen cromatografic com a conseqiéncia de la
barreja i decantacié successives de les dues fases de dissolvents dins del tub, una
d'aquestes fases es manté estacionaria degut principalment a [Iefecte
d’Arquimedes."® Aquests aparells no requereixen juntes de rotacié per a connectar

les conduccions mobils en rotacié amb les estatiques.
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b)

Zona de barreja

Eix eig rotacis
~ Eixde rotacié

- Eix de revolucio

Zona de decantacio

Figura 1.8. Esquema d’un aparell CCC hidrodinamic: a) esquema d’'una columna moviment planetari
tipus J sincronic. Els dos eixos de rotacio, el central al rotor i el de rotacié de la bobina, generen un
moviment sincronic de tipus planetari; b) La rotacid de la bobina genera en el tub zones de barreja i de
decantacié de les dues fases; c) Dispositiu de CCC format per una uUnica bobina, Sobre el rotor

s’observa també el contrapés.

A la bobina distingim dues parts, el cap (principi de la bobina situat en la zona més
interna d’aquesta) o head i la cua (final del tub enrotllat a la zona més externa de la
bobina) o fail. En funci6 de la densitat dels dissolvents aquests es distribuiran
preferentment cap a un lloc o un altre. Aixi, mentre els dissolvents menys densos
tendeixen a anar cap al cap, el més densos ho fan cap a la cua. Per tant, en realitzar
un experiment de CCC es podran establir dos modes de treball principals. Quan
s’utilitza com a fase mobil el dissolvent menys dens (fase superior) aquest entrara a
la columna per la cua, per tant el modus operandi sera de cua a cap o T-to-H
(Tail-to-Head). Per contra, si el dissolvent més dens (fase inferior) s’utilitza com a
fase mobil, es treballara de cap a cua o Head-to-Tail (H-to-T), on el dissolvent més
dens entrara a la columna de CCC pel cap i passara a través de la fase estacionaria

formada pel dissolvent menys dens, fins a sortir de la columna per la cua.

B. Columnes hidrostatiques
Les columnes hidrostatiques van ser desenvolupades principalment per Nunogaki a
principis dels anys 80; aquests tipus d’instruments s’anomenen cromatografs de
repartiment centrifug o Centrifugal Partition Chromatography (CPC) apparatus
(Figura 1.7). Es diferencien dels equips d'HSCCC pel fet de tenir un Unic un eix de
rotacié que genera un camp gravitacional constant. La columna esta formada per
una série de cel-les o canals connectats per conductes disposats de forma regular al
voltant del rotor, les quals estan sotmeses a una acceleracioé centrifuga constant
generada per la rotacio.” La separacié té lloc per les diferéncies de densitat

existents entre les dues fases. Mentre el rotor de la centrifuga esta en moviment, la
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fase mobil es introduida cap a les cel-les i aquesta va cap a una direccié o una altra,
a través de la FE en funcié de la seva densitat degut a la forga centrifuga (Figura
1.9).

Cal remarcar que els conductes que comuniquen els canals només contenen fase
mobil, la qual cosa és desfavorable en el bescanvi de soluts entre fases, ja que la
seva gruixaria repercuteix en un eixamplament del pics durant el procés
cromatografic. A més, es genera un petit augment de pressié en passar d’un canal al

segient, cosa que no passa en les columnes de CCC.

Eix rotacional
(perpendicular
a aquesta vista)

—
. ;i.;:.ljp
\

,'-; ..

Figura 1.9. Esquema d’un aparell CPC (Sanki, Japd): a) Detall del rotor del dispositiu de CPC. El rotor
té un sol eix de rotacié perpendicular al rotor; b) Imatge d’'un dels discs que constitueixen el rotor; c)

Representacio esquematica dels canals i conductes excavats en aquests discs.

Com en el cas de les columnes hidrodinamiques, en funcié de la densitat del liquid
seleccionat com a fase mobil s’utilitzara un mode de treball ascendent o descendent.
Aixi, si la fase menys densa (fase superior) s’'usa com a fase mobil, aquesta entrara
en el dispositiu per la part inferior de I'tltim canal per moure’s a través de la FE que
és la més densa, per tant, es treballa en mode ascendent, equivalent a T-to-H en
columnes de CCC. Per contra, si la fase més densa (fase inferior) es selecciona com
a FM, aquesta ha d’entrar per dalt a través del primer canal per moure’s a través de

la FE constituida pel liquid més dens, aixi el mode de treball és descendent.'
1.3.2. Sistema de dissolvents

El sistema de dissolvents seleccionat per a dur a terme I'experiment és clau per tal
d’aconseguir uns resultats satisfactoris. A diferéncia del que es fa en HPLC, on es
selecciona independentment una FE en funcié de l'analit a separar i una FM
adequada per resoldre el problema, en CCC la tria de la FM i FE s’ha de considerar

de forma conjunta. Ja que, quan es pretén separar una barreja de productes s’ha de
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produir la distribucié d’aquests entre les dues fases (FM i FE) i en funcidé de la

diferent polaritat dels compostos, tindran més afinitat per una o altra fase.

El gran nombre de sistemes de dissolvents dels que es pot disposar, fa que es
converteixi en una técnica separativa d’amplia versatilitat, ja que només modificant el
sistema de dissolvents emprat es pot aconseguir separar des de molécules

organiques simples, fins a cél-lules sanguinies senceres.'?

A I'hora de seleccionar un sistema de dissolvents s’ha de tenir en compte en primer
lloc la polaritat i la solubilitat de la mostra. Posteriorment, s’ajustara la composicié del
sistema de dissolvents per tal que els coeficients de repartiment de les substancies a
separar siguin diferents entre ells. Quan el que es pretén és realitzar una separacio
quiral, atés que aquesta s’ha de produir en un entorn quiral liquid, sera necessaria
'addici6 d’un selector quiral (SQ) que ha de ser soluble en una de les fases del
sistema que generalment s'utilitza com a fase estacionaria (FE). Per contra, el
racémic o analit a separar s’haura de repartir en ambdues fases, ja que per entrar en
contacte amb el SQ haura de passar de la fase mobil a la fase estacionaria, per

tornar a passar a la fase mobil per tal de ser eluit.

Les barreges que constitueixen els sistemes de dissolvents han de complir certs
requeriments, com ésser estables a temperatura ambient i dins del dispositiu. Es a
dir, cal que una de les fases quedi retinguda dins del dispositiu en una considerable
proporcid, cosa que s’aconsegueix gracies a la diferéncia de densitats dels dos
liquids del sistema ja que aquest s’ha de sotmetre a una for¢a centrifuga durant la
realitzaci6 de l'experiment. També la formacié6 d’emulsions com a resultat de
I'agitacié a la que se sotmet la barreja ens faria descartar la utilitzacié del sistema de

dissolvents considerat en CCC.

1.3.3. Utilitzacié de la CCC amb finalitat enantioselectiva

La utilitzacié d’aquesta técnica esta ampliament extesa pel que fa a la separaci6 de
productes naturals. Nombrosos exemples es descriuen a la literatura en relacié amb
aquest camp del coneixement. Es pot indicar com a prova d’aixo el fet que en els
ultims quatre anys el nombre d’articles publicats on s’utilitza aquesta técnica ha
augmentat molt, apareixent una mitjana de més de 100 publicacions per any. Per
contra, poques son les publicacions que fan referéncia a la separacié d’enantidmers

utilitzant aquesta técnica, essent la data de la publicacié de la primera separacio6 a la
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década dels 80.° El baix nombre de publicacions, es degut a la dificultat de trobar
unes condicions adequades per tal qué es produeixi la separaci6. Ja que, com s’ha
esmentat anteriorment, la separacié d’enantiomers s’ha de produir en un entorn
quiral, per tant sera necessaria I'addiccié d’'un SQ. Per tal d’evitar que aquest es vagi
perdent cap a I'eluat a mesura que es realitza la prova, només hauria de ser soluble
en una de les dues fases del sistema, la que s'utilitza com a fase estacionaria que
anomenarem FE. A la vegada, I'analit a separar s’haura de repartir entre les dues
fases, ja que si només fos soluble en la fase mobil (FM) aquest no podria entrar en
contacte amb el SQ. Per contra, si només fos soluble en la FE, quedaria retingut en

aquesta fase, obtenint-se experiments de durades molt elevades (Figura 1.10).

Sistema
de

/ dissolvents

Promoure el repatiment

Evitar el repatiment

Selector

Enantiomers quiral

N A

Enantioselectivitat

Figura 1.10. Relacié entre el sistema de dissolvents el SQ i el racémic per assolir la separaci6 dels

enantiomers d’aquest.

1.4. Enantioreconeixement en dissolucié. Aspectes teorics

En tractar-se d’'un tipus de cromatografia de repartiment liquid-liquid, a la CCC se i
apliquen els mateixos conceptes que a 'HPLC. L’enantioreconeixement en HPLC es
produeix en interaccionar la FEQ amb el racémic. Per contra, en CCC el SQ esta
dissolt, per tant la inexisténcia d’'una matriu fara que I'analit no pugui quedar retingut
com a resultat de I'absorcié d’aquest en el suport. Aixi, la separacié en aquest cas
depén fonamentalment de dos factors, el coeficient de distribucid (Kp) de I'analit en

el sistema de dissolvents triat, que es defineix com: (eq 1.1)"
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Ko= [Alre/[Alrm (eq1.1.)

| també de I'estabilitat dels complexos diastereomérics que es formen entre cada
enantiomer i el SQ, ja que les diferéncies d’estabilitat d’aquests fan possible la seva

separacio.

[A] +sa ‘K—aE [saa |

K:
IA] +sa ;_a‘ [sQa .|

Per tal de quantificar I'enantioselectivitat en un sistema d’HPLC s'utilitza el factor
d’enantioselectivitat, a, que es defineix com el quocient de factors de retencié per a
dos pics consecutius. El factor de retencio k’, es pot definir com la relacid existent
entre la quantitat de solut que es troba a la fase liquida i el que esta a la fase solida
del sistema cromatografic.”® Aquest es pot expressar en funcié de les constants
d’associacié per als dos equilibris, essent @ la relacié de volums entre la fase

estacionaria i la mobil.

Ka . [A-]req . VErg _

[A] +FEQ === [FEQA | e = [Alrm Viu Ka-9
Ka 4
—_—
[AL] +FEQ === [FEQA,| oo Voo

© [Ad)m Ve

En aquest cas, si considerem A_ com el pic més retingut i llavors K, >K,. , el factor de

selectivitat:

k' K. ¢ K

- a- a.
a = — = = eq 1.2.
HPLC K Ko¢ K (eq )

Segons aquesta expressio, ayp.c homés depén de la relacié entre les constants
d’associaci6 dels dos isbmers amb el SQ ancorat a la fase estacionaria solida.

A més, com que lafinitat entre el SQ i els enantibmers ve determinada per la
diferencia d’estabilitat entre els estats lliures i associats d’ambdés isdmers es pot

expressar,
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AG® = AH® —TAS_ = —RT InK,_
AGY = AH? — TAS, = —RT InK,,

AAG® = —RT In (II;:_) quan K, >K,, (eq1.3))
+

El valor de les constants d’associacié entre enantiomers i SQ depén de I'entorn en
qué aquesta es produeix, és a dir, cal tenir en compte I'efecte del dissolvent (efecte
entropic), igualment cal considerar la naturalesa del SQ i dels enantidmers
seleccionats, ja que aquest determinara la forga i significanca de les interaccions que
es produiran entre ells, siguin forces de Van der Waals, transferéncia de carrega

(r-stacking) o ponts d’hidrogen (terme entalpic).?

En CCC, la definici6 d’alguns parametres que comparteix amb I'HPLC difereix
lleugerament. Sabent que en CCC no existeix un suport solid, la separacié esta
regida pel coeficient de distribucié de I'analit entre la fase estacionaria i la fase mobil,

tal com ja s’ha esmentat.

I Ka 4+

Kp

A, ;lt A, + SQ ‘—_‘ A,-SQ
Kp Ka_

A :;;:lﬁ=> A+ SQ ::;::!:: A _-SQ

Fase mobil Fase estacionaria

Considerant que a la FE els enantiomers A, i A_i el SQ es troben en equilibri amb els
seus complexes (SQ-A. i SQ-A), que tant un com altres estan retinguts
exclusivament a la FE i que només els enantiomers lliures, A, i A. es troben en
equilibri entre les dues fases, el coeficient de distribucié per a cada enantiomer es

pot expressar com: 2!

K. = Kb0{1+'[SQj&gK5J
Ko+ = Kpof1 + [SQ JorgKa+}
On Kpo és el coeficient de distribucio dels enantiomers entre les dues fases quan no

hi ha SQ, i K, correspon a les constants d’associacid entre els enantiomers i el SQ.

Aixi, el factor d’enantioselectivitat es pot calcular com (eq 1.4.):
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_ {1+5Qlorgk, )
- {1+ [SQ]orgKa+}

(eq 1.4.)

A l'eq 1.4. es pot veure la dependéncia existent entre el factor d’enantioselectivitat i
la concentraci6 de SQ que roman lliure a la FE en preséncia dels enantiomers.
D’aqui es pot deduir que a concentracions més elevades de SQ en la FE, el valor del
factor d’enantioselectivitat sera major fins arribar a un valor maxim coincident amb la
relaci6 de les constants d’associaci6 amb els dos enantibmers (Figura 1.11).
Addicionalment aquesta dependéncia entre I'enantioselectivitat i la concentracié de
SQ esta modulada per la magnitud de les propies constants d’associacio. Els valors
de les constants d’associacié d’aquest tipus de complexes, basats en interaccions
febles, van del rang de 4 a 6000 M".% Aixi, per a enantioselectivitats elevades i
valors de les constants d’associacio petites, I'efecte de la concentracié de SQ lliure
sera més significatiu. La qual cosa resulta encara més interessant si es considera
que no sempre complexes més estables (constants d’associacié grans) sén sindnim

de valors d’enantioselectivitat elevats.

No obstant, en tractar-se la CCC d’una técnica basicament preparativa i amb una
baixa eficacia, serien preferibles SQs que originessin valors d’enatioselectivitat
elevats, cosa que no sempre és assolible. Aixi, generalment el valor de la relacié de

constants d’associacié acostuma a estar en l'interval de 1,1-4,0.

CHy

22 CH3y
a A o CHs
0
2 1 o N“"~COOH NH
A H O
18 N—{
NG, CyHaa
DNB(t)-leu
16 1
14 = 2 | CHy
(] CH
: gl i
12 a 3 0 A_N__CHy
£ N CHs ~
[ ]
1 v v . . N)""/W H3CO ©
0 2 40 50 80 100
() 2 3

Figura 1.11. Relacié entre el valor de a observat per a la separaci6é dels enantiomers de DNB-(+)-Leu
per CCC i la concentracié dels SQs 1, 2 i 3. S'observa la major importancia de la concentracié de SQ

en la separacié que mostra una enantioselectivitat més gran.

Un altre factor important que cal considerar en una separacio és la resolucié dels
pics, Rs. Considerant 'amplada del pics a la seva base, la resolucié en HPLC es pot

calcular sobre el propi cromatograma en base a la seglient expressio en la que tg; es
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refereix al temps de retencidé del component i mentre que w,; correspon a 'amplada

del pic i sobre la linia de base:

_ () ¥
ST 4(x-1)(1—-k"

En CCC la resolucié es pot expressar en funcié del factor de distribucié de 'analit, la
qual cosa posa de manifest la importancia del volum de fase estacionaria, Veg, en la

separacio que s’obté.

Ky — Ky

K, + Ka+)

R, == sf
1-5f(1-=25

4

Aqui, N fa referencia a l'eficacia, determinada principalment per caracteristiques de
la columna, tot i que la viscositat del sistema de dissolvents i el flux també
influencien el seu valor. Aixi, un augment en la viscositat del sistema provoca una

disminucio d’' V.

1.5. Selectors quirals utilitzats en CCC/CPC

En general, en CCC/CPC quiral, s’han avaluat aquells SQs que anteriorment havien
estat utilitzats en altres técniques separatives, com HPLC o electroforesi capil-lar

(EC), en les quals s’havien obtingut resultats d’enantioselectivitat satisfactoris.

Una classificacié que ha estat molt util a 'hora d’agrupar els diferents SQs utilitzats
en CCC resulta de considerar la naturalesa de la FE en qué s’incorporen. Donat que
la circumstancia més freqlient en CCC consisteix en utilitzar un sistema bifasic de
dissolvents organic/aqués, es consideren els SQs solubilitzats en una fase
majoritariament aquosa o en una fase primordialment organica. En tractar-se de
molécules organiques amb un major o menor grau de complexitat estructural, els
SQs solen ser solubles en dissolvents organics. A continuacié (Taula 1.1.), es
mostren els SQs emprats en medi organic amb els que s’han obtingut resultats

satisfactoris en el camp de les separacions d’enantiomers.
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Taula 1.1. SQs utilitzats en la separacié d’enantiomers per CCC/CPC que es mantenen en la fase

organica d’un sistema de dissolvents organic/aquos.

. L. Sistema de
Selector quiral Racémic . ef.
dissolvents
OH O CyHs OH "
I 2
C“HQYO = O/kC4H9 1,2-
: CH, . s 23
C4HO OH dicloroeta/aigua
(x)-norefedrina
(2R,3R) tartrat de di(5-nonil)
CHs R
HsC Hepta/AcOEt/
DCHs on o (T, g:iBu MeOH/aigua 21
o) 2 H * (3:1:3:1, viv) 24
NHO o Hexa/AcOEt 25
N—/< NO, MeOH/10 mM 26
CiiHzs n:0, derivat de valina HCI (8:2:5:5,
N'(3,5-dimetilfenil)-N-dodecanoil-L-prolinamida n:1, derivat de leucina VIv)

COOH

&

O

HoC” > “COOH

N—<4 CHs
Cq1H23

(+)-isoleucina
N-(n-dodecil)-L-prolina

Butanol/solucid
aquosa de Cu 27

(I

CHs
o CHs MIBK/acetona/
O,N . tampo acetat
H COOH amonic 0,1 M 28
pH 8,0 (2:1:2)
NO,
DNB-(+)-Leu
Cl p
0% COOH MTBE/tampd
| he fosfat sodic 09
cl CHs 100 mM
(+)-diclorprop pH 8,0
OR H CH MIBK/tampé
R __N CHs \gj\ 3 -
0 N o A fosfat sodic
HN O N~ "CH
R N Q/ TEN T
" CH, (#)-pindolol pH 7,0
derivat de cel‘lulosa
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= H MIBK/tampo
R R N CHs fosfat sodic
RO \lf 31
ORO N o) 50 mM
derivat d'amilosa CHs pH 9,0

CH
H 3

s [
N._CHj .
~ ON o] MCHs Hepta/AgOEt/
o) MeOH/aigua 32
HsCO HN
3 ‘ (9:1:9:1, vIv)

Ille)

Tal i com es pot observar a la Taula 1.1., els SQs que s’han utilitzat dissolts en un
medi organic son molécules lipdfiles amb grups polars. Per tant, la fase organica ha
de tenir un cert grau de polaritat per tal de dissoldre correctament el SQ,*** encara
que aquesta propietat pot ésser contraproduent per la separacié ja que el dissolvent
pot interferir en les interaccions que s’estableixen entre el SQ i I'analit. Per aixo, per
tal d’augmentar la solubilitat del SQ en la fase organica sense haver d’incrementar
notablement la polaritat, s’acostuma a introduir una cadena lipofila sobre I'estructura

d’aquest. Tal és el cas de diversos derivats de polisacarids com la cel-lulosa i

21,24,25,26 28,29

I'amilosa®®?", derivats de I'L-prolina o derivats d’alcaloides com la quinina.
Cal destacar que en la primera separacié d’enantiomers realitzada per CCC l'any
1982, s'utilitza com a SQ per a la resolucié de la (x)-norefedrina el (2R,3R)-tartrat de

di-(5-nonil), compost de considerable lipofilia, en un medi organic.?®

Mentre que la majoria dels SQs solubles en fase organica s’inspiren en SQs utilitzats
en HPLC, els que s'utilitzen en la fase aquosa d'un sistema de dissolvents
organic/aqués solen haver-se utilitzat abans en electroforesi capil-lar (EC), técnica
que, com la CCC, no requereix de suport solid. En la Taula 1.2. es mostra la relacié

de SQs utilitzats en la fase més polar, sovint aquosa, del sistema de dissolvents.
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Taula 1.2. SQs utilitzats en la separacié d’enantiomers per CCC/CPC que es mantenen en la fase

aquosa d’un sistema de dissolvents organic/aquos.

. .. Sistema de
Selector quiral Racémic . Ref.
dissolvents
NH, HsCO._OCHa
HyC._J__OH o cl Cloroform/MeOH/ 35
4 CH, tamp¢ fosfat
(R)-2-aminobutanol
C'C CooH
R(/)% OR
ORo
RO 0
o RO %
RO
RO OR
RO OR AcOEt/MeOH/tampo6
R . 0 acetat de trietilamoni 36
o ROO (TEAA) (10:1:9)
OR
0 ORR\OZ/?OR
"o %‘3 J ()-3R, 4R)
o (+)-(3S, 49)
OR
R: SOgH (7-11) 7-DMO
S-p-CD H (10-14)
COOH
HN™ CHs,
0=S=0
OO Tolué/solucid 37
aquosa pH 4,7
a8 9 HsC™ " CH,
vancomicina HO/\EO CH3
Ho~ OHfsCHO N2 DNS-(+)-Nle
O/H O O
HoOOC,, O O._COOH F
I T O 4-butanol/ACOEY
HOOC” ™0 0~ “COOH ”3C°‘N§j N Z (Bis-Tris) tampo 38
© acetat pH 6,0
NH,
18C6H4 (+)-gemifloxacina
O NH
+? (ATPS)
COOH 10% PEG i 5% fosfat 39
NH, sodic dibasic en

i
(£)-kinurenina aigua
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Generalment els SQs utilitzats en medi aquoés sén molécules amb estructures
complexes que presenten un nombre elevat de grups hidrofils. Entre ells trobem des

d’antibiotics® fins a proteines com I'albumina de sérum bovi (BSA).*

Aqui el reconeixement enantioselectiu es ddna en la fase aquosa o més polar del
sistema de dissolvents. No obstant, I'enantiodiscriminacié es produeix en cavitats
lipofiles d’'una sola molécula de SQ o en els microambients que generen dues o més

unitats, on les interaccions hidrofobiques resulten refor(;ades.16

1.5.1. Modes d’elucié en CCC

Un avantatge que presenta la CCC front altres técniques cromatografiques és la
possibilitat d’utilitzar indistintament una o altre fase del sistema de dissolvents com a
fase mobil o estacionaria. Normalment, en HPLC I'eleccié d’'una columna especifica
ens determina el tipus de fase mobil que s’haura d’emprar. Per contra, la CCC
permet treballar en diferents modes, cosa que sovint només suposa el canvi de
posicié6 d’'una valvula. Aixi, podem intercanviar el paper de les fases durant un

experiment per facilitar la sortida de I'analit.

El mode de classic d’elucié ens permet treballar H-to-T o T-to-H si s'utilitza un
dispositiu de CCC, o de forma ascendent o descendent si es treballa amb una
columna de CPC; en funci® de la densitat de la fase seleccionada com a
estacionaria. Aixi, quan la fase menys densa s’utilitza com a FM en CCC treballarem
de T-to-H o en mode ascendent en CPC. Per contra, en emprar la fase més densa

del sistema com a FM el mode de treball sera H-to-T en CCC o descendent en CPC.

L’abséncia de fase estacionaria solida permet altres modes d’elucié. Alternatives al
mode de treball classic sén el mode dual (dual mode, DM) i el mode multidual
(multiple dual-mode, MDM) consistents en el canvi de la fase liquida que actua com
a fase mobil en un moment determinat de I'experiment, que passa a ser utilitzada
com a fase estacionaria, i la que actuava com a fase estacionaria ara ho fa com a
fase mobil. Mitjancant aquest procediment s’aconsegueix reduir el temps d’analisi
per a analits que tenen molta afinitat per la FE original. A més, es pot millorar la
separacié en comparaci6 a I'obtinguda en el mode classic (Figura 1.12).*> Quan es
realitzen diverses inversions del cicle es realitza el MDM.*' Per tant, es succeeixen

alternativament els dos modes de treball: fase normal i fase inversa.
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Fase estacionaria

H

Fase estacionaria

D —— Fase mobil

H

Fase mobil

Figura 1.12. Mode dual: La columna s’elueix en un sentit fins a la sortida de I'analit menys retingut.
Llavors, ja que el segon analit es troba molt retingut, per tal d’escurgar el temps d’'analisi, es realitza la

inversié de fases que produeix la sortida d’aquest per I'altre extrem de la columna.

El DM també s’ha utilitzat en les separacions d’enantiomers. Aixi, cal destacar I'is
de vancomicina com a SQ en la separacié del racémic dansil-norleucina, on s'utiliza
el DM per tal de poder eluir 'enantiomer D fortament retingut pel SQ a la FE.*’
Actualment, també s’ha aplicat el MDM a la separaci6 de mescles racémiques
utilitzant com a SQ la dietilamida de I'(S)-naproxen, separacié per la que es va
produir una millora important en la resolucié dels enantibmers respecte als resultats

obtinguts amb el mode classic.*

Una altra de les alternatives al mode de treball classic és el denominat

“pH-zone-refining mode” introduit per Ito.*? Es tracta d’'una cromatografia de
desplagament només aplicable a analits ionitzables, en la que aquests elueixen en
blocs en funcié del seu pKa. El mecanisme que produeix aquesta elucio en blocs es
basa en el diferent repartiment de I'analit ionitzable en funcié de si es troba ionitzat o
en la seva forma neutra. Aquest procés s’aconsegueix mitjangant I'addicié d’'un agent
de retenci6 a la fase estacionaria juntament amb I'analit. Aquest és un acid fort si el

que es pretén separar €s un analit de caracter acid o d’'una base forta quan el que es
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vol separar és un compost basic. L’agent de retenci6 actua retenint 'analit en la seva
forma no ionitzada a la FE al principi de I'experiment. D’altra banda, s’utilitza un
agent de desplagament, una base forta per analits acids o un acid fort pels basics,
afegit a la FM. L’agent de desplagament produeix I'elucié sequencial dels analits en
funcié del seu pKa."®** Amb I's d’aquest mode d’elucié s’aconsegueix incrementar
la capacitat de carrega d’aquesta técnica fins a unes deu vegades; a més, les
fraccions que s’obtenen tenen una concentracié elevada d’analit, que elueixen en

funci6 del seu pKa i la seva lipofilia (Figura 1.13).

a) basic
pH
(fase mobil)
acid
v
b) ' Fase
estacionaria = R,-COOH R,COOH | R,-COOH | CF,COOH
ICEDCEDEED
SR SR S ¢
\H R,-COO- R,-COO" R,-COO- CF,-COO-
Fase A
mobil —— -

f

Barrera

acida
Figura 1.13. Esquema del procés d’elucioé en el mode de pH-zone-refining per a la separacié d’analits
acids. a) Evolucié del pH de la fase mobil al llarg de I'experiment. b) Ordenaci6 de I'analit al darrera de
la barrera acida, en funcié del seu pKa (pKa de Ri-COOH<pKa de R>-COOH<pKa de R3-COOH,

considerant compostos de lipofilia similar).

El mode pH-zone-refining també s’ha aplicat a la separacié d’enantiomers utilitzant

% alcaloides Cinchona®® i

SQs de diferent naturalesa com derivats de L-prolina,*
derivats de cel-lulosa i amilosa.**®' En aquest cas el SQ participa en I'equilibri de
distribuci6 de racemic, ja que, en funci®é de [Iestabilitat de I'associaci6 de
'enantiomer amb el SQ eluira un primer que laltre. Tot i que el fet que el pH
evolucioni durant I'experiment en facilita el seu seguiment, aquest canvi de pH també
suposa un inconvenient, ja que per a repetir una separacié resulta necessari

recuperar les condicions inicials una vegada s’ha finalitzat I'experiment anterior.
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1.6. Aplicacié dels derivats de I'aminoacid L-prolina com a selectors

quirals en la separacié cromatografica d’enantiomers.

L’L-prolina és un aminoacid no essencial que es forma a partir de I'acid glutamic i
que participa de forma activa en la sintesi del col-lagen, entre d’altres proteines. Una
caracteristica que aquest aminoacid posseeix i que el diferencia de la resta
d’aminoacids proteinogénics, és el fet de ser I'nic que conté una amina secundaria i

una estructura ciclica rigida.

Aquesta estructura li confereix unes propietats que s’han aprofitat en mdultiples
ocasions per a induir enantioselectivitat en diversos processos. Entre altres, la

L-prolina s’ha utilitzat com a catalitzador organic en reaccions de sintesi asimétrica,**
o en el disseny d’agents de resolucio utilitzats en diverses técniques separatives, de

la qual cosa sén nombrosos els exemples que es troben en la literatura.***®

En cromatografia liquida, I'aminoacid s'utilitza primerament com a SQ en
cromatografia de bescanvi de lligands formant complexes amb metalls. Aquest tipus
de cromatografia es basa en la formacié de complexes diastereomeérics labils entre
I'analit a separar, un catié metal-lic bivalent, que acostuma a ser coure (Cu®*), niquel
(Ni*"), o bé, cadmi (Cd*), que s'afegeix a la fase mobil, i un lligand quiral
enantioméricament pur bidentat, fixat sobre un suport inert, que constitueix la fase
estacionaria quiral. Aquesta fixacid pot ser fisica, per intercalaci6 de cadenes
lipofiles incorporades sobre el selector sobre silice C18, o covalent sobre una resina

de poliestire o bé una matriu de silice.

Amb aquest tipus de fases estacionaries, que Davankov i col-laboradors varen

descriure,*’

s’aconsegui resoldre amb éxit diversos a-aminoacids no derivatitzats
(Figura 1.14). Posteriorment, els mateixos autors realitzaren estudis utilitzant altres
aminoacids (valina, leucina,...) com a SQ, obtenint-se els millors resultats amb els
aminoacids prolina, hidroxiprolina i derivats d’aquests. A més, per tal de millorar els
resultats obtinguts s’assajaren altres tipus de resina, d’'ions metal-lics i diversos tipus

de unié de la entitat quiral a la matriu.
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a) resina b) — support

Figura 1.14. Esquema del complex que es forma entre el SQ (L-prolina), el metall i un dels enantiomers
de l'analit a separar, un a-aminoacid en a) una fase en la que el SQ esta covalentment unit a la matriu
de poliestire; b) una fase en la que el SQ s’incorpora a través de la intercalacio fisica de cadenes

lipofiles sobre una silice C18.

Tot i obtenir uns bons resultats, la lenta transferéncia de massa, I'elevada durada
dels temps d’analisi i la baixa resisténcia del polimer a la pressid, feu que a principis
de la década dels 80 es planteges la unié del SQ sobre silice en lloc de sobre un
polimer organic. Aixi s’obtingueren FEQs amb les que es milloraren els aspectes

abans esmentats.*®

De forma paral-lela, N.Oi i col-laboradors*® varen descriure una familia de FEQ per a
cromatografia de gasos (CG) que incorporaven el SQ de forma fisica per intercalacio
de cadenes lipdfiles sobre la silicona de base (Figura 1.15). Aquest selectors incloien
dues entitats quirals, una provinent de I'1-(a-naftil)etilamina i l'altre de prolina o
d’acid mandelic. Aquestes FEQ s’aplicaren a la resolucié de esters d’aminoacids

N-protegits, t-butilamides i esters d’acids carboxilics o nitrils, entre altres. Cal
destacar que aquest és un dels primers exemples de I'Us de prolina en cromatografia

en la que aquesta no forma cap complex amb un metall.

\"\\\ ;\/\/\/\/\/\
0 CH,
Figura 1.15. Estructura del SQ utilitzat en CG.*°

La demanda creixent per part de la indUstria quimica i farmacéutica de técniques que
permetessin separar enantiomers, feu que a principis dels noranta es tornés a

plantejar la utilitzacié de L-prolina unida de forma directa sobre gel de silice. Aixi, es
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descrigué una de les primeres aplicacions d’'una FEQ derivada d’L-prolina en HPLC
(Figura 1.16. a)) a la separacio de diferents farmacs B-blocants i els seus analegs.
També, s’estudia I'efecte del dissolvent utilitzat en la fase mobil, aixi com el dels
modificadors addicionats a aquesta, obtenint-se valors d’enantioselectivitat de I'ordre
de 1,1-1,3.%° Si bé en aquestes FEQ I'aminoacid es troba unit a la matriu a través de
la funcié amino, deixant lliure el grup carboxilat, simultaniament es descrigueren
FEQs en les que la unié de 'aminoacid L-prolina a la matriu de silice tenia lloc a
través del grup carboxilat, deixant 'amina derivatitzada. Es realitzaren estudis sobre
la influencia d’espaiadors de diferents longituds o la composicié de la fase mobil
entre d’'altres sobre la separacié de diversos tipus d’analits. Tot i aconseguir separar
diversos derivats d’aminoacids contenint grups T-acceptors, els valors
d’enantioselectivitat van resultar ser inferiors (valor maxim descrit per I'ester de
N-(3,5-dinitrobenzoil)valina utilitzant isoocta/diclorometa (90:10) com a fase mobil:
a= 1,17) dels obtinguts pel grup de M. Ohwa (a= 1,37 per un isdmer del pindolol
utilitzant diclorometa/metanol (98:2), amb 1mM DEA, com a fase mobil) (Figura 1.16.
b).51

n= 3 R=CBZ CSPq

o R
N n=11 R=CBZ CSP;3
/\/\O/\{\NH/\H/ MN N n= 3 R=Boc OSP,
o 4 n=11 R=Boc CSP,

(@] COONa

pindolol JNH propanolol h!ll [\
a= 1,16 i \ a= 1,16 N
| S—— VA VA
O 5 10 15 20 25 30 35 a0 a5 D 2 A 3 B 14 12
L a= 1,37 , NH
CH3
y, o) \_; \
H3
a 70 20 0

Figura 1.16. a) FEQ descrita per M. Ohwa, M. Akiyoshi, S. Mitamura, J. Chromatogr. 521 (1990)122-
127 b) Estructura de les FEQs descrites per C. Daban Haurou i col-laboradors.”! c) Es mostren
alguns exemples de separacié d’aminoalcohols amb la FEQ d’Ohwa. Condicions: fase mobil
diclorometa/metanol (97:3) amb 1,0 mM DEA,; flux: 1 mL/min; deteccié UV: 280 nm.%°

Posteriorment, Pirkle i col-laboradors varen descriure FEQs de multiple interaccio
basades en L-prolina amb un grup 3,5-dimetilanilino sobre el grup carboxilat, per a la

separacio de N-(3,5-dinitrobenzoil) derivats d’aminoacids (Figura 1.17). Una de les
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FEQs descrites en aquest treball va originar factors d’enantioselectivitat (a)
inusualment elevats que van de l'ordre de 30 a 80 en la separacio de diferents
amides de I'N-(3,5-dinitrobenzoil)leucina racémica (Figura 1.17).° Com en casos
anteriors s’investiga I'efecte de la longitud de la cadena que uneix el SQ sobre la
matriu de silice. Es va determinar que la FEQ de la Figura 1.17, amb un linker d’'unio
curt i, sobre tot, ramificat mostra uns valors d’enantioselectivitat més elevats que la
FEQ que té com a linker d’'unié sobre el silice una cadena alifatica de 10 carbonis.
Aixi l'elevada enantioselectivitat es va atribuir, al menys parcialment, als efectes

estérics produits pel grup ramificat.”

CH3
CHj o y CHlj
0 ’
HsC (CHs H3C, CHsm O2N N N CH,
—QO—Si \/\)Qn/ N N | 7(
| H O CH,
o H CH, HiC
NO,

Figura 1.17. FEQ derivada de L-prolina que origina valors d’enantioselectivitat elevats per a la

separacio d’amides de N-(3,5-dinitrobenzoil)-(+)-leucina com la de la figura.52

Degut als elevats valors d’enantioselectivitat obtinguts en la separacié de
determinats analits, es decidi utilitzar aquestes FEQs, no tant sols com a eina
d’analisi, sin6 també per a la separacié preparativa d’enantiomers. Per aix0, aplicant
el principi de reciprocitat, es selecciona el derivat de L-prolina millor resolt en una
columna quiral contenint un SQ sintétic, per posteriorment poder obtenir de manera
preparativa aquest selector a partir del racemat. Aixi, un cop triat, es va preparar una
FEQ amb el derivat de L-prolina seleccionat i, controlant la composicié de la FM,
s’aconsegui separar I'analit desitjat tot mantenint 'enantioselectivitat exhibida a nivell

analitic també a nivell preparatiu.>

Amb la idea d’avaluar la utilitat de les técniques combinatories per a facilitar la
localitzacié de selectors quirals d’elevada enantioselectivitat, es va realitzar un estudi
en el que es tractava de seleccionar aquelles molécules més enantioselectives front
quatre racémics N-(3,5-dinitrobenzoil)derivats de leucina i valina d’entre una série
d’anilides d’aminoacids. Aixi, es sintetitzaren 36 derivats de L-valina, L-fenilalanina i
L-prolina amb diverses amines aromatiques. En aquest estudi els derivats de

L-prolina i, en particular I'L-prolina-1-indananilida (a>23), resultaren ser els més
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enantioselectius. Cosa que torna a posar de manifest l'elevada capacitat

enantioselectiva d’'aquest aminoacid (Figura 1.18).>

a) Amnoacds

p
ose
osr e/ }-\“,,
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Figura 1.18. Estructura dels L-aminoacids (a) i les anilines (b) utilitzats en I'estudi combinatori de la
referéencia 55; c¢) Cromatogrames obtinguts per a la separaci6 de la diallilamida de
N-(3,5-dinitrobenzoil)-(+)-leucina seguint un procés de desconvolucié conduent a la identificacid del
millor SQ constituit per una amida dels aminoacids del grup (a) amb una de les amines del grup (b). 12
Serie: derivats de valina (CSP2), derivats de fenilalanina (CSP3), derivats de prolina (CSP4) amb totes
les anilines de la col-lecci6. 22 Serie: derivats de prolina amb amines de la 1 ala 6 (CSP5),dela7 ala
12 (CSP6). 32 Seérie: derivats de prolina amb amines de la 1 a la 3 (CSP7), de la 4 a la 6 (CSP8). 42
Serie: derivats de prolina amb I'amina 4 (CSP9), la 5 (CSP10) o la 6 (CSP11).

En un treball posterior els mateixos autors d’aquest treball prepararen FEQs per
fixacié d’unitats independents del SQ aixi com per fixacié d’unitats de SQ préviament
organitzades en estructura dendritica (2, 4, 8 o 10 unitats del derivat de prolina). En
aquest darrer cas es varen utilitzar dues aproximacions sintétiques diferents en la
seva preparacid, una aproximacié convergent (s'’inicia la sintesi dels nous SQ unint
primer els derivats de prolina sobre el nucli per posteriorment unir aquest sobre la
silicagel) i una divergent (es parteix de la silicagel derivatitzada i sobre la qual
s’uneixen els derivats de prolina). En estudiar la capacitat de carrega de l'analit a
separar i enantioselectiva de les FEQs resultants es va poder observar que les FEQs
provinents de [I'aproximaciéo divergent mostraven capacitats de carrega dels
racemats i valors d’a més elevats (de I'ordre d’a igual o superior a 20) front les FEQs

provinents de I'aproximaci6 convergent (Figura 1.19).%°
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Figura 1.19. Procediment utilitzat per a I'obtencio6 de les diferents FEQs a partir de linkers dendritics per

la via divergent, a través de la qual s’obtingueren valors més elevats d’enantioselectivitat.>®

A més de l'anterior, diversos sb6n els casos en que s’incorporen varies unitats
d’L-prolina sobre el mateix punt d’ancoratge a la matriu cromatografica. En
destaquen els estudis realitzats per Li i col-laboradors. D’aquests cal esmentar que
en augmentar el nombre d'unitats d’aquest aminoacid, augmenta la diversitat de
compostos quirals que és capag de discriminar la FEQ que s’obté. Els autors
comparen els resultats obtinguts amb la columna que conté un selector de quatre
unitats de L-prolina amb la columna Whelk-O, considerada entre les FEQ de multiple

interaccié una de les que posseeix un ventall mes ampli d’aplicaci6.*”***

En el nostre grup s’ha estudiat el comportament de columnes de
poli-L-hidroxiprolina, en les que el grup hidroxil es substitui per un grup T-donador
(3,5-dimetilfenilcarbamoiloxi), analeg al present en els selectors derivats de
cel-lulosa i/o amilosa en els que el grup polar del carbamat resulta ser un dels llocs

més importants d’interaccié amb els analits per a la discriminaci6 quiral.®

Com per estudis anteriors, es comprova que la FEQ que contenia el péptid
presentava un camp d’aplicacié més ampli que la FEQ en la que el selector contenia
una unica unitat de 'aminoacid, fet que podria ser degut a la conformacié helicoidal

que adopta el péptid.
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Aixi, es coneix que les estructures de poliprolina poden adoptar dues conformacions,
PPl o PPIl, en funci6 de la naturalesa del medi on es trobin, tot i que son
necessaries almenys sis unitats per poder detectar aquesta conformaci6 helicoidal
(Figura 1.20).

R. o R_o
N~ N
R o)
trans CIs

Figura 1.20. a) Isomers (conformers) cis i trans que pot adoptar I'aminoacid prolina incorporat en una
cadena peptidica; b) Estructura secundaria que adopten els péptids rics en prolina: PPIl (en medi
aquos, en la qué els enllagos amida estan en disposicio trans) i PPI (en dissolvents apolars com
alcohols alifatics, on els enllagos amida es troben en disposicié cis).

S’assajaren diferents FEQ de poli-L-hidroxiprolina i del monomer corresponent en
diferents medis, comprovant-se que en utilitzar determinats dissolvents comuns en la
separacio d’enantidomers, com el cloroform, I'enantioselectivitat es veia disminuida.
Gracies a l'estudi dels espectres de dicroisme circular i de RMN en diversos
dissolvents es va poder atribuir el diferent comportament en un o altre medi a la

diferent conformacié que adopta el péptid en aquest entorn (Figura 1.21).%"%?
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Figura 1.21. FEQs monomeriques i de poli-L-hidroxprolina estudiades en el nostre grup en el procés

d’enantioreconeixement.

L’aminoacid L-prolina i els seus derivats també s’han utilitzat com a selectors quirals
en electroforesi capil-lar (EC), en membranes enantioselectives o en cromatografia
en contracorrent (CCC). En EC, trobem descrits exemples en els que s’utilitza com a
surfactant quiral un derivat de prolina, aprofitant la capacitat per formar complexes
amb metalls com el coure daquest aminoacid.®*®* Daltra banda, la
N-decyl-(L)-hidroxiprolina s’ha utilitzat com a transportador enantioselectiu tant en
membranes liquides emulsionades com en membranes liquides suportades.®® A
més, del seu Us en membranes solides en la separacié de farmacs, com el

propanolol (Figura 1.22).5"

a) b)

HO HO

N\*ﬁ;cm

Figura 1.22. Estructures dels transportadors enantioselectius utilitzats en les referéncies a) 66 i b) 67.

Pel que fa al seu us en CCC, tot i que no sén gaires els exemples en el camp de les
separacions quirals atesa la dificultat que comporta trobar unes condicions en que es
produeixi 'enantiodiscriminacio, I'L-prolina també s’ha utilitzat com a selector quiral.
Aixi, ja l'any 1984 [I'N-(n-dodecil)-L-prolina es va utilitzar en la separacié de
(+)-isoleucina.?’ No es torna a trobar cap altre exemple fins I'any 1994 en qué es va

descriure separacio completa dels enantiomers de

Anna Maria Pérez Montero 32



Introduccio

I'N*-(3,5-dinitrobenzoil)-tert-butil-(+)-leucinamida utilitzant
I'N*-(3,5-dimetilfenil)-N-dodecanoil-L-prolinamida (1) com a selector quiral (Figura
1.23).2* L’addici6 de la cadena lipofila sobre la prolina es feu per tal de retenir el SQ
a la fase més lipdfila del sistema de dissolvents que actua com a FE. Es tracta de la
primera separacié d’enantiomers d’'un racémic no ionitzable, la qual cosa implica la
dificultat afegida de poder determinar un sistema de dissolvents i condicions
cromatografiques adients per a produir un repartiment diferenciat de selector
(retingut primordialment a la fase estacionaria) i analit (repartit entre les dues fases

del sistema de dissolvents).

HaC

CH
CHs 8
0 CH
(@) _
& O,N v NH-tBu
(@) (@)
N
~ NO,
Cq1Has

Figura 1.23. Estructura del SQ utiltzat en CCC per a la resoluci6 de Ia
N-(3,5-dinitrobenzoil)-tert--butil-(+)-leucinamida .

Més tard, Ito va aplicar el mateix selector a analits ionitzables (DNB-derivats
d’aminoacids) i comprova la relacié existent entre la separacié de l'analit i la
concentracié de SQ present en la fase estacionaria. A més, es va poder comprovar
que un augment en la lipofilia del sistema acostuma a originar un augment de la

separacio.?’

A més, 1 va ser un dels primers SQs assajat en el mode d’eluci®6 anomenat
pH-zone-refining, desenvolupat per 1to."®*® Es realitza també un estudi comparatiu
de la capacitat de carrega entre el mode d’elucié normal i el pH-zone-refining. Es va
determinar que amb aquest Ultim es pot resoldre una quantitat major d’analit en un

temps menor, respecte al mode d’elucié normal.?

Per ultim, I'enantioselectivitat de cinc derivats de L-prolina front els racémics
DNB-Leu i ketoprofen (Figura 1.24) va ser estudiada en el nostre grup utilitzant un
aparell CPC.
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Figura 1.24. Estructura dels SQs derivats d’L-prolina utilitzats en I'estudi de la referéncia 25.

En aquest treball s’aprofundi en I'estudi de la influéncia de la naturalesa del tampo i
del pH de la FM en la separacié d’enantiomers. També, s’avalua la influencia de la
naturalesa de la FE, utilitzant dos medis diferents, un de més hidrofil (MIBK) i un
altre de més lipofil (MTBE). Un dels factors limitats, a I'hora d’utilitzar MTBE, resulta
ser la baixa solubilitat d’alguns SQs (3), la qual cosa en limita la seva aplicabilitat
preparativa malgrat que a concentracions baixes mostressin una bona

enantioselectivitat (Figura 1.25).
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Figura 1.25. Perfils d’elucié obtinguts en la separacioé dels enantiomers de DNB-(+)-leucina utilitzant
com a SQ el derivat 1. a) MTBE/tamp¢ fosfat sodic 0,1M pH 6; b) MTBE/ tamp6 acetat amonic 0,1M pH
6; c) MTBE/ tamp¢ fosfat sodic 0,1M pH 6,7; d) MTBE/ tampé acetat amonic 0,1M pH 6,7.

1.7. Técniques utilitzades en I'estudi del mecanisme de reconeixement

quiral d’aplicacié en el disseny de nous selectors

Molts dels avencos realitzats en el camp del disseny de fases estacionaries quirals
han estat basats en la intuici6 quimica. No obstant, el disseny racional de nous
selectors quirals o fases estacionaries quirals amb un ampli espectre d’aplicacio, aixi
com la comprensié del mecanisme intim pel que es produeix el reconeixement
enantioselectiu ha esdevingut un gran repte durant anys. Dues sén les técniques que
més s’han utilitzat en aquest context quan aixd ha estat possible. Es tracta de
lestudi d’associacié per ressonancia magnética nuclear (RMN) entre derivats
solubles del SQ i de I'analit corresponent i de I'estudi dels cristalls obtinguts entre
aquestes especies per cristal-lografia de raigs X.°*’%""2 De manera complementaria
a aquests estudis experimentals també s’han realitzat en ocasions estudis
computacionals per tal de racionalitzar com es produeix la discriminacié quiral. La
finalitat d’aquesta recerca és I'aplicacié dels resultats al disseny de selectors quirals
millorats. En 'extrem oposat al disseny racional, tal com ja s’ha comentat, també la
quimica combinatoria ha estat aplicada en la recerca de noves estructures

enantioselectives.*®
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Els avencos realitzats amb les eines computacionals han permés el
desenvolupament de diversos programes informatics per intentar postular les
interaccions que es produeixen entre dues espécies. Existeixen dos tipus
d’aproximacions a aquest problema. D’'una banda trobem els métodes de regressio
en els quals s’intenta relacionar diversos tipus de “descriptors moleculars”, en
general propietats relacionades amb la estructura (CMTD -Chirality Molecular
Topological Descriptors, entre altres), amb els valors de retencio relativa dels
enantiomers o el seu quocient (a). Sé6n els meétodes anomenats de QSERR
(Quantitative Structure Enantioselective Retention Relationships), procediments
analegs als QSAR (Quantitative Structure Activity Relationships) d’aplicacié en el
disseny de farmacs. D’altra banda cal considerar els métodes de modelatge que
apliquen camps de forga empirics (0 métodes computacionals quantics) en els que
es calculen les energies relatives dels dos complexes diastereomeérics generats a
partir del SQ amb cadascun dels enantidmers. No obstant, aquests darrers sempre
s’han utilitzat per a explicar un comportament enantioselectiu “a posteriori”, ja que la

seva validesa predictiva és molt limitada.”

Pel seu interés en relaci6 al treball que es presenta comentarem sobre dues de les
parelles SQ-enantidomers, I'associacio dels quals es va estudiar per RMN. En concret
Pirkle i col-laboradors varen realitzar I'estudi d’associacio entre els dos enantidmers
del N-(2-naftil)alaninat de metil i la (S)-N’-(3,5-dinitrobenzoil)-N-(n-propil)leucinamida
en base a I'observacié de I'efecte nOe entre grups d’'una i altre espécie. Segons els
resultats cromatografics, el complex més estable (enantibmer més retingut)
s’estableix entre els compostos de configuracié absoluta S. En aquest complex es va
postular el paper fonamental de la interaccidé entre els anells aromatics pobre en
electrons (1-deficient) d’'una espécie amb el ric en electrons (1-excedent) de l'altre
(Figura 1.26).”* En el mateix model es postulen un primer pont d’hidrogen entre el
proté lleugerament acid de la 3,5-dinitrobenzamida i el grup carbonil de I'ester de
lalaninat de metil, i un segon entre el grup carbonil de la propilamida i I'atom
d’hidrogen de la naftilamina. Aquest hipotétic complex es va modelitzar aplicant tant
métodes de mecanica molecular (Chemlab Il) i semiempirics (AM1) com ab initio
(STD-3G amb el programa GAUSIAN 80).”° Inesperadament la diferéncia energética
calculada pels complexes basats en aquestes interaccions amb cadascun dels
enantiomers no sembla explicar I'enantioselectivitat observada. Es més, els dos
enantibmers poden establir interaccions de forca similar.”® Llavors, la diferent
estabilitat que origina la separacié cromatografica podria ser deguda a altres factors,

entre elles la dimeritzacio dels analits.”
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Figura 1.26. Representacio de les interaccions que s’estableixen entre I'enantiomer S del
N-(2-naftil)alaninat de metil, com a model de SQ, i I'(S)-N’-(3,5-dinitrobenzoil)-N-(n-propil)-leucinamida.
a) estructura de les especies implicades. b) model en base als efectes nOe observats entre les dues

esp(ecies.74 c) modelitzacié del mateix model.”

Atesos els elevats valors d’enantioselectivitat assolits per la FEQ el selector de la
qual és una N-(3,5-dimetilfenil)prolinamida front certs N-(3,5-dinitrobenzoil)derivats
de leucinamida, aquest parell SQ/enantiomers s’estudia aplicant les mateixes
técniques de RMN que I'anterior (estudi del nOe intermolecular).®® Aquest estudi es
va acompanyar de l'analisi per difracci6 de raigs X dels cristalls del mateix
complex.”” Els resultats obtinguts permetien referendar la hipotesi segons la qual les
interaccions TT-1T cara-a-cara i els ponts d’hidrogen establerts entre els grups amida

de SQ i enantidmers hi jugarien un paper clau (Figura 1.27).
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Figura 1.27. Interaccions que es postulen pel procés de reconeixement enantioselectiu entre
N-(3,5-dinitrobenzoyl)-N’,N’-dimetil-(+)-leucinamida i es SQ de la FEQ descrita a la ref 52.

Atés que en cromatografia en contracorrent no hi ha suport sdlid, I'aplicacié dels
procediments de RMN és directa sobre les propies molécules implicades en la
separaci6. No és necessari utilitzar models simplificats. Per tant, en el nostre grup de
treball s’havia abordat un estudi similar a I'anterior. El parell seleccionat SQ-racémic
fou I'N-(3,5-dimetilbenzoil)-N*-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida i I'enantiomer més
retingut del racémic (x)-N-(3,5-dinitrobenzoil)-tert-butilleucinamida de configuracio
absoluta S (Figura 1.28). No obstant, atesa la dificil accessibilitat d’alguns

dissolvents deuterats, els experiments es registraren utilitzant cloroform deuterat.

H3C
CH;
0 CHs o CHs

NH o H N/H

0 2 R
N H O HsC CHj3

CH; NO,

HsC

3

Figura 1.28. Estructura de les espécies utilitzades en I'estudi d’associacio per RMN."®

Després de comprovar I'estequiometria 1:1 dels complexes, gracies als experiments
NOESY es pogueren establir les zones de les dues molécules que es troben
proximes entre si. Atesa la preséncia de dos grups 3,5-dimetilbenzoil en 3, calia
esbrinar quin dels dos intervé en la interacci6 amb el 3,5-dinitrobenzoil de l'altre
molécula. A través de l'analisi de la zona aromatica es va poder determinar que
I'anell 3,5-dimetilanilino de 3 és el que intervé en el reconeixement (Figura 1.29). Aixi

ho demostra la observacié d’efecte nOe entre el senyal corresponent als grups CHj
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de l'anell de 3,5-dimetilanilino de 3 (& 2,3) i els corresponents als protons de I'anell
de 3,5-dinitrobenzoil del derivat de leucina (& 8,9 i 9,1). També presenten nOe entre
altres el senyal del grup t-butil del derivat de leucinamida amb el corresponent als
protons de les posicions 2 i 6 de I'anell de 3,5-dimetilbenzoil de 3 (& 7,2). Aquest
resultat es va confirmar enregistrant 'espectre NOESY d’'una barreja de 3 amb el
derivat de leucina racémic. En aquest espectre en el que s’observaren duplicats els
senyals corresponents al derivat de leucina, es va poder observar que només alguns
dels senyals de l'enantiomer S experimentaven efecte nOe en preséncia de

’enantiomer R del derivat de leucinamida.

A 4

-

Figura 1.29. Representacié on es mostren els efectes nOes que es produeixen en una barreja (1:1)
entre el SQ 3 i la (x)-N-(3,5-dinitrobenzoil)-tert-butilleucinamida (CDCls, 600 MHz). Posant-se de
manifest I'associacio del grup dinitrofenil del racemat amb I'anell de dimetilfenil que es troba sobre
'amina de I'aminoacid. Aquesta interacci6 fa que al llarg dels treballs realitzats en el nostre grup es

mantinguin aquests dos grups en les estructures dels racemats i SQs, respectivament.25

Aixi doncs, totes les dades experimentals disponibles apunten al fet que el grup
3,5-dimetilanilino sobre [I'extrem carboxilat de [I'aminoacid intervé en el
reconeixement enantioselectiu. Per aquest motiu en la present tesi doctoral ens hem
plantejat fer diverses modificacions estructurals sobre [I'estructura base de

3,5-dimetilfenil-L-prolinamida i assajar-ne la seva aplicabilitat per CCC.
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2. Objectius

En el camp de les diferents técniques cromatografiques, el desenvolupament de nous
selectors quirals i/o fases estacionaries quirals amb un ampli espectre d’aplicacié ha
esdevingut un gran repte durant anys. Els resultats dels estudis realitzats mitjancant
técniques de RMN o cristal-lografiques per tal d’entendre i confirmar les interaccions
que es produeixen entre el SQ i I'analit s’han utilitzat en el disseny de FEQs, tal i com
s’ha descrit a la introduccio.®*’%""2 També la quimica combinatdria ha estat aplicada
amb al finalitat de contribuir a la identificacié d’esquelets basics en certes families de
compostos que presentin uns valors d’enantioselectivitat més elevats. No obstant,

sovint els avencos aconseguits han estat basats en la intuicié quimica.”

Aixi, en la present tesi doctoral, es pretén desenvolupar nous SQs per esser utilitzats
en CCC/CPC, prenent com a esquelet fonamental el de I'aminoacid L-prolina. Les
caracteristiques especifiques que li confereix la seva estructura rigida i el seu Us amb
exit en altres técniques cromatografiques (valors d’enantioselectivitat inusualment
elevats), va fer que aquest aminoacid es seleccionés com a nucli de partida sobre el
que es realitzarien les modificacions pertinents que haurien de portar-nos a I'obtencio

de nous SQs.2'#44851

A més, l'experiencia prévia del nostre grup en el
desenvolupament de SQs derivats d’aquest aminoacid per a la seva posterior aplicacio
ala CCC/CPC i els bons resultats obtinguts amb alguns d’ells en ha fet dirigir el nostre

treball en aquesta direccié.?*?°

Aixi doncs, es prengué com a punt de partida I'estudi de I'enantioselectivitat de cinc
derivats de L-prolina i L-hidroxiprolina amb la caracteristica comuna de contenir en la
seva estructura un anell -donador (3,5-dimetilfenil).?® En aquest estudi, després de
realitzar-ne la sintesi, se’n avalua la capacitat enantioselectiva en CPC front els
racémics DNB-(x)-Leu i ketoproféen, posant-se de manifest una capacitat
d’enantiodiscriminacié més elevada vers al primer, que conté un anell T-deficient

(DNB-(%)-Leu), que front el segon racemat.
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D’aquesta manera amb la finalitat de poder aconseguir desenvolupar nous SQs
aplicables a la separacio d’enantidmers mitjancant la cromatografia en contracorrent
(CCC/CPC) superant algun dels inconvenients que ja es podien posar de manifest i
intentant millorar els resultats obtinguts anteriorment en el nostre grup amb els derivats

de la L-prolina, en la present Tesi Doctoral ens varem plantejar els segients objectius:

1. En l'estudi realitzat per B. Delgado i col-laboradors, i tal i com s’ha esmentat
anteriorment, s'observa que I'enantioselectivitat front la DNB-Leu racémica millorava
amb la incorporaci6 dun segon anell T-donador sobre el nucli de
I'N-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (SQ 3), tot i que aquest selector va resultar ser

menys soluble en els sistemes de dissolvents utilitzats.?

La finalitat preparativa que presenta la CCC/CPC fa que ens interessi dissoldre la
maxima quantitat de SQ en la FE per tal de tenir una elevada capacitat de carrega.
Aixi, la baixa solubilitat del SQ en el sistema de dissolvents seleccionat pot
comprometre la quantitat de racémic a processar donat que hi hauran poques
molécules de SQ disponibles per a interaccionar amb l'analit. D’altra banda, el factor
d’enantioselectivitat (a) es veu influenciat per la quantitat de SQ solubilitzat en la fase
estacionaria. Una baixa solubilitat pot originar una baixa enantioselectivitat. Per contra,
una elevada solubilitat del SQ en la FE assegura un valor maxim d’a. No obstant, cal

que el SQ presenti un cert grau d’enantioselectivitat front al racémic seleccionat, ja que
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moltes vegades tot i que el SQ presenta una elevada solubilitat en la FE, aquest no

ressol 'analit per la seva manca de capacitat d’enantiodiscriminacio vers el racemat.

Aixi, prenent com a model 3, es vol millorar la seva solubilitat en els sistemes de
dissolvents seleccionats, a través de la sintesi de noves estructures, prenent com a
estructura basica I’ N'-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida.

* Introduint una cadena carbonada sobre un dels anells aromatics, la qual cosa

hauria de resultar en molécules més lipofiles.

CHs CHy CHs
H H H
4 NQ ° NQ ° NQ
0 CH, 0 CH 0 CH,
N N N
CH CH
OCH, oA HhF oA
7 8 9

* Eliminant una de les funcions amida, sovint origen de la insolubilitat dels
compostos en determinats dissolvents. No obstant, el caracter planar de les funcions
amida ajuda a mantenir una rigidesa estructural. Per tal de no perdre aquest factor,
sovint considerat significant en I'enantioreconeixement, es va optar per introduir un
anell addicional a la estructura que I'hauria de dotar d'una rigidesa estructural
incrementada.

CcH
3 CH,

CHy CHs i
Q e}
(o]
) /<j\ N/@ i CHa NQCH
N CH, CH, N/lh1 ; CH; P N
N N
NAH_/\/\ b LH.@\
CHj O/HQ\CHa
CH,
16 17 18 19
* Una vegada sintetitzades i caracteritzades les noves estructures obtingudes
es vol estudiar la solubilitat i la capacitat enantioselectiva front el racémic DNB-(+)-Leu
en CCC/CPC en els sistemes de dissolvents més utilitzats en el nostre grup. La
seleccio correcta del sistema de dissolvents en ser aquest el medi on es produira el
fenomen d’enantioreconeixement és fonamental. Aixi, el SQ haura de solubilitzar-se en

una de les fases del sistema, la qual s'utilitzara com a FE, mentre que el racémic

seleccionat s’haura de repartir entre les dues fases. En aquest context, les diferencies
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d’associacié entre el SQ/Racémic seran les responsables de I'enantiodiscriminacio.
Aixi, en funcié de la composici6 i la naturalesa del sistema de dissolvents seleccionat
es podra veure afectat des del comportament del SQ o la retenci6é del racemat, fins a

'associacio d’ambdos.

2. Per tal d’estudiar I'efecte de la preséncia de diverses unitats de prolina en el SQ, es
volen preparar SQ que incorporin almenys dues unitats en I'estructura dels nous SQs.
A I'nora d’'unir les dues entitats quirals es seguiran dues estratégies diferents per veure
com s’afecta la capacitat enantioselectiva:

» SQ que contenen un connector entre les dues unitats quirals

v:H3

C, CHz HsC,
HsC cH,
CHs
O,
N—n 0O
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>""© ch
\,NH

orto 25

22 meta
23 para

« SQ units de forma directa

H3C

g& Q %éb

26

Com en el cas dels SQ monomérics, es vol estudiar la solubilitat i el
repartiment dels SQs en els sistemes de dissolvents seleccionats, per a continuacié
estudiar la seva capacitat enantioselectiva en CCC/CPC.

* En el cas dobtenir separaci6 seria dinterés comprovar si en
I'enantiodiscriminacié participen les dues unitats de prolina de forma independent o

cooperativa. Aixi, s’estudiaran els SQ dimérics, envers al seus analegs monomerics.

3. Un dels problemes que presenta la separacid d’enantiobmers utilitzant sistemes

liquids bifasics és el possible repartiment del SQ cap a la fase que es fa servir com a
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fase mobil. Aquest repartiment redueix la capacitat d’enantioreconeixement del
sistema a mesura que es fa servir, a I'hora que contamina els enantiomers que se
separen. Per aquest motiu ens varem plantejar la utilitzacié conjunta d’'un dissolvent
fluorat, I'etoxinonafluorobuta (ENFB), com a integrant del sistema de dissolvents, amb
un SQ que contingui una cadena perfluorada. Es la primera vegada que s’aborda
aquesta aproximacié a la separacié per CCC. Atesa l'elevada lipofilia del dissolvent
fluorat caldra introduir un tercer dissolvent de polaritat mitia com a integrant del
sistema de dissolvents bifasic. Per aixd es considerara la idoneitat de diversos
candidats com el 2-propanol o I'acetonitril.

* Una vegada construits els sistemes de dissolvents s’estudiara la seva
estabilitat en les condicions de treball imposades per la técnica.

* Paral-lelament es sintetitzara un nou SQ que contingui elements fluorats en la
seva estructura (35). A més, s’estudiara la disponibilitat comercial de derivats de
L-prolina fluorats comercials (36). També s’estudiara el comportament dels tres SQs
tant en un medi fluorat, com en un medi no fluorat per veure si existeixen diferencies

remarcables.

HaC HaC

FsC CF
CHs CHs 8 8
CF5
(0] (¢}
(6] (6]
/( /( NH CF3
N N
CiqHzs CioF21
1 35

36

* A I'hora d’estudiar I'enantioselectivitat dels SQs 1, 35 i 36 s'utilitzara com a
racemat a separar un analit ionitzable (DNB-(x)-Leu) i un altre de no ionitzable
(DNB-()-Leu-tBu), en els sistemes de dissolvents fluorats que resultin aptes per a
realitzar aquests estudis. La utilitzacié6 d’un analit no ionitzable ha de fer palesa
'efectivitat del sistema de dissolvents, ja que, contrariament al cas dels analits

ionitzables, en aquest cas no es pot controlar I’ elucié variant el pH de la fase mobil.

4. En tots els casos s’intentara la optimitzacié de les separacions abordant les diverses
possibilitats que el caracter liquid de la fase estacionaria del sistema permet.

» L’abséncia de suport solid que presenta la CCC/CPC ens permet aplicar
modes d’elucié alternatius al mode classic. Aixi, amb la finalitat de poder millorar els
resultats obtinguts en la separacié d’enantiomers, ens plantegem la utilitzacié d’altres

modes de treball, com sén el mode dual multiple (MDM), en el que lintercanvi entre
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fase mobil i estacionaria només suposa el canvi de posicié d’'una valvula, i el pH-
zone-refining, en el que s’estableix un gradient de pH.
* La dependeéncia entre el valor d’enantioselectivitat (a) i la concentracié de SQ

utilitzat en la separaci6 és coneguda en CCC/CPC?":

o [1+15QNorgKa}
{1 +[SQlorgKar}

Aquesta dependéncia és creixent i arriba al seu valor maxim coincidint amb el quocient
de les constants d’associacid6 de cadascun dels enantiomers amb el SQ. Aixi, per
aquells SQs que es produeixi enantioselectivitat es vol realitzar un estudi per tal

d’establir si s’assoleix I'enantioselectivitat maxima en les condicions emprades.
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3. Selectors quirals monomeérics derivats de L-prolina

En aquest capitol es presenten totes aquelles molécules que contenen una unica

unitat de L-prolina. Tal com s’ha comentat en els objectius, en analitzar les estructures

dels SQs utilitzats en un estudi anterior del nostre grup? (Figura 3.1) s’observa que la

introduccié d’un segon anell m-donador sobre I'N’-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida es

tradueix en un increment de I'enantiodiscriminacié front DNB-Leu racémica en les

condicions comparables. No obstant, aquest canvi determina una reducciéo de la

solubilitat del SQ que en resulta, cosa que limita el seu Us amb finalitats preparatives

en dissolvents de lipofilia considerable com MTBE (metil tert-butil éter) (Figura 3.2).

HsC

o]

NH
(0]
»
Ci1Has3

1

HsC

&

HO™

Figura 3.1. Estructures dels SQs derivats de la L-prolina utilitzats en 'estudi de la ref 25.
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Figura 3.2. SQs utilitzats i perfils d’eluci6 obtinguts en la ref 25 en qué es comparen els resultats obtinguts
en la separacio de la DNB-(t)-leucina en MIBK (metil isobutil cetona)/tamp6 fosfat sodic 0,2 M pH 8 (a) i
MTBE (metil tert-butil eter)/tampé fosfat sodic 0,1 M pH 6 (b) utilitzant una concentracid 10 mM de SQ en
el primer cas (accc= 1,801 2,67) i de 30 mM per 1 (accc=2,09) i 6,14 mM per 2 (accc= 1,12).

Aixi, ens plantegem la introduccié de diverses modificacions sobre el nucli de
I'N'-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida per tal d’aconseguir derivats de solubilitat
incrementada en els sistemes de dissolvents binaris, sense comprometre la seva

enantioselectivitat.

Tots els derivats que ens proposem estudiar procedeixen sintéticament del mateix
intermedi clau 6 que es va preparar préviament. Aixi, es va seguir la metodologia

descrita per Pirkle *?

i utilitzada anteriorment en el nostre grup per a l'obtencié de
I'N’-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (6) que ens havia de permetre la introducci6 de la

substitucio sobre I'atom de nitrogen de I'aminoacid.
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Dioxa/NaOH 0,5N EEDQ/CH,Cl, N—Boc
L-prolina

HoN CHs CHs CHs
COOH COOH H H
Os N Os N
Boc,0 oH CH,CI/TFA
NH — N—Boc —— Y73 g —_—
CH; CH3
NH
10 1 6

Es parti de L-prolina que es va protegir en el grup amino com a t-butoxicarbonil (Boc)
derivat per reacci6 amb dicarbonat de di-tert-butil (Boc,0) en medi basic.”” La
Boc-L-prolina (10) es va obtenir amb un elevat rendiment i s’utilitza en el seglient pas
sense prévia purificaci6. A 'espectre de "H-RMN de 10 cal destacar la preséncia d’'un

singlet a & 1,49 cosa que confirma la incorporacié del grup tert-butoxicarbonil (Boc).

Atés que els SQs que ens plantegem tenen en comu la preséncia d’'un anell de
3,5-dimetilfenil (1T-excedent) sobre la funcié acida de I'aminoacid, I'acid 10 es feu
reaccionar amb 3,5-dimetilanilina utilitzant
I'1-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinoleina (EEDQ) com agent d’acoblament, de
manera que s’obté I'N-(3,5-dimetilfenil)-N-Boc-L-prolinamida (11) amb un rendiment
elevat (85%). La seva obtencidé inequivoca es va confirmar per la preséncia a
I'espectre de 'H-RMN dels senyals corresponents als protons de les posicions orto i
para de I'anell aromatic a 7,15 (s, 2H, C*®H) i 6,73 ppm (s, 1H, C*H), respectivament.
A continuacié, 'amida 11 es tracta amb acid trifluoroacétic per tal de procedir a la
desprotecci6é del grup amino. L’amina resultant 6 es purifica per cristal-litzacié del seu
hidroclorur (90%). L’amina 6 s’utilitza com a producte de partida en la preparacio dels

SQs proposats.

L’EEDQ, utilitzat en 'acoblament de 'amina amb I'acid, permet la formacio de I'enllag
desitjat gracies a la formacié d’un anhidrid intermedi entre 'agent d’acoblament i I'acid.
Aquest anhidrid, forma activada de I'acid original, reacciona amb I'amina per a formar

'amida desitjada.

T

X X
R-CO0®

m - > m — > R'\N)I\R
N OEt N * R'—NH,

K(l R o 0
o)\oa o)\:;;o% )J\,_\ )J\
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3.1. Introduccioé d’una cadena alifatica sobre I’anell aromatic

La introduccioé d’'una cadena alquilica d’'una llargada considerable sobre el SQ hauria
de produir un augment de lipofilia que es traduiria en un increment de la solubilitat en
la fase lipdfila i una reduccié de la seva afinitat per la fase polar. A més, aquesta
modificacié ha de permetre incrementar la diferéncia de polaritat entre SQ i I'analit, la
qual cosa facilita el seu comportament diferenciat en el mateix sistema de dissolvents.

212627 Amb aquesta idea ens varem proposar la sintesi dels segtients derivats.

CHz CHg CHs

H H H

oL N o) NQ 0 NQ

O  CHy O CHs O CHs

N N N
CH CH
0CH, /P\)A\y 2 OW 2

7 8 9

3.1.1. Sintesi dels SQs 7,8i 9

Per a I'obtencié dels SQs 8 i 9 fou necessari sintetitzar préviament els corresponents
acids alcoxibenzoics 14 i 15 per alquilacié del 4-hidroxibenzoat d’etil amb I'halur

d’alquil adient.

o) OEt O OEt O OH
KOH
1) K,CO4/ KI/
) Nreflix EtOH/H,0 (5:1)
_ Nofreflux -
P
2) BrW
OH " oA hs o h
n=4 12 n=4 14
n=9 13 n=9 15

La incorporacié de la cadena alifatica en els compostos 12 i 13 es confirma per
'H-RMN, on s’observa la preséncia de senyals pels protons alifatics i la de senyals
corresponents als protons de doble enllag a 5,00 i 5,80 ppm. Tot seguit, s’hidrolitza
l'ester en medi basic obtenint-se els acids 4-(5-hexenoxi)benzoic (14) i
4-(10-undecenoxi)benzoic (15), respectivament, que es van purificar per cristal-litzacio

d’etanol.
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Els acids 14 i 15, es van utilitzar en la preparacié dels selectors 8 i 9. Tanmateix, I'acid
p-anisic s’utilitza per a obtenir 7, un selector que ens ha de permetre avaluar I'efecte
de la introduccié de la cadena alifatica sobre els primers, ja que, a diferéncia de 3,
manté el mateix patr6é de substitucid (grup 4-alcoxi) sobre el segon anell aromatic de la
molécula. Com en el cas anterior, es va utilitzar EEDQ com a agent d’acoblament per

a formar I'enlla¢ amida entre 6 i els acids considerats.

CHj;

CH -
. =4
6 EEDQ/CH,Cl,
o-R
R=CHs; 7
R= C6H11 8
R=Cy4Hz21 9

Els compostos 7, 8 i 9 es purificaren per cromatografia en columna sobre gel de silice
eluint amb barreges d’hexa i acetat d’etil de polaritat creixent, obtenint-se els SQ

desitjats amb rendiments que van del 54% al 77%.

3.1.2. Determinaciéo de la solubilitat dels compostos 7, 8 i 9 i recerca de

condicions pel seu Us en CPC

Una vegada poguérem disposar dels compostos 7-9 desitjats, es procedi a estudiar la
seva solubilitat en els sistemes de dissolvents binaris utilitzats anteriorment en I'estudi
de 3.2 Es tracta de sistemes bifasics de dissolvents formats Gnicament per dos
components immiscibles entre si. Com a fase aquosa del sistema es va utilitzar una

solucié tampo6 de fosfat sodic 50 mM saturada préviament del dissolvent organic.

Amb aquests nous compostos que incorporen cadenes carbonades de diferent
longitud es pretenia millorar la baixa solubilitat de 3 en MTBE. No obstant, mentre 7,
preparat com a referéncia, resulta practicament insoluble en MTBE, MIBK i DIPE
(diisopropiléter), préviament saturats amb la dissolucié de tampo fosfat (< 1 mg/mL),
fou 9 el que presenta uns valors de solubilitat més elevats en els dos primers
dissolvents (Taula 3.1.). Tant per 8 com per 9, s’aconseguiren uns valors de solubilitat

més elevats respecte al valor obtingut per a 3.
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Taula 3.1. Solubilitat dels SQs en els sistemes binaris de dissolvents.

sSQ MIBK MTBE DIPE

3 1,4 mg/mL 3,6 mg/mL -

7 <1 mg/mL <1 mg/mL <1 mg/mL
8 33 mg/mL 20 mg/mL <1 mg/mL
9 42 mg/mL 21 mg/mL <1 mg/mL

Atesa la baixa solubilitat dels compostos en DIPE, aquest dissolvent es descarta per
als posteriors desenvolupaments. Aixi doncs, els sistemes de dissolvents seleccionats
per dur a terme els experiments de CPC amb aquests selectors foren MIBK/tampé
fosfat sodic 50 mM i MTBE/tamp6 fosfat sodic 50 mM en els que el SQ s’addicionava a
la fase estacionaria a una concentraci6 10 mM. També, degut a la baixa solubilitat de

7, es descarta 'assaig d’aquest com a SQ en cap de les condicions considerades.

Abans de realitzar I'assaig dels SQs seleccionats se’n va comprovar la retencié en la
fase organica del sistema de dissolvents, analitzant per cromatografia en capa fina les
dues fases del sistema en equilibri. En cap cas es va detectar la preséncia de SQ a la
aquosa que haura d’actuar com a FM. També es va comprovar l'estabilitat del sistema
de dissolvents en el dispositiu en les condicions establertes en el treball anterior. Aixi,
es treballa a una velocitat de rotacié de la centrifuga (w) de 1100 rpm i a un flux de 3

mL/min en utilitzar un dispositiu de CPC amb una columna de 190 mL de volum total.

El racémic a separar és el mateix utilitzat en I'estudi del SQ 3,5 la qual cosa hauria de
permetre comparar els resultats amb els obtinguts préviament. A I'hora de fixar la
quantitat d’analit a injectar cal evitar la possible saturacié del SQ. En base a estudis
realitzats amb SQs de baix pes molecular es va poder determinar que, en SQ
d’elevada enantioselectivitat, aquesta es produeix a una relacié molar SQ/analit (1:1)."
Considerant que, la quantitat molar de SQ en I'aparell en els diferents experiments
podria oscil-lar entre 10 i 20 mmol segons el cas, es decidir injectar 75 mg (0,23 mmol)

de racemic, quantitat llunyana a la de saturacié tedrica.

El pH de les solucions amortidores utilitzades com a fase mobil es va fixar a 8 pel
sistema format per MIBK/tamp6 fosfat sodic 50 mM i 6 en utilitzar MTBE/tamp¢ fosfat
sodic 50 mM. Atés que l'analit té caracter acid, es troba més ionitzat a valors de pH
més elevats, cosa que facilita el seu repartiment cap a la fase més polar del sistema

de dissolvents (solucidé aquosa) i en redueix el temps de retencio en el cas d’emprar un
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dissolvent de polaritat destacable com ho és el MIBK. Contrariament, a valors de pH
més baixos la menor ionitzacié fa que I'analit es comporti com a més lipofil i, per tant,
es facilita la seva solubilitat en el dissolvent de baixa polaritat (MTBE), i la seva
retencié quan aquest dissolvent constitueix la fase estacionaria. D’aquesta manera,
com a consequéncia del control del repartiment de I'analit en el sistema de dissolvents
es controla el temps de retencié de l'analit en el sistema i s’eviten els experiments

excessivament llargs.

Una vegada establertes les condicions de treball per als SQs seleccionats, es procedi
a lassaig de la seva capacitat d’enantiodiscriminacio en els dos sistemes de

dissolvents binaris escollits.

3.1.3. Assaig de la capacitat d’enantioreconeixement de 8 i 9 en CPC

Els primers experiments es realitzaren en MIBK/ tamp6 fosfat 50 mM pH 8 ja que, com
3, també 8 i 9 mostraren una solubilitat més elevada en aquest sistema de dissolvents.
Aixi, s’inicia I'estudi avaluant la capacitat enantioselectiva de 8 a una concentracié 10

mM en la fase organica del sistema injectant 75 mg (0,23 mmol) de DNB-(+)-Leu.

En aquest punt la necessitat d'un métode analitic enantioselectiu per a avaluar la
separacio és crucial, ja que les separacions poden no ser completes i per tant
dificilment detectables sense un meétode quiral de control. Per aix0, les fraccions
recollides de l'eluat varen ser analitzades per HPLC quiral. En I'analisi per HPLC
s’utilitza una columna contenint
N-(3,5-dimetilfenil)-(4R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-L-prolinamida com a SQ, i
una barreja d’hepta/2-propanol/TFA (80:20:0,5) com a FM. En aquestes condicions
s’aconsegueix la separaciéo completa dels enantiomers de I'analit (k'4, 33; a, 1,6; Rs,
1,7) (Figura 3.3).%
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T T T T T
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Figura 3.3. Separacié analitica dels dos enantiomers de la DNB-(x)-Leu sobre una columna quiral
contenint N-(3,5-dimetilfenil)-(4R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-L-prolinamida com a SQ. Aquestes
condicions es varen utilitzar pel control dels experiments de CPC. Volum d’injeccié: 5 pL; fase movil:
d’hepta/2-propanol/TFA (80:20:0,5); flux: 1 mL/min; A= 254 nm.

No obstant, atés que I'eluat de I'experiment de CPC era de natura aquosa i per I'analisi
de les fraccions s'utilitzaven condicions de fase normal, es va haver de procedir a un
tractament d’extracci6 en medi acid d’aquestes fraccions previ a la seva analisi. A
partir del contingut enantioméric determinat per a cadascuna d’elles es va procedir a la
construccié dels perfils d’elucié de cada experiment. Com a exemple en la Figura 3.4.

s’observa una separaci6 parcial de I'analit (Taula 3.2.).

50
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Figura 3.4. Perfil d’elucié per a la separacié de DNB-(+)-Leu (75 mg, 0,023 mmol) obtingut amb el SQ 8 a

una concentracié 10 mM en el sistema MIBK/tamp¢ fosfat sodic 50 mM pH 8. Flux: 3 mL/min, w 1100 rpm.
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La forma no gaussiana dels pics obtinguts es va atribuir a la coexisténcia de formes
ionitzades i neutres de l'analit. De fet aquest resultat resultava concordant amb altres
préviament obtinguts en el grup on s’observava el mateix efecte. No obstant,
considerant els maxims dels dos pics es va poder calcular un valor de accc de 1,42,
lluny del 2,67 previament obtingut per 3 en les mateixes condicions. Malauradament, la
manca de solubilitat de 7 en aquestes condicions ens va impedir comprovar si aquesta
inferior enantioselectivitat era deguda a la modificacié de la substitucié del segon anell

aromatic introduit sobre I'estructura fonamental de L-prolina.

Taula 3.2. Separacions dutes a terme en el dispositiu de CPC utilitzant 8 i 9 com a SQ en la fase

estacionaria organica del sistema de dissolvents.

EXp. SQ F.E. Vst SQst I'sar t, t, Uccca R§a oe

(mL) (mmol) (min) (min)

1 8 MIBK 142 1,42 6,17 22 36 1,42 - R
2 8 MTBE 134 1,34 6,177 115 145 1,41 0,63 R
3 9 R
4 9 MTBE 134 268 11,52 120 170 1,45 0,98 R

Concentracié del SQ: 10 mM, excepte per I'experiment 4 (20 mM). F.E., dissolvent utilitzat en la fase

MTBE 134 1,34 6,177 120 165 143 0,83

estacionaria; Vg, volum (mL) de FE retingut dins I'aparell; t;, temps de retencié de cada enantidbmer (min)
corresponent a la maxima intensitat del pic; a, factor d’enantioselectivitat; Rs, resolucio; oe, ordre d’elucio:

enantidmer que surt primer. ? Valors calculats sobre el perfil d’elucio.

Tot seguit, es procedi a assajar 9 en les mateixes condicions. Malauradament no
s’aconsegui I'estabilitzacio del sistema. Aixi, en iniciar la rotacidé de I'aparell en lloc de
produir-se la sortida d’'una part de la fase que ha d’actuar com a estacionaria,
s’observa I'emulsié de les dues fases en actuar 9 com a agent surfactant. Aquest fet

ens feu descartar la utilitzacié de 9 en aquest medi.

A continuacié, es passa a avaluar la capacitat d’enantioreconeixement de 8 i 9 en el
sistema de dissolvents MTBE/tamp6 fosfat sodic 50 mM pH 6. Es va utilitzar la mateixa
concentracio de SQ que la utilitzada préviament en MIBK, 10 mM. D’aquesta manera,
tot i obtenir-se un valor de accc molt similar a I'obtingut en utilitzar 8 en MIBK, la forma
dels pics va resultar ser més propera a la gaussiana cosa que permet una separacio

quasi completa dels enantiomers (Figura 3.5 a).

Tot seguit, es procedi a I'assaig de 9 en les mateixes condicions. A diferéncia del que

succei en MIBK, en MTBE s’aconsegui estabilitzar el sistema sense detectar la
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formacio d’emulsions i I'experiment es pogué realitzar amb éxit. En utilitzar una
dissolucié 10 mM en 9 es va obtenir un valor d’accc de 1,43 (Rs: 0,83). L'experiment
es va repetir preparant una dissolucié de concentracié de SQ superior, 20 mM, per tal
d’observar si s’havia assolit el maxim d’enantioseparacié per aquest racémic en les
condicions assajades o si encara era possible millorar la separacié. Si bé el valor
d’enantioselectivitat obtingut d’aquesta manera va ser sensiblement igual a I'obtingut
anteriorment (accc: 1,45), s’aconsegui practicament la completa separacié dels pics

corresponents als dos enantiomers (Rs: 0,98), (Figura 3.5 c).
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s
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o s \ DNB-(t)-Leu
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20 \ 20 \
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Figura 3.5. Perfils d’elucié en la separacié de DNB-(t)-Leu (75 mg; 0,23 mmol) en MTBE/tamp¢ fosfat
sodic 50 mM pH 6, flux: 3 mL/min, w 1100 rpm. a) 10 mM de 8; b) 10 mM de 9i ¢) 20 mM de 9.

En comparar els resultats obtinguts en els dos sistemes de dissolvents, s’observa la
clara millora produida per la utilitzacié de la dissolucié tamp6 a pH 6. Considerant la
possibilitat de realitzar un experiment en el sistema MIBK/tamp¢6 fosfat a pH 6, es va
realitzar una prova en abséncia de SQ. La durada superior a les 4h d’aquest

experiment ens va fer descartar la realitzacié del mateix amb el SQ.
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3.2. Incorporacio de la unitat de L-prolina en un sistema rigid.

La capacitat preparativa de la cromatografia en contracorrent i les seves variants en la
separacio d’enantiomers esta determinada fonamentalment per dos factors. D’una
banda, I'enantioseparacié que el SQ mostra envers el racémic. D’altra banda, la
quantitat de SQ que es pot incorporar a la FE. Aixi, com més gran sigui
I'enantioselectivitat (més diferéncia d’estabilitat entre els adsorbats formats entre el SQ
i cadascun dels enantibmers) més quantitat de racémic es podra processar en una
sola operaci6. Aquest supodsit presenta com a limit el requeriment d’'una relacié
equimolecular entre SQ i racémic per compostos la separacié dels quals transcorre a
través de la formacié d’adsorbats transitoris d’estequiometria (1:1). També, i com a
consequéncia de l'anterior, la quantitat de SQ que es pot incorporar a la FE pot
resultar limitant a 'hora de processar una gran quantitat de racémic en una sola

operacio.

De forma paral.lela a la sintesi anterior es va intentar modificar la solubilitat dels nous
compostos a través d’eliminar una de les funcions amida presents en els SQs
estudiats, en particular, en 1. Es decidi seguir aquesta nova estratégia tot i aconseguir
compostos com 8 i 9, de solubilitat incrementada respecte a la de 3 en els dos
sistemes de dissolvents assajats i la resolucié completa en la separacié de I'analit
seleccionat en MTBE/tamp6 fosfat sodic. Per aixd es va pensar en realitzar la
introduccio de una cadena lipofila sobre I'estructura basica 6 a través d’'una alquilacié
reductiva (Figura 3.6). Aix0 hauria de permetre, a I'hora que aconseguir compostos de
lipofilia incrementada, mantenir el caracter basic del SQ final. Aquesta caracteristica
podria resultar d’interés per a la posterior separacié de racémics de caracter acid amb

els quals els SQs podrien establir parells idnics lipofils.
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Figura 3.6. Reaccié d’'alquilacié reductiva de 6

Aixi, l'alquilacié reductiva de 6 es va dur a terme amb hexanal en preséncia de
cianoborohidrur sodic en el si de tolué anhidre. La purificacié per cromatografia en
columna del cru de reaccié va conduir a dos productes que es van aillar amb un 69 i
un 26% de rendiment, respectivament. No obstant, I'espectre de "H-RMN del producte
majoritari no es corresponia amb el producte N-alquilat esperat. En aquest espectre en
lloc del senyal que hauria de correspondre al nou grup N-CH,, es va observar un
senyal a d 4,66 corresponent a un unic protdé. El producte es va caracteritzar com a
3-pentil-2-(3,5-dimetilfenil)-hexahidro-1H-pirrolo[1,2-c]imidazol-2-ona gracies als
espectres de RMN bidimensionals (COSY i HSQC). El producte minoritari de la reaccio
va resultar ser el producte d’alquilacié esperat. S’havia format doncs un sistema

biciclic inicialment no previst.

Un dels factors que sovint s’ha relacionat amb [l'obtencié d’enantioselectivitats
elevades és la rigidesa del SQ.***” Per aquest motiu, a la vista de I'anterior resultat es
considerar d’interés explorar I'enantioselectivitat d’aquest tipus d’esquelet i, per tant,
ens plantejarem la sintesi i avaluacié com a SQ de molécules en les que I'esquelet de
prolina quedés incorporat en un sistema biciclic d’aquest tipus (Figura 3.7). La
modificacié esmentada implica addicionalment I'eliminacié d’'una de les funcions amida
de la molécula, la qual cosa pot contribuir també a incrementar la solubilitat dels
productes resultants en reduir-ne la polaritat. Tot i aixi, I'eliminacié6 d’aquesta funci6
podria comprometre la capacitat d’enantioreconeixement dels selectors resultants ja

que, tal i com s’ha vist en diferents estudis, I'establiment d’'un pont d’hidrogen amb el
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racemat a separar,”*’’ sembla jugar un paper clau en el procés de reconeixement
quiral
GHa CH
CHs CHs . 3
o) (@]
(0]
/@ N JN CHs N CH
N CH3 J CH3 N CH3 ¢
] O N
N LH_/\/\
CHs oH o’Hg\cm
3
16 17 18 19

Figura 3.7. Estructura dels SQ proposats.

No obstant, en una petita recerca bibliografica realitzada sobre aquestes estructures
es va poder veure que, malgrat I'abséncia de prot6 en la funcié amida en derivats de
L-prolina analegs als proposats, aquests compostos mantenen la seva capacitat per a
actuar com a catalitzadors enantioselectius en diferents tipus de reaccions, tant com a
catalitzadors organics propiament® o com a lligands quirals formant complexes

metal-lics amb metalls com el pal-ladi (Figura 3.8).3"%

R: H, OH, OTBS

Figura 3.8. Estructura quimica dels derivats de L-prolina utilitzats con a catalitzadors enantioselectius en

a) organocatalisi i b) com a lligands quirals en complexes metal-lics.

3.2.1. Sintesi dels SQs 16-19

Per tal de sintetitzar els SQs del titol s'utilitza com a producte de partida I'amida 6,
precursor comu de tots els SQs descrits en aquest capitol. El primer derivat d’aquesta
série s’obtingué per reaccié de 6 amb hexanal en el si de tolué anhidre durant 4 h a la
temperatura de reflux. Aixi doncs, en abséncia de cianoborohidrur sodic i condicions
analogues a les indicades anteriorment es va obtenir Unicament el producte de
ciclaci6. Una vegada purificat per cromatografia en columna sobre gel de silice 16

s’obtingué amb un 87% de rendiment.
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Després de confirmar un valor de 301,03 m/z, corresponent a M+1 en el seu espectre
de masses, I'estructura biciclica de 16 es va poder confirmar gracies a I'analisi acurada
dels espectres de RMN. Aixi, en I'espectre de 'H-RMN els senyals determinants per a
constatar la preséncia de 16 foren les de & 3,98 i 4,66 i que s’assignaren a les

posicions C"H i C*H del sistema biciclic (Figura 3.9).

CH3;

T T T T T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f1 (ppm)

Figura 3.9. Espectre de "H-RMN (400 MHz, CDCls) de 16.

Gracies als espectres de 2D-RMN (gCOSY i gHSQC) es va poder confirmar
I'estructura biciclica de 16. Aixi, en I'experiment gHSQC (Figura 3. 10) en el que
s’observen pics correlacidé entre protd i carboni, s’observa la preséncia de dos grups
CH un dels quals correspon a la posicido a de 'aminoacid, mentre que I'altre prové del

nou centre estereogénic, corresponent a la posicié 3 del sistema biciclic.
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Figura 3.10. Espectre de gHSQC de 16 que ens permet distingir els diferents tipus de carbonis que conté

la molécula obtinguda.

D’altra banda, I'experiment gCOSY (Figura 3.11) ens permet correlacionar els senyals
que acoblen entre ells. D’aquesta manera es confirma que el senyal a 4,66, assignat
a la posicié 3 del sistema biciclic, es troba acoblat amb senyals a & 1,27-1,54 de la

cadena alifatica.
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Figura 3.11. Espectre de gHSQC de 16 que ens permet determinar els protons acoblen entre ells.

El mecanisme de reaccid que podria donar origen a 16 passaria a través d'un
intermedi de tipus sal d’'imini, originat per la reaccié de 'amina amb l'aldehid, que
reaccionaria posteriorment amb el parell d’electrons de I'atom de nitrogen de I'amida,

tal i com es mostra a continuacio.

CH,

CHj
H o)
o) Q
5N
5/ - HJ\/\/\CHa 5/ Ea/)ﬁl\;{i/\/im
NH > = s
CH
6 16

CH3

En aquesta reaccié es forma un nou centre estereogénic a la posicio 3. Atés que es
coneix la configuracio del centre estereogénic de la posicié 7a (S), que es correspon
amb el que aporta 'aminoacid L-prolina, podem proposar una configuraci6 R per
aquest nou centre en base al mecanisme pel qual tindria lloc la reaccié de ciclacio.

Aixi, és pot esperar que el parell d’electrons de I'atom de nitrogen ataqui al catié imini
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intermedi per la mateixa cara on es troba I'amida. Atesa la natura oliosa de 16 no se’n

va poder confirmar I'estereoquimica en aquest moment.

Per a I'obtenci6é de 17, amb la idea d’introduir un segon anell aromatic a I'estructura, es
feu reaccionar 6 amb benzaldehid en el si de tolué anhidre en les mateixes condicions
en les que es va originar 16. A les 3h de reaccié es realitza un espectre de 'H-RMN
per tal de controlar I'evolucié de la reaccio. L’espectre va resultar ser més complicat
que el que s’esperava (Figura 3.12). Aixi, es detectaren dos singlets un a & 5,65 i un
altre a un desplagament quimic de 6,35 ppm, amb una relacié d’'integracié 1:2. Com
que es podia detectar el senyal corresponent al proté de I'aldehid de partida, es decidi
continuar la reaccié durant 12h. Al final d’aquest periode I'espectre de "H-RMN només

presentava un dels senyals abans esmentats, el de 5,65 ppm.

Figura 3.12. Espectre de "H-RMN (400 MHz, CDCl3) del cru de reaccio en la formacio de 17 obtingut a les
3 h de reaccid, on s’observen els dos senyals assignables al proté de la posicid6 3 a més del senyal de

I’aldehid indicant que la reacci6 no s’havia completat.

Per tal de procedir a l'aillament del que podrien ser els dos diasterebmers de 17, es
repeti la reaccié amb una durada de 3 h. Tot i que s’aconseguiren aillar compostos
separats per columna de gel de silice després de diversos intents, quedava clar que un
dels compostos, el que presenta un singlet a & 6,35, resultava inestable (Figura 3.13. a
i b).
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Figura 3.13. Espectres de 'H-RMN (400 MHz, CDCls) dels diasteredmers de 17 a) producte majoritari i b)

producte minoritari.

Malgrat la diferéncia observada pel que fa als senyals que s’haurien de correspondre a
'anell de pirrolidina de la prolina en els dos cassos, la natura d’isomers dels dos
compostos es va poder confirmar en base al seu espectre de masses, en els que es va
determinar en cada cas un pic corresponent a M+1 de m/z 307,04 i 307,11,
respectivament. Novament, el fet de tractar-se d'olis en va impedir determinar

I'estructura per cristal-lografia de raigs X.

A continuacié, es procedi a la sintesi de 18, veritable analeg rigid de 3, per reaccio
derivat de L-prolina 6 amb el 3,5-dimetilbenzaldehid en el si de tolué anhidre. Tot i
esser comercial, atesa la facil oxidaci6, es va decidir preparar préviament el
3,5-dimetilbenzaldehid just abans de realitzar la reacci6. S’assajaren dos procediments
alternatius préviament descrits. En primer lloc la bromacié del mesitilé seguida

d’oxidacio ens hauria de conduir a l'aldehid desitjat.83 Malauradament, en la reacci6 de
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bromacié seguint les condicions descrites s’obtingueren, a més del producte desitjat,
productes de polibromacié de dificil separacio. Alternativament, la formacié de I'aldehid
estava descrita a partir del mesitilé per oxidacié6 amb (NH,4),Ce(NOs)s en medi acid.®*
D’aquesta manera s’aconsegui obtenir el producte desitjat en una Unica etapa de

sintesi i amb un rendiment del 77%.

(6]
HsC CH; HsC . e
3
\Q/ Bry \Q/\ Hexametilentetramina H
—_— ’
EtOH/ H,O/ formalina
CH CH 2
3 ¢ (4:6:0,2) CHs
b)
(6]
H3;C CH3 HaC
(NHy4)2Ce(NO3)e ¢ H
=
H,0/ CH;COOH
CHs (1:1)

CHg

El 3,5-dimetilbenzaldehid es feu reaccionar amb el derivat de L-prolina 6. Com s’havia
fet anteriorment, a les 3 h de reaccié es realitza un espectre de 'H-RMN per controlar
'evolucié de la reacci6. S’observa la preséncia de dos singlets a desplacaments
quimics similars als detectats en el cas de la reaccié de 6 amb benzaldehid. El periode
de reaccié sallarga fins a les 12 h i en realitzar I'espectre de 'H-RMN només es
detecta el senyal a un desplacament de 5,57 ppm (Figura 3.14). Després de la seva
purificacié per cromatografia en columna sobre gel de silice, el producte s’obtingué
amb un 85% de rendiment. Malgrat els intents d’aillar I'altre isdmer, aturant la reaccio
abans de la conversié completa i cromatografiant la barreja obtinguda, en cap cas

s’aconsegui.
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Figura 3.14. Espectre de "H-RMN (400 MHz, CDClIs) del producte 18.

Afortunadament 18 va resultar ser un producte solid que es va poder cristal-litzat
d’etanol/aigua. Els cristalls s’analitzaren per difraccié de raigs X. D’aquesta manera es
va poder determinar que el proté de la posici6 C°H es troba per sobre del pla de
I'heterocicle, i el grup 3,5-dimetilfenil queda per sota del pla, confirmant-se que la

configuracio del nou centre estereogénic format és R en aquest isomer (Figura 3.15).

Figura 3.15. Estructura obtinguda per difraccié de raigs X pel compost 18 on es mostra la configuracié de
la posicio 3.

La confirmacié de la configuracié absoluta de la posicié 3 en 18, i el coneixement del
desplacament quimic del senyal corresponent a aquesta posicié en el espectre de
'H-RMN, ens va permetre fer una estimaci6 de la configuracié del centre estereogénic

analeg en els compostos 16 i 17 (Taula 3.3). Aixi, es determina que en 16 i 17b
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I'estereoquimica d’aquest centre era R, mentre que, probablement 17a era I'isbmer de

configuracié S en aquesta posicio (Taula 3.3).

Taula 3.3. Desplagaments quimics dels senyals corresponents a les posicions 7a i 3 dels analegs biciclics
en els espectres de "H-RMN i "*C-RMN.

5 "H-RMN (ppm) 5 C-RMN (ppm)
SQ 7a 3 7a 3
16 3,98 4,66 65,0 83,0
17a 4,02 6,35 65,8 79,2
17b 4,02 5,64 64,6 83,9
18 4,03 5,57 64,5 84,0

En revisar els resultats obtinguts en la sintesi de 16 es va veure que també en
'espectre de 'H-RMN realitzat a les 3h de reacci6 s’observaven dues senyals
corresponents pel proté de la posicié 3. Malauradament tampoc en aquest cas es va

poder aillar més que un sol dels isdmers.

Aquests resultats en el seu conjunt ens varen portar a proposar una hipotesi pel
mecanisme de formacié dels dos diasteredmers que corrobora I'existéncia d'un
intermedi de tipus sal d’imini format per reaccidé entre 'amina de 6 i l'aldehid
corresponent en cada cas. Les dues formes isobmeres d’aquesta, E i Z, estarien en
equilibri en les condicions de la reaccié. Llavors, l'atac del parell d’electrons del
nitrogen de I'amida sobre la sal d’imini es produiria, tal com s’ha indicat, per la cara on
es troba aquest grup. D’aquesta manera s’originaria una barreja d’isdomers de
configuracié R o S en la posicié 3, depenent de l'isdmer de la sal d’imini que rep l'atac
del parell d’electrons (Figura 3.16). Si la reaccio és d’equilibri i suposem una diferéncia
d’estabilitat significativa entre els dos diasteredomers, es justificaria que a temps llargs
de reaccié només s’observés la formacid del isomer més estable de configuracié R en
la posici6 3. Només en el cas de la sintesi de 17 s’aconseguiren aillar dos
diasteredomers 17a i 17b, tot i que, en incrementar el temps de reacci6 només es
detecta 17b (Figura 3.17).
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Figura 3.16. Mecanisme proposat per a la formacié dels isomers en els sistemes biciclics estudiats.
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Figura 3.17. Estructures proposades pels isomers 17.

El mecanisme de formacié d’aquests derivats biciclics implica I'existéncia d’un equilibri
entre isbmers que difereixen en la configuraci6 d’'un centre estereogénic. Aquest
equilibri podria resultar afavorit per la preséncia d’aigua. Atés que aquest fet podria
afectar les seves propietats com a selectors enantioselectius en les condicions
comunes per CCC (sistemes de dissolvents organic/aqués en que cadascuna de les
fases esta saturada per laltra), es realitza una prova en qué 17b es va sotmetre a
aquestes condicions. Aixi, en un tub d’assaig que contenia 1 mL de MTBE i 1 mL de
tampé fosfat sddic 50 mM se li addicionaren 2 mg de 17b, s’agita i es deixa a
temperatura ambient durant 12 h. Passat aquest temps s’agafa una aliquota de cada
fase i s’analitza el contingut per HPLC. Unicament es detecta la preséncia de 17b, fet

que demostra la seva estabilitat en dissolucié.

Per ultim, tenint en compte els resultats cromatografics obtinguts amb el SQ 9, es
decidi sintetitzar un analeg amb una cadena alquilica de 10 atoms de carboni.

Primerament es sintetitza el 4-(deciloxi)benzaldehid per alquilacié del
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4-hidroxibenzaldehid amb 1-bromodeca en acetona anhidra. El producte desitjat

s’obtingué amb un 84% de rendiment.

CHO CHO
CH
Br’(/\)s\/ 3
K,COy/ KI /Ar
acetona CH
OH o’(/\)\/ 8

8

L’aldehid alquilat obtingut es feu reaccionar en el si de tolué anhidre amb el derivat de
L-prolina 6. Com en les anteriors ocasions s’enregistraren els espectres 'H-RMN a les
3hiles 12 h de reaccié. La purificacié del cru de reaccié obtingut per cromatografia en
columna fou dificultosa. Tot i que es detectava la preséncia de 19 al cru de reaccio, el
producte es degradava durant el procés de purificacié. Atés que la inestabilitat del
producte durant la purificacié s’atribui al caracter acid del gel de silice, es decidi
tractar-lo préviament amb dietilamina. Prenent aquestes precaucions s’aconsegui
finalment aillar el producte desitjat. L’'obtencié de 19 es confirma gracies a I'espectre
de 'H-RMN en qué s'identificaren els senyals provinents de la cadena alifatica
introduida addicionalment. La configuracié del nou centre estereogenic s’establi per
comparacié amb els resultats obtinguts anteriorment, ja que el desplagament quimic

del proté de la posicio 3 va resultar ser de 5,59 ppm, que es correspon a la forma R.

3.2.2. Estudis de solubilitat dels compostos 16-19 i recerca de condicions pel

seu us en CPC

Tal i com s’ha descrit anteriorment, una vegada sintetitzats i caracteritzats els nous
SQs, se’n estudia primerament la solubilitat en els sistemes de dissolvents binaris:
MTBE/tamp¢ fosfat, MIBK/tampé fosfat i DIPE/tamp6 fosfat. Aixi, es volgué comparar
la solubilitat de 16, 17, 18 i 19, vers als valors obtinguts per als altres derivats de
'aminoacid L-prolina que contenien I'hidrogen de I'enlla¢g amida. La solubilitat de 16, 17
i 19, de naturalesa oliosa, va ser superior als 100 mg/mL en els sistemes de
dissolvents estudiats, essent la viscositat de les dissolucions obtingudes I'Unic factor
limitant en el seu Us. En CPC, en tractar-se d’una cromatografia liquid-liquid, la fase
mobil liquida ha de passar a través de la fase estacionaria també liquida. La qual cosa
fa que la viscositat d'ambdues fases sigui un element que cal tenir en compte. En
estudis realitzats anteriorment en el nostre grup amb derivats de polisacarids, s’establi
que valors de viscositat superiors als 4 cP no resultaven adequats, essent els valors

de viscositat acceptables a la practica els compresos entre 1i2 cP.%
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Aixi, es prepararen dissolucions de 16, 17 i 19 de concentracié coneguda, 100 mM, i
es mesuraren les viscositats d’aquestes, que resultaren inferiors a 1 cP en tots els
casos. D’aquesta manera, ens vam assegurar que la concentracié de SQ en la FE que
podia ésser utilitzada en els experiments cromatografics es trobava en uns nivells
acceptables ja que, com s’ha vist, concentracions baixes de SQ poden arribar a

comprometre I'enantioselectivitat.

En aquest punt de lI'estudi es decidi no incloure el sistema de dissolvents format per
DIPE/tampo fosfat sodic, en mostrar els compostos anteriors una solubilitat molt baixa i
no poder obtenir resultats comparatius amb les diferents families de SQs sintetitzats

en el present treball.

Pel que fa a la solubilitat de 18, es determina en els dos sistemes de dissolvents
seleccionats, obtenint valors de solubilitat més elevats en MIBK que en MTBE (Taula
3.4). Aixi, mentre en MIBK es podien dissoldre 63 mg/mL, en MTBE només es
pogueren dissoldre 48 mg/mL. Tot i aix0, els valors aconseguits representen un

augment considerable respecte als obtinguts per 3, en les mateixes condicions.

Taula 3.4. Valors de solubilitat obtinguts pels SQs 16, 17, 18 i 19 ens els sistemes de dissolvents

seleccionats per a dur a terme I'estudi.

sSQ MIBK MTBE

16 > 100 mg/mL > 100 mg/mL
17 > 100 mg/mL > 100 mg/mL
18 63 mg/mL 48 mg/mL
19 > 100 mg/mL > 100 mg/mL

A continuacié, es procedi a comprovar per CCF que els nous SQs sintetitzats
quedaven retinguts exclusivament a la FE del sistema de dissolvents. Només
s’observa repartiment en el cas de 17, motiu pel qual no va ser inclos en I'estudi de la
seva capacitat enantiodiscriminativa per CPC, ja que el pas del SQ cap a la FM

provoca una pérdua d’aquest durant la realitzacié de I'experiment.
3.2.3. Assaig de la capacitat d’enantioreconeixement de 16, 18 i 19 en CPC
S'utilitzaren les mateixes condicions de treball que en l'apartat 3.1.3, per tal d’obtenir

resultats comparatius. Per tant, els experiments amb els tres nous SQs es realitzaren

en els sistemes de dissolvents MIBK/tamp6 fosfat sodic 50 mM pH 8 i MTBE/tampo
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fosfat sodic 50 mM pH 6, coincidint amb els pHs seleccionats en I'estudi anterior amb

el mateix analit, la DNB-(t)-Leu.

En primer lloc es va utilitzar el sistema de dissolvents MTBE/tamp6 fosfat sodic 50 mM
pH 6 utilitzant una concentracié de SQ de 30 mM en els tres cassos. Malgrat estar
encara lluny de saturar la capacitat de carrega dels compostos, ja que la relacié molar
entre el SQ i el racemat (rsqr) és de l'ordre de 18 en els tres casos (Taula 3.5), no es
va poder incrementar la quantitat de racémic injectat degut a la baixa solubilitat que
aquest presenta en MTBE. Per aquest motiu la injeccié es realitza en forma de

suspensié en una barreja 1:1 de fase mobil i fase estacionaria.

Taula 3.5. Resum dels valors experimentals.

Exp. SQ F.E. Vst SQst I'sar t, t, (1(;(;(;a R; oe

(mL) (mmol) (min) (min)
6 16 MTBE 138 4,14 18,00 150 160 1,07 - S
7 18 MTBE 137 411 17,87 125 - - - -
8 19 MTBE 136 408 17,74 135 140 1,04 - S

F.E., dissolvent utilitzat en la fase estacionaria; Vs, volum (mL) de FEQ retingut; ti, temps de retenci6 de
cada enantiomer (min) corresponent a la maxima intensitat del pic; a, factor d’enantioselectivitat; Rs,
resolucio; oe, ordre d’elucié enantiomer que elueix en primer lloc. ® Valors calculats sobre el perfil d’elucio
obtingut a través de la integracio de les arees dels cromatogrames.

En comparar els resultats obtinguts no s’observa que cap dels nous compostos
presentés uns valors d’accc destacables tot i que la durada dels experiments fos
superior a les 2 h. El valor més elevat es va obtenir per al compost 16 (accc= 1,07). No
obstant, va resultar interessant observar la inversié en l'ordre d’eluci6 que aquests
nous compostos produien. Tots els SQs derivats de la L-prolina utilitzats fins el
moment en el nostre grup per la separacié de la DNB-(x)-Leu mostraven una afinitat
més elevada per I'enantiomer S, que conseqlientment resulta més retingut. En canvi
en aquest cas, tal i com es pot veure en la Figura 3.18, es detecta en primer lloc la
forma S. La qual cosa implica una interaccié més forta entre el SQ i la forma R. Aquest
fenomen ens indica que el mecanisme d’enantioreconeixement és diferent en els nous

SQs més rigids.
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Figura 3.18. Perfils d’elucié de 16 a), 18 b) i 19 c) en MTBE/tamp¢ fosfat sodic 50 mM pH 6 i 16 d) en
MIBK/tampé fosfat sodic pH 8 en la separacié de 75 mg (0,23 mmol) de DNB-(+)-Leu, flux: 3 mL/min, w
1100 rpm a una concentracié de 30 mM de SQ.

Atesa la baixa enantioselectivitat observada en MTBE/tamp6 fosfat, només 16 es va
assajar en MIBK/tampé fosfat, medi en el que aquest SQ perd completament la
capacitat enantioselectiva (Figura 3.18 d).

3.2.3.1. Avaluacié de la capacitat d’enantiodiscriminacié de 16 envers altres

derivats d’aminoacids racemics.

En base als resultats obtinguts establirem dues noves linies de treball que es
desenvoluparen de forma paral-lela amb objectius diferents. D’una banda, es volgué
esbrinar si la inversié en I'ordre d’elucié que produien aquests nous compostos era un
fet aillat, o si per contra, també s’observava a l'estudiar altres analits. D’altra banda,
mitjangant I'aplicacié de diferents modes de treball en CCC/CPC alternatius al mode
classic, es volgué intentar millorar la capacitat d’enantioreconeixement de 16.

Aixi, en la primera linia de treball s’inclogueren en l'estudi dos nous racémics la
N-(3,5-dinitrobenzoil)-(x+)-valina (DNB-(+)-Val) i la N-(3,5-dinitrobenzoil)-(z)-fenilalanina
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(DNB-(x)-Phe). Els dos compostos, conserven l'anell de 3,5-dinitrobenzoil que
previsiblement podria interaccionar amb I'anell de 3,5-dimetilfenil del SQ. Aixi, s’aborda
la separaci6 d’aquests racémics en les mateixes condicions utilitzades per
DNB-(%)-Leu.

o8\ CH,
O.N
OaN N” “cooH ? N” “COOH

NO, NO,

DNB-(+)-Val DNB-(+)-Phe

La necessitat d’analitzar les fraccions obtingudes de I'experiment de CPC fa necessari
disposar d’unes condicions d’analisi dels enantiomers. A I'igual que en el cas de la
DNB-(+)-Leu, es realitza una recerca per tal de trobar unes condicions analitiques per
HPLC que ens permetin separar fins a la linia de base els enantiomers dels analits
seleccionats. Aixi, s'utilitza la mateixa columna que en el cas anterior, és a dir, la que
conté I'N-(3,5-dimetilfenil)-(4R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-L-prolinamida com a
FEQ i la barreja d’hepta/2-propanol/TFA (90:10:0,5) com a FM amb la que s’aconsegui

una separacio total dels dos pics en ambdoés cassos (Taula 3.6).

Taula 3.6. Resultats cromatografics, utilitzant la columna que cont¢é com a FEQ

I’'N-(3,5-dimetilfenil)-(4 R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-L-prolinamida.

Racemat K’, a R,

DNB-(+)-Val 0,29 14,45 11,04
DNB-(+)-Phe 1,10 1,59 3,10

Com la cromatografia liquida convencional, la CCC/CPC permet fer analisis
consecutives sense haver buidar o modificar el contingut de l'aparell. Aixi, els dos
racémics s’injectaren consecutivament. El mes destacable d’aquests experiments és la
forma irregular dels pics en les condicions de I'assaig que fan dificil calcular un valor

concret tant per la retencié com per I'enantioselectivitat

Tal i com succei per la DNB-(t)-Leu, 16 presenta uns valors d’accc molt poc
significatius, no mostrant cap enantioselectivitat front la DNB-(+)-Val i molt poca envers

la DNB-(x)-Phe. Si es consideren els temps de retencid, el derivat de I'aminoacid
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valina és el que presenta un valor més baix, molt proper a t, (f;= 15,6). La baixa
retencid podria ser 'origen de la baixa enantioselectivitat com a consequiéncia de la
poca interaccié que es produiria entre el SQ i I'analit. No obstant, aquest no és el cas
per DNB-(x)-Phe, molt més retinguda perd que també presenta una enantioselectivitat

molt baixa.

Tot i no aconseguir separar cap dels dos analits, pel derivat de fenilalanina es pot
entreveure que I'enantiomer que elueix primer és el de configuracié S, la qual cosa
confirmaria que el mecanisme d’enantioreconeixement d’aquests compostos és

diferent al de la resta de SQs estudiats precedentment.

3.2.3.2. Intents de millora de la enantioselectivitat de 16 a través de I’aplicaci6 de

modes d’elucio alternatius

Per tal d’intentar millorar la baixa separacié obtinguda amb 16 es va considerar
laplicaci6 de modes d’elucié alternatius al classic. Un dells es I'anomenat
“pH-zone-refining” aplicable si els analits son ionitzables.?®**3"** També el mode dual
(DM) o de la seva variant mode dual multiple (MDM) s’ha utilitzat en ocasions per a

incrementar la separacié entre pics.3374041

a) pH-zone-refining

Tal i com s’ha vist en la introduccié, el mode “pH-zone-refining” fou introduit per Ito i es
basa en el diferent repartiment de I'analit en funcié de si esta ionitzat o en la seva
forma neutra. El nostre grup ja hi tenia experiéncia ja que s’havia aplicat anteriorment
en la separacié de racemats ionitzables utilitzant com a SQs derivats d’alcaloides
Cinchona i de polisacarids.?®*®*" En pretendre separar DNB-(z)-Leu, compost de
caracter acid, a la FE organica s’addiciona un acid fort (TFA, 10 mM) que actuara
retenint I'analit en aquesta fase en la seva forma no ionitzada al inici de I'experiment.
D’aquesta manera es perllonga la interacci6 amb el SQ. Com a agent de

desplagament es selecciona NH,OH (5 mM) que s’afegi a la fase mobil aquosa.

Les quantitats addicionades d’agent de desplacament i de retenci6é es determinaren en
base a I'estudi realitzat per Eva Pérez en la seva tesi doctoral, on observa que per a
valors majors de la relacié agent de retencié/desplacament, augmenta la retenci6é de

I'analit i millora la resolucié dels enantiomers.®®
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Les condicions de treball foren les mateixes que en els experiments realitzats amb
elucié classica. Com en el cas anterior, el primer enantiomer en eluir és el de
configuracié S. En comparar els experiments en mode classic i pH-zone-refining es va
observar que la durada de I'experiment disminueix en el segon tot i obtenir-se una

separacio similar a I'obtinguda en mode classic.

50

40 |
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20

0 g T T v T U T
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Figura 3.19. Perfil delucié corresponent a la separaci6 de DNB-(t)-Leu utilitzant el mode
pH-zone-refining, en MTBE + TFA (10 mM)/H,O + NH4OH (5 mM), flux: 3 mL/min, w 1100 rpm,
concentracié de SQ 16: 30 mM

b) Mode dual mualtiple (MDM)

El mode dual multiple (MDM) consisteix en lalternanca de fases. Aixi, la fase
estacionaria en un moment determinat passa a actuar com a fase mobil, i a I'inrevés.
Si aquest procés d’inversi6 es realitza una sola vegada, es parla de mode dual (DM),
mentre que si es realitza més de d’'una inversio, llavors es parla de MDM. El mode DM
és util quan I'afinitat dels analits a separar en la fase estacionaria és molt elevada.
llavors aquesta técnica ens permet reduir la durada de I'experiment. Aquesta
metodologia ha estat utilitzada en la separacié de compostos per CCC/CPC ja siguin

enantiomers o no.%2374041

En el nostre cas, no es tracta d’escurcar la durada de I'experiment sin6é de perllongar el
contacte de I'analit amb el SQ. A 'hora de dissenyar el nombre de cicles a realitzar i

tenint en compte els resultats obtinguts en el mode classic, es va treballar fins al minut
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100 en mode descendent, és a dir, en condicions normals (fase superior lipofila com a
fase mobil). Cal tenir en compte que el que aqui es descriu és una modificacio del que
correntment es considera DM, ja que la inversi6 de les fases es produeix abans de que
tingui lloc I'elucié de cap analit. Aixi, es realitza una inversio als 15 min, treballant en
mode ascendent i introduint en el sistema una dissoluci6 de SQ en MTBE de la
mateixa concentracid a la que s’ha omplert el dispositiu, realitzant un total de tres
cicles de 15 min. A partir del minut 175, es va tornar a treballar en mode descendent
(Figura 3.20).

Asc. Des. Asc. Des. Asc. Des.

100° 115’ 130" 145 160" 175

Figura 3.20. Representacié dels cicles que es realitzaran en 'experiment de MDM.

Taula 3.7. Valors experimentals obtinguts en la separacio de la DNB-(+)-Leu utilitzant MDM.

EXp. SQ Mode Vg SQs: Isar ty t, Gccca R; oe
mL mmol min min
12 16 MDM 149 447 19,43 261 286 1,10 - S

En dur a terme l'assaig utilitzant aquestes condicions (Figura 3.20) s’aconsegui
retardar la sortida de l'analit gracies a I'alternanga dels cicles, fet que provoca un
augment del temps en qué lanalit pogué interaccionar amb el SQ, i com a
consequéncia d’aquest increment es millora en la resolucié dels seus enantiomers.
S’observa que el producte comencga a sortir 30 minuts després d’instaurar el mode de

treball descendent classic (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Perfil d’elucié obtingut en la separacié de la DNB-(+)-Leu en MDM utilitzant el SQ 16

realitzant tres cicles. D: mode de treball descendent; A: mode de treball ascendent.

Tot i semblar haver obtingut una millora de la resolucié del racemat amb l'aplicacié del
MDM, cal destacar, 'augment en la durada de I'experiment que s’observa respecte a la
durada dels altres experiments realitzats en els diferents modes d’elucio, tal i com es

pot veure en la grafica comparativa arribant-se inclus a triplicar (Figura 3.22).

Per confirmar, que realment es produeix una millora en la resolucié dels dos
enantiomers en MDM (Figura 3.23), s’amplia la zona dels tres perfils d’eluci6 i es
comprova que els valors obtinguts eren similars en els tres casos. Aixi, es pot
determinar que en obtenir resolucions similars, el mode de pH-zone-refining és en
aquesta ocasio el més optim al tenir una durada inferior a la des altres dos modes i

obtenir-se una resolucié similar.
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Figura 3.22. Comparacié dels perfils d’elucié obtinguts a I'aplicar els segiients modes d’elucidé d’esquerra

a dreta en funci6 de com apareixen en la grafica en funci6 de la durada de I'experiment: pH
(pH-zone-refining), MC (Mode Classic) i MDM (Mode Dual Multiple).

50

—R pH

Figura 3.23. Ampliacié dels perfils d’elucié obtinguts aplicant els diferents modes: mode classic (MC);

pH-zone-refining (pH) i mode dual multiple (MDM).
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Al realitzar la superposicié dels perfils d’elucié obtinguts en els tres modes d’elucio
estudiats per a la separacié de la DNB-(z)-Leu, 'amplada dels pics €s molt semblant
en el cas del MC i MDM, tot i que en aquest ultim mode es veuen més separats. Per
contra, en el cas de l'elucié en pH-zone-refining s’observen pics més estrets, a I'hora
que la durada de l'experiment és més curta en comparaci6 amb els altres dos

experiments.

Per tant, es pot concloure que el pH-zone-refining és sens dubte el millor i que, en
aquest cas, MDM tot i que incrementa lleugerament la separacid, aquesta millora es
discutible ja que s’allarga la separacio, a la vegada que incrementa el consum de

dissolvent.

3.3. Variacio del factor d’enantioselectivitat en funcié de la concentracié
de selector quiral present en la fase estacionaria

Es coneguda la dependéncia entre el valor de enantioselectivitat i la concentracié de
SQ emprat en la separacio.”’ Aquesta dependéncia és creixent i arriba al seu valor
maxim coincidint amb el quocient de les constants d’associacié6 de cadascun dels

enantiomers amb el SQ.

o« = {1 + [SQ]orgKa-}
{1 + [SQ]orgKa+}

Per tal de veure si s’havia assolit el valor maxim d’enantioselectivitat a la concentracié
utilitzada amb els SQ 16, 18 i 19, Es va realitzar la separacié de DNB-(z)-Leu utilitzant
concentracions creixents d’aquests selectors quirals. Amb finalitat comparativa
s’inclogué en el treball el SQ 1, el qual ha estat ampliament utilitzat en CCC/CPC en la
separacio de la DNB-(+)-Leu i amb el que s’ha obtingut la seva resolucié fins a linia de

base 21,24,25,26

3.3.1 Sintesi de 1

La sintesi de 1 es realitza seguint 'esquema que es mostra a continuacio:**
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Aixi, en primer lloc es procedi a la formacié de I'enllag amida per reaccié del clorur de
dodecanoil amb L-prolina en medi basic per donar 20. Aquest es feu reaccionar
després amb la 3,5-dimetilfenilanilina en preséncia ’EEDQ com a agent d’acoblament

per a obtenir N-dodecanoil-N*-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (1).

3.3.2. Planificacio i realitzacio dels experiments per tal de calcular el valor del

factor d’enantioselectivitat d’1, 16, 18 i 19

En aquest estudi s’establi 2,5 mM com a concentracié minima de la dissolucié de SQ,
mentre que la concentracié maxima es fixa en funcié de la solubilitat que presenten els
diferents compostos en el sistema de dissolvents seleccionat (Taula 3.8). Aixi, s’utilitza
MTBE/tamp¢6 fosfat sodic 50 mM pH 6. La quantitat d’analit injectada es mantingué
constant al llarg de tot I'estudi (75 mg, 0,23 mmol). Les altres condicions de treball

foren les utilitzades amb anterioritat.

Taula 3.8. Concentracions dels SQ utilitzades en la determinacio del factor d’enantioselectivitat (a).

Concentracio SQ

(mM)

2,5 1, 16, 18, 19
5 1, 16, 18, 19
10 1, 16, 18, 19
30 1, 16, 18, 19
50 1,16
100 16

Tal i com es pot comprovar en la Figura 3.24, en el cas de 1 en augmentar la

concentracid de la dissoluci® de SQ s’incrementa clarament el valor del factor
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d’enantioselectivitat, essent 100 mM la dissoluci®6 més concentrada utilitzada en el
present treball. Aixi, a concentracions baixes, la resolucié dels dos enantiomers no es

complerta, cosa que si succeeix a concentracions superiors a 10 mM.

Aquest increment en el valor d’accc, és molt més moderat per 16, ja que tot i arribar a
utilitzar una concentracié de 100 mM el maxim d’enantioselectivitat s’assoleix a una
concentraci6 molt més baixa. El mateix succeeix en l'avaluar 19. Per contra, no
s’observa cap millora en incrementar la concentraci6 de 18 que no mostra

enantioselectivitat front I’'analit seleccionat.

~REmM PO i

|
S0el S mM

0 20 40 60 80 100
cs

Figura 3.24. Representacio grafica dels valors del factor d’enantioselectivitat (a) obtinguts
experimentalment per CPC: lila, 1; verd, 16; rosa, 19 i groc 18.

En incrementar la concentraci6 de SQ present en la FE, no només s’observa un
augment en el valor d’accc, sind que també s’incrementa el temps de retencidé de
'analit en el sistema estudiat. Aquest fet es produit com a conseqiiéncia de 'augment

de SQ disponible per interaccionar amb I'analit (Figura 3.25).

Anna Maria Pérez Montero 87



Selectors quirals monomeérics derivats de L-prolina

50 o 5 %00 md
—R25md

1’2 " o S25mM -
o o /1 E]
! II
1,16 +— . , |
y o 50 0 I:;. 200 =0 00
1,12 | i —
1,08 z

1,04 {7

0 20 40 60 80 100
Ccs

Figura 3.25. Ampliacié de la representacié grafica dels valors del factor d’enantioselectivitat (a) obtinguts

experimentalment per CPC: verd, 16; rosa, 19 i groc 18.

No obstant, aquest increment en el temps de retencié no és general. Aixi, malgrat
incrementar la concentraci6 del SQ 18, es detecta l'inici de I'aparici6 del primer
enantiomer a eluir sobre el minut 80. La qual cosa sembla indicar que no només la
interaccié de I'analit amb aquest SQ no és enantioselectiva, sind que també és molt
feble, rad per la qual la disponibilitat de més quantitat de SQ no produeix I'efecte
esmentat. El cas contrari s’'observa pel SQ 1, pel qual es produeix l'increment del

temps d’aparicio del primer enantiomer a eluir en incrementar-ne la concentracio.

3.3.3. Estudi d’altres aplicacions del SQ 16

Degut a I'analogia de 16 amb les estructures descrites per Uozumi i col-laboradors
com a catalitzadors quirals en sintesi enantioselectiva, es va voler estudiar la seva

possible utilitat en aquest camp.®%

Per aquest motiu es selecciona la reaccié de benzoilacié d’alcohols. Es tracta de la
benzoilacié d’'un alcohol secundari mitjangant un procés d’organocatalisi seguint les

condicions descrites a la bibliografia.®’
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Una vegada s’obtingueren les condicions de separacié quiral per HPLC del
(x)-1-feniletanol i del (£)-benzoat d’1-feniletil es procedi a I'assaig de la capacitat de 16

com a catalitzador quiral en aquesta reaccio (Figura 3.26).
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Figura 3.26. Cromatogrames obtinguts per a la separacio quiral mitjancat HPLC de : a) (z)-1-fenitletanol
utilitzant com a fase estacionaria quiral: CHIRALCEL® OD (3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa). Fase
mobil: heptal/isopropanol/dietilamina (95:5:0,2). Flux: 1mL/min. Longitud d’ona: 254nm; b) (t)-Benzoat
d’1-feniletil fase estacionaria quiral: CHIRALCEL® IA (3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa). Fase mobil:
hepta/isopropanol/dietilamina (98:5:0,2). Flux: 1mL/min. Longitud d’ona: 254nm.

A continuacio, es procedi a la realitzacié de la reaccié en la que es va seleccionar
I'alcohol descrit anteriorment, [ com a catalitzador, la
(7aS)-2-(3,5-dimetilfenil)-3-pentilhexahidro-1H-pirrolo[1,2-c]1-imidazolona (un analeg
rigid de la L-prolina).

Primer de tot es va preparar una dissolucié de 0,05 mmol del catalitzador seleccionat

en 1 mL de diclorometa i es va afegir el tamis molecular de 4A activat. Es fa atmosfera
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inert d’'argd i es va portar la barreja de reaccié a -78 °C. Un cop es va assolir la
temperatura desitjada es va addicionar seguint sempre el mateix ordre, 1 mmol de
I'1-feniletanol dissolt en 1 mL de diclorometa i 0,5 mmol de trietilamina també dissolta

en 1 mL de diclorometa.

Per tal d’establir el temps optim de reaccid, es van extreure aliquotes de 100 uL del
medi de reaccio a les 2h, 3h, 4h i 6h. Es va realitzar el work-up afegint tampo fosfat 0,5
M de pH=7 i es va fer una extracci6 amb diclorometa de la fase aquosa. La fase
organica es va analitzar per HPLC quiral utilitzant les condicions analitiques descrites

anteriorment.

En analitzar els resultats obtinguts per HPLC quiral no es va observar cap excés
enantioméric. A més, es va observar que la benzoilacié de I'1-feniletanol en aquestes
condicions era molt lenta, ja que a les 24 hores només es va detectar un 10% de

producte benzoilat de forma racémica.

Tot seguit, es va procedir a realitzar la mateixa reaccio, perd utilitzant com a dissolvent
tolué i acetonitril. Els resultats obtinguts van ser similars. Es va observar que només es
detectava la forma racémica de l'éster i en un percentatge igual a [I'obtingut

anteriorment.

Aixi doncs, 16 no va resultar enantioselectiu com a catalitzador quiral en la benzoilacié

d’alcohols en les condicions assajades.
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4. Disseny de SQs que contenen dues unitats de L-prolina

Tot i aconsegui SQs derivats de L-prolina de solubilitat incrementada respecte als
existents amb anterioritat a aquesta tesi, la major part mostren una estereoselectivitat
reduida respecte a la dels originals. Una aproximacié utilitzada en ocasions per tal
d’incrementar I'enantioselectivitat de diversos selectors quirals ha consistit en la
utilitzacio repetida en la mateixa unitat quiral considerada. Aixi, ja en el nostre grup en
el marc d'un treball en col-laboracié6 amb el grup del Prf. W. Lindner (Viena), s’havien
utilitzat SQs dimérics derivats d’alcaloides de tipus Cinchona (Figura 4.1) d’estructura
similar al conegut catalitzador quiral de Corey.®® En concret, en utilitzar aquests
compostos en CPC per a la separacié de I'herbicida dichlorprop®® s’aconsegui un
notable increment en I'enantioselectivitat produida respecte a la obtinguda amb el

corresponent selector monomeéric.”®

Diclorprop

SQ monomeric SQdimeric

~E1 ~E1 —~E1
-E2 -E2 -E2
40 | —cromatograma 40

0 50 100 150 2 0 20 40 60 80 100 0 50 100 150 200
t(min) t(min) t(min)

Figura 4.1. Separaci6é dels enantiomers de I'herbicida diclorprop per CPC: a) SQ monomeric (10 mM).
Condicions: eluci6 classica en mode descendent, sistema de dissolvents: DIPE / 2-PrOH/ NH4AcO 0,1 M,
pH= 6.85 (21:19:60). Racémic: 108,5 mg; a’) Elucié en mode pH-zone refining, Sistema de dissolvents:
DIPE/ 2-PrOH/ aigua, la fase estacionaria conté TFA (10 mM) i la fase mobil conté NH4OH (20 mM).
Racemic: 108,5 mg; b) SQ dimeéric (10 mM). Condicions: elucié classica en mode descendent, sistema de
dissolvents: MTBE/ tamp6 fosfat sodic 0,1 M, pH= 8,0. Racemic: 366 mg.

Pel que fa a I'aminoacid L-prolina, Li i col-laboradors, estudiaren la capacitat
d’enantiodiscriminacié en HPLC de diferents FEQs el SQ de les quals era constituit per

una, dues, quatre, sis o deu unitats de prolina. L’enantioselectivitat va resultar ser
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linealment dependent del nombre d’unitats de 'aminoacid incorporades en el selector,
observacié que reforga la validesa de I'aproximacié que ara plantegem emprendre
(Figura 4.2. a)).>" 8%

També, en un estudi elaborat per Fréchet i col-laboradors s’utilitzaren dendrimers
sobre els que uni un derivat de L-prolina. A més, realitza un estudi comparatiu entre
les FEQs amb SQs constituits pel monomer, dimer, tetramer, octamer i hexadecamer
en el que s'observa que I'enantioselectivitat millorava en incrementar el nombre

d’unitats de L-prolina incorporades (Figura 4.2. b)).*

a) b)

A
H3C78L O
P 0 HsC' CH, N
Tma-Pro-Pro-MAPS

go
0 o)
0 Tma-Pros-MAPS
J N Tma-Prog-MAPS
N: ;

Tma-Pro,o-MAPS

Figura 4.2. Representacido esquematica de I'estructura dels SQs utilitzats en HPLC que contenen més

d’una unitat de 'aminoacid prolina: a) ref. 56; b) ref. 59.

Aixi doncs ara, ens plantegem la sintesi i I'estudi de nous SQs formats per dues unitats
de 'aminoacid prolina amb la finalitat d’incrementar-ne I'enantioselectivitat. Per tant,
els resultats obtinguts en CCC es compararan amb els dels seus analegs amb una

sola unitat de 'aminoacid.

Classifiquem les noves estructures en dos grups. Tots els compostos tenen en comu la
preséncia d’almenys un anell TT-donador, que hauria de jugar un paper clau en la
interaccio amb els enantiomers de DNB-(x)-Leu, el racémic utilitzat per assajar la seva
enantioselectivitat. En un dels grups es contempla I'existéncia d’'un connector entre les
dues unitats quirals (Figura 4.3). Mentre que en un segon grup, I'acoblament entre les
dues unitats de L-prolina té lloc directament (Figura 4.4). Es a dir, es tracta de

diprolines.
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Figura 4.3. Estructures dels SQs que es proposen en els que la unié entre les dues unitats quirals es

produeix a través d’'un connector.
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Figura 4.4. Estructures dels SQs que es proposen en els que la unié entre les dues unitats de L-prolina és

directe.

El compost 25 és un analeg diméric dels compostos 16-19 descrits al capitol 3. Aixi,
aquest dimer s’assembla als compostos utilitzats per Uozomi i col-laboradors com a
catalitzadors quiral en diferents tipus de reaccions d’organocatalisi o com a lligand
quiral aprofitant la seva capacitat de formar complexes amb metalls com el pal-ladi en

addicions de Michael (Figura 4.5).8089.90.91
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QAP o

% N—Pd—N
|

H X H
R

Figura 4.5. Estructura quimica dels derivats de la L-prolina utilitzats con a inductors de quiralitat per

Uozumi i col-laboradors.®*"

4.1. SQs dimeérics que contenen un connector entre les dues unitats
quirals

4.1.1. Sintesi dels SQs 21, 22 i 23
Per a la sintesi dels dimers 21, 22 i 23, es va preparar en primer lloc la

N-3,5-dimetilbenzoil-L-prolina (28) per acilaci6 de I'aminoacid en condicions de

Schotten-Bauman. El precursor monoméric 28 s’obtingué amb un alt rendiment. %

g@”gé}

NaOH 1N

28

Un cop obtingut, 28 es va fer reaccionar amb la fenilendiamina adequada utilitzant
EEDQ com a agent d’acoblament. Malauradament, no s’aconseguiren rendiments
superiors al 50% de dimer després de cinc dies de reaccié. En tots els casos el

producte de monoderivatitzacié era el majoritari.

Es decidi utilitzar diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) en lloc de EEDQ com a agent
d’acoblament en preséncia de N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP). La reaccio té lloc a
través de la formacié de la O-acilurea que experimenta I'amindlisi per part de I'amina
donant lloc a I'enllag amida. Cal considerar, que la reaccioé es porta a terme utilitzant

un excés de 3 eq. d’acid per 1 eq. de diamina per tal d’afavorir la doble reaccio6.
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A ligual que 'EEDQ la DIPCDI és un agent d’acoblament ampliament utilitzat en el
camp de la sintesi de péptids en fase solida per a la formacié de I'enlla¢ peptidic o
enllag amida amb rendiments satisfactoris. En el nostre cas la utilitzacié de DIPCDI va
conduir a l'obtencié dels dimers desitjats amb bons rendiments. La diferéencia
observada en la reactivitat amb els dos agents d’acoblament, es va atribuir al volum
més gran de 'EEDQ front la DIPCDI, cosa que dificulta en el cas de la primera
I'obtencié del derivat activat de I'acid i, per tant, la seva reaccié posterior amb una

amina voluminosa.

El rendiment obtingut per a cada un dels tres dimers fou de I'ordre del 80%, tot i que
durant el procés de purificacié per cromatografia en columna també s’ailla el producte
de monoreaccio (< 5%). La caracteritzacié de 21, 22 i 23 es va realitzar mitjangant
I'espectre de 'H-RMN, observant-se diferéncies destacables que ens van permetre
diferenciar els tres compostos pels senyals de la zona aromatica. Mentre que en el
dimer procedent de la fenilendiamina 1,4-disubstituida en aquesta zona només apareix
un sol senyal procedent d’aquest anell, atés que tots els protons son equivalents (&
7,26 ppm), en els compostos procedents de la substitucié en 1,2 i 1,3, aquesta zona
esdevé més complicada d’interpretar al presentar diferents desplagaments quimics els
protons de les anilines. En el cas del dimer substituit en 1,2, observem dos nous
senyals, ja que els protons provinents de I'anilina son iguals dos a dos, mentre que en
el cas del dimer 1,3, I'aparicié6 d’un singlet a & 7,84 ppm ajuda a diferenciar-lo dels
altres dimers sintetitzats. Aquest senyal prové del protdé que es troba entre les dues

unitats de L-prolina.
4.1.2. Sintesi del SQ 24
Per a la sintesi del compost 24, es va utilitzar l'intermedi 6 preparat préviament

(Apartat 3.1 .1).52 Aixi, per a I'obtencié de 24, es selecciona com a connector el diclorur

d’isoftaloil que es feu reaccionar amb el precursor sintetitzat, utilitzant 1 eq. del diclorur
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i 2,1 eq. del derivat de prolina 6. Aquest excés del derivat de L-prolina s’afegi per tal de
potenciar la formacié del producte disubstituit. A més, s’assajaren dues estratégies

diferents.

En primer lloc, s’aplicaren condicions de Schotten-Bauman a temperatura ambient en
medi basic bifasic, obtenint el producte desitjat amb un 37 % de rendiment un cop
purificat per cromatografia en columna. El baix rendiment ens va fer plantejar la

utilitzacié de condicions alternatives.

Aixi, la reaccié es dugué a terme en piridina anhidra a 90 °C durant 27 h. Un cop
purificat per cromatografia en columna 24 es va obtenir amb un rendiment del 45 %. A
I'hora de caracteritzar el dimer desitjat, cal destacar de I'espectre de "H-RMN l'aparici6
dels senyals corresponents als protons provinents del diclorur d’isoftaloil a & 7,49, 7,61
i 7,74 ppm (Figura 4.6).

e g g
o o)
B

CH,

Figura 4.6. Ampliacié de la zona aromatica de I'espectre de proto, "H-RMN (400 MHz, CDCI3) del dimer
24,

El moderat rendiment assolit en aquesta reaccié aconseguit per aquest dimer, ens va
fer assajar primerament la solubilitat del dimer obtingut i la seva capacitat

enantioselectiva, abans de procedir a sintetitzar els analegs de posicioé corresponents.

4.1.3. Sintesi del SQ 25

Per tal de sintetitzar el compost 25, es segui la metodologia descrita al capitol anterior
(Apartat 3.2) per a I'obtenci6é de 16-19.
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Aixi, 2,1 eq. de 6 es feren reaccionar amb 1 eq. de l'aldehid isoftalic en el si de tolue
anhidre. A més, es decidi perllongar la reaccio durant 24 h, atesa la formaci6 d’'isbmers

detectada en la preparacié de 16-19 en condicions analogues.

CH,
0 HQ i i 0 \©/o
N CH HJ\O/KH SkN N
NH tolue / A\

Tot i aix0, en enregistrar I'espectre de 'H-RMN del material obtingut després de la

purificacié per cromatografia en columna del cru de reaccid, es detectaren senyals al
voltant de 10 ppm, cosa que indica la preséncia de grups carbaldehid romanents. En
analitzar el material per HPLC s’observaren quatre pics majoritaris que podrien

atribuir-se temptativament a diferents diastereomers.

Tal i com s’ha vist en el capitol 3, els compostos epimers en el carboni de la posicié 3
es poden diferenciar pel desplagament quimic del senyal corresponent al proto
d’aquesta posicié. No obstant, donada la complexitat de la mostra i la preséncia de
diversos senyals en la zona de 5 a 6 ppm de 'espectre de proto, es va decidir procedir

a la separacié dels components per tal de caracteritzar-los.

En primer lloc, es procedi a desenvolupar un métode adient d’analisi per HPLC.
Després de diversos intents, es va seleccionar un procediment en fase inversa en el
que es realitzava un gradient bilineal. La separacié obtinguda en aquestes condicions
es va considerar prou adequada per a abordar l'aillament i posterior caracteritzacié

dels isomers (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Cromatograma corresponent a la separaci6é de 25 utilitzant el gradient bilineal: La quantitat
d’ACN s’incrementa de 0 a 15 % en un minut, per en una segona fase, arribar al 50 % d’ACN al minut 14
(flux TmL/min; UV 254 nm).

S’identificaren 4 pics majoritaris, que es designen amb les lletres A-D sobre el
cromatograma. Es van recollir fraccions dels 4 pics i es va determinar el pes molecular
per espectrometria de masses (MS-MALDI-TOF). Es va observar que les masses
obtingudes pels 4 pics coincidien amb la massa teodrica de 25 (m/z: 535,32 i m/z:
557,31 (M + Na)*), cosa que ens indica la natura d'isobmers dels quatre compostos.
(Figura 4.8).
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Figura 4.8. Espectre de masses de MALDI-TOF obtingut pel pics D.

Un cop confirmada la formacié dels isbmers, es varen intentar aillar en quantitat
suficient mitjancant HPLC-semipreparatiu, per tal de poder caracteritzar-los
posteriorment. D’aquesta manera es recuperen els 4 pics segons el perfil d’elucié

indicat a la Figura 4.9.
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Figura 4.9. Perfil d’elucié corresponent a la separacié semipreparativa de la mescla de diasteredomers 25.

El perfil es construeix gracies a I'analisi de les fraccions recollides. Utilitzant com a fase mobil ACN/TFA
(0,5%) i H2O/TFA (0,5 %) un gradient en el que en un minut passava de 0 % a 15 % d’ACN en un minut i

de 15-50 % d’ACN al minut 14 per retornar a condicions inicials al minut 20. Es treballa amb la columna

Symmetry Cqg (19 x 100mm, amb silice de tamany de particula 5um, Waters) i a un flux de 15 mL/min. El

cromatograma s’enregistra a dues longituds d’ona 210 i 254 nm.

En concentrar les diverses fraccions de cada pic aillat, es va observar per A l'aparicié

de dos nous components a tr 7,0 i 7,5. Es va comprovar que es tractava de productes

de degradacio, ja que es van injectar els precursors sintétics del dimer en les mateixes

condicions (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Cromatograma on s’observa la degradacié del pic A, utilitzant el gradient descrit.
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Aquests dos nous compostos es van poder assignar als productes de partida de la
reaccié, 'amida 6 (tx 7,1) i el dialdehid (tx 7,5). Aixi doncs, es comprova que el
producte format durant la reaccié és inestable en les condicions de fase inversa de
l'aillament, tot i que no s’havia observat aquest efecte durant I'analisi per HPLC
condicions analogues. Aquest efecte es va atribuir a la preséncia de TFA en la fase
mobil utilitzada en la separacié preparativa i al manteniment d’aquestes condicions
durant I'eliminacié del dissolvent per evaporacio a pressié reduida. En el medi acid
mantingut durant el procés d’evaporacié de les mostres un dels anells de imidazolina
formats podria obrir-se en un procés d’equilibri, tal i com es mostra en el seglent
esquema:

CHs
H3C CHs
c

haatiin v} PRI
- o | T ey

Aixi doncs, es va repetir el procés de purificacio dels components de la barreja

mantenint les condicions anteriors, perdo sense addicionar TFA a la fase mobil.
L’abséncia de l'acid va provocar que els pics co-eluissin. Per tant, es va tornar a
purificar per HPLC en preséncia de TFA, perd una vegada recollides les fraccions,
s’anaven neutralitzant amb dietilamina fins a pH basic. Un cop neutralitzades i
concentrades totes les fraccions, es va tornar a comprovar la seva puresa per

descartar la seva degradaci6é durant aquest procés.

D’aquesta manera, es va aconseguir aillar els pics A i B amb una puresa del 90 %
(Figura 4.11).
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Figura 4.11. Cromatogrames obtinguts per HPLC analitic després de la purificaci6 per HPLC
semipreparatiu dels pics: a) pic A; b) pic B. Utilitzant el gradient descrit.

No va ser aquest el cas pels productes C i D. Per a aillar D es va haver de procedir a

una purificacioé addicional de la que s’ailla amb un 98 % de puresa (Figura 4.12).
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Figura 4.12. Cromatograma obtingut per HPLC analitic després de la purificacié per HPLC semipreparatiu

del pic D utilitzant el gradient anteriorment descrit.

En canvi, es va observar que C es degradava en les successives operacions de

purificacié (Figura 4.13), convertint-se, parcialment en D.
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Figura 4.13. Cromatograma obtingut per HPLC analitic després de la purificaciéo per HPLC semipreparatiu

del pic C (tr 13,2 min) utilitzant el gradient descrit.

Per tal de caracteritzar els productes aillats, es realitzaren els espectres de
ressonancia magnética nuclear de prot6 i carboni 13, a més dels experiments de dos
dimensions gCOSY i gHSQC.
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A l'espectre de RMN-"H de B apareix un senyal corresponent a un aldehid a 5 9,9. Fet
pel qual s’assigna l'estructura 29 a aquest compost com a component majoritari. El
que de qué en l'estudi de la massa d’aquesta fraccié ens aparegués la massa del
dimer es pot explicar per una contaminacié de la fraccié B, ja que elueixen ambdés
pics en una part del cromatograma (Figura 4.9). El desplagcament del senyal
corresponent a la posicié 3 (d 5,73) ens indica que el nou centre estereogénic té

configuracio R.

Pel que fa al pic D, es determina que es tractava majoritariament del producte de
di-reaccié 25. Per a les fraccions A i B es determina que es tractaven de dimers
isobmers entre ells. La baixa estabilitat de C ens planteja la possibilitat de que es
tractés del dimer de configuracié R en les dues posicions 3. Per contra, I'estabilitat que

presenten A i B ens fa pensar que son isdmers de rotacio6 restringida respecte a D.

4.1.4. Solubilitat dels compostos 21, 22, 23 i 24 i recerca de condicions pel seu
us en CCC

La solubilitat dels compostos 21, 22, 23 i 24 es va avaluar en els sistemes de
dissolvents estudiats amb anterioritat. Aixi es seleccionaren els sistemes formats per
MIBK/tampo6 fosfat soddic 50 mM, MTBE/tamp6 fosfat sodic 50 mM i DIPE/tampé fosfat

sodic 50 mM, obtenint els valors que es mostren a continuacio (Taula 4.1):

Taula 4.1. Solubilitat dels SQs en els sistemes binaris de dissolvents expressat en mg/mL.

sSQ MIBK MTBE DIPE

21 92 mg/mL 2,8 mg/mL <1 mg/mL
22 46 mg/mL 5,8 mg/mL <1 mg/mL
23 35 mg/mL 4,5 mg/mL <1 mg/mL
24 <1 mg/mL <1 mg/mL <1 mg/mL
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El compost 24 que resulta insoluble en tots els sistemes seleccionats, es va assajar en
un sistema de la familia Arizona. Aquesta familia de dissolvents esta formada per
vint-i-tres barreges d’hepta, acetat d’etil, metanol i aigua en diferents proporcions,
partint de mescles molt polars fins a altres molt apolars.” Aixi, es decidi preparar
diferents mescles de diferents polaritats (C, L, R, W, Y) resultant en tots els casos
practicament insoluble (solubilitat inferior a 1 mg/mL), motiu pel qual es va descartar la

seva utilitzacié en CCC.

Malgrat I'esforg, 24 no es solubilitza en cap de les mescles estudiades, fet que ens feu
descartar aquest compost pel seu estudi en CCC. A l'igual, que es descarta la sintesi

dels seus analegs utilitzant el diclorur d’acid substituit en orfo i para.

Un altre aspecte a destacar és la diferent solubilitat que mostren els compostos 21, 22
i 23 al comparar-se els resultats obtinguts en MIBK front MTBE. 21 és el que mostra
un valor de solubilitat més alt en MIBK, a la vegada que és el menys soluble en MTBE.
En canvi, 22 és el SQ que presenta una solubilitat més elevada en el sistema format
per MTBE/ tamp¢ fosfat sodic 50 mM.

Tenint en compte aquestes dades es decidi utilitzar MIBK/tampé fosfat sodic 50 mM
amb una concentracié de SQ de 15 mM. Pel que fa al sistema de dissolvents format
per MTBE/tamp6 fosfat sodic 50 mM es va decidir avaluar la capacitat
d’enantioreconeixement de cada SQ a la seva maxima concentraci6 en aquest
sistema. Es a dir 2,8 mM per 21, 9 mM per 22 i 4,6 mM per 23.

Alternativament, per tal d’incrementar la solubilitat d’aquests compostos en
MTBE/tampé fosfat es va decidir afegir un volum conegut de MIBK al sistema
arribant-se a preparar una dissolucié 25 mM de SQ en una barreja de MTBE/MIBK
(75:25)/tamp0 fosfat sodic 50 mM.

La capacitat enantioselectiva d’aquests compostos es va assajar en un dispositiu de
CCC, les diferéncies técniques entre aquest i els aparells de CPC s’analitzen a la
introduccié6 a l'apartat 1.3. En aquest cas, el menor volum de la columna de
l'instrument de CCC fou determinant a I’hora de seleccionar-lo (17,8 mL front als 190
mL que presenta I'aparell de CPC). El menor volum es tradueix en experiments més

curts amb menys consum de dissolvent i SQ.
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4.1.5. Assaig de la capacitat d’enantioreconeixement de 21, 22 i 23 en CCC

Una vegada establertes les condicions experimentals es va procedir, a la realitzacié
dels experiments en el sistema MIBK/tampo6 fosfat sddic 50 mM pH 6. El pH del tampo
es va haver de rebaixar respecte a I'utilitzat en els experiments previs (pH 8) degut a la
baixa retencié de I'analit en realitzar experiments de control utilitzant 1 (30 mM) com a
SQ.

Aixi, es pot veure que la disminucié del pH provoca un increment de la durada de

'experiment i com a consequliéncia, una millora en la resoluci6 (Figura 4.14).

50
—RPpHB SpH6
—RpH 8 SpHS8

40 p p
—RpH7 SpH7

30

20

) /\

s k | | _
0 20 40 60 80 100 120

t (min)

Figura 4.14. Perfils d’elucié on es compara I'efecte del pH de la solucié amortidora utilitzada en el {z de la
DNB-(+)-Leu a I'utilitzar una dissolucié de 30 mM de 1 en el sistema de dissolvents MIBK/ tamp¢ fosfat
sodic 50 mM.

Una vegada establertes les condicions experimentals en el nou dispositiu es va
procedir a assajar 21-23. La dissolucié de SQ que es va utilitzar va ser de 15 mM
considerant que es tracta de dimers amb dues unitats de prolina en la molécula. El
volum de FEQ retingut en el dispositiu es va situar entre el 83 i el 87 % en els tres
casos (Taula 4.2). Tot i la considerable retencié de I'analit en el sistema no es va
aconseguir una separacid satisfactoria del racemat. Obtenint-se Unicament

separacions insuficients en els tres cassos (Figura 4.15).
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Taula 4.2. Resum dels valors experimentals.

Exp. SQ F.E. Vg SQq; rsar t t; dcec® RS oe
mL mmol min min

13 21 MIBK 14,9 0,22 9,71 96 100 1,04 - R

14 22 MIBK 15,8 0,23 10,30 92 100 1,08 - R

15 23 MIBK 15,9 0,23 10,36 92 96 1,04 - R

F.E., dissolvent utilitzat en la fase estacionaria; Vs, volum (mL) de FEQ retingut; ti, temps de retencié de
cada enantiomer (min) corresponent a la maxima intensitat del pic; a, factor d’enantioselectivitat; Rs,
resolucio; oe, ordre d’elucio enantiomer que surt primer.  Valors calculats sobre el perfil d’elucié obtingut
a través de la integracio de les arees dels cromatogrames.

a) b)
50
—R —R
s s
40 cromatograma 40 cromatograma
30 \ 30
< | <
=2 =2
20 llﬁ 2
10 \ 10
0 ' 0 :
o 20 40 60 80 100 120 o 20 40 60 80 100 120
t(min) t(min)
C) =0
=R
R
40 cromatograma
30
E
20
10
0
] 20 40 60 80 100 120

t (min)

Figura 4.15. Perfils d’elucié obtinguts utilitzant una dissoluci6 de 15 mM de: a) 21, b) 22 i c) 23 en
MIBK/tampé fosfat sodic 50 mM pH 6 en la separacié de 7mg de DNB-(+)-Leu (0,023 mmol), flux: 1
mL/min, w 2100 rpm.

A continuacioé, es va realitzar I'assaig utilitzant MTBE/tampé fosfat sodic 50 mM pH 6
com a sistema de dissolvents. Cada SQ s’assaja a la seva concentracié de saturacio
en aquest sistema de dissolvents. El valor més elevat d’ accc es va obtenir en aquest

cas amb 22 (o= 1,27). Aquest és també el SQ que també es va utilitzar a una
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concentracid més elevada atesa la seva solubilitat més elevada en aquest sistema
(Taula 4.3). La DNB-Leu racémica es va resoldre practicament per complet en utilitzar
22, situant-se els excessos enantiomérics en els maxims de cada pic entorn del 91 i
100 %, respectivament. Si es compara aquest resultat amb 'obtingut precedentment
en utilitzar MIBK en el sistema de dissolvents es comprova que, tot i que la
concentracio del SQ és inferior s’obté una separacié més important en el dissolvent

més lipofil, fet que ja s’havia observat en altres casos.

Taula 4.3. Resum dels valors experimentals obtinguts a I'assajar els SQs 21, 22 i 23 en MTBE/tampd
fosfat sodic 50 mM pH 6.

Exp. SQ F.E. Vg SQ;; rsar t t; dcec® RS oe
mL mmol min min

16 21 MTBE 14,6 0,04 1,77 44 - 1,00 - -

17 22 MTBE 12,7 0,11 4,96 38 47 1,27 - R

18 23 MTBE 15,8 0,07 3,16 145 150 1,03 - R

El SQ 21 amb la solubilitat més baixa, no va exhibir cap mena d’enantiodiscriminacié
front la DNB-(£)-Leu, tot i retenir de forma similar I'analit a 22 en el sistema estudiat.
Pel que fa al SQ 23, tot i retenir de forma molt perllongada la DNB-(+)-Leu, aquesta no
s’aconsegui resoldre, obtenint un valor molt discret d’accc, 1,03 (Figura 4.16). Aquest
fet ens demostra, que temps d’experiments elevats, no son sindnim de millors resultats

tal i com es pot comprovar en aquest cas.

L'ordre d’elucid observat en tots els cassos va ser el mateix. Aixi, 'enantiomer S

resulta ser el més retingut i, per tant, el que interacciona més fortament amb el SQ.
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Figura 4.16. Perfils d’elucié obtinguts utilitzant una dissolucié de SQ: a) 2,8 mM de 21, b) 9 mM de 22 i ¢)
4,6 mM de 23 en MTBE/tamp0 fosfat sodic 50 mM pH 6 en la separaci6 de 7mg de DNB-(+)-Leu (0,023

mmol), flux: 1 mL/min, w 2100 rpm.

4.1.6. Estudi de la capacitat de saturacié del SQ 22 vers el SQ 1

Per tal de comprovar si en el mecanisme de reconeixement 22 participen les dues
unitats de L-prolina de forma independent, o no, es va voler estudiar la seva capacitat
de saturacié. Aixi, es van comparar els resultats obtinguts amb el SQ dimeéric front als

provinents del SQ monomeéric 1.

La diferent solubilitat que exhibeix 22 en els dos sistemes de dissolvents estudiats, ens
va fer plantejar I'addicié sobre el MTBE d’un percentatge de MIBK conegut per tal de
poder incrementar la seva solubilitat en el sistema més lipofil. La quantitat de MIBK
addicionada ha de ser petita, ja que no es vol arribar a interferir en el procés
d’enantioreconeixement. L’estudi es va iniciar afegint percentatges creixents de MIBK
(0,5 %) sobre el MTBE. A cada mescla es va mesurar 'augment de solubilitat de 22,
tot i que aquest nou fou considerable fins a I'addici6 d’'un 25 % de MIBK. Aixi, la
composicio seleccionada per tal d’estudiar la capacitat de saturacié va ser la formada
per: MTBE 75 %/ MIBK 25 %/ tampé fosfat sodic 50 mM pH 6. La quantitat de
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DNB-(t)-Leu injectada es va incrementar de forma progressiva per tal d’intentar
saturar el sistema. Per a qué participin el mateix nombre d’unitats de L-prolina en el
procés es va preparar una dissolucié el doble de concentrada quan s'utilitza el

monomer (1), respecte al dimer (22).

Els experiments es van realitzar utilitzant una concentracié de 22 de 10 mM i 25 mM,
respectivament, mentre que els experiments amb 1 es realitzaren a 20 mM i 50 mM, tal

i com es mostra en la Taula 4.4.

Taula 4.4. Resum de les condicions experimentals en qué es realitzaren els experiments de CCC pels
SQs 1i22.

SQ Sistema de dissolvents Concentracié  Analit
mg/mL mg
22 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 10 7
22 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 10 14
22 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 10 30
1 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 20 7
1 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 20 14
1 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 20 30
22 MTBE/MIBK/fosfat sddic 50 mM pH 6 25 17,5
22 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 25 35
22 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 25 75
22 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 25 100
1 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 50 17,5
1 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 50 35
1 MTBE/MIBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 50 75

Aixi, en primer lloc es van realitzar els experiments amb SQ 1 per determinar la
possible interferencia de I'MIBK en la separacio. Es va comprovar que I'analit es
resolia igual utilitzant la nova composicié del sistema de dissolvents. A mesura que es
va incrementar la quantitat d’analit injectat, va augmentar la durada de I'experiment.
Tot i aixd, injectant 30 mg de DNB-(z)-Leu, encara no es produeix la saturacié el

sistema tal i com es pot comprovar a la figura 4.17.
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Figura 4.17. Superposicié dels perfils d’elucié obtinguts en I'estudi de saturaci6 a 20 mM de SQ 1 en la
separacié de quantitats creixent de DNB-(z)-Leu en el sistema de dissolvents format per MTBE
75 %/MIBK 25 %/tamp0 fosfat sodic 50 mM pH 6.

En realitzar els experiments analegs amb el SQ 22, també es va observar I'increment
de la durada de I'experiment en incrementar la quantitat d’analit, tot i que en aquest
cas l'efecte es fa més pronunciat. En realitzar I'experiment injectant 30 mg de
DNB-(t)-Leu, es va produir la saturacié del sistema. Cal considerar que ja ens
trobavem a valors molt propers a la relacié 1:1 SQ/analit (Figura 4.18). Aquest resultat,
sembla indicar que en el mecanisme de reconeixement enantioselectiu pel qual 22 es
capag de discriminar entre les dues formes del racemat hi intervenen les dues unitats

quirals de la molécula.
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Figura 4.18. Superposicio dels perfils d’elucio obtinguts en I'estudi de saturaciéo a 10 mM de SQ 22 en la
separacié de quantitats creixent de DNB-(t)-Leu en el sistema de dissolvents format per MTBE
75 %/MIBK 25 %/tampé fosfat sodic 50 mM pH 6.

Per tal de confirmar els resultats obtinguts, es va decidir treballar a la concentraci6 de
saturacié d’ambdoés SQs, és a dir, a 25 mM en el cas del SQ 22 i 50 mM pel SQ 1. En
treballar a concentracions de SQ més elevades, la quantitat d’analit injectat es va
re-calcular per tal de mantenir les relacions SQ/analit anteriors, tal i com es pot

comprovar a la taula 4.4.

Al realitzar els estudis amb el SQ 1 a la seva concentracidé de saturacié es va posar
encara més de manifest, la diferéncia en la durada de I'experiment a l'incrementar la
quantitat d’analit injectat (Figura 4.19). A més, es comencga a detectar un principi de
saturacio del sistema. Es va observar que els pics es van deformant, desviant-se de la
seva forma gaussiana habitual, fet que no es produeix quan la quantitat injectada de
DNB-(t)-Leu és de 17,5 mg i la relacié SQ/analit és de 15,56. En canvi, quan aquesta

relacio molar és de 3,52 es comenca a observar un solapament dels pics.
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Figura 4.19. Superposicié dels perfils d’elucid obtinguts en 'estudi de saturacié a 50 mM de SQ 1 en la

separacio de quantitats creixent de DNB-(t)-Leu en el sistema de dissolvents format per MTBE
75 %/MIBK 25 %/tampé fosfat sodic 50 mM pH 6.

Per ultim, es van realitzar els experiments analegs amb el SQ 22 a una concentracio

de 25 mM, la seva concentracié de saturacio en el sistema de dissolvents utilitzat. En

aquestes condicions es van obtenir uns resultats analegs als obtinguts en realitzar els

experiments a una concentracio inferior de SQ (Figura 4.20).
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Figura 4.20. Superposicié dels perfils d’elucié obtinguts en I'estudi de saturacié a 25 mM de SQ 22 en la

separacio de quantitats creixent de DNB-(x)-Leu en el sistema de dissolvents format per MTBE
75 %/MIBK 25 %/tamp0 fosfat sodic 50 mM pH 6.
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4.2. Biselectors units de forma directa

4.2.1 Sintesi del SQ 26

Per a I'obtencié del compost 26 es van sintetitzar de forma paral-lela 6 i 20. D'una
banda, es va sintetitzar el mondmer 6 seguint la metodologia descrita a 'apartat 3.1.1.
Aixi es va partir de la L-prolina, primer es va protegir la funcié6 amina amb el grup
Boc,O, per posteriorment substituir el grup acid amb la 3,5-dimetilfenilamina mitjangant
la utilitzacié de I'agent d’acoblament EEDQ i finalment es va eliminar el grup protector

introduit anteriorment per tal d’obtenir el precursor desitjat 6.

EEDQ/CH,Cl,

D’altra banda, s’obtingué 20 tal i com es detalla a 'apartat 3.3.1. La L-prolina que es

va fer reaccionar amb el clorur d’'undecenoil en medi basic donant lloc a I'enllag amida.

Una vegada obtinguts els dos mondmers desitjats, es va procedir a la formacié de
'enllag amida que ens va proporcionar el dimer 26. Es va seleccionar com a agent
d’acoblament 'EEDQ. Aixi, es va incorporar sobre 20, la unitat de L-prolina que conté
la zona aromatica rica en electrons (11-donador) i que fa que el dimer sintetitzat tingui

les mateixes propietats electroniques que 1.

Després de 48 h de reaccid, es va aillar del medi de reaccié un solid que es va
purificar per cromatografia en columna. Aquest solid es va identificar com 26 gracies a
I'espectre de RMN-'H, on es poden diferenciar clarament els senyals corresponents
als protons C?H i C°H, de cada anell de L-prolina, a més de detectar la preséncia de

rotamers.

Tot i la formacié del producte desitjat, aquest es va obtenir amb un rendiment moderat
(49 %).
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4.2.2. Sintesi del SQ 27

Per a I'obtenci6 de 27, es va partir de la (4R)-hidroxi-L-prolina. De manera analoga a
I'anterior, es van sintetitzar de forma paral-lela els dos monomers necessaris per a
I'obtencié de 27 seguint la metodologia descrita anteriorment en el nostre grup.”

El primer pas fou comu pels dos monomers
I'N-(tert-butoxicarbonil)-(4R)-hidroxi-L-prolina, es va fer reaccionar amb l'isocianat de
3,5-dimetilfenil per donar 30, addicionant 1,5 eq. de I'isocianat en piridina anhidra a la

temperatura de reflux.

N=C=0
COOH /@\ CHs COOH

o)

EEN—BOC HsC CHs N—Boc
N > hc HN o
pyr ®

30

HO

Un cop aillat i purificat per cristal-litzacio, es va procedir a la caracteritzacio de 30. De
I'espectre de RMN-'H cal destacar la preséncia de dos singlets a & 1,45 i 1,48 ppm
assignables al grup t-butil, aixi com dos multiplets a & 4,40 i 4,50 ppm corresponents al
proté de la posicid 2 de I'anell de pirrolidina, tractant-se aquests de rotamers, és a dir,
conformers de rotacié restringida al voltant de I'enlla¢g N-C-O del carbamat. Les dades

varen ser coincidents amb el que es troba descrit per aquest compost.®?

A 30, se li va incorporar un segon anell aromatic t-donador, per reacci6 amb

3,5-dimetilfenilanilina utilitzant 'TEEDQ com a agent d’acoblament, obtenint 31.

Posteriorment, es va procedir a la desproteccid del grup amino, tractant el N-Boc
derivat amb TFA en el si de diclorometa. L’amina resultant es va purificar per

cromatografia en columna rendint un 90 % del producte desitjat, 32.

EEDQ/CH,Cl,

CH, CH,
H
CHs COOH /@\ CHy CHy
9 HaC CH o CH CH,CI/TFA o CH
Q B O 2o Q I e ™ —— o
HaC HN o HsC HN o HsC HN o
31 32

30

Al disposar de les dues parts necessaries per a la sintesi del compost 27, es va

procedir a la unié d’aquestes utilitzant EEDQ per a la formacioé d’aquest enllag amida.
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El precursor 33 es va obtenir amb éxit (72 %) després de purificar-lo per cromatografia
en columna. Tot seguit, es va procedir a I'eliminacié del grup protector de I'amina en
les condicions descrites amb anterioritat, aillant 34. Per ultim, es va incorporar el clorur
de 3,5-dimetilbenzoil, préviament sintetitzat a partir de I'acid 3,5-dimetilbenzoic. La
incorporacié del clorur d’acid es va realitzar en un medi bifasic, seguint les condicions
de Schotten-Baumann on s’utilitza una dissolucié de NaOH i cloroform, obtenint 27 en

forma de solid després de purificar-lo per cromatografia en columna.

CHs
CH
3 CHs
o,

H o N
CHs N \/
CHy COOH o R 0
o CHs CHs
NH HsC
/©\ A ° HNJK \‘CN
o
o

\ CH,Cl/TFA
e N—Boc HsC HN ° 32 N—Boc 4>2 ?

P

HsC,
EEDQ/CH,Cl )\O\o
H

HaC HN o™

30

HsC

[e]
o —_—_—
N)\\O CHCly/NaOH ﬁ)\\o
34 27 CHs

El dimer desitjat es va caracteritzar per técniques de RMN, i amb ajuda dels
experiments de dues dimensions d’homocorrelacio i heterocorrelacié (gCOSY, NOESY
i gHSQC) es va poder assignar cada senyal. Aixi, a I'espectre de RMN-'H es

diferencien clarament els senyals provinents de cadascun dels anells de pirrolidina.
4.2.3. Assaig de 26 i 27 en CCC

Una vegada sintetitzats i caracteritzats els dos dimers, es va procedir a avaluar la seva
solubilitat en els sistemes de dissolvents binaris seleccionats, tal i com s’ha realitzat en

els casos anteriors (Taula 4.5).

Taula 4.5. Solubilitat dels SQs en els sistemes binaris de dissolvents expressat en mg/mL.

sSQ MIBK* MTBE* DIPE*
26 <1 mg/mL <1 mg/mL <1 mg/mL
27 67 mg/mL 42,5 mg/mL <1 mg/mL

*En tots els cassos el dissolvent organic es troba saturat amb tampé fosfat sodic 50 mM a pH 6.
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El selector 26 va resultar altament insoluble en tots els sistemes de dissolvents.
Aquest fet, ens va fer descartar el seu Us en CCC. Aixi, només es va poder assajar 27,

el qual si es solubilitza en dos dels tres sistemes estudiats.

A continuacié, mitjangant CCF es va comprovar que 27 quedava retingut a la fase
organica. En base a l'elevada solubilitat que 27 va mostrar tant en MTBE, com en
MIBK es va decidir assajar la seva capacitat enantioselectiva a 25 mM i 50 mM,

respectivament (Taula 4.6).

Taula 4.6. Resum de les condicions experimentals en qué es realitzaren els experiments de CCC amb 27.

sQ Sistema de dissolvents Concentracié6 w Flux
mg/mL rom  mL/min
27  MiBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 25 2100 1
27 MTBE/fosfat sodic 50 mM pH 6 25 2100 1
27  MiBK/fosfat sodic 50 mM pH 6 50 2100 1
27 MTBE/fosfat sodic 50 mM pH 6 50 2100 1

Si bé, en utilitzar 27 en MIBK (25 mM i 50 mM) en el sistema de dissolvents els
resultats foren negatius, en utilitzar MTBE (25 mM) s’aconsegui una resoluci6é parcial
del racémic (Figura 4.21). Malauradament, no va ser possible fer l'assaig a una
concentraci6 de 50 mM de 27 degut a la baixa retenci6 de fase estacionaria en

I'aparell.
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Figura 4.21. Perfil d’elucié obtingut amb el SQ 27 en la separacié de la DNB-(+)-Leu (7 mg, 0,023 mmol) a
una concentracié de 25 mM en MTBE/tamp6 fosfat sodic 50 mM pH 6, flux: 1 mL/min, w 2100 rpm

4.3. Recapitulacio

Una vegada sintetitzats els SQs 21-23 en quantitat suficient s’assaja la seva solubilitat
en els dos sistemes de dissolvents seleccionats. Detectant-se una elevada solubilitat
d’aquests en el sistema format per MIBK/tamp6 fosfat sodic 50 mM, en comparacié
amb el format per MTBE/tampé fosfat sodic 50 mM. Tot i la baixa solubilitat en aquest
ultim sistema, a l'assajar els diferents SQs es detecta que I'enantioseparacié de la
DNB-(z)-Leu era millor, tot i no resoldre’s fins a linia de base. Aixi, es decidi avaluar la
capacitat enantiosdiscriminativa de 22 en un sistema format per MTBE/MIBK/tampo
fosfat sodic 50 mM. A més, s’estudia el seu mecanisme d’enantioreconeixement
comparant els resultats obtinguts amb el 1. Aixi, s’establi que en el SQ diméric les
dues entitats de 'aminoacid L-prolina actuen conjuntament i no per separat tal i com es

pensava en un primer moment.

Pel que fa a 25 es decidi no utilitzar-lo com a SQ degut als problemes trobats durant la
seva sintesi. La impossibilitat d’aillar la quantitat necessaria amb la puresa desitjada

ens va fer pensar també en la seva inestabilitat en el sistema cromatografic.
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El compost 26 no s'utilitza en CCC com a conseqiiéncia de la seva insolubilitat. Per
contra, el derivat de la L-hidroxiprolina, 27, resulta altament soluble en els medis
estudiats, arribant a una obtenir una resolucié parcial del racemic estudiat. A més,
s’aconsegueix un valor d'accc superior a l'obtingut en estudis anteriors pel SQ

monomeric 5 en el mateix medi.
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5. Sistemes de dissolvents fluorats i la seva aplicacié en CCC

La utilitzacié de la CCC per a la separacié d’enantidmers requereix I's d’un selector
quiral que cal que quedi retingut a una de les fases mentre l'analit es reparteix. Aixo
implica que hi ha d’haver una diferéncia notable de polaritat entre tots dos. Per tal
d’'incrementar aquesta diferéncia s’acostumen a incorporar cadenes lipofiles sobre
I'estructura del SQ.*?** D’aquesta manera, s'incrementa la lipofilia del SQ en la FE.
Per aquest motiu, normalment, les fases més lipofiles solen utilitzar-se com a FEQ en
CCC, tot i que no sempre modificacions sobre el SQ eviten pérdues d’aquest cap a la

fase mobil.?*

En aquest punt és quan també s’ha de tenir en compte la composicio del sistema de
dissolvents utilitzat. A la literatura es poden trobar diverses recopilacions de sistemes
ternaris de dissolvents (cal destacar la realitzada per Sgrensen and Arlt).** Aquestes
poden ser de gran ajuda a I'hora de buscar noves condicions per dur a terme els
experiments, ja que inclouen una gran varietat de dissolvents. Tot i aixd, en ocasions es
fa dificil trobar condicions en les que SQ i analit es comportin diferentment. Per aquest
motiu es va pensar en la utilitzacié d’'un dissolvent fluorat. Tot i la gran varietat de
solvents emprats en aquests sistemes, només s’ha trobat un exemple que inclogués un

dissolvent fluorat.™

5.1. Seleccio d’un dissolvent fluorat

A la década dels noranta P. Curran va tenir un paper clau en el desenvolupament de les
tecnologies relacionades amb el fluor en la sintesi de llibreries de compostos organics.
Les caracteristiques especials mostrades pels compostos fluorats van fer que es
plantegessin noves estratégies sintétiques. D’aquesta manera es va desenvolupar una
quimica en solucié similar a la quimica sobre fase solida en qué I'addiccié d’'una cadena

perfluorada equivaldria a la resina.*®

D’aquesta manera, I'addicié d’'una cadena perfluorada sobre el producte de partida

desitjat, permet purificar mitjangant extraccions liquid-liquid utilitzant dissolvents fluorats,
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evitant I's d’altres técniques que implicaven un increment de temps en el procés

sintétic o costos.

A principis del 2000, Kagan, va introduir I'is de nous dissolvents fluorats en
cromatografia liquida. D’aquesta manera, va aconseguir substituir I'n-hexa, dissolvent
ampliament utilitzat en cromatografia, la utilitzacié del qual es vol reduir per temes
mediambientals, per I'etoxinonafluorobuta (ENFB o HFE-7200) en HPLC analitic. Es
tracta d’una barreja d’éters de baixa volatilitat, i per tant poc contaminants, utilitzat per a
la neteja de circuits electronics. Kagan va utilitzar aquest dissolvent per la separacio de
barreges de diferents tipus de molécules com benzodiazepines, antiinflamatoris
no-esteroidics (AINEs), antidepressius triciclics i bases puriques i piridiniques emprant

indistintament HPLC en fase normal utilitzant com a FEQ va emprar un gel silice ciano.

D’altra banda, també va descriure les primeres separacions d’enantiomers en qué
s'utilitzava un dissolvent fluorat a la fase mobil. Aixi, es seleccionaren com a FEQs:
Chiralpak AD® i Chiralpak OJ® i com a racémics I'dxid de trans-estilbé, la base de Tréger
i la guaifenesina, dels quals es disposava de condicions per a la seva resolucié en
aquestes FEQ. D’aquesta manera, s’observa la separacié completa d’aquests analits,
tot i que la substitucié de I'n-hexa, pel dissolvent fluorat provoca un increment en el

temps de retencio.®

Posteriorment, Kagan i col-laboradors també van demostrar que aquest dissolvent es
podia utilitzar en 'HPLC acoblat a I'espectrometria de masses per ionitzacié quimica a
pressioé atmosférica”, utilitzant una gran varietat de compostos i gradients de metanol i
ENFB. Recentment, s’han optimitzat i comparat diferents metodologies en HPLC en
fase normal per a la separacié de compostos que presenten en la seva estructura
amines primaries, secundaries o terciaries utilitzant diferents tipus de FEQs Kromasil®
com: ciano o diol, entre d’altres. Tornant a demostrar que aquest dissolvent fluorat pot

esser utilitzat com a alternativa a I'n-hexa amb resultats igual de satisfactoris.*®

Degut a tota la informacié que es va trobar a la literatura sobre dissolvents fluorats
utilitzats amb éxit en técniques cromatografiques es va decidir seguir els nostres estudis
amb 'ENFB.
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5.1.1. Caracteristiques de ’ENFB

L’ENFB és un dissolvent altament lipofil fabricat per 3M. Es comercialitza com a barreja
de dos isdmers inseparables (perfluoroisobutil etil éter i perfluorobutil etil éter) que
practicament tenen les mateixes propietats fisico-quimiques. Es tracta d’un liquid
transparent, sense color i practicament inodor, de punt d’ebullici6 més alt que I'hexa
(Taula 5.1). Es tracta d’'un dissolvent considerat respectu6s amb I'ambient ja que, té una
vida mitja atmosférica molt curta, no malmet la capa d’'0z6, no és inflamable i es pot
reciclar facilment. Es altament miscible amb els dissolvents organics més utilitzats
incloent el DMSO, I'ACN i el MeOH. A més, s’ha vist que és compatible amb materials
diversos com metalls, plastics i elastomers, dels quals ens cal destacar el PTFE o
Teflon®, material del qual esta constituida la columna de I'aparell de CCC en el que

posteriorment es realitzaran els experiments.

Taula 5.1. Comparativa de les propietats de I'n-hexa i 'TENFB.

n-hexa* ENFB'®

Punt d’ebullicié (°C) 68,7 76
Viscositat (cP) 0,313 0,61
Densitat (g/mL) 0,65 1,43
Massa molecular 195 264
Cutoff UV (nm) 191,5 220
Inflamabilitat Si No
Solubilitat de l'aigua en el dissolvent (ppm) 100 92
Forga dissolvent en silice 0,01 0,012°

a Calculat a la referencia 96

Com s’ha dit, aquest dissolvent es va dissenyar per a substituir dissolvents que
malmeten la capa d'oz6, com els halogenats (CFC-113 o CHCI;) en diverses
aplicacions. Entre elles en destaquen la neteja de materials electronics, eliminacié de
greix o petjades dactilars de material quirurgic, entre d’altres. El procés de neteja es pot

realitzar per immersio, vaporitzacié o com a co-solvent.

També cal remarcar que es tracta d’'un dissolvent segur, és a dir, que els nivells

d’exposicié de la persona exposada al llarg de la jornada laboral de 8 hores, és més
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baix (200 ppm) que els nivells que es detecten amb els dissolvents utilitzats
anteriorment (CFC-113, 1000 ppm).'®"1%

5.2. Disseny d’un selector quiral fluorat

En plantejar el disseny de sistemes de dissolvents fluorats calia també modificar el SQ.
Aixi, un SQ fluorat hauria de quedar més retingut en la fase que conté el dissolvent

fluorat (ENFB), que un que no conté cap atom de fluor en la seva estructura.

Degut als bons resultats obtinguts préviament en el nostre grup utilitzant el SQ 1 en la

2425 o5 va decidir seleccionar-lo com a model pel nou

separaci6 del racémic DNB-(+)-Leu
SQ. Per aquest motiu es va decidir substituir la cadena hidrocarbonada per una cadena
de similar longitud perfluorada, mantenint el resta de la molécula. Igualment es va

introduir en I'estudi un tercer SQ d’estructura propera i accessible comercialment (Figura

5.1).
FsC CF;
O CFs
5 R, O
C11H23 CioF21

1 36
Figura 5.1. Estructura quimica dels selectors quirals seleccionats.

5.2.1. Sintesi del SQ 35 a partir de L-prolina.

A Tigual que en els capitols anteriors es selecciona la L-prolina com a material de
partida. La incorporacié d’'una cadena perfluorada ha estat descrita seguint diferents
metodologies.'®'* Al nostre grup s’havia establert un procediment per a la incorporacié
de cadenes alifatiques sobre L-prolina amb bons resultats. A més, incorporant en primer

lloc la cadena perfluorada sobre I'aminoacid s’aconseguia obtenir el producte final en
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dos etapes menys, ja que s’evitaven les etapes de proteccié del nitrogen amb el grup

Boc i la seva posterior eliminacio.

Es va decidir sintetitzar 35 seguint la mateixa metodologia grup per a 'obtencié de 1.2

CHs
NH,
0 0
OH 0 OH
X : .
CiyHag” CI HsC CHa °5
N R T N >

NaOH C1qHzs EEDQ/CH,Cl,
Cq1Ha2s

Per a la sintesi del SQ fluorat, en primer lloc, es va procedir a la preparacié del clorur de
I'acid perfluorundecenoil en clorur de tionil a reflux. La formacié del producte desitjat es

va poder comprovar per espectrometria de masses.

SOCl,
CioF2r” TOH — A CioFar” ClI

A continuacio, s’addiciona el clorur de perfluorundecenoil sobre L-prolina en medi basic.
No obstant, no es va poder detectar la formacié del producte desitjat ni en les
condicions anteriorment utilitzades en I'acilacié de L-prolina amb clorur de dodecanail
(NaOH/ clorur d’acid de la cadena fluorada), ni en condicions de Schotten-Bauman
(medi bifasic NaOH/cloroform), ni utilitzant THF a temperatura ambient i tampoc en

piridina escalfant a la temperatura de reflux (90°C).

5.2.2. Sintesi del SQ 35 a partir de la N-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida

En comprovar que cap de les metodologies assajades ens van conduir cap a I'obtencié
del intermedi desitjat, es va decidir sintetitzar 35 seguint una estratégia alternativa. Aixi,
es va partir de N-Boc-L-prolina. A continuacio, s’introdui la 3,5-dimetilanilina utilitzant
com a agent d’acoblament 'EEDQ, metodologia descrita anteriorment. Una vegada
format el derivat d’acid desitjat es va procedir a I'eliminacié del grup protector sobre el

nitrogen per tot seguit, incorporar la cadena perfluorada. A I'hora d’incorporar la cadena
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perfluorada es van seguir dues vies diferents: la incorporaci6 de [l'acid
perfluoroundecanoic amb un agent d’acoblament o bé, I'addici6 del clorur de

perfluoroundecenail.

H3C.

HsC

CHs CHs
NH,

O
OH 0 OH
HN HN
Ny BoeO HeC CHs © °
e N—Boc -
Dioxa/H,0 EEDQ/CH,Cl,

Quan es va utilitzar EEDQ com agent d’acoblament seguint les condicions ja utilitzades

TFA/CH,Cl,

N—Boc NH

per a la sintesi de 35 es varen detectar (MS i '"H-RMN) com a productes majoritaris els
procedents de la incorporacié d’'un grup etoxicarbonil sobre la 3,5-dimetilanilina i el

carbonat intermedi activat en 'acilacié.

H

HaC N_ _OEt
\"/ o o0
LG S

CHs

PM: 193 PM: 637

El resultat es va atribuir a la baixa nucleofilia de I'atom de nitrogen de la prolina i el

volum de la cadena lipofila que es volia incorporar.

Quan es va utilitzar diisopropilcarbodiimida (DIPCDI) en preséncia de
hidroxibenzotriazole (HOBt) en dimetilformamida (DMF) tampoc es va detectar la
formacié de I'amida desitjada. L’acilacié directa amb el clorur de perfluorundecanoil en
piridina anhidra a 90°C durant 2 hores va conduir al producte esperat, perd amb un 5%

de rendiment que no augmentava en allargar la reaccio fins les 12 h.

5.2.3 Us de hexafluorofosfat de cloro-N,N,N’,N’-tetrametilformamidini (TCFH) com
a agent d’acoblament

A la bibliografia es va trobar descrit I's d’agents d’acoblament basats en sals d’amidini

amb bons resultats en productes impedits esteriament.’® El TCFH (hexafluorofosfat de
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cloro-N,N,N’,N-tetrametilformamidini) es un agent d’acoblament d’aquest tipus. El seu
mecanisme d’activaci6 es basa en latac del grup carboxilat sobre el carboni
electro-deficient de la sal d’amidini per donar la corresponent sal d’aciloxiamidini que, en
ser altament inestable, reacciona amb el grup sortint per donar I'espécie activada. Aixi,

via amindlisi dona l'amida desitjada, essent clau en aquest procés la formacié de

106
l'urea.
o o}
a PFS cP )J\R
A ° 7 I i
0~ R —
H3C\%)/ N/cHS H3C\@)\ CHs HC )j\ —~CHs RTNR, >
| | NT N > Lo ~CH R” TNH—R'
CH; CHs | | 3 3

CHz CHs

Es va decidir assajar aquesta metodologia en el nostre cas. Aixi, es va utilitzar la
seglent relaci6 molar 1 eq d’amina: 1,5 eq d’acid carboxilic: 2 eq de TCFH i base
(s’escolli la dietilamina) en CH,CIl, anhidre a temperatura ambient. L'evolucié de la
reaccié es va seguir per CCF, controlant la disminucié del producte de partida (amina).
A les 18 h es va decidir aturar la reaccio, tot i encara detectar la preséncia de producte
de partida. En realitzar I'espectre de MS del producte es va detectar la massa desitjada
més 23 uma, m / z (Na*): 787,1321. Per tal d’optimitzar el rendiment d’aquesta reaccio,
es va allargar el temps de reaccié. No obstant, sempre es van obtenir rendiments més

baixos (de I'ordre del 40%). Aixi es va mantenir un temps de reaccié de 18 hores.

Tot seguit, es va purificar 35 per cromatografia en columna, per posteriorment
caracteritzar-lo amb ajuda de les técniques espectroscopiques disponibles ('H-RMN,
3C-RMN, "F-RMN, gCOSY i gHSQC). La preséncia de senyals corresponents a grups
etil en I'espectre de "H-RMN del cru de reaccié es va atribuir a la possible interferéncia
de la dietilamina utilitzada com a base en la reaccio. Aixi, aquesta es va substituir per la

diisopropiletilamina.

Malgrat que el grup incorporat sobre la molécula és invisible a la "H-RMN, en comparar
els desplagcaments quimics dels senyals corresponents a la L-prolina en I'espectre de
prot6 de 35 s’observa que tots es trobaven desapantallats respecte als mateixos
senyals en la N'-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida. A més, es va observar la duplicitat de
senyals en la zona aromatica i en les de les posicions C?i C° en I'espectre de "H-RMN i

de "*C-RMN del derivat fluorat. La preséncia d’aquesta duplicacié de senyals es deu a la
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presencia de conformers de rotacid restringida. Aquest fenomen es dona de forma

freqUent en els derivats de N-acil-L-prolina.

Pel que fa al "™C-RMN, la observacié dels senyals corresponents a la cadena
perfluorada es veu dificultada per 'acoblament 13C-19F. Tot i aix0, es va intuir que el
grup de senyals assenyalats que van de 106 a 116 ppm pertanyien als carbonis
d’aquest grup (Figura 5.2).

W’WWWN«"WMW

150 100 S0 0

Figura 5.2 3C-RMN de 35 on s’assenyala la senyal corresponent als carbonis de la cadena perfluorada.

La confirmacié de la preparacio de 35 es va obtenir en realitzar I'experiment de '°F-RMN
(Figura 5.3) s’observen els senyals corresponents als atoms de fluor de la cadena. El

rendiment de la reacci6 es va calcular en un 70 %.
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Figura 5.3 'F-RMN del 35 on es veuen les senyals corresponents al fluor.

5.3. Construccio del sistema de dissolvents ternari

L’Unic sistema de dissolvents bifasic que es va trobar descrit a la literatura en queée
participava un dissolvent fluorat va ser el format per: perfluorohexa/hexa/benzé."” Degut
a l'alta lipofilia d’aquest sistema es va desestimar, ja que no permetria el repartiment del
racémic entre les dues fases. Per aquest motiu es va considerar 'TENFB més adient en

tractar-se d’'un éter.

En un primer moment, es va plantejar la possibilitat d’'un sistema binari format per
'ENFB/H,0, pero la gran diferéncia de polaritat entre els dos components dificulta trobar
analits que es reparteixin en ambdues fases. Per tant, es va procedir a considerar
sistemes de dissolvents ternaris. Els sistemes més utilitzats en CCC solen estar formats
per dos dissolvents immiscibles entre ells, més un tercer que és soluble en els altres
dos. L’addicio d’aquest tercer dissolvent modulador és fa necessaria i important en CCC
quiral, ja que es necessita una certa polaritat a la fase més lipofila per poder dissoldre el
SQ i permetre alhora el repartiment dels analits en les dues fases. Aquests tipus de

sistemes s’anomenen de tipus I.
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Existeixen altres tipus de sistemes de dissolvents, com els de tipus 0 que son aquells
formats per tres dissolvents miscibles entre si, dos a dos, i en determinades proporcions
originen dues fases. Els sistemes integrants per dos solvents miscibles entre si i un

tercer immiscible amb els anteriors, son els anomenats de tipus /I (Figura 5.4).

Figura 5.4. Diagrames de fases per sistemes de dissolvents de tipus: a) I: dos dels components son
immiscibles entre si i el tercer és miscible en tots dos; b) II: dos components immiscibles entre si i el tercer

miscible només en un d’ells; c) 0: tots els dissolvents miscibles entre si en determinades proporcions.

Aixi, per tal de tenir dos dissolvents de polaritat extrema es selecciona la parella ENFB
(dissolvent lipofil) i H,O (dissolvent hidrofil). Com a solvents de polaritat intermédia
solubles parcialment en ambdues fases foren seleccionats: 2-PrOH, MeOH i ACN. Un
altre sistema que es planteja fou el format per ENFB/etilenglicol, com a parella de
solvents de polaritat extrema, i I'1-BuOH com a dissolvent de polaritat intermédia o

modulador.

Una vegada seleccionats els components dels sistemes ternaris de dissolvents que es
volgueren construir, es selecciona la metodologia descrita per Berthod en I'elaboracio
d'un sistema aquos bifasic de dissolvents a temperatura ambient on els components
eren liquids idnics amb lleugeres modificacions.’”” D’aquesta manera s’aconsegui
determinar les composicions que formarien la linia bimodal que separa les composicions

que originen una sola fase de les que n’originen dues (Taula 5.2).
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Taula 5.2. Composicio de les barreges limit (que formen una sola fase o terbolesa) ENFB/2-PrOH/aigua
expressada en mL i en percentatge (part esquerra de la taula) i de les barreges que formen dues fases

expressades en mL i en percentatge de ENFB/2-PrOH/aigua (part dreta de la taula).

ENFB H,O 2-PrOH H,O 2-PrOH ENFB
(ML/%)? (ML/%)? (ML/%)? (mL/%)° (mL/%)° (mL/%)°
2,5/39,7 0,5/7,9 3,3/52,4 0,5/2,0 5/19,8 19,7/78,2
2/25,3 1/12,6 4,9/62,0 0,25/0,3 5/5,7 82,3/94,0

1,5/17,8 1,5/17,8 5,4/64,3 1/25,6 2,5/64,1 0,4/10,2
1/11,6 2/23,2 5,6/65,1 1,5/35,3 2,5/58,8 0,25/5,9

0,5/6,7 2,5/33,3 4,5/60,0 2/43,0 2,5/53,8 0,15/3,2
- - - 5/89,8 0,5/9,0 0,07/1,2

- - - 5/94,9 0,25/4,7 0,02/0,4

@ Es parteix de d’'una barreja de dos dissolvents que formen dues fases i s’addiciona el tercer fins a obtenir
una sola fase; ® Es parteix d’'una barreja de dissolvents que forma una sola fase i s’addiciona el tercer fins a
obtenir dues fases.

La representacio grafica dels sistemes de dissolvents formats per tres components (A, B
i C) es sol realitzar en dues dimensions, podent expressar les composicions en
percentatges individuals per a cada component. Aixi, aquest percentatge es pot
expressar en % de volum, % molar o % de massa, essent aquesta ultima la manera
més senzilla.” Una vegada es disposaren de totes les dades experimentals
necessaries, es procedi a la construccio dels grafics dels sistemes de dissolvents. Pel
que fa al nostre cas, atés que es coneix el contingut exacte de cada dissolvent a cada
tub, expressat en volum, i el volum total es decidi representar el percentatge en
volum/volum (v/v). D’aquesta manera, s’obtingueren les 4 grafiques que es mostren a
continuacié (Figura 5.5). Tal i com es pot observar, en les grafiques només es mostren
les proporcions de dos dels dissolvents integrants dels sistemes de dissolvents. El
tercer, que en el nostre cas sempre es tracta de 'ENFB es calcula per diferéncia una
vegada coneguts els percentatges dels altres dos components. Totes les combinacions
realitzades per sota de la linia bimodal donen lloc a dues fases, mentre que per sobre
d’aquesta linia només s’obtenen barreges que donen lloc a una sola fase.

Tot i que ens els grafics que s’adjunten no es mostres, també es calcularen les tie-lines,
de cada sistema desenvolupat. Una tie-line és una recta que uneix dos punts oposat de

la corba (linia bimodal) i indica una série de composicions que donen lloc a un mateix
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sistema de dissolvents en equilibri, per6 amb diferents proporcions de cadascun dels

dissolvents.
a) b)
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Figura 5.5. Diagrames ternaris dels sistemes de dissolvents a) ENFB/2-PrOH/H,0; b) ENFB/MeOH/H0; c)
ENFB/ACN/H,0 i d) ENFB/1-BuOH/etilenglicol.

5.4. Seleccié de la composicio dels sistemes de dissolvents i estudi

de la seva estabilitat a temperatura ambient

Un cop obtingudes les representacions grafiques dels quatre sistemes de dissolvents
construits, es procedi a la preparacié de diverses mescles bifasiques per tal d’avaluar la
seva estabilitat a temperatura ambient i corroborar la no formacié d’emulsions amb
I'agitacio, ja que el sistema de dissolvents ha d’ésser estable dins de la columna de
CCC. S’observa que totes les mescles preparades es separaven rapidament després

d’agitar-les en un embut de decantacio, fet que fa que es puguin utilitzar en CCC.
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A continuacié, es determina la concentracié de saturacio dels SQ 1, 35i 36 en totes les
composicions preparades, aixi com en MTBE/tampé fosfat 50mM pH 6, ja que es vol fer
un estudi comparatiu del selector fluorat en un medi fluorat i no fluorat. La insolubilitat
presentada pels SQ en el sistema format per 'TENFB/MeOH/H,O ens va fer descartar
aquest sistema per a posteriors estudis. Pel que fa al sistema que conté ACN, el SQ 1
es mostra practicament insoluble a I'igual que el 36 (< 1 mg/mL), i només es pogué

assajar el 35 (Taula 5.3).

Taula 5.3. Concentraci6 de saturacio dels tres SQ en els medis assajats.

Composicio del Proporcions Solubilitat
sistema de
(viv) 1 35 36
dissolvents
ENFB/ACN/H,O 17:43:40 Insoluble 11 mg/mL No calculat
(14 mM)
ENFB/MeOH/H,O 21:33:40 Poc soluble Poc soluble Poc soluble
(<1 mg/mL) (<1 mg/mL) (<1 mg/mL)
ENFB/MeOH/H,O 46:295:40 Insoluble Poc soluble Poc soluble
(<1 mg/mL) (<1 mg/mL)
ENFB/2-PrOH/H,0 48:12:40 Poc soluble 48 mg/mL No calculat
(<1 mg/mL) (60 mM)
ENFB/2-PrOH/H,O 90:35:40 Poc soluble 17 mg/mL No calculat
(<1 mg/mL) (20 mM)
ENFB/2-PrOH/H,0 25:35:40 31 mg/mL 62 mg/mL 23 mg/mL
(70 mM) (80 mM) (40 mM)
MTBE/tampé fosfat - 42 mg/mL 57 mg/mL 202 mg/mL
sodic 50 mM pH 6 (100 mM) (70 mM) (380 mM)

Pel que fa al comportament dels diferents SQ en els sistemes que contenen 2-PrOH,
s’observa que 35 es solubilitza en totes les composicions preparades. Per contra el SQ
1 només es solubilitza en la composicié que contenia més 2-PrOH. Aquest fet ens indica
que a més contingut de dissolvent fluorat en el sistema disminueix la solubilitat de tots
els SQs. Respecte al comportament en MTBE/tampo fosfat, s’'observa que tots els SQs
son altament solubles, fins i tot el SQ 35 és molt soluble en aquestes condicions. En
base als resultats obtinguts es decidi assajar els tres SQs en dos medis diferents un de
fluorat (ENFB/2-PrOH/H,O (25:35:40)), i un de no fluorat (MTBE/tamp¢é fosfat sodic
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50mM pH 6). A més, es pensa en substituir I'aigua per tampé fosfat sodic pH 6, per aixi
aconseguir tenir el racémic ionitzable seleccionat, DNB-(t)-Leu en el medi, repartint
entre les dues fases. A més, s’introdui en l'estudi un analit no ionitzable, la
DNB-Leu-tBu, ja que per a aquest analit no es pot controlar la seva retencié modificant
el pH de la fase mobil. Es en aquestes condicions en les que podrem observar si els

nous sistemes de dissolvents son efectius i Utils.

Per a totes les composicions estudiades es comprova per mitja de CCF que el SQ
quedés retingut en la fase més lipofila (FE) i no es repartis cap a la fase hidrofila (FM).
Aquesta prova es realitza agafant una aliquota de cada fase a la que s’afegi una
quantitat determinada del SQ. En assajar el repartiment en els sistemes de dissolvents
fluorats, s’aconsegui que cap dels tres SQs es reparteix cap a la fase hidrofila amb el
sistema que contenia un percentatge més elevat 2-PrOH (25:35:40). També es va
observar que només 35 es va retenir en la FE, quan aquesta tenia un elevat contingut
en ENFB la qual cosa confirma I'afinitat per la fase fluorada de les molécules que

contenen atoms de fluor (Taula 5.4).

A més, com ja s’ha dit anteriorment, en CCC quiral una altra condici6 que s’ha de
complir és la particié del racémic seleccionat entre les dues fases, per aquesta rad
s’efectua la mateixa prova, pero ara addicionant un dels racémics seleccionats en el
present estudi, un d’ionitzable (DNB-(x)-Leu) i un altre de no ionitzable
(DNB-(+)-tBu-Leu). Al realitzar el control qualitatiu per CCF s’observa que la
DNB-(x)-Leu es reparti entre les dues fases, excepte en les barreges del sistema que
contenia MeOH. Tot i que aquest sistema ja s’havia descartat anteriorment per la baixa
solubilitat que presentaven els SQs. En cap de les composicions estudiades la
DNB-tBu-Leu es reparti, detectant-ne només la seva preséncia en la fase lipofila.

Malgrat aquest fet, es decidi incloure en I'estudi aquest ultim racémic.
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Taula 5.4. Repartiment entre les dues fases dels sistemes de dissolvents estudiats dels SQs i del racémics.

R: repartiment; NP: no repartiment. # Determinat de forma qualitativa per CCF.

Composicio del Proporcions 1 35 36 DNB-Leu DNB-tBu-
sistema de (VIV) Leu
dissolvents

ENFB/ACN/H,0O 17:43:40 R® NR R R NR

ENFB/MeOH/H,0 21:33:40 NR NR NR NR NR

ENFB/MeOH/H,0O 46:295:40 NR NR NR NR NR

ENFB/2-PrOH/H,0O 48:12:40 R NR R R NR
ENFB/2-PrOH/H,0O 90:35:40 R NR R R NR
ENFB/2-PrOH/H,0O 25:35:40 NR NR NR R R
MTBE/tamp¢ fosfat

50:50 NR NR NR R R

sodic 50 mM pH 6

5.5. Experiments de cromatografia en contracorrent (CCC)

Una vegada seleccionades les composicions dels sistemes de dissolvents a estudiar,
els SQs i els racémics, es realitza la cerca de les condicions de treball idonies per tal de
realitzar els experiments. Es procedi a realitzar assaigs en blanc amb l'aparell de CCC
per tal d’establir el volum de fase estacionaria retingut al dispositiu en funcié de la
velocitat de rotacid, el flux de la fase mobil, el volum de la mostra i la concentracié
d’aquesta.’® S’aconsegui retenir entre un 80-89 % de FE mantenint una rotacié de 2100
rpm i un flux de fase mobil de 0,5 mL.

A continuacié, s’estudia el temps de retenci6 de I'analit sense addicionar el SQ a la fase
estacionaria. Atés que el racémic DNB-(+)-Leu no es retingué en el sistema format per
ENFB/2-PrOH/tamp6 fosfat sodic 50mM pH 6 (25:35:40), es decidi utilitzar
'ENFB/2-PrOH/H,0 (25:35:40) el temps de retencié fou de 28 minuts a un flux de fase
mobil de 0,5 mL/min. Aquest mateix flux s’utilitza quan el 35 s’assaja en el sistema
ENFB/ACN/H,0O (17:43:40), on el racémic es retingué 32 min. Per contra, quan s’assaja
el sistema de 'ENFB/2-PrOH/ H,O (25:35:40) amb DNB-(+)-fBu-Leu com a racémic es

va augmentar el flux fins a 1 mL/min, per a obtenir un temps de retencié de 27 min.

Anna Maria Pérez Montero 141



Sistemes de dissolvents fluorats | la seva aplicacié en CCC

Cal recordar que la fase fluorada que s'utilitza com a FE és la fase més densa del
sistema. Es treballa, per tant, en el mode T-to-H (Tail-to-Head, ascending); és a dir, si
es realitza una analogia amb I'HPLC equivaldria a treballar en condicions de fase
normal. Per contra, a I'utilitzar el sistema classic MTBE/tamp¢6 fosfat s’utilitza el mode

H-to-T (Head-to-Tail, descending) que seria com treballar en fase inversa.

En el sistema MTBE/tamp6 fosfat sodic 50 mM pH®6, utilitzant una concentracié de 30
mM de SQ s’aconsegui la separacié del racemic DNB-(t)-Leu amb els tres SQs (1, 35,
36) (Figura 5.6), tot i que aquesta només és completa per 1. Es de destacar la inversié

en l'ordre d’elucié dels enantiomers produida per 36.
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Figura 5.6. Perfils d’elucié obtinguts en la separacié de 0,023 mmol de DNB-Leu en el sistema MTBE/tampd
fosfat sodic 50 mM pH 6 a una concentracié de SQ de 30 mM utilitzant els SQs: a) 1; b) 35; c) 36.

Quan es va assajar el sistema de dissolvents fluorat, tot i obtenir-se un valor del factor
d’enantioselectivitat comparable amb el del primer sistema de dissolvents estudiat
(acce= 1,80), es detecta una péerdua continua de SQ de la fase estacionaria cap a la

fase mobil al llarg de tot I'experiment. Quan s’assaja 35, i es millora el valor d’accc
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respecte a I'obtingut en MTBE (accc= 1,40), aconseguint-se quasi una separacio total de
lanalit (accc= 1,83). Al llarg de I'experiment no s’observaren pérdues de SQ cap a la
fase mobil. Amb el SQ 36 tampoc s’observaren pérdues d’aquest cap a la fase mobil,
perd tampoc s’aconsegui separar completament. Altra vegada, s’observa una inversio

en l'ordre d’eluci6 (Figura 5.7).

Aquest sistema resulta avantatjos respecte a I'anterior ja que treballant a un flux de 0,5
mL/min en menys de 30 min s’aconsegueix una resolucié quasi total del racémic.
Contrariament, en el sistema format per MTBE/tampé fosfat sodic 50 mM pH6 son
necessaris quasi 100 min per aconseguir uns valors d’a comparables. A més, es
disminueix el consum de dissolvents emprat, alhora que s’introdueix I'is d’un solvent

menys contaminant pel fet de ser reciclable.

a)
50
40
30
20
10
0 4
0 10 20 30 40
b) c)
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10
0 0+
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Figura 5.7. Perfils d’elucid6 obtinguts en la separaci6 de 0,023 mmol de DNB-Leu en el sistema
ENFB/2-PrOH/H20 (25:35:40) a una concentracié de SQ de 30 mM utilitzant els SQs: a) 1; b) 35 c) 36.

Per ultim es decidi utilitzar el sistema fluorat, per a la separacid6 d’un racémic no

ionitzable, la DNB-Leu-Bu. Es en la separaci6 d’aquests tipus de racémics on es
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comprovara l'efectivitat del nou sistema de dissolvents, ja que la retencié no es pot

controlar variant el pH de la fase mobil.

Tot i detectar-se pérdues del SQ 1, es decidi assajar la seva enantioselectivitat front al
nou racémic seleccionat. A 'assajar-lo en el sistema fluorat a una concentracié de 30
mM, s’observa una pérdua quasi total de I'enantioselectivitat en aquest medi (0ccc=
1,16),tot i que en el sistema n-hepta/AcOEt/MeOH/H,O (3:1:3:1) s’havia aconseguit la
separacio fins a la linia de base. Per contra, amb el SQ 35 s’obtingué una separacié
completa de I'analit no ionitzable en poc més d’'una hora, obtenint un valor d’accc de
1,75. Malauradament, 36 no es va mostrar enantioselectiu front el racémic en aquestes

condicions (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Perfils d’elucié obtinguts en la separaciéo de 0,023 mmol de DNB-Bu-Leu en el sistema
ENFB/2-PrOH/H,0 (25:35:40) a una concentracié de SQ de 30 mM: a) 1; b) 35 c) 36.
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5.6. Estudi mitjangcant membranes liquides

Els resultats satisfactoris obtinguts amb I'avaluacié de la capacitat enantioselectiva de
SQ 1 i SQ 35 en els sistemes bifasics fluorats, ens feu plantejar I'estudi del seu
comportament a través d’'una técnica alternativa a la CCC, les membranes liquides
(ML).

La tecnologia de membranes en els processos separatius presenta una seérie
d’avantatges respecte altres técniques. Entre elles destaquen el baix cost, el fet de
poder treballar en continu, de tractar-se d’un procés facilment escalable en el que se sol
treballar a temperatura ambient, fet que evita la formacié de subproductes i genera

menys despesa energética.'®

5.6.1. Membranes liquides enantioselectives

Com la cromatografia en contracorrent, les membranes liquides (MLs) es podrien definir
com una técnica de separacio liquid-liquid entre dos liquids immiscibles. Mentre que en
CCC, la fase que es manté retinguda dins del dispositiu s’anomena fase estacionaria i la
que flueix a través d’ella i arrossega I'analit, fase mobil, en el cas de les MLs un dels
dissolvents actua de membrana i separa dos liquids que sén immiscibles amb la
membrana, la fase donadora o feed i la fase receptora o stripping. Aquest tipus de
membranes liquides es denominen Bulk Liquid Membranes (BLM). De manera analoga
a la descrita en CCC si la finalitat d’aquesta metodologia consisteix en la separacié
d’enantiomers, s’ha d’addicionar un transportador quiral (TQ) o chiral carrier al liquid
que actuara com a membrana. El fenomen del reconeixement enantioselectiu també té
lloc en dissolucié, i la separacio, en cas de produir-se, tindra lloc per la diferent afinitat

de cada enantiomer amb el SQ.

Soén nombrosos els exemples descrits en la literatura on s’utilitzen BLM amb una finalitat
enantioselectiva. Aixi, Cram va descriure el primer cas on utilitza com a SQ un éter
corona. Es va observar que en abséncia del SQ el transport era menor al que es
produia amb I'addicié d’aquest.'® A més, Cram realitza estudis per tal d’augmentar el
transport dels enantiomers establint un gradient de pH. Més endavant, per a millorar els

valors d’enantioselectivitat obtinguts, s’acoblaren dos membranes de selectivitat
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contraria que treballaven en continu, d’aquesta manera s’aconseguiren millors pureses

de cada enantiomer.™"

5.6.3. Estudi de I’enantioselectivitat a través de BLM

En estudis realitzats préviament en el nostre grup s’establiren la relacio SQ/racémic i el
gradient de pH optim entre el feed i I'stripping (pH 7 i pH 8, respectivament). Els SQ
seleccionats per a I'estudi foren SQ 11 SQ 35 i com a analit la sal sddica de la DNB-Leu.
A T'utilitzar uns SQs altament lipdfils, aquests es solubilitzaren en dissolvents organics,

aixi els dispositius utilitzats son aqués-organic-aqués.

D’aquesta manera, cloroform, MTBE i ENFB es seleccionarem com a integrants de les
membranes estudiades. Els dispositius utilitzats per a realitzar els experiments diferien
en funcio de la densitat del dissolvent constituent de la membrana respecte a 'aigua. En
assajar les membranes formades per cloroform o ENFB, al ser més densos que l'aigua
s’utilitza el dispositiu en forma de U, mentre que a l'utilitzar el MTBE com a component

de la membrana s'utilitza el dispositiu en forma d’H (Figura 5.9).

Figura 5.9. Esquema dels dispositius utilitzats en la realitzaci6é de les MLs a) dispositiu en forma de U i b)

dispositiu en forma d’H.

5.6.3.1. Enantioreconeixement en cloroform

Els primers assajos de BLMs es realitzaren en cloroform, es selecciona aquest
dissolvent ja que s’havia utilitzat préeviament en estudis d’enantioselectivitat de derivats
de L-prolina en el nostre grup. Aquesta tria ens assegura poder solubilitzar la quantitat
de SQs desitjada (2 mM; 10 mmol en 10 mL de dissolvent), ja que son altament solubles
en cloroform. El racémic (0,2 M; 0,4 mmol en 2 mL) es dissolgué en el feed constituit

per la solucié de tampd fosfat sodic 50 mM de pH 7. Essent el diametre de la zona de
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contacte entre fases de 1,12 cm i la superficie de contacte de 0,98 cm. Per tal de seguir
'experiment es prengueren mostres de I'stripping a diferents temps que foren

analitzades per HPLC quiral.

La concentracié de SQ en la membrana i la selecci6é del gradient de pHs entre el feed i
I'stripping es realitza en base a un estudi anterior descrit a la Tesi Doctoral de Biotza
Gutiérrez. Aixi, es va establir 1 mM com la concentraci6 utilitzada en els experiments, i
que préviament havia estat descrita en la literatura.”’? Pel que fa a I'establiment del

gradient de pHs, es mantingué entre pH 7 i 8 pel feed i I'stripping, respectivament.

Els experiments en blanc, és a dir, sense I'addicié del SQ a la membrana, van permetre
determinar que existia transport passiu en aquestes condicions de treball. Tot seguit, es
procedi a I'estudi de les membranes quirals, per tal de comprovar si I'addicié dels SQs
inclosos en l'estudi a la fase organica, provoca un enriquiment enantiomeéric en la fase

receptora o stripping (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Transport dels enantiomers de la DNB-Leu en cloroform dels SQs 1 i 35 enfront del temps

Es va comprovar que en abséncia de SQ no es produeix cap enriquiment. Aixi, a

I'stripping es detecta en tot moment la mescla racémica (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Percentatge de cada enantiomer de la DNB-Leu detectat al I'stripping de la membrana

cloroformica sense addicionar SQ a la fase organica.

Es va observar que el transport en preséencia tant de SQ 1 com de SQ 35 era inferior al
que es dona en el blanc. Aixi doncs, es dona una retencié dels enantiomers de I'analit
en la membrana, cosa que produeix un retard en la detecci6 dels enantiomers de la
DNB-Leu en I'stripping. Malauradament, aquest alentiment en el transport no és sinonim
d’'un increment de I'enantioselectivitat, ja que aquesta només es mantingué menys de

10 minuts en el cas de SQ 1. A les 2 h es va donar I'experiment per acabat.

Per contra, en estudiar el comportament del SQ 35, a les tres hores encara existia
enantioselectivitat en la membrana, i I'experiment es perllonga durant 6 dies. Si es
compara el transport als mateixos temps, s’observa que és més elevat en el cas de SQ
35

Un altre fet a remarcar en el cas de SQ 35, és el transport més elevat de la forma S de
la DNB-Leu respecte a la R. L’enantiomer S resulta més retingut en els experiments de
CCC utilitzant tant SQ 1 com SQ 35. Aquesta major retencié esta en concordanga amb
una constant d’associaci6 més gran amb I'enantiomer S del DNB-derivat de leucina

(determinada per RMN en un treball precedent per SQ 1.”® Atesa la similitud estructural
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entre SQ1 i SQ 35 i l'idéntic ordre d’elucié observat en CCC pels dos SQs, es fa dificil

explicar la inversi6 en I'ordre del transport que ara s’observa.

5.6.3.2. Enantioreconeixement en metil tert-butil éter (MTBE)

A continuacio, es prossegui a realitzar I'experiment en MTBE on s’utilitza un dispositiu
en forma d’H, al fer servir un dissolvent menys dens que laigua. S'utilitzaren les

condicions experimentals descrites en I'apartat anterior.

A l'analitzar els resultats obtinguts (Figura 5.12), es comprova que en utilitzar el SQ 1 el
transport dels enantiomers és menor respecte al blanc, provocant aquest un alentiment
en els transport dels enantiomers de la (+)-DNB-Leu. Per contra, la permeabilitat
d’aquests a l'utilitzar SQ 35 fou de la mateixa magnitud a I'obtinguda en el blanc. Aixi,
mentre que SQ 1 actua retardant el pas de I'analit de la membrana a I'stripping, SQ 35
quasi no l'altera. Al comparar el transport obtingut en cloroform i en MTBE, s’observa
que era molt més rapid en MTBE, sent unes 25 vegades més gran al comparar els

resultats obtinguts per I'experiment en blanc.
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E 400 -
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Figura 5.12. Transport dels enantiomers de la DNB-Leu en MTBE enfront del temps
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SQ 1 presenta una elevada enantioselectivitat front a 'enantiomer S de la DNB-Leu.
Aixi, 'excés enantiomeric de R a I'stripping és del 100% durant els 20 primers minuts de
I'experiment, i aquesta disminueix drasticament fins a desapareéixer al cap de tres hores.
Per contra, en utilitzar SQ 35 als 15 minuts es detecta la barreja racémica (Figura 5.13).
Aix6 juntament amb un ordre d’elucié igual al de SQ 1 ens indica un comportament

convencional pel SQ 35 en MTBE.
100 -
—RSQ35 —RSQ1

80 -

60 -

% eeR

40 -

20 A

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
t (min)

Figura 5.13. Evolucié de I'excés enantiomeric (ee) durant els experiments amb membranes que contenen
MTBE.

5.6.3.3. Enantioreconeixement en sistemes fluorats

Una vegada construits els diferents sistemes de dissolvents fluorats i assajada la seva
capacitat enantioselectiva en CCC, es procedi a realitzar un petit estudi d’aquests
sistemes en membranes liquides. Aixi, per dur a terme aquest treball es decidi utilitzar
el sistema format per ENFB/2-PrOH/H,0. Es seleccionaren cinc composicions diferents
per tal de veure si I'enantioselectivitat es modificava a I'estar el SQ en medis amb
diferents proporcions dels dissolvents integrants. Aixi, les composicions estudiades van

ser les que s’especifiquen a la Taula 5.5.
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Taula 5.5. Composici6 dels diferents sistemes de dissolvents expressats en percentatge de volum de cada
dissolvent integrant del sistema (%).

Composicié
% ENFB % 2-PrOH % H,O
Sistema 1 35 45 20
Sistema 2 25 35 40
Sistema 3 18 22 60
Sistema 4 16 64 20
Sistema 5 78 20 2

La velocitat de transport de la DNB-Leu en aquests sistemes és més gran que en
cloroform o MTBE en abséncia del SQ. També cal destacar que la velocitat de transport
depen molt de la composicid dels sistemes de dissolvents. Aquests canvis sén encara

més accentuats en alguns casos amb I'addicié del SQ a la membrana (Figura 5.14).

o 10 1 ——R blanc sist 5
£ 9 - —R blanc sist 1
& ——R blanc sist 2
= 8 - R blanc sist 3
2 —R blanc sist 4
L]
= 7 1
£
] 6 -
G
E 5
s
= 4
g 4
=
§ 34
()
E 24
0
g 14
&=
w
0 _ T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
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Figura 5.14. Transport de I'enantiomer R de la DNB-Leu en els diferents sistemes de dissolvents fluorats

assajats.
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Aixi, en el sistema 1 el transport en preséncia del SQ 1 era més rapid que el blanc
mentre que la velocitat disminuia en utilitzar el SQ 35 (Figura 5.15). Pel que a fa a
'ordre en qué els enantiomers sén transportats a la fase stripping, primer es detecta
'enantiomer S, observant-se una inversid en l'ordre d’elucioé respecte als experiments
realitzats en CCC/CPC.

120 ~

—R blanc

—RSQ 35 $8Q 35
—RSQ1 S sQ1

100

1

80

1

60

40

20 -

Enantiomer acumulat (micromol) a I'stripping

0 1000 2000 3000 4000 5000
t (min)

Figura 5.15. Representacié grafica on es mostra el transport del racemic DNB-(x)-Leu en abséncia i en
preséncia dels SQ 1 i 35 utilitzant el sistema de dissolvents fluorat 1 (ENFB/2-PrOH/H,0; 35:45:20).

En el sistema 2, en el que es redueix la proporcié de dissolvent fluorat respecte a la del
2-propanol (ENFB/2-PrOH/H,0 (25:35:40)), també utilitzat en els experiments de CCC
descrits anteriorment, s’observa el fenomen invers. En preséncia del SQ 35 el transport
és més rapid que en preséncia de SQ 1. Fins i tot, 'enantiomer transportat més
rapidament amb 35 ho fa molt més depressa que en abséncia del SQ. Cosa que
apuntaria cap a un paper de veritable transportador (molécula que facilita el transport a
través de la membrana) pel SQ 35. L’ordre d’enantidmers també estaria d’acord amb
aquesta hipotesi. En ambdos casos la forma S de la DNB-Leu fou la transportada més

rapidament, mentre que la forma R difongué de manera més lenta cap a I'stripping. Per
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contra, el pas de I'analit amb SQ 1 en aquestes condicions €s més lent que el blanc, tot i
que també es pot entreveure que el transport de S es produeix més rapidament que el
de R (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Representacié grafica on es mostra el transport del racemic DNB-(+)-Leu en abséncia i en
presencia dels SQ 1 i 35 utilitzant el sistema de dissolvents fluorats 2 (ENFB/2-PrOH/H,0; 25:35:40).

En assajar el sistema 3, en que encara es redueix més la proporcié de dissolvent fluorat
(ENFB/2-PrOH/H,0 (18:22:60)) la forma S continua sent transportada més rapidament
que la R tant per SQ 1 com per SQ 35. Mentre que I'enantiomer S amb el SQ 35
accedeix mes rapidament a I'stripping que en l'assaig sense SQ, el pas de R a la fase
receptora va ser de la mateixa magnitud (Figura 5.17). Novament, la tendéncia que
s’observa de transportar de forma més rapida I'enantiomer amb el que forma el complex

més estable fa pensar que el SQ actua com a carrier o transportador.
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Figura 5.17. Representacié grafica on es mostra el transport del racémic DNB-(+)-Leu en abséncia i en
presencia dels SQ 1 i 35 utilitzant el sistema de dissolvents fluorats 3 (ENFB/2-PrOH/H.0; 18:22:60).

En I'estudi del sistema constituit per ENFB/2-PrOH/H,0 (16:64:20), semblant a I'anterior
pel que fa al contingut en dissolvent fluorat perd amb molta més proporcié de 2-propanol
que hauria d’originar un sistema de dissolvents més lipofil i amb menys diferéncia de
polaritat entre les dues fases liquides, el comportament dels SQs fou similar al detectat
en les membranes cloroformiques, tot i que el transport fou més rapid (Figura 5.18).
Aixi, la composicié de la membrana pot modificar el comportament del SQ, a I'igual que

la velocitat de transport dels analits.
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Figura 5.18. Representacié grafica on es mostra el transport del racémic DNB-(+)-Leu en abséncia i en
presencia dels SQ 1 i 35 utilitzant el sistema de dissolvents fluorats 4 (ENFB/2-PrOH/H.0; 16:64:20).

Finalment es va decidir utilitzar un sistema amb molta més proporciéo de dissolvent
fluorat (ENFB/2-PrOH/H,0 (78:20:2)) i, per tant, encara molt més lipofil. Es va veure que
en aquestes condicions els dos SQs augmentaven el transport dels analits respecte al
blanc, accentuant-se més aquest efecte en el cas del SQ 1. L’enantiomer S el que
passa de forma més rapida (Figura 5.19), actuant ambdés SQ com a transportadors

actius dels analits.
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Figura 5.19. Representacié grafica on es mostra el transport del racemic DNB-(x)-Leu en abséncia i en
presencia dels SQ 1 i 35 utilitzant el sistema de dissolvents fluorats 4 (ENFB/2-PrOH/H.0; 16:64:20).

Pel que fa al transport, sembla que la preséncia del dissolvent fluorat promou I'actuacié
dels SQs (fluorat o no) com a transportador veritable, paper que contrasta amb

I'observat en experiments precedents '

en els que en tots els cassos el SQ que
s’afegeix a una membrana liquida actua, no facilitant el transport, sind contrariament

retardant el transport de I'enantiomer més associat.

Addicionalment a l'estudi del transport del racemat en les diferents sistemes de
dissolvents considerats, també s’estudia la variacié de I'excés enantioméric al llarg del
temps.

Els tres sistemes de composicié intermedia (sistemes 1,2 i 3 a la taula 5.4) varen
mostrar un comportament similar. Aixi, pel SQ 35 s’observen enriquiments inicials de
I'ordre del 60% en S que cauen rapidament arribant al racémic en 2-3 hores. En canvi,
per SQ 1 si bé en un principi, I'enriquiment de la forma S és baix, a les 24 hores
s’observa un enriquiment de I'stripping que es manté sobre el 50% al llarg de 15 dies
(Figura 5.20i 5.21).
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Figura 5.20. Excés enantioméric de I'enantiomer S en el sistema 1, a la part superior es mostra una
ampliacié del grafic.
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Figura 5.21. Excés enantiomeric de I'enantiomer S en el sistema 2, a la part superior es mostra una

ampliaci6 de la zona inicial.
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En el cas dels sistemes amb un alt contingut en 2-propanol (sistema 4) i amb alt
contingut en dissolvent fluorat (sistema 5) es detecta la mescla racémica als 30 minuts

després d'iniciar I'experiment, tant en utilitzar el SQ 1, com el 35 (Figura 5.22).
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Figura 5.22. Excés enantioméric de I'enantiomer S en el sistema 4 (ENFB/2-PrOH/H20; 16:64:20) i 5
(ENFB/2-PrOH/H20; 78:20:2), respectivament.

Els experiments realitzats fins al present no es consideren suficients com per arribar a
proposar una hipotesi de treball sobre el paper del dissolvent fluorat en la membranai la
seva interacci®6 amb el selector quiral. Els efectes que, no només en relacié a la
polaritat, sind també pel que fa a la solvatacio de les diferents entitats en joc, pot tenir
sobre el resultat dels experiments podrien resultar essencials per a poder racionalitzar el
comportament observat. No obstant, resulta altament interessat [|'observacio
d’enantioselectivitat en experiments tant llargs, cosa del tot anomala en membranes

d’aquest tipus.
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6.1. Dades generals

Els espectres de ressonancia magnética nuclear de proté dels diferents compostos
obtinguts, s'han registrat amb un espectrometre Varian Mercuri (400 MHz). El dissolvent
utilitzat s’indica en cada cas. Els desplagaments quimics es donen en valors & en parts
per mili6 (ppm). El propi dissolvent s'ha utilitzat com a referéncia interna. Les
abreviatures emprades en l'assignacié dels senyals han estat: s, singulet; d, doblet; t,

triplet; q, quadruplet; m, multiplet; dd, doble doblet; dt, doble triplet; ba, banda ampla.

Els espectres d’infraroig s'han registrat en un espectrofotometre Perkin-Elmer FT-IR
1600. Les abreviatures utilitzades en l'assignacié de bandes soén: st, stretching; sym,

simétric.

Les polarimetries s’han realitzat en un polarimetre Perkin Elmer 241 proveit d’'una
lampada de Na (D). | els punts de fusi6 es realitzaren amb un equip Blchi Melting point
B-540.

Per a la cromatografia en columna s’ha utilitzat gel de silice SDS 60 ACC (60-200 nm)
com a adsorbent. O bé, el dispositiu CombiFlash®R; 200 amb un detector de longitud
d’ona UV dual (A 200-360 nm) i columnes de silicagel esférica empaquetades de 40 g
per purificar de mostres de 200 mg a 4g. Per a la cromatografia en capa fina s'han
utilitzat cromatofolis de gel de silice 60 F 254 (Merck), localitzant els senyals per
exposicié a la llum UV a 254 nm.

La recerca de condicions analitiques per a la caracteritzacié de les mostres s’ha realitzat
amb un equip Waters constituit per una bomba quaternaria (Mod. 2965), un injector
automatic i un detector UV tipus diode array (Mod. 2998). Les condicions estandards de
treball van ser a un flux d'1 mL/min de fase mobil utilitzant un gradient format per
barreges d’ACN/H,0. Es va utilitzar una columna Symmetry C45 (4,6 x 150 mm, 5 ym,
Waters). El volum d’injecci6 va ser de 10 yL que préviament va ser filtrada amb un filtre
de 0,45 pm.

La purificacié del compost 25 s’ha efectuat en un aparell de cromatografia liquida d’alta

resolucio (HPLC) semipreparatiu Waters Delta Prep. 400, constituit per una unitat de
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control Waters Prep LC Controller, un detector de longitud d’ona dual model 2487, un
col.lector de fraccions Waters Fraction Collector Il i un programa de control MassLynx
versi6 3.5. Les condicions estandards de treball van ser a fluxos de 15 mL/min de fase
mobil i registre dels cromatogrames a 220 i 254 nm de A. Es va utilitzar una columna
Symmetry Cig (19 x 100mm, amb silice de mida de particula 5um, Waters). El volum
d’injecci6 va ser de 7,5 mL d’una dissolucié de I'analit de 5 mg/mL de concentracié que
previament va ser filtrada amb un filtre de 0,45 ym. El gradient utilitzat es descriu a la

pagina 101 del capitol 4.

Els assaigs de cromatografia de repartiment centrifug (Centrifugal Partition
Chromatography, CPC), s’han dut a terme en un aparell HP-CPC série 1000 (Sanki
Eng. Ltd., Kyoto, Japod). Les dimensions de la centrifuga sén 31x47x50 cm. La capacitat
total del sistema és de 190 mL. L’'HP-CPC esta connectat a un sistema de cromatografia
liquida Hewlett-Packard, HP série 1100, constituit per una bomba quaternaria, un
injector manual Rheodyne amb un loop de 2,4 mL i un detector d’'UV de longitud d’ona
variable. Les fraccions eluides s’han recollit en un col-lector de fraccions Gilson FC
203B. Els experiments de cromatografia en contracorrent (CCC) es van realitzar en un
dispositiu HPCCC Mini-DE (Dynamic Extractions, Slough, UK). L’aparell t&¢ una bobina
d’'un volum de 17,8 mL constituida per un tub de teflon de 0,8 mm de diametre. Al igual
que en el cas anterior esta connectat al mateix sistema de cromatografia i el loop té un
volum de 0,34 mL.

Les analisis elementals s'han efectuat en un analitzador Carlo Erba model EA1108, en

condicions estandard, als Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona.

El control analitic per cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) s’ha dut a terme en
un equip Hewlett-Packard, HP série 1100, constituit per una bomba quaternaria, un
injector automatic i un detector d’ultraviolat de longitud d’ona variable. Les condicions
estandard de treball han estat 1 mL/min de flux de fase mobil i registre dels

cromatogrames a 254 nm de A.

Per a la identificacio dels productes amb masses petites s'ha utilitzat un aparell
HPLC-MS APl 150 (Applied Biosystems). Les condicions estandard de treball s'han

basat en flux d' 1 mL/min de fase mobil (acetonitril/aigua 0,1% d'acid acetic). Es va
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utilitzar una columna Cis Nucleosil 120 (25 x 0,46 cm, Teknokroma®). | per la
identificacio de productes de massa superior a 500 per espectrometria de masses
MALDI-TOF es va emprar un aparell model 4700 Proteonomics analizer (Applied

Biosystems).

6.2. Procediments experimentals

6.2.1. Sintesi dels SQs

A continuacié es detallen els procediments experimentals per a Il'obtencid dels
compostos descrits en la present Tesi doctoral, seguint I'ordre de numeracié dels

compostos.

Boc-L-prolina (10)

En un matras proveit d’agitaci6 magnética es disposa 6 g (52,2 mmol)
COOH
de L-prolina dissolts en 224mL d’una barreja de dioxa i hidroxid sodic

72
4 'N—Boc
5

0,5N (40:60 v/v). Es col-loca en un bany de gel a 0 °C i s’addicionen
10 12,54 g (43,86 mmol) de dicarbonat de di-tert-butil durant un periode de

C1oH17NO4
P.M:21525g/mol | 30 minuts. Un cop finalitzada I'addici6 la reaccié es deixa 48 hores a

temperatura ambient. Passat aquest temps, s’evapora el dioxa a
pressié reduida i s’acidifica la mescla amb bisulfat sodic 1N fins a pH 1-2. La solucié
acida resultant es va extreure amb CH.Cl, i els extrets organics s’agruparen,
s’assecaren amb Na,SO, i s’evaporaren fins a sequedat, rendint 7,26 g (92%) d’un solid
blanc, corresponent a I'aminoacid protegit 10.

= 'H-RMN (CDClI;, 400 MHz) 5: 1,49 (s, 9H, CH;tBu); 1,92 (m, 2H, C*H,); 2,07 (m,
1H, C*H.); 2,31 (m, 1H, CH,); 3,46 (m, 2H, C°H,); 4,35 (t, 1H, C?H); 8,0 (ba, 1H,
OH).

= C-RMN (CDCI;, 100,6 MHz) 5: 28,1 (3 CH;tBu); 26,2 (C*H,); 30,8 (C*H,); 47,7
(C°Hy); 61.1 (C?H); 81.4 (CqtBu); 152,6 (NCOOBU); 175,2 (COOH).

= IR (KBr): 3150 cm™ (-OH st); 2977 cm™ (COO-H st); 1751 cm™ (C=0 st, -HN-
C=0-0-); 1247 cm™ (C-N st).

= [a]p®®=-11 (c=1, cloroform)

*  Punt de fusié: 136°C.
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N’-(3,5-dimetilfenil)-N-Boc-L-prolinamida (11)

CHj;
2 3
H o+
O, N 4
&\
2 CHs
. 51N—Boc
1

C1gH26N203
P.M.: 318,41 g/mol

En un matras proveit d’agitaci6 magnetica i protegit de la humitat
ambiental amb un tub de CaCl, es dissolgué I’'N-Boc-aminoacid
10 (10 g, 46,5 mmol) en 400 mL de CH,CI, i s’hi addiciona 1,1 eq
d’EEDQ (12,6 g, 51,1 mmol) | 1,1 eq de 3,5-dimetilanilina (6,0 mL,
51,1 mmol). La solucié s’agita durant 24 h a t.a. i a continuaci6 es
renta el cru de reaccid amb HCI 2N, NaHCO; al 5% i H,O. Les

fases organiques es recol-lectaren, s’assecaren amb Na,SO;, i

s’evapora el dissolvent a pressié reduida. El cru obtingut es purifica mitjangant una

columna cromatografica (hexa:AcOEt) i proporciona 12,6 g (85%) del producte desitjat

11 en forma de solid blanc.

= 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,49 (ba, 9H, CHstBu); 1,93 (m, 2H, C*Hy);
2,13+2,52 (m+m, 1H+1H, C*H,+C®H,); 2,29 (s, 6H, 2CHAr); 3,42 (m, 2H, C°H,);
4,43 (m, 1H, C?H); 6,73 (s, 1H, C*H); 7,15 (s, 2H, C?*°H), 9,28 (ba, 1H, NH).

= “C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) d: 21,6 (2CH3Ar); 28,3 (3CHstBu); 26,2 (C*H,);
30,8 (C°H,); 47,7 (C°H,); 61,1 (C°H); 81,4 (CqtBu); 117,2 (C*°H); 125,8 (C*H);
137,9 (C"); 138,6 (C*°); 152,6 (NCOO1Bu); 172,8 (CONH).

= IR (NaCl): 3305 cm™ (NH i OH st); 1700 cm™ (CO st, N-C=0); 1670 cm™ (C=0
st); 1563 cm™ (N-C=0 st si).

»  [a]p®=-3,2 (c=1, etanol 96%).

= Punt de fusio: 116,2°C.

N’-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (6)

CHs
23
H 4
o, N 4
& N
2 CHs
1NH
4.5
6

Ci3H1gN20
P.M.: 218,29 g/mol

Es dissolgué 4,5 g (14,13 mmol) del Boc derivat 11 en 180 mL de
la barreja TFA/CH.Cl, (30:70 v/v) i es deixa agitar durant 1 h a
t.a. i protegit de la humitat ambiental amb un tub de CaCl,
anhidre. A continuacié la mescla de reaccié es va neutralitzar
amb NH4OH refredant exteriorment amb un bany de gel.
Seguidament s’extragué 3 vegades amb CH.Cl,. Les fases

organiques obtingudes s’ajuntaren, s’assecaren amb Na,SO,, es

filtraren i s’evaporaren a pressio reduida. D’aquesta manera s’obtingué un oli marronés,

per tal de purificar-lo es va realitzar la cristal-litzacié de I'hidroclorur de I'amina utilitzant
EtOH/H,0. Aixi s’obtingueren 3,28 g (90%) d’uns cristalls blancs de I'hidroclorur de 6.
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'"H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,75 (m, 2H, C*H.); 2,04 (m, 2H, C°H.+NH); 2,17
(m, 1H, C*H,); 2,30 (s, 6H, 2CH5Ar); 2,98 (m, 1H, C°H,); 3,06 (m, 1H, C°H,); 3,86
(m, 1H, C?H); 6,72 (s, 1H, C*H); 7,22 (s, 2H, C**°H); 9,51 (ba, 1H, NH).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &: 21,2 (2CH3Ar); 25,3 i 26,3 (C°H, i C*H,); 50,5
(C°H,); 60,5 (C?H); 117,4 (C*®H); 125,6 (C*H); 137,91 138,1 (C" i C*®); 172,5
(NHCO).

IR (NaCl): 3269 cm-1 (NH st); 1687 cm-1 (C=0 st); 1546 cm-1 (N-C=0 sim st).
[a]o?= +1,7 (c=1, cloroform).

Alqueniloxibenzoats derivats (12, 13)

A una dissolucié de 4-hidroxibenzoat d’etil (2,45 g, 14,76

Ox—OEt Oy OEt
5 6 mmol) en acetona anhidra (18 mL); se li afegeixen sota
N o atmosfera d’argon K,CO; (5,04 g 36,9 mmol) i KI (0,030 g,

o™ g [
o e 0,18 mmol). A la mescla s’hi addiciona gota a gota el
P.M.: 2138,2:[’:2 ;/mol P.M.: ?3?8,352 g/mol

6-bromo-1-hexe o 11-bromo-1-undece (2,65 g 0 3,79 g, 16,26

mmol). La suspensi6 es deixa agitar 12 h a reflux i a continuacié la mescla es deixa

refredar fins a t.a. La suspensio6 es filtra en una placa de vidre fritat del n, 4 i el liquid

resultant s’asseca sobre Na,SO, anhidre, es filtra i s’evapora a pressié reduida.

D’aquesta manera s’obtingueren 13,66 g (93%) del producte desitjat 12, en forma d’oli

marronds, o bé, 13,13 g (89%) del producte 13 en forma d’oli groguenc segons el

reactiu alquilant utilitzat. El cru obtingut s’utilitza sense prévia purificacio en la seguent

reaccio.
4-(5-hexeniloxi)benzoat d’etil (12):

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 1,37 (t, 3H, C*Hy); 1,57 (m, 2H, C*Hy); 1,82 (m,
2H, C*H,); 2,13 (dd, 2H, C*H,);4,01 (t, 2H, C'Hy); 4,34 (g, 2H, C"H,); 5,01 (m,
1H, C°H,) ; 5,80 (m, 1H, C°H); 6,89 (d, 2H, C®H); 7,98 (d, 2H, C>°H).

®C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 14,5 (C*Hs); 25,4 (C*H,); 28,7 (C*H,); 33,5
(C*H,); 60,8 (C"H,); 68,1 (C"H,); 114,23 (C*°H); 115,0 (C®H,); 122,8 (C"); 131,7
(C*®H); 138,5 (C°H); 163,0 (C*); 166,7 (C=0).

IR (NaCl): 3068 cm™ (=CH, st); 2979 cm™ (-CH= st); 1712 cm™ (C=0 éster);
1606 cm™ (C=C st); 1275-1254 cm™ (C-O éter).

4-(10-undeceniloxi)benzoat d’etil (13):

,,,,,

C*H,); 1,79 (m, 2H, C*H,); 2,04 (m, 2H, C%H,); 4,00 (t, 2H, C"H,); 4,34 (q, 2H
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C"H,); 4,93+4,99 (m+m, 2H, C'"Hy); 5,81 (m, 1H, C'"H); 6,89 (d, 2H, C*°H);
7,98 (d, 2H, C*°H).

= C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) d: 14,6 (C?H;); 26,2 (C*H,); 29,3-29,6
131,7 (C*°H); 139,4 (C'"H); 163,0 (C*); 166,6 (C=0).

= IR (NaCl): 3075 cm™ (=CH, st); 2926 cm™ (-CH= st); 2835 cm™ (-O-CH, st); 1714
cm™ (C=0 éster); 1640 cm™ (C=C st); 1366 cm™ (C-O éter).

Acids alqueniloxibenzoics (14, 15)

En un matras acoblat a un refrigerant, es van disposar
COOH COOH

7,31 mmol de l'ester corresponent 12 o 13 i es van
afegir la barreja 39 mmol de KOH dissolts en 60mL de
oAheM L 2P | 13 barreja I’EtOH/H,O (5:1). La suspensid s'escalfa a

14 15 75°C durant 6 h. Després de refredar la barreja es

C1oH140. C1gH260 . .y y g
PM. 20624 gimol  P.M.: 20040 gmol | Neutralitza amb HCI 6N i s’extreu amb acetat d’etil. El

residu es purifica per cromatografia en columna sobre

gel de silice.
Acid 4-(5-hexeniloxi)benzoic (14):
= 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) : 1,58 (m, 2H, C*H,); 1,83 (dt, 2H, C*H,); 2,14 (m,
2H, C*H,); 4,03 (t, 2H, C"H,); 5,01 (m, 2H, C°H,); 5,83 (m, 1H, C°H); 6,93 (d,
2H, C*°H); 8,05 (d, 2H, C*°H).
= "C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &5: 25,4 (C*H,); 28,7 (C*H,); 33,5 (C*H,); 68,2
(C"Hy); 114,4 (C**H); 115,0 (C°Hy); 121,6 (C'); 132,5 (C*°H); 138,5 (C°H); 163,8
(C%; 172,1 (C=0).
= IR (NaCl): 2923 cm™ (COO-H st); 1674 cm™ (C=0 st, Ar-COOH); 1257 cm™ (C-
O-C st, as, ArC-O-Cal).
= Punt de fusié: 99-100 °C
Acid 4-(10-undeceniloxi)benzoic (15):
= 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) 5: 1,33 (m, 10H, C**®78H,); 1,46 (m, 2H, C*H,);
1,80 (m, 2H, C?H,); 2,04 (q, 2H, C7H,); 4,02 (t, 2H, C"H,); 4,93+4,99 (m+m, 2H,
C'"H,); 5,81 (m, 1H, C'""H); 6,93 (d, 2H, C*°H); 8,05 (d, 2H, C*°H).
= “C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 26,1 (C*H,); 29,3-29,6 (C***°78H,); 34,0
(C°Hy); 68,5 (C'Hp); 114,34 (C"); 114,4 (C*°H); 121,5 (C""Hy); 132,5 (C**H);
139,4 (C'H); 163,8 (C*); 172,0 (C=0).
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IR (NaCl): 2923 cm™ (COO-H st); 1680 cm™ (C=0 st, Ar-COOH); 1254 cm™ (C-
O-C st, as, ArC-O-Cal).
Punt de fusio: 88-89 °C

N-(4-alcoxibenzoil)-N’~(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamides (7, 8, 9)

Es dissolgué 1,5 mmol

CH,Cl, (25mL) i a

continuacié s’hi afegi el

S

CHs CHs CHs de Tlacid p-anisic o
H H H 5 . . -
NQ 0 NQ o NQ I'alqueniloxibenzoic
0 CH, O  CH, corresponent 14 o0 15 en
N N
CH CH
o hetre oA

derivat de prolina 3
OCH,

(0,76g, 3 mmol) i EEDQ

7 8 9
(0,749, 3 mmol). La
C21H24N203 Co6H32N203 C31H4oN203
P.M.: 352,43 g/mol P.M.: 420,54 g/mol P.M.: 490,68 g/mol

mescla es deixa en

agitacié a t.a. durant 24h

i protegida de la humitat ambiental per un tub de CaCl,. A continuacié s’atura la reaccié

rentant el cru de reacci6 amb HCI 2N, NaHCO; al 5% i H,O. Les fases organiques es

recol-lectaren, s’assecaren amb Na,SO, i s’evapora el dissolvent a pressié reduida. El

cru obtingut en ambdds casos es purifica mitjangant una columna cromatografica fent

servir una mescla de CHCI;:MeOH (9:1) com a eluent. D’aquesta manera s’obtingueren
0,57 g (54%) del producte 7 en forma de solid blanc; 0,918g (63%) del producte desitjat

8 en forma de solid blanc i 1,14 g (77%) del producte desitjat 9 en forma de solid blanc,

segons l'acid utilitzat com a producte de partida.
N-(4-metoxibenzoil)-N’-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (7):

'"H-RMN (CDCls, 400 MHz) : 1,87 (m, 1H, C*H,); 2,07 (m, 2H, C°H,+C*H,); 2,26
(s, 6H, 2CH3Ar); 2,65 (m, 1H, C°Hy); 3,58 (m, 2H, C°H,); 3,84 (s, 3H, OCH,); 4,97
(m, 1H, C?H); 6,71 (s, 1H, C*H Ar); 6,92 (d, 2H, C***H); 7,20 (s, 2H, C*®H); 7,51
(d, 2H, C*®H).

3C-RMN (CDCls, 100,6 MHz) 5: 21,3 (2CHsAr); 25,4 (C*H,); 26,4 (C*H,); 50,7
(C°H,); 55,3 (OCHs); 60,7 (C?H); 113,5 (C*°H); 117,4 (C*®H); 125,5 (C*H);
127,9 (C"); 129,2 (C*®H); 138,4 (C*®); 161,2 (C*); 168,8 (NCO); 171,3
(HNCO).
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IR (NaCl): 3300 cm™ (NH st); 1704 cm™ (C=0 st, amida I); 1609 cm™ (N-C=0 st
sym, amida I1); 1253 cm™ (ArC-O-Calif, st as).

[a]o*= -16,1 (c=1, cloroform).

Punt de fusié: 210-211 °C

EM-ES: m/z 375,0 (M + Na)*, 353,3 (M + H)"

Analisi elemental: Resultat calculat per C,1H24N,O3: C, 71,57; H, 6,86; N, 7,95.
Trobat: C, 70,87; H, 6,88; N, 7,84.

N-(4-(5-hexeniloxi)benzoil)-N’~(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (8):

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,56 (m, 2H, C°H,); 1,81 (m, 2H, C%H,); 1,92+2,07
(m+m, 2H, C°H,); 2,12 (dt, 2H, C°H,); 2,28 (s, 6H, 2CH3Ar); 2,53+2,66 (m+m, 2H,
C°H,+C°Hy); 3,42+3,59 (m+m, 2H, C°H,+C°H,); 3,99 (t, 2H, C°H,); 4,46 (ba, 1H,
C?H); 5,00 (m, 2H, C™H,); 5,82 (m, 1H, C°H); 6,68 (s, C4’H rot. min) 6,73 (s, 1H,
C4’H); 6,90 (d, 2H, C**'H); 7,17 (s, 2H, C*®H rot);7,18 (s, C*®H rot. min); 7,50
(d, 2H, C*°H).

*C-RMN (CDCls, 100,6 MHz) 5: 21,5 (2CHAr); 24,8 (C*H,); 25,4 (C°H,); 26,8
(C°H,); 28,7 (CH,); 33,5 (C°H,); 47,2 (C°H,); 61,2 (C*H); 68,1 (C?H,); 114,3
(C**H); 115,0 (CH,); 117,7 (C*°H); 125, 9 (C*H); 127,9 (C"); 129,5 (C**°H);
138,5 (C"); 138,6 (C**°); 138,7 (C°H); 161,0 (C*); 169,2 (NCO); 171,6 (HNCO).
IR (NaCl): 3300 cm™ (NH st); 1710 i 1700 cm™ (C=0 st, amida |); 1614 i 1564
cm™ (N-C=0 st sym, amida Il); 1207 cm™ (ArC-O-Calif, st as).

[a]p?°= -20,1 (c=1, cloroform).

Punt de fusio: 125-126 °C

EM-ES: m/z 443,1 (M + Na)*, 421,1 (M + H)*

Analisi elemental: Resultat calculat per CH3:N.O3: C, 74,26; H, 7,67; N, 6,66.
Trobat: C, 74,24; H, 7,69; N, 6,79.

N-(4-(10-undeceniloxi)benzoil)-N’-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (9):

'"H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,32 (m, 10H, C**"¢"H,): 1,45 (m, 2H,C°H,); 1,79
(m, 2H, C°H,); 1,94 (m, 2H, C*H,); 2,04 (m, 2H, C'H,); 2,27 (s, 6H, 2CH; Ar); 2,50
+ 2,62 (m+m, 1H+1H, C*H,+C%H,);3,48+3,61 (m+m, 1H+1H, C°H,+C°H,); 4,01 (t,
2H, C®H,); 4,47 (1H, ba, C?H); 4,96 (m, 2H, C*H2); 5,81 (m, 1H, CH); 6,70 (s,
C*H rot min); 6,72 (1H, C*H rot); 6,92 (d, 2H, C**°H); 7,17 (s, 2H, C*°H rot);
7,20 (s, C*H rot min); 8,04 (d, 2H, C**°'H).

3C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 21,55 (2CHsAr); 25,79 (C*H,); 26,19 (C°Hy);
26,62 (C°H,); 29,31 (CP*¢*9"H,): 34,01 (CH,); 47,29 (C°H,); 61,19 (C?H); 68,47
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(C?H,); 114,36 (C'H,, C*"°'H); 117,74 (C?°H); 125,99 (C*H); 129,55 (C"); 134,44
(C*5'H); 138,34 (C"); 138,81 (C*°); 139,40 (C*H,); 163,70 (C*); 170,63 (N-
C=0); 171,84 (HN-C=0).

IR (NaCl): 3300 cm™ (NH st); 1690 i 1679 cm™ (C=0 st, amida |); 1607 i 1564
cm™ (N-C=0 st, amida Il); 1254 cm™ (ArC-O-Calif st as).

[a]p?°= -4.93 (c=1, cloroform).

Punt de fusié: 136-137 °C

EM-ES: m/z 513,6 (M + Na)*, 491,5 (M + H)*

Analisi elemental: Resultat calculat per C3;H4N,O3: C, 75,87; H, 8,63; N, 5,71.
Trobat: C, 75,44; H, 8,57; N 6,47.

Compostos amb I'estructura base de 4-oxo-1,3-diazabiciclo[3.3.0]Jocta (16, 17, 18,

A un matras amb el derivat de L-prolina 6 (1 eq) dissolt en 320

CHj,
o mL de tolue i equipat amb un Dean-Stark, s’hi afegi 2 eq de
N o I'aldehid corresponent. Es deixa agitant i a reflux durant 12 h. Es
NJf,,R deixa refredar a t.a. i a continuacio la fase organica es va rentar

amb H,O. Finalment, la fase organica s’asseca sobre Na,SO,,

es filtra i s’evapora a pressié reduida. El cru obtingut en cada

cas es purifica mitjangant cromatografia en columna obtenint els segiients productes:

(7aS)-2-(3,5-dimetilfenil)-3-pentilhexahidro-1H-pirrolo[1,2-c]limidazol-1-ona (16):

o Amb l'addicié de I'hexanal (1,25 mL, 10 mmol) es va obtenir

o i un oli grogés que es purifica per cromatografia en columna,
N - fent servir com a eluent 9:1 de CHCI;:MeOH. D’aquesta
Eﬁl@/\/\% manera, s’obtingueren 1,3 g (87%).
" = 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 0,86 (m, 3H, C°Hs);
CraHaaNsO 1,27-1,54 (m, 8H, C"*Hy); 1,65-1,83 (m, 2H, C°Hy); 2,09-2,12
P 500,44 g/mel (m+m, 2H, C'H,); 2,32 (m, 6H, 2CH,Ar); 2,70 (dt, 1H, C°H.);

3,28 (dt, 1H, C°H,); 3,98 (dd, 1H, C™H); 4,66 (dd, 1H, C*H); 6,84 (s, 1H, C*H);
7,06 (s, 2H, C*"'H).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 13,9 (C°H3); 21,4 (2CH3Ar); 22,6 (C*H,); 24,5
(C¥Hy); 24,9 (C*H,); 27,7 (C°H,); 31,5 (C'Hy); 34,5 (C'Hy,); 56,5 (C°Hy); 65,0
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(C™H); 83,0 (C°H); 120,6 (C*°H); 127,5 (C*H); 138,2 (C'); 138,8 (C*?®); 173,4
(N-C=0).

IR (KBr): 1700 cm™ (CO st, amida 1); 1598 cm™ (N-C=0 st, sym, amida Il).
[a]o*= -38,4 (c=1, cloroform).

EM-ES: m/z 323,2 (M + Na)*, 301,03 (M + H)"

Analisi elemental: Resultat calculat per C19H2sN2O: C, 75,96; H, 9,39; N, 9,32.
Trobat: C, 75,66; H, 9,71; N, 9,32.

(7aS)-2-(3,5-dimetilfenil)-3-fenilhexahidro-1H-pirrol[1,2-c]imidazol-1-ona (17a, 17b):

Quan es va addicionar benzaldehid
CHg

(180 uL, 1,83 mmol) a la solucié del

temperatura de reflux durant 4 hores. A

continuacié, la fase organica es va

CHs
o 0 2] 2 4'
1 - derivat de L-prolina 6 (0,2 g, 0,91 mmol)
N CHs 7af 1 2N ¥ “CHj
N 7 Nﬁ',,ﬂ,. A - en 42,5 mL de tolué es deixa agitar a la
0
17a

17b
ConHaoN,0 CagHaN,0 rentar amb H,O. El cru obtingut es
P.M.: 306,40 g/mol P.M.: 306,40 g/mol

purifica per cromatografia en columna,

fent servir un gradient d’hexa:EtOAc de 9:1 a 3:7. D’aquesta manera, s’obtingueren 70

mg (23%) del producte desitjat 17b i 4,3 mg (14%) del producte 17a. En canvi, al deixar

la reaccidé 12 hores es van obtenir 300 mg (98%) del derivat de L-prolina 17a en forma

d’oli transparent.
Producte 17b:

'"H-RMN (CDCls, 400 MHz) 5: 1,91 (m, 2H, C®H,); 2,19 (m, 2H, C'H,); 2,23 (s,
6H, 2CHsAr); 2,87 (dd, 1H, C°H, );3,43 (dt, 1H, C°Hy); 4,02 (t, 1H, C"®H); 5,64 (s,
1H, C®H); 6,75 (s, 1H, C*H); 7,07 (s, 1H, C*®H); 7,33 (m, 5H, C****"FH).
®C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 21,64 (2CH5Ar); 25,01 (C°H,); 27,69 (C'H,);
56,23 (C°H,); 64,61 (C"®H); 83,99 (C*H); 119,39 (C*®H); 126,31 (C*°H); 127,27
(C*H); 128,67 (C*H); 129,18 (C**H); 137,69 (C"); 138,84 (C**); 139,82 (C");
175,12 (N-C=0).

IR (KBr): 1701 cm™ (C=0 st, amida I); 1597 cm™ (N-C=0 st, sym, amida Il).
[a]p?°= -4,2 (c=1, cloroform).

Punt de fusié: 106-107 °C

EM-ES: m/z 329,5 (M + Na)*, 307,1 (M + H)*
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Analisi elemental: Resultat calculat per C,H2,N,O: C, 78,40; H, 7,24; N, 9,14.
Trobat: C, 77,99; H, 7,23; N, 8,99.

Producte 17a:

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) 5: 1,72 (m, 2H, C°H,); 2,20 (s, 6H, 2CH;Ar); 2,25 (m,
2H+1H, C'H,+C°H,); 2,51 (dt, 1H, C°Hy); 4,02 (dd, 1H, C™H); 6,35 (s, 1H, C*H);
6,71 (s, 1H, C*H); 6,86 (s, 2H, C*°H); 7,27 (s, 5H, C****°H).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) d: 21,57 (2CHsAr); 25,05 (C°H,); 27,43 (C'Hy);
49,05 (C°H,); 65,88 (C"®H); 79,28 (C°H); 120,57 (C*°H); 127,29 (C*H); 128,53
(C*H); 128,64 (C*°H); 128,87 (C*°H); 134,68 (C"); 137,43 (C*>®); 138,39 (C");
176,85 (CONH).

IR (KBr): 1711 cm™ (C=0 st, amida I); 1597 cm™ (N-C=0 st, sym, amida II).
[a]p?°= +0,55 (c=1, cloroform).

EM-ES: m/z 329,2 (M + Na)*, 307,5 (M + H)*

Analisi elemental: Resultat calculat per C5H»,N,O: C, 78,40; H, 7,24; N, 9,14.
Trobat: C, 78,11; H, 7,20; N, 9,04.

(3R,7aS)-2,3-bis(3,5-dimetilfenil)hexahidro-1H-pirrol[1,2-c]-1-ona (18):

o, Es van addicionar 0,92 g (6,87 mmol) de I'aldehid 36 sobre la
dissolucié de 1,00 g (4,58 mmol) del derivat 6 en 210 mL de

E?\N oy tolue. | es va deixar amb agitacié a la seva temperatura de
NJ/,,, CHs reflux. Passades 12 hores, es va aturar la reacci6 i es va
rentar la fase organica amb H,O. Aquesta es va assecar sobre

CHs Na,SO, anhidre i es va evaporar a pressio reduida obtenint un

18 oli groc. El cru obtingut es va columnar per cromatografia en

P 234 26 gmol columna utilitzant un gradient d’hexa:AcOEt de 100% hexa a

7:3. D’aquesta manera s’obtingueren 1,3 g (85%) del producte

desitjat 18 en forma de solid groguenc.

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,88 (m, 2H, C°H,); 2,20 (m, 2H, C"H,); 2,24 (s,
6H, 2CH,Ar"); 2,28 (s, 6H, 2CH3Ar); 2,84 (dd, 1H, C°H,); 3,42 (m, 1H, C°Hy);
4,03 (dd, 1H, C™H); 5,57 (s, 1H, C°H); 6,75 (s, 1H, C*H); 6,91 (3H, C****H);
7,11 (2H, C*°H).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &: 21,6 (4CHAr); 25,0 (C°H,); 27,6 (C'H,); 56,2
(C°Hy); 64,5 (C'®H); 84,0 (C°H); 119,1 (C*°H); 123,8 (C*°H); 127,1 (C*H); 130,4
(C*H); 137,9 (C"); 138,8 (C***°); 139,7 (C"); 175,3 (N-C=0).
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IR (NaCl): 1694 cm™ (C=0 st, amida I); 1597 cm™ (N-C=0 st, sym, amida I1).
[a]p?°= -2,00 (c=1, cloroform).

Punt de fusié: 132-133 °C

EM-ES: m/z 357,2 (M + Na)*, 335,0 (M + H)"

Analisi elemental: Resultat calculat per C,,H»N,O: C, 79,00; H, 7,84; N, 8,38.
Trobat: C, 78,03; H, 8,01; N, 8,09.

Raig X: Una mostra de 18 es cristal-litza d’etanol/aigua i es va registrar

cristal.lografia per raig X.

(3R,7aS)-3-(4-(deciloxi)fenil)-2-(3,5-dimetilfenil)hexahidro-1H-pirrol[1,2-c]-1-ona

(19):
o, A una dissolucié del derivat de la L-prolina 6 (1,00 g, 4,58
mmol) en tolué anhidre (210 mL) se li addiciona I'aldehid 37
E/?\N oy (1,20 g, 6,86 mmol) i es deixa amb agitacié a la seva
NJ temperatura de reflux durant 12 h. La reacci6 s’atura fent
©\O o, rentats amb H,O de la fase organica. La fase organica
19 s’asseca sobre Na,SOy, es filtra i s’evapora. Obtenint un oli
P.MC.;304:§2,2722/2mo| que es purifica per cromatografia en columna utilitzant un
gradient d’hexa:AcOEt de 9:1 a 7:3. D’aquesta manera

s’obtingueren 2,072 g (94%) del producte desitjat 19 en forma d’oli grogoés.

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 0,87 (dd, 3H, CH;); 1,30 (ba, 14H, Co%efahiy,).
1,40 (m, 2H, C®H,); 1,74 (m, 2H, C°H,); 1,87 (m, 2H, C°®H,); 2,18 (m, 2H, C'H,
2,23 (s, 6H, 2CH3Ar); 2,84 (dd, 1H, C°H,); 3,39 (dt, 1H, C°H,); 3,90 (m, C°H
4,01 (m, 1H, C"™H); 5,59 (s, 1H, C*H); 6,74 (s, 1H, C*H); 6,84 (d, 2H, C*°H
7,07 (s, 2H, C*®H); 7,20 (d, 2H, C*°H).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 14,3 (C'Hs); 21,6 (2CH5Ar); 22,8 (C"H,); 24,98
(C°H,); 26,2 (C°H,); 27,6 (C'Hy); 29,4 a 29,7 (C°®*"H,); 32,1 (C"H,); 56,0
(C°H,); 64,6 (C"H); 68,2 (C°H,); 83,6 (C°H); 115,1 (C**®H); 119,4 (C*®H); 127,2
(c*

(

2);
);
Hy);
H);

)

H); 127,5 (C**°H); 131,6 (C*H); 137,7 (C"); 138,7 (C*®); 159,4 (C*); 175,0
N-C=0).
IR (NaCl): 2841 cm™ (O-CH2 st, éter); 1707 cm™ (C=0 st, amida I); 1508 cm
(N-C=0 st, sym, amida ll).
[a]p?°=-9,3 (c=1, cloroform).
EM-ES: m/z 485,5 (M + Na)*, 463,8 (M + H)*
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= Analisi elemental: Resultat calculat per C3,H4.N2O,: C, 77,88; H, 9,15; N, 6,05.
Trobat: C, 77,69; H, 9,17; N, 6,01; O, 7,13.

3,5-dimetilbenzaldehid (36)

METODE A:
HaC i A 4 mL (28,75 mmol) de mesitilé se li va fer passar un corrent de Br;
" durant 4 h a reflux (140 °C). Passat aquest temps, es deixa refredar
CH, la dissolucio vermellosa fins a t.a. i es purifica per destil-lacié en un
36 forn de boles. D’aquesta manera s’obtingueren 3,57 g (62%) d’un oli
p,M,;S%';fé’gg,mm transparent. A continuacié, a una dissolucié del bromur de 3,5-

dimetilbenzil (1,60 g, 8,00 mmol) en 4 mL de la barreja
d’EtOH/H,O/formalina (4:6:0,2), se li afegi 1,23 g (8,80 mmol) d’hexametilentetramina i
la mescla s’agita durant 12 hores a reflux. Passat aquest temps, es deixa refredar la
dissolucié fins a t.a. i es purifica per destil-lacié per arrossegament de vapor. Al
comencar a destil-lar 'aigua sola aquesta es va aturar. El cru resultant s’extragué amb
eter i les fases organiques s’agruparen i es rentaren amb H,SO4 1N, NaOH 1N i H,O
successivament. La fase organica s’asseca sobre Na,SO,, es filtra i s’evapora a
sequedat. D’aquesta manera s’obtingueren 0,64 g (59%) de I'aldehid 36 en forma d’oli
transparent.
METODE B:
A una dissolucié de mesitileé (1,00 g, 8,32 mmol) en 41,6 mL de la barreja d’'H,O/acid
acetic (1:1), s’hi afegi a 80 °C gota a gota 18,24 g (33,20 mmol) de (NH4),Ce(NO3)s
dissolt en 84 mL de la barreja d’'H,O/acid acetic (1:1) i la mescla s’agita durant 2 h a 80
°C. Es deixa refredar fins a t.a. i el cru s’extragué amb la barreja éter-penta (1:1). Les
fases organiques s’agruparen, i es rentaren amb Na,CO; a saturacié i H,O amb gel. La
fase organica s’asseca sobre Na,SO,, es filtra i s’evapora a pressio reduida. D’aquesta
manera, s’obtingueren 0,87 g (77%) de 36 en forma d’un oli grogos.

= "H-RMN (CDCls, 400 MHz) 5: 2,38 (s, 3H, 2CHsAr); 7,25 (s, 1H, C*H); 7,47 (s,

2H, C**H).
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4-(deciloxi)benzaldehid (37)

o A una dissolucié de 4-hidroxibenzaldehid (1,80 g, 14,76 mmol)
/@)J\H en acetona anhidra (18 mL); se li afegeixen sota atmosfera
H3c’9(")\o d’argd K,COj; (5,04 g 36,9 mmol) i Kl (0,030 g, 0,18 mmol) i s’hi
37 addiciona gota a gota 1-bromodeca (3,48 mL, 16,26 mmol). La

C17H2602 ) N . . . .,
P.M.: 262.39 g/mol suspensié es deixa agitar 12 h a reflux i a continuacié la mescla

es deixa refredar fins a t.a. La suspensié es filtra en una placa
de vidre fritat del n, 4 i el liquid resultant s’asseca sobre Na,SO, anhidre, es filtra i
s’evapora a pressié reduida. L'oli resultant es purifica per cromatografia en columna,
fent servir una mescla d’hexa:AcOEt (95:5) com a eluent. D’aquesta manera
s’obtingueren 5,58 g (84%) d’un oli groc que es conserva sota atm inert.
= "H-RMN (CDCls, 400 MHz) 5: 0,88 (t, 3H, C'H3); 1,31(m, 12H, C**"¢"H,); 1,46
(dt, 2H, C°H,); 1,80 (m, 2H, C°H,); 4,02 (t, 2H, C°H,); 6,98 (d, 2H, C*>°H); 7,81 (d,
2H, C*®H); 9,87 (s, 1H, CHO).
= “C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) d: 14,3 (CHj); 22,8 (CH,); 26,1 (C°H,); 29,2
(C°Hy); 29,5 a 29,7 (C**"*Hy); 32,1 (C"H,); 68,6 (C°Hy); 114,9 (C>°H); 129,1 (C");
132,1(C*°H); 164,4 (C*); 190,9 (CHO).

N-dodecanoil-L-prolina (20)
A una dissolucié de L-prolina (0,5 g, 4,3 mmol) en NaOH 1N (5

COOH
o mL), se li addicionaren a 0 °C clorur de dodecanoil (1,03 g, 4,7
- 51Nn12, mmol) dissolts en NaOH 1N (7 mL) durant 20 min. La barreja
2 203' e s’agita a t.a. durant 45 min i a continuacié s’acidifica el medi amb
P.M?12():-|51,72’\é%4/mol HCI concentrat fins a pH 2-3. La mescla de reaccié s’extragué
amb éter dietilic. Les fases organiques s’agruparen i es rentaren

amb la dissolucié de NaCl 12%, s’assecaren sobre Na,SQ,, es filtraren i s’evaporaren a
pressio reduida fins a proporcionar un oli groguenc, corresponent al producte desitjat 20
(1,259, 97%), que s'utilitza sense posterior purificacié en la seglent reaccio.
= "H-RMN (CDCls, 400 MHz) 5: 0,88 (t, 3H, C'?Hs); 1,26 (m, 16H, C*'"H,); 1,65
(m, 2H, C¥Hy); 2,04 i 2,33 (m+m, 6H, C*H,, C*H,, C°H,); 3,47 (m, 1H, C°H.);
3,59 (m, 1H, C°H,); 4,55 (m, 1H, C°H); 6,80 (ba, 1H, COOH).
= C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 3: 14,0 (C'?Hs); 22,6 (C'"H,); 24,5 (C°H, i C*H,);
28,2 (C*H,); 29,5 (C*?H,); 31,8 (C'"H,); 34,4 (C*H,); 47,5 (C°H,); 59,5 (C*H);
174,01 174,2 (COOH i CON).
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= [R (NaCl): 2926 cm™ (COO-H st); 1736 cm™ (CO st, amida I).

N-dodecanoil-N’~(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (1)

i 21 N o) CHj;

> 12'
> 8 CH3

1

CosHaoN202
P.M.: 414,62 g/mol

A una dissolucié de 20 (5 g, 16,66 mmol) i de 3,5-dimetilanilina
(2,16 g, 18 mmol) en THF (66 mL), se li addiciona una dissolucio
d’EEDQ (4,20 g, 16,66 mmol) en THF (33 mL). La soluci6 s’agita a
t.a. durant 24 h fins a la desaparicié del producte de partida. A
continuacié s’evapora el dissolvent a pressio reduida. El residu es
va redissoldre en CH,Cl, i la fase organica es renta amb acid o-

fosforic 1%, NaOH 0,2M i H,O. La fase organica s’asseca sobre

Na,SOQ,, es filira i s’evapora a pressid reduida. El cru resultant es purifica per

cristal-litzacié d’EtOH-H,O, obtenint 5,86 g (88%) d’'un solid blanc corresponent al

producte desitjat 1.

= 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 0,88 (t, 3H, C'?Hs); 1,25 (m, 14H, C°*"""H,); 1,64
(m, 4H, C*Hzi C*Hy); 1,78 (m, 1H, C*H.); 2,05 (m, 1H, C*Hy); 2,17 (m, 1H, C°H.);
2,27 (s, 6H, 2CH3Ar); 2,34 (t, 2H, C?H,); 2,60 (m, 1H, C°Hy); 3,54 (dt, 1H, C°H,);
3,68 (dt, 1H, C°Hy); 4,79 (t, TH, C*H); 6,71 (s, 1H, C*H); 7,17 (s, 2H, C*H);
9,60 (ba, 1H, NH).

= "®C-.RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &: 14,0 (C'Hs); 21,2 (2CH3Ar); 22,6 (C'"H,); 24,7
(C°Hy); 25,0 (C*Hy); 26,4 (C*Hy); 29,4 (C*°H,); 31,8 (C'H,); 34,6 (C*H,);47,6
(C°H,);60,4 (CH); 117,3 (C*°H); 125,5 (C*H); 138,1 (C"); 138,4 (C**°); 169,0
(CONH); 174,3 (CON).

= [R (NaCl): 3325 cm™ (NH st); 1626 cm™ (CO st, amida I); 1476 cm-1 (N-C=0 st
sym, amida II).

= [a]p?=-66,9 (c=1,2, etanol 96°).

= Punt de fusié: 63-65 °C
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N-(perfluoroundecanoil)-N’-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (35)
METODE A:

CH,
o H 1.2 : . En un matras acoblat a un refrigerant, es dissolgué I'acid
< perfluoroundecenoic (282 mg, 0,5 mmol) en clorur de tionil (2mL).
j ?N%O et
35

La dissolucié s’escalfa a 80 °C durant 3 h, s’elimina I'excés de
CioF _— e e e, .
s clorur de tionil per destil-laci6 i s’obtingué un solid blanc

CaaHi7N;05F 1 corresponent al clorur de perfluorouncedenoil. Aquest solid és
P.M.: 766,13 g/mol

dissolgué en 10 mL de piridina anhidra, s’addiciona la dissolucio

de 6 en 5 mL de piridina anhidra i es deixa 12 h a reflux. A continuacio, s’atura la
temperatura i es deixa refredar-se fins a t.a. Al cru de reaccio se li addiciona CH,Cl, i es
renta la fase organica successivament amb HCI 6N, solucié de NaHCO; al 5% i H,O. La
fase organica s’asseca sobre Na,SO,, es filtra i s’evapora a sequedat. El cru obtingut es
purifica per cromatografia en columna utilitzant una mescla de CH,Cl,:MeOH (9:1) com
a eluent. D’aquesta manera s’obtingueren 81 mg (18%) d’un solid groc.
METODE B:
Es dissolgué I'acid perfluoroundecenoic (320 mg, 0,6 mmol) en CH,Cl, anhidre (5mL),
s’hi afegi sota atmosfera d’argé hexafluorofosfat de
cloro-N,N,N’,N-tetrametilformamidini (TCFH) (320 mg, 0,7 mmol) dissolt en CH,ClI,
anhidre (2mL) i es deixa una hora agitant. A continuacié s’afegi lentament el derivat de
prolina 6 (100 mg, 0,46 mmol) i DIPEA (100 uL, 0,7 mmol) en CH,Cl, anhidre (2mL) i es
deixa agitar a t.a. durant 18 h. Passat aquest temps la fase organica es renta amb la
solucié de NaHCO; al 5% i H,O. La fase organica s’asseca sobre Na,SO,, es filtra i
s’evapora obtenint un solid que es purifica per cromatografia en columna fent servir una
mescla de CH,Cl;:MeOH (9:1) com a eluent. D’aquesta manera s’obtingueren 245 mg
(70%) d’un solid groc.
= 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) 5: 2,02 (m, 2H, C*H,); 2,20 (s, 6H, CH3 Ar); 2,34 (m,
2H C®H,); 3,83+3,97 (m+m, 2H, C°H,+ C°H,); 4,78 (m, 1H, C?H,); 6,69 (s, 1H,
C*H); 7,06 (s, 2H, C?*®H); 8,50 (ba, 1H, NHCO).
= BC-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 21.42 (2CHs Ar); 25.66 (C*Hy); 27.14 (C°Hy);
48.32 (C°H,); 63.76 (C?H); 117.64 (C*°H); 126.13 (C*H); 137.62 (C"H); 138.58
(C**H); 157,95 (CON); 167,77 (CONH).
= "“F-RMN (CDCl;, 376 MHz) &: -74.12 (12F);-80.17 (3F); -115.73 (2F); -126.30
(2F); -179,78 (2F).
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= [R (NaCl): 3297 cm™ (NH st); 1669 cm™ (C=0 st, amida I); 1545 cm™ (N-C=0 st,
amida I1); 1201 cm™ (Alif-CF3); 1154 cm™ (Ailf-CF,).

»  [a]p®= -4,5 (c=1, cloroform).

*  Punt de fusié: 138-139 °C

= EM-ES: m/z787,4 (M + Na)', 765,3 (M + H)"

= Analisi elemental: Resultat calculat per C,4H7N.OoF»: C, 37,71; H, 2,24; N,
3,66. Trobat: C, 37,39; H, 2,26; N, 3,53.

N,N-Isoftaloil-bis(N’~(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (24)
METODE A:

._CH;

o A un suspensio de
EJ\Q)K \3 N'~(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida  (6)
— (100 mg, 0,45 mmol) en NaOH 2N (4

mL), s’hi afegi gota a gota a 0 °C la

lll,

Cs34H3gN,4O, s . ye -
P_|\/|_;3456?f23 glmol solucié del diclorur d’isoftaloil (43 mg,

0,21 mmol) en CHCI; (5 mL). La mescla es deixa agitar tota la nit, deixant pujar la
temperatura gradualment fins a t.a. La barreja resultant, s’acidifica amb HCI concentrat
a 0 °C fins a pH 1-2 i s’extragué el cru amb CHCI;. Els extrets organics s’assecaren
sobre Na,SO,, es filtraren i s’evaporaren a sequedat. El cru obtingut es purifica per
cromatografia en columna utilitzant CHCI;:MeOH (9:1) com a eluent. D’aquesta manera
s’obtingueren 93 mg (37%) d’un solid blanc.
METODE B:
En un matras acoblat a un refrigerant, es dissolgué el derivat de L-prolina 6 (100 mg,
0,45 mmol) en piridina (3 mL) i s’hi addiciona el clorur d’isoftaloil (43 mg, 0,21 mmol). La
dissolucié s’escalfa a 90 °C durant 27 h i a continuaci6 s’atura la reacci6. La mescla de
reaccié deixa refredar fins a t.a., s'aboca sobre 6 g de gel, s’acidifica amb HCI
concentrat fins a pH 1-2, se separaren les fases i la fase aquosa s’extragué amb CHCIs.
Les fases organiques agrupades es rentaren amb HCI 6N, amb una dissolucié de
NaHCO; al 5% i H,0. S’assecaren sobre Na,SO,, es filtraren i s’evaporaren a pressio
reduida. El cru obtingut es purifica per cromatografia en columna utilitzant CHCI;:MeOH
(9:1) com a eluent. D’aquesta manera s’obtingueren 115 mg (45%) d’un solid blanc.

= "H-RMN (CDCl;, 400 MHz) : 1,88 (m, 2H, 2C*H.); 1,90 (m, 4H, 2C°H,+2C"H,);

2,24 (s, 12H, 4CHsAr); 2,57 (m, 2H, 2C°H,); 3,47+3,59 (m+m, 4H, C°H,); 4,91
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(dd, 2H, C?H); 6,70 (s, 2H, C*H); 7,17 (s, 4H, C*®H); 7,49 (t, 1H, C°H); 7,61 (d,
2H, C*H); 7,74 (s, 1H, C°H); 9,24 (s, 2H, NH).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &: 21,5 (4CHAr); 25,6 (C*H,); 27,1 (C*H,); 50,8
(C°H,); 61,1 (C?H); 117,7 (C*®H); 126,0 (C*H); 126,2 (C°H); 128,8 (C°H); 129,2
(C*'H); 136,6 (C?); 138,1 (C"); 138,7 (C**); 168,8 (NCO); 170,6 (HNCO).

IR (NaCl): 3289 cm™ (NH st); 1696 cm™ (CO st, C-C=0); 1618 cm™ (CO st,
amida 1); 1565 cm™ (N-C=0 st sym, amida Il).

[a]p?= -16.1 (c=1, cloroform).

Punt de fusio: 191-192 °C

EM-ES: m/z 589,5 (M + Na)*, 567,5 (M + H)*

Analisi elemental: Resultat calculat per C3;,H3sN,O4: C, 72,06; H, 6,76; N, 9,89.
Trobada C, 72,68; H, 6,70; N, 8,80.

N-(3,5-dimetilbenzoil)-L-prolina (28)

S’afegi L-prolina (1g, 8,7 mmol) a la dissoluci6 de NaOH 1N (10
> mL). Es refreda la solucié a 0 °C i s'hi addiciona el clorur de 3,5-
dimetilbenzoil (1,61 g, 9,6 mmol) dissolt en la dissolucié de NaOH
1N i la mescla s’agita durant 90 min, deixant que assolis la t.a. La
reacci6 s’atura acidificant el medi amb HCI concentrat fins a pH 2-3,

en qué s’observa la formacié d'un precipitat blanc, es filtra per

C14H17NO;
P.M.: 247,29 g/mol

separa el solid del liquid i la fase aquosa s’extragué amb AcOEt.

Els extractes organics s’agruparen i s’assecaren sobre Na,SO,, es filtraren i

s’evaporaren a sequedat. El solid resultant es purifica per cristal-litzacié d’EtOH:H,0.

D’aquesta manera s’obtingueren 0,91 mg (69%) d’un solid blanc.

H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 1,90 (m, 1H, C*H.); 2,00 (s, 1H, C*H,); 2,22 (m,
1H, C°H.); 2,34 (s, 6H, CH3Ar); 2,40 (m, 1H, C°Hy); 3,57 (m, 2H, C°H,); 3,77 (m,
C°H, rot. min); 4,32 (m, C?H rot. min); 4,75 (m, 1H, C?H); 7,09 (s, 1H, C*H); 7,15
(s, 2H, C*°H); 8,7 (ba, 1H, COOH).

BC.RMN (CDCls, 100,6 MHz) &: 21,1 (2 CHsAr); 22.4 (C*H, rot. min): 25,0
(C*H,); 28,6 (C°H,); 31,1 (C°H, rot. min); 46,3 (C°H, rot. min); 50,3 (C°Hy): 59,3
(C?H); 61,4 (C?H rot. min); 124,1 (C*°H rot. min); 124,7 (C**°H); 131,3 (C*H rot.
min); 132,0 (C*H); 135,3 (C"); 138,0 (C**®); 171,5 (CON); 174,6 (COOH).

IR (KBr): 3500-2300 cm™ (COO-H stf); 1741 cm™ (CO st, COOH); 1589 cm™ (CO
st, sym, amida I); 1454 cm™ (N-C=0 st, sym, amida Il); 1178 cm™ (C-O st).
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»  [a]o®=-74,1 (c=1, etanol absolut).

= Punt de fusié: 143-144°C

N-(3,5-dimetilbenzoil)-N’-(3,5-dimetilfenil)-L-prolinamida (3)

A una dissolucié del derivat de la L-prolina 28 (247 mg, 1 mmol)

CHs

o N_n = . en CH.Cl, (20 mL) s’hi addiciona EEDQ (272 mg, 1,1 mmol) i 3,5-
g o dimetilanilina (137 uL, 1,1 mmol) i es deixa agitant 24 h a t.a.
— o CHs

4 51N

protegit de la humitat ambiental per un tub de CaCl, anhidre.

1

6 z S’atura la reacci6 rentant la fase organica amb dissolucié HCI 6N,

HaC 5' X > CHs dissolucié NaHCO; al 5% i H,O. La fase organica s’asseca sobre
3 Na,SO,, es filtra i s’evapora fins a sequedat. El cru resultant es

FH\/I(?:2 zsgé?zlszglzmol purifica per cristal-litzaci6 d’EtOH:H,0, rendint d’aquesta manera

231 mg (66%) d’un solid blanc.

'H-RMN (CDCls, 400 MHz) &: 1,80-2,10 (m+m+m, 3H, C*H, i C*H,); 2,27 (s, 6H,

CH,Ar); 2,33 (s, 6H, CH,Ar"); 2,67 (m, 2H, C3H,); 3,52 (m, 2H, C°H,); 4,97 (m,

C*H); 6,72 (s, 1H, C*H); 7,07 (s, 1H, C*H); 7,10 (s, 2H, C*°H); 7,22 (s, 2H,

C?"®'H); 9,50 (ba, 1H, NH).

= C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &: 21,2 i 21,3 (4CH3Ar); 25,3 i 26,3 (C°H, i C*H,);
50,5 (C°H,); 60,5 (C?H); 117,4 (C*°H); 124,6 (C*°H); 125,6 (C*H); 131,6
(C*H); 135,9 (C"H); 138,11 138,5 (C"H,C**°*"*"); 168,6 (CON); 172,3 (CONH).

= IR (KBr): 3260 cm™ (NH st); 1665 i 1628 cm™ (CO st, amida 1); 1451 cm™ (N-
C=0 st, sym).

»  [a]p®=-129,0 (c=1, etanol absolut)

= Punt de fusié: 204-205°C

bis(N-(3,5-dimetilbenzoil)-L-prolil)-N,N’-fenilendiamina (21, 22, 23)

A una dissolucio de N-(3,5-dimetilbenzoil)-L-prolina
(28) (0,74 g, 3,0 mmol) en CH,CIl, (30mL) s’hi
addiciona DIPCDI (464 pL, 3 mmol), la dianilina
corresponent ( 0,11g, 1,0 mmol) i DMAP (0,036g,
0,30 mmol) i es deixa agitar protegit de la humitat per

un tub de CaCl, anhidre a t.a. durant 48 h. La mescla

de reacci6 es renta amb la dissolucié de HCI 2N i

H,O. La fase organica s’asseca sobre Na,SO,, es
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filtra i s’evapora a pressié reduida. El cru obtingut es purifica per cromatografia en
columna, fent servir un gradient d’hexa:AcOEt de 70:30 al 100% d’AcOEt. D’aquesta
manera s’obtingueren els productes desitjats.
bis(N-(3,5-dimetilbenzoil)-L-prolil)-1,2-fenilendiamina (21)

CH3
o N
w CHj
HN [o)
0O
NH
21

Ca4H3N4O4
P.M.: 566,29 g/mol

CHg

CHj3

Quan s’addiciona la 1,2-fenilendiamina es van obtenir
0,459 (79%) d’un solid blanc corresponent al producte
desitjat 21.

= 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,77 (m, 2H,
2C*H.); 2,03 (m, 2H, 2C*Hy); 2,14 (m, 2H, 2C°H,); 2,24
(m, 2H, 2C°Hy); 2,30 (s, 12H, 4CHsAr); 3,48+3,62
(m+m, 2H+2H, 2C°H,+2C°H,); 4,91 (t, 2H, 2C?H); 7,04
(s, 2H, 2C*H); 7,12 (m, C*®H); 7,15 (s, 4H, C*°H);
7,63 (dd, 2H, C°™H); 9,32 (ba, 2H, NH).

= '®C-.RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 21,4 (4CHsAr); 25,7 (2C*H,); 29,0 (2C%H,); 50,9
(2C°H,); 61,1 (2C?H); 125,1 (C°H); 125,3 (C*°H); 125,9 (4C*®H); 130,5 (C*®);
131,9 (2C*H); 136,5 (2C"); 138,0 (4C>*°); 171,0 (NCO); 171,4 (HNCO).

= IR (KBr): 3296 cm™ (NH st); 1617 cm™ (CO st, amida I); 1547 cm™ (N-C=0 st,

sym, amida Il), 775 cm™ (o-disubstituit, aromatic).

»  [a]p®=-3,87 (c=1, cloroform)

*  Punt de fusié: 121-122 °C

= EM-ES: m/z 589,1 (M + Na)*, 567,7 (M + H)"

= Analisi elemental: Resultat calculat per C34H3sN4O4: C, 72,06; H, 6,76; N, 9,89.
Trobat: C, 72,04; H, 6,53; N, 9,65.
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bis(N-(3,5-dimetilbenzoil)-L-prolil)-1,3-fenilendiamina (22)

A Taddicionar la 1,3-fenilendiamina s’obtingueren
o o 0,42 g (75%) dun sdlid blanc corresponent al

o producte 22.

)\-—O CHs = 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,81 (m, 2H,
" 2C*H.); 2,10 (m, 4H, 2C°H, + 2C°H,); 2,25 (m, 2H,
@\ o o0 2C*Hy); 2,32 (s, 12H, 4CHsAr); 3,50 (td, 2H, C°H,);

NH% M | 364 (td, 2H, C°Hy); 4,91 (dd, 2H, C?H); 7,05 (s, 2H,
C*H); 7,12 (m, 1H, C°H); 7,16 (s, 4H, 2C**H); 7,22

22 crs (s, 2H, 2C%H): 7,84 (s, 1H, C°H): 9,76 (ba, 2H, 2NH).

P M. 566,28 oo » “C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) & 214

(4CH,Ar); 25,5 (2C*H,); 28,9 (2C°H,); 50,8 (2C°Hy);

61,2 (2C*H); 111,0 (C°H); 124,9 (C°H); 125,1 (4C*°H); 131,8 (2C*H); 136,4
(2C™); 138,0 (4C™°); 139,0 (C*°); 170,2 (NCO); 171,1 (HNCO).

= IR (KBr): 3288 cm™ (NH st); 1616 i 1616 cm™ (CO st, amida 1); 1550 i 1428 cm
(N-C=0 st, sym, amida Il); 859, 757 i 689 cm’’ (m-disusbitituit, aromatic).

= [a]p®®=-14,07 (c=1, cloroform)

= Punt de fusié: 127-128 °C

= EM-ES: m/z 589,2 (M + Na)*, 567,6 (M + H)"

= Analisi elemental: Resultat calculat per C34H3sN4O4: C, 72,06; H, 6,76; N, 9,89.
Trobat: C, 72,18; H, 6,78; N, 9,56.

bis(N-(3,5-dimetilbenzoil)-L-prolil)-1,4-fenilendiamina (23)

Amb I'addicié de la 1,4-fenilendiamina s’obtingueren 0,46 g

CH
on 3 (80%) d’'un solid blanc corresponent al compost 23.
o = 'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,83 (m, 2H, 2C*H.);
)—O 5:3 211 (m, 2H, 2C*H,); 2,20 (m, 4H, C*H2); 2,33 (s, 12H,
4CH3Ar); 3,52 (m, 2H, 2C°H,); 3,69 (m, 2H, 2C°H,); 4,92 (t, 2H,
OYQ C?H); 7,04 (s, 2H, 2C*H); 7,18 (s, 4H, 2C*°H); 7,26 (s, 4H,
%b Cb,c,d,eH)'
0 = C-RMN (CDCI;, 100,6 MHz) 5: 21,4 (4CH3Ar); 25,5
c34H23:N,,o,, (2C*H,); 29,6 (2C°H,); 50,9 (2C°Hy); 61,2 (2C*H); 119,7
P.M.: 565,29 g/mol (C*°*™H); 124,8 (4C?FH); 131,8 (2C*); 134,6 (C*%); 136,7
(2C"); 138,2 (4C*®); 170,2 (NCO); 170,7 (HNCO).

HN
CHs
HN
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IR (KBr): 3293 cm™ (NH st); 1689 i 1617 cm™ (CO st, amida I); 1597 i 1514 cm™
(N-C=0 st, sym, amida Il); 858 cm™ (p-substituit, aromatic).

[a]o*= -6,89 (c=1, cloroform)

Punt de fusié: 197-198 °C

EM-ES: m/z 589,2 (M + Na)*, 567,6 (M + H)"

Analisi elemental: Resultat calculat per C3;,H3sN4,O4: C, 72,06; H, 6,76; N, 9,89.
Trobat: C, 72,26; H, 6,99; N, 9,34.

N-undecanoil-(L)-prolil-(3,5-dimetil)-(L)-prolinanilida (26)

Es dissolgué el derivat de L-prolina amb I'acid lliure 20

CHs
(0,89 g, 4,16 mmol) en 40 mL de CH,CI, i s’hi addiciona
CHy 1,1 eq d’'EEDQ (4,58 mmol, 1,24 g) i del derivat de prolina
o amb 'amina lliure 6 (1,00 g, 4,58 mmol). Es protegi de la

AN o humitat per un tub de CacCl, i es deixa amb agitacié a t.a.
N
B \i/(/* durant 48 h. A continuacio, es renta el cru de reaccié amb

8CHs . ‘s . ., .

26 la dissolucié de HCI 2N, la dissolucié de NaHCO3 al 5% i
C31HagN30 - . )

PM. 511,74 gimol H,0. Les fases organiques es recol-lectaren, s’assecaren

amb Na,SOQ, i s’evapora el dissolvent a pressio reduida. El

cru obtingut es purifica mitjancant una columna cromatografica (hexa:AcOEt) i

proporciona 1,05 g (49 %) d’un solid blanc, corresponent amb el producte desitjat 26.

'"H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 0,87 (t, 3H, C'*H;); 1,28 (m, 14H, C*""H,); 1,63
(m, 2H, C*H,); 1,94 (m, 4H, 2C*H,); 2,15 (m, 4H, 2C%H,); 2,22 (s, 6H, 2CHsAr);
2,28 (s, CH3Ar rot. min.); 2,37 (m, 2H, C%H,); 2,68 (dd, C*H, rot. min); 3,60 (m,
5H, C**H,+C°®H,); 3,85 (dd, 1H, C*®Hy,); 4,34 (t, C**H rot. min.); 4,41 (d, C**H rot.
min.); 4,66 (dd, 1H, C*H); 4,74 (dd, 1H, C**H); 6,65 (s, 1H, C*H); 6,74 (s, C*H
rot. min); 7,12 (s, 2H, C**°H); 7,57 (s, C**°H rot. min.); 9,44 (ba, 1H, NH); 9,69
(ba, NH rot. min.).

3C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 14,3 (C'?Hs); 21,5 (2CH;Ar); 22,8 (C'"H,); 24,6
(C¥H,); 24,8 (2C*H,); 25,0 (2C%H,); 27,1 (C*H.); 29,88 (C*7H,); 32,1 (C'"Hy);
32,3 (C°H, rot. min); 34,6 (C?H,); 47,0 (C°H, rot. min); 47,5 (2C°H,); 57,9
(C®H,); 59,0 (C**H, rot. min.); 61,0 (C**H,); 62,0 (C*®H, rot. min); 117,6 (C**H);
118,4 (C?*°H rot. min.); 125,6 (C*H); 126,1 (C*H rot. min.); 138,1 (C"); 138,5
(C*%); 169,5 (CON); 172,2 (CONH); 172,9 (CON).
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= [R (NaCl): 3335 cm™ (NH st); 1638 cm™ (CO st, amida I); 1565 cm-1 (N-C=0 st
sym, amida Il).

»  [a]p®®=-11,3 (c=1, cloroform).

*  Punt de fusié: 93-95 °C

= EM-ES: m/z 534,7 (M + Na)’, 512,3 (M + H)"

= Analisi elemental: Resultat calculat per C31H49N3O03: C, 72,76; H, 9,65; N, 8,21.
Trobat: C, 72,47; H, 9,70; N, 8,27.

N-(tert-butoxicarbonil)-(4R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-L-prolina (30)

5 Es dissolgué N-(t-butoxicarbonil)-(4R)-hidroxi-L-prolina

e | (2,00 g, 8,65 mmol) en 60 mL de piridina anhidra, s'hi
1T j\ “n—Boc | afegi lisocianat de 3,5-dimetilfenil (1,95 g, 13,2 mmol) i
e N ° s’escalfa a temperatura de reflux durant 22 h. Es deixa
C1QH32'SN206 refredar fins a t.a. i s’afegi AcOEt. A continuacié, la fase

P-M.: 378,42 g/mol organica es rentd amb la dissolucid de HCI 6N i

amoniac al 50%. La fase aquosa basica es neutralitza (pH 7) amb la dissolucié de HCI
6N en un bany de gel. La dissolucié aquosa resultant es s’extragué amb AcOEt. Els
extractes organics s’agruparen, s’assecaren sobre Na,SO,, es filtraren, s’evaporaren a
sequedat obtenint un solid que es purifica d’EtOH/H,0. D’aquesta manera s’obtingueren
2,4 g (86%) del carbamat 30 en forma de solid blanc.
= "H-RMN (CDCl;, 400 MHz) 5: 1,45+1,48 (s+s, 9H, 3CH3); 2,29 (s, 6H, 2CH; Ar);
2,40-2,60 (m+m, 2H, C®H,); 3,60-3,80 (m, 2H, C°H,); 4,40 (m, C?H, rot. min.);
4,50 (m, 1H, C?H); 5,32 (m, 1H, C*H); 6,64 (ba, 1H, NH); 6,73 (s, 1H, C*H); 6,99
(s, 1H, C*°H)
= C-RMN (CDClI;, 100,6 MHz) &: 21,3 (CH3Ar); 28,2 i 28,3 (3CHstBu); 35,2 i 36,7
(C%H,); 52,0 i 52,7 (C°H,); 57,6 i 57,8 (C°H); 72,7 i 73,2 (C*H); 81,0 i 81,4 (Cg-
tBu); 116,4 (C*®H); 125,4 (C*H); 137,2 (C"); 138,7 i 138,8 (C*®); 152,6 (NCO
Boc); 153,81 155,4 (HNCOO); 175,21 177,4 (COOH).
= IR (KBr): 3293 cm™ (NH st); 3300-2000 cm™ (COO-H st); 1750 cm™ (C=0 st,
COOH); 17161 1693 cm™ (C=0 st, NCOO).
= [a]p?®=-40,2 (c=1, etanol 96°).
=  Punt de fusié: 185-186°C

Anna Maria Pérez Montero 185



Experimental

N-(tert-butoxicarbonil)-N’~(3,5-dimetilfenil)-(4R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)
L-prolinamida (31)

CH A una dissoluci6 del carbamat 30 (1,44 g, 3,8
mmol) i EEDQ (1,03 g, 4,18mmol) en CH,ClI, (57
mL), s’hi afegi la 3,5-dimetilanilina (0,52 mL, 4,18

1N Boc mmol). La mescla es deixa agitar a t.a. 24 h. A
HSC . .z N N
continuacié, es renta la fase organica amb la
31
dissolucié de HCI 2N, la dissoluci6 de NaCO; al
CZ7H35N305

P.M.: 481,58 g/mol

5% i H,O. La fase organica s’asseca sobre
Na,SOQ,, es filira i s’evapora a pressid reduida. El cru resultant es purifica per
cromatografia en columna, fent servir com a eluent una barreja d’hexa:AcOEt 75:25.
D’aquesta manera, s’obtingueren 1,47 g (80%) del derivat de prolina desitjat 31.

= "H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 1,47 (s, 9H, CHsfBu); 2,26 (s, 12H, 4CHsAr); 2,30
(m, 1H, C°H,); 2,78 (m, 1H, C°H,); 3,67 (m, 2H, C°H,); 4,58 (m, 1H, C°H); 5,31
(m, 1H, C*H); 6,60 (s, 2H, C*H); 6.73 (s, 2H, C*H i NHCOO); 7,00 (s, 2H,
C?"®'H); 7,14 (s, 2H, C*®H); 9,09 (ba, 1H, CONH).
®C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) 5: 21,3 (2CHsAr); 28,3 (3CH;tBu); 33,6 (C°Hy);
52,8 (C°H,); 62,0 (C?H); 73,5 (C*H); 81,4 (CqtBu); 116,5i 117,5 (C*°H i C*" ®H);
125,51 125,9 (C*H i C*H); 137,31 137,7 (C" i C"); 138,6 i 138,8 (C**° i C**);
152,71 156,1 (HNCOO i NCOOtBu); 168,8 (COONH).
IR (KBr): 3301cm™ (NH st); 1682 cm™ (CO st, C-C=0); 1616 cm™ (CO st, amida
1); 1557 cm™ (N-C=0 st sym, amida I1).
[a]p?°= -51,1 (c=1, cloroform).

Punt de fusié: 115°C

N-(3,5-dimetilfenil)-(4R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-L-prolinamida (32)

CH A una dissolucidé del derivat de prolina 31 (1 g,

2,07 mmol) en la barreja d’acid

trifluoroacetic:CH,CIl, 30:70 (52 mL) es deixa
CH3
agitar a t.a. durant 1 h. Passat aquest temps, la

H3C o“\
soluci6 es refreda a 0 °C i es neutralitza (pH 7)

32
CortaNOs amb NH,OH. La fase aquosa s’extragué amb

P.M.: 381,47 g/mol

CH,Cl,. Finalment, s’assecaren sobre Na,SO,, es

filtraren i s’evaporaren a sequedat. El cru obtingut es purifica per cromatografia en
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columna, fent servir una mescla d’hexa:AcOEt 25:75. D’aquesta manera, s’obtingueren
730 mg (90%) d’un solid blanc.

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) 5: 2,21 (m, 1H, C®H,); 2,28 (s, 12H, CH3Ar); 2,32 (ba,
1H, NH); 2,55 (m, 1H, C°H,); 3,08 (dd, 1H, C°H.); 3,33 (dd, 1H, C°H,); 4,18 (dd,
1H, C?H); 5,30 (m, 1H, C*H); 6,72 i 6,75 (s+s, 1H+1H, C*H i C*H); 7,01 i 7,23
(s+s, 2H+2H, C*°'H i C?*°H); 9,59 (ba, 1H, NH amida).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &: 21,3 (4CHsAr); 36,8 (C°H,); 53,3 (C°H,); 60,6
(C?H); 76,9 (C*H); 116,4 i 117,0 (C*®H i C*°H); 125,0 i 125,9 (C*H i C*H);
137,21 137,9 (C" i C"); 138,6 (C*® i C¥*°"); 153,1 (CONH carbamat); 172,5
(CONH amida).

IR (KBr): 3318, 3276 i 3273 cm™ (NH sf); 1718 cm™ (C=0 st, NCOO); 1650 cm"
(CO, st, amida I); 1558 cm™ (N-C=0 st sym, amida II).

[a]p?°=-0,7 (c=1, cloroform).

Punt de fusié: 159-160°C

N-tert-butoxicarbonil-4(R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-(L)-prolil-(3,5-dimetil)-
4(R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-(L)-prolinanilida (33)

HaC

A una dissolucié del Boc derivat de prolina 30
(0,97 g, 2,55 mmol) i EEDQ (1,13 g, 4,60 mmol)

CH

Passat aquest temps, s’elimina el dissolvent fins

2" 3Y ¢
GHa N 7. en THF (63 mL), s’hi afegi el 32 (1,75 g, 4,60
;@i j\ © O | mmol). La mescla es deixa agitar a t.a. 48 h.
< H O\‘\ 32 1N/BOC
H3C
z 0

(0]
3 2
4 51N
o 4 . . P
, >_ a sequedat i es redissolgué en CH,Cl,. A

continuacio, es renta la fase organica amb la

5 6

HC dissolucié de HCI 2N i H,0O. La fase organica

33 s’asseca sobre Na,SO,, es filtra i s'evapora a
C41H51N508 .7 - . N

P.M.: 741,87 g/mol pressié reduida. El cru resultant es purifica per

cromatografia en columna, fent servir com a

eluent un gradient hexa 100% a hexa:AcOEt 30:70. D’aquesta manera, s’obtingueren
1,39 g (72%) del dimer de prolina desitjat 33.

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) 5: 1,46 (s, 9H, CH;tBu); 2,28 (s, 18H, 6CH;Ar); 2,46
(m, 2H, 2C%H,); 2,78 (m, 2H, 2C°H,); 3,65 +3,75 (m+m, 2H+2H, 2C°H,+2C°Hy);
4,18 (m, 2H, 2C?H); 4,60 (m, C?H rot. min.); 5,23 (m, 2H, C*H); 6,71 (ba, 4H,
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2C*H + C*H + NH); 7,01 i 7,16 (s+s, 4H+2H, 2C?°®H + C**®H); 8,94 (ba, 1H,
NH).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &: 21,5 (6CH3Ar); 28,5 (3CH5tBu); 33,6 (2C°H.);
35,7 (2C%Hy); 53,0 (2C°H,); 57,3 (C?H rot. min.); 59,9 (2C%H); 73,8 (2C*H); 81,0
(CqtBu); 116,7 i 117,8 (2C*°H i C**°'H); 125,6 i 126,1 (2C*H i C*H); 137,6 i
137,8 (C" i C"); 138,8 i 139,0 (C*® i C***"); 153, 0 (CONH carbamat); 154,7
(NCOOtBu); 169,1 (CON); 172,1 (CONH amida).

IR (KBr): 3294 cm™ (NH st); 1635 cm™ (CO, st, amida I); 1562 cm™ (N-C=0 st
sym, amida Il).

[a]o*°= -36,43 (c=1, cloroform)

Punt de fusié: 101-103 °C

4(R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-(L)-prolil-(3,5-dimetil)-4(R)-

(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-(L)-prolinanilida (34)

A una dissoluci6 del dimer de prolina 33 (0,77 g,
CH

1,04 mmol) en la barreja d’acid

soluci6 es refreda a 0 °C i es neutralitza (pH 7)

3
2" 3"
o, H/ N\,
Cs'fs N\ 7. trifluoroacétic:CH,Cl, 30:70 (31 mL) es deixa
;@i j\ TN ©  CH | agitar a t.a. durant 1 h. Passat aquest temps, la
HaC - H o 5 A\
HaC o ¥ g
Mo

amb NH,OH. La fase aquosa s’extragué amb

# “—NH CH,Cl,. Finalment, s’assecaren sobre Na,SO.,
5 3 . . ]
HyC ° es filtraren i s’evaporaren a sequedat. El cru
34 obtingut no es purifica i s’utilitza en el segient
CasHa3N50s L
P.M.: 841,87 g/mol pas, al no detectar-se preséncia del grup Boc en

I;‘l

H-RMN. D’aquesta manera, s’obtingueren 0,52 g (76%) d’un solid blanc.

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) &: 2,27 i 2,28 (s+s, 18H, 6CHsAr); 2,81 (m, 4H,
2C*H,); 3,67 (m, 2H, 2C°H,); 3,85 (m, 2H, 2C°H,); 4,19 (m, 2H, C?H); 4,61 (m,
C?H rot. min.); 5,34 (m, 2H, C*H); 6,71, 6,73 i 6,74 (ba+s+s, 4H, 2C*H + C*H +
NH); 7,00 7,16 (s+s, 4H+2H, 2C*®H + C**H); 8,95 (ba, 1H, NH).

3C-RMN (CDCls, 100,6 MHz) : 21,5 (6CH3Ar); 33,8 (2C%H,); 52,9 (2C°H,); 59,8
(C?H rot. min.); 62,5 (2C?H); 73,9 (2C*H); 116,7 i 117,8 (2C*®H i C***'H); 125,7 i
126,3 (2C*H i C*H); 137,5 (C" i C"); 137,91 139,0 (C*® i C**%"); 152,9 (CONH
carbamat); 169, 0 (CON i CONH amida).
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IR (KBr): 3303 cm™ (NH st); 1689 cm™ (CO, st, amida I); 1615 cm™ (N-C=0 st
sym, amida II).
[a]o?= -5,47 (c=1, cloroform)

Punt de fusio: 109-110 °C

N-(3,5-dimetilbenzoil)-4(R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-(L)-prolil-
(3,5-dimetil)-4(R)-(3,5-dimetilfenilaminocarboniloxi)-(L)-prolinanilida (27)

A una dissolucié del dimer de prolina

o s = 0:3 desprotegit 34 (2,29g, 3,09 mmol) en 15

e mL de CHCls, s’hi afegi a 0 °C el clorur
i j\ \\3A51N de 3,5-dimetilbenzoil en la dissolucié de

s N © NaOH 1N (57 mL). La mescla es deixa
SRV agitant 90 min a t.a. Passat aquest

4 . —NH temps, la mescla de reaccié s’acidifica

H305 ? fins a pH 1-2 amb HCI concentrat i la
C45Hi17N507 fase aquosa es renta amb CHCI;. Els

P.M.: 773,92 g/mol

extractes organics s’assecaren sobre

Na,SO,, es filtraren i s’evaporaren a sequedat. El cru obtingut es purifica per

cromatografia en columna utilitzant un gradient d’hexa:AcOEt. D’aquesta manera,

s’obtingueren 1,59 g (63%) d’un solid grogds corresponent al producte desitjat 27.

'H-RMN (CDCl;, 400 MHz) 5: 2,03 (s, 6H, 2CHsAr anell B); 2,13 (s, 6H, 4CH3Ar);
2,25 (s, 6H, 2CHAr anell A); 2,34 + 2,51 (m + dd, 3H + 1H, C®H, i C*H + C*H);
3,66 + 3,89 + 3,98 + 4,51 (d +dd +dd + d, 1H + 1H + 1H + 1H, C°H, anell B +
C°H, anell A + C°Hy, anell B + C°H, anell A); 4,80 + 4,95 (dd + dd, 1H + 1H, C*H
anell B + C?H anell A); 5,15 + 5,32 (t + t, 1H + 1H, C*H anell A+C*H anell B);
6,44 + 6,51 + 6,69 + 6,93 (s+s+s+s, 1H+ 1H + 1H + 1H, CHAr); 6,86, 6,95,
7,07 (s + s +s, 2H + 4H + 2H, CHAr); 6,58 (s, CONH); 8,56 (s, 1H, CONH); 9,88
(s, 1H, CONH).

*C-RMN (CDCl;, 100,6 MHz) &: 21,0 + 21,5 (8CHsAr); 34,8 + 355 (C°H, +
C®H,); 54,6 (C°H, anell A); 56,5 (C°H, anell B); 57,3 (C?H anell A); 60,5 (C*H
anell B); 72,9 (C*H anell B); 74,4 (C*H anell A); 116,2 + 116,6 + 117,4 (C*°H +

134,4 (C""); 137,0 (2C"); 138,00 + 138,01 + 138,1 + 138,2 + 138,4 + 139,0 (C*"
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¥ oc" ¥¥ 26%%); 152,5 + 153,2 (OCONH); 169,2 (NCO); 170,8 + 171,5 (2
HNCO).
IR (KBr): 3298 cm™ (NH st); 1681 cm™ (CO st, amida 1); 1558 cm™ (N-C=0 st,
sym, amida II).
[a]p*°=.-20,65 (c=1, cloroform).

Punt de fusio: 124-125 °C

EM-ES: m/z 796,7 (M + Na)*, 774,7 (M + H)*

Analisi elemental: Resultat calculat per C4sHs:NsO7: C, 69,84; H, 6,64; N, 9,05.
Trobat: C, 69,35; H, 6,52; N, 9,52.

6.2.2. Sintesi dels racémics

Per a la sintesi dels racémics utilitzats en el present estudi, s'utilitzaren els aminoacids:

valina i fenilalanina, on es dissolgué en 50 mL de NaOH 1N 23 mmol de I'aminoacid

racémic seleccionat i es refreda amb un bany de gel. A aquesta dissolucio s’afegi gota a

gota durant 20 minuts la dissolucié formada pel clorur de 3,5-dimetilbenzoil (23 mM) en

50 mL de la dissoluci6 de NaOH 1N. Una vegada realitzada l'addici6 es deixa

reaccionar durant 90 min a t.a. Passat aquest temps, el medi s’acidifica fins a pH 2 amb

la dissolucié de HCI 2N on precipita un solid que fou rentat amb H,O i es cristal'litza

d’etanol/aigua.”™

N-(3,5-dinitrobenzoil)-(*)-valina (DNB-(+)-Val)

O.N

NO,

HiC
od

N
H

X

DNB-(#)-Val

CHs

COCH

= 'H-RMN (CDCI,/CD;0D, 400 MHz) 5: 1,08-1,10 (m,
6H, 2CHj3); 2,43 (m, 1H, CH(CHa)y); 4,90 (d, 1H, CHN); 6,80
(d, NH); 8,98 (d, 1H, C*°HAr); 9.20 (t, 1H, C*HAr).

= IR (KBr): 3099 cm™ (NH st); 1711 cm™ (C=0, COOH);
1629 cm™ (CO, amida I); 1545 cm™ (N=CO, amida Il i NO,);
1345 cm™ (NOy).

Anna Maria Pérez Montero

190



Experimental

N-(3,5-dinitrobenzoil)-(*)-fenilalanina (DNB-(x)-Phe)

= 'H-RMN (CDCI,/CD;0D, 400 MHz) 5: 3,31 (dd, 1H,

o CPHAr'); 3,42 (m, 1H, C°HAr'); 5,17 (m, 1H, CHN); 6,72(NH);

ON eoon | 7:21-7,33 (m, 5H, CHAr), 8,85 (d, 1H, C?®HAr); 9,17 (t, 1H,
" C*HAr).

NO, = IR (KBr): 3096 cm” (NH st); 1726 cm™ (C=0,

DNB-(£)-Phe COOH); 1649 cm™ (CO, amida 1); 1543 cm™ (N=CO, amida

[1iNO,); 1344 cm™ (NO,).

(*)-N-(3,5-dinitrobenzoil)-tert-butilleucinamida (DNB-(z)-tBuLeu)

CHa A una dissolucié de 9,6 mmol de N-(3,5-dinitrobenzoil)-(+)-
0 CH, leucina i 10 mmol (2,5 g) d’'EEDQ, dissolts en THF se i
O,N NH{Bu

addicionen 10 mmol (0,7 g) de tert-butilamina, a

=z

temperatura ambient. La mescla de reacci6 es manté

NO: durant 18 h a reflux. Finalment, la dissolucié resultat

DNB-(+)-tBuLeu

s’evapora i el residu es va dissolgué en diclorometa i rentat

successivament amb una dissolucié de bicarbonat sodic al 5 %, una d’HCI 1N i H,O.
Una vegada seca sobre sulfat sodic, s’evapora i el residu es cristal-litza d’EtOH:H,0,
donant lloc a un solid, rendint un solid blanc en un 84 %.
= 'H-RMN (CDCI,/CD;0D, 400 MHz) 5: 0,97 (t, 6H, 2CH3); 1,34 (s, 9H, t-Bu); 1,67
(m, 3H, CHCH,); 4,61 (m, 1H, CHN); 7,1 (s, 1H, NH); 8,9 (d, 1H, NHCOAr); 9,08
(d, 2H, C*°H); 9,17 (m, 1H, C*H).
* IR (KBr): 3294 cm™ (NH st); 1644 cm™ (CO, amida 1); 1556 cm™ (N=CO, amida
11); 1342 cm™ (NO,).

Anna Maria Pérez Montero 191



Experimental

6.3. Construccio dels sistemes de dissolvents ternaris

Per tal de construir els diferents sistemes de dissolvents ternaris, tal i com es descriu
I'apartat 5.3 del capitol 5, es seleccionaren dos dissolvents de polaritat oposada, 'lENFB
i 'H,O, més un tercer de polaritat intermeédia i que es solubilitza en els dos anteriors,
triant-se 2-PrOH, MeOH i ACN. Un altre sistema que es volgué construir fou el format
per tres dissolvents organics essent aquests ENFB, etilenglicol i 1-BuOH. D’aquesta
manera es volgué obtenir un medi altament lipofil on no participava I'H,O, essent

I'etilenglicol (EG) el dissolvent més hidrofil.

Una vegada seleccionats els dissolvents participants en l'estudi, es procedi a la
preparacié de cinc barreges en tubs de vidre proveits de rosca, on es disposaren
diferents volums dels dissolvents de polaritat oposada, obtenint d’aquesta manera dues
fases. A continuacio, s’afegiren petits volums i coneguts (100 pL) del dissolvent de
polaritat intermedia, s’agita energicament i s’observa visualment. En observar-se
terbolesa o la desaparicié de les dues fases s’atura I'addicioé del dissolvent i s’anota la

quantitat afegida. El valors experimentals obtinguts es mostren en les seglents taules:

Taula 6.1. Composicié de les barreges que formen una sola fase o terbolesa expressades en mL i en

percentatge realitzades per a la construccié del diagrama de fases ternari amb 2-PrOH i MeOH.

ENFB H,O 2-PrOH ENFB H,O MeOH
(mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%)
2,5/39,7 0,5/7,9 3,3/52,4 2,5/22,7 0,5/4,5 8/72,7
2/25,3 1/12,6 4,9/62,0 2/12,3 1/6,2 13,2/81,5
1,5/17,8 1,5/17,8 5,4/64,3 1,5/8,4 1,5/8,4 14,8/83,1

1/11,6 2/23,2 5,6/65,1 1/6,1 2/12,3 13,3/81,6
0,5/6,7 2,5/33,3 4,5/60,0 0,5/3,5 2,5/17,3 11,4/79,2
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Taula 6.2. Composicié de les barreges que formen una sola fase o terbolesa expressades en mL i en

percentatge realitzades per a la construccié del diagrama de fases ternari amb ACN i 1-BuOH.

ENFB H.0 ACN ENFB H,O 1-BuOH
(mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%)
2,5/17,9 0,5/3,6 11/78,6 2,5/32,5 0,5/6,5 4,7/61,0

2/10,9 1/5,5 15,3/83,6 2/22,0 1/11,0 6,1/67,0
1,5/8,8 1,5/8,8 14,1/82,4 1,5/16,7 1,5/16,7 6/66,7

1/6,2 2/12,3 13,2/81,5 1/11,9 2/23,8 5,4/64,3
0,5/3,5 2,5/17,6 11,2/78,9 0,5/7,1 2,5/35,7 4/57 1

Tot seguit, es procedi a la preparacié de diferents barreges formades pel dissolvent més
polar, H,O o etilenglicol, i el de polaritat intermédia obtenint barreges que formen una
sola fase. El nUmero de barreges preparades fou diferent en cada cas, ja que en funcié
dels resultats obtinguts en el cas anterior es decidiren realitzar més o menys
experiments. De manera inversa, a l'operacio realitzada anteriorment, s’addiciona un
volum conegut d’ENFB (10 pL) fins a I'obtencié de dues fases, s’anota el volum en qué
apareixia terbolesa o I'aparicio de la segona fase. Les dades experimentals, a I'igual que

en el cas anterior es mostren en les seglents taules:

Taula 6.3. Composicié de les barreges que formen dues fases expressades en mL i en percentatge
realitzades per a la construccié del diagrama de fases ternari amb 2-PrOH i MeOH.

H,0 2-PrOH ENFB H,0 MeOH ENFB
(ML/%) (MmL/%) (MmL/%) (mL/%)  (mL/%) (MmL/%)
0,25/0,3 5/5,7 82,3/94,0 0,25/3,0 5/59,9 3,1/37,1
0,5/2,0 5/19,8 19,7/78,2 0,5/7,7 5/77,0 1/15,3
1/25,6 2,5/64,1 0,4/10,2 5/90,1 0,5/90,0 0,05/0,9
1,5/35,3 2,5/58,8 0,25/5,9 - - -
2/43,0 2,5/53,8 0,15/3,2 - - -
5/89,8 0,5/9,0 0,07/1,2 - - -
5/94,9 0,25/4,7 0,02/0,4 - - -
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Taula 6.4. Composicié de les barreges que formen dues fases expressades en mL i en percentatge

realitzades per a la construccié del diagrama de fases ternari amb ACN.

H,0 ACN ENFB H,0 1-BuOH ENFB
(mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%) (mL/%)
0,25/3,5 5/69,4 1,95/27,1 0.5/5,1 5/51,5 4,2/43,3
0,5/7,9 5/79,4 0,8/12,7 5/89,3 0,5/8,9 0,1/1,8

0,15/35,7 0,25/59,5 0,02/4,8 - - -
5/89,3 0,5/8,9 0,1/1,8 - - -

Una vegades recopilades totes les dades experimentals obtingudes es procedi a la
representacié grafica dels quatre diagrames. Per tal de realitzar la representacio
ortogonal en dos dimensions, s’utilitzaren els percentatges dels volums addicionats de
dos dels tres dissolvents i el tercer es calcula per diferéncia, en el nostre cas es decidi
que aquest fora 'ENFB. Aixi, les representacions que es mostren, corresponen al
dissolvent més polar en I'eix d’ordenades i el de polaritat intermedia a I'eix d’abscisses,

tal i com es pot veure en els diagrames que es mostren a continuaci6 (Figura 6.1).

% 2-PrOH % MeOH
T0 290
60 80
70
G 60
40 50
40
30
20
10 10
[ ]
] 10 20 30 40 50 80 T0 80 90 100 ] 10 20 30 40 50 60 70 B0 290 100
% Hy0 % H0
% ACN % 1-BuOH
% 80
80 N,
7o
70 ( \‘-\ 80
60 [ \‘x_h
| “H\\ 50
50 || .~
40
40 | \
|
2 | N 30
20 |I \‘\‘\. %
.
10 | 10
|
04 \n 0
o 10 20 30 40 0 60 70 L) 20 100 [] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% H;0 %EG

Figura 6.1. Diagrames ternaris dels sistemes de dissolvents ENFB/2-PrOH/H.O; ENFB/MeOH/H20;
ENFB/ACN/H20 i ENFB/1-BuOH/etilenglicol.

Anna Maria Pérez Montero 194



Experimental

El seglent pas fou decidir els sistemes a estudiar, la preparacié d’aquests i les
composicions de cadascun assajades, aquestes operacions es detallen més endavant

en el present capitol.

6.4. Preparacio dels sistemes de dissolvents

Tant com per a la realitzacié del estudis de solubilitat i de repartiment, com per a la
realitzacié dels experiments de CPC/CCC en mode classic o en mode de pH-zone
refining es preparen diferents sistemes de dissolvents bifasics formats per dos o més

components.

6.4.1. Sistemes de dissolvents binaris

A I'hora de preparar els sistemes de dissolvents per tal de realitzar els experiments de
CPC/CCC, aquests es preparen barrejant en un embut de decantacié el dissolvent
organic seleccionat amb la dissolucié tamponada de fosfat sodic 50 mM del pH
seleccionat. Després d’agitar enérgicament la mescla es deixa equilibrar durant 12 h,
per tal de saturar ambdues fases. Tot seguit, es procedi a la seva decantacio i filtracié
per tal de desgasar les dues fases abans d’esser utilitzades. En tots els casos en que
s’utilitza un sistema de dissolvents binaris, el selector quiral s’incorpora a la fase
organica del sistema, sent aquesta la fase estacionaria, mentre que la fase més densa o

aquosa fou utilitzada com a fase mobil.

Taula 6.5. Sistemes binaris utilitzats en els experiments de CPC/CCC.

Dissolvent organic Dissolucio aquosa pH
MIBK Fosfat sodic 50 mM 6,00; 7,00; 8,00
MTBE Fosfat sodic 50 mM 6,00
DIPE Fosfat sodic 50 mM 6,00

Quan els experiments es realitzaren en el mode de pH-zone refining de manera analoga

a la descrita anteriorment, en un embut de decantaci6 es disposaren el dissolvent
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organic, MTBE, i 'aigua Mili-Q. La barreja s’agita i es deixa durant 12 h per tal de qué es
saturessin les fases. Tot seguit, es separaren i filtraren les dues fases, i es procedi a
'addicié de l'agent de retencié sobre la fase estacionaria i 'agent de desplagament
sobre la fase mobil. Al separar-se un analit de caracter acid s’utilitza com a agent de
retencié el TFA i com a agent de desplagcament 'amoniac. A ligual que en el cas
anterior el selector quiral s’afegeix sobre la fase més lipdfila, essent aquesta la formada
pel dissolvent organic MTBE.

6.4.2. Sistemes de dissolvents ternaris

A l'hora de seleccionar la composici6 assajada sistemes de dissolvents ternaris,
aquesta es determina a partir de la representacié ortogonal d’aquests diagrames. Aixi,
tant a I'eix d’abscisses, com al d’'ordenades es representa la composicié en tant per cent
de dos dels tres dissolvents que conformen el sistema ternari, el tercer es calcula per
diferéncia, % D3= 100- (% D1 + % D2). Tal i com s’ha explicat en el capitol cinqué, en el
diagrama es representa una corba binodal, és a dir, les composicions que se situen per
sota d’aquesta corba mantenen el caracter bifasic de la mescla, mentre que les

composicions que es troben per sobre estan formades per una sola fase (Figura 6.2.).

%2PrOH

100

o0

w

20

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

%H,0

Figura 6.2. Exemple de diagrama ternari de dissolvents format per ENFB/H,O/2-PrOH.
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Les rectes que uneixen dos punts de la corba binodal constitueix composicions que
formen un mateix sistema de dissolvents de dues fases en equilibri. A I'hora de
seleccionar les composicions d’aquests sistemes, no s’han volgut avaluar mescles
formades per composicions properes a les linies binodals. Aixi, les composicions

seleccionades i assajades es mostren a continuacié (Taula 6.6):

Taula 6.6. Sistemes de dissolvents ternaris assajats en CCC.

Dissolvent 1/ dissolvent 2/ dissolvent 3 Proporcio
ENFB/2-PrOH/H,0 25:35:40
ENFB/2-PrOH/H,0 48:12:40
ENFB/2-PrOH/H,0 90:35:40
ENFB/MeOH/H,O 46:295:40
ENFB/MeOH/H,0 21:33:40

ENFB/ACN/H,0O 17:43:40

Una vegada seleccionades les composicions dels sistemes de dissolvents ternaris es
procedi a la seva preparaci6, mesclant en un embut de decantacié les proporcions de
cada dissolvent per separat. Tot seguit s’agita i es deixa equilibrar el sistema de
dissolvents 12 h, i les dues fases resultants es decanten i filtren de la mateixa manera
que en el cas anterior. A I'hora de preparar la fase estacionaria, en aquesta ocasi6 es
selecciona la que conté el dissolvent fluorat, tractant-se aquesta de la més densa. | com
a fase mobil es selecciona la menys densa, és a dir, la formada per I'H,O i el dissolvent
de polaritat intermédia.

6.4.3. Sistemes de dissolvents quaternaris

Els sistemes de dissolvents quaternaris més utilitzats tant en CCC com en CPC és el
sistema Arizona. Aquesta familia esta formada per vint-i-tres barreges d’hepta, acetat
d’etil, metanol i aigua en diferents proporcions, trobant des de mescles molt polars, fins

a molt apolars. Aquesta amplia varietat de composicions fa que sigui tant utilitzat.
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Per tal de preparar els sistemes de dissolvents, primer de tot es seleccionaren cinc
composicions diferents que presentaven diferents polaritats, tal i com es mostra en la

seglent taula (Taula 6.7):

Taula 6.7. Composici6 del sistema de dissolvents Arizona assajats.

Dissolvents Proporcié
Hepta/AcOEt/MeOH/H,0 1:9:1:9 (C)
Hepta/AcOEt/MeOH/H,O 2:3:2:3 (L)
Hepta/AcOEt/MeOH/H,O 2:1:2.1 (R)
Hepta/AcOEt/MeOH/H,O 6:1:6:1 (W)
Hepta/AcOE/MeOH/H,O 19:1:19:1 (Y)

A continuacié, es procedi a la seva preparacid6 mesurant de forma individual les
proporcions de cada dissolvent i s’afegiren a un embut de decantacié que s’agita
enérgicament i es deixa equilibrar el sistema 12 h, per tal que les dues fases es

saturessin.

6.5. Estudi qualitatiu de la distribucié dels racémics en els sistemes

de dissolvents

A T'hora de seleccionar els racémics utilitzats en el present treball, es tingueren en
compte els estudis realitzats anteriorment en el nostre grup amb derivats de I'aminoacid
L-prolina, escollint aquells amb els que s’obtingueren millors resultats.?*?*> Aixi, tot i
coneéixer la seva distribucié en alguns dels sistemes seleccionats, es decidi repetir la

determinacié qualitativa del seu repartiment.
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Figura 6.3. Estructura quimica dels racémics utilitzats en el present estudi.

Per tal de realitzar la determinacié qualitativa de la distribucié dels analits es segui el
meétode d’extraccid liquid-liquid.”™ Aixi, en primer lloc es prepararen els sistemes de
dissolvents seleccionats i es deixaren equilibrar. A continuacio, es pesaren 2 mg de
racémic i es van disposar en un tub proveit amb tap de rosca, al que s’addicionaren 2
mL de cada fase del sistema de dissolvents i s’agita durant 2 minuts. Una vegada les
dues fases es tornaren a equilibrar, mitjangant CCF es determina de forma qualitativa la
distribucié de l'analit, utilitzant com a eluent la barreja de cloroform/metanol (9:1). Si
s’observa la distribucié del racemic en ambdues fases, es repeteix aquesta operacio,
pero addicionant aquesta vegada 5 mg de selector quiral a cada tub. Seleccionant aixi,
les condicions en qué el racémic es reparteix entre les dues fases i el selector quiral

queda retingut només en una de les fases, per esser assajades en CCC/CPC.
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Taula 6.8. Concentraci6 dels SQs en els sistemes de dissolvents estudiats.

sSQ MIBK MTBE DIPE

3 1,4 mg/mL 3,6 mg/mL -

7 < 1mg/mL <1 mg/mL < 1 mg/mL
8 33 mg/mL 20 mg/mL <1 mg/mL
9 42 mg/mL 21 mg/mL <1 mg/mL
16 > 100 mg/mL > 100 mg/mL <1 mg/mL
17 > 100 mg/mL > 100 mg/mL <1 mg/mL
18 63 mg/mL 48 mg/mL <1 mg/mL
19 > 100 mg/mL > 100 mg/mL <1 mg/mL
21 92 mg/mL 2,8 mg/mL <1 mg/mL
22 46 mg/mL 5,8 mg/mL <1 mg/mL
23 35 mg/mL 4,5 mg/mL <1 mg/mL
24 <1 mg/mL <1 mg/mL <1 mg/mL
26 < 1 mg/mL <1 mg/mL <1 mg/mL
27 67 mg/mL 42,5 mg/mL <1 mg/mL
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Taula 6.9. Concentracié dels SQs en sistemes de dissolvents fluorats estudiats.

Composicio del Proporcions Solubilitat
sistema de
(viv) 1 35 36
dissolvents
ENFB/ACN/H,O 17:43:40 Insoluble 11 mg/mL No calculat
(14 mM)
ENFB/MeOH/H,O 21:33:40 Poc soluble Poc soluble Poc soluble
(<1 mg/mL) (<1 mg/mL) (<1 mg/mL)
ENFB/MeOH/H,O 46:295:40 Insoluble Poc soluble Poc soluble
(<1 mg/mL) (<1 mg/mL)
ENFB/2-PrOH/H,O 48:12:40 Poc soluble 48 mg/mL No calculat
(<1 mg/mL) (60 mM)
ENFB/2-PrOH/H,O 90:35:40 Poc soluble 17 mg/mL No calculat
(<1 mg/mL) (20 mM)
ENFB/2-PrOH/H,0O 25:35:40 31 mg/mL 62 mg/mL 23 mg/mL
(70 mM) (80 mM) (40 mM)
MTBE/tampé fosfat - 42 mg/mL 57 mg/mL 202 mg/mL
sodic 50 mM pH 6 (100 mM) (70 mM) (380 mM)

6.6. Condicions de control analitic dels assajos de separacidé per
CPC/CCC i membranes liquides

Per tal de poder controlar analiticament el que succeeix a cada temps durant
'experiment de CPC/CCC i durant la realitzaci6 de les membranes liquides, es
desenvoluparen meétodes de control per HPLC enantioselectiva, gracies a aix0 es pogué

coneixer la composicié enantiomérica de cada fraccié seleccionada.

6.6.1. Condicions d’analisi

Per tal de poder establir un metode analitic per a cada racémic emprat en el present
estudi es procedi de la seglent manera. Primer de tot es prepararen mostres que
contenien 1 mg/mL de patr6 de cada racémic utilitzat en els experiments de CPC/CCC
dissolts en cloroform. Pel que fa a I'analisi de DNB-(+)-Val i DNB-(x)-Phe en CPC/CCC i
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de DNB-(t)-Leu en el cas de l'estudi de I'enantiselectivitat en membranes liquides, es
preparen en la barreja metanol/aigua (95:5). El flux de fase mobil utilitzat fou de 1
mL/min i el volum d’injeccié de 5 pL. Aixi, es seleccionaren diferents FEQs i s'utilitzaren
les condicions que permeteren la separacio dels racémics fins a linia de base. Essent
els selectors quirals que conformen les FEQs utilitzades en les analisis de les fraccions
recollides durant els experiments realitzats (Figura 6.4).

Essent les FEQ seleccionades, FEQ 1 la formada per I'N-(3,5-dimetilfenil)-(4R)-(3,5-
dimetilfenilaminocarboniloxi)-L-prolinamida com a selector quiral i disposat en una
columna d’acer inoxidable de 150 mm x 4,6 mm de diametre intern.®> La FEQ 2 es la
formada per un derivat de I'(S)-naproxé immobilitzat sobre gel de silice."® I la FEQ 3 és
la que conté un derivat de quinina com a selector quiral unit de forma covalent sobre el
gel de silice.""” Cal destacar que les FEQ 1 i 2 has estat preparades anteriorment en el
nostre grup, mentre que la FEQ 3 (Chiralpak-QN-AX) que s’ha adquirit a Chiral

Technologies.
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FEQ 1 FEQ2

Figura 6.4. Estructura de les FEQs utilitzades en I'analisi de les fraccions.

6.6.2. Preparaci6 de les mostres

A l'utilitzar com a fase mobil durant els experiments de CPC/CCC i en les membranes

liquides la fase aquosa, a I'hora d’analitzar I'eluat es seguiren dos procediments
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diferents, en funcié de si es realitzava I'analisi directe de les fraccions utilitzant un
gradient en fase reversa, o bé, si es feia un procés d’extraccioé liquid-liquid previ al seu

analisi en condicions de fase normal.

Aixi, tal i com s’ha indicat en I'analisi de la DNB-(x)-Val i DNB-(+)-Phe procedents dels
experiments de CPC i en el cas de mostres que contenen DNB-(x)-Leu provinents dels
assaigs de membranes liquides, es procedi al seu analisi directe amb la FEQ 3, només
necessitant diluir la mostra amb la fase mobil, prévia filtraci6 amb filtres de membrana
de 0,45 um, per tal d’evitar que precipités la mostra durant el seu analisi, al contenir

aquesta tampo fosfat i la fase mobil estar constituida principalment per metanol.

Pel que fa a les mostres sobre les que es realitza un procés previ d’extraccio, si I'analit
presenta caracter acid, cal addicionar unes gotes de la dissolucio d’acid clorhidric 0,4 N,
per afegir a continuacié 1 mL de cloroform, mentre que si el racémic és neutre no cal
modificar el medi i s’afegeix directament el mateix volum de cloroform. Tot seguit, s’agita
enérgicament, s’agafen 750 L de la fase organica i es dipositen en un vial d’HPLC, per
tal d’esser analitzat en les condicions que es descriuen. En tots els casos el volum
d’injecci6 fou el mateix, 50 yL i la longitud d’ona utilitzada fou la mateixa per a tots els

analits, 254 nm.

Taula 6.10. Condicions d’analisi utilitzades per a cada racémic.

Raceémic k’; a Rs FEQ Fase mobil
DNB-(t)-Leu 3,3 1,6 1,7 1 Hepta/2-PrOH/TFA
(80:20:0,5)
DNB-(x)-Val 2,5 10,0 14,2 3 MeOH/AcONH,
(95:5)
DNB-(x)-Phe 2,3 14,1 14,8 3 MeOH/ACONH,
(95:5)
DNB-(x)-tBu- 0,6 3,4 3,4 2 Hepta/2-PrOH
Leu (95:5)

k’1, factor de capacitat; a, factor d’enantioselectivitat, Rs, resolucio. AcCONHg4, solucié d’acetat amonic 0,5 M
pH 6.
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6.7. Condicions experimentals en cromatografia en contracorrent

Al realitzar experiments en diferents dispositius de cromatografia en contracorrent, el
condicionament en cada cas era diferent, al tractar-se en el cas de CPC d’un dispositiu
hidrostatic, mentre que el CCC és hidrodinamic. A més, els aparells amb els que s’ha
treballat tenen volums de columna diferents, essent el de CCC 10 vegades menor que
el de CPC.

6.7.1. Condicions experimentals de CPC

Tal i com s’ha vist a la introduccid, el dispositiu de cromatografia de repartiment
centrifug o CPC, esta format per una centrifuga, a l'interior de la qual es troben una
série de discs apilats que tenen excavats canals i conductes, i €s aqui on es produeix la
separaci6. El mode de treball emprat en tots els experiments realitzats en aquest treball
és el mode descendent, és a dir, aquell on la fase organica, que és la menys densa,
s’utilitza com a fase estacionaria i 'aquosa es fa servir com a fase mobil. Aixi el

condicionament de I'aparell es realitza tal i com es descriu a continuacio:

1. Ompliment de la centrifuga
Abans d’iniciar un experiment, la centrifuga es troba plena amb metanol, per tant, s’ha
de desplagar amb la fase mobil que s’introdueix de forma ascendent i amb el dispositiu
aturat. Una vegada es troba plena de la fase mobil, es procedeix a desplagar aquesta

per la fase estacionaria, en mode descendent.

2. Estabilitzacio del sistema
Una vegada la centrifuga es troba omplerta per la fase estacionaria, es fa rotar la
centrifuga fins a assolir la velocitat de rotacié adequada en la que s’ha de desenvolupar
I'experiment. Una vegada s’ha arribat a la aquesta velocitat, es bombeja al fase mobil al
flux seleccionat en mode descendent. D’aquesta manera es desplaga un volum de fase
estacionaria, que ens indica el volum de fase estacionaria que queda retingut a l'interior
de la centrifuga, i que és caracteristic per a cada combinacié de dissolvents i s’assoleix

una situacié de I'equilibri.
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3. Realitzacio de l'experiment
Una vegada s’ha estabilitzat el sistema, ja es pot procedir a la injeccié de I'analit. El

racémic es dissol en una barreja de fase mobil/fase estacionaria (1:1).

El flux utilitzat en tots els experiments s’establi en 3 mL/min per a tots els sistemes de
dissolvents assajats, mentre que la velocitat de rotacié de la centrifuga varia segons el
sistema utilitzat, per tal de retenir la maxima quantitat de FEQ dins del dispositiu i
intentant no sobrepassar els 90 bar de pressi6. En aquestes condicions la quantitat de
FEQ retinguda dins dels sistema es situa al voltant del 80%, ja que el Vst s’ha calculat a
partir del volum de la centrifuga i del volum de fase estacionaria que es desplaca al
principi de I'experiment (V). Per tant, en funcié del Vst i de la concentracié de selector
quiral en la fase estacionaria ens ha permés calcular en cada cas la concentracié de SQ
que ha participat en el procés de separacio. Cal recordar, que abans de realitzar els
experiments addicionant el SQ a la fase estacionaria s’han realitzat experiments en

blanc.

Taula 6.11. Condicions experimentals per a cada SQ en CPC.

Selector Sistema de dissolvents Conc. P Vol FE
(mmol) (bar) (mL)
1 MTBE/ fosfat sodic 50 mM 2,5 85 129
5 88 141
10 88 147
30 86 138
50 88 152
8 MIBK/ fosfat sddic 50 mM 10 74 142
MTBE!/ fosfat sodic 50 mM 10 78 142
9 MIBK/ fosfat sodic 50 mM 10 65 134
MTBE/ fosfat sodic 50 mM 10 79 134
20 78 134
16 MTBE!/ fosfat sodic 50 mM 2,5 86 141
5 81 130
10 82 132
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30 86 143
50 80 121
100 85 141
18 MTBE/ fosfat sodic 50 mM 2,5 79 1445
5 79 137
10 78 136
30 80 137
19 MTBE/ fosfat sodic 50 mM 2,5 79 146
5 79 138
10 79 138
30 79 136
16 MTBE/H,O 30 80 142

El experiments es realitzen utilitzant com a fases mobils: MTBE/tampo fosfat sodic 50 mM pH 6 o

MIBK/tampé fosfat sddic 50 mM pH 8 i a una rotacié de 1100 rpm.

La mostra es prepara pesant la quantitat necessaria de racémic que es dissol en 2,4 mL
de la barreja de fase mobil/fase estacionaria (3:2), al realitzar els experiments en el
mode de CPC classic o de mode dual multiple (MDM), per contra en els experiments de
pH-zone refining la mostra es solubilitza completament en la fase estacionaria. La
injeccio de la mostra en el mode classic es realitza una vegada s’ha estabilitzat el
sistema, mentre que en pH-zone refining la injecci6 es realitza una vegada s’ha omplert

la centrifuga.

Es vol recordar que al realitzar els experiments en mode dual multiple, no es pot
coneixer amb exactitud la concentraci6 de SQ que participa en el procés
d’enantiodiscriminaicio, només podent-se coneixer la quantitat que intervé a I'inici de

I'experiment, tal i com ja s’ha esmentat al capitol 3.
6.7.2. Condicions experimentals de CCC
El dispositiu de cromatografia en contracorrent esta format per una bobina sobre la que

esta enrotllada un tub de PTFE o Teflon® enrotllat sobre aquesta bobina i un contrapés.

La bobina té un moviment planetari que fa que es puguin distingir diferents zones de

Anna Maria Pérez Montero 206



Experimental

barreja. A més, podem diferenciar dues zones el cap o head i la cua o tail, en funcié de
la fase del sistema utilitzada com a fase estacionaria treballarem en un mode diferent
que poden ser H-to-T o T-to-H, aquests es diferencien en la part que es troba

connectada a la bomba.

A ligual que en el cas anterior, els passos a seguir per tal de condicionar el sistema,
seran els mateixos. Tenint en compte que a l'utilitzar el dissolvent més dens com a fase
mobil treballarem H-to-T, mentre que quan s’empra el dissolvent menys dens com a

fase mobil el mode de treball sera T-fo-H. Aixi, ho podem resumir:

1. Ompliment de la columna
A l'inici de I'experiment, la columna es troba en metanol i aquest es desplacara amb la
fase mobil, per a continuacié introduir la fase estacionaria amb el dispositiu en repds. En
funcié de la densitat del dissolvent utilitzat com a fase mobil estara connectat d’'una o

altra manera a la bomba.

2. Estabilitzacio del sistema
Una vegada tenim la columna plena amb la fase estacionaria, es fa rotar el dispositiu de
forma gradual fins a arribar a la velocitat de rotaci6 desitjada. En assolir-la, es fa passar
la fase mobil i es calcula el volum desplacat de fase estacionaria que queda retingut

dins del dispositiu i que participa en I'enantioseparacio.

3. Realitzacié de 'experiment
Al tenir el sistema estabilitzat, es procedeix a la injeccié del racémic, que a l'igual que en

el cas anterior es dissol en la barreja de fase estacionaria/fase mobil (1:1).

En primer de tot es realitzaren els experiments en blanc (sense selector quiral) amb els
sistemes de dissolvents seleccionats i s’injecta el racémic seleccionat per tal de tenir
una idea sobre el temps de retencié d’aquest en les condicions seleccionades. A més,

amb l'aparell de CCC no es genera sobrepressio fet que es donava amb el de CPC.
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Taula 6.12. Condicions experimentals per a cada SQ en CCC.

Selector Sistema de dissolvents Conc. Vol FE
(mmol) (mL)
21 MIBK/ fosfat sodic 50 mM pH 8 15 14,9
MTBE/ fosfat sodic 50 mM pH 6 28 14,6
22 MIBK/ fosfat sodic 50 mM pH 8 15 15,8
MTBE/ fosfat sodic 50 mM pH 6 9 12,7
MTBE/MIBK/ fosfat sddic 50 mM pH 6 10 15,4
25 15,6
23 MIBK/ fosfat sodic 50 mM pH 8 15 15,9
MTBE/ fosfat sodic 50 mM pH 6 4,6 15,8
1 MTBE/ fosfat sodic 50 mM pH 6 30 16,5
MTBE/MIBK/ fosfat sodic 50 mM pH 6 20 16,4
50 16,1
27 MIBK/ fosfat sodic 50 mM pH 8 30 15,7
50 15,8
MTBE/ fosfat sodic 50 mM pH 6 30 16,0
35 MTBE/ fosfat sddic 50 mM pH 6 30 14
36 MTBE/ fosfat sddic 50 mM pH 6 30 16,9
1 ENFB/2-PrOH/ H,0 (25:35:40) 30 16,6
35 ENFB/2-PrOH/ H,0 (25:35:40) 30 14
ENFB/ACN/H,0 (17:43:40) 14 14
36 ENFB/2-PrOH/ H,0 (25:35:40) 30 14,7

El experiments es realitzen a una rotacié de 2100 rpm.

6.8. Assajos en mode classic en cromatografia en contracorrent

A ligual que en 'apartat anterior es realitza una classificacid dels experiments realitzats

en mode classic en els diferents aparells utilitzats en el present estudi.

6.8.1. Assajos de CPC

Tot seguit, es descriuen de forma esquematica els assajos realitzats en el dispositiu de

CPC, en queé el racémic utilitzat és la DNB-Leu, a menys que s’indiqui el contrari:
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Taula 6.13. Condicions experimentals per a cada selector quiral.

SQ | Concsg | MQrac Sistema Vg t t, t, Ocee”
(mM) (mg) dissolvents (mL) | (min) | (min) | (min)
8 10 75 MIBK® 142 16 | 22 36 | 1,42
10 75 MTBE® 142 16 | 115 | 145 | 1,41
9 10 75 MIBK® 134 | 186 | - - -
10 75 MTBE® 134 | 18,6 | 120 & 165 | 1,43
20 75 MTBE® 134 | 186 | 120 | 170 | 1,45
16 2,5 75 MTBE® 141 16,3 | 130 . 1
5 75 MTBE® 130 20 | 139 - 1
10 75 MTBE® 132 | 19,3 | 127 - 1
30 75 MTBE® 138 | 17,3 | 150 | 160 | 1,07
30 75° MTBE* 143 | 156 | 52 - 1
30 75° MTBE® 143 | 156 | 110 | 115 | 1,05
50 75 MTBE® 121 23 | 261 | 286 | 1,10
100 75 MTBE® 141 16,3 | 166 | 186 | 1,13
18 2,5 75 MTBE® 1445 | 151 | 140 - 1
5 75 MTBE® 137 | 17,6 | 130 - 1
10 75 MTBE® 136 18 | 130 - 1
30 75 MTBE® 137 | 17,6 | 125 - 1
19 2,5 75 MTBE® 146 | 14,6 | 104 - 1
5 75 MTBE® 138 | 17,3 | 105 - 1
10 75 MTBE® 138 | 17,3 | 140 - 1
30 75 MTBE® 136 18 | 135 @ 140 | 1,04
1 2,5 75 MTBE® 129 | 20,3 | 50 68 | 1,60
5 75 MTBE® 141 16,3 | 70 90 | 1,69
10 75 MTBE® 147 | 143 | 70 95 | 1,45
30 75 MTBE® 138 | 17,3 | 96 | 187 | 2,15
50 75 MTBE® 152 | 12,6 | 141 | 253 | 1,87

2 DNB-Val, ® DNB-Phe, © MIBK/tampo fosfat sodic 50 mM pH 8, d MTBE/tamp6 fosfat
sodic 50 mM pH 6.
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6.8.2. Assajos experimentals de CCC

En la seglent taula es mostren els valors experimentals obtinguts de forma

esquematica en utilitzar el dispositiu de CCC:

Taula 3.14. Condicions experimentals per a cada selector quiral

SQ Concsq | MQac Sistema Vg t t t; | deec?
(mM) (mg) dissolvents | (mL) | (min) | (min) | (min)
21 15 7 MIBK/pH 6° 14,9 3 96 100 | 1,04
2,8 7 MTBE' 14,6 3,3 44 - 1,00
22 15 7 MIBK/pH 6° 15,8 21 92 100 | 1,08
15 7 MIBK/pH 7° 15 29 18 24 1,39
15 7 MIBK/pH 8" 14,3 3,6 15 16 | 1,08
9 7 MTBE' 12,7 5,2 38 47 1,27
10 7 MTBE/MIBK® | 15,1 2,8 68 80 1,18
10 14 MTBE/MIBK® | 15,4 2,5 69 85 | 1,24
10 30 MTBE/MIBK® | 15,8 21 80 95 | 1,19
25 17,5 MTBE/MIBK® | 15,8 21 80 105 | 1,32
25 35 MTBE/MIBK® | 15,6 2,3 77 107 | 1,40
25 75 MTBE/MIBK® | 15,7 2,2 100 | 133 | 1,33
25 100 MTBE/MIBK® | 12,7 5,2 73 172 | 2,46
23 15 7 MIBK/pH 6 ° 15,9 2 92 9% | 1,04
4,6 7 MTBE' 15,8 21 145 | 150 | 1,03
1 20 7 MTBE/MIBK® | 15,8 21 68 98 | 1,45
20 14 MTBE/MIBK® | 16,4 1,5 68 98 | 1,45
20 30 MTBE/MIBK® | 16,8 1,1 72 110 | 1,53
50 17,5 MTBE/MIBK® | 16,5 1,4 62 112 | 1,82
50 35 MTBE/MIBK® | 16,1 1,8 89 143 | 1,61
50 75 MTBE/MIBK® | 16,2 1,7 105 | 175 | 1,67
30 7 MTBE' 16,5 1,4 43 77 1,89
30 7 Sist fluor 1° 16,6 1,3 18 22 1,80
30 8,7° Sist fluor 1° 16 1,9 29 33 | 1,16
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27 30 7 MIBK/pH6° | 15,7 2,2 32 1,00
30 7 MTBE' 16 1,8 44 50 | 1,15
50 7 MIBK/pH6° | 15,8 21 38 1,00
35 30 7 MTBE' 14 3,9 29 37 | 1,40
30 7 Sist fluor 1° 14 3,9 18 23 | 1,83
30 8,7° Sist fluor 1° 14 3,9 30 48 | 1,75
14 7 Sist fluor 1° 14 3,9 20 - 1,00
36 30 7 MTBE' 16,9 1,0 54 62 | 1,15
30 7 Sist fluor 1° 14,7 3,2 23 25 | 1,21
30 8,7° Sist fluor 1° 14,7 3,2 62 - 1,00

@ Sist fluor 1: ENFB/2-PrOH/H,0 (25:35:40); ® Analit: DNB-Bu-Leu; ° Sist fluor 2: ENFB/ACN/H,0
(17:43:40); 9 Sist de dissolvents: MTBE (75 %)/MIBK (25 %)/tampé fosfat sddic 50 mM pH 6; ©
MIBK/tamp6 fosfat sodic 50 mM pH 6; f MTBE/tamp¢ fosfat sodic 50 mM pH 6; 9 MIBK/tampo
fosfat sodic 50 mM pH 7; h MIBK/tampo fosfat sédic 50 mM pH 8

6.9. Assajos amb membranes liquides

Les membranes liquides son aquelles formades per dos liquids immiscibles,
normalment un sistema bifasic organic-aqués. En funcié de la densitat relativa del
dissolvent que integra la membrana, el dispositiu en el que es realitzen els experiments
son diferents, aixi els dos dissolvents utilitzats son el CHCI; i el MTBE. Mentre que quan
s’utilitza el CHCIj; s'utilitza un tub amb forma d’U, quan la membrana estava formada per
MTBE el dispositiu tenia forma d’H (Figura 6.5). Per contra, mentre que la naturalesa de
les membranes podia variar al llarg dels experiments, la fase aquosa utilitzada fou la
mateixa en tots els casos, és a dir, la formada per tampé fosfat al pH necessari a cada
extrem de la membrana, per tal que es generi un gradient de pHs que permeti el

transport del racémic.
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a) | b)

Figura 6.5. Esquema dels dispositius utilitzats en els experiments de membranes utilitzats: a) en forma d’'U

a l'utilitzar membranes formades per CHCIs; b) en forma d’H en usar MTBE.

Les solucions tamponades es prepararen dissolent la quantitat adequada de fosfat
monosodic o di en el volum d’aigua MilliQ determiant. El pH s’ajusta ,fins a pH 7 i/o 8
quan fou necessari, amb la dissolucié d’hidroxid sodic 0,5 N. Posteriorment, la
dissolucié es filtra amb filtres Durapore® d’'HV de diametre 0,45 pm de tamany de por.
Abans d’iniciar els experiments, i tal i com es feu en els experiments de CPC/CCC, la
fase aquosa, en aquest cas les solucions tamponades de pH 7 i 8 es saturaren amb el
dissolvent organic corresponent amb el que posteriorment es realitzarien els
experiments, CHCI;, MTBE o ENFB.

El selector quiral es dissol en el dissolvent que integra la membrana, és a dir el
dissolvent organic, excepte en la realitzacid6 dels blancs, en qué s’avalua el
comportament del sistema sense addicionar el selector quiral. La soluci6 on es
solubilitza el racemic s’anomena fase donadora o feed, mentre que la solucié que rep el
racémic que difon a través de la membrana s’anomenara fase receptora o stripping,
sobre aquesta fase sera on es realitzara la presa de mostra, ja que sera la composicié
d’aquesta la que variara al llarg de I'experiment, no detectant-se la preséncia de racemic
i 0 enantiomers a temps 0 i aquesta anira incrementant a mesura que transcorre els

temps.

La concentracié de SQ utilitzada en la membrana fou de 1 mM en el volum utilitzat (10,0
mL) en la membrana, mentre que la concentracié de racémic a la fase donadora (2,0
mL) fou de 2 mM. Cal recordar que per tal de poder solubilitzar el racémic en una fase

aquosa, primer es feu la sal sodica.
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6.9.1. Assajos en tubs amb forma d’U

Els experiments amb els sistemes de dissolvents fluorats i amb cloroform es realitzaren
en tubs en U al ser aquests dissolvents més densos que les fases donadores i
receptores, que son de naturalesa aquosa. Aquests dispositius estan formats per un tub
de vidre en forma d’U amb un diametre intern de 4,5 cm. Els extrems dels tubs no estan
tancats, per tal de facilitar I'agitaci6 mecanica mitjangant unes barres agitadores i la
recollida de les mostres. Les dues fases estan en continua agitacié al llarg de tot

I'experiment, evitant les turbuléncies.

Els SQs es dissolgueren en 10 mL de la fase organica (CHCIl; o ENFB/2-PrOH) la
quantitat necessaria d’aquest per tal d’obtenir la concentracié abans esmentada d’'1 mM.
La fase donadora o feed esta formada per 2 mL de tamp¢ fosfat sodic 50 mM a pH 7,
mentre que la fase receptora esta constituida per 2 mL de tamp6 fosfat sodic 50 mM a
pH 8. La fase organica que forma la membrana, té una area de superficie de contacte
de 1,58 cm? i aquesta se situa entre ambdos fases aquoses. L’analit es transporta de la
fase donadora cap a la receptora a través de la membrana. Aquest transport dels analits
es veié afavorit pel gradient de pHs i de concentracions que es dona entre les dues

fases.

El procediment seguit a I'hora de realitzar els experiments fou el seglent, primer de tot
s’introdui en el dispositiu la membrana formada per la fase organica. A continuacio, es
diposita la fase receptora en un dels extrems de la membrana i finalment en I'extrem
oposat es posa la fase donadora, en el moment en qué aquesta s’acaba de posar

I'experiment comencgava (t=0).

6.9.1. Assajos en tubs amb forma d’H

Aquest tipus de dispositiu només s’utilitzaren quan la densitat del dissolvent en la
membrana era menor a 'aigua, tal i com succeeix en el cas del MTBE. El dispositiu del
tub en H, tal i com indica el seu nom, esta format per un tub de vidre en forma d’H amb

un diametre intern de 4,5 cm i una membrana amb un area de contacte d’1,58 cm?.
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A T'hora de realitzar els experiments, la preparacié d’aquests dispositius difereix
respecte als realitzats amb els tubs amb forma d’U, ja que primer s’introdueix la fase
donadora en un dels bragos del tub, és a dir, la fase que conté la mescla racémica. A
continuacid, en el brac de I'extrem oposat es diposita la fase receptora. Per ultim,
s’introdueix la fase organica formada per la dissolucié del selector quiral en MTBE.
Aquesta s’ha d’introduir amb molta cura per tal d’evitar la formacio de turbuléncies que
podrien barrejar les dues fases aquoses i que invalidarien I'experiment, ja que la
membrana a I'igual que en el cas anterior actua connectant les dues fases la donadora i
la receptora. Les concentracions de selector quiral i de racemic utilitzades son les
mateixes que en el cas dels tubs en U. Tot i que, la dificultat a 'hora d’agafar les
mostres de la fase receptora en aquest dispositiu, fa que els volums utilitzats siguin el
doble que en cas anterior, aixi es preparen 4 mL de fase donadora i receptora i 20 mL
de la fase organica.

6.9.3. Optimitzacio del métode analitic

Tot i que en els experiments realitzats en CCC/CPC, les analisis de les mostres es
realitzaren majoritariament en fase normal, les mostres extretes de les membranes
liquides s’analitzaren en fase reversa. Aixi, aquest mode de ftreball evita que la
manipulacié de la mostra i la realitzacié d’extraccions ens pugui conduir a I'obtencié de
resultats erronis.

Per tal d’evitar la manipulacié de la mostra, es selecciona la fase estacionaria quiral que
té el derivat de quinina unit de forma covalent sobre silica gel Chiralpak® QN-AX (15 cm
x 4,5 cm; 5 um). Amb aquesta fase estacionaria quiral es pogué resoldre fins a linea de
base la DNB-(%)-Leu.

La fase mobil utilitzada en l'analisi de les mostres fou la formada per la barreja de
metanol/tampé acetat amonic (AcONH,4) 0,5 M pH 6 (95:5). En aquestes condicions
s’aconsegui resoldre DNB-(+)-Leu obtenint un valor d’'a 22,47; kg 2,01; k¢ 18,15 i Rs
16,7.

A I'hora d’avaluar la capacitat enantioselectiva i el transport de I'analit a través de la
membrana, s’agafaren mostres a intervals de temps constants al llarg de I'experiment

de la fase receptora. El volum de mostra agafat fou de 50 pL cada 2,5 min durant la
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primera mitja hora i cada 5 minuts durant la primera hora de I'experiment i cada hora si
la durada de I'experiment es inferior a 24 hores. Quan la durada es superior es mostreja
cada 24 h, fins a la deteccié del racémic. La mostra es diposita en un tub eppendorf,
sobre el que s’afegeixen 700 uL. Tot seguit, la mostra es filtra amb filtres de 0,45 um de
por. De la soluci¢ filtrada s’agafaren 150 uL que es dipositaren en vials d’HPLC proveits

d’'un insert de polipropilé injectant-ne un volum de 100 pL per tal de tenir un bon senyal.

6.9.4. Representacié de I’enantioselectivitat i del transport

Per tal d’avaluar la capacitat enantioselectiva de les membranes liquides, s'utilitza el
percentatge d’excés enantiomeéric (% ee), determinat a partir de les arees dels pics de
cada enantiomer."’®"'® O bé, la relacié entre el flux permeat de I'enantidmer menys
retingut dividit pel flux de I'enantiomer més retingut a la fase receptora, en funcié de

quina és la forma més o menys retinguda.

Per tal de quantificar la quantitat d’analit acumulat a la fase receptora o stripping, fou
necessari la realitzacié d’'una serie de rectes de calibrat, on es representa 'absorbancia
front la concentracié de l'analit. Per a DNB-(+)-Leu, la recta es realitza utilitzant la
columna Chiralpak®, QN-AX com a fase estacionaria i la barreja de MeOH/ACONH,,
0,5M, pH 6 (95:5, v/v) com a fase mobil a un flux d’1mL/min, i mesurant 'absorbancia a

254 nm, obtenint la representacié que es mostra a continuacio (Figura 6.6):
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Figura 6.6. Recta de calibrat del racémic DNB-(t)-Leu.
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7. Conclusions

Del treball realitzat en la present tesi doctoral s’han extret les seglients conclusions:

1. S’han sintetitzat els SQs monomerics 7, 8 i 9 amb éxit. Excepte, en el cas de 7,
que ha resultat completament insoluble, s’ha aconseguit incrementar la solubilitat en
els sistemes de dissolvents seleccionats respecte als valors obtinguts anteriorment
amb 3.%° Aquest fet ens ha posat de manifest de queé la cadena carbonada ha de tenir
un minim nombre d’atoms de carboni per aconseguir incrementar la solubilitat en
MTBE i/o MIBK.

2. S’han aconseguit bons resultats en la separacié de la DNB-(+)-Leu amb 8 (10
mM, dccc= 1,41) 19 (10 mM, accc= 1,43 i 20 mM, accc= 1,45) en MTBE/tamp6 fosfat
sodic 50 mM pH 6. En MIBK/tampo fosfat sddic 50 mM pH 8 només es pogué assajar
8 (10 mM, accc= 1,42), ja que 9 produeix I'emulsificacié de la FE amb la FM durant

I'estabilitzacioé del sistema en CPC.

3. S’han sintetitzat els SQs monomeérics 16, 17, 18 i 19 amb éxit, en els qué s’ha
eliminat una de les funcions amida, aconseguint incrementar la rigidesa de I'estructura,
a I'hora que s’ha incrementat la solubilitat d’aquests en els dos sistemes de dissolvents
considerats. Els nous SQs contenen un nou centre quiral, i s’ha aconseguit establir la
configuraci6 R d’aquest per difraccié de raigs X del derivat 3,5-dimetilfenil (18). La
configuracié d’aquest nou centre en els altres derivats sintetitzats es va assignar per

comparacio dels espectres de RMN amb els del derivat anterior.

Es va descartar la utilitzacié de 17 com a SQ, ja que es distribueix en les dues fases
dels dos sistemes de dissolvents estudiats. Malgrat, I'elevada solubilitat dels SQs no
s’ha aconseguit resoldre completament els enantiomers dels 3,5-dinitrobenzoil derivats

dels aminoacids leucina, valina i fenilalanina racémics utilitzant 16.

4. Tot i que l'aplicacié de modes d’elucié alternatius per a la utilitzacié de 16 com
a SQ, com son el mode pH-zone refining i el mode dual mdultiple (MDM), milloren la
separacio, en cap cas resulta completa. En comparar els resultats obtinguts amb els
tres modes d’elucié, s’ha observat que els millors resultats son els aconseguits en
condicions de pH-zone refining, ja que la durada de I'experiment és menor, tot i que la

separacio és similar.
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5. Aprofitant l'elevada solubilitat de 16, 18 i 19, considerant la baixa
enantioselectivitat observada, s’ha realitzat l'estudi de la variaci6 del factor
d’enantioselectivitat en funcié de la concentracié de SQ present en la fase estacionaria
en comparacié amb 1.S’ha pogut observar que tot i incrementar considerablement la
concentracio, la millora d’enantioselectivitat no és suficient com per permetre la

separacioé completa dels enantiomers.

6. S’ha estudiat I'efecte en I'enantioreconeixement de la participacié de dues
unitats de L-prolina en el mateix selector quiral i s’han aconseguint sintetitzar amb éxit
21, 22, 23, 24. Aquestes estructures es caracteritzen pel connector entre les dues
unitats de L-prolina. Pel que fa a 25, s’ha constatat la dificultat de sintesi i d’aillament
que s’ha atribuit a la preséncia d'isdmers de rotacié restringida. Addicionalment, I'is de
24 com a SQ es va haver de descartar per la seva baixa solubilitat en els sistemes de
dissolvents considerats. Aquest fet ens ha fet contemplar I'addicié d’'un 25% de MIBK
en el sistema que incorpora MTBE (75%) amb tampo6 fosfat sodic 50 mM pH 6. No
obstant, els millors valors d’enantioselectivitat front la DNB-(z)-Leu han estat amb 22 i
en MTBE/tamp¢ fosfat soédic 50 mM pH 6.

7. S’ha estudiat la capacitat de carrega comparada de 1 i 22 que ha permés posar
de manifest que el mecanisme d’enantioreconeixment de 22 es fa a través de la

intervencio de les dues unitats de L-prolina de forma conjunta i no separadament.

8. S’han aconseguit sintetitzar amb éxit els SQ dimérics en els que les dues unitat
de L-prolina estan unides de forma directa 26 i 27. Es va descartar la utilitzacié de 26
per la seva baixa solubilitat en els sistemes de dissolvents estudiats. Quan s’ha
estudiat la capacitat d’enantioreconeixement de 27 en MTBE/tampé fosfat sodic 50
mM pH 6 i MIBK/tamp¢ fosfat sodic 50 mM pH 6 s’han obtingut uns valors d’accc molt

propers a 1.

9. S’han preparat sistemes de dissolvents ternaris en els que s’ha inclos el
dissolvent fluorat ENFB com a un dels seus components, a I'hora que s’han construit

els diagrames de fases corresponents.

10. S’ha sintetitzat amb éxit 35, un analeg fluorat de 1, i s’ha avaluat la capacitat

d’enantioreconeixment en sistemes de dissolvents fluorats i en MTBE/tampé fosfat
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sodic 50 mM pH 6. Abans de procedir a I'assaig s’ha estudiat el repartiment dels SQs
en sistemes de dissolvents fluorats constituits per diverses proporcions dels
components per tal d’aconseguir el repartiment dels racemics DNB-(t)-Leu i
DNB-Bu-(z)-Leu.

11. S’ha posat de manifest que la capacitat d’enantioreconeixement del SQ fluorat
35 front els racémics assajats €s més elevada en un entorn fluorat que en el sistema
de dissolvents format per MTBE/tamp6 fosfat sdédic 50 mM pH 6. Per contra,
'enantioselectivitat de 1 és més elevada en aquest ultim sistema de dissolvents. S’ha
aconseguit resoldre de manera completa la DNB-Bu-(x)-Leu amb 35 en el sistema
fluorat ENFB/2-PrOH/H,O (25:35:40) a una concentracio de SQ de 30 mM. També

s’ha posat de manifest la baixa capacitat d’enantioreconeixement de 36.

12. S’ha estudiat la capacitat de transport enantioselectiu de 1 i 35 en membranes
liquides aprofitant la similitud que presenta aquesta técnica amb la CCC/CPC pel fet
de produir-se entre dos liquids immiscibles. Aixi, s’ha estudiat la seva capacitat
enantiodiscriminativa en cloroform, MTBE i en el sistema fluorat format per ENFB/2-
PrOH/H,0.

En comparar els resultats obtinguts amb les membranes cloroférmiques s’ha vist que
mentre que amb 1 a les 3 hores ja es detecta el racémic a la fase receptora o stripping
en el cas de 35, I'enriquiment perdura durant 6 dies. S’ha comprovat que 35 actua
alentint el transport. També, s’ha de destacar que s’observa una inversi6 en l'ordre de
transport entre els dos SQs mentre que en utilitzar 1 primer es detecta la forma R, en

el cas de 35 I'enriquiment a I'stripping es produeix de la forma S.

13. Pel que fa a l'estudi en els sistemes fluorats, en cap dels cinc casos d’estudi
s’ha detectat una de les formes enantiomeéricament pura. No obstant, el efecte més
interessant és la llarga durada dels enriquiments aconseguits, qualitat inusual en aquet

tipus de sistemes.
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