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Resumen

Aceptado: 10/10/2015

En este trabajo se presenta la cristalizacion y estudio estructural de los acidos isomeros orto, meta y para-metilhipurico.
Estos materiales se caracterizaron mediante técnicas de FT-IR, 'H-RMN y "C-RMN, y anélisis térmico (TGA-DTA). El
estudio por difraccion de rayos-X indica que los isomeros orto y meta cristalizan en celdas monoclinicas con grupo
espacial P2;/n y C2/c, mientras que el isdbmero para cristaliza en una celda ortorrombica con grupo espacial P2,2,2;. El
empaquetamiento cristalino de los tres compuestos estd gobernado por interacciones intermoleculares de enlace de
hidrégeno del tipo O--H--O y N--H---O formando redes tridimensionales.

Palabras claves: aminoacidos, N-acilaminoécidos, difraccion de rayos-X, estructura cristalina
Abstract

In this work, the crystallization and spectroscopic characterization of the isomers orto, meta and para methylhippuric
acids are presented. All materials were characterized by the FT-IR spectroscopic techniques, 'H-RMN and"*C-RMN, and
thermal analysis (TGA and DTA). The X-ray diffraction study indicates that orfo and meta isomers crystallize in
monoclinic cells with space group P2,/n and C2/c, while para isomer crystallizes in an orthorhombic cell with space group
P2,2,2,. The crystal packing of the three compounds are governed by hydrogen bonds intermolecular interactions of the
type O--H--O and N--H:+-O forming tridimensional networks.

Keywords: amino acids, N-acylanimo acids, X-ray diffraction, crystalline structure

Introduccion

Los aminoacidos y sus derivados son las unidades fundamen-
tales de las proteinas y péptidos, que cumplen funciones muy
diversas participando en la mayoria de los procesos
bioldgicos y constituyendo estructuras fundamentales en los
seres vivos. Un grupo interesante de derivados de los amino-
acidos lo constituyen los N-acilaminoacidos, los cuales se
obtienen a partir de la conjugacion del aminoacido con un
grupo acilo, el cual se une a través del grupo amino'. El mas
importante de este grupo de compuestos es el acido hipurico,
o N-benzoilglicina, ya que es el principal metabolito del
tolueno y su determinacion en la orina humana es un indica-
tivo de contaminacion por tolueno. De la misma manera, los
derivados del acido metilhipurico (orfo, meta y para) son
metabolitos especificos de los derivados metilados del xileno.
Los principales estudios del acido hipurico y los isdémeros del
acido metilhiptrico se enfocan a su determinacion y cuanti-

ficacion por cromatografia de gases o por cromatografia
liquida de alta resolucion, como indicadores directos de los
niveles tolueno y de los isdmeros del xileno en muestras de
orina, respectivamente. Por tanto resulta imprescindible su
determinacion para conocer los niveles de contaminacion,
sobre todo en los trabajadores de la industria quimica®.

Desde el punto de vista estructural, este tipo de compuestos,
al tener grupos donadores de hidrogeno (N-H) y, a su vez,
grupos aceptores de hidrogeno (C=0), son susceptibles de
formar redes tridimensionales en el estado sélido, que les
permite construir arreglos supramoleculares interesantes. En
particular, el acido hipurico cristaliza en un grupo espacial
no-centrosimétrico* con propiedades de 6ptica no-lineal, lo
que lo hace atractivo dado su potencial aplicacion en tecnolo-
gias recientes como laser, comunicacion Optica y almacena-
miento de datos”.
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Una busqueda en la base de datos de estructuras estudiadas
utilizando difraccion de rayos-X en monocristales®’ indica
que solo se encuentran reportadas cinco estructuras de
compuestos con el esqueleto molecular del acido hipurico.
Estas son, el propio acido®, el acido 2-hidroxihipurico®, el
acido 4-aminohipurico’ y los compuestos halogenados acido
4-cloro" y acido 4-bromo hipirico™. Por otra parte, una
busqueda en la base de datos de espectros de compuestos
organicos' indica que solo aparece reportado el espectro
infrarrojo del acido 4-metilhipurico.

En nuestro laboratorio estamos interesados en el estudio
estructural de aminoacidos naturales y no-naturales™ >, y en
este trabajo se presenta la cristalizacion y caracterizacion
estructural de tres derivados del acido hipurico; los isémeros
orto-metilhipurico (2mH), meta-metlihiptrico (3mH) y para-
metilhiptrico (4mH) (figura 1).

Parte experimental
Sintesis

Se utilizaron los aminoacidos con formula molecular
CioH;1NO;, (PM = 193,20 g/mol), acido 2-metilhipurico
(Aldrich 98 %), 3-metilhiparico (Aldrich 99 %) y 4-
metilhiptrico (Aldrich 98 %) con grado analitico. Los
mismos se recristalizaron con el proposito de obtener
cristales apropiados para el posterior estudio por difracto-
metria de rayos-X de cristal unico. 1,55 moles (0,030 g) de
cada uno de los isémeros se disolvieron en agua, cloro-
formo y agua, para los aminoacidos 2mH, 3mH y 4mH,
respectivamente. Las soluciones se llevaron a reflujo con
agitacion constante, durante 30 minutos. Mediante evapo-
racion lenta de los solventes se obtuvieron cristales adecua-
dos al cabo de varias semanas. Los cristales formados son
incoloros con forma de laminas rémbicas para el 2mH,
agujas para el 3mH y laminas rectangulares para el 4mH.
Para los estudios espectroscopicos, térmicos y difraccion de
rayos-X se utilizaron los materiales recristalizados.

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Electro-
thermal modelo 9100. Los espectros de FT-IR se obtuvie-
ron utilizando pastillas de KBr en un equipo Perkin-Elmer
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Fig. 1: Estructuras de los isomeros del acido metilhipurico.
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1600. Los espectros de resonancia magnética nuclear 'H-
RMN y "“C-RMN, se obtuvieron en un espectrometro
Bruker Avance DRX 400, utilizando dimetilsulfoxido-ds.
El estudio térmico se realizd en un analizador SDT Q600
de AT Instruments, en atmoésfera de N,, mediante un flujo
del gas de 100 mL/min, a una velocidad de 10 °C/min. Las
cantidades utilizadas en este analisis fueron de 3,16 mg del
acido 2mH, 7,37 mg de 3mH y 8,19 mg de 4mH. Los datos
de difraccion de rayos-X en muestra policristalina se
registraron en un difractdometro con gonidometro Philips
PW1050/25 utilizando radiaciéon de CuKo (A = 1,5418 A).
Las datos se colectaron en un rango de 10-55° en 26 con
pasos de 0,02° y un tiempo de 10 segundos por paso. Se
utiliz6 silicio como estandar externo. Los datos de
difraccion de rayos-X de cristal Gnico se midieron en un
difractometro Bruker Smart Apex II CCD equipado con
radiacion de CuKa (A = 1,5418 A). Los datos se corrigieron
por efectos de absorcion y polarizacion.

Discusion de resultados
Espectroscopia FT-IR

Los espectros de FT-IR muestran las bandas de absorcion
caracteristicas correspondientes a la estructura molecular de
los acidos metilhipurico. En la tabla 1 se resumen las bandas
de absorcion en el espectro infrarrojo de los grupos funciona-
les mas importantes en la estructura molecular de los tres
isomeros del acido metilhipurico. La figura 2 muestra los
espectros obtenidos experimentalmente para cada uno de los
isdmeros. Se destacan las bandas de flexion fuera del plano
del enlace C-H dentro del anillo di-substituido. Para el
isdmero 2mH se identifican dos bandas a 749,9 cm y 7279
cm’', mientras que para el isomero 3mH esta sefial se observa
a 8094 cm” y para el isomero 4mH en 832,7 cm”. Por su
parte, las bandas caracteristicas de tension de los enlaces N-H
y O-H aparecen para el isomero 2mH en 3479,3 cm™ y
3296,8 cm’, para el isémero 3mH en 3450,6 cm’ y 3356,0
cm’, y para el isomero 4mH en 3458,6 cm’ y 33544 cm’,
respectivamente. La aparicion de ambas sefiales en los tres
isdbmeros sugiere que los N-acilaminoacidos se encuentran en
forma neutra en el estado sélido.
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Tabla 1: Asignacion de las bandas caracteristicas en el espectro infrarrojo de los isébmeros orfo, meta 'y para del dcido metilhipurico.

Grupo funcional Enlace Tipo de Nimero de onda v (cm™)
vibracion 2mH 3mH 4mH
9 O-H Tension 3479,3 3450,6 3458,6
R" o C=0 Tension 1721,7 17149 17422
‘C" N-H Tension 3296,8 3356,0 33544
¢ MR C=0 Tension 1620,5 1642,5 1616,1
" 1546,4 1543,5 1560,6
Anillo =C-H Tension 3027,0 3068,2 3000,1
aromatico =C-H Flexion fuera del 749,9 809,4 832,7
disustituido plano 727.9
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Fig. 2: Espectros FT-IR de los isémeros a) 2mH, b) 3mH y c¢) 4mH.

Espectroscopia "H-RMN y "C-RMN

En las tablas 2 y 3 se muestra la asignacion de las sefiales de

los espectros 'H-RMN y “C-RMN, y

las figuras 3 y 4

muestran los espectros obtenidos experimentalmente para

450,0

cada uno de los isdmeros.

Cabe resaltar que los estudios espectroscopicos confirman el
esqueleto molecular de los acidos orfo-metilhiptrico (2mH),
meta-metlihipurico (3mH) y para-metilhiptrico (4mH).
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Tabla 2: Desplazamientos quimicos 'H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz) en los isomeros 2mH, 3mH y 4mH.
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d(ppm) COOH CONH CH, CH;
(H11) (H1) (H2) (H10)
orto (2mH) 11,0 (s) 7,45 (s) 7,44 7,32 7,19 7,23 4,11 (s) 2,43 (s)
(d, H5) (t, H7) (d, HB) (t, H6)
meta (3mH) 11,1 (s) 8,1(s) 7,84 7,74 7,48 7,37 3,94 (s)  2,35(s)
(s, HS) (t, H9) (d, H7) (t, H6)
para (4mH) 11,8 (s) 7,99 (s) 7,82 7,27 4,12 (s) 2,37 (s)
(d, H5,H9) (d, H6, HY)
0 2mH 3mH
H(5) H(2) diii 0
H(6) N H(5) H(2)
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Fig. 3: Espectros RMN-'H de los isémeros del dcido metil hipurico a) 2mH, b) 3mH y ¢) 4mH.
Tabla 3: Desplazamientos quimicos *C-RMN (DMSO-dg, 100 MHz) en los isomeros 2mH, 3mH y 4mH.
d(ppm) COOH RHNCO CH, CH;
(C1) (C3) (C2) (C10)
orto 206,32 171,39 137,51 137,03 131,51 130,45 127,9 126,34 41,45 19,87
(2mH) (C9) (c4 (CY) (C5) (C6) (&)
meta 171,28 166,54 137,52 133,80 131,86 128,15 127,74 124,29 41,11 20,85
(3mH) (C8)  (CH (C7) (C9)  C6) C5)
para 206,31 171.43 142,54 132,45 129,81 128,12 41,68 21,34
(4mH) (C4)  (C5.09) (c6,c8) (€7
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Fig. 4: Espectros RMN-""C de los isdémeros del acido metil hiptirico a) 2mH, b) 3mH y ¢) 4mH.
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Fig. 5: Curvas TGA-DTA para los acidos a) orto, b) meta y ¢) parametilhiptirico.
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Andlisis téermico (TGA-DTA)

Los puntos de fusion medidos en el fusiometro para los
aminoacidos fueron: 2mH 164-165 °C, 3mH 138-140 °C y
4mH 163-165 °C.

En la figura 4 se muestran las curvas TGA-DTGA-DTA (ana-
lisis termogravimétrico, primera derivada y andlisis térmico
diferencial) para cada uno de los isomeros. En cada caso, la
curva TGA muestra como la descomposicion térmica de los
tres materiales ocurre en una sola etapa a temperaturas
superiores a 120 °C lo que indica, a su vez, que no existen
moléculas de agua de co-cristalizacion en la estructura de los
compuestos. Por su parte, en las curvas DTA se observan dos
picos endotérmicos que corresponden a la temperatura de
fusion y la descomposicion de cada material, respectivamen-
te. El acido 2-metilhipuarico (figura 5a) funde a 163,76 °C y
descompone a 265,9 °C. El acido 3-metilhipurico funde a
141,96 °C y descompone a 265,66 °C (figura 5b). El acido 4-
metilhiptrico funde a 164,02 °C y descompone a 266,04 °C
(figura 5c). Los puntos de fusion obtenidos en el analisis
térmico concuerdan muy bien con los medidos en el fusio-
metro.

Difraccion de rayos-X en monocristales

Las estructuras cristalinas se determinaron utilizando el
programa SHELXS” y se refinaron mediante calculos de

minimos cuadrados de matriz completa mediante el programa
SHELXL™. Todos los atomos se colocaron en posiciones
calculadas y tratados usando un modelo rigido con distancias
C-H 0,96-0,98 A y Uso(H) = 1,2 Ugy(C)], O-H 0,82 Ujo(H) =
1,2 Ui(O)], N-H 0,86 A y Uio(H)= 1,2 Uey(N)]. Los datos
cristalograficos reportados aqui, se depositaron en la base de
datos Cambridge Crystallographic Data Centre’ (www.ccdc.
cam.ac.uk).

Difraccion de rayos-X en muestras policristalinas (DR-X)

El estudio de los difractogramas de polvo indica la
presencia de una sola fase en cada uno de los isomeros del
acido metilhipurico. El indexado de los patrones se realizo
utilizando el programa Dicvol04*. Los aminoécidos 2 y 3-
metilhiparico cristalizan en celdas monoclinicas, mientras
que el acido 4-metilhiptarico cristaliza en una celda orto-
rombica con los parametros de celda unidad mostrados en la
tabla 4. En esta tabla se indican también las figuras de
mérito del indexado™>*.

Las celdas obtenidas se refinaron sin modelo estructural por
el método de Le Bail®” utilizando el programa Fullprof*®. La
figura 6 muestra el resultado de los refinamientos observan-
dose un buen ajuste entre los patrones observado y calcula-
do para cada compuesto.

Tabla 4: Parametros de celda unidad obtenidos para cada isomero luego del indexado.

Isomero__a (A) b(A) c(d) B() v (&) Moo®®  Fg®

2mH 8,514(2)  10,435(3)  10,730(3)  92,46(2) 952,1(1) 31,7 45,0 (0,0049, 90)
3mH 21,02(1) 10,042(1) 10,486(1) 119,92(7) 1917,4(5) 30,3 37,9 (0,0085, 90)
4mH 5173(2)  8,286(3) 22,264(8) 954,4(6) 38,1 49,1 (0,0058, 55)

Tabla 5: Datos cristalograficos de los 4dcidos 2mH, 3mH y 4mH obtenidos por difractometria de monocristal.

2-metilhiptrico (2mH)

3-metilhiptrico (3mH) 4-metilhiptrico (4mH)

Férmula quimica C,0H1NO3
Peso formula (uma) 193,20
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2;/n (N°14)
a(A) 8,5133(1)

b (A) 10,4294(1)
c(A) 10,7256(1)
Be 92,231(6)

V (A3 951,6(2)

zZ 4

Pcalc (g/cm’®) 1,343

Refl. tnicas (Rint) 1648 (0,030)
R(F?) [1>20(D)] 0,0481
wR(F?) [1 > 26(1)] 0,1561

CIOHIINO3 CIOHIINO3
193,20 193,20
Monoclinico Ortorrombico
C2/c (N°15) P2,2,2, (N°19)
21,015(3) 5,1732(18)
10,0407(12) 8,286(3)
10,4853(17) 22,264(8)
119,93

1917,39(50) 954,35(60)

8 4

1,339 1,345

1940 (0,080) 770 (0,026)
0,0827 0,0266
0,2835 0,0808
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Fig. 6: Graficas del ajuste de las celdas encontradas para el acido a) 2-metilhipurico, b) 3-metilhipurico y c) 4-metilhiptrico.

Los parametros de celda concuerdan muy bien con los
encontrados con difractometria de monocristal, lo cual es un
indicativo de la homogeneidad de las muestras cristalizadas.

Los acidos 2mH y 3mH cristalizan en celdas monoclinicas
con grupo espacial P2;/n y C2/c, respectivamente. El acido
4mh cristaliza en una celda ortorrombica con grupo espacial
P2,2,2,. En la figura 7 se muestran las unidades asimétricas
de cada uno de los isdomeros. En la tabla 5 se resumen los

datos cristalinos coleccion de datos y figuras de mérito del
refinamiento estructural de cada compuesto. En la tabla 6 se
muestran algunas distancias de enlace para los diferentes
isomeros, comparadas con el acido hipurico’ y el acido 4-
aminohiptrico’. En la figura 8 se pueden observar los
empaquetamientos cristalinos y los enlaces de hidrégeno
formados en cada uno de los isomeros.

Tabla 6: Algunas distancias (A), angulos de enlace y de torsion (°) en los isdbmeros 2mH, 3mH y 4mH (A), comparados con el acido

hiptrico y el 4cido 4-aminohipurico.

2-metilhiptrico 3-metilhiptrico 4-metilhiptrico hipurico* 4-amino

(2mH) (3mH) (4mH) hiptrico’
01 -C1 1,311(2) 1,307(6) 1,321(4) 1,321(2) 1,327(2)
02 -Cl 1,202(2) 1,195(6) 1,196(3) 1,191(2) 1,195(2)
03 -C3 1,230(2) 1,234(5) 1,229(4) 1,250(2) 1,243(2)
N1-C2 1,446(2) 1,449(6) 1,434(3) 1,447(2) 1,454(2)
N1-C3 1,331(2) 1,333(6) 1,345(3) 1,331(2) 1,337(2)
C2-N1-C3 120,0(1) 120,8(3) 122,3(2) 121,8(2) 122,4(1)
C1-C2-N1-C3 81,4(6) -82,5(3) -83,5(3) -88,2(2) -105,8(1)
C2-N1-C3-C4 -169,9(1) 178,0(4) 176,3(2) -178,2(2) 178,8(1)
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Fig. 7. Estructura molecular de cada uno de los isomeros a) 2mH, b) 3mH, c) 4mH. Los elipsoides se dibujaron con una probabilidad
del 30%. Los atomos de hidrogeno se muestran como esferas con radio arbitrario.

Fig. 8: Empaquetamientos cristalinos en los acidos a) 2mH, b) 3mH y ¢) 4mH. En la figura a) no se dibujan los anillos aromaticos

para poder apreciar los enlaces.

Todos los isomeros cristalizan en forma neutra. Las distan-
cias de enlace O1-C1 mayores que las distancias O2-C1
indican la posicion del hidrogeno del grupo OH y corro-
boran el doble enlace en la distancia O2-C1. En ninguna de
las estructuras hay solvente ocluido tal y como lo indicé el
analisis térmico.

En el acido 2-metilhipurico el grupo amida y el grupo acido,
estan dispuestos en el espacio casi de forma perpendicular,
generando un angulo de torsion de 81,4°. Por otro lado, el
grupo acido se encuentra en forma diedral con respecto al

sistema aromatico generando un angulo de 15,0(1)°, esto
propicia que el grupo metilo se halle en posicion cis con
respecto al acido. La estructura cristalina del acido 2-
metilhipurico esta estabilizada por dos tipos de enlaces de
hidrégeno. El primero de ellos, del tipo O1--H1---O3 que
une un grupo acido con el grupo carbonilo de la amida en la
molécula siguiente, descrito por el grafo C(7)*'. El otro
enlace de hidrogeno es del tipo N1--H1A---O3, el cual forma
un dimero ciclico amida-amida segin el grafo R*(10). La
combinacion de ambos grafos genera un macrociclo de 30
atomos R%(30).
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En la estructura cristalina del acido 3-metilhiptrico el grupo
amida se encuentra casi en el mismo plano del anillo
aromatico formando un angulo diedral con valor de 11,8
(2)°. Por otro lado, el plano que forma el grupo acido forma
un angulo casi perpendicular con el plano del anillo, con un
valor de 87,9(1)°. El empaquetamiento cristalino del acido
3-metilhiptirico muestra una red de enlaces de hidrogeno, el
primero de ellos, del tipo N--H--O que une el nitrogeno de
la amida con el grupo carbonilo de la amida de otra
molécula del acido, descrito con el grafo C(4)*'. El otro
enlace de hidrégeno es del tipo O--H:+-O, y forma un dimero
ciclico 4cido-acido con grafo R%(8).

Por su parte, en la molécula del 4cido 4-metilhipurico el gru-
po amida se encuentra casi en el mismo plano del anillo
aromatico formando un angulo diedral cuyo valor es de 10,7
(1)° siendo un angulo mas cerrado respecto a la estructura
de los isomeros 2mH y 3mH. En este caso la estructura se
estabiliza por enlaces de hidrogeno del tipo N--H-~-O que
unen el nitrégeno de la amida con el grupo carbonilo de la
amida de otra molécula del acido, formando una cadena con
grafo C(5)*" y enlaces del tipo O--H-O, los cual permite la
formacion de un macrociclo de 20 atomos, formando un
anillo con grafo R*,(20).

Conclusiones

La caracterizacion espectroscopica por FT-IR y RMN per-
mitié elucidar estructuralmente los aminoacidos isdbmeros
orto, meta y para-metilhiptrico. El andlisis térmico indica
que para cada uno de los mismos, la descomposicion
térmica se produce en una sola ectapa. Estos analisis
permiten proponer que las estructuras en el estado solido
son neutras y sin agua de cristalizacion. El analisis por
DR-X indica que los acidos 2mH y 3mH cristalizan en
celdas monoclinicas con grupo espacial P2;/n y C2/c,
respectivamente. El acido 4mH cristaliza en una celda
ortorrombica con grupo espacial P2;2,2;. El empaqueta-
miento cristalino de los tres acidos esta gobernado por
interacciones intermoleculares de enlace de hidrogeno del
tipo O--H-+O y N--H--O que le confiere mayor estabilidad
a la estructura cristalina de los tres isémeros.
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