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1. INTRODUCCION

Un gran numero de los compuestos de interés blolégice o
farmacéutico presentan actividad optica y, aon en la actualidad,
una buena parte de ellos se siguen utilizando o administrando en
forma de racematos. Sin embargo, se han encontrade notables
diferenclas de aclivldad en numerosos estereolsémeros e incluso se
dan casoes en donde uno de los isomeros produce efectos
toxicolégicos o farmacologicos Indeseables, por lo dque es
necesario reallzar un control estricto de la pureza isomérica,

Estas diferencias de actividad son, a menudo, detectadas entre
enantiémeros, los estereolsémeros que mayor dificultad presentan
para su separaclén.

Las dificultades técnicas y el costo adlcional que implica la
resolucién de racematos son los argumentos que cominmente se
esgrimen para continuar utilizando la mezcla. Sin embargo, el uso
de racematos estd cada vez mas controlado y limitado, y de hecho,
sblo se permite cuando se demuestra que el lsomero “inactivo" es
completamente inocuo.

De lo anterior se comprende el interés creclente en el campo de la
produccién farmacéutica y en el &rea de la Bloquimica por impulsar
la linvestigacién y desarrollo de métodos de separaciéon de
compuestos racémices, tanto a nivel analitico como preparativo.

Los métodos tradicionalmente utilizados en las separaclones y
purificaciones enantioméricas, .como la cristalizacién selectliva y
los sistemas enzimaticos diferenciales, presentan las
desventajas de ser largos y tediosos, y de uso muy limitado por
su excesiva egpecificidad. Se logré un avance significativo en
este campo cuando se empezaron a investigar las posibilidades
de separacién de estos compuestos mediante varios métodos
cromatograficos clasicos como la cromatografia en capa fina, en
papel y la cromatografia de liquidos.

En efecto, 1la gran flexibllidad, rapldez y el alto poder de

resolucién de los métodos cromatograficos los convierten en una



herramienta muy poderosa para la separacion y andlisis de una gran
diversidad de compuestos. En particular, los métodos modernos de
alta resolucién, la cromatografia de gases capilar y la
cromatografia de liquidos de alta eficlencla, han permitide llevar
a cabo separaclones de compueslos de naturaleza muy similar.

En el caso de las mezclas enantioméricas, el uso de estas técnicas
requiere de condiciones especificas, dlferentes a las que
regularmente se necesitan para la separaclén de cualquier otro
tipo de mezclas. El sistema cromatografico debe mostrar una
selectividad especial hacla la estructura geométrica del
enantiomero, lo que implica la exlistencia de componentes quirales
en el sistema de separacion, capaces de interactuar con los
enantiémeros para formar dos compuestos diastereolisoméricos
diferentes, teéricamente mis fiaciles de discriminar.

La separacién cromatografica de enantiémeros con intervencién
de reacclones de formacion de diastercoisémeros puede lograrse por
tres métodos diferentes: X

(1) Formacién de derivados de los enantiomeros con un reactlivo
quiral, previo a la corrida cromatografica.

(2) Uso de una fase estaclonaria quiral.

(3} Adicién de un componente quiral a 1a fase movil.

Los dos primeros métodos han sido explorados por cromatografia de
gases dando resultados satisfactorios en la separacion de algunos
racematos. Sin embargo, la aplicacién de esta técnica estd
limitada por el requerimiento de volatilidad de los solutos y/o
sus derivados, asi como el de estabilidad térmica de los
compuestos a separatr y de las fases estacionarias quirales
utilizadas.

La crc}natograﬁa de liquidos de alta eficlencia es
un.a alternativa interesante para ia resolucién del problema aqui

planteado, ya que pueden utllizarse los tres métodos de separacién

y no presenta las limitaciones antes menclonadas para 1la
cromatografia de gases. En particular, tanto para el segundo como
para el tercer método, la técnlca denominada “cromatografia de
intercamblo de llgantes" ofrece grandes poslbllidades.

Esta técnica desarrollada por Davankov y col desde 1968 (1),
ha permitido obtener resultados muy positivos en la separacién



de compuestos con propledades fisicoquimicas similares. En la
bibliografia se encuentran publicados numerosos ejemplos de
selectividad estereolsomérica por complejacion con quelatos

metalicos quirales.

En este trabajo hemos estudiado el efecto de los principales
parametros de la fase mévil sobre la retenclién y la selectividad
enantiomérica en un sistema de intercambiec de ligantes.

Con el objeto de tener la mayor versatilldad poslble,
utilizando una columna simple y de uso comin, hemos selecclonado
el método que consiste en adiclonar especlies complejantes
quirales al eluyente empleando una fase estacionarla aquiral

inversa,



11. GENERALIDADES

I1.1. Los isomeros oplicos y su separaclén.

La JUPAC establece que los lsbémeros son compuestos con
férmulas moleculares idénticas pero con diferenclas en la
secuencia 6 tipo de enlace de sus &tomes,

Los estereoisémeros son isémeros estructurales con constitucién
tdéntica pero diferente arreglo espacial de sus 4tomos. Los
factores de simeiria clasifican a los estereoisémeros como
enantiémeros o diastereolsomeras; los primeros son moléculas que
son imAgenes especulares, no superponlibles; los altimos comprenden
a los estereoisémeros restantes.

Todos los enantiémeros al reacclonar con reactlvos Opticamgnte
inactivos tlenen ia misma constante de velocidad de reacclén e
igual constante de equilibrio; es decir, en ausencia de un medio
dpticamente activo, todas las propiedades quimicas de dos
enantiémeros son lguales, por lo que su separacién es un problema
mucho més dificll que la separacién relativamente simple de
isbmeros geométricos, dlastereolsémeros & isémeros posiclonales.
Sin embargo, en presencla de reactlvos Opticamente activos &
quirales, las reacclones de dos enantidmeros pueden tener constan~
tes de velocldad diferentes y debldo a que los productos de tales
reacciones son compuestos diastereoisoméricos con propledades
fisicas diferentes, pueden en principle separarse por métodos como
destilacién o cristallizacién fraccionada; lgualmente, deblde a
diferencias en su forma molecular y polaridad, differen en sus
caracteristicas de adsorcidn, por 1o que pueden utlllzarse 1los
métodos cromatograficos para su separaclénm.

Huchos compuestos de interés bioléglce presentan isomeria optica y
con frecuencia existe una gran diferencla de actlvidad fislolégica
entre ambos isdmeros, llegando a darse casos en que uno de los
enantiémeros presenta algin grado de toxicidad. Es por ello que,
desde e! siglo pasado, se ha tenido yn gran interés en



desarrollar méltodos adecuados y rapidos para el analisls de
estos interesantes compuestos.

El plonero en las separacicnes quirales fué Luis Pasteur,
quien en 1848, valiéndose de un microscopio, lagré la separaclén
de los enantidmeros de tartrato de sodlo y amonio. Pasteur
demostré que solo el isomero dextro del tartrato racémico se
consumia durante la fermentaclién, mlentras la {forma levo
permanecia intacta.

Durante mis de un siglo, los unicos métodos empleados en las
separaciones enantloméricas fueron: resolucién  espontanes,
separaclén diastereolsomérica y reactividad enzimatica diferencial.
Se logré un avance significative en este campo de separacion
cuando se probaron compuestos capaces de formar complelos quirales
de inclusion, en los cuales la molécula que se desea separar queda
encerrada en una cavidad quiral. Entre estos compuestos se pueden
citar las clclodextrinas, e}l A4cido deoxicélico y los éteres
ciclicos, aungue no se desarrollaron aplicaclones posteriores con
estos slstemas.

Tradlclionalmente se ha utillzado una combinaclién de separaciones
qulmicas y fisicas, en las cuales el procedimiento predominante ha
sidoe la conversién de enantiomeros a diastereolsdmeros segulda
por cristallzacién {2). En el slgulente esquema se muestra la
formacién de diastereolsémeros para un acido racémico y wuna
base orginica épticamente activa,

0, L-dcidoy——— (D-icido+D-base) ~——3 D-acido
+

D-base '-—-— (L-dcido+D-base) —— L.-acido

En condliclones de reacclén adecuadas, todo el 4cido se convertiré
en dos diasterecolsdmeros diferentes, {D-icido + D-base) y (L~dcido
+ D-base) que pueden separarse por distintos mélodos fislces.

La elecclén del agente quiral para un grupe particular de
enantiémeros se basa en la naturaleza de los grupos funcionales
presentes, su disponlbillidad y el conocimiento de las condiclones
adecuadas de reaccldn. Sin embargo, la formacldén de una mezcla
diastereisomérica con un determinado agente quiral no garantiza

la separacioén isomérica; seran la magnitud de la diferencla fislca



entre los diasterelsomeros y la eficlencia del sistema de
separacién los factores que influyan en el grado de resolucién.

Otro camino menos conoclde es la técnlca introducida por
Dickey (3), en la cual se prepara silica gel en presencia de
clertas moléculas organicas; estas moléculas son posteriormente
extraidas, dejando impresa en la superficie de la sillca la huella
de su forma; de esta manera la superflicie de la silica puede
presentar una gran afinidad para la adsorcién de compuestos de
estructura similar al modelo utilizado. Por ejemplo, la impresién
con (+)-N-metil-3-metoximorfina proporcioné la resocluciéon parcial

de su racemato.

La mayoria de 1los métodos menclonados presentan bajas
efleienclas e Involucran un gran numero de etapas para lograr la
separacion.

La introduccidén de la cromatografia como una nueva herramlenta de
separacién creé la oportunidad de obtener separacliones
enantioméricas mas eficlentes. El sistema cromatograficoe Idebe
mostrar una clase especifica de selectividad hacia la geometria
del enantiémero; esto implica la existencia de componentes
quirales en la fase mévil o estacionaria, capaces de interaccionar
con los enantiémeros para formar una mezcla diastereolsomérica.

La resolucién enantiomérica por cromatografia puede dividirse
arbitrariamente en dos clases (2): directa e indirecta.

En la separacién indirecta los enantibémeros se convlierten en
compuestos dlastereoisoméricos al reaccionar con un reactivo
quiral y los diastereolsémeros formados se separan en un slstema
cromatogrifico aquiral.

La separacion directa tiene dos variantes: (1) los enantidémeros o
sus derivados (no diastereolsomérlcos) se pasan a través de una
columna que contlene una fase estaclonaria quiral y (2 los
solutos se pasan a través de una columna aquiral, utilizando un
disolvente quiral o una fase mévil con un aditivo quiral. En
cualquiera de las dos varlantes hay formacién de diastereolsémeros
“in situ”.

En la mayoria de los casos se prefiere la separaciéon directa
porque se simplifica la preparacién y procesamlento de la muestra,



lo que conduce a minlmizar el riesge de racemjzacién, ademds el
método es mucho mas simple, mas rapido, menos tediocso y en general

mas econdmico.

Klemn y Reed (4) fueron los primeros en usar un soporte
cromatografico acorde al propésito de su separacién en
cromatografia de liquidos clasica. Estos autores aprovecharon la
propiedad de compuestos nltroaromaticos de formar complejos
moleculares con otros hldrocarburos aromaticos a través de
interacciones n-n, e impregnaron silica con acido (+)-a-(2,4,5,7-
tetranitro-9-fluoren! liden aminoox!) propidnico, logrando la
resolucion parcial del 1-naftil-2-butil éter y 2,4,5,6-dibenzo-
9, 10-dihtdrefenantreno.

Entre 1950 y los primeros afios de la década de. los 60's, la
cromatografia de gases dominé el desarrollo de las técnicas de
separacién, encontrandose trabajos de separaclones dificlles como
mezclas de compuestos enriquecldos isotépicamente,
diastereoisémeros, etc; sin embargo, no se obtenia atin éxito en la
separacion directa de enantiomeros.

En 1966, Gil Av, Feibusch y Charles publicaron la primera
separacion de enantioméros directa por cromatografia de gases en
columnas capllares; usaron como fase estaclonaria quiral
éster laurilico de N~TFA-L-isoleuclna (N-TFA = N-trifluoroacetil)
y lograron resolver algunos aminoidcidos derivados como ésteres
N-TFA-isopropilico, 2-butflico y t-butillco, pero sin conseguir
la resoluclén de los derivados n-alquilicos.

Posteriormente se hicleron modificaciones estructurales a las
fases estaclonarias tratando de mejorar su asociacién con el
soluto y en consecuencia la selectividad cromatogréfica.

Bietler y col. ({(5) sugieren un modelo de asoclacién entre el
soluto (L' & D) y la fase estaclonarla (L) a través de
puentes de: hidrégeno entre los grupos carbonilo y amida
presentes. Durante este proceso se forman diferentes
combinaciones de complejos dlastereolsoméricos en los cuales los

isémeros D'-L y L'-L tlenen un arreglc espacial diferente.
Atribuyen a esta discriminacién diastereoisomérica, la

selectividad quimica observada.
Muchas muestras no pueden procesarse por cromatografia de



fases debldo a que no son suficientemente volatiles para pasar a
través de la columna & se descomponen por inestablilldad térmica.
En esta técnica la fase movil es un gas acarreador inerte y la
posibilidad de que {interaccione con un soluto o 1la fase

estacionaria es minimna.

En los ultimos afos de la década de los 60's, les avances
logrados en tecnologia de columnas, desarrollo instrumental vy
conocimlento de la teoria cromatografica, asi como la experlencia
acumulada en cromatografia de gases, hicleron posible el
resurgimiento de la cromatografia de liquidos en su versiéon
moderna, la cnal recibté e) nombre de cromatografia liquida de
alta efliciencia {o alta resolucisén). A partir de entonces, se han
publicade un sinndmero de aplicaclones de esta técnica, tanto
analiticas como preﬁarativas, enfocadas principalmente a las dreas
de Medicina, Farmaclia, Biologla y Bloquimica.

Para cierto tipo de separaciones la cromatografia de liquidos de
alta eflclencia (CLAE! presenta algunas ventajas sobre la
cromatografia de gases. Entre ellas se pueden mencionar:

- mayor posibilidad de Interaccién con los compuestos de la
muestra por la participacion activa de la fase movil.

-~ posibllidad de modificar la selectividad del sistema por cambios
anicamente en la composicién de 1a fase movil.

- menor riesgo de descomposicién o alteraciéon de la muestra o la
fase estacionaria.

Estas caracteristicas de la CLAE resultan ideales para abordar el
problema de la separacidon de isémeros opticos, tanto por medlos

directos como indirectos.

Durante la segunda mitad de la década de los 70's se puede
considerar que el mayor esfuerzo de los cromatografistas, en lo
que se reflere a la separaclén de enantiémeros, estuve dirigido
hacla e} desarrolle de fases estaclonarias quirales para
cromatografia liquida.

Los primeros experimentos de este tipo se hicleren usando
polimeros naturales con propledades quirales como fases

estacionarias (3). Posterlormente se mejoréd la enantioselectlvidad



a través de medificaciones estructurales a estos polimeros y la
aplicacion de resinas sintéticas (6~13).

Pirkle es uno de los investigadores que mas trabajos ha
desarrollado con fases estaclonarias quirales (14-16). En una de
las primeras fases estaclonarlas que sintetivd hizo reacclonar
silica gel con alcohol fluoroantranilico quiral y la utllizoé
para resolver sulfoxidos, aminas, lactonas, aminoacidos,
alcoholes, tioles e hidroxiacidos. Este autor propone que para que
exista la diferenclacién por Interaccion preferencial deben
ocurrir tres interacclones simulténeas con los enantiémeros de un
solute y que las diferenclas estructurales como son distribucién
de carga, tamafio, puentes de hidrégeno e Interacclones
hidroféblicas o de otro tipo, pueden contribulr a las diferenclas
de estabilidad entre los diastereoisémeros formados‘.

Pirkle y Finn desarrollaron mds tarde una fase estaclonaria quiral
por reaccion de y-aminopropil-silica con (R}-N-(3,S-dinitroben-
2zoil) fenilglicina. En esta columna separ aron varios acoholes
del tipo Ar-CH(OH)-R. La sustitucién del grupo fenilo del
aminodcldo de la fase quimicamente enlazada, por los grupos
isobutilo e isopropilo, disminuyé progresivamente la separacién.
Estos autores concluyen que la estructura de los sustituyentes Ar
y R tienen influencia en el reconocimiento quiral, aunque el
numero limitado de datos no les permite obtener mayor informacién.
Posteriormente ampliaron 1la aplicaclén de esta fase a 1la
separacién de bi-B-naftoles y concluyen que las tres
interacciones responsables de la mayor afinidad por un soluto

enantiomérico son:
(1) interacciéon n-n entre el grupo dinitrobenzollo de la fase

quiral y un anillo del radical naftilo, (20 un puente de hidrégeno
entre el grupo carboxilato de 1la fase quiral y el grupo
hidroxilo del mismo anillo, y (30 un puente de hidrégeno entre el
hidrégeno amida de la fase quiral y el oxigeno del anillo naftile

no comple jado.

Mikes y col. (17) encontraron que podian resolver solutos
racémlicos de tipo helicoldal en columnas empacadas con particulas
de microsilica acopladas con algin agente quiral. Entre los

agentes quirales utillzados se encuentran TAPA, 4cido (2-(2,4,5,7-



tetranitro-9-fluoreniliden aminoox!} proplénice] vy  algunos
derivados con sustituyentes en el centro quiral &cido come
elilo (TABA)}, isopropilo {TAIVA) y n-butilo (TAHA) en lugar del
metilo de  TAPA.  Encontraron mejor separaclén cuande el
agente quiral estaba unido covalentemente a la fase estaclonaria,
que cuando solamente la cubria.

Allenmark y col (18) describen la resolucién de una serie de
N-aroil D,L-aminoacidos usando silica unida covalentemente con
albumina sérica bovina en sistemas de fase tnversa.

G. Gubitz {19) estudié la aplicacién de fases estacionartas con
diferentes ligandos qulirales (prolina, hidroxiprolina y &cido
pipecélica) en la separacion de los enantiémeros de derlvados de
aminodcidos, dipéptidos e hidroxiscidos, por Intercambio de
ligantes. Encuentran que la selectividad varia en funcién del
ligando estaclonario.

Rizzi y sus col.{20) determinaron la influencia de un tipo
de adsorbente distinto, triacetll ceiulosa, en la separaclbn»de
isémeros opticos. Menclonman que la estructura quimlca de este
compuesto, favorece varios tlpos de Interacciones con los grupos
funclonales que cominmente Se encuentran en numerosos compuestos
de interés bioléglco, propiciando su reconocimiento quiral.
Estudiaron ademas, el efecto que presentan sobre el proceso
cromatogriafice, diferentes dlsolventes en la fase mévil y
concluyen sobre su efecto en la retencién, eflclencia vy
estereoselectividad de los solutos.

Macaudiere y col. (21) hacen un estudio acerca de la relacion
entre la estructura del soluto y la fase estacloparia quiral
con }a enantloselectividad; para ello trabajan con diferentes
fases estacionarias dertvadas como dinitrobenzoil tlrosina,
fenilglicina y p-hidroxifenilglicina, y como solutos, e-amino

ésteres, a-amino amidas y w«-amino alcoholes, en slistemas
cromatograficos de fase normal.
Investigan también el cambio de disolvente orginico en la fase

mévil, observando en ocasiones inversién en el orden de elucién de
los solutos. Concluyen que los camblos en la composicién de la
fase movil pueden modificar la conformaclén de las moléculas,
dando lugar a diferentes procesos de reconocimiento quiral.

Finaimente cabe mencionar que el éxito de los trabajos reallzados

10



por los investigadores antes menclonados y en particular por el
grupo de Pirkle, condujo a que, desde hace aproximadamente. cinco
afios, se comerclializaran las primeras columnas de CLAE empacadas
con fases estacionarlas quirales. Estas columnas han tenido buena
aceptacion, especlalmente para trabajos de rutina, sin embargo, su
usc mas generalizado se ha visto limitado por las sigulentes
causas:

~ preclo muy elevado

~ baja reproducibllidad entre columnas

- estabilidad moderada de la fase estaclonaria

- eflclencia relativamente baja

Por otro lado, las Interacclones diferenciales de los solutos con
la fase estacionaria quiral son generalmente muy pequefias y en la
practica no slempre resulta facll implementar ‘la separacién
deseada, No obstante, continua el desarrollio de fases
estaclonarias quirales (22), que resultan de utilidad en la
separacién de grupos restringidos de enantiémeros. El objetivo
ideal de los investigadores que trabajan en esta 4rea, es lograr
el disefio de fases estaclionarias que cubran un campo de aplicacién

més extenso.

Algunos grupos de Investigadores se han dedicado al uso de
fases estaclonarias aquirales y eluyentes que contienen un
constituyente quiral (22-30), ya que la fase movil puede
modificarse facilmente con diferentes componentes o distintas
concentraciones de los mismos, y pueden wutfilizarse columnas
convencionales de fase inversa. Cuando se ellige este tipo de
sistemas hay que tomar en cuenta las slgulentes
consideraciones: )

- evitar el uso de reactivos inestables o dificiles de obtener

- en el caso de aplicaciones preparativas el uso de este tipo de
fases méviles complica el proceso de purificacién

- se aumenta la posibllidad de obtener ruldo en la linea base

- el reactivo quiral debe formar diastereclséomeros estables con
los solutos enantioméricos

- en muchas ocasiones los solutos enantioméricos pueden resolverse

sln necesldad de formar derivados



- se utillzan generalmente columnas de fase Inversa, mucho mds
econémlcas y accesibles que las columnas de fase quiral.

Basicamente hay dos mecanismos para resoluclén enantlomérlica
cuando se trabala con eluyentes quirales en CLAE: (1) pares de
iones o (2) complejacién. Con respecto al primer mecanismo existen
hasta la fecha pocas publicaclones y su éxito en la separacién de
enantiomeros es relativamente limitado. En lo que se refiere a las
separaciones basadas en el segundo mecanismo, se reconocen al
menos dos varlantes principales:
~aquellas en las que en el proceso de separacién interviene
unicamente un reactivo quiral disuelto en el eluyente y
- las separaclones basadas en la presencia de agentes quirales y
lones metélicos en el sistema.

Hasta la fecha se dispone de escasa bibliografia relacionada
con la presencia de agentes complejantes quirales en el eluyente y
poco se menciona en estas publicaclones acerca del mecanismo de
enantioselectividad o los efectos de factores cromatograflcos en

dichas separaciones.

La segunda variante corresponde a una aplicacién especifica de una
técnica mas general, la cromatografia de intercambio de llgantes
(CIL).

A continuacién se mencionan algunos de los resultados obtenidos en
la separacion de enantidmeros por adicién de reactivos qulrales a
la fase movil. Los trabajos correspondientes a la CIL serédn
tratados en una seccién especifica.

Pettersson y Schill (30) utllizaron cromatografia de liquidos
en fase normal para separar los enantidmeros de
1 - ariloxi - 3 - isopropil - amino - 2 - propanol usando (+)-10-
sulfonatoe de alcanfor como contralon y contenidos muy bajos de
dlsclvente polar en la fase mévil. Los autores proponen la
formaclén de pares de lones diastereoisomérlcos entre los solutos
y el contralon quiral y que estos pares de lones presentan
suficiente diferencia estructural para distribuirse en forma
diferente entre l'a fase mévil y la fase estacionaria. Al igual que
Pirkle, proponen que para que se presente estereoselectividad debe
existir un mecanismo de interaccidén en tres puntos cercanos al

sitio quiral. Las tres lInteracciones necesarlas en el proceso



estereoselectivo de pares de lones parecen ser: ) atraccioén
electrostatica, (2) puente de hidrogeno entre el hidroxilo del
soluto y el grupo oxo del sulfonate de alcanfor, y (3
interacclones hidrofébicas entre los grupos de anillos.
Cuando wutilizaron (+)-3-bromo-10-sulfonatoc de alcanfor como
contraién, se perdié completamente la estereoselectividad,
probablemente por efectos estéricos que impidleron la formacién
del par jénico.
Pettersson y Nol (31) reallzaron un estudlo sobre la resolucién de
acidos carboxilicos y sulfénicos enantloméricos utilizande
quinina, cinconidina o quinldina como contraiones quirales;
lograron la resolucién de algunos derlivados del acido mandélico,
derivados de aminoacldos y algunos acidos carboxilicos. Especulan
que la estereoselectividad puede mejorarse por la introducclén de
grupos rigidos y voluminosos en la vecindad del centro quiral del
contralon.
Debowsky y col. (32) presentaron estudios en los cuales
utilizaron a 6 f-ciclodextrinas como aditives quirales en la
fase movil en CLAE en fase lInversa. Aparentemenle las
ciclodextrinas forman complejos de inclusién con varios compuestos
de naturaleza 4cida, basica o neutra. E! soluto con el cual
trabajan de manera predominante es el &4cido mandélico y sus
derivados; obtienen factores de selectividad del orden de 1.0S.
Mularz y col. (33) logran la separacién de los lsémeros de la
pseudoefedrina, utilizando también clclodextrinas en la fase
movil, Sin embargo, con ninguna de las ciclodextrinas ensayadas
pudieron resolverse los enantiémeros de la efedrina, otro de los
solutos estudlado por estos autores.

En 1968 Rogozhin y Davankov (1} mostraron que 1la
cromatografia de intercambio de ligantes podia usarse para
separaciones quirales. Esta técnica abrié a los quimicos nuevas

posibllidades de separacioén.

11.2. Cromatografia de Intercambio de Ligantes.

La CIL *surge en la década de los 60's simultaneamente al



desarrollo de la Quimica de los compuestos de coordinacién (34)
como una aplicacién de la cromatografia de intercambio tionlco,
proparclionando una técnlca util para la separacién de compuestos
capaces de farmar complejos con lones metalicos.

El intercambio de ligantes se asemeja al Intercambio iénico en que
en ambos sistemas hay un intercamblo de especles (generalmente en
cantidades estequiométricas equivalentes) entre una disolucién
externa y un adsorbente. Lla diferencia esencial es que en
Intercamblo 1énlico la especie intercamblada es el contraton,
mlentras que en intercambio de ligantes esta especie es un ligando
y los contrajones permanecen en el adsorbente. Debido a que el
nimero de variables en CIL es mayor que en intercamblo iénico
convenclonal, es posible realizar un gran numero de variaciones
para modificar la selectividad de una separacién. Ademds, la
formacién de complejos, que es la base de esta metodologia es un
proceso que se diferencia del intercamblo iénico y de la adsorcién
fisica por su gran selectividad. La formacién raplda y reversible
de comple}os entre algunos lones metalicos y compuestos organlcos
donadores de electrones, se utlllza para ajustar la retencién y
selectividad tanto en cromatografia liquida como en cromatografia
de gas; estas interacclones de coordinacién son muy sensibles a
diferenclas pequefias en la composicién o estereoquimica del
ligando donador.

Inicialmente se utilizaron como adsorbentes resinas sulfénicas en
forma de sales con metales de transicién, pero en éstas la
retencion del ion metdlico era muy débil; tamblén se probaron
resinas de intercamblo lénico con grupos carboxilicos y fosfénicos
y algunas resinas quelantes del tipo iminodiacetato que probaron
ser mejores en cuanto a su capacidad para retener lones metdlicos.
En estas resinas, el mecanismo de intercamblo de ligantes
propuesto, estd basado en la formaclén de complejos mixtos de
adsorclién del tipo T?MA, donde R es un ligande que se encuentra
unido a la fase estacionaria (ligando estaclonarle), M representa

un ion metdlico y A corresponde a un ligando mévil (soluto).

La formacién del complejo f_lHA puede describirse a través del
siguiente equilibrio:



Bajo condiclones de equilibrio el ligante A se distribuye entre
las fases mévil vy estacionaria de acuerds  con la
establlidad termodinimica del complejo de adsorcién formado.
Cuando en un sistema cromatografico de este tipo se tienen dos
solutos, la selectividad cromatografica estard dada en gran medlda
por la diferencla en estabilidad de los complejos formados por
cada uno de ellos con el ion metalico.
Detido a que la formacién de complejos de adsorcién es un proceso
que presenta gran selectividad, ésta técnica ha tenido bastante
popularidad en la separaclén de compuestos isoméricos; los
enantidémeros pueden separarse sl contlenen uno o mis grupos
funcionales capaces de complejarse con lones nmetdlicos de
transicién. Cuando un sistema cromatogréfico contiene complejos
quirales metal-ligando e interactua con solutos enantiomérlcos
(ligandos méviles), puede presentarse discriminaclén debldo a la
diferencia en estabilidad termodinamica de los dos complejos de
adsorcién diastereoisoméricos; una condicién indispensable para
obtener separaciones eficientes es que la cinética de
formacién/disociacion del complejo sea rapida.

La revisién mds extensa acerca del uso de la CIL para la
resolucién directa de enantiémeros fué realizada por Vadim
Davankov {34), qulen explica este proceso como se muestra en el

siguiente esquema:

- - K - —
R-Cu-R + D-Pro ——2—s R-Cu-D-Pro + R

- - K - —
R-Cu-R + L-Pro —"— R-Cu-L-Pro +R (@
prom—

K

R-Cu-D-Pro + 2Py b, E;—Cu-(Py)z + D-Pro @

- K., -
R-Cu-L~Pro + 2Py LN R—l’.‘u-(Py)2 + L-Pro (&
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donde R es un ligando con propledades quirales, unido a la fase
estacionaria (por ejemplo, L-Prolinal.
Cuando se agrega Cutinry a la resina quiral se forman complejos
estaclonarios que contienen dos ligandos fijados por ion metdlico
li—Cu-ﬁ). Cuando se agregan los enantidmeros de prolina a la
columna, se lleva a cabo el proceso de adsorcién representado en
las ecuaciones (1) y (20 del esquema. Los complejos estacionarios
se convierten entonces en complejos mixtos. Cuando el eluyente se
hace mds basico, usando plridina (Py) por elemplo, ocurre otra
reacclén de desplazamiento mostrada en las ecuaclones (1 y W),
Debido a las diferencias en las velocidades de formaclén y
disociacién  de los comple jos estaclonarlos (comple jos
diastereoisoméricos),los dos enantiémeros se liberardn de 1la
columna en diferentes tiempos
Se han descrito numerosos trabajos que Involucran el uso de
resinas que contlenen diferentes aminodcidos qulirales como
ligandos fijos, acoplados con lones metalicos de transicién como
Cuan (6,7,9,10,12.35,36)
Lefebvre y col. (37) resolvieron algunos aminoacidos utilizando
geles de acrilamida unidos covalentemente con complejos metdllcos
quirales. Aparentemente se mejoraba la resolucién cuando 1los
aminodcidos estaclonarios contenian sustituyentes aromaticos
voluminosos.
A pesar del! éxito obtenido en las separaclones menclonadas
anteriormente, la CIL en resinas o geles se caracteriza por una
eficlencia baja y una fuerte asimetria en los plcos. Esto es
debldo a las bajas velocidades de desorcién de los ligantes que se
encuentran fuertemente unidos al ion metélico estaclonario. Por
otra parte la baja eficlencia se puede atribulr tamblén a las
velocidades lentas de difusién de los solutos en la estructura
polimérica de la resina. Una desventaja adiclonal de las resinas
es su baja resistencla mecdnica, lo cual limita las presiones de
operacién y los tiempos de retencién pueden llegar a ser
demasiado largos.

En algunos trabajos publicados posteriormente (38-41) se
intent6d sustitulr la resina por silice, depositando el metal en su

superficie 6 incorporandolo en la matriz de la misma. Sin embargo,



los resultades no fueron muy alentadores, ya gque ademas de
no resolverse los problemas de baja eflciencia y asimetria de
picos, la fase estacionaria resultn poco estable,
particularmente en presencia de fases moviles acuosas.

En 1978, Karger y col.{42) emplearon por primera vez, una fase

estaclonaria inversa y una fase mévil que contiene disueltos al
agente quelante y al fon metalico de transiclon. los resultados
obtenidos en separaciones de suifas, peptidos, dansilamincacidos y
dcidos aromaticos fueran notables, por la buena eftclencia y
simetria de picos, comparados con los obtenidos por los sistemas
convenclonales de Intercambio de ligantes.
Estos trabajos dieron origen a lo que podriamos llamar
cromatografia de Intercambiloe dinamico de ligantes, cuya
caracteristica principal es la enorme flexibilidad del sistema. En
efecto, sin necesidad de camblar o madificar la columpa, es
posible hacer camblios en la naturaleza y la concentraciéon del jon
metélice y del agente quelante, lo que permite un faci! control de
la retencion y la selectividad.

La técnica desarrollada por el grupo de Karger fué adaptada
rapldamente a la separaclén de Isémeros dptltos empleando agentes
quelantes con propledades quirales, disueltos en la fase movil,
As{, en 1979, el mismo grupo de Investigadores publicé la
separacién de enantibmeros de dansilaminodclidos utilizando
como agente quiral el L-2-R-4-octil dietiientriamina (donde R=
etilo, lsopropile o isobutile) y como fon metalico m?* o cd®
125).

Kurganov y Davankov (43) describen la resolucién de varios
aminodcldos en fase inversa Y normal a) utilizar complejos de
Cutrrr-N, N, N, N’ -tetrametil (R)-1,2-propanodiamina como aditivos .
quirales en el eluyente; los autores mencionan que para que se
presente enantioselectlvidad, deben formarse complejos ternarias
soluto-metal-ligando quiral; la mayorfa de los solutes
resueltos fueron aminodcidos aromatlicos.

Lam y Karmen (44) encontraron que en fase lnversa y en presencia
del complejo L~His-Cuttzr en la fase mdvil, se favorece la
formacién de complejos ternarios con aminoadcidos bidentados. Con

excepcién de triptofano y fentlalanina, entre més voluminose
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era el sustituyente en el carbono a del soluto, mayor era el valor
del factor de selectividad. Sin embargo, cuando sustitulan L-His
por su éster metilico 6 su derivado acetllado, se perdia
parclal o totalmente la resolucién. Proponen que al bloguearse
el grupo amino , la complejacion con el metal es mds débll y se
acompafia por pérdida de estereoselectividad.

Nimura y col (45) obtuvieron la resolucidn de un gran numero de
aminoacidos enantioméricos neutros, baslcos y 4clidos, por
cromatografia en fase inversa, utilizando un eluyente quiral que
contenia complejos cipricos de N-(p-toluensulfonil}-L-fenilalanina
y N-(p-toluensulfonil}-D-fenilglicina, logrando mayores factores
de resolucién con el dultimo reactivo. Concluyen que en el
mecanismo de retencién estereoselectivo, el aditivo quiral se
adhiere a la superficle de la columna de fase lnversa y que el
intercambio dc ligantes ocurre con el quelato qulral inmovilizado,
forméndose complejos ternarios de diferente conformacién y
establlidad. .
Hare y Gll-Av {26) publican el uso de complejos Cucn-prolina en
eluyentes acuosos para la separacién de aminoacidos racémicos en
columnas de intercamble catiénico. Muestran separaclones
eflcientes, particularmente en aminodcidos aromatlcos, aunque
obtienen tlempos de retencién demasiado largos y requleren
condiciones de temperatura muy severas (75°C), lo cual puede
ocasionar racemizacién  del soluto durante el praceso
cromatografico.

Chow y Grushka {41) estudiaron l!a resolucién de aminoacidos
usando como aditlvos quirales algunos derlvados del acido
aspartico quelados con Cutily. Encuentran que la resclucién se
mejora notablemente cuando utilizan L-aspartil-n-butilamida en
lugar de L-aspartil-etilamida y un cambio menos drastico con
L-aspartil-n-hexilamida. Concluyen en su trabajo que las
interacclones hidrofébicas soluto-reactivo quiral son esenclales
para la resolucién.

Lindner y Hirschbock (46) estudian el efecto del complejo quiral
Cuttn-{R,R}-icido n-octilamida tartarico en la fase mévil y
obtienen la resolucién de varios aminodcidos a 50°C.

En la CIL Intervienen mecanismos de complejacién, por tanto,



los factores que afectan estos equilibrios, afectaran también los
pardmetros cromatograficos del sistema; algunos factores quc; deben
considerarse en esta técnica son: pH, temperatura, fuerza iénica,
naturaleza del ligando quiral, naturaleza de! lon metdlico,

sistema amortiguador y el disolvente organico, entre otros.

La elecclon adecuada de la composicion de la fase movil, Juega un
papel critico en la separacion de enantiémeros por Cil.. En efecto,
los factores antes menclonados afectan, en este caso, no solamente
la retencién sino también la estereoselectividad y por ello, el
manejo adecuado de esta técnica de separacién exige un buen
conocimiento del papel que estos factores juegan, tanto en el
equilibrio de complejacion como en el equilibric de reparto.

A continuacién, se discuten los aspectos generales de los
principales factores que contribuyen a modificar las
caracteristicas de retencion y estereoselectividad en CIL. Esta
discusion se enfocara, principalmente, al caso de la CIL en
fase inversa, aun cuando muchos de los aspectos discutidos se

aplican por igual con otras fases estaclonarlas.

11.3. Factores que afectan la retenclén y selectividad en CIL
dinamica.

11.3.1. Naturaleza del ion metalico.

El ion metdlico es uno de los componentes principales en el
proceso de complejacién; los diferentes lones metallcos exhiben
distintas capaclidades para reaccionar con un llgando.
Schwarzenbach (47) clasifica 5 los catlones, de acuerdo con su
tendencia a complejarse, en tres grupos:

Grupo A: catlones con configuracién de gas noble

Grupo B: catliones con una subcapa d completamente llena

Grupo C: lones de metales de transiclén con subcapas
incompletas.

En el grupo A, predominan los fenémenos electrostatices, mientras
que en el grupo B, los lones son muy deformebles, y los enlaces

tienen en sus complejos caracter predominantemente covalente. Los



cationes que generalmente se utilizan en cromatografia de
intercambio de ligantes pertenecen al tercer grupo, en el cual se
pueden encontrar las dos tendenclas caracteristicas de los grupoes
A y B. El predominio de una v otra depende esencialmente de tres
factores:potencial de jonlzaclén, carga y tamafio del lon. La serie
mas extensamente Investigada es la de los metales divalentes Mn,
Fe, Co, Ni, Cu y Zn. En esta serie el radic idénlico disminuye y
el potencial de lonlzacién aumenta hasta llegar al cobre, en
consecuencia, la estabilidad aumenta progreslvamente hasta
aleanzar un maximo en este metal.

Los elementos de transicion tlenen Incompletos sus orbitales
“d“, estos orbitales se encuentran muy expuestos, proyectandose a
la periferia de los atomos o iones, de tal manera que los
electrones que los ocupan son sensibles a las variaclones del
medlo y reciprocamente ellos son capaces de influlr en forma
significativa en su entorno. Asi, muchas de las propiedades de un
ton con una capa “d” incompleta son muy sensibles al numero y
arreglo de los electrones "d" presentes.

Es importante conocer algunos de los factores que afectan la
velocldad de las reacciones de complejacién. En principio puede
decirse que las moléculas sin carga reacclonan con mds lentitud
que los lones, y que a su vez los iones con estructuras complejas
reacclonan a menudo mds lentamente que los lones simples.

Taube ha dividido a los complejos de acuerdo con su reactividad en
dos grupos, denominados 1abll e lnerte(47). Un complejo es 1abil
s1 reacciona rapidamente (aprox 1 min)}, es decir, si los
enlaces entre el atomo central y los ligandos se rompen Yy
vuelven a formarse con una frecuencia elevada, y es linestable
st existe una concentraclén muy baja de complejo en
las condiciones de equilibrio.

El térmlno Inerte se apllica para las reacclones que slendo
termodinamicamente factibles proceden con demasiada lentitud.

La reactividad de un compleJo se encuentra intimamente
relacionada con su estructura, la cual se puede discutir
basicamente en funcién de dos propiedades: (1) nimero de
coordinacién: numero de ligandos unldos y (2) geometria de
coordlnacién: arreglo geométrico de los llgandos.
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Los estudios realizados acerca de la  reactividad de
diversos complejos metalicos han llevado a la oblenci.én de
muchos resultados interesantes. Reviste especial importancia la
relacion entre la estructura electrénica del ion metdlico y la
reactividad de sus complejos. Sin pasar por alto, que el tipo
de ligante puede tener un efecto considerable, se han resumldo en
forma muy general los conocimientos sobre este tema de la
sigulente manera:

1) Entre los complejos de los metales de transiclion de la
tabla periodica, los de las primeras series exhiben la
reactividad mas elevada, y los de las ultimas, la mas baja.

3) La naturaleza del ligando determina en forma decisiva la
reactividad de un complejo; cuanto mayor es el numero de &atomos
donadores de un ligando, menor es la reactlvidad de sus complejos.

4) Los complejos que contienen Aatomos centrales que se
caracterizan por poseer altos numeros de coordinacién, suelen ser
mas inertes que los complejos correspondientes de Aatomos con
nimero de coordinacién mas bajo.

5) Cuanto mayor es la carga positiva del ion central, mas

lentas son las reacciones de sus complejos.

11.3.2. Efecto del disclvente organico.

tas fases moviles hablituales en cromatografia de liquidos de
fase Inversa son mezclas de agua con un disolvente orgénico
miscible y menos polar, como metanol, acetonitrilo, etc.
Experimentalmente se han desarrollado diferentes relaciones entre
el factor de capacldad (x'} y la composicién del eluyente.
Karger y col (48) estudlaron el comportamiento cromatografico de
mezclas de agua con metanol, acetonitrilo y acetona en diferentes
proporciones y observaron una relaci6n lineal entre log k' y
la fracclén volumétrica del modiflcador orgdnico para el
sistema metanol-agua en el intervalo completo de composicién
(figura 1).
Ademds, los mismos investlgadores estudlaron el efecto produclde

por el contenido de modiflcador organico sobre la selectividad
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hidrofébica, encontrando pérdida de selectividad al aumentar la
concentracién de dicho componente en la fase movil (fig 2). Estos
autores proponen que la selectividad en cromatografia de Mthdos
de fase Inversa depende en algun grado de la concentraclén del
disolvente orgénico en la fase movil.

Sin embargo, las varlacliones encontradas en los factores de
capacidad y selectividad en cromatografia de fase inversa simple,
no pueden extrapolarse a sistemas en los que la interacclén
hidrofdbica no es el Unlco mecanismo lnvolucrado. Es necesario
determinar experimentalmente tal influencia cuando, como en el
caso de este trabajo, se presentan mecanismos de Iinteraccién

adicionales.

11.3.3. Efecto de las sales.

Entre las teorias que describen las Interacclones no polares
en disolventes polares, solo se encuentra una que trata diéhos
procesos en términos de las propledades del disolvente, tales como
la tensién superficlal y la constante dieléctrica, y aquéllas de
los solutos, como 4rea superficial y momento dlpolo. Este
tratamiento de “efecto solvof6bico” dado por Sinagoglu y sus col.
{49), es mas general que otros tratamientos y es facllmente

extrapolable a varios disolventes.

Al aplicar esta teoria a la cromatografia de fase inversa, se
considera que el soluto se une a los ligandos no polares de la
fase estaclonaria para formar un complejo. Después de desarrollar
un estudio teérico para estimar la constante de equilibric para

este complejo, se llega a la sigulente ecuacién:

1nk'=5+—:ﬁ[m Oy + &)+ HAsy (K- 1) .u-A_E). n BT
€ Po¥
donde B es la relaclon volumétrica de las fases mévil y
estaclonaria; s es el 4rea superficial de una molécula de
disolvente; W es el nimero de Avogadro; 7 es la tensién

superficial del disolvente; «° es un factor que ajusta la tenslén
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superficial macroscopica a las dimensliones moleculares; Ax es el
idrea de contacto, determinada por las areas de cada especle; wy a
son parametros que dependen del disolvente; £ es la constante
dieléctrica del medlo; 4z es un pardmetro que incluye factores
como distribucién de carga, tamafo molecular, etc., de cada
especle; R es la constante de los gases; T es la temperatura; Po
es la presléon atmosférlica y v es el volumen molar del disolvente.

Al observar esta ecuacién, podria suponerse que el efecto de
la variacién del disolvente es sumamente complejo; sin embargo el
efecto de camblar la composiclén del disolvente sobre el término
de Van der Waals (-w-ala), es pequefioc en el caso de mezclas de
metanol-agua y de acetonitrilo-agua. Ademds la variacién calculada
es casl compensada por el camblo correspondiente en el ultimo
término de la ecuacién. Como consecuencia, los Unicos pardmetros
del eluyente que son de Interés son la tenslén superficial, x°y
la constante dleléctrica. La variacién en la constante
dieléctrica afecta a las especles lonizadas, ya que hay una
supreslén de la ionlzacién en medios de constante dieléctrica
baja.

El mayor efecto sobre el factor de capacidad lo ejercen las
varlaclones en la tensién superficial y el término A-r(rc°~1).
Segin la ecuacién sugerida, el factor de capacidad disminuye al
disminuir la tensién superficial, lo que coincide con las
observacliones experimentales.

La adicién de sales a la fase movll reduce en la mayoria de
los casos la repulsién electrostitica entre las moléculas de
soluto. Aparte de su efecto electrostdtico directo, la mayoria de
las sales Inorgédnlcas aumentan la tensién superficlal de las
disoluciones acuosas. Por lo tanto, si un soluto no es lénico, el
logaritmo de su factor de capacidad aumenta al aumentar la
concentracién de la sal; sin embargo, con solutos {onizados, el
efecto electrostitico de la sal aumenta el valor de A2, y como
resultado, el logaritmo de &' disminuye iniclalmente con el
aumento en la concentracion de la sal, y posterlormente
aumenta conforme la tenslén superficial se incrementa por efecto
de la misma. Este comportamiento se ha verificade

experimentalmente (49} con solutos de diferente &rea y cuya
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retencidén lnvolucra solamente interaccién hidroféblca con les
ligandos no polares de la fase estaclonarla.

En cromatografia de iones, un aumento en la concentracién de
lones de la misma carga que el soluto (co-iones) en la fase moévil,
ocaslonado por un aumento en la concentracién de la sustancla
tampén 6 la adicion de una sal, da lugar a equilibrios de
competencia entre la muestra y los co-iones por los sitlos de
Intercamblo, originando una disminucién de la retencidén (50).

En CIL el fendémenc es similar. La concentracién y el tipo de lones
presentes en la fase mévll puede afectar de manera notable la
retencién de los solutes, debido al equilibrlo de competencia
entre ambos por ocupar un sitio en la esfera de coordinacion del
lon metdlico.

Por otra parte, se ha encontrado que el efecto que ejerce la
fuerza Iénica sobre la selectividad es generalmente pequeiio,
aunque no se ha realizade hasta la fecha un estudio sistematico
de la influencia de este parametro sobre el comportamiento
cromatogriflico global de este tipo de sistemas.

11.3.4. Efecto del pH.

La influencia de las reacclones colaterales originadas por los
lones hidronio e hidroxilo sobre los equilibrios de complejaclén
es especlalmente Importante porque conduce a camblos en el valor
numérico de la constante del equilibrio de complejacién y como
consecuencla se modifica la estabilidad de los complejos formados.
Es necesario determinar en cada caso partlcular el pH éptimo, ya
que un  pequefio desplazamlénto en el pH puede alterar
conslderablemente el valor de dicha constante. Es por ello que el
pH es uno de los parametros mis utilizados para regular tanto la

retencién como la selectlvidad en CIL.

I1.3.5. Naturaleza del lligando,

En la actualidad el empleo de agentes complejantes con fines

25



de separacion ha tenide un amplio desarrollo; en el caso de las
separaciones enantiomérf{cas, la presencia de un ligando quiral ne
solo introduce su actividad éptica Intrinseca, sino que puede
ajercer un efecto estereoselectivo en el complejo del que forma
parte. La capacidad de resolucién del sistema se atribuye a la
formacitn de complejos mixtos entre el ligando quiral, un lon
metalico y el D 6 L-soluto. La estabilidad de estos comple jos
mixtos es funcion de la pgeometria de)l complejo y del
namero de atomos donadores del llgante (51). B

Los ligandos multidentados (quirales o noj, pueden unirse a un
metal mediante dos ¢ mis atemos donadares, en cuyo caso se forma
una estructura de tipo anular. Estos compuestos anulares se
denominan quelatos y los reactivos multidentados, agentes
quelantes. los quelatas se caracterizan por poseer una
estabilidad notoriamente elevada en comparacién con los
complejos formados con reactivos monodentados que contienen
grupos funclonzles similares. Aunque Indudablemente intervienen
numeroses factores, varlos autores coinciden en que la establlidad
adicional de este tipo de complejos, puede explicarse en funcién
del camblo de entropia producido durante su formacion (S2). El
camblo entropico en la reaccion de formacién de un sistema quelato
€5 mayor que el que ocurre para un complejo metdlico no quelato,
de caracteristicas simllares, favorecléndose en el primmer caso
el desplazamlento del) equilibrio hacia la formacién de productos.
Cuando se emplean agentes gquelantes en CIL, éstos deben
evidentemente cumplir con las condiciones de no bloguear todos
los sitios de coordinacién del metal, o en todo caso, unirse
reversiblemente, de modo que los solutos puedan interacclotar con
los sitios libres o Iintercamblarse con las especles complejadas
para formar el complefo mixte quelante-metal-soluto (QMS].

Otra posibllidad de aumentar la estabilidad de los complejos
mixtos y modificar sus estructuras, es la formacién de enlaces
intramoleculares ligando-ligando entre los dos tipos diferentes
que conforman el complejo, a través de puentes de hidrégeno,
enlaces covalentes o {énfcos, interacciones hidroféblcas, etc.
tas Interacciones mencionadas son responsables de la creacién de

diferentes estructuras.
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En el proceso cromatografico, el ligando (6 quelante) y el ion
metalico adiclonados a la fase mévil forman, en primera instancia,
un complejo mixto, QMX, en donde los sitios de coordinacién no
ocupados por el llgando se encuentran saturados por moléculas de
disolvente u otras especies presentes en esta fase (por ejemplo
iones del buffer:X).

La retencion de los solutos (S} estara condicionada entonces por
la diferencla de establlidad entre los complejos mixtos QMX y
MS y por la interacclén de estos complejos con la fase
estacionaria.

Considerando que la fase estacionaria es de naturaleza apolar, se
pueden proponer dos mecanismos de Intercambio de ligantes, en
funcién del carécter hidrofébico del ligante adiclonado a la fase
mévil (fig 3).

-Cuande el quelante es de naturaleza hidrofébica, el complejo
inicial ~QMX se fija en cantidad apreclable a la fase estacionaria
y el intercamblo de ligantes entre la especie ¥ y el soluto (S)
ocurre de manera predominante en esta fase,

-Cuando el quelante es poco hidrofodbice, el complejo QMX se
encuentra casi en su totalidad en 1a fase mévil, ocurriendo en
esta fase el Intercambio soluto-ligande X. Posteriormente se
establece el equlllbrio de reparto del complejo QMS entre las

fases movil y estacionaria.
11.3.6. Efecto de la temperatura.

En cromatografia de liquldos la temperatura tiene influencia
en la solubilidad de la muestra, difusién del soluto y viscosidad
de la fase mévil. Un aumento en la temperatura tiende a disminuir
la viscosidad de la fase mévil y aumentar el coeficiente de
difusién del soluto, produciendo una influencia favorable en la
eficlencla de la columna, pero generalmente una influencla menos
notable sobre la selectividad.

Lamentablemente no es facil predecir la direccién y grado en que
ocurren estos camblos, por lo que la varlacién de la temperatura
es a menudo el Ultimo parametro a optimizar en cromatografia de

liquidos, de fase lnversa o normal (41).
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Fipurs 3. Sistemas que pueden presentarse en cromatograffa de {ntercambio

de ligantes en fuse inversa.

~Quelante hidrotdbico Quelante de baja hidrofobicidad

(q)
Qs

..Q)
Fase estscionaris / \ Fase estacionari
Fase mévil / \ Fase mbvil
A—%ﬂ.m

QHS‘——S——QMX
X

Q: agente guelante M: ion metilico 5: soluto
X: lipsnte presente en la fase mévil (buffer,

saler, ete.)
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I11. OBJETIVOS

El exdmen de los trabajos publicados sobre la resoluclén de
mezclas enantioméricas nos lleva a concluir que la cromatografia
de iIntercambio dindmico de ligantes es la técnica que
probablemente tendra mayor aceptacién y popularidad, en los
proximos aflos para llevar a cabo este tipo de separaciones. En
efecto, entre las ventajas mas notables que presenta esta técnica,
se pueden mencionar las siguientes:

- gran flexibilidad y wversatillidad del sistema, que permite
controlar la retencion y la selectividad a través de camblos,
unicamente, en la composlclon de la fase movil

- fAcil disponibilidad y menor precio de las columnas de fase
inversa comparadas con las columnas quirales o aun con las
columnas de restnas de Intercambio iénico de pequefia granulometria
- mayor estabilidad de la fase estacionaria

~ menor rlesgo de descomposicién o modificaclon lracemlzacién) de
los compuestos durante la corrida cromatografica ,

- mayor eficlencia y simetria de picos que los obtenidos por
otras técnicas de cromatografia de Iiquidos para separacion de

enanti6meros.

Desafortunadamente, la mayor parte de las publicaclones sobre
separaciones enantloméricas gue emplean la CIL, describen el uso
de agentes quirales de naturaleza muy compleja {generalmente no
disponibles en el mercado). Por otra parte, en estas
publicaciones no se ha presentado un estudio sistematico, del
efecto de los diversos pardmetros de la fase mévil sobre la
selectividad y la retencidn, que sirva de guia para Implementar y
optimizar en forma raplda y ldégica este tipo de separaciones.

Por las razones anteriores, el presente trabajo tlene como
objetivos los siguientes:
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1. Examinar la factibilidad de lograr la separacién de
mezclas  enantioméricas por CIL dinamica en fase lnversa
empleando reactivos quirales mas senclllos y accesibles,
especificamente aminodcidos slmples opticamente actives vy

deteccion espectrofotemétrica en el rango UV-VIS,

2. Estudiar el efecto que tienen sobre la retencién y la

selectividad los sligulentes pardmetros de la fase movil

contenido de disolvente organico

concentracidén de sales

- tipo de sales

lon metdlico

- pH

ligante quiral
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1¥. PARTE EXPERIMENTAL

1V.1. Instrumentacién.

Este trabajo se realizé en un cromatégrafo de liquidos marca
Yartan, wmodelo 5000, con inyector manual equlpado con valvula de
inyecclén Rheodyne 7125, detector UV-visible de longitud de onda
varlable, Vartan modeio UV-1i0 y bloque de calentamiento Varian
para el control de la temperatura en la columna.

De manera Independiente al equipo mencionade, se usd un detector
de indice de refracclén marca Waters, modelo R-401.

Para el reglstro de la sefial se utilizé un registradoer lineal
Alltech Associates, modelo 1200.

La degasificacién de las fases méviles se efectto en un bafio
ultrasénico de Branson Instruments, wodelo D-50.

Las mediclones de pH se hicleron en un potencidémetro Tacussel,
modelo 208N,

El empacado de las columnas se reallizé medlante un equipo Haskel,
modelo 29426, que consiste de una bomba Haskel a presién
constante con relacién de pistén gas~liqulido 40:1, depdsito de
disolvente y mandmetro de alta presidn,

IV. 2. Reactlvos
A excepcion de los reactivos suministrados por Laboratorios

Carnot, los restantes fueron grado analitico.

~ acetato de amonic

acetato de cobalto

H

acetato de niquel

acetato de sodio

acetato de cobre

1

acetato de zinc
alcohol etflico 96°
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alcohol etilico absoluto

D,L- 4cido mandélico (Laboratorlios Carnot)
citrato dibisico de amonio

fosfato dibdsico de sodio

D,L-fenilpropanolamina (Laboratorios Carnot)

D,L-m-fluorofenilalanina

Diclorometano

L-isoleucina
- B,L-N-isopropil noradrenalina {Laboratortos Carnot)

metanol

L-prolina

sulfato ferroso

sulfato férrico

sulfato de manganeso

tetracloruro de carbono

L-tirosina
D, L-triptofano
L-triptofano

tricloruro de cromc

tris (hldroxi metil) amino metano

1vV.3. Columnas.

Se utillzaron columnas de acero inoxidable de 15 cm de
longitud y 4.6 mm de diametro interno (tubo Lichroma con paredes
interlores pulidas), de Alltech. Como fase estaclonaria se empled
Rsil HL RP18 (Alltech) de 5 p de didmetro de particula.

Las columnas wutilizadas en este trabajJo se empacaron en
nuestro laboratorio.

1v.4. Determinaclén de eflciencla.
Conslderando que la fase estaclonaria de las columnas

preparadas en el laboratorio es de naturaleza hldroféblca, se
eligié una mezcla de benceno/naftaleno como solutos de prueba y
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una mezcla metanol:agua 80:20 como fase movil {53},

Los parametros con los cuales se mide la eficlencia de una columna
son, altura de un plato teérico (H) y numero de platos tedricos
(N}, donde:

L
Ne ssa [t ) y H= -—
l HIIZJ N

donde:

tr = tiempo de retenclén

Wi = ancho del pico a la mitad de la altura

+

L = longitud de la columna

Para reducir los errores asoclados con la medicién de la altura
del plco (h) y el ancho del pico a la mitad de la altura, se
obtuvieron los cromatogramas a una velocidad de carta de 2 cm/min.
En la tabla I se muestran algunos de los pardmetros obtenldos en

la evaluacién de una de las columnas.

IV.5. Medicién de tiempo muerto {to) y determinacién de factor de
capacidad (k’).

El tiempo de retencién (tr) es un parimetro que varia en
funcién de los volumenes inter e intra particula asocliados con el
empaque de una columna, asi como también con el tipo de accesorios
colocados entre los puntos de lnyeccién y deteccién. Es por esto,
que la elucién de un soluto de diferentes columnas no se describe
correctamente por este parametro.

Para descrlbir la retencién de un soluto en una columna se define
el término llamado factor de capacidad, k':

tr - to

K= to

Para calcular el factor de capacidad es necesarlc conocer el
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tiempo muerto (to), el cual se obtlene experimentalmente midiendo
el tiempo de retenclén de un soluto que no se retiene en la fase
estaclonaria. La determinacion de este parametro se hizo

inyectando una disoluclén de nitrato de sodio como soluto (54)

TABLA 1

Condiciones de prueba y resultados obtenidos en una columna
de 15 cm de longltud y 4.6 mm de dldmetro \interno, fase
inversa Cis, tamafio de particula 5 u.

Condiciones
muesira: benceno/naftaleno
detector: U.V. 254 nm
tamafio de la muestra: 5 pl
temperatura: 30°C
fase mévil: metanol:agua 80:20
velocidad de flujo: 1 ml/min
velocldad de carta: 2 cw/min

Retencién de la muestra

compuesto tiempo de retencién (min)
benceno 7.5
naftaleno 13.4
Eficlencia de la columna
factor de capacldad (naftaleno) 4.75
nimero de plates/columna (naftaleno} 6889
nimero de platos/m 45926
H (p) 21.8
factor de selectividad (a) 2

iV.6. Determinacién del factor de selectividad (a«).

La selectividad se define como la capacidad de un método de
separaclén para diferenciar dos componentes.

En cromatografia, la selectlvidad se mide medlante el factor de
selectividad « (S3):

K1

&= -5y

donde Kt y K), se refleren a las constantes de distribucién de los
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solutos 1 y j; a es tambieéen igual a la relacién de los faclgres de
capacidad:

k'

3]
Para que una separaclén sea posible, se requiere que a« > 1. En
cromatografia de liquidos, 1a forma mas comin de modificar este
parametro es a través de camblos en la composicién de la fase
movil (pH, naturaleza y concentracién de disolvente orginico,

equilibrios quimicos secundarios, etc.).

IV.7. Preparacién de fase movil.

Los componentes fundamentales de la fase movil fueron un ion
metalico, un ligante quiral, una disolucién reguladora de pH y un
disolvente organico.

Se prepararon disoluciones concentradas de los tres
primeros componentes (16" M); las fases moviles para los
diferentes ensayos se prepararon tomando las alicuotas
correspondientes de las disoluclones concentradas, ajustando el pH
al valor deseado con disoluclones diluidas de NaOH &
HCLO% afiadiendo el volumen requerido de disolvente organico
y aforando en matraz volumétrico con agua destilada.

El sistema cromatograflico se ponia en equilibrio con la fase mévil
{degasificada previamente en un bafio de ultrasonido y filtrada a
través de unos flltros de 10 u colocados en la entrada de la linea
del eluyente), bombeando ésta a través de la columna en un volumen
igual a 10-15 veces el volumen de la misma. La fase mévil eluida
se desechaba y una vez que el .slstema cromatografico alcanzaba el
equllibrio, comenzaba a recliclarse. En este momento el sistema

quedaba listo para la inyeccién de los solutos.
1V.8. Selecclién de solutos y ligantes quirales.
Se selecclonaron dos compuestos como ligantes quirales,

L-prolina . L-isoleucina, por su facll disponibilidad,
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compatlbtlidad con el sistema de deteccléon empleado {detector de
absorcién UV-VIS de longitud de onda varliable), caracteristicas
estructurales y establlldad en las condiciones de trabajo

Mientras que la prolina es un compuesto de estructura ciclica que
se ha utllizado ampllamente en CIL, la isoleuclina presenta una
cadena alquilica ramificada que puede conferirle
caracteristicas hidrofoblcas y estereoselectlvas diferentes..

Como solutos de prueba para este estudio se buscaron compuestos
facilmente detectables con nuestro sistema de deteccién, estables
en las condiciones de trabajo y con caracteristicas racémicas

En las tablas Il y IIl se enumeran algunas de las caracteristicas

de los solutos y ligantes quirales respectivamente.
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TABLA 11

Estructuras quimicas y constantes de acidez de los solutos.

Soluto pKa estructura quimica
COOH
KO- CH
D,L-acido mandélico 3.37
NH,

HO- CH- CH,~ CHy

D,L-fenilpropanolamina 9.4

¥
~CH,- C- COOH
D,L-m-fluorcfenil~ P‘JH
alanina 2
|
F
OH CHz
D, L-N-isopropil nor- ACH- CH,= NH- (l:H
adrenalina 8.64 . CHy
: HO
|
OH
H
1
D,L-triptofano 2.38/9.32 -cu,-?u- cooH
NH,
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TABLA 111

Estructuras quimicas y constantes de acidez de los ligantes

quirales utilizados.

ligante quiral pKa estructura quimica
IIZOOH
L-1soleuclna 2.32/9.76 CHy- tlZH--(|2H
CHy NHz

H
| .
~COOH
L-prolina 1.99/10.6

IV.9. Seleccion de los parametros cromatograficos a estudiar y
su intervalo de varlacién.

1V.9.1. Disclvente organico.

En cromatografia de liquidos de fase lnversa }a fuerza del
eluyente aumenta al disminuir la polaridad del disolvente organico
en la fase movil, Entre los disolventes orginicos mas usados en
este tipo de técnica se encuentran el acetonitrilo y el metanol
porque no interfieren con el sistema de deteccion usual (UV-VIS),
tienen wuna viscosidad relativamente baja y son facllmente
accesibles con un alto grado de pureza. En este estudio se eligid
el metanol por ser un disolvente mas econdémico y menos toéxico que
el acetonitrilo. En la tabla IV se muestran las propledades
fislcas comparativas entre el agua y el metanol {55)



TABLA 1V

Propiedades de los disolventes metanol y agua.

CH30H H,0
Peso molecular (g/mol) 32 18
Punto de ebullicion (°C ) 65 100
indice de refraccion (25°C) 1.326 1.333
A de no interferencia UV (nm) 205 170
densidad a 20°C (g cm™}) 0.792 0.998
viscosidad a 20°C (cp) 0.584 1.0
constante dieléctrica 32.7 78.5
momento dipolo (debyes) 1.66 1.84
tensién superficial (din ch' ) 22 73

El agua presenta valores muy altos de polaridad y tension
superficial, por 1lo que es el eluyente mas débil en
cromatografia de fase Inversa. Las mezclas agua-metanol en
diferentes proporciones producen fases méviles de fuerzas
eluyentes Intermedias. La fig. 4 nmuestra los valores de
viscosidad (5), tensién superficial (y) y constante dieléctrlca
{c) en estas mezclas (55).

En ensayos preliminares se observé que a concentraclones de
metanol en el eluyente superiores a 25 %, la retencién de los
solutos es muy débil y el efecto del complejo quiral es
practicamente nulo, por lo qué se decidlé tomar este valor como
1imite superior en el estudlo del efecto del contenldo de metanol
en la fase mévil sobre el comportamiento cromatografico de los

solutos.

1v.9.2. Ion metdlico.

El nimero y geometria de coordinaclién del ion metdlico tienen
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TERSION SUPERFICIAL,Y, (din/cm),0

CONSTARTE DIELECTRICA, ¢

VISCOSIDAD {cp)
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PORCIENTO (V/V) DE RETAROL
Flgura L. Variacidn de la tensién superficial (y)y -

constante dieléetrica {¢ ) y viscosidad (n ) de mezclas -«

metenol:agua a 25° C.
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influencia en la estructura y estabilidad de 1os complejos
formados. Se eligleron algunos de los metales correspondientes a
la primera serie de translcion (Cuun, Cruin, Mnan, Feun,
Fewun, Cotin), Niun y Znan), debido a que sus
caracteristicas estructurales los hacen favorables para las
reacciones de formacién de complejos con ligandos cuyos atomos
donadores de electrones son N, 0 y F; en este caso se encuentran
los compuestos usados como solutos y ligantes quirales.

Los nGmeros de coordinacién mads comunes para los
cationes con dos y tres cargas de la primera serie de
transicién son, cuatro y sels, predominando la estructura
geométrica octaédrica cuando se encuentran como iones
hidratados. De los catlones metdlicos empleados, el Coun,
Znun y Fetniny forman complejos tetraédricos mas facllmente
que cualquier otro metal de transiclon y en los metales restantes
pueden encontrarse coexistiendo ambas estructuras en una
disolucién.

Los primeros miembros de una serie de transicién tienden a

formar enlaces fuertes con los ligandos mas electronegativos como
fluoruros y moléculas que contienen oxigeno.
De una manera general se ha observado que la formacién de
complejos analogos de los iones divalentes del manganeso al zinc,
con ligandos que contienen nitrégeno como el Atomo donador, caen
en el slgulente orden: Mn®'¢ Fe®*c Co?'« N1%*¢ Cu®% zn®"

En este estudio se analizé el efecto que presentaba el cambio
de fon metdlico en la fase mévil sobre las caracteristicas de
retencion y selectividad de los solutos. La concentracién que se
eliglé para esta especle fué 0.008 M debido a que en esta
condicién se observd enantioseparacién con el lon M2 y se tomé

este valor como referencla para efectuar el estudio comparativo.

1v.9.3. Concentracién y naturaleza de las sales empleadas
para fljar el pH.
El tipo y concentracién de sales disueltas en la fase movil

puede modifPcar el comportamiente cromatografico de un soluto a
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través de diferentes mecanismos: control de pH, efecto salino,
formacién de un par {énico con el soluto, competencia por
sitios de intercambio ¢ enmascaramiento de silanoles residuales.

En este trabajo se decidié efectuar un estudio de retencién y
estereoselectividad de los solutos haciendo  variar la
concentracién de sales en el Intervalo de 0.001 - 0.1 M, debido a
que algunos ensayos preliminares mostraron pérdida de resolucién
en concentraciones mayores al limite superlor. Por otro lado, se
decidlé estudiar el efecto que provocan sobre la retenclién y
selectividad de los solutos diferentes sales disueltas en la fase
movil, manteniendo constante la concentraclén total de las mismas,
Se selecclonaron los sigulentes compuestos: acetato de amonio,
fosfato dibdsico de sodlo, cltrato dlbasico de amonio y tris
(hidroximetil) amlnometano (TRIS). En la tabla V se muestran los

valores de las constantes de acidez de estos compuestos.

TABLA V
Constantes de acldez de las sales utilizadas en la fase-mévil

pKa

acido fosférico

HaPO, /H,P0, 7HPO, 2™ 7P0, PO, 2.2/7.1/12.3

4cldo citrico

CeHaly 7CeHa07 /CeHe0d /CeHs 00, 3.1/4.8/6.4

4cldo acétlco

CH,COOH /CH,CG0A,C00 a8

amonio

NH, " /NHNH, 9.2

tris

CuHy aNO3 7€ Hy {NOyqoN 8.2
1V.9.4. pH.

El pH es un parametro que juega un papel importante en el
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comportamiento de la retenciéon y la enantloselectividad, ya que
determina el grado de lonizacién de las especles presentes en la
fase movil y afecta el wvalor numérico de las constantes
condicionales de los equilibrios de complejacion entre los
ligantes y el lon metdlicn. En cromatografia de fase inversa, el

pH de la fase movil esta limitado por la estabilidad de las

columnas. Se recomlienda trabajar en un intervalo de pH de
2.5-7.5, pues se ha observado que en medios muy acldos, puede
haber ruptura del enlace Si-C, mientras que en medios
alcalinos se ataca directamente la matriz de la silica. Para
proteger a la fase estacionaria, se fijo un pH maximo de 7

en las fases moviles utilizadas.

1¥.9.5 Estudio de la fijacién de ligante quiral a la fase

estaclonaria.

En cromatografia de intercambio de ligantes de fase inversa,
con aditivos quirales en la fase mévil, la naturaleza hidrofébica
del ligante quiral es un parametro importante en el mecanismo de
retencién involucrado. Segiun su estructura quimica, el ligante
quiral puede adsorberse en forma apreclable en 1la fase
estaclonaria. £l grado de adsorcién de 1la L-prolina y
L-isoleucina se determind por deteccién refractométrica del frente
de migracién del ligante a la salida de la columna. Durante el
proceso de equilibrio de la columna, el ligante disuelto en la
fase mdvll es adsorbldo por la fase estaclonaria, dando lugar a un
frente mévil de ligante que migra a lo largo de la columna y puede
detectarse por un refractémetro diferencial colocado a la salida
de la misma. El procedimiento experimental empleado es el
siguiente:

La columna se equlilbra con la fase mévil selecclonada (sin
ligante quiral); con esta fase se llena la celda de referencia del
refractémetro y se verifica la estabilidad de la linea base.
Posteriormente se hace pasar por la columna el eluyente que
contlene al ligante quiral y la salida de la columna se conecta
directamente’a la celda de medida del refractémetro, registrandose
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las varlaciones en el indice de refracclion del liquido que sale de
la columna.

Durante la primera fase del proceso, el ligante quiral puede ser
adsorbldo por la fase estaclonaria, por lo que el indice de
refraccién se mantlene constante, salvo algunas perturbaciones que
se pl:oducen al finalizar la elucién del volumen muerto de la
columna, Después de un clerto tiempo se observa un cambio, en
forma de frente, en el indice de refraccién; su deteccién indica
el momento en que la columna ha quedado equilibrada con la fase
mévil y consecuentemente el ligante empleza a aparecer en el
eluyente. Esta determinacidon se hizo en las condiclones
experimentales encontradas como éptimas para la resoluclén

enantiomérica.

1¥.9.6 Relacién estequiométrica quelante quiral:lon metdlico y

concentracion del complejo quiral.

La estequiometria y el mecanismo de formaciéon del complejo
de adsorcién estan determinados en forma primaria por la
estructura del solulo y el ligando quiral y por la naturaleza
del ion met&llco que participa en la formacidn de ese complejo
{8). Si se requiere la presencla del complejo ligante quiral:lon
metdlico para la estereoselectividad de un par enantiomérico,
entonces los camblos en la relaclén ligante quiral/ion
metalico y su concentraclén deben afectar los valores del factor
de selectividad (a).

Estos ensayos se realizaron con acetato de niquel y L-prolina; el
intervalo de concentracién bajo el cual se decidié efectuar este
estudio se establecld de acuerdo con la solubilidad del 1igante
quiral en las condiclones de trabajo y considerando, adem4s, las
limitaciones instrumentales del sistema de deteccion deblidas a ia
coloracién de la fase mévil por la presencia del complejo ligante
quiral-lon metdlico.

Para determinar el efecto de la relacién estequiométrica en el
complejo, se mantuvo constante fa concentracién del lon metilico
en 0.02 ¥ y se varié la concentracién del ligante qulral desde
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0.01 - 0.05 M, tratando de encontrar la composicion del complejo
quiiral mas favorable al proceso enantioselectivo.

Una vez encontrada la relacioéon estequiométrica mas adecuada, se
analizé la influencia de la concentraciéon del complejo quiral
sobre la retencién y selectividad de la separacién, conservando
otros parametros cromatograficos constantes. Se partié de una
concentraclén de acetato de niquel 0.0001 M y el limite superior
se establecié en 0.02 M, variando simultineamente 1a concentraclén

de prolina segin la proporcién estequiométrica antes encontrada.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan y analizan los resultados
obtenidos al estudlar los parametros sehalados en la secclén
precedente.

Comenzamos por determlnar las condlclones cromatograficas mas
adecuadas para les solutos de prueba mediante algunos ensayos que

se describen a continuacion.

V. 1. Ensayos prelimlnares,

Se reallizaron algunos ensayos preliminares para determinar

las condiclones de composicién de la fase movil que
permitieran obtener una retencién adecuada de los solutos y
lograr la separacién enantiomérica. Para estas pruebas’ se
eligleron 1nicialmente Jas sigulentes condiciones: L-prolina
0.002 M, acetato de zinc 0.002 M, tampdn de acetatos 0.01 M,
PH S y contenlds de metanol variable.
En la filgura 5 y la tabla VI se muestran los resultados
obtenldos para los diferentes solutos estudiados. Se presentan
las relaciones de k' vs concentraclén de metanol cuando la fase
névil contiene:

A) solo la solucién amortiguadora

B) cuando contiene ademas al ion metdlico y

C) en presencia del jon metdlico y del ligante quiral.

En las tres fliguras se observa un aumento del factor de capacidad
de los solutos al disminuir 1la proporcién de metanol en el
eluyente. En las condiciones estudladas la presencla del complejo
quiral no tiene un efecto significatlvo en estos camblos. Sin
embargo, un aumento en la concentracion del complejo L-pro:Zntiny
a 0.005 ¥, da lugar a un notable incremento en la retencién de los
solutos (figura 5 D).

Este comportamiento refleja la combinaclén de dos efectos:
equilibrios de complejacién secundarlos que modifican la retencién

en estos sistemas y el efecto del disolvente orgénico descrito en
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cromatografia de fase lnversa simple, al varlarse la fuerza de la
fase movil.

En los resultades mostrados se observan variacicnes en las
caracteristicas de retencion de los solutes, pero nc se obtiene
selectividad enantiomérica; tratando de lograr esta, se hicleron
algunos camblos en la composicion de la fase movil: concentracioéon
de metanol, pH, concentracién y relacion estequiometrica del
comple jo L-prolina:2inctn.

En las condiclones mencionadas es poslble trabajar hasta un pH
maximo de 6.5 sin que se presente precipitacion del lon metdlico
en forma de hldréoxide; se hicieron algunos ensayos en este valor y
también en pH 2, varfando el contenido de metanol y utiitzando
L-prolina 0.017 M y acetato de =zinc 0.008 M. A pesar de los
diferentes intentos realizados, no fué posible logr‘ar selectividad
isomérica, por lo que se decididé cambiar l}a naturaleza del fon

metéllco.

TABLA VI
Fase conc. de me- solutos
mévil tanol (% v/v) 1 2 3 4 5
A 15 0.4 2.9 2.4 3.5 9.1
25 0.2 1.4 1.5 1.9 4.9
10 0.8 3.3 3.6 5.9 10.6
B 15 0.7 2.1 2.5 3.7 6.9
25 0.5 1.1 1.6 1.9 3.9
10 0.9 3.6 3.3 5.4 10.5
[ 15 0.7 2.3 2.5 3.8 7.5
25 0.5 1.1 1.6 2.1 4.3
D 10 2.2 7.5 9.6 16.0 17.4
15 1.1 2.0 4.1 5.4 6.3

Ensayos preliminares. Influencia del contenido de metanol en
diferentes condiciones de fase moévil, sobre el factor de ca-
pacidad {k') de los solutos.

(1) D,L-4cldo mandélico, (2} D,L-N-isopropil noradrenalina,
{3) D,L-m-fluorofenilalanins, (4) D,L-triptofano, (5) D,L-
fenllpropanolamina. Fase mévil: (A) metanol:tampdn de aceta-
tos 0.01 M pH S (proporcién varlable); (B) conteniendo ademas
acetato de zinc 0.002 M: (C) como la anterior y L~-prolina
0.002 M; (D) igual que (A) pero con acetato de zinc 0.005 M y
L-prolina 0.005 M.
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v.2. Influencia de la naturaleza del ion metdlice sobre la
retenclén y selectividad cromatograflica.

Para determinar el efecto produclde por el icn metadlico sobre

el comportamiento cromatografico de los solutos se eligleron los
siguientes compuestos: acetato de cobalto «n, acetato de 2inc
(n, tricloruro de cromo (111}, sulfato de cobre w1, acetato de
niquel (in y sulfato de manganeso t11). No se trabajaron otros
fones metallcos de este grupe, como Feiiry y Ferin, porque en
las condiciones del estudio precipltan como hidréxidos.
La fase mévil estuvo constituida por el fon metdlico en
concentraciéon 0.008 M, L-prolina 0.017 M, acetato de amonio
0.02 M, metanol 5 %, pH 7. en estas condlclones el Cuurn
inter{iere apreciablemente con el sistema de detecclén, por lo gue
no se continué el estudio con este catieén.

En la flgura & se muestra el efecto producldo por el fon
metdlico sobre la retenciodn y selectividad enantiomérica de los
solutos D,L-m-fluorofenilalanina, D,L-triptofano y D,L-dcido
mandélico. En estas condiclones nho se obtuvieron resultados
satisfactorlos para los solutos fenllpropanolamlna y N-lsopropil
noradrenalina, los cuales tlenen tiempos de retencion muy elevados
y dan lugar a pilcos muy anchos y asimétricos. Estas dos especies
poseen propledades basicas y probablemente la forma de sus picos
pueda atribulrse a su interaccién con grupos silanoles
residuales de la fase estaclionarla. Por otra parte, no se ericontré
separaclén isomérica para estos solutos en ninguna de las
condiciones posterlormente estudladas (lo mismo ocurrié en el
caso de la m-fluorofenilalantnal), por lo que no se reportardn en
las sigulentes secclones.

En el caso particular del 4cido mandélico, aunque en estas
condiciones no se logrd la resolucién de sus enantidémeros, mas
tarde fué posible tal separacién.

ta enantioseparacién en dos de los solutos probados nos
condujo a buscar alguna caracteristica comin en sus estructuras
quimicas que favoreclera su separacién en estos sistemas.
Observamos que, unldos al centro quiral existea un grupo carboxilo

que se encuentra totalmente lonizado en el pH de trabajo, y un
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D,L-m-fluorctfenilalanina D,l-triptofanc

Condiciones: columna y fase estacionaria como en la fig 5.
Fase mSvil: ion metdlico 0.008 M, Leprolina 0.017 M, acetato de amonin 0.02 M,

metanol 5 %, pH 7.

su pH fué de 6.5. .
Las flechas seflalan la escala correspondiente. Los iones metdlicos utilizados

son divalentes, a excepcidn del cromo, que tiene grado de oxidacidn de tres.
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En el caso del Zn(II), la fase mdvil no contenfa amonio y



grupo polar {amino o hidroxile), que constituyen dos sitios
potenciales de interaccién con el fon metalico, favereciéndose la
formacién de estructuras de tipo anular que confleren gran
establilidad al complejo formado y diferente conformacion, lo que
finalmente conduce a una afinidad difereate por la fase
estacionarta. Ni la fenilpropanolamina, n! 1a H-isopropil
noradrenallina presentan esta caracteristica. Sin embargo, aunque
la m-fluorofenilalanina satisface esta condicion, y los resultados
experimentales de la figura 5 y la tabla VI indican que forma un
complejo c¢on la especle 2Zann:Prolina, no se efectda la
separaciémn de sus enantidmeros. Estos resultados peodrian
atribulrse a que la m-fluorofenilalanina posee en su estructura un
dtomo de fluor, el cual podria presentar un efecto Inductivo en la
molécula debido a su caracter fuertemente e'lcctronegatlvo,
disminuyendo de esta manera la capacidad donadora de electrones de
los grupos funclonales carboxile y amino, e impidiendo
probablemente, la formacién de una estructura geomélrica adecuada
para su reconocimineto quiral.

Es interesante sefalar que la retencién de los solutos en
presencia de Zn(rty fué mayor que la obtenida con Nifin,
a pesar de que los complejos formados con este Gltimo catidén son
en general mis estables. Una poslible explicaclién es el hecho de
que en el caso del 2n(rir no habla fones amonlo en la fase mbvil y
sabemos que esta especle es capaz de interaccionar con la esfers
de coordinacién del ion metdlico, convirtiéndose en un elemento
competitivo para el soluto y disminuyendo su retencion.

Se observé que el reemplazo de un ilon metdlico por otro puede

afectar la eflciencla y la selectividad enantlomérica. En efecto,
ya se ha mencionado que el fori metdlico es uno de los elementos

principales en el procesc de complejaclén y que los
diferentes metales exhiben distintas capacidades para reacclonar
con un ligando. Deblde a que las f{uerzas de valencla tlenen
naturaleza electrostatica, resulta evidente que el tamafho y carga
de los componentes  implicados son factores de  suma
importancia. Asi, en el caso de los catfones del grupo A (seccién
11.3. 1}, las fuerzas de atraccién entre lones pequefios de carga
elevada son ?arncularmenze poderosas y conducen a la formacién de
comple jos estables. Una consecuencia de la fuerte influencla de la
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carga, es que muchos lones metalicos de valencia elevada exhiben
tendencias complejantes similares a las de los cationes de este
grupo, aunque nho poseen una configuracién de gas noble.

Fn el caso de los lones metalicos de transiclon, el predominio de
enlaces covalentes o electrostaticos depende bdsicamente de tres
factores: el tamafo, la carga y el potenclal de lonlzacién.
Generalmente el enlace covalente se favorece por una carga liénica
baja y un radio iénlco grande {47}.

La reactividad de los complejos es un factor que afecta

directamente la eficlencla de la separacién. En esta metodologia
los complejos deten ser de naturaleza 1abil para lograr
eficienclas adecuadas, es declr, la formacién y ruptura de los
enlaces entre el atomo central y los ligandos deben realizarse con
una frecuencla elevada (56). La velocidad de Intercambio de
ligantes en complejos cineticamente inertes es extremadamente
baja. Es evidente que el intercambio de ligantes, aplicado a una
separacién cromatografica, con este tipo de complejos, . es
imposible.
La reactlividad de los complejos metdlicos se relaciona con 1la
estructura electrénica del lon metélico, asi, encontramos en la
literatura que l!a mayoria de los complejos formados con los
elementos de la primera serie de transiclén son relativamente
lablles, a excepcién de los de Crutty y Co iy, por lo que
serfa poco factible esperar resultados positivos con estos
dltimos cationes en cromatografia de intercamblo de ligantes.

La separacion enantioselectiva por CIL se basa en la formacién
de complejos mixtos, de los cuales no se encuentra mucha
informacién en la literatura, y solo se conocen las constantes de
estabilidad de unos cuantos. Se ha encontrado que su formacién se
facilita cuando el lon metidlico tiene un nimero de coordinacién
elevado y su establilldad es funcién de la geometria del complejo y
del nimero de dtomos donadores en los ligantes.

Los arreglos geométricos mis comunes para los catlones con dos
y tres cargas positivas de la primera serie de transiclén son el
tetraédrico y el octaédrico, aunque es poco comin encontrar
complejos tetraédricos para Cruin, Maun y Fean. Estas
estructuras pueden modiflcarse por la formacién de enlaces
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intramoleculares entre los dos tipos diferentes de ligando a
través de puentes de hldrogeno, enlaces covalentes o {énicos,
interacclones hidrofébicas,etc. Las interaccicones mencionadas
seran responsables de la creaclén de diferentes estructuras.

Las condiciones cromatogrificas estudiadas nos permitieron
obtener enantloselectividad para el D,L~triptofano en presencla de
Mntin y Nian, encontrandese un mayor grado de selectividad con
este Wltimo. De los cationes estudiados el HNiun forma en
general complejos mds estables, su radio lénlco es el mas pequeiio
.y su densldad de carga la mas elevada, de tal manera, que estos
factores pueden contribuir a la formacién de complejos mixtos
favorables al tipo de separacién deseada. Los estudlos
posteriores se realizaron con este catlion.

La identificacién de los lsémeros se hlzo comparando los tiempos
de retenclén con enantidmeros pures en la mlsma columna e
lguales condiciones.

Cabe mencionar que el fon Cuill) reune caracteristicas muy
adecuadas para la formacion de complejos y de hecho en 1la
literatura se han publicado resultados satisfactorios en
separaciones de lsémeros opticos utilizando este lon metalico.
Desafortunadamente, en presencia del 1ligante quliral sus
discluciones tienen un color muy intenso y una absorbancia elevada
a las longitudes de onda adecuadas para la deteccién de los
solutos, Por ello, es necesario wutilizar un detector de
fluorescencia, formando derivados de los solutos a la salida de la
columna. En este trabajo no se empled este método por carecer de
dicho detector.

V.3. Efecto de la concentraclén de disolvente orginico en la fase
mévil sobre la retencién y selectividad de los solutos en el

sistema del-niquel.

Este estudio se efectio determinando los factores de capaclidad
y selectividad de los solutos de prueba a diferentes
concentraciones de metanol en el eluyente.

La composicién de la fase mévil fué la sigulente: metanocl:agua en
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proporcién variable, L-prolina 0.017 M, acetato de niquel 0.008 M,
pH 7.

En las figuras 7 y § se observa el efecto usual en fase inversa
simple de la fuerza del dlsolvente sobre la retencién de la
muestra. Un incremento en 1a concentracién del dlsoclvente
fuerte len este caso metancl) conduce a la disminucién de los
factores de capacidad.

Si el comportamiento de elucidn y selectividad de un compuesto
racémico depende de las diferencias en la establlidad de los
complejos mixtos diastereoisoméricos y de la Interaccién de estos
complejos con las cadenas hidrocarbonadas de la fase estaclonaria,
es loglco suponer que el contenido de metanol en la fase mévil, no
solo tendra influencla sobre la magnitud de la retencién, sino que
también contribulra en la enantioselectividad,

Este planteamlento coincide con los resultados obtenidos, en los
que observamos gque el aumento en la concentraclén de metancl
disminuye la selectividad de la separacién. Entre las causas

probables que podrian explicar este hecho podemos citar:
- Disminucion de las interacclones hldrofébicas y por lo tante

de las diferencias de Interaccién entre los diastereolsémeros, con
el aumento en la concentracién de metancl en la fase mévil.

- Cambios en el mecanismo de las reacciones de sustitucién de
ligandes con el aumento en la proporcion de disolvente organico.
Se podria entonces suponer que clertas posiclones de la esfera de
coordinacién del metal pueden ser favorecidas (¢ desfavorecldas)
para la formaclon de enlaces con el soluto y el ligando
quiral, lo que forzosamente tendrd un fuerte impacto en 1la
selectividad,

Por otra parte, se han publicado también camblos estructurales en
algunos comple Jos cuando se modifica el disolvente (51).

- Modificaclén en los valores de las constantes de establlidad
de los complejos mixtos al camblar la composicién y constante
dleléctrica del medio. Algunos estudios espectroscdplcos muestran
que la esfera de coordinaclén del lon Nian retlene con mas
fuerza a las moléculas de agua que a las de metanol, etanol,
acetona o acetonitrilo (57). 5in embargo, nuestros resultados no
perniten determinar si la formaclén del complejo mixto se

favorece o no por la presencia del metanol, ya que al mismo
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tiempo, estos cambios afectan los efectos hidrofébicos y.por lo
tanto la retencion.

En este ensayo encontramos que el D,L-triptofaho mnuestra
separacién lisomérica en todo el intervalo de concentracién
de metanol estudiado; ne ocurre lo mismo para el D,L-acido
mandélico, en el cual se plerde la selectividad enantiomerica
cuando la concentracién de metanol es superior al 5 X Estos
resultados sugleren que el efecto observado depende tamblen de la
naturaleza e hidrofoblcidad del soluto. Cuando el soluto posee
una superficie hidrocarbonada pequefia, la separacién de sus
dlastereolsémeros solo puede reallzarse bajo condiciones que
favorezcan su retencién. Es decir, utilizando fases mévilechon
un contenide muy bajo de disolvente orgdnico, o bien, utilizando
agentes quirales de gran superflcle hldrocarbanada,‘de modo que la
especie quelante-metal-soluto sea suficlentemente hidrofébica.

Debido a que para este estudio no contadbamos con agentes
quirales més hidroféblcos, se decididé trabajar con fases moviles
con un contenido muy bajo de metanol (2.5 %). Sln embargo, cabe
hacer notar que estas condiciones no son ideales para las columnas
de fase inversa {especlalmente cuando ésta es monomérica, como en
el caso presente) ya que su eficienclia disminuye notablemente
cuando el contenido de disolvente orginico es inferlor a S % (58).
Por otra parte, durante este estudio observamos que estas
condiclones también afectan la estabilidad de la columna, cuyo
tiempo de vida se reduce considerablemente.

Un hecho curioso es que en las pruebas preliminares descritas
en la seccién precedente no se encontrdé separacion isomérica para
el D,L-acido mandélico a pesar de la similitud de las condiclones
cromatograficas. Probablementebla ausencia de separacioén se pueda
atribuir al acetato de amonio presente en esa fase mévil. La
literatura (47) describe que el lon Niun se coordina con
amoniaco y que puede formar comple jos mixtos ligando-amoniaco, de
tal forma que se puede establecer un equilibrio de competencla
entre esta especie y el solute  por los sitlos de

coordinacién del fon metalico.
En las sigulentes secciones se estudlarin mas detalladamente

los efectos provocados por 1los ligantes competitivos en la

retenclén y selectividad enantiomérica en estos sistemas.
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Figura 7. Influencia de 1la proporcidn de metanol en la fase mévil.
Condiciones: columna y fase estacionaria como en la fig 5.

Pase m8vil: metenol:sgua (pH 7) variable, L-prolina 0.017 M, acetato

de nfquel 0,008 M.
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V.4. Influencia de la naturaleza de las sales disueltas en la fase
movil.

Este estudio consistioé en evaluar el efecto que puede produclr

el tilpo de sal presente en la fase mévil sobre la retenclén y
selectividad cromatografica. Para determlnar este efecto se
utilizaron: acetato de sodio, citrato de amonio, tris hidroximetil
amino metano y fosfato dlsdédice. En cada caso la fase movil
contenfa la sal por estudiar en concentraclén 0.012 M, acetato de
niquel 0.008 M, L-prolina 0.017 M, metanol 2.5 %, pH 7.
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 9. Los Isdmeros
del 4cldo mandélico no pudleron identiflcarse debido a que no fué
posible consegulr los estdndares correspondientes; estos lsomeros
se deslgnardn como 1 y 2, de acuerdo con su orden de elucion

Algunos trabajos indican que la naturaleza de la sal presente
en la fase movil puede influir en las interacclones de tipo
electrostatico de solutos 1lonlzados y ademids Intervenir en la
cinética de disoclacién de algunos complejos. Por elemple, la
velocidad de intercambio de las moléculas de agua coordinadas al
fon Niun es tres veces mayor en presencia de cloruro de litlo
que en perclorato de litio (57).

En nuestros resultados se observa que los dos solutos
estudiados presentan un patrén de retencién similar frente a las
diferentes sales probadas. El cltrato es la especle quimica que
afecta en mayor grado 1los factores de capacldad de estos
solutos, provocando una disminucién significativa en la retencién
con respecto a las sales restantes. Los efectos observados estan
claramente relaclonados con las propledades complejantes de
las sales estudiadas. En la literatura (59) encontramos que el
orden de establlidad de los complejos de niquel con tales ligandos
es el siguiente

y citrato » tris > fosfato > acetato
Estos datos indican que a mayor estabilidad del complejo formado
entre el ion met&lico y la sal, disminuyen las posibllidades de
iInteraccién de éste con el soluto, y por lo tanto disminuye

también su retencién.
En cuantp al factor de selectividad leos solutos presentan un

comportamiento diferente. En el D,L- triptofano la selectividad
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50 + D,l-triptofano 1.2

L T v v
. acetato fosfato trie citrato
Figura 9. Efectc de la presencia de diferentes sales disueltas
en la fase mévil sobre la retencién y selectividad de los solutos.
Condiciones: fase estacionaria como en la fig 5.
Fase mévil: acetato de nfquel 0.008 M, L-prolina 0.017 M, sales -
0.012 M, metanol 2.5 §, oH 7.
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de la separacion disminuye en el sigulente orden:
acetato > fosfato > tris

hasta perderse completamente en presencia de citrato.
En el D,L-acldo mandélico solo se presenta separacion lsomérica en
presencia de acetato y citrato.
Observamos entonces que la disminucion en los factores de
capacidad no siempre se relaciona con pérdida de selectividad, lo
que suglere, que ademis de factores electrostaticos pueden
Intervenir factores estéricos que impiden el reconocimiento quiral
en el caso del triptofano/citrato y para el actdo
mandélico/fosfato/tris. Por . tanto la naturaleza de la sal
presente en el eluyente es un factor muy importante que afecta el
grado de retencidn y selectividad de la separacién de lsémeros
opticos.

Se decidid continuar este estudio conservando al acetato como
ligante competitivo ya que ninguna de las sales utilizadas aportéd
ventajas adiclionales sobre la selectividad de la separaclén para

ambos solutos.

V.5. Efecto de la concentracioén de ligante competitivo en la fase

movil sobre el comportamiento cromatografico de los solutos.

En este estudlo se determinaron los factores de capacidad y
selectividad de los solutos de prueba a diferentes concentraclones
de acetato de sodioc en el eluyente, desde 0.0167 M hasta 0,112 M.
En todos los casos la fase mévil estuvo constituida por acetato de
niquel 0,008 M, L-prolina 0.017 M, metanol 2.5 %, pH 7.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 10 y 11,

En cromatografia de fase inversa simple se ha encontrado,
experimentalmente, que los factores de capacidad de los solutos
ionizados disminuyen al aumentar la concentraciéon de la sal
presente en la fase mévil, como resultado de un incremento en las
contribuclones de tipo electrostatico (55}.

Similarmente, en cromatografia de pares de lones en fase inversa
se ha demostrado (60} una fuerte dependencia entre la retenciéon
y el contenido de sales en el eluyente, debida a un efecto

de competen?:la entre los solutos y los lones de la misma
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Influencia de la concentracién de acetato en fase mdvil
sobre la retencién y selectividad de los solutos.
Condiciones: fase estacionaria como en la fig 5.
Fase mdvil: acetato de nfquel 0.008 M, L-prolina 0.017 M, concentra-
ciér de ncetato variable, metanol 2.5 %, pH T.
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tiempo (min)

Fig. 11. Efecto de la concentracién del ifon acetato.
Condigiones: fase estacionaria: como en la Fig. 5.
Fase mdvil: acetato de nfquel 0.008 M, L-prolina 0.017 M,

concentracidn de acetato variable, metanol 2.5 %, pH T.
A) mcetato 0.0167 M B) acetato 0,1120 M
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carga, provenlentes de la sal, por asoclarse con el agente
formador de pares de lones. En este caso exliste una relaciédn
inversamente proporcional entre los factores de capaclidad de los

solutos y la concentracléon de sales en la fase novil,
En nuestros experimentos observamos que efectivamente exlste

una relacion entre la retencion de los solutos y la concentracién
de 1llgante competitivo en la fase movil, pero este efecto es
relativamente pequefio. Fsta observacién resulta sorprendente si
se considera al acetato como un lipante competitivo y se razona en
funcién de un equilibrio de intercambio de ligantes en donde
esperariamos efectos tan fuertes como los observados en
cromatografia de pares de lones. Probablemente, dada la débil
tendencla del acetato para complejar al niquel, la influencia de
este lon sobre la retencién de los solutos se deba mas bien a
efectos de tipo electrostatico como los que producen las sales en

los sistemas de fase inversa simple.
En lo que se refiere al efecto de la sal sobre la selectividad

enantiomérica observamos comportamlentos distintos para los .dos

solutos estudiados. En el caso del triptofano el fuctor de
selectividad permanece casi constante en el intervalo de

concentraciones de sales estudiado. S5in embargo, la separacién de
los enantlémeros del &acido mandélico es més susceptible a la
presencla de sales, perdiéndose la selectividad cuando la
concentracién de acetato es mayor que 0.028 M.

Una poslble explicacién de este comportamiento es la existencla
de un mecanismo distinto en la formacién de cada complejo mixto
L-prolina-Hicin-soluto, Quizd en el caso del 4cido mandélico
predominan las fuerzas de tipo electrostatico y por tanto su
resoluclén se verd mds afectada al variar la concentracién del
anién desplazante, mientras que en el triptefano pueden comblnarse
estas fuerzas con otro tipo de interacclones que permiten que
persista el reconocimiento quiral,
£n efecto, el triptofano posee un grupo amino en el carbono
quiral, que es un fuerte donador de pares electrénicos,
dificilmente desplazable en sus enlaces de coordinaciéon con el fon
metélico. El 4cldo mandélico por su parte posee un grupe
hidroxilo, con propiedades bisicas mas débiles, por lo que la
presencia de acetato puede de alguna manera influir para inhibir
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la coordinacién de este grupo con el metal, impldiendo la

selectividad isomérica.

V.6. Efecto del pH.

Debldo a que en este tipo de sistema cromatografico se
encuentran involucrados equilibrios de complejacion, y éstos
generalmente son dependlentes del pH, se decidio estudiar el
efecto de la variacion de este parametro sobre el comportamiento
cromatografico de los solutos.

La composicién de la fase movil utilizada fué: acetato de niquel
0.008 M, L-prolina 0.017 M, metano! 2.5 %, pH variable.

De acuerdo con el pH de la fase mdvil los “solutos pueden
encontrarse l}ibres como cationes, anlones 6 z2witterlones, o
comple Jados en forma de diferentes especles coordinadas at metal
La forma particular que presenten afectard su retencién en un
sistema de fase inversa simple y puede modiflcar su selectlvidad
en un sistema de intercambjo de ligantes
En la tabla VII y las figuras 12 y 13 se muestran los resultados
obtenidos.

La retenclén y separacion isomérica de los solutos presentd una
gran dependencla de! pH. Encontramos que un pequefio cambio hacla
medios &clidos provocé disminucién en los factores de capacidad y
pérdida total de la selectividad en ambos solutos.

Estos resultados findican la importancia de los equilibrics
quimicos secundarios, que ocasionan una disminucién en la
capacidad del soluto para unirse al complejo quiral en valores de
pH bajos y afectan asi los valores de las constantes de
estabjlidad condicionales, lo cual se refleja directamente en las
caracteristicas de retencién y selectividad.

Debido a que en la mayoria de los casos, el valor de pH optimo
para la formacién de complejos es alcallno, se descarté la
posibilidad de continuar el estudio hacla medios mis &cidos
También evitamos trabajar en valores de pH superlores a 7 para

impedir la degradacién de la fase estaclonaria
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TABLA VII
Influencia del pH en la retencidn y selectividad isomérica.

Soluto pH & pH 7
k* o k‘L a k;) k' a
D,L-triptofano 14.13 14.13 1.0 36.73 44,07 1.20
D,L-4cido mandéllco 1.13 .13 1.0 1.8 20 11
Condiciones:

Fase estaclonarta: como en la figura 5.
Fase movil: acetato de niquel 0.008 M, L-prolina
0.017 M, metanol 2.5 %, pH variable.

¥.7. Influencia de la relacléon estequiométrica del complejo
ligante quiral: ion metélico sobre las caracteristicas

cromatograficas de los solutos.

El propésito de este estudlo fué establecer la contribucién
que, sobre las caracteristicas de retenclén y selectividad,
presenta la combinacién, en diferentes proporclones, de los
constituyentes del complejo quiral. Es decir, se pretende
determinar s! es necesario mantener una relacién estequiométrica
particular en el complejo quiral para que se manifieste la
separacién isomérica.

Los camblos en las proporciones de los reactivos que forman al
complejo quiral pueden dar lugar a varics efectos que a su
vez modificardn en forma distinta las caracteristicas de
retencién y selectividad de los solutos. Asi, la presencia de un
exceso de prolina con respecto al niquel puede establlizar el
complejo L-prolina:Nit1ny provocando un aumento en la retencién
de los solutos y probablemente en la selectividad enantiomérica.
Pero, por otra parte, este camblo puede dar origen a la formacién

de un complejo del tipo L-prolina:Niuan:L-prolina, ocasionando
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Fipura 12. Influencia del pH sobre las caracterfsticas cro-
matograficas de los solutos.

Condiciones: columna y fase estacionaris como en la fig 5.
Fase mdvil: acetato de nfquel 0.008 M, L-prolina 0.017 ¥,
metsnol 2.5 %, ol 7.
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Figura 13. Influencia del pH.
Condiciones: fase estacionaria: como en la fig. 5.

Fase mivil: acetato de nfquel 0.008 M, L-prolina 0.017 M,
metanol 2.5 %, pH variable.

A) pH 6 B) pH 7
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una disminucién en la retencion de los solutes y efectos no
facilmente predecibles sobre la selectividad,

£n estos ensayos se mantuve fija la concentracién de acetato
de niquel en 0.02 B y se varlé la cotcentraclién de L-prolina desde
0.0t M hasta 0.05 M, es decir, se estudié una relacién
iigante:metal en el intervalo de 0.5 a 2.5. EI pH de la fase
mévil se fi}é en slete y el contenido de metanol en 2.5 4.

Los resultados se muestran en la tabla VII y la figura 14,

La respuesta de los solutos a Jos cambios en la relacion

estequiométrica del complejo quiral fué diferente; el acido
mandéiico incrementa bruscamente su retencléon cuando 1a proporcién
L-prolina: Ni{l1y en la fase movil pasa de 0.5 a 1, mantenléndose
précticamente constante en valores supertores a esta relactén. El
comportamiento de la selectividad es similar, ‘ la separacién
enantiomérica se produce a partir de una relaclon estequiométrica
igval a2 1 y en valores superlores se mantlene casi constante,
Para valores Inferlores a 1, la selectividad se plerde
completamente.
En el triptofano se observa que siempre hay aumento, tanto
en ta retenclén como en la selectividad, con el incremento en la
relacién estequiométrica del quelato quiral y al lgual que en el
acldo mandélico se plerde la selectividad cuando esta proporcién
es menor que 1.

En la literatura (59) se encuentran publicados los
sigulentes datos de constantes de formaclén de complejos con el
ton N1%:

Ligando Log Kea
Kl Bz 33
Prolina 6,15 11.28
Triptofana 3.0 7.18 15. 46
scido mandélico | 1.4t 2.26 2.90

Con estos valores podemos calcular las constantes condicionales a
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pY 7. Para el equiliorio:

@ v N ——— oK Kd; L bertinl
lonl
donde:
i o'{ = concentracién de ligante quiral no complejado
Lo« 1074 + Il « Ing'l
Kd'l = constante condiclonal de disociacién del complejo o'k

En las condiciones de trabajo, el ligante quiral (L-prolina) no
complejado, se encuentra casl en su totalidad en la forma
acldo-base w, por lo que | o' = |ugl.

De esta manera, tenemos que:

. -7
Ke' « Ko, [ [ ] . 1076t ( 10 ] . 1o

k2, 1071%¢

Para el equllibrio:

.
o . @ [ e ke, = loeeni lo*)

lognl

, | ®') -5.13 1077 -1.63
Kdz = Kda[ = 10 ;Q_“E = 10

Estos valores y nuestros resultados experimentales parecen indicar
que, en el Intervalo de condiciones estudiado, la formacion del
comple jo o es poco probable. En efecto, experimentalmente se
observa que la retenclén de los solutos no disminuye cuando la
relacién de concentraclones L-prolina:Ni(i1n es superfor a 1, y
por otra parte, de acuerdo con los valores de constantes
condiclonales antes calculados, 1!a formaclén de tal complelo
requiere concentraclones de L-prolina libre, superlores a la
maxima concentracién de prolina total (complejada + llbre)
utilizada en nuestros experimentos, que fué de 1078 M

El efecto observado en el casc del triptofano sugliere que el

exceso de L-prolina estabillza al complejo L-prolina:Nicn,
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favoreclendo la formaclon de los complejos .stos
L-prolina:Niui:soluto.
En el caso del &cldo mandélico, el efecto de los cambios en la
relacién L-prolina:Nitrn) no es tan evidente, posiblemcnte deblde
a la baja hidrofobicldad de este soluto, que ocasicia una
retencién muy pequefia

£n lo expuesto anteriormente no hemos considerado las
alteraclones que pueden darse en los valores de las constantes de
equilibrio debido a la formacion de complejos mlxtos, ya que se

carece de estos datos.

TABLA VIII

Influencla de la relacién estequlométrica del complejo

quiral sobre las caracteristicas cromatogrificas de los solutos.

Relacién D,L-triptofano D,L-acldo mandélico
L-prolina:Nicin) X, k‘L « k‘x klz «
0.5 23.67  23.67 1 1.87 1.87 1

1.0 26.93 31.13 1.16 | 2.13 2.4 1.13

1.5 31.8 39.0 1.23 ) 2.23 2.47 1.13

2.0 32,47 40.87 1.26 ) 2.2 2.5 1,14

2.5 34.4 44.53 1.29 1 2.2 2.47 1.12

Condiclones: Fase estacionaria: como en la flgura S.
Fase mévil: acetato de niquel 0.02 M, L-pielina varlable,
metanol 2.5 %, pH 7.
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Figura 14. Influencia de le relacidn estequiomftrica del
complejo quelante:metal en la retenclén y separscién iso-
mérica de los solutos.

Condiciones: columna y fase estacionaria como en la fig 5.
Fase mdvil: acetato de nfquel 0.02 M. L-prolina variable,

metanol 2.5 & oy 7.



V.8. Influencla de la concentraciéen del complejo quiral «-b-o la

retencion y selectividad enantiomérica

Asumiendo que el complejo quiral actia como uno de los
reactivos en la reaccién de formacién de un complejo mixto con el
soluto, se planted el estudio del efecto que produce la varlacion
en la concentracién de dicho complejo (manteniendo constante la
relacliéon L-prolina:Nicn en 2:1) sobre el equilibrio gquimico que
nos interesa. Lla influencia de este pariametro se vera reflejada
en las caracteristicas de retencién y selectividad de los solutos
En la tabla Xy la figura 15 se muestran los resultados

correspondientes a este estudio.

TABLA IX

Influencia de la concentracién del complejo quiral en

las caracteristicas cromatograficas de los solutos

Concentracion de triptofano acldo mandélico
NIGIT) (M) U « K K, «
107! 14.08 14.08 1 1.23  1.23 1
s x107* 18.69 18.69 1 1.23 123 1
107? 19.62  19.62 1 .31 131 1
1072 24.00 27.46 1.14 | 1.77 192 1.08
2%107? 25.31 30.54 1.21 | 2.23 2.46 1.10

Condiclones: Fase estacionaria: como en la figura 5.
Fase =évil: metanol 2.5 %, pH 7 y concentracién del com-
plejo L-prollna:Ni(1r1) varlable, conservando constante la re-

lacién estequlométrica 2:1.
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Figura 15. Influencia de la concentraci8n del complejo quiral sobre
la retencidn y selectividad de loz solutos.
Condiciones: columna y fase estacionaria como en la fig 5.
Fase mivil: complajo L-prolina:Ni (IT) (2:1) en concentracién variable,
metanol 2.5 %, pH 7.



Se encontré que en ambos scolutos la retencién y selectividad son
funcién de la concentracion del complejo metalico en la fase
movil; estos parametros cromatograficos se incrementan al aumentar
la concentracion del complejo quiral. Se observa ademas que
existe un intervalo de concentracién del complejo en el cual los
solutos no muestran separacion isomérica, es decir, la
concentracién de Niun en la fase movil debe ser mayor que
0.001 M para que ésta se presente.

Estos resultados colinciden con lo que se esperaba, un
desplazamiento del equilibrio de complejacién debido a la
presencia en exceso de uno de los reactantes.

No fué posible continuar el estudlo en niveles de concentracién
superliores porque se presentaban interferencias con el sistema de

deteccién.

¥.9. Estudio de la fijacién de ligante quiral sobre la fase
estaclionaria.

La L-prolina es un agente quiral cuya molécula es

relativamente poco hidrofébica, por lo que se puede suponer que el
mecanismo de retencién de los solutos procede por formaclén del
complejo quelante quiral:metal:soluto en la fase movil, seguldo
por la retencién de esta especle en la fase estacionaria.
Para comprobar esta hipstesis se determiné si el complejo
L-prolina:Niun, en ausencia de solutos, se adsorbe
significativamente en la superficle de la fase estacionaria. Este
ensayo se efectio medlante el andlisis frontal de una disoluclén
con la sigulente composicién: a.cetato de niquel 0.008 M, L-prolina
0.017 M, metanol 2.5 %, pH 7. El procedimiento seguldo se explico
con detalle en la seccién IV.9.5 de la parte experimental.

De acuerdo con las caracteristicas de la fase estacionaria, el
grado de fijacién del ligante es funcién de su caradcter
hidrofébico. Mlentras se efectua la adsorcién de esta especie, el
indice de refraccléon del efluente permanece constante, Ssalvo
algunas perturbaciones que se producen al finalizar la elucién del

volumen muerto de la columna. Una vez que el ligante se ha
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iilade a la fase estaclonaria, se observa un cambio en forma de
frente, en el registro de la sefal.
En nuestro caso, se presentaron perturbaclones en la sefal
durante los primeros slete minutos de elucidn, posteriormente se
estabilizo iz linea base, sin que se observara ningun frente de
migracion. Esto significa que la elucién de la prolina se
produjo durante los primeros minutos del ensayo, ocasionando las
perturbaciones antes descritas. Aungue no se pudo determinar
el grado de interaccién real, se concluye que esta especle no
se adsorbe apreciablemente en la fase estaclonarla.
De aqui se deducen las sigulentes concluslones:

) La formacion de los complejos diastereoisoméricos con el

soluto se produce en la fase movil.

t2) La selectividad enantlomérica proviene de la fase
estacionaria que retiene en diferente grads a los dos

diastereclsémeros.

V.10. Efecto de la naturaleza del ligante quiral.

La estabilidad de un complejo estd relaclonada con propiedades
de los llgandos tales como la carga, el momento dipolar, el
tamafio, la configuracién electrénica y la estructura quimica (61);
por tanto, el tipo de ligante quiral que se utilice debe incidir
en el equilibrio de complejacion y en consecuencia en las
caracteristicas cromatograficas de los solutos.

En este ensayo se sustituyé a la L-prolina por L-isoleucina,
determinéndose el grado de fljacién de este nuevo ligante a la
fase estacionaria y su efecto sobre la retencién y selectividad de
los solutos de prueba,

La estructura e hidrofobicldad de estos dos compuestos se muestra

en la sigulente figura:
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Constante de hidro-
fobicidad relativa
a la glicina (&2).

H
|
L-prolina G’WD“ 101
e
L-isoleucina CH,-CH,-?H-CH-COOH 1.99
CHy

Se eligleron las condiclones de composiclén de fasé mévil con las
cuales se obtuvo selectividad cromatografica para ambos solutos,
en los ensayos con L-prolina: acetato de niquel 0.008 M,
L-isoleucina 0.017 M,acetato de amonio 0.012 M, metanol S %, pH 7.
En el andllisis frontal de esta disolucién se observo el frente
de migracién de la iscleucina en aproximadamente 5.6 minutos, por
1o que sus comportamiento de retencion es similar al de L-prolina,
es decir, casl no hay fijacién a la fase estaclonaria y el
equilibrio de Intercamblo de ligantes ocurre entonces en la fase
movil.
En la tabla X se muestran los resultados obtenidos con los dos
ligantes quirales y en la figura 16 los cromatogramas
correspondientes
Nuestros resultados reflejan que efectivamente el tipo de llgando
Juega un papel importante en la selectividad cromatogréfica de los
solutos. Se observa que mientras la L-prolina favorece la
separacién enantiomérica del OD,L-triptofanc, la L-isoleucina
incrementa notablemente 1la separacién de los Isémeros del
D, L-acido mandélico
Se intenté ampliar este estudio probando el efecto que producia un
incremento en la concentracién del complejo quiral en la fase
mévil, sin embargo, no pudo llevarse a la practica debido a que la
L-isoleucina presenta problemas de solubllidad en tales

condiclones
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Influencia de

TABLA X

la naturaleza del

ligando en 1la

retencion y selectividad de los solutos.

Ligante quiral

soluto de L-prolina L-isoleuclina
prueba
kn k L a 3 b K L L3
D,L-triptofano 23.0 26.67 1.16 25.29 27.14 1.07
D,L-acldo mandélico 1.33 1.67 1.09 1.2¢9 1.64 1.27

Condiciones:

Fase estacionaria:

Fase mévil: acetato de niquel 0.008 M,

como en la figura 5.

1igando quiral

0.017 M, acetato de anonlo 0.012 M, metanol 5 %, pH 7.

Los resultados observados en estos experimentos muestran que la

selectividad enantiomérica,

estaclionaria,

depende de la

ejercida

como  vimos

por la fase

confliguracién global del compleljo

mixto llgante quiral:metal:soluto formado en la fase mévil. Por

lo tanto,
eleccion  del

suma importancia.

ligante

quiral para un

17

en la optimizacién de este tipo de separaciones, la

soluto dado es de



Ligando quiral

gooH
CH,- CH--CH
CHy NH,

I~isoleucina

H
|
i :\’ COCH

I~prolina

tiempo (min)
Fig. 16. Influencia de la neturaleza del ligando quiral.
Condiclones: fase estaclionaria: como en la fig. 5.
Fase mévil: acetato de nfquel 0.008 M, ligsndo quiral 0.017 M,

acetato de amonic 0.012 M, metanol § %, pH 7.
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V.11, Proposicién de un modelo de retenclén en el Sistema

estudiado.

Los resultados obtenidos en las serles de experimentos
reportados en las secclones precedentes, nos permlten proponer un
modelo de retencion simplificado que ilustra el comportamiento
global del sistema estudiado. Este sistema estd baslcamente
constituido por:

- fase estacionarla apolar (que se representard por el subindice
“st"}

- fase mbvi)l polar {que se representarid por el subindice "m")
constituida por mezclas metanol-agua en las que se encuentran
dlsueltos los sigulentes componentes:

1) un lligante quiral de baja hidrofoblcidad que practicamente
no se adsorbe en la superficle de la fase estactonaria (Q)

2} un ion metallico de la primera serie de transicién (M)

3) una sal, cuyos constituyentes presentan una muy baja tendepcla
a complejar al ton metdlico de transiclén {acetato de sodic).

En base a lo anterior se propone la coexistencia de los
sigulentes equilibrios, princlpales, en la fase mévil:

— formacién del complejo quelante-metal

T

lal, Ixl,

Por simplificacién y tomando en cuenta los resultados observados
(figs. 9 y 10) respecto a la baja tendencla del fon acetato para
complejar al lon metdlico ( K= 10%:2 ), consideraremos que los
sitios de coordinacién libres del metal en el complejo oM estan
ocupados por moléculas de disolvente.

Por otra parte, nuestros resultados experimentales {seccién V.7)
indican, que la formacién del complejo 0% es poco probable en las
condiciones de trabajo utillzadas, por lo que no se conslderara el
equilibrio de formacién de éste.
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- Formaclén del comple jo mixto quelante-metal-soluto.

lons} @
o+ s, e ons_ K2= ——
ton} st
n ®
- Formacién del complejo metal-soluto.
lsnlm
s. . n_ e} sn‘ K3= ——— n
’S’. IMIm

Nuevamente, no se consliderara la posibilidad de formaclon de
los complejos szn y 53"' ya que la concentracién del soluto en la
fase mévil es sumamente pequefia con respecto a la concentracion
del fon metalico.

Finalmente, el balance de masa para el soluto en la fase movil
queda dado par:
Isl

tot (= 1814 v dswl e towsl

Isly . ) lsl.(l T LT Kzlonln}

donde:

{s!

= concentracién analitica total de soluto en
tot (m)

fase mévil,
(Nota: todas las constantes de equilibrio son condicionales con
respecto al pH).

El soluto puede retenerse en la fase estacionaria segin los

equilibrios:
|5|“
s —— s B = ————— (4}
L e at () ’5'
-
Isu!
N p——) SH st
L] ———— st Dlz ——— (5]
fsul
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MS
lo I“

Qus Ay s 0 s —————— 16}
[ e st 2
luHSl.

El balance de masa para el soluto en la fase estacionaria

queda dado por:

180 ™ 181, v Bsnl e s,
‘S|lul tsu” D°|51- . ullsnl_ . uzlons|_
1810 en® 15t [ o, » oK jinl . oK fosl ]

El coeficlente de distribucion total del soluto (n,{) queda

entonces expresado por:

o [ %
( o ¢ D‘KJINI- + ZKZlOZ |-) -

D=
! (1 < Kl K2|oznln)

Evidentemente, esta ecuacidon es una manera muy simplificada de
expresar el comportamiento del sistema, en ella no hemos hecho
explicito el efecto del pH, que influye en todos los equilibrios
en la fase mévll, pues todas las especles tienen propledades
4cido-base. Ademis, hemos conslderado el caso simple en el cual
los lones de la sal no complejan al lon metdlico. Sin embargo,
pensamos que este tratamiento permite tener una adecuada visidén
global del fenomenc de retencién en estos sistemas.

A continuacién se efectuan algunos razonamientos para
relacionar el modelo expresado por la ecuacldn 7y con  los
experimentos descrltos en las secciones precedentes.

En ausencla del quelante y el metal, el coeficiente de
distribucién del soluto queda dado por D‘= L=
Cuando a la fase mévil se le agrega unicamente el metal (cuya

concentracién analltica total representaremos por Co);
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1 oK = X Co
ot DK, )

En estas condiclones se pueden presentar tres casos distintos:

1) el complejo su es muy lnestable, K; —3 0 y D — %

en cuyo caso la retenclion del soluto no cambla al agreg;r el lon
metalico a la fase mévil.

2) el complejo st es medlanamente estable, pudiendo
presentarse las sigulentes alterpativas:
a. el complejo formado es mas hldrofilice que el soluto libre, lo

que lmplica:
LI

° ¢ Y O 1 . 13Co

1
en este caso, un aumento en la concentracién de lon metdlico en el
eluyente provoca una disminucién de la retenclon del soluto,
situacion  observada para fenilpropanolamina y  N-isopropil
noradrenalina {fig. § y tabla V1).

b. El complejo sk es mas hidrofébico que el soluto libre, por lo
tanto: D‘KJCO
D« D y 0, — —I——T—K—:—a

la retencion del soluto aumenta al aumentar la concentracién del
ion metalico y tiende a un valor constante en donde LEE De
los solutos estudiados, el 4&cido mandélico, triptofano y
m-fluorofenilalanina presentan este comportamiento (fig. S y tabla
vI).
c. El complejo sM es muy establé. esto implica :

Isl o lsui y o= D,
en este caso la retencléon del soluto cambia (aumenta o disminuye
segiun la hidrofobicidad relativa de sM) cuando se agrega el lon
metdlico al eluyente y posterlormente permanece constante aunque
varie la concentraclién de metal.
Si ahora se agregan cantldades creclientes de agente quelante a la
fase mévil, mantenlendo constante la cantidad de metal, el valor

de Inlll empezara a disminulr mientras que la concentracién del
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comple Jo metalico aumenta.
El resultado de este cambio es un aumento progresivo en el valor
de DT hasta que todo el metal se encuentra complejado y se alcanza

una meseta en donde:

D o _K_lan D K _Co
b o - zaloln LR
T

e Ko lonl 1« Ko

Este comportamiento se observa claramente para el acido mandélico
en la fligura 14, y en el caso del triptofano se observa una
disminucion en la pendiente, tendiendo también a una meseta.
Supongamos ahera que se incrementan progresivar;mnte las
cantidades de metal y de quelante en la fase mévil, manteniende
una relacién quelante-metal constante (por ejemplo 2:1). En estas
condiciones el coeficiente de distribucien aumentara (ver

figura 15) tendiendo progresivamente hacia un limite en el cual:
b, € D2K2|0H|n y 1« Kzlm‘ln
por tanto:

DT———) D2 {coeficiente de distribucién del complejo mixto)

De aqui se deduce que la separacién de dos especies enantioméricas
aumentard progresivamente al aumentar la concentracién del
comple jo quiral (gx) hasta llegar a un estado limite en donde la
separacién dependera unlcamente de la diferencia entre los
coeficientes de distribucién de sus respectivos complejos
mixtos con el soluto. Es decir, que la selectividad enantiomérica
depende de la capacidad de la fase estaclonaria para retener en
forma diferente a los dos dlastereoisémeros y, puesto que se trata
de una fase lnversa, en ultima Instancla la separacion dependeréd
de la diferencla de hidrofobicidad entre dos especies similares
pero con diferente orlentacién espacial de sus atomos.

En conclusién, la eleccién del metal y el agente quelante
quiral es critica para esle tipo de separaciones, ya que de ellos
depende la confliguracién espacial (y especialmente la diferencla

de configuracién) de los dos dlastereolsémeros.
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VI. CONCLUSIONES

La cromatografia de intercambioc de ligantes en fase inversa es
una téenlica que puede adaptarse para la separacion de enantlioémeros
cuando se Introduce en la fase mévil un compuesto quiral
con propledades quelantes y un lon metalico de la serie de
transicion.

En el sistema estudlado en este trabajo se utllizaron compuestos
quirales de baja hidrofobicidad f{aminoaclidos simples]), los cuales
no se fij}an apreclablemente en la fase estaclonaria. En estas
condiciones, los complejos diastereoisoméricos lgante-metal~
soluto se forman en la fase movil y la separdcm; enant lomérica
depende a la vez, de la estabilidad de estos complejos y de la
diferencia de hidrofobicidad entre los dos dlastereoisomeros.

Por lo anterior, la selectividad hacla los isémeros D y L del
soluto scolo se presenta cuando éste posee, al menos, dos grupos
funcionales polares capaces de Interacclonar con el metal central
para formar especles con estructura (e hidrofoblicidad) diferente.
En particular, la separacién de los enantidmeros se favorece
cuando el soluto posee un grupo funcional con una carga neta
negativa y un sustituyente donador de pares electrénlcos en el
carbono adyacente. En este caso los isémeros del soluto se unen
al ligante quiral, formando una pinza con el ion metalico, a
través de una Interaccién ténica y un enlace de coordinacién.

La naturaleza del lon metalico y del ligante quiral son de
suma importancla en el proceso de resolucién enantiomérica puesto
que son estas especies las-que definen las caracteristicas
globales de los complejos mixtos, y especificamente, su
configuracién, estructura e hldrofobicidad. Por lo tanto, la
selectividad, relacionada con la diferencia de estructura entre
los dos dlastereoisodmeros, y la retenclén en la fase
estaclonarla apolar van a estar, fuertemente, {nfluidas por la
naturaleza del complejo quiral.

Entre los lones metdlicos analizados, el N1® resulté ser la

me jor opciém tanto por la enantloselectividad lograda al utilizar
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este catién, como por sus caracteristicas adecuadas para el
sistema cromatografico (buena solubllidad de sus sales en la fase
mévil ¥ baja Interferencia con el sistema de detecclan).

Respecto a los ligantes quirales, nuestres resultados Indican
que aun con compuestos muy simllares (como la isoleucina y la
prolina, empleadas en este trabajo) la enantioselectividad hacla
los solutos de prueba es significativarente diferente. Esto
implica que no hay un ligante qulral optimo para todos los solutos
y por lo tante, para la resclucién de un problems particular,
deberdn ensayarse varias posibilidades. Sin embargo, por regla
general, la enantioselectividad scle puede lograrse cuando el
carbén asimétrico del compuestio quiral se encucntra muy proxime a
los grupos polares que forman enlazes non el metal
Una vez determinado el complejo quira! adecuado para el soluto
protlema, se dispone de una gran variedad de pardnetros de la fase
mdvil que permiten optimizar la separacisn. Las conclusiones
respecto a la influencla de los principales de ellos son las

sigulentes:

1) El aumento en la concentracién del complejo quiral da lugar a
un incremento en la retencién de los solutos y & una mayor

separacidn de los enantiémeros.

2} En la fase mévil, el complejo quiral se encuentra,
principalmente, en una relacién estequiométrica
quelante:metal 1:1. El exceso de ligante qulral estabillza
esta especle y favorece la formacién del complejo mixto con

los solutos.

3) En cromatografia de lntercambic de ligantes, el pH de la fase
moévil tiene un efecto notable sobre 1a retencién y la
selectividad debldo a2 su lInfluencia en los equilibrios
dcldo-base de las diferentes especies (soluto, metal y
ligante qulral). En la mayeria de los casos, los medlos
4cidos son poco favorables para la separacién, mientras que

los medios neutros o ligeramenie alcalinos la propiciasn.
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4) Las sales presentes en el eluyente pueden modificar la
retencion y la selectividad de la separaciéon isomerica. En
este aspecto, las caracteristicas complejantes del anion de la
sal, y en particular, el nimero y disposiclion de sus grupos
funcionales son de impcrtancia fundamental porque esta especle
compite con el soluto para ocupar un lugar en la esfera de

coordinacion del metal.

S) En el caso de sales cuyo anlén tilenc propiedades complejantes
muy déblles, los camblos en la concentracién de la sal (fuerza
iénica del medio) provocan efectos relativamente pequefios en
la retencidén de los sclutos. Estos efectos son similares a
los que se cbservan en cromatografia en fase inversa simple
con solutes jdnicos. Por otra parte, el e‘feclo sobre la
resolucién enantiomérica depende, fundamentalmente, del grade
de retencién del soluto. Si la retenclién del soluto llbre es
pequefia, un aumentc en la concentracién de sales destruira

répldamente la separacién isomérica.

6) En cromatografia de intercamblo de ligantes con agentes
quelantes quirales de baja hidrofobicidad, el contenldo
de disolvente organlco de la fase movil debe ser lo mis bajo
posible para lograr una retenciéon adecuada de los complejos
mixtos y, con ello, la posibilidad de separacién de los
diastereoisomeros. Esto es particularmente necesario cuando

la molécula del soluto es fuertemente hidrofilica.

Las condiclones optimas para la separacién lsomérica en estos
sistemas resultaron ser poco favorables para la estabilidad de las
columnas de fase linversa. En efecto, las fases moviles con muy
bajo contenido de disolvente organico y con un pH cercano a 7, o
ligeramente- alcalino, provocan fuertes tenslones en las cadenas
hidrocarbonadas de la fase estaclonaria y una reduccién apreciable
del "tiempo de vida" de la columna.

Sin embargo, conslderamos que, en principlo, el sistema es
adecuado para la separacién de isémeros éptlces y que bastaria con

aumentar la hidrofobicldad “:lel compuesto quiral para poder

86



trabajar a concentraciones mayores de disolvente organlco en la

fase movil.
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