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INTRODUCCION

El desarrollo de las técnicas de separaciones quirales ha tenido un gran
auge en los lltimos afios debido a la necesidad de obtener compuestos
enantioméricamente puros, sobre todo en las dreas alimentaria, agroquimica y

farmacéutica.

Una de las técnicas que mds se ha desarrollade a nivel analitico es la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE). En la actualidad existen en
el mercade mds de 100 fases estacionarias quirales (FEQ) para separaciones
enantioméricas, estas pueden agruparse en cuatro tipos, uno de los cuales
incluye a las fases estacionarias quirales cuyo mecanismo de interaccion es por

transferencia de electrones.

Sin embargo, en la separacién preparativa su desarrollo no ha sido el
mismo. En nuestro laboratorio deseamos estudiar los factores que afectan a
las separaciones enantioméricas a nivel preparativo utilizando la Cromafogrqffa
de Particién Centrifuga (CPC)', para ello necesitamos contar con una columna
para CLAE con una FEQ a base de silice modificada con 3,5-(dinitrobenzoil)-L-
valina, que actda por transferencia de electrones, la cual serd utilizada como

control.

En el mercade existen diversas FEQ con estas propiedades, sin
embargo para el andlisis a realizar no encontramos una que se adecuara a

nuestras necesidades por lo cual fue necesario prepararla.
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En este trabajo se describe la sintesis de diversos compuestos
racémicos con propiedad de transferencia de electrones. También se describe
la sintesis del selector quiral (+) N-3,5-(dinitrobenzoil)-valina, para formar la

FEQ para CLAE, y la determinacién de la eficiencia de la FEQ obtenida para

separar compuestos quirales.
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COMPUESTOS QUIRALES.

En le actualidad, la mayoria de los compuestos existentes en diversas
ramas industriales como son la alimentaria, la farmacéutica y la agroquimica,

son dpticamente activos.

Un compuesto puede presentar quiralidad e no, dependiendo de su
configuracién en el espacio. La propiedad de no superponibilidad de un objeto
con su imagen en el espejo se llama quiralidad. Un compuesto quiral también se

denomina enantiémero.

Los enantidmeros tienen propiedades fisicas y quimicas idénticas

excepto en dos aspectos importantes:

1. Rotan el plano de la luz polarizada en la misma proporcién, pero en
direcciones opuestas. El isémero que rota el plano a la izquierda (sentido
contrario al de las manecillas del reloj) se llama isémero levo y se designa
(-) o (I), mientras que el que rota el planc a la derecha (en el mismo
sentido de las manecillas del reloj) se {lama isémero dextro y se designa
como (+) o (d).

2. Debide a su configuracion en el espacio reaccionan a diferentes
velocidades con otros compuestos quirales. Estas velocidades pueden ser
tan cercanas que es prdcticamente imposible diferenciarlas, o bien,
pueden estar tan apartadas que un enantiémero puede haber reaccionado
casi completamente, mientras que el otro apenas empieza a reaccionar, o

simplemente no reacciona.
Esta es una de las razones por las que sélo uno de los enantiémeros es
biolégicamente active, mientras que su esteresisdmero no, e incluso pueden

tener efectos contrarios.
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Cuando un par de enantiémeros se encuentran mezclados en la misma
propercién, se denomina mezela racémica, modificacién racémica, par (d, 1} o
par (+). Una mezcla racémica es dpticamente inactiva, ya que la rotacidn
provecada por un esterecisémero se cancela exactamente por una rotacién

igual y opuesta causada por su enantiémero.

Los enantidmeros difieren en el orden en que los sustituyentes se unen
al centro estereogénico (carbonoe estereogénico). Dicho orden recibe el
nombre de configuracién del centro estereogénico. Aungque no todas las
moléculas quirales caen en esta definicién, nos sirve como concepto para los
ejemplos de los que hablaremos mds adelante. El sistema mds aceptado para
nombrar esta configuracidn, es la convencién de Cahn-IngoId—PreIog‘, quienes
asignan wuna letra (R) o (S) al dtomo de carbono quiral. Para denominar esta

configuracidn, se sigue este procedimiento:
1. Se asigna una prioridad a cada grupo enlazado al dtomo de carbono quiral.
a) Los adtomos con el nimero atémico mds alto reciben la mayor prioridad.

b) En caso de tener el mismo nimero atémico, se utilizan los dtomos
vecinos a dicho sustituyente como elementos de decisidn.

¢) Los dobles y triples enlaces se tratan come si cada uno estuviera

enlazado a un dtomo separado.

2. En un modelo tridimensional, se coloca detrds del carbono quiral el grupo
de menor prioridad (menor nimero atémico) y se contempla la molécula a
lo largo del enlace del dtomo de carbono con dicho sustituyente. Después,
por medio de una flecha imaginaria, se sigue el sentido desde el grupo de
la primera prioridad hacia el de la segunda y finalmente hacia el de
tercera prioridad. Si el sentido es el mismo al de las maneciilas del reloj.
se tendrd la configuracién (R) (del latin "rectus" que significa derecha).

En cambio, si el sentido es contrario al de las manecillas del reloj,
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enfonces se tendrd la configuracidn (S) (del latin "sinister" que significa

izquierdo).

Por otro lado, existe otro tipo de esterecisémeros que no son imdgenes
especulares entre si y se denominan diastereoisémeros y puesto que son
miembros de la misma familia, estos compuestos tienen propiedades quimicas
similares, pero no idénticas, ya que cuando dos diasterecisémeros de la misma
especie reaccionan con una sustancia determinada, sus energias de activacién
(Eacr) y sus velocidades de reaccién son diferentes. Los diastereoisomeres
también difieren en sus propiedades fisicas tales como punto de fusidn, punto
de ebullicidn, solubilidad en un disolvente determinado. indice de refraccidn,
etc. En cuanto a su rotacidn especifica, los diastereoisémeros de una especie
también difieren en: tener signo igua! o diferente, e incluso ser dpticamente
inactivos. Como consecuencia de estas diferencias en sus proptedades estos
compuestos pueden separarse por destilacién, por cristalizacién fraccionada o

por alguna técnica cromatogrdfica®?,
SEPARACIONES QUIRALES.

La mayoria de los compuestos enantioméricos que se requieren en la
industria se obtienen por sintesis orgdnica. Desafortunadamente en la mayoria
de las sintesis se obtienen mezclas racémicas, por lo que es necesario separar
estos compuestos antes de probar su actividad. A la separacidn de cada uno de

los enantidmeros de una mezcla racémica se le llama resolucion,

€ pionero en realizar una separacién quiral fue Luis Pasteur®, quién en
1848 valiéndose de un microscopio logré la separacién de los enantiémeros del
tartrato de sodio y amonio. Pasteur demostré ademds que sélo el isédmero
dextro del tartrato racémico se consumia durante la fermentacidn, mientras

que la forma levo permanecia intacta.

Durante més de un siglo, los dnicos métodos empleados en las

Separgciones enanfioméricas fueron: resolucidén espontdnea, reactividad
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enzimdtica diferencial y separaciones diastereoisoméricas. En el primer caso,
los tiempos requeridos son muy largos y muchas veces no se obtienen los
resultados deseados. En el segundo caso, es necesario contar con la enzima

adecuada y muchas veces esto requiere su separacién y purificacidn previa,

Un méfodo muy usado en la separacién de los compuestos
enantioméricos de una molécula A, (R)-A y (5)-A, es hacerios reaccionar con un
agente disimétrico (R)-B [(5)-B podria también utilizarse] para formar los
diastereoisdmeros (R)-A (R)-B y (S)}-A (R)-B, y puesto que se obtienen dos
diasterémeros, es posible separarlos por cualquier método fisico. La
naturaleza del agente disimétrico 8 dependerd de los grupos funcionales del
compuesto A. En general se prefiere formar sales diastereoisoméricas, ya que
este tipo de compuestos pueden separarse mds rdpida y fdcilmente e incluso se
conocen reacciones alternas para generar las sales de manera indirecta cuando
no pueden obtenerse de manera directa. Sin embargo, la formacién de una
mezcla diastereoisomérica no garantiza la separacién isomérica; serdn la
magnitud de las diferencias fisicas entre los productos los que determinen el

grado de resolucion®,

Otra técnica de separacién menos conocida es la introducida por
Dickey, en la cual se prepara silica gel en presencia de ciertas moléculas
orgdnicas, estas moléculas son posteriormente extraidas dejando impresa en la
superficie de la silica la huella de su forma, de esta manera la superficie de la
silica puede presentar una gren afinidad para la adsorcién de compuestos de
estructura similar al modelo utilizado. Por ejemplo, la impresién con

(+)}-N-metil-3-metoximorfina proporcions la resolucién parcial de su racemato®.

En los dltimos afios, han tenido un gran desarrollo las Separaciones
enantioméricas por técnicas cromatogrdficas. Estas técnicas parecen ser las
mds adecuadas para separar numerosos compuestos, tanto a nivel preparativo
como analitico, presentando una posible alternativa de las Separaciones

enantioméricas.
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SEPARACIONES ENANTIOMERICAS POR CROMATOGRAFIA.

Los compuestos racémicos se han separado por cromatografia en capa
fina’, cromatografic de gases®, cromatografia de fluidos supercriticos?,
cromatografia de particién centrifuga'®, cromatografia de liquidos y
electroforesis capilar' (aunque esta Gltima no es propiamente una técnica
cromategréfica, la clasifican dentro de esta modalidad).

Para separar los compuestos enantioméricos por cromatografia, es
necesario que el sistema cromatogrdfico sea especifico y selectivo hacia la
geometria del enantidmero, lo que implica la existencia de componentes

quirales, ya sea en la fase mévil o en la fase estacionaria.

Asi, las separaciones enantioméricas por cromatografia pueden
dividirse arbitrariamente en dos clases: separacién indirecta y separacién
directa,

En las separaciones indirectas, los enantidmeros se convierten en

diastereoisémeros al hacerlos reaccionar con un reactivo quiral y

posteriormente se separan en un sistema cromatogrdfico aquiral.
La separacién directa tiene dos variantes:

L Los solutos se pasan a través de una columna aquiral, utilizande un

disolvente quiral o una fase mévil con un aditivo quirai.
2. Las mezclas racémicas se pasan a través de una columna que contiene una
fase estacionaria quiral.
En cualquiera de las dos variantes, la formacién de diastereoisémeros
es "in situ",
En la mayoria de los casos se prefieren las separaciones directas, ya
que se simplifica la preparacién y procesamiento de la muestra, lo que conduce
a minimizar el riesge de racemizacién. Ademds, el método es mucho mds simple,

rdpido y en general econdmico,
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L. H. Klemn y D. J. Reed” fueron los primeros investigadores en
utilizar un soporte cromatogrdfico acorde al propésito de su separacién en
cromatografia de liquidos cldsica. Estos autores aprovecharon la propiedad de
los compuestos nitroaromdticos de formar complejos moleculares con otros
hidrocarburos aromdticos por interacciones n e impr;egnaron la silice con el
dcido (+)-a-(2,4,5,7-tetranitro-9-fluoreniliden-aminooxi) propidnico, y lograron
la resolucidn parcial del éter 1-naftil-butilico y del 2,45 6-dibenzo-9,10-

dihidrofenantreno.

Entre 1950 y los primeros afios de la década de los 60's, una de las
técnicas de separacién que mds se desarrollaron fue la cromatografia de
gases, logrdndose la resclucion de mezclas complejas como son los compuestos
enriquecidos isotépicamente, diastereoisomeros, etc. Sin embargo, fue hasta
1966 que E. Gil-Av y sus colaboradores™ publicaron la separacién directa de
enantidmeros. Ellos usaron una columna capilar recubierta con el éster
faurilico de la N-trifluoroacetil-L-isoleucina como fase estacionaria quiral
(FEQ). para separar algunos derivados de aminodcidos en forma de éster N-

trifluoroacetil-isopropandico, éster 2-butilico y éster t-butiiico.

Posteriormente, la estructura de las fases estacionarias se modificé
para tratar de mejorar su asociacidn con el soluto y en consecuencia, la
selectividad cromatogrdfica. U. Beitler y su colaborador' sugieren un modelo
de asociacion entre los solutos L' y D' con la fase estacionaria L a través de
puentes de hidrdgenc con los grupos carbonilo y amida presentes. Ellos
proponen que durante este proceso se forman diferentes complejos
diastereoisoméricos, en los cuales las moléculas formadas L'L y D'L tienen un
arreglo espacial diferente, y esta discriminacidn diasterecisomérica permite la

selectividad quimica observada.

Para la separacién de estos compuestos las técnicas cromatogrdficas
son las mds utilizadas, sin embargo, algunas muestras no pueden analizarse por
cromatografia de gases, porque son inestables térmicamente o porqgue no son

voldtiles. Por esta razén y por los avances logrados en tecnologia de columnas,
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desarrollo instrumental y en teoria cromatogrdfica de separaciones quirales,
en los (ltimos afios de la década de los 60's resurgié la cromatografia de
liquidos en su versidn moderna, o cromatografia de liquides de alta eficiencia
(CLAE).

Separaciones Enantioméricas por Cromatografia de Liquidos.

Las separaciones enanticméricas por CLAE empezaron a desarrollarse a

mediades de la década de los 70's.

Los primeros experimentos de este tipo se hicieron usando polimeros
naturales con propiedades quirales como fases estacionarias tales como
celulosa, almidén y lana. Después, la enantioselectividad se mejoré modificando
la estructura de estos polimeros, surgiendo asi el uso de resinas sintéticas.
Por otro lado, la separacion de diferentes mezclas racémicas también se ha

hecho afiadiendo el selector quiral a la fase mévil.

En la actualidad, las separaciones por CLAE pueden ser por
derivatizacién pre-columna, usando fases méviles quirales (FMQ) o bien, con
fases estacionarias quirales (FEQ). En sus trabajos D. R. Taylor y K. Maher®®
describen detalladamente los principios fundamentales de la discriminacién
quiral en los diferentes sistemas cromatogrdficos utilizando agentes quirales

tanto en [a fase madvil como en la fase estacionaria,
Derivatizacion Pre-columna.

En este caso, antes de inyectar la muestra, los solutos se hacen
reaccionar para formar los diasterecisémeros covalentes que se separan con
fases estacionarias y fases méviles aquirales. Actualmente la derivatizacién
pre-columna casi no se emplea, ya que se requiere tratamiento previo de la

muestray sobre todo. la reproducibilidad no es buena'®.
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Fase Movil Quiral.

La fase mévil puede modificarse fdcilmente con diversos selectores
quirales a diferentes concentraciones y los solutos se separan sobre una fase

estacionaria aquiral.
El mecanismo de resolucién enantiomérica puede ser por:

1. Pares de iones. Su éxito en la separacién de enantidmeros es
relativamente limitado, ya que es necesario que la fase mévil contenga al
selector quiral y un agente formador del par ionico. Ademds, esta técnica

puede aplicarse (inicamente a compuestos ionicos o ionizables.

2. Complejacién. En este caso se reconocen al menos dos variantes
principales: aquellas en las que en e} proceso de separacién interviene
lnicamente un reactivo _quiral disuelto en el eluyente y las separaciones
basadas en la presencia de agentes quirales y iones metdlicos en el
sistema, correspondiendo esto Ultimo a una aplicacién especifica de una
técnica mds general llamada cromatografia de intercambio de ligantes
(CIL).

En ambos casos fos aditivos quirales empleados han sido los derivados

8

del dcido tartdrico', éteres corona’®, proTeinaslg, contraiones y metales

complejantes®,
Sin embarge, cuando se elige este tipo de sistemas hay que tomar en

cuenta lo siguiente:

1. Minimizar el nimero de variables a controlar, siendo necesario que el
agente quiral sea de fdcil acceso y forme diasteresisémeros lo

suficientemente estables para permitir la separacién,

2. Como el soluto separado se recupera junto con el agente quiral, no se

recomienda este tipo de separaciones para fines preparativos.

3. En algunos casos, el ruido de fondo aumenta mucho y es necesario

aumentar la cantidad de soluto inyectada.

10
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Debido a los inconvenientes que la técnica conlleva, se prefiere cada

vez mds el uso de las fases estacionarias quirales (FEQ).
Fases Estacionarias Quirales.

En este caso la silice se une quimicamente al selector quiral y la fase

movil es entonces aquiral.

Durante la década de los 80's, se hicieron grandes esfuerzos para
mejorar las separaciones enantioméricas por CLAE. Como resultado de estos
esfuerzos, se empezaron a utilizar las fases estacionarias quirales, siendo uno
de los pioneros W. H. Pirkle®’, quién actualmente es uno de los investigadores
que mds trabajos ha desarrollade en este campo. Una de sus primeras fases
estacionarias la obtuve al hacer reaccionar silica gel con alcohol
fluoroantranilico quiral, y ésta la utitizd para separar sulféxidos, aminas,
lactonas, aminodcidos, aleoholes, tioles e hidroxidcidos?®. Debido al éxito
logrado por Pirkle y colaboradores en la resclucion de racematos por el uso de
fases estacionarias quirales, desde hace aproximadamente quince afios se

comercializan columnas para CLAE empacadas con fases estacionarias quirales.

Actualmente, existen en el mercado mds de cien FEQs diferentes®®,
pero estas pueden clasificarse en cuatro grupoes en funcién de la naturaleza del
selector quiral y de las principales interacciones que ocurren durante el

reconocimiento quiral®*.

A continuacidn se describe brevemente cada uno de estos grupos.
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I Ciclodextrinas.

Las fases estacionarias quirales a base de ciclodextrinas y de éteres

corong, se encuentran en este grupo.
Selector Quiral.

Los selectores quirales mds utilizados son las ciclodextrinas, que son
oligosacdridos ciclicos provenientes de fuentes naturales y estén formados por
unidades de D-(+)-glucopiranosa. Existen tres tipos diferentes: a-ciclodextrina
(«-CD), p-ciclodextrina (B-CD) y y-ciclodextrina (y-CD), que contienen
respectivamente 6, 7 y 8 unidades de glucosa. Estas unidades forman una
cavidad al interior de la motécula de aproximadamente 5 A de tamafo para la
B-CD y de alrededor de 10 A para la y-ciclodextrina. Todos los grupos hidroxilo
primarios y secundarios se encuentran fuera de la forma toroidal de la
molécula, lo que proporciona al interior de la cavidad una estructura menos
polar que el agua. Gracias a esta conformacién algunas moléculas hidrofilicas de
tamafio adecuado pueden formar con el exterior de la cavidad de la
ciclodextrina puentes de hidrégeno, interacciones de tipo Van der Walls y
complejos, mientras que moléculas con cardcter hidréfobo pueden formar

complejos por inclusién con el interior de la cavidad (figura 1).
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Figura 1. Estructura de las ciclodextrings,
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Mecanismos de reconocimiento molecular.
El reconocimiento quiral con ciclodextrinas incluye dos etapas:

L. Inclusidn de la molécula y para bloguear otras orientaciones, una parte de
la molécula del soluto muestra un efecto hidréfobo dentro de la cavidad

quiral.

2. Interaccion por formacién de puentes de hidrégeno entre los grupos
funcionales hidrofilicos de la molécula y los grupos hidroxilo secundarios a

la entrada de la cavidad de la ciclodextrina.
Fases maviles.

Con las ciclodextrinas no modificadas, las fases méviles que se usan son
generalmente mezclas hidroorgdnicas agua-metanol o agua-acetonitrilo, que
pueden contener o no soluciones requladoras de pH, con el fin de controlar la

retencién de los solutos ionizables.
Campo de aplicacién,

Las FEQs a base de B-CD son las mds utilizadas, y comercialmente se
conocen como “Cyclobond I“. Estas fases estacionarias se han usado para
separar numerosos racematos como aminas, derivados de aminodcidos, dcidos

carboxilicos, éteres y ésteres, entre otros.

Es posible gue el didmetro internc de la cavidad pueda servir también
para separar niicleos naftilo, bifenilo o bencénico que son parte de una gran

cantidad de moléculas enantioméricas
IT. Polimeros Naturales y Sintéticos.

Dentro de este grupo se encuentran las fases estacionarias quirales a
base de silice modificada con almiddn, celulosa y mds recientemente derivados

de celulosa como acetato, éster, éter y carbamato entre otros? (figura 2),
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Figura 2. Estructura de una fase estacionaria a base de amilosa.

Mecanismos de reconocimiento molecular.

Los centros de quiralidad actdan de manera “cooperativa® formando
cavidades dentro de una estructura helicoidel. Los grupos funcionales de esta
cavidad interactuan con el soluto formando puentes de hidrégeno,
interacciones dipolo-dipolo y formacién de complejos de inclusién. El tipo de
interacciones puede afectarse con la naturaleza de los grupos funcionales
presentes en el selector quiral, favoreciendo o no las interacciones de tipo

estérico.
Fases moviles.

Con este tipo de fases estacionarias, se pueden utilizar disolventes
tanto polares (por ejemplo metanol o etanol) como apolares (por ejemplo
hexano, heptano), segin la naturaleza del soluto. En algunas ocasiones también
puede usarse una fase mdvil hidroorgdnica, Sin embargo, es necesario tomar en
cuenta que el soluto va a competir con el disolvente en la formacién de puentes

de hidrégeno con los centros quirales de la fase estacionaria. Por otro lado, se
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debe evitar el uso de disolventes clorados (por ejemplo el clorofarme),
bericeno, tolueno, acetato de etilo o acetona, ya que estos disuelven al selector

quiral y lo "eliminan” de la fase estacionaria, dafiando irreversiblemente la
columna.

Campo de aplicacidn,

Con este tipo de fases estacionarias se pueden separar mezclas

racémicas de compuestos con grupos funcionales como fenilo, carbonito, nitro,

ciano, sulfénice o hidrdxido.

IIT. Fases Proteicas.

El selector quiral es una proteina unida quimicamente a la superficie de
la silice (figura 3).

El selector quiral mds utilizado es el dcido 1-a-glicoproteico, que es una
proteina de masa molecular de 41,000 daltons, y esta constituida por 181
aminodcidos y por D bases de carbohidratos lo que representa alrededor del
45% de su masa molecular. La presencia del dcido silicico le confiere un

cardcter dcido a la fase con un punto isoeléctrico de 2.7,

Figura 3. Estructura de una fase proteica.
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Mecanismo de reconocimiento molecular.

Los mecanismos de reconocimiento molecular son complejos puesto que
dependen del nimero de sitios de interaccidn, al igual que de la modificacidn de
la estructura proteica, que depende de la naturaleza de la fase eluyente.

En el caso del dcido 1-a-glicoproteico, presenta numerosos sitios de
interaccion y fos mecanismos de separacidn son variados: intercambio de iones,
pares de iones, reparto hidréfobo o formacion de enlaces hidrégeno. La
importancia de estas interacciones depende en gran parte, de la naturaleza y
de la cantidad de disolvente orgdnico de la fase mévil, ya que puede modificar
la estructura de la proteina.

Fases mdviles.

Los pardmetros cromatogrédficos dependen de los mismos factores que
en cromatografia de pares de iones.

La formacién del complejo soluto-proteina se puede controlar con el pH
y la fuerza idnica, ya que se modifican las interacciones electrostdticas. Por
otro lade modificando la naturaleza y concentracién del contraion y del
modificador orgdnico se pueden controlar las interacciones hidréfobas.

Con este tipo de columnas es necesario tener un control adecuado del
pH y del porcentaje de modificador orgdnico, para no desnaturalizar la
proteing, y asi conservar mds tiempo la columna.

Campo de aplicacion,

Estas fases estacionarias -quirales se utilizan en muchas dreas, en
particular en la farmacéutica. Las previsiones siguen siendo delicadas en la
medida en que la estructura del soluto juega un papel muy importante en la
estereoselectividad.
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IV. Tipo "Cepillo”

En este grupo se encuentran las FEQs de tipo Pirkle y andlogas, que son
las fases destinadas a la cromatografia de intercambio de ligantes. Cada

selector quiral actda de manera independiente.
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Figura 4. Estructura de la FEQ tipo "Cepillo”.

Selectores quirales.

El selector quiral es capaz de formar un complejo por transferencia de

carga con el seluto.
Dentro de este grupo, existen dos tipos de selectores quirales:

1. Aceptores de electrones =. Entre ellos se encuentran los derivados de
aminodcidos con la forma 3,5-dinitrobenzoilo (DNB). Estos reaccionan con

solutos donadores de electrones n.

2. Donadores de electrones n. Existe una mayor variedad de estos
selectores quirales, puesto que se concibieron bajo el concepto de

“reciprocidad” que indica que las interacciones diastereoisoméricas que
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permiten a una fase estacionaria modificada con un selector quiral A de
separar un racemato B, permiten de la misma manera, a una fase
estacionaria modificada con un selector quiral B resclver el racemato A.

Estas FEQs separan solutos aceptores de electrones .

Las fases de tipc "Pirkle" se forman con un selector quiral unido

quimicamente a la silice modificada bajo la forma de aminopropilo.

La wnion puede ser covalente o idnica. La unién covalente permite
utilizar disolventes mds polares sin alterar la estabilidad de la FEQ. Las

columnas preparativas se empacan exclusivamente con fases covalentes.

Estas fases existen bajo la configuracién (R) o (S), lo que permite
invertir el orden de elucién por la eleccién de la configuracién. Estas fases
existen igualmente bajo la forma racémica permitiendo asi, en el caso de una
mezcla  compleja, aislar  selectivamente los dos enantidmeros, vy

posteriormente, separarlos sobre una columna quiral.
Fases Méviles.

Estas FEQs generalmente trabajan con fases méviles poco polares
{hexano/alcoholes), aunque en ciertos casos se pueden utilizar fases mdviles

hidroorgdnicas.
Mecanismos de reconocimiente molecular.

Los mecanismos de separacion hacen intervenir la formacién de un
complejo enantiémero-selector quiral. La mayoria de los modelos propone la
formacion de complejos diastereoisoméricos débiles que ponen en juego una
interaccidn n e interaccién por formacién de puentes de hidrégeno y/o por
“recubrimiento dipolar”. Para que una fase estacionaria quiral posea afinidades
diferenciadas con tos enantiémeros, esta FEQ debe poseer al menos tres
puntos de interaccién con uno de los enantiémeros. Entre estas interacciones,

al menos una debe depender de la disposicién espacial de los dtomes del
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enantiémero y asi obtener la formacién de complejos diasterescisoméricos
débiles a la superficie de la FEQ teniendo una estabilidad diferente.

Campo de aplicacion.

Las FEQs aceptoras de electrones n son las mds utilizadas. Las
moléculas del soluto deberdn enfonces poseer grupos funcionales con un
momento dipolar (como la amida o el sulféxido) o poder formar puentes de
hidrdgeno {con los alcoholes y las funciones dcidas), asi como también un ciclo
aromdtico donador de electrones cerca del centro de asimetria. Las funciones
muy polares como los dcidos y las aminas, deben derivarse bajo la forma de
amidas con el fin de ampliar ¢} dominio de aplicacién de este tipe de fases.

La fase estacionaria quiral que sintetizamos, pertenece a este grupo,

siendo aceptora de electrones.
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es sintetizar una fase estacionaria quiral
para Cromatografia de liquidos de Alta Eficiencia con propiedades de
transferencia de electrones (tipo "Pirkle”) y probar su eficiencia con

diferentes mezclas racémicas.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Para lograr el objetivo principal es necesario:
1. Sintetizar los compuestos racémicos a utilizar.
2. Sintetizar el selector quiral a utilizar.

3. Unir quimicamente el selector quiral a la silice para formar la fase

estacionaria quirel.

4. Buscar las condiciones de separacidn en CLAE,
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y REACTIVOS.

Todos los disolventes utilizados para la sintesis y para la separacién
fueron grado reactivo y grade HPLC provenientes de Prolabo (Francia), Baxter
(México) y Aldrich (USA). Algunos disolventes usados fueron grado técnico, en

cuyo caso se destilaron antes de utilizarse.
El agua utilizada fue bidestilada sobre soporte Milli Q.

Como soporte cromatogrdfico se utilizé el Hypersil APS

(3-aminopropiltrietoxisilano) con un didmetro de particula de 10 um (USA).

El Espectrémetre de Ultravioleta (UV) fue un UV 160 U UV-visible

recording spectrophotometer Shimadzu.

El Espectrometro de Infrarrojo (IR) fue de Nicolet, modelo Magna IR™

750 (USA).

El Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fue de

Varian Modelo Unity 300 (USA), 300MHz.

El Espectrémetro de Masas (EM) fue de JEOL, modelo JM5-AX505 HA
{Japén).
Para medir la rotacién dptica se utilizé un polarimetro digital JASCO,

modelo DIP-360 (Japén).
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La bomba que se utilizé para empacar la columna fue Haskel Air Divers
Fluid Pump (California, USA). El tubo para la columna de acero inoxidable fue

de 15 cm de longitud por 4.6 mm de diémetro interno.

El cromatégrafo utilizado fue de Waters formado por dos médulos de
bombas isocrdticas, inyector manual Rheodyne con un bucle de inyeccién de 20
kL, un detector Waters modelo 484 de longitud de onda variable ajustado a

254 nm y un Integrador Millipore Waters Modelo 746.

En todos los casos, los espectros de UV se determinaron usande metanol

como disclvente.
Para la espectroscopia de IR, ésta se hizo por pestilla con KBr.

El CDCl3 y el DMSO se utilizaren como disolventes para obtener los

espectros de RMN 'H, y RMNYC.

Finalmente, los espectros de masas se obtuvieron por insercién directa
usando la técnica de Ionizacion Quimica (IQ) y en algunos compuestos la

técnica utilizade fue de Impacto Electrénico (IE).

SINTESIS DE LAS MEZCLAS RACEMICAS.

Método general para la preparacion de cloruros de acido.

En un matraz redondo de una boca provisto de agitacion magnética se
disolvieron 3.5 mmol del dcido correspondiente en 23.5 mL de benceno seco y
bajo atmésfera de nitrogeno, la mezcla se colocd en un bafic de hielo, se

adicionaron lentamente 4.2 mmol de cloruro de oxalilo recién destilado y dos
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gotas de dimetilformamida seca (DMF), en la reaccidn se observa
desprendimiento de CO», La mezcla se dejé por 18 horas a temperatura
ambiente, se evaporé a sequedad y se azeotropd con benceno seco hasta
eliminar el cloruro de oxalilo en excese, el producto crudo se utilizé sin

purificar en la siguiente reaccién.
(£) N-(3,5-dinitrobenzoil) valina'® (I).

En un matraz bola de tres bocas provisto de agitacién magnética y 2
embudos de adicién se colocaron 7.80 g (66.4 mmol) de DL-valina en 145 mlL de
una solucion acuosa de NaOH 1 M, se enfriaron en una bafio de hielo. El cloruro
de 3,5-dinitrobenzoilo recién preparado(i5.3 g, 66.3 mmol} y 145 mL de una
solucidén acuosa de NaOH 1 M se colocaron, por separado en dos embudos de
adicién y se agregaron simultdéneamente por un periodo de 20 minutos.
Terminada la adicién se agité por 90 minutos mds a temperatura ambiente,
posteriormente se acidificé con HCl concentrado hasta un pH de 2-3. El
precipitado obtenido se filtré y se lavé con agua, obteniéndose 13.9 g (67% de
rendimiento), su punto de fusion fue de 160°C (etanol-agua). Los datos

espectroscépicos concuerdan con los reportados en la literatura™.
(+) N-(3,5-dinitrobenzoil)- tert -butil -valinamida'® (II).

En un matraz bola de una boca equipade con refrigerante y agitacién
magnética, se colocé una solucion de 139 g (447 mmol) de
() N-(3,5-dinitrobenzoil) valina en 220 mL de tetrahidrofurane seco (THF)

bajo atmdsfera de nitrégeno, se adicionaron 115 g (46.6 mmol} del
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2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinoline (EEDQ) y en seguida 5 mlL
(46.5 mmol) de tert-butilamina, Terminada la adicion se coloco a reflujo por 18
horas, se enfrié a temperatura ambiente y se evaporé a sequedad, el residuo
se diluyé con cloreformo y se lavé con una solucién acuosa de NaHCOj3 al 5%
(1x20 mL), HCl 1 M (1x20 mL) y finalmente con agua destilada (3x50 mL). La
fase orgdnica se secé con NazSQO4 anhidro, se filtré y se evaporé a sequedad.
El producto crudo se recristalizé de etanol-agua, obteniéndose 7.85 g (48% de

rendimiento), punto de fusién 233-234°C,
(£} N-octadecanoil-valina (IIT).

En un matraz bola de tres bocas provisto de agitacion magnética y dos
embudos de adicién se colocaron 0.38 g (3.2 mmol) de DL-valina en 5 mL de una
solucién acuosa de NaQH 1 M, se enfriaron en un bafio de hielo, 1 g (3.2 mmol)
de cloruro de octadecanoilo crudo (preparade por el método general) y 9 ml de
una solucion acuosa de NaOH 1 M fueron colocados en los embudos y se
adicionaron simultdneamente en un lapso de 20 minutos, terminada la adicién se
dejd agitando por 45 minutos mds a temperatura ambiente, posteriormente se
acidificé con HC| concentrado a pH 2-3. La mezcla de reaccidn se extrajo con
éter etilico (3x20 mL), la fase orgdnica se lavé con una solucidn acuosa de NaCl
al 12% (3x20 ml) y se secd con Na:SO4 anhidro, se filtré y se evapord a
sequedad. El sélido obtenido, se recristalizé de etanol-agua obteniéndose

0.76 g (62% de rendimiento), punto de fusién 53°C.
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(+) N-octadecanoil-valina-3,5-dimetoxianilida (IV),

En un matraz redondo de una boca provisto de agitacion magnética se
disolvieron 1 g (2.6 mmal) de (%) N-octadecanoil-valina en 10.5 mL. de THF seco
y bajo atmésfera de nitrégeno se adicioné 050 g (3.3 mmol) de
3,5-dimetoxianilina recién destilada y posteriormente 0.70 g (2.6 mmol) de
EEDQ disueltos en 5.5 mL de THF seco, terminada la adicién, se dejé agitando
por 24 horas a temperatura ambiente, se evaporéd a sequedad y ef residuo se
diluyd en cloroformo, se lavé con H3PO4 al 1% (1x10 ml), una solucién acuosa de
NaOH 0.2 M (1x10 mL) y finalmente con agua destilada (3x10 mL), después se
secd con Na: S04 anhidro, se filtrd y se evaporé a sequedad. El producto crudo
se recristalizé de etanol-agua, abteniéndose 0.66 g (49% de rendimiento) con

un punto de fusién de 69-72°C.
(x) N-octadecanoii-prolina (V).

Se prepard de la misma forma que el compuesto (III}). Se obtuvieron

0.84 g (647% de rendimiento} con un punto de fusion de 50-51°C (etanol-agua).
(£) N-octadecanoil-prolina-3,5-dimetoxianilida (VI).

Se utilizé la misma técnica de preparacion de (IV) obteniéndose 0.64 g

{47% de rendimiento) con un punto de fusién de 52-55°C {etanol-agua).
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SINTESIS DEL SELECTOR QUIRAL.

(+) N-(3,5-dinitrobenzoil)-valing (VII).

En un matraz de tres bocas provisto de agitacién magnética y dos
embudos de adicién se disolvieron 2.50 g (21.3 mmol) de L-valina en 50 mL de
una solucién acuosa de NaOH 1 M los cuales se enfriaron en un bafio de hielo.
Se colocaron en los embudos 492 g (21.3 mmol} de cloruro de 3,5-
dinitrobenzoilo y 50 mL de una solucidn acuosa de NaOH 1 M respectivamente
y se adicionaron simultdneamente en un periodo de 20 minutos, se agité a
temperatura ambiente durante 90 minutos mds. Terminado el tiempo se
acidificé con HCl concentrado a pH 2-3. El precipitado obtenido se filtrd y se
lavo con agua destilada. Este sdlido se recristalizé de etanol-agua
obteniéndose 1.84 g (28% de rendimiento) con un punto de fusién de 138-

139°C.

PPEPARACION DE LA FASE ESTACIONARIA QUIRAL.

En este caso, se colocaron en un matraz bola de una boca provisto de
agitacion magnética y refrigerante, 1 g (3.1 mmol) de (+) N-(35-
dinitrobenzoil)-valina y 3.20 g de soporte cromatogrdfico (hypersil APS
(3-aminopropiltrietoxisilano)) y se suspendié en 27 mL de piridina seca bajo
atmésfera de nitrégeno, se colocd a reflujo por 4.5 horas. Posteriormente se
adicionaron 0.88 mL de hexametildisilazano (exceso) y se dejé a reflujo por
una hora mds. Se enfrié y se filtré utilizando un embudo de filtro poroso, se

lavé exhaustiva y sucesivamente con piriding, etanol, agua, etanol, acetona y
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éter etilico (todos grado R.A), y se dejé secando toda la noche. Se obtuvieron

3.88 g de silice modificada.

EMPACADO DE LA COLUMNA PARA CLAE.

Para obtener la columna con FEQ, un tubo de acero inoxidable de 15 ¢cm
de longitud por 4.6 mm de didmetro interno se unié a una precolumna formada
por un tubo del mismo material de 50 c¢m de largo. A este dispositivo se le
agregé una emulsion formada por 2 g de stlice recién preparada y 15 mL de una
mezcla acetona-etanol (50-50%, v/v) y se conectd a una bomba de tipo Haskel
para eluir 150 mL de metanol grado técnico a una presién de 7500 Ib/in®. Todo
esto se realizdé rapidamente con el fin de evitar la sedimentacidn de la silice.
Posteriormente la presién se disminuyé a O Ib/in’. Se hicieron una segunda y
tercera elucién con metanol grado técnico a una presién de 4500 y 3500 Ib/in?
respectivamente y se colectaron 25 mL de metanol grade técnico en cada una
de ellas. Finalmente, la columna se cerrd. La cantidad de silice modificada que

se utilizé fue de aproximadamente 1.3 g.

EFICIENCIA DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA.

El tiempo muerto se determiné con una disolucién de acenafteno en
acetonitrilo/agua (70-30% v/v) eluida con la misma mezcla. Esto es, en fase
tnversa.

El tiempo muerto también se midié a polaridad de fase normal, usando
como fase movil n-hexano/2-propanol (70-30% v/v) y como soluto acetato de

etilo. En ambos casos la deteccion se hizo con un detector de UV a 254 nm y un
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flujo de 1 mL/min. Esto se hizo porque en un principio no sabiamos con que fase
ibamos a trabajar, ya que como la columna es de polaridad intermedia, se puede
utilizar tanto la fase normal como la fase inversa por eso se midié el tiempo
muerto en ambas fases.

Por otro lado, la variacién de presién de trabajo se midié en funcién del
porcentaje de 2-propanol utilizado en la fase mdvil (mezclas n-hexano/
2-propanol). La variacién de la presién también se midié en funcién del flujo,
usando como fase mdvil n-hexano/2-prepanol (70-30% v/v) y n-hexano/1-
butano! (90-10% v/v).

Para los compuestos a separar se hicieron varias inyecciones de cada
mezcla racémica usando como fase mévil diferentes proporciones de n-hexano
y l-butanol, deteccion UV a 254 nm y flujo de 1 mL/min. En cada caso, se
calculs el ndmero de platos teéricos (N), el factor de retencidn (k'), el factor

de selectividad (a) y la resolucién (Rs). Las ecuaciones utilizadas para estos

cdleulos fueron:
N= 5.54 (t./w.)
Kz (th-t5)/10
a= K2/k
Rs= § (N} ({a-1)/a} (K'2/(K2+1))
donde:
t.= tiempo de retencion del soluto {min).

w.,= ancho del pico cromatogrdfico a la mitad de la altura (min).
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RESULTADOS Y DISCUSION

RUTAS DE SINTESIS DE LAS MEZCLAS RACEMICAS.

A continuacién se esquematizan las reacciones que se hicieron,
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COOH
Q COO0H
1) NaOH
+* —_—

PR )
| 2y Hel
H OA\(CHz}le_CHJ

EEDQ

CHy

(CHz)zs—CH:

SINTESIS DE LAS MEZCLAS RACEMICAS

Dado que la fase estacionaria quiral que sintetizariamos seria aceptora
de electrones, con un grupo funcional amida, los sustratos @ separar deberian
guardar una relacién estructural muy cercana a dicha fase, por lo cual decidimos
funcionalizar a la DL-valina y a la DL-prolina. Primeramente, se acilo el grupo
amino para formar la amida con el cloruro de octadecancilo en benceno seco,
usando una solucién acuosa de NaOH 1 M como base. Posteriormente, se hizo
reaccionar la funcién dcida con 3 5-dimetoxianilina en THF, utilizando EEDQ
como catalizador. De esta manera se obtuvieron los compuestos IV y VI como

racematos.

Con el fin de observar el efecto que tendria la introduccién de un grupo
atractor de electrones con la eficiencia en la separacidn, creimos oportuno

funcionalizar de manera distinta a la DL-valina. Por eso se hizo la acilacion del
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grupo amino con el ¢loruro de 3 5-dinitrobenzoilo y la reaccién de la funcién
dcida con tert-butilamina. Y asi mismo, nos interesaba estudiar el
comportamiento de un compuesto con un grupo rico en electrones, pero sin

funcién amida, como es la 3-(3-metil-fur-2-il)-5-metil-2-ciclohexencna.

En la figura 5 se presentan las estructuras de las mezclas racémicas
utilizadas en este estudio y en la Tabla I se resumen sus principales

caracteristicas fisicas, asi como el porcentaje de rendimiento obtenido.

En la tabla IT se resumen los datos espectroscdpicos obtenides para

cada una de las mezclas preparadas (ver Anexo I).

Se observa que las bandas principales corresponden al compuesto

esperado.
GCHy
o]
CH3~(CH)is o
OzN NHtBuy
N -
| HN_ .
H [0} ? OCH,
H
NO,
{ID) (£)-N-(3.5-dinitrob 1)-tert-bunl-valiramid {IV) (2)-N-octodecansil-valing-3 S-dime toxian hda
OCH,
a
[ ;l' N QCH,
N H
045'(‘:”2):&'0*3
{VI} (t)-N-octadecancil-valing-3.5-dimetexianiida {VIII) 3-(3-metil-fur-2-il}-5-metil-2-ciclohe «enana
Figura 5.  Mezclas racémicas utilizadas.
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Tobla I. Principales caracteristicas fisicas y rendimiento de reaccidn de las

mezclas racémicas,

Mezcla racémica. | Estado fisicoy color. | Rendimiento. | Punto de fusidn.
(I1) Sélido, amarillo claro, 497 69-72°C
(IV) Sélido, amarillo claro. 47% 52-55°C
(vI) Sdlido, amarillo oscuro. 48% 233-234°¢C
(VIID) Sélido coler blanco. 99% 106-108°C
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Tabla II. Datos espectroscopicos de las mezclas racémicas sintetizadas.

Mezela racémica | IR (v em™) RMN "H (CDCI; + DMSO) {6 ppm) | RMN *C (5 ppm) |EM (m/z)
(n 3360 (COOH), 1.06 (d, 6H, J=6.9 Hz), 18.16 284 M’- 18(1)
(£)-N-(3.5- 1704 (€O}, 2.36 (octeto, 1H, J=6.9 H2), 13.04
dinitrobenzoil)- | 1632 (N-C=0 amida), | 4.73 (dd, 1H, J=B.5, 5.4 Hz), 30.85 212 (100)
valina. 1544 (NQ;), 8.15 (d, 1H, J=8.7 Hz, desaparece { 58.37
1348 (NO,). con b20). 120,69
9.16-9.22 (m, 3H), 121.78
10.79 (sefial ancha, 1H
L 127.
desaparece con D;0). 795
129.66
135.02
148.22
164.08
173.18

sopoynsay
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Tebla II. Continuacidn.

Mezcla racémica | IR (v cm) RMN 'H (CDCly « DMSO) (B ppm) | RMN C (5 ppm} | EM (m/2)
(IT) 3289 (NH), 1.002 (d, 3H, J=6.3) 18.2, 367 M+1(3)
() NG5 2967 (CHyy CHz),  |1.02 (d, 3H, J=6.0) 18.8,
dinitrobenzoil)- | 1642 (COamida),  |1.34 (s, 9H), 281, 267 (100).
tert-butil- 1541y 1342 (NO;), |2.22 (octeto, 1H, J=6.60 Hz), 30.3,
valinamide. 11221 (-8u), 4.41(dd, 1H, J=8.25, 8,25 Hz), [50.8.
6.78 (s, 1H), 60.0,
8.88 (d, IH, J=B.74 Hz, 120.2,
desaparece con D;0), 1276,
9.09 (dd, 1H J=2.1, 2.1 H2), 1373,
9.23 (d, 2H, J=2.1 Hz). 1479,
162.3,
169.7.
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Table II. Continuacion,

Mezcha racémice | IR (v em™) RMN 'H (CDCl; + DMSO) (8 ppm) | RMN 'C (8 ppm) |EM (m/z)
(IIT) 3450 (COOH), 0.88 (1, 3H, J=6.9 Hz), 14.10, 383 M (10)
(£)-N-octadecanil- | 2918 ¥ 2850 0.948 (d, 3H, J=6.9 Ha), 17.63.
valina, (CHy y CHa). 0.981 (d, 3H, J=6.9 Hz), 18.97, 264 (100)

1704 (c=0}. 1.25 (sefal ancha, 30 H), 2287,

1630 (N-C=0), 1.56-1.70 (m, 1H), :::-

720 (mds de 4 CH;). 2.34 (+, 2H, 775 Ha), 2570

4.59 (dd, 1H, J= 8.5, 4.5 Hz), 29.04,

5.49 (sefial ancha, 1H, desaparece | 2912

con D;0), 29.23,

6.08 (d, 1H, J=8.4 Hz). 29.35,

29.42,

29.67,

30.97,

31,91,

3399,

3439,

36.66,

60.21,
173.88,

176.16,
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Tabla II. Continuacion.

Mezcla racémica IR (v em™) RMN 'H (CDCh } (5 ppm) RMN 3¢ (5 ppm) EM (m/z)
av) 3295 (NH), 0.87 (t, 3H, J26.82 Hz), 14.15, 518 M° (3)
(t)-N-octadecanoil- | 2918 (CHay y CHg), |0.96 (d, 3H, J=6.64 Hz), 18.45,
velina=3.5- 12850 (OCHa).  [0.99 (d, 3H, J=6.64 Ha), t9.37. 153 (100)
dimetoxianilida, 22.72
1662 (CONH) 1.25 (sefial ancha, 30 H), o
25.57,
1611 (Ar), 1.55-1.80 (m, 2H),
232 (t,2H J=7.24 H 2990,
32 (1, 2H J=7.24 Ha), 29.31,
3.73 (s, 3H), 29.41,
3.76 (s, 3H), 2953,
6.22(dd, 14 J=2.14, 2.14 Hz), 29.72,
6.78 (d, 1H J=1.86 Hz), 3133,
6.81(d, 1H J=2.24 Hz), 31.96,
7.36 (seRal ancha, 1H,), 53.37,
- 59.26,
8.97 (sefal ancha, IH, desaparece
con B,;0). 96.57,
97.88,
98.17
139.57,
161.02,
171,65,
173.57.

sopoyNSay



8¢

Tabla II. Continuacion

Mezcla racémica  [IR (v em™) RMN 'H {(CDCly) (5 ppm) RMN ¢ (5 ppm) |EM (m/z)
v 3428 (COOH), 0.905 (1, 3H, J=6.9 Hz), 14,09, 38 M’ (2)
(£)-N-octadecanoil- | 2910 Y 2850 (CHay CHa), | 1.3 (sefial ancha, 30 H), 22,67,
prolina. 1704 (c0), 1.58-1.74 (m, 2H), 24.66, 73 (100).
1634 (NCO amida), 2.0-2.18 (m, 2H), 29.04,
720 (mds de 4 CH,) 2.36 (t, 2H, J=7.8 H2), 29.23,
3.48-3.56 (m, 1H), 29.29,
3.59-3.68 {m, 1H), 29.35,
4.60 (d, tH, J26.0 Hz), 29.42,
10.6 (sefial ancha, 1H, 29.47,
desaparece con D20), 2964,
29.67,
31.91,
34.05,
47.00,
60.00,
180.02.

sopoynsay
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Tabla II.

Continuacidn,

Mezcla racémica IR (v em™) RMN 'H (CDCly) (6 ppm) | RMN C (5 ppm) |EM (m/z)
{(VI) 3401 (NH), 0.8B (1, 3H, J=7.2 Hz), 14.09, 516 M',(zl)
(1)-N-octadecanoil- | 2919 (CHy v CH,), | 1.25 {sefial ancha, 30 H), | 2266
prolina-35- o555 (ocH 1.58-1.72 (m, 2H 24.74,
dimetoxianilida, (OCH,), 38-172 (m, 2H), 2503 70 (100).
1663 (€O amida), 1.72-1.92 (m, iH), 26,35
1621 (NCO amida), | 1.98-2.10 (m, 1H), 2923,
720 (mds de 4 CH;). |2.28-2.40 {m, 2H), 29.34,
2.52-2.62 {m, tH), 29.42,
3.40-3.50 (m, 1H) 29.50,
3.76 (s. 3H), 29.67.
3.77 (s, 3H), 3185,
34.62,
480(d.1H. J=87H2). |
6.19 (dd, 1H, J:2.25, 2.1 |, .,
Hz), o
60.50,
6.78 (d, 2H, J=2.1 Ha), |, o
9.76 (sefial ancha, IH,  |g748.
desaparece con D;0) 140,08
160.86,
169.11,
17452,

sopD4NSIY
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RUTA SINTETICA DE LA FASE ESTACIONARIA QUIRAL

El diagrama siguiente representa las reacciones que se hicieron para

obtener la fase estacionaria quiral.

COOH o
OZ -
l) MNaCH | COOH
2) HCh H
NG,

L-valina

Cloruro de 3 5-dinitrobenzoile SELECTOR QUIRAL

{+}-N{3 5-dinitrobenzoil)-valina
3-aminopropiltrietoxisilano
piriding

hexametildisilazanc

i T -/
S'_—
OZ b]l ) N\/\/ ‘\
H [8]
NO;

FASE ESTACTONARIA QUIRAL.
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SINTESIS DEL SELECTOR QUIRAL

Tomando en cuenta que era muy importante que el compuesto que
serviria como selector quiral fuera enantioméricamente puro se partié del
aminodcido L-valina [a]2° +27.5 (¢=B, HCl 6N} utilizando la misma quimica que para la
obtencién de las mezclas racémicas y considerando que por la experiencia

obtenida al trabajar con aminodcidos que el producto final no se racemizaria.

De esta manera, el compuesto obtenido fue un polve fino de color
amarillo claro, con punto de fusion de 138-139°C, un rendimiento de reaccién de
28% y rotacién éptica de +15° (c=1, metanol).

A fin de elucidar la estructura del compuesto, se determinaron las
espectroscopias de UV, IR, RMN 'Hy RMN “Cy EM. A continuacién se enlistan
las principales sefiales obtenidas en cada una de las espectroscopias

mencionadas (ver Anexo I}.
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Tabla III. Datos espectroscopicos del selector quiral.

Resultados

Selector Quiral IR (v em™) RMN 'H (CDCly +DMSO) (5 ppm) | RMN BC (8 ppm) | EM (m/z)
{VII) 3329 (NH), 090 (d, 6H, J=6.9 Hz), 18.16, 312 M+t (2)
H 2.1 . 19.04,
(+)-N-(3.5- 2971 (CH, y CH3), 7 (octeto, 1H, 6.6 Hz),
dinitrobenzeil)- | 1707 (€O}, 451 (dd, 1H, J=8.4, 6.0 Hz), [30.85, 266 (100).
valina. 1632 (CO amida), |8.52 (d, IH, J=8.1 Hz, 58.37,
1544 (NO,), desaparece con D;0), 120.68,
1469 (Ar), z.g)(ddd, 2H, J=9.37,9.37, 2.1 12178,
4 ' 127.95.
1348 (NO). 9.07 (d, 1H, J=1.8 Hz)
129.46,
10.00 (seral ancha, 1H,
desaparece con D,0). 135.02,
148,37,
164.08,
173.18,
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FORMACION DE LA FASE ESTACIONARIA QUIRAL

Para poder unir el selector quiral a la silice, la técnica reportada en la
literatura®® tuvo que modificarse, estableciéndose el tiempo de reaccion en tres
horas, debido a la dificultad de saber el punto final de la reaccion, terminado
ese periodo de tiempo, al sélido obtenido se le hizo un tratamiento con
hexametil-disilazano para bloquear los grupos funcionales que no reaccionaron.
El producto obtenido fue un polvo fino (con apariencia de talco) de color amaritlo
oro. Este se lavé con una serie de disolventes de diferente polaridad para
asegurar que todo lo que no habia reaccionado fuera eliminado y asi evitar que,
durante el proceso cromatogrdfico, este exceso de reactivo interfiriera con

nuestros resultados.

En este caso no se pudo determinar la estructura por espectroscopias
de RMN o de Masas, ya que el producto obtenido es insoluble prdcticamente en
cualquier disolvente. Antes de utilizar esta fase estacionaria para CLAE y para
asegurarnos que la silice se habia modificado, decidimos probar a nivel
preparativo, si era capaz de separar mezclas racémicas. Para tal efecto, se
empacé una pipeta Pasteur con una emulsién de la silice modificada en una
mezcla de metanol/agua (70-30% v/v), aplicando presién con una bomba de
Barnant Co modelo 400-2901. Se colocé una solucién concentrada
{aproximadamente 10 mg en 2 mL) de fenilalanina racémica y se eluyé con la
misma mezcla de metanol/agua, colectdndose fracciones de 1 mL cada una. Se
colectaron 10 fracciones y por cromatografia en capa fina se determiné en

cuales habia solute, encontrdndose idnicamente en cuatro (fracciones 2-5). A
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estas fracciones se fes determiné la rotacién dptica y los resultados mostraron
un valor negativo para la fraccién 2, cero para las fracciones 3 y 4 y un valor
positivo para la fraccidn 5. De esta manera comprobamos que los enantidmeros
pueden separarse con esta fase estacionaria y era factible poder utilizarfa en

una columna para CLAE,

Asi, el siguiente paso fue empacar fa columna como se describe en la
parte de metodologia. La precolumna se llend completamente con la emulsién
para asegurarnos que la cantidad de silice fuera suficiente para empacar el tubo
de la columna y con la presién aplicada se aseguré que dicho empaque fuera mds
compacto, tomando en cuenta que esta columna se iba a someter a presiones
altas. El paso mds dificil fue el retirar la precolumna y colocar el filtro, ya que
se debia "corter” con un bisturi el exceso de empaque. Esto debia hacerse lo
mds preciso posible para no dejar "ondulaciones” o bien "hoyos” en el tubo.

Posteriormente se probé la eficiencia de la columna recién empacada.
PARAMETROS CROMATOGRAFICOS.

Antes de utilizar la columna empacada ¢on la fase estacionaria quiral,
ésta se lavd con una serie de disolventes como metanol, 2-propanol, 1-butanol y

n-hexano con el fin de eliminar cualquier contaminacién o residuc que pudiera

quedar.,

Para formar la fase mdvil, se escogieron el n-hexano, 2-propancl y

1-butanol porque en estos disolventes fueron solubles las mezclas racémicas que

se prepararan,
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El tiempo muerto de la columna se midié inyectando varias veces el
acetato de etilo, que no debe retenerse sobre una columna a polaridad de fases
normal. La fase mévil fue de n-hexano/2-propanol en diferentes proporciones a
un flujo de 1 mL/min. Para cada mezcla de fase mévil se hizo un promedio de 5
inyecciones, obteniéndose un tiempo muerto de 1.79 minutos (volumen muerto de
179 mlL) con una desviacién estandar de 0.01l. El valor del volumen muerto
también se determiné a polaridad de fases inversa utilizando un compuesto no
retenido, el acenafteno. Este se inyecté varias veces con diferentes mezclas
metanol/agua, y el valor promedio fue de 1.78 minutos, siendo un valor similar al

anterior,

De esta manera pudimos establecer el volumen muerte de la columna

empacada en 1.79 mL.

Por otro lado, se determind la presion de trabajo en funcién del
contenido de 2-propanol en la fase mévil, formada por n-hexano y 2-propanol y
los resultados se presentan en la figura 6, esto para saber el porcentaje mdximo
de 2-propancl que se podia utilizar en este estudio. Como era de esperarse, la
presién maxima se obtiene con 2-propancl al 100 % y ain en este caso el valor
obtenido es muy bajo (del orden de 500 Ib/plg®). Esta presion de trabajo nos
permitié utilizar como fase mdvil disolventes tan viscosos como son el 2-

propancl (2.4 ¢P) y el 1-butanol (2.98 cP) sin ningtin problema.

Las figuras 7, 8, y 9 muestran la variacién de la presién en funcién del
flujo. Esto se hizo con mezclas de n-hexano / 2-propanel 30:70 (v/v), n-hexano

/ 1-butanol 90:10 (v/v) y 95:5 (v/v). Se observé que los valores de presidn
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obtenidos son también muy bajos, lo cual permite trabajar a flujos altos ain con

disolventes como el 2-propanol o el 1-butanol.

600 4
.
- 400 - .
)
s .
-]
= .
§ .
8 200 - *
.
L
¢ o @
[+ I e e e - —— } -
0 20 40 60 80 100 120
% 2-Propanol
Figura 6.  Presidn en funcidn del contenido de 2-propancl en la fase mévil.

Fase mdvil: n-hexano / 2-propanel. Flujo: 1 mL/min.
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Figura 7.  Presién en funcién del flujo de fase mévil. Fase mévil: n-hexano /
2-propanol 30 : 70 (v/v}.
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Figura 8.  Presién en funcién del flujo de fase mavil. Fase mévil: n-hexano /
1-butanel 90 : 10 (v/v).
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Figura 9.  Presion en funcion del flujo de fase mévil. Fase mévil: n-hexano /
1-butanol 95 : 5 (v/v),
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RETENCION DE LAS MEZCLAS RACEMICAS

Para probar la eficiencia de la columna preparada, se estudiaron cuatro
diferentes mezclas racémicas: la (+)-N-(3,5-dinitrobenzail)-tert-butil-valinamida
(II), la (t)-N-octadecanvil-valina-3,5-dimetoxianilida (IV), la (2)-N-octadecanail-
prolina-3,5-dimetoxianilida (VI} y la 3-(3-metil-fur-2-il)-5-metil-2-ciclohexenona

(VIII).

En un principio se utilizé 2-propanol en la fase mévil, pero no se obtuvieron
resultados positivos con este disolvente. Es por eso que se cambié al 1-butanol que
es un alcohol menos polar y la fase movil se formé con 1-butanol vy
n-hexano. Adn con estos disolventes, no se observé ninguna separacién con fases
méviles conteniendo mds de 10% de 1-butanol. Es por eso que todos los pardmetros
cromatogrdficos se determinaron con n-hexano/l-butanol 90-10% vy
95-5% (v/v).

Los compuestos (IV) y (VI), con propiedades electrénicas contrarias a las del
selector quiral, mostraron una buena separacién con las dos fases méviles y parece
ser que sdlo uno de los enantiémeros interactia con el selector quiral de la fase
estacionaria, ya que al variar el porcentaje de los disolventes la retencién del
primer enantiémero varia muy poco, y el tiempo de elucién del mds retenido sufre
una mayor variacion.

Como era de esperarse, los enantiomeros del compuesto (II) no se
separaron, Esto se explica porque parte de la estructura de la mezcla racémica y del
selector quiral es idéntico no existiendo la transferencia de electrones que permita

la separacién.
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Para comprobar que la columne servia para separar mezclas racémicas
con otro tipo de estructura, se inyectd el compuesto (VIII), este compuesto no
posee un anillo bencénico ni grupos amida, pero si puede comportarse como
donador de electrones. Efectivamente, se obtuvo una buena separacién de los
enantiémeros de la 3-(3-metil-fur-2-il}-5-metil-2-ciclohexenona. Aungue la
retencién en este caso fue menor, la selectividad que proporciona la fase
estacionaria quiral fue suficiente para obtener un factor de selectividad y una
resolucién adecuadas utilizando como fase mévil n-hexano/1-butanal 95-5 (v/v),
esta resolucidn fue incluso mejor que para las mezclas racémicas del mismo tipo

de estructuras (derivados de aminodcidos).

Con estos cromatogramas, se calculd el nimero de platos tesricos (N),
para el enantiémero con mayor tiempo de retencién de cada mezcla racémica,
(en 10 determinaciones). El valor promedio obtenido fue de 2790 platos con una

desviacién estdndar de 40.

En la tabla IV se resumen todos los valores obtenidos y las figuras 10,

11, 12 y 13 muestran los cromatogramas de las mezclas racémicas.
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Tabia IV. Algunos pardmetros cromatograficos de las mezclas racémicas estudiadas. Deteccion UV a

254 nm, Flujo de 1 mL/min. Fase mévil n-hexano / 1-butanol (valores promedio de 5 inyecciones).

(+)-N-octadecanoil-valina- | (t)-N-octadecanoil-prolina- | (£)-N-(3.5-dinitrobenzoil)- | 3-(3-metil-fur-2-il)-5-metil-
3,5-dimetoxsanihda 2 5-dimetoxianilida tert-buttl-valinamida 2-ciclohexenona
% n-hexano / 90-10 95-5 90-10 95-5 95-5 90-10 95-5
}-butanol (v/v)
te, (min) 197 2.46 3.02 461 2.22 1.87 2.07
tr, (min) 2.84 452 434 7.76 2.22 2.46 2.68
K 0.10 0.38 0.71 161 0.24 0.05 0.16
K2 0.59 154 144 333 0.24 0.38 0.51
o 58 4.0 2.05 2.06 1.0 7.56 31
Rs 1.20 160 155 177 No hubo separacién 108 0.84
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Resultados

Para comprobar que los resultados obtenidos eran repetibles, la muestra

(IV) se inyecté varias veces durante diferentes dias y los tiempos de retencidn

obtenidos son muy similares (Tabla V).

Tabla V. Tiempos de retencién obtenidos de la mezcla racémica (V)

en diferentes dias.

Mezcla racémica.
{IV) (£)-N-octadecanoil-
valing-3,5-dimetoxianilida

Tiempos de retencién
(min)
n-Hexano/n-Butanol
(95-5% v/v)

Valores promedio primer dia 246y 452
Valores promedio sequndo dia 246y 452
Valores promedio tercer dia 227y4.35

Se muestra que los resultados son repetibles de inyeccidn a inyeccion y

de dia a dia, lo que indica que la columna preparada es estable y selectiva,
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CONCLUSIONES

Se sintetizé la N-(3,5-dinitrobenzoil)-L-valina y se unié quimicamente
al 3-aminopropiltrietoxisilano para formar una fase estacionaria quiral para
CLAE con propiedades de transferencia de electrones. Esta columna mostré
una eficiencia aceptable, al poder separar tres de las cuatro mezclas

racémicas estudiadas.

Se logré establecer una metodologia para sintetizar mezclas racémicas
de derivados de aminodcidos con propiedades de transferencia de electrones.
La estructura de los compuestos obtenidos se verificé con las diferentes
técnicas espectroscdpicas: Ultravioleta, Infrarrojo, Resonancia Magnética

Nuclear de 'H y de '*C y Masas.

La misma metodologia se aplicé para obtener el selector quiral derivado
de la L-valina, mismo que se unié quimicamente a la silice para formar una fase

estacionaria quiral para CLAE.

La columna empacada con esta fase estacionaria quiral mostrd ser
selectiva para las mezclas racémicas preparadas y para al menos un compuesto
con otro tipo de estructura (no derivado de aminodcido). La eficiencia
obtenida, aunque baja, fue suficiente para permitir separaciones con una buena

resolucion,

Finalmente, la fase estacionaria quiral mostréd ser estable,

obteniéndose resultados repetibles, con tiempos de retencién cortos.
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Figura A. Espectro de IR del intermediario de la mezcla racémica N-(3,5-dinitrobenzoil)-vaiina.
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Figura B. Espectro de RMN 'H del intermediario de la mezcla racémica N-(3,5-dinitrobenzoil)-valina.

Usal

28 ENERD 1998

Slad Florar Perpz/Margar ita Romsrno Avila
Ranal/CDC)J+2 gotas de OM3D

1H 902 MMz

Rat. THS 8 ppa

Jee-1
rdm
-
- i
|
4 f‘ .j- — f f
| I i A uUL.
o
N T T e T T T T ITTOTTTT T T e o e pe—r—e |t B Bt a e e et Tt SR [ i
12 11 10 9 8 H § 5 q 3 2 1 -0 ppm
CRmTT Ty - o o Ty

1.m 8,43 h.ay

7 oxauy



Figura C. Espectro de RMN *C del intermediario de la mezcla racémica N-(3 5-dinitrobenzoii)-valina.
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Figura D. Espectro de masas del intermediario de la mezcla racémica N-(3,5-dinitrobenzoil)-valina.
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Figura E.

Espectro de IR de la mezcla racémica N-(3,5-dinitrobenzoil)-tert-butil-valinamida.
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Figura F. Espectrode RMN 'H de la mezela racémica N-(3,5-dinitrobenzoil)-tert-butil-valinamida.
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Figura 6. Espectro de RMN "°C de la mezcla racémica N-(3,5-dinitrobenzoil)-tert-butil-valinamida,
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Figura H. Espectro de masas de la mezcla racémica N-(3,5-dinitrobenzoil)-tert-butil-valinamida,

[ Mass Spectrum ]
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Figura

I. Espectro de IR del intermediario de la mezcla racémica (+)-N-octadecanoil-valina,
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Figura J. Espectro de RMN 'H del intermediario de la mezcla racémica (+)-N-octadecanoil-valina.
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Figura K. Espectro de RMN °C del intermediario de la mezcla racémica (£)-N-octadecanoil valina,
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Figura L.

Espectro de masas del intermediario de la mezcla racémica {£)-N-octadecanoil-valina.
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Figura M. Espectro de IR de ia mezcla racémica (+)-N-octadecanoil-valina-3,5-dimetoxianilida.
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Figura N. Espectro de RMN 4 de la mezcla racémica ()-N-octadecanoil-valina-3,5-dimetoxianilida,
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Figura O. Espectro de RMN *C de la mezcla racémica (+)-N-octadecanoil-valina-3 5-dimetoxianilida.
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Figura P. Espectro de masas de la mezcla racémica (2)-N-octadecanoil-valina-3,5-dimetoxianilida,
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Figura R. Espectro de RMN'H del intermediario de la mezcla racémica (+)-N-octadecanoil-prolina.
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Figura T. Espectro de masas del intermediario de la mezcla racémica (£)-N-octadecanoil-prolina.

[ Mass Specteum )

Data : Ora-Camacho-E185

Sample: NVG-14
Note : -
inlet : Direct
Spectrum Typs
RT : @.B8 min
BP : mr2 73.0208
Output ms7 range
1394522

1280

43 v@

t Normal

73

Date :

lon Mode
loa [MF-Linear]

(34,411
124417

: 33.888Q to S54F "

123

s £1+

Cut Level

2??

B3-Few-98 22:57

Temp :

95.8 geg.C

: 8.8 %

241

481

¢

k=)

358

499

312

[ 337

J r 36 381 413 448
ey A e

T
45@

T
508

I oxauy



18

Figura U. Espectro de IR de la mezcla racémica (2)-N-octadecanoil-prolina-3,5-dimetoxianilida,
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Figura V. Espectro de RMN 'H de la mezcla racémica (£)-N-octadecanoil-prolina-3 5-dimetoxianilida.
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Figura W. Espectro de RMN'C de la mezcla racémica (+}-N-octadecanoil-prolina-3,5-dimetoxianilida.
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[ Moss Specteum |

Data : Dr -Camacho-£1@4 Late : ¥3-Fen-%5 28:58
Sample: NVG-RY
Nove
Inler @ Dsrect lon Mode - £+
Specicum Type : Normat lon [MF-tirear]
RT : 2.5% min Scank : (56,]16) Temp : 211.7 deg.C
BF : msz 70,2008 Int. : B32.61
Output w7z range : 33.00B@ (o GS4 7387 Cut tevel : .09 %
B633432 ’e
IBBT [
80 -
8
8 -
5@ -

-]
.

Figura X. Espectro de masas de la mezcla racémica (£)-N-octadecanoil-prolina-3 5-dimetoxianilida.
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Figura Y. Espectro de IR del selector quiral (+) N-(3 5-dinitrobenzoil)-valina.
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Figura Z. Espectro de RMN!H del selector quiral (+) N-(3,5-dinitrobenzoil)-valina,
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Figura AA. Espectro de RMN™C del selector quiral (+) N-(3 5-dinitrobenzoil)-valina.
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Figura BB. Espectro de masas del selector quiral (+) N-(3, 5-dinitrobenzoil)-valina,
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