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1 II III Iv \

R R R R R
DHA—fructosal 7.2 4.6 - - 4.8
fructosal- fructosa2 0.8 0.5 - 0.4 0.7
fructosaz- sorbosal no no 0.3 no no
fructosaz— xilosa 1.06 0.2 0.1 0.4 1.0
xilosa -~ ribosa 1.9 1.8 ) 1.9 1.2 2.7
ribosa -~ glucosa 2.5 1.7 - - 2.5
glucosa - manosa 4.2 2.0 - - 3.6

NOTA. Se muestran las resoluciones entre picos mas prdximos para las

condiciones especificadas.

TABLA 2-14 (continuacién)

25 % ACETONITRILO : 30 ¢ ACETONITRILO

COMPUESTO DE tr(min) Vr(mL/min) K' W (min) tr(min) Vr(mL/min) K' W (min)
REFERENCIA
DHA 6.5 6.5 2.5 0.4 5.0 5.0 1.7 0.3
xilosa 19.5 19.5 9.5 0.6 11.0 11.0 4.9 0.3
ribosa 22.0 22.0 10.9 0.6 12.0 12.0 5.5 0.3
fructosa 22.0 22.0 10.9 1.0 11.0 11.0 4.9 0.3

25.5 25.5 12.8 1.2 12.5 12.5 5.7 0.4
sorbosa 23.5 23.5 11.7 1.5 11.6 11.6 5.3 0.6
glucosa - - - - 15.0 15.0 7.1 0.6
manosa 25.3 25.3 12.7 0.7 17.5 17.5 8.5 0.6

NOTA. Columna u-Bondapak C-18. Flujo : 1.0 mL/min.

TABLA 2-15
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COMPUESTO DE tr Vr tr Vr tr Vr tr Vr tr Vr
REFERENCIA
DHA 2.8 2.8 - - - - - - - -
fructosa 10.0 10.0 9.0 13.5 8.0 8.0 9.2 7.3 11.0 5.5
11.0 11.0 10.0 15.0 9.0 9.0 10.2 8.1 11.5 5.8
xilosa 10.5 10.5 9.0 13.5 9.2 9.2 11.0 8.8 12.5 6.3
sorbosa 11.2 11.2 9.5 14.3 8.0 8.0 9.8 7.8 - -
ribosa 11.5 11.5 9.05 13.5 9.5 9.5 - - - -
arabinosa 11. 11.8 - - - - - - - -
glucosa 14.8 14.8 - - 11.5 11.5 - - - -

NOTA. Todos los ensayos se han realizado con una columna u-Bondapak C-18.
I. Eluyente agua 70 / THF 5 / acetonitrilo 25. Flujo : 1.0 mL/min.

I1. Eluyente agua 75 / THF 5 / acetonitrilo 20. Flujo : 1.5 mL/min.
I1I. Eluyente agua 70 / THF 8 / acetonitrilo 22. Flujo : 1.0 mL/min.

IV. Eluyente agua 70 / THF 10 / acetonitrilo 20. Flujo : 0.8 mL/min.

V. Eluvente agua 65 / THF 10 / acetonitrilo 25. Flujo : 0.5 mL/min.

t_ en min y V_ en mL.
r r

TABLA 2-16
DISOLVENTE A (nm)
Eter etilico 220
cloroformo 245
acetona 330
dioxano 215
cloruro de metileno 233
tetrahidrofurano 212
dimetilformamida 210
acetato de etilo 260
metanol 205
acetonitrilo 1980

TABLA 2-17

CROMOFORO SISTEMA A {nm) €

max T max
NITRILO ~-CZ= N 160 -
OXIMA -NOH 190 5000
ESTER -COOR 205 50
TABLA 2-18
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COMPUESTO Anﬁx(nm) € nax 6210

PAKO-fructosa 200.2 6600 3386
PAAN-arabinosa 193.9 843.9 649

TABLA 2-19

I I1 ITI
COMPUESTO DE t \Y t A" t A\
REFERENCIA * o * = r
xilosa 13.38 0.7 7.85 0.3 11.90 0.8
lixosa 14.12 0.7 8.08 0.4 13.85 0.7
ribosa 14.29 0.7 8.30 0.3 13.66 0.7
arabinosa 14.37 0.7 8.30 0.3 13.73 0.7
alosa 18.44 0.7 10.13 0.4 17.85 0.8
altrosa 18.70 0.8 10.14 0.4 18.05 0.6
glucosa 16.68 0.8 9.30 0.3 15.66 0.9
manosa 18.57 0.7 9,94 0.5 20.29 0.8
gulosa 17.63 0.8 9.59 0.4 15.49 0.8
idosa 16.70 0.8 9.21 0.5 13.73 0.6
talosa 18.25 0.8 9.95 0.4 17.85 0.8
galactosa 18.26 0.8 9.94 0.5 18.58 0.8
fructosa 13.57 0.8 7.56 0.5 15.68 0.8
14.00 0.8 8.01 0.5

NOTA. Todos los ensayos se han realizado con una columna g-Bondapak C-18.

I. Eluyente acetonitrilo / agua. Estado inicial 30 % de acetonitrilo.
Estado final 40 % de acetonitrilo. Gradiente lineal en 20 min.
Flujo : 1.0 mL/min. Deteccién por UV, A= 207 nm.

1I. Eluyente acetonitrilo / agua. Estado inicial 35 % de acetonitrilo.
Estado final 50 % de acetonitrilo. Gradiente lineal en 15 min.
Flujo : 1.0 mL/min. Deteccién por UV, A = 207 nm.

III. Eluyente metanol / agua. Estado inicial 40 % de metanol.

Estado final 50 % de metanol. Gradiente lineal en 10 min.
Flujo : 1.0 mL/min. Deteccidn por UV, A= 207 nm.

tr y W expresados en min.

TABLA 2-20
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I 11 II1I Iv v VI

COMPUESTO DE t t. t. t. t, t
REFERENCIA x
ribosa 13.66 16.41 21.71 13.83 9.13 6.13
arabinosa 13.73 16.60 21.83 14.16 9,31 6.48

NOTA. Todos los ensayos se han realizado con una columna u-Bondapak C-18.
Flujo : 1.0 mL/min. Deteccién por UV, A = 207 nm.
I. Eluyente metanol / agua. Estado inicial 40 % de metanol.
Estado final 50 % de metanol. Gradiente lineal en 10 min.
II. Eluyente metanol / agua. Estado inicial 40 % de metanol.
Estado final 50 % de metanol. Gradiente lineal en 20 min.
III. Eluyente metanol / agua. Estado inicial 30 % de metanol.
Estado final 50 % de metanol. Gradiente lineal en 20 min.
IV. Eluyente metanol 45 / agua 55. Isocréatico.
V. Eluyente metanol 50 / agua 50. Isocrético.
VI. Eluyente metanol 55 / agua 45. Isocréatico.
tr expresado en min.

TABLA 2-21

1195 nm Az 7 nm 215 nm
PAAN-Lixosa 1 1.5 0.6
PAKO- Fructosa 1 0.7 0.3
TABLA 2-22
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III. SINTESIS DE UNA FASE DE SILICE QUIRAL PARA USO EN

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION.
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1. INTRODUCCION.

Como ya hémos explicado en el capitulo anterior, en
la actualidad una parte importante de los estudios de HPLC
se centran en la aplicacidén de fases quirales preparadas a
partir de diferentes fragmentos quirales anclados a las
fases estacionarias, normales o reversas. De acuerdo con la
teoria de Dalgliesh,171 para gue exista una enantioselecti—
vidad cromatogréfica se requiere un minimo de tres interac-
ciones simulténeas entre el soluto y la fase quiral. Diver-
sas sintesis de estas fases quirales se han basado en este
postulado de los tres puntos. Los principales tipos de tales

fases son los siguientes:

a) Las ciclodextrinasl72, polimeros macrociclicos

de 6 a 12 unidades de glucosa unidas a través de enlaces o -
(1,4) gque generan formas cilindricas de carécter hidrofébico
por la cara interior y polar por la exterior, donde se
acumulan los grupos hidroxilo. La separacidén quiral puede
tener lugar para aquellos compuestos capaces de formar

uniones por puentes de hidrégeno.

b) Los polimeros quirales entre los que hay que

destacar esencialmente los derivados de la celulosa micro-
criétalina173r174: triacetato, tribénzoato, trifenilcarbama-
to, tribenciléster...; poliamidasl75'l77 vy la fase poli-

(trifenilmetilmetacrilato)178‘180.

c) Fases quirales obtenidas por anclaje directo de

fragmentos quirales sobre silice, o0 a través de un puente
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intermedio de 3-aminopropilalcoxisilano, denominadas a veces

fases de tipo "brush"181, En general, tales fases contienen

fragmentos aromdticos por creerse gue existe una interaccidn
por transferencia de carga entre sistemas =n (dador-acep-
tor), adicional a 1la posible formacién de enlaces por
puente de hidrbégeno, como mecanismos causantes de la dife-
renciacién enantiomérica. Las principales fases pertenecien-

tes a este grupo son las disefiadas por Pirklel82-185

01186,

d) También se hallan descritas en la literatura
fases quirales producto del enlace de un aminoacido sobre
gel de silicel87-193, principalmente derivados de la proli-

na, la leucina y la glicina.

Como ya hemos comentado, el hecho de querer utili-
zar una fase estacionaria quiral en nuestro estudio no tenia
como objeto principal la separacidén de los distintos pro-
ductos en sus dos enantidmeros, io que en un principio
complicaria aln mas las muestras de anélisis, sino, dada la
gquiralidad intrinseca de los azlcares, el que la fase esta-
cionaria sea quiral puede favorecer una cierta selectividad
en los procesos de interaccidén entre fase estacionaria vy
problema. Ya hemos explicado los resultados negativos obte-
nidos al aplicar a nuestro problema el triacetato de celulo-
sa microcristalina y el (+)-poli(trifenilmetilmetacrilato)
de las casas comerciales Macherey, Nagel and Co. vy Daicel

respectivamente.

Por ello, pensamos preparar un soporte quiral ori-
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ginal. Teniendo en cuenta la naturaleza de nuestros deriva-
dos (carencia de sistema 7 aromdtico) se pensdé que el
fragmento quiral poseyera mas de un punto de interaccidn
potencial por formacién de enlace por puente de hidrégeno.
Ello junto con el hecho de que las aminosilices son las
fases consideradas adecuadas para el andlisis de carbohidra-
tos nos llevd a considerar la posibilidad del anclaje de un
aminoécido a una aminosilice comercial. El escogido fue 1la
L-treonina que cumple las condiciones anteriores, es decir,
ademas de tener el grupo amino, posee un grupo hidroxilo que
es capaz, a su vez, de formar pueﬁtes de hidrégeno con los
azGcares o con sus derivados adecuados, e incluso el grupo
amida que resulta del proceso de enlace con el soporte
s6lido puede contribuir a la interaccidén entre las muestras

problema y la fase estacionaria.

Puesto gque la molécula a anclar sobre la aminosi-
lice era un aminoacido, la metodologia seguida fue la propia
de 1la sintesis de péptidos en fase sb6lida, pero con las
dificultades suplementarias derivadas de no poder operar en
medios &cidos o bésicos fuertes, dada la incompatibilidad de
esas condiciones con el soporte de gel de silice. Como se
muestra en la figura 3-1, el esquema sintético consta prin-

cipalmente de cuatro etapas:

I. Preparacibén de la aminosilice por reaccibén con

un alcoxisilano o clorosilano.
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I1. Preparacién en fase homogénea del aminodcido a
anclar. Incluye procesos de proteccidén y activacién de los

distintos grupos funcionales.
III. Anclaje del aminoé&cido sobre la fase sélida.

IV. Eliminacidén de los grupos protectores.

2., FUNCIONALIZACION DEL GEL DE SILICE.

En la obtencién de la aminosilice de partida, se ha
seguido, fundamentalmente, la metddica propuesta por Majors
Yy Hooper194 para las reacciones de alcoxisilanos en la
superficie de‘gel de silice hidratado. Esta misma metddica
la encontramos en sintesis y estudios posteriores195rl96.
Como los mismos autores describen,l94 1la presencia de agua
adsorbida en la superficie de la silice aumenta el rendi-
miento o carga del compuesto silano sobre 1la silice, en
especial si el reactivo silanizante utilizado es un alcoxi-
alquilsilano en vez de un cloroalquilsilano. A fin de obte-
ner una humedad constante de la fase silice, se mantiene
ésta durante las 24 horas previas a su funcionalizacién en
un recipiente cerrado que contiene una solucibén acuosa sa-
turada de LiCl lo gue proporciona una humedad relativa del
orden del 12 % a temperatura 20-35 0Cc.195 posteriormente se
hacen reaccionar 10 g de silice asi acondicionada, en atmbs-
fera inerte con 0.1 mol del organosilano correspondiente.
Esta cantidad representa un exceso de cuatro veces el reac-
tivo silano sobre la estequiometria equivalente de sila-

noles,194 asumiendo 1la existencia de cuatro grupos OH por
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mu? de silice y una reaccidén uno a uno entre la molécula del
organosilano y el silanoll97, 1La reaccién tiene lugar en el
seno de tolueno anhidro. Bajo condiciones anhidras tiene
Jugar una silanizacién directa de los grupos silanol, mien-
tras que la presencia de agua durante la reaccidén produce
polimerizaciénl94, reaccién secundaria no deseada. No obs-
tante, segin Majors y Hooper parece ser necésaria la presen-
cia de trazas de Hy0 en la superficie de la silice para
provocar una preliminar hidrélisis de los grupos alcoxi.
Puesto gque el agua se encuentra en la superficie o cercana a
ella, el silano reacciona preferentemente con los grupos
silanol acidos de la silice. Indudablemente este agua super-
ficial puede ser causa de polimerizacidén, pero en ausencia
de otras fuentes de humedad, este proceso, siempre segin los
mismos autores, tiene lugar en extensidn minima.l94 Una vez
realizado el anclaje sobre la silice es importante el proce-
so de lavado de la misma para eliminar cualquier resto de
reactivo. El seguimiento de la reaccidén se realiza mediante
anilisis elemental estudiando el contenido en nitrégeno. Aln
cuando la reaccidén con otros tipos de silanos puéde seguirse
por espectroscopia de infrarrojo (incluso cuantitativamen-
te), en los aminoalquilsilanos la banda de absorcién relati-
va al grupo -NH; interfiere con las bandas debidas a 1la
absorcién de -OH, lo que hace que la variacidén del espectro

de IR sea muy pequefia (Figura 3-2).
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Por razones de economia, 1la puesta a punto del
método de anclaje lo realizamos sobre aminopropilsilice
preparada en nuestro laboratorio por el método citado ante-
riormente, a pesar de que la aminosilice utilizada para la
fabricacién de 1la columna para HPLC fue comercial y de
tamano de particula de 5 um de didmetro. Con el fin de que
ambas silices fueran semejantes al maximo, se trabajdé con
silice del tamafio de grano comercial triturada durante 5
horas en un molino de bolas de agata. De esta manera se
obtenia un polvo de silice mucho mas fino y por lo tanto més
semejante al utilizado en HPLC. Se obtuvieron aminosilices

con un contenido de nitrdgeno de 1.65 matg N/g silice.

3. PREPARACION DEL FRAGMENTO QUIRAL EN FASE HOMOGENEA.

El siguiente proceso consistia en hacer reaccionar
el grupo amino anclado a la silice con el grupo acido del
aminoaécido para formar un enlace amida. Para ello era
necesario proteger el grupo amino del ‘aminoécido. La L-
treonina se protegid en forma de Fmoc-L-treonina,198-200 por
reacciétn entre 9-fluorenilazidoformiato y L-treonina en un
medio agua-dioxano, en presencia de carbonato sbédico y a 0
OC. E1 compuesto Fmoc-L-treonina estaba descrito con ante-
rioridad20l como un sé6lido amorfo de dificil caracterizacién
pero nosotros lo hemos aislado como un producto cristalino,
caracterizandolo por sus datos espectroscopicos, p. de
fusidén (77-79 ©C) y anélisis elemental. La razdén para elegir

este grupo protector radica en que la etapa de desprotecciédn
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se lleva a cabo en medio bésico débil, piperidina en diclo-
rometano a temperatura ambiente, mientras que otro protector
como el grupo BOC, quizd mas extensamente utilizado, re-
quiere para su eliminacién un medio &cido fuerte, Aacido
trifluorocacético al 30 % en diclorometano, vy ya hemos indi-
cado que el rango de pH es una de las limitaciones que nos

impone la silice.

También para evitarnos problemas en la etapa de
desproteccién optamos por no proteger el hidroxilo de 1la
treonina, a sabiendas de que ello podia provocar problemas
en la etapa de anclaje al emplear como agente de condensa-
cidén el mas comin de ellos, diciclohexilcarbodiimida (DCC).
Empleando.DCC, la reaccidén entre el grupo acido de la treo-
nina y el hidroxilo de otra molécula de aminoacido, ambos en
fase homogénea, con formacibén de un grupo éster, era proba-
ble gque tuviera lugar con mas facilidad gque el proceso
deseado, es decir, la reaccidn entre el grupo acido de la
treonina activada por la DCC en disolucidn y el grupo amino
unido a la silice, por tratarse éste de un proceso en fase
heterbgénea frente al anterior en fase homogénea, a pesar de
la mayor nucleofilia del grupo amino én frente del hidroxi-
lo. Los estudios de Bodansky y ondetti?02 en fase homogénea
demuestran gque en condiciones equimoleculares de todas las
especies (DCC, aminohidroxiacido con grupo amino protegido y
grupo hidroxilo libre y compuesto con amino libre), no tiene
lugar la O-acilacidn, mientras que en ausencia de otro grupo

amino o en condiciones no estequiométricas si ocurre.
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Por otro lado existian precedentes202-207 ge 1a
preparacién y utilizacibébn de ésteres activos de la treonina
sin proteger el grupo hidroxilo. Preparamos el N-hidroxi-
succinimido éster208 ge la Fmoc-treonina por reaccibébn entre
el amino&cido protegido y la N-hidroxisuccinimida en dioxano
a 0 ©C, durante 24 horas. El producto se aisld con un rendi-
miento del 40 % tal y como se indica en la parte experimen-
tal. Dada 1la gran reactividad del éster activo, éste se
empled en la sighiente etapa sin purificacidén, aunque hay
que hacer constar que el producto obtenido era practicamente
puro de acuerdo con sus datos espectroscépicos. Con este
tipo de ésteres activos y sin la necesidad de wutilizacidn
del agente de condensacidén diciclohexilcarbodiimida se marca
mas diferencia en la reactividad entre el grupo hidroxilo y
el amino209, Esta estrategia se ha llevado a cabo en dife-

rentes sintesis de péptidos203,

4, ANCLAJE DEL FRAGMENTO QUIRAL SOBRE LA FASE AMINOSILICE.

La reaccidén de unidén al soporte sbd6lido del aminoéd-
cido protegido y activado se llevd a cabo con una relacidn
molar 1.6:1 de éster activo respecto al contenido de grupos
amino de la silice, determinado por andlisis elemental; 1la
operacién se llevé a cabo en cloroformo, a 70-75 ©C, durante
7 dias. La silice ya modificada se separd del medio de
reaccién por centrifugacidén vy se lavd repetidamente con
cloroformo y acetona. Tras el correspondiente secado se

determind® el grado de incorporacidén de la Fmoc-treonina
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mediante andlisis elemental y por valoracién espectrofotomé-
trica a 570 nm del grupo fluorenilmetanol generado por
tratamiento de una alicuota de la silice funcionalizada con
piperidina en diclorometano, alGn cuando estos Gltimos va-
lores no eran del todo fiables por demostrar no ser repeti-
tivos. El rendimiento de anclaje, segin analisis elemental,

fue del 85 %.

Para la puesta a punto de las condiciones de an-
qlaje descritas se realizaron diversas pruebas para estudiar
la influencia del disolvente, temperatura y relacién este-
quiométrica entre reactivos. Los disolventes ensayados fue-
ron los ordinarios en sintesis de péptidos, dimetilformami-
da, tetrahidrofurano y cloroformo, todos ellos anhidros. Se
ensayaron a temperatura ambiente y a reflujo utilizando
condiciones estequiométricas de reactivos (l:1) o bien exce-
so del éster activo frente a los grupos amino libres presen-
tes en la silice. Los factores mencionados no afectan en
gran manera al rendimiento de la reéccién. Los mejores
rendimientos correspondieron a cloroformo a reflujo, rela-

cién estequiométrica y 7 dias de reacciodn.

5. ELIMINACION DEL GRUPO PROTECTOR.

La Fmoc-L-treonina-aminosilice se utilizd directa-
mente en éromatografia de HPLC, como comentaremos. - Para la
obtencibén de la L-treonil-aminopropilsilice se procedid a la
desproteccién del grupo amino por tratamiento con una so-

lucién de piperidina al 50% en diclorometano. El proceso de
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desproteccidén tuvo lugar con rendimiento cuantitativo deter-

minado por analisis elemental.

6. COMPROBACION DEL CARACTER QUIRAL DE LA FASE LIGADA.

Se comprobd que en todo este proceso la L-treonina
no se habia racemizado en extensidén considerable, mediante
la hidrélisis de una alicuota con acido clorhidrico 6N vy
dcido propidénico a 110 ©C durante 24 horas. Se cuantificdé la
concentracién de treonina en la alicuota por andlisis de
aminoacidos y se determindé el poder rotatorio de la alicuota
acuosa de concentracidn conocida. Se observdé un 17 % de

racemizacioén.

ESTUDIO DE LAS FASES QUIRALES COMO FASES ESTACIONARIAS PARA

CROMATOGRAFIA DE HPLC.

7.1 L-TREONIL-AMINOPROPILSILICE.

La columna preparada como se ha descrito anterior-
mente, L-treonilaminopropilsilice, es una columna con carac-
ter polar, de manera que el hexano sera el componente prin-
cipal de la fasé mdévil., E1 numero de platos tebricos por m2
que presentd esta columna fueron 8000. Los co-eluyentes
probados péra el andlisis cromatografico de los PAAN/PAKO
derivados han sido: tetrahidrofurano, dioxano, acetona,
acetato de etilo, diclorometano, cloroformo, butancl, iso-

butanol, isopropanol, propanol, etanol, dimetilformamida y
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benceno.

No son validos como co-disolventes el etanol, dime-
tilformamida, benceno, diclorometano y cloroformo, pues con
ellos los productos eluyen con el frente (ej: dimetilforma-
mida, etanol) o bien quedan excesivamente retenidos por la
fase estacionaria (ej: diclorometano y cloroformo), mostran-
do en caso de elucidén picos deformados con larguisimas

colas.

Una caracteristica del comportamiento observado,
independientemente del eluyente utilizado, es la mayor re-
tencidén de los PAKO frente a los homdélogos PAAN. Caso marca-
damente especial lo constituye el isobutanol y el propanol
en los gue el PAKO de 3 Atomos de carbono (dihidroxiacetona)

eluye después de los PAAN de 5 atomos de carbono (xilosa,

arabinosa) e incluso que el PAAN de la manosa (Cg). Por 1lo
general se observa buena separacidén entre las formas cis
/trans de las acetiloximas (ej: fructosa, sorbosa) para

distintos eluyentes (Tabla 3-1).

Nuestra columna se ha mostrado Gtil para la reso-
lucibén de mezclas sencillas de azlcares lineales de 5y 6
dtomos, pero la conclusién es gque no aporta avances signifi-
cativos para la resolucidbn cromatogréfica de nuestros pro-
ductos problema pues el margen o espectro cromatografico
para éstos mismos es limitado, lo que sblo permite la reso-
lucidén de mezclas de pocos compuestos. Por otro 1lado se
trata de una fase estacionaria que muestra, en general,

lineas de base mAs estables que la fase normal, pero no
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tanto como 1las fases reversas C-18. En la tabla 3-2 se
muestran los tiempos de retencidén determinados para algunos
de estos derivados en distintas fases mdéviles; aunque no se
tratan de estudios completos, si son suficientes para eva-
luar la amplitud del espectro cromatografico y capacidad de

resolucibén de esta fase para nuestros compuestos.

En ninguna de las pruebas realizadas se observd
resolucién de enantidémeros de los distintos PAAN/PAKO com-
puestos. No obstante, se cromatografiaron otros productos
racémicos para ensayar su capacidad de resolucidén enantiomé-
rica. La eleccién de los productos racémicos a cromatogra-
fiar vino dada por las existencias que en ese momento habia
en nuestros laboratorios, buséando, €S0 Si, que poseyeran
heterodtomos capaces de formar enlaces por puente de hidré6-
geno. Por otro lado se procedid a la reduccidn de diversas
cetonas para obtener mezclas racémicas de alcoholes; asimis-
mo se racemizdé el amino&cido L-fenilalanina. En la figura 3-
3 se muestran los compuestos racémicos cromatografiados en
condiciones isocrdticas o con gradientes de polaridad, em-
pleando como disolvente base el hexano y como modificadores
el isobutanol, propanol, isopropanol, tetrahidrofurano,
dioxano, diclorometano y acetato de etilo. En ningdn caso se

obtuvo resolucidn quiral.
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7.2 FMOC-L-TREONIL-AMINOPROPILSILICE.

Ya que disponiamos de ella, preparamos y empleamos
una columna en la que la fase estacionaria era la Fmoc-L-
treonil-aminopropilsilice. Comparativamente, la retencidén de
los PAAN/PAKO es mayor en esta columna que en la columna L-
treonil-aminopropilsilice. Asi por ejemplo, al eluir con
hexano-dioxano 90:10, se doblan los volumenes de elucién
para las dos familias de compuestos al cromatografiarlos con
la columna a la que se ha anclado el fragmento Fmoc-treoni-
na. Por lo demés son aplicables todos los comentarios reali-
zados para la fase L-treonilaminopropilsilice. En la tabla
3-3 se muestra como ejemplo la cromatografia de todos 1los
PAAN derivados Cg y Cg, asi como los tiempos de retencidn
correspondientes a los PAKO derivados de la fructosa vy
sorbosa, mostrando 1la anchura de pico a linea de base (ex-
presado en min). Los picos o sefiales son en general sefiales
amplias. Potencialmente pueden separarse 8 distintos deriva-
dos de azlcares: manosa, alosa, altrosa, gulosa, idosa, las
dos oximas correspondientes a la fructosa y otra de 1la
sorbosa. De los compuestos Cg pueden separarse tres de 1los
cuatro isémeros, ribosa, arabinosa, xilosa, aungue no con
muy buenas resoluciones. Asi pues se muestra como columna de
posible wutilidad pero que tampoco ha resuelto nuestro pro-

blema.
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8.

CONCLUSIONES.

l. En cuanto a la cromatografia de los PAAN/PAKO
derivados, 1las columnas L-treonil-aminopropilsilice y Fmoc-
L-treonil-aminopropilsilice no presentan ninguna mejora
sustancial respecto a las otras columnas ensayadas. Su com-

portamiento es similar a la silice o aminosilice.

2. No separan enantidmeros ni de los derivados de
azlcares ni del conjunto de moléculas quirales ensayadas, en

su mayoria con grupo funcional alcohol.

3. La actividad y selectividad quiral de las fases
es dificil de prever. No es extrafio encontrar en la litera-
tura fases quirales que son Utiles en la separacidn enantid-
merica de un Gnico producto.210,211 gp general los mayores
éxitos en la separacién de diferentes clases de compuestos
{aminas, alcoholes...) tiene lugar por derivacidén previa de
modo Qque se incopora la funcionalizacién esencial para el
reconocimiento quiral,212 gque acostumbra a ser un sistema
aromatico. Con los conocimientos actuales parece dificil la
separacibén enantiomérica de los PAAN / PAKO por tratarse de

moléculas flexibles y que carecen de sistema x aroméatico.

4, Las dos fases preparadas L-treonilaminopropilsi-
lice y L-Fmoc-treonilaminopropilsilice muestran un comporta-
miento similar. Es decir, la selectividad en la retenciébn
cromatogréfica de los productos parece ser independiente de
si el grupo amino se halla libre o protegido. Resultados

similares han sido obtenidos por Grushka2?l3 respecto a una
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fase estacionaria donde la parte quiral estaba constituida

por un péptido (poliglicina) que estudiaron con el grupo

amino libre y protegido en forma del BOC-derivado.

EXPERIMENTAL,

PREPARACION DEL S-FLUORENILMETANOL.

A una suspensidn de 9.7 g de NaH (80%) en 200 mL de
éter etilico anhidro se le afiaden 16.6 g (0.1 mol) de fluo-
reno (recristalizado de etanol) y 18 mL de formiato de
etilo. La mezcla de reaccién se lleva a reflujo durante 24
horas, posteriormente se enfria y se le adicionan pequefios
trozos de hielo para destruir el exceso de hidruro utiliza-
do. A continuacidn se afiaden 200 mL de H»0, y se separa la
capa etérea de la acuosa, lavando ésta UGltima con 150 mL de
n-hexano. Se filtra la capa acuosa con el fin de eliminar
pequefios residuos sélidos en suspensiéh y el filtrado se
acidifica con 30 mL de acido acético conc. Se separa un
aceite, que se extrae con tres porciones de 100 mL de diclo-
rometano. Los extractos de diclorometano se lavan una vez
con agua y otra con una solucién acuosa de bicarbonato
sdédico (1IM). Se seca sobre MgSO4 y se elimina el disolvente
a presidén reducida. El residuo se disuelve en 200 mL de
metanol. A esta solucidn, y con agitacidén magnética, se le
afiade en pequefias porciones (a intervalos de 3 min) 4 g de

NaBH4. Acabada la adicién se mantiene la mezcla de reaccidn
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a temperatura ambiente durante un intervalo de 2 horas;
finalizado 'dicho periodo se adicionan 600 mL de Hp0 y se
acidifica con 30 mL de acido acético conc., provocando la
precipitacién del 9-fluorenilmetanol. Se mantiene la agita-
cidén durante 1.5 horas. Después de filtrar el precipitado se
obtiene 14.5 g de 9-fluorenilmetanol. Rto.: 74 %, p. de
fusién 101-102 ©C., IR (KBr): 3300-3250, 1440, 1055, 1015,
755, 740 cm~l. RMN-1H (CDCl3, § ): 7.2-7.9 (8H, m); 4.05 (3H,

s); 1.55 (1lH, s) ppm.

PREPARACION DEL 9-FLUORENILMETILCLOROFORMIATO.

A 64.4 mL de sblucién fria de fosgeno al 20 & en
tolueno (0.125 mol) se le afade 16 g (0.081 mol) de una
solucién de fluqrenilmetanol en 120 mL de dioxano durante
dos horas bajo agitacién magnética. La mezcla de reaccidn se
mantiene en bafio de hielo durante 4 horas y una vez trans-
curridas se deja que el sistema evolucione a temperatura
ambiente, manteniendo la agitacidén durante 18 horas mas. Se
elimina el exceso de fosgeno y el tolueno por evaporacién a
temperatura ambiente, con agitacién magnética y al vacio.
Del residuo asi obtenido precipita el producto que se re-
cristaliza de éter. Se obtienen 17.3 g de 9-Fluorenilmetil-
cloroformiato. Rto.: 81 %, p. de fusidn 62-63 9C. IR (KBr):

3080-3020, 1770, 1450, 1140, 825, 760, 740 cm~1l.
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9.3 PREPARACION DEL 9-FLUORENILMETILAZIDOFORMIATO.

9.4

A una solucién fria de 2.3 g de NaN3 en 9 mL de HO
se afade lentamente una solucidén de 6.1 g de 9-fluorenilme-
tilcloroformiato en 12 mL de acetona. La mezcla se agita en
un bafio de hielo durante 2 horas, trancurrido dicho periodo,
se deja que la reaccidén continle a temperatura ambiente. Se
obtiene wun precipitado blanco gue se lava con H>0, oﬁte—
niéndose 6.1 g de producto. Rto.: 99 %; p. de fusién 83-85
©°C. IR (CHCl3): 2200, 2140, 1730 cm~l. RMN-1H (cDCl3, s ):

4.0-4.5 (3H, m); 7.1-7.9 (8H, m) ppm.

PREPARACION DE LA FMOC-TREONINA.

En un matraz provisto de agitacién magnética y
enfriado exteriormente con un bafio de agﬁa y hielo, se
introducen 80 mL de una disolucién de carbonato sdédico al 10
% en la que se disuelven 3.06 g (25.7 mmol) de L-treonina.
Sobre esta solucidn se afiade lentamente y agitando 6.9 g
(25.7 mmol) de 9-fluorenilmetilazidoformiato disuelto en 75
mL de dioxano. La mezcla se agita durante 2 h a 0 °C y a
continuacidén se deja que alcance la temperatura ambiente,

agitando hasta ensayo negativo de ninhidrina.

Una vez finalizada la reaccidén, la mezcla se vierte
sobre 400 mL de agua y hielo y se extrae tres veces con
porciones de 100 ml de éter. La capa acuosa se enfria con un
bafio de hielo y se acidifica con HCl conc., hasta pH 4.0; el

precipitado que se obtiene se filtra, se lava con agua y se
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seca a 0.1 mm Hg. Se obtienen 6.5 g de producto. Rto.: 74 %;
p. de fusidén 77-79 ©C. IR (CHCl3): 3600-3100, 1720, 1520 cm”™
1, RMn-1H (cDCl3,8 : 7.8-7.3 (m, Ar, 8H); 6.1 (d, 1H, N-H);
4.4-4.2 (m, 5H, NH-CH-COOH, CH-OH, CH-CHp); 1.2 (4, 3H, CH3)
ppm. NMR-13C (cpclz, s ): 19.3 (Me); 47.0 (Co-fluoreno); 59.1
(N-C-COOH); 67.4 (CHp); 67.9 (C-OH); 119.9, 125.1, 127.1,
127.7 (C~H aromaticos); 141.2, 143.5 (C aromdticos cuaterna-
rios); 157.2 CO-N); 174.2 (COOH) ppm. Andlisis elemental:
Calculado para C39HjgNOg, H:5.61, N:4.10; hallado, H:5.60,

N:4.38.

PREPARACION DEL N-HIDROXISUCCINIMIDO ESTER DE LA FMOC-L-

TREONINA.

En un matraz provisto de agitacidén magnética vy
enfriado exteriormente con un bafio de agua y hielo se di-
suelven 1.82 g (5.33 mmol) de Fmoc-L-treonina y 0.62 g (5.33
mmol) de N-hidroxisuccinimida en 23 mL de dioxano; a conti-
nuacién se afiaden 1.1 g (5.33 mmol) de DCC y la mezcla de
reaccién se deja toda la noche agitédndose en el interior de
un frigorifico. Transcurrido este periodo se separa por
filtracién la diciclohexilurea formada, se elimina el disol-
vente a presién reducida y el residuo aceitoso que se ob-
tiene se digiere con 200 mL de éter etilico, del que se
precipita el producto por adicidén de n-hexano. Se obtienen
0.93 g. Rto.: 40 %, p. de fusidbn: 125-127 ©C. IR (CHCl3):
1740, 1515, 1070 cm~l., NMR-1lH (CDCl3, 8§ }): 7.9-7.4 (m, 8H,

Ar); 5.8 (d, 1H, N-H); 4.9 (dd, 1H, NH-CH-CON); 4.7 (m, 1H,
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HC-OH); 4.6 (4, 2H, CHp); 4.4 (t, 1H, HC-CHy); 3.0 (s, 4H,
OC-CH-CH-CO); 1.4 (d, 3H, CH3) ppm. RMN-13c (cDCl3, 5 ):
19.0 (Me); 25.5 (OC-CHp-CH-CO); 47.1 (CH-Fmoc); 58.4 (CH-
NH); 67.4 (CHp); 68.2 (CH-OH); 119.9, 125.1, 127.1, 127.7
(CH aroméaticos); 141.3, 143.7 (C aromdticos cuaternarios);

156 (OCONH); 167 (COO-N); 169 (CO-N-CO) ppm.

ANCLAJE DE LA FMOC-L-TREONINA A LA AMINOPROPILSILICE.

En un matraz se disponen 5.0 g de aminopropilsilice
comercial, de una funcionalizacién de 0.57 mat-g/g, equiva-
lente a 2.85 mat-g totales; 2.0 g (4.58 mmol) del N-hidroxi-
succinimido éster de la Fmoc-L-treonina y 26 mL de clorofor-
mo anhidro. La mezcla de reaccién se lleva a reflujo y se
mantiene durante 7 dias, sin agitacidén interna del matraz.
Una vez transcurrido ese tiempo se elimina el disolvente vy
el exceso de éster activo por centrifugacidén y decantacidn.
A continuacién la silice se lava con cloroformo (6 x 50 mL)
y acetona (8 x 50 mL), 1las aguas de lavado se separan en
todas las ocasiones por centrifugacién y decantacidn con una
pipeta Pasteur. La silice se seca hasta peso constante a 0.1
mm Hg y se determina por anélisis elemental ei rendimiento
de esta etapa. Andlisis elemental de nitrdgeno de la amino-
propilsilice comercial de partida, N:0.80. Anélisis elemen-
tal de la silice modificada, calculado para un rendimiento
de anclaje del 100 %, N:1.34. Analisis elemental hallado de

la silice modificada, N:1.27. El rendimiento de anclaje ha

sido del 85 %.
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9.7 L-TREONIL-AMINOPROPILSILICE.

En un tubo de centrifuga se disponen 7.8 g de Fmoc-
treonilaminopropilsilice y 5 mL de una disolucién al 50 % de
piperidina en diclorometano; el tubo se agita externamente
durante 5 min y se separa el liquido sobrenadante previa
centrifugacién. A continuacidn se repite el tratamiento con
piperidina al 50 % en diclorometano durante 25 min, se
centrifuga y se elimina el sobrenadante. La silice se lava a
continuacibén siete veces con porciones de 25 mL de dicloro-
metano y 8 veces con 25 mL de acetona. A continuacién se
seca hasta peso constante a una presiétn de 0.1 mm Hg y se
determina el rendimiento de esta etapa de desproteccidn por
andlisis elemental. Rto.: Andlisis elemental de nitrégeno de
la L-treonil-aminopropilsilice calculado suponiendo un 100%
de desproteccidn, N:1.47; hallado, N:1.47. Rendimiento cuan-

titativo en producto desprotegido.

9.g PREPARACION DE LA AMINOPROPILSILICE.

Se utilizdé gel de silice Fluka de 0.063 mm,
triturada en un molino de bolas de &gata durante 5 horas.

Anteriormente a su utilizacibén se mantuvo durante una noche

en un ambiente de humedad constante en presencia de una

solucidén acuosa saturada de LiCl.

;
|
i
j
‘

Se disponen en un matraz de una boca, de 250 mL de

capacidad, 10 g de silice previamente acondicionada como

hemos detallado anteriormente y se purga el sistema con Nj
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seco. A continuacién se afiaden 23.3 mL (0.1 mol) de 3-
aminopropiltrietoxisilano y 95 mL de tolueno anhidro. La
mezcla de reaccidén se mantiene a temperatura ambiente duran-
te un periodo de 2 horas, con agitacidn externa, después del
cual se procede a un aumento de la temperatura de manera
gradual (15 ©C/ h), a lo largo de 6 horas, hasta conseguir
una temperatura final de 115 ©OC. Finalizada la reaccién se
elimina el exceso de reactivo y el disolvente por decanta-
cién. La purificacién se realiza mediante repetidos lavados
de 1la silice con tolueno (4 x 30 mL), acetona (2 x 30 mL),
metanol (2 x 30 mL) y acetona de nuevo (2 x 30 mL). Después
de cada lavado se centrifuga previamente a la decantacién.
Finalmente se seca la silice en un desecador al vacio duran-
fe un periodo de 24 horas. La funcionalizacidn conseguida,

segun anélisis elemental es de 1.65 matg N/g silice.

HIDROLISIS DE LA L-TREONIL-AMINOPROPILSILICE.

Se disponen en un tubo de hidrdlisis 449 mg de L-
treonil-aminopropilsilice, 0.75 mL de acido propibnico vy
0.75 mL de HC1l 12 N. La mezcla se desgasa y el tubo se
cierra al vacio. La hidrélisis tiene lugar a 110 ©C durante
24 horas. Concluida la hidrbdlisis se filtra el hidrolizado a
través de una pipeta Pasteur rellena de lana de vidrio a fin

de eliminar las particulas de silice del hidrolizado. Se

- lava con abundante agua. La muestra se concentra hasta 2 mL.

Se determina su concentracidén por anédlisis de aminoacidos

usando leucina como patrdn interno. La concentracién hallada
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de treonina fue de 0.28 mg/ 100 mL (23.5 mol/mL). El poder
rotatorio especifico de la solucidn acuosa encontfado
fue [e]® = -17.5°, E1 valor teérico es [a]®= -27°. La racemi-

zacibn obtenida total después de la hidrodlisis es del 17 %.

REDUCCION DE LOS COMPUESTOS CETONICOS.

En un balén de 1 boca se disponen 7.5 mmol de
cetona en 20 mL de MeOH anhidro. De manera progresiva se van
afiadiendo 0.85g de NaBH4 (22 mmol), gque se deja reaccionar
25 minutos. Se afiaden 50 mL de agua y se extrae el compuesto
organico con éter etilico (3x40 mL). La fase organica se
seca con NajySO4, se filtra y se elimina el disolvente.

Rendimiento cuantitativo en producto reducido.
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10.TABLAS
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CONDICIONES
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

COMPUESTO t t t t t t t t tr tr(min)

DIHIDROXIACETONA 7.2 7.0 4.0 6.0 6.5 7.0 10.0 10.0 9.0 12.5
GLUCOSA 13.0 7.0 - 9.0 7.2 - - 12.0 12.0 17.5
FRUCTOSA 18.0 10.0 8.8 12.0 7.5 9.5 17.0 17.0 19.0 26.0

20.0 11.0 9.8 14.0 9.0 11.0 19.5 19.5 21.0 30.0
XILOSA - 7.0 5.0 9.0 - 8.0 12.5 - 12.0 17.5
RIBOSA - - - - - - - - 7.0 10.0
ARABINOSA - - - - - - - - 7.0 10.0

NOTA. Los tiempos de retencibdn corresponden a los derivados PAAN / PAKO de los
azlcares especificados, en la columna L-Treonil-aminopropilsilica. Las condiciones
mostradas son:

Eluyente: hexano-acetona 89:11. Flujo:

1. 1.0 mL/min.
2. Eluyente: hexano-acetato de etilo 80:20. Flujo: 1.0 mL/min.
3. Eluyente: hexano-tetrahidrofurano 90:10. Flujo: 4.0 mL/min.
4. Eluyente: hexano-dioxano ’ 90:10. Flujo} 2.5 mL/min.
5. Eluyente: hexano-cloroformo 80:20. Flujo: 2.0 mL/min.
6. Eluyente: hexano-butanol 98: 2. Flujo: 2.0 mL/min.
7. Eluyente: hexano-butanol 99: 1. Flujo: 2.0 mL/min.
8. Eluyente: hexano-isobutanol ’ 98: 2. Flujo: 1.5 mL/min.
9, Eluyente: hexano-isobutanol 99: 1. Flujo: 2.5 mL/min.
10. Eluyente: hexano-propanol 99.5:0.5. Flujo: 1.0 mL/min.
TABLA 3-2
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CONFIGURACION tr(min) w (min)

RIBO 9.1 1.0
ARABINO 9.7 1.2
LIXO 9.7 1.3
XILO 14.0 1.7
MANO 9.6 1.1
ALO 11.3 1.3
GALACTO 12.0 1.6
TALO 12.0 1.8
ALTRO 14.0 1.8
GLUCO 14.5 2.0
GULO 15.5 1.6
IDO 22.5 1.8
D-GLICERO-D-GULO 16.0 1.8
FRUCTOSA 18.0 2.7

20,0 2.3
SORBOSA 18.7 2.3

26.6 4.2

NOTA. Eluyente: hexano-dioxano 90-10, Flujo: 1.0 mL/min.

Columna: Fmoc-L-Treonil-aminopropilsilica.

TABLA 3-3
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