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Resumen 

La  gran mayoría de fármacos sintéticos que produce la industria farmacéutica, 

son compuestos con isomería óptica. Sin embargo, teniendo en cuenta la elevada 

estéreoselectividad de los sistemas biológicos, es imprescindible analizar por separado 

el perfil de potencia y actividad de cada isómero antes de decidir la comercialización del 

fármaco como mezcla o enantiómero único. En este marco, es vital disponer de métodos 

que permitan la obtención de compuestos quirales de forma enantiopura, de un modo 

rápido, en cantidades suficientes y a costes asumibles. 

Los métodos cromatográficos enantioselectivos se han proclamado como los 

procedimientos estándar para este menester. Actualmente, la cromatografía líquida 

enantioselectiva, HPLC, sobre soportes que incorporan agentes quirales, se considera la 

técnica cromatográfica más versátil; pues permite el aislamiento de enantiómeros a 

pequeña y gran escala, y posibilita el control analítico de la pureza enantiomérica en 

muestras de muy diversa índole. Sin embargo, a pesar del elevado desarrollo 

tecnológico alcanzado en este campo, todavía es necesario continuar desarrollando 

nuevos soportes cromatográficos quirales que mejoren las propiedades de los ya 

existentes, o permitan aplicaciones nuevas.  

En el marco del proyecto, “Separación preparativa de enantiómeros: 

cromatografía en contracorriente, membranas enantioselectivas y aplicación de la RMN 

al diseño de Selectores Quirales”, en el que se fundamentan los estudios de la presente 

Tesis Doctoral, se pretende evaluar la aplicabilidad de derivados de poliprolina como 

agentes quirales para la separación de enantiómeros en HPLC.  

Los selectores quirales de poliprolina diseñados, inmovilizados sobre gel de sílice 

en partículas, han originado fases estacionarias quirales que demuestran ser una 

alternativa a las convencionales basadas en aminoácidos discretos. El campo de 

aplicación es más extenso, su capacidad de carga muy superior, y se obtienen 

separaciones de mayor enantioselectividad. Estas mejoras se atribuyen a un mecanismo 

de reconocimiento quiral distinto, que involucra la estructura helicoidal que adopta el 

polímero. Sin embargo, debido a las características tan especiales que imparte este 

aminoácido a los enlaces peptídicos en los que participa, son posibles dos estructuras 

helicoidales para estos oligómeros en disolución, y que involucran la geometría del 

enlace amida (cis y trans). La polaridad del medio en que se encuentran determina la 



 

4 

 

estabilidad de una conformación respecto de la otra, y debe tenerse en cuenta a la hora 

de seleccionar la fase móvil que se utiliza en los ensayos cromatográficos. Las fases 

móviles de polaridad intermedia dan lugar a separaciones quirales de elevada 

enantioselectividad, mientras que las que contienen disolventes de baja polaridad (como 

el cloroformo) anulan por completo la selectividad de la columna.  

Los experimentos de Dicroísmo Circular y RMN, realizados disolviendo estos 

oligómeros en los mismos disolventes que los utilizados en cromatografía, determinan 

que los oligómeros de poliprolina poseen una conformación estable trans (PPII) en 

disolventes orgánicos polares o sus mezclas (ACN y Heptano/ 2-PrOH); sin embargo, la 

estabilidad disminuye en disolventes de baja polaridad, donde es posible observar la 

coexistencia de ambas conformaciones cis/trans, PPI y PPII, respectivamente.  

Puesto que en fases móviles compuestas por cloroformo la enantioselectividad 

cromatográfica de las FEQs de poliprolina es nula y, en este disolvente, el SQ no posee 

una estructura helicoidal estable, se postula que el reconocimiento enantioselectivo es 

debido a la estructura helicoidal PPII que adopta el oligómero, que se estabiliza en 

disolventes orgánicos más polares. De este modo, es presumible que el mecanismo de 

reconocimiento de los enantiómeros se establezca a través de la formación de enlaces de 

hidrógeno con los grupos carbonilo de amida, del enlace peptídico. Por otra parte, los 

grupos arilaminocarbonil, distribuidos a lo largo de la cadena peptídica, juegan un papel 

importante amplificando el enantioreconocimiento. 

La introducción de estos nuevos SQs sobre soportes de gel de sílice monolítica 

mejora las propiedades de las FEQs. Los materiales monolíticos permiten la 

incorporación de una mayor cantidad de SQ en la fase estacionaria, lo que 

consecuentemente amplia la retención, enantioselectividad y capacidad de carga que se 

observa. Por otra parte, debido a las excelentes propiedades hidrodinámicas que poseen, 

es posible acelerar las separaciones quirales, sin pérdida de eficiencia. Así, las fases 

estacionarias monolíticas con derivados de poliprolina se consideran excelentes 

candidatos para separaciones de enantiómeros a nivel preparativo. 
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  1 

        Introducción 

La quiralidad, la propiedad de los compuestos de no ser superponibles con su imagen 

especular, es una característica estructural que los componentes más simples de los 

seres vivos -azúcares, aminoácidos y lípidos- poseen. Esta propiedad se extiende a 

polisacáridos, ácidos nucleicos y proteínas, constituidos de estas unidades 

fundamentales. Como consecuencia de la responsabilidad de estos compuestos en las 

diversas funciones y procesos biológicos, éstos resultan ser altamente estéreoselectivos. 

A pesar de las implicaciones que ello conlleva en diversos campos como la industria 

agroquímica, de aromas y fragancias, y en la industria alimentaria, es en terapéutica 

donde el fenómeno ha sido considerado más relevante por su repercusión directa en la 

salud humana. Sin embargo, hasta hace unos veinte años, la mayoría de los fármacos 

sintéticos quirales se han utilizado como mezclas racémicas, debido a la dificultad para 

analizar y obtener de forma aislada sus enantiómeros. En la actualidad, el creciente 

desarrollo de nuevas metodologías de síntesis asimétrica, y el desarrollo de poderosas 

técnicas de separación analítica y preparativa, han hecho posible que un gran número de 

moléculas se comercialicen en forma enantioméricamente pura. Con ello se busca  

incrementar la efectividad y seguridad de los tratamientos farmacológicos. 
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1.1. La quiralidad y sus consecuencias farmacológicas: 

tendencias de la industria farmacéutica  

La elevada estéreoselectividad de los procesos ADMETox (administración, 

distribución, metabolismo, excreción y toxicidad), así como de la propia interacción del 

fármaco con su diana terapéutica, constituye el origen de los diferentes perfiles de 

potencia y/o actividad que ambos enantiómeros pueden presentar cuando se administra 

un fármaco como mezcla racémica. A menudo uno de los enantiómeros resulta ser más 

activo para la acción (eutómero), mientras que el otro (distómero) puede ser inactivo, 

tener una actividad completamente diferente, contribuir a los efectos adversos, presentar 

toxicidad o incluso actuar como antagonista.
1-5

 Existen numerosos fármacos, los 

enantiómeros de los cuales presentan diferencias significativas en su perfil de actividad 

farmacológica (Figura 1.1). 

 

Figura 1.1. Diferencias farmacológicas entre enantiómeros: a) La forma (S) del atenolol es la 

responsable de la acción farmacológica (eutómero); b) El enantiómero (R,R) del metilfenidato presenta 10 

veces más actividad que el (S,S) para el tratamiento de la hiperactividad; c) El (S)-amlodipino es el 

enantiómero responsable de la actividad bloqueante de los canales de calcio, siendo el (R) el responsable 

del edema que puede originarse como efecto secundario adverso al utilizarlo en terapéutica; d) Aunque la 

fluoxetina se comercializa como mezcla racémica, el enantiómero (R) se metaboliza y elimina cuatro 

veces más rápidamente que el isómero (S). 

Por este motivo, la quiralidad se ha convertido en un tema relevante en el proceso 

de descubrimiento, desarrollo y comercialización de nuevos fármacos;
6,7

 prefiriéndose 

el uso de fármacos enantioméricamente puros. Estos últimos resultan ventajosos en 

cuanto a que permiten la reducción de la dosis administrada, así como de la variabilidad 

interindividual del efecto, la disminución de la toxicidad que proviene del distómero y, 

en ciertos casos, el aumento de la ventana terapéutica.
8,9

 Así, se origina un perfil 
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farmacodinámico más selectivo y puede realizarse una determinación más precisa de la 

relación dosis-respuesta. 

En los últimos 15-20 años, el elevado desarrollo tecnológico en este campo ha 

permitido la progresiva expansión en la comercialización de fármacos 

enantioméricamente puros, en paralelo a la disminución en el desarrollo de 

medicamentos racémicos (Figura 1.2).
10,11 

 
Figura 1.2. a) Evolución del porcentaje de fármacos comercializados como racémicos y enantiómeros 

puros entre el período 1983-2006. b) Distribución en porcentaje por tipos de fármacos.
 

Por otra parte, este crecimiento ha sido promovido por la aparición de estrictas 

reglamentaciones al respecto por parte de las autoridades sanitarias competentes.
12

 

Según estas normativas, el fabricante tiene que aportar datos farmacológicos, 

toxicológicos y de metabolismo que justifiquen el desarrollo del nuevo fármaco como 

mezcla o enantiómero único, caso en el que el enantiómero no deseado se considera 

como impureza.
13

 En la actualidad la mayoría de los fármacos quirales que constituyen 

el mercado farmacéutico se desarrollan directamente como enantiómeros únicos. Son 

los designados como “New Single isomer Chemical Entity” (NSCE), (Figura 1.3).  
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Figura 1.3.  a) Fármacos comercializados como enantiómeros únicos (NSCE). Se muestran dos de los 

tres fármacos quirales más vendidos en el año 2012; datos de Business Insider. b) Fármacos que, después 

de haber sido comercializados como racémicos, han entrado en el mercado como enantiómeros únicos 

(“chiral switches”). Entre ellos el esomeprazol ocupa el tercer lugar en la lista de fármacos más prescritos 

a nivel mundial. 

Por otra parte, aquellos ya comercializados como mezclas racémicas, suelen 

reformularse como enantiómeros únicos antes del vencimiento de la patente que los 

protege. Esta estrategia se denomina chiral switch y permite alargar la exclusividad del 

laboratorio fabricante sobre el producto.
11,14
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  2 

Métodos de obtención de compuestos enantiopuros 

Los enantiómeros de un compuesto quiral se pueden obtener alternativamente 

mediante síntesis asimétrica o a través de la resolución de mezclas de los mimos. En 

general, cuando se necesita la preparación de una gran cantidad de producto suele ser 

más conveniente el uso de una ruta de síntesis asimétrica que conduzca directamente al 

enantiómero deseado. Para ello se pueden utilizar compuestos del denominado “pool de 

quiralidad” como productos de partida, o bien auxiliares y/o catalizadores quirales, así 

como biotransformaciones estéreoselectivas.
15,16

 Los desarrollos recientes conseguidos 

en este campo,
17

 son significativos. No obstante, establecer una ruta sintética 

estéreoselectiva suele requerir un proceso de optimización largo y, a menudo, no se 

alcanza el nivel de pureza enantiomérica requerido por las reglamentaciones sanitarias. 

Por otra parte, la resolución o aislamiento de compuestos racémicos mediante 

técnicas de separación enantioselectivas suele ser la solución más rápida y económica, 

sobre todo al inicio del estudio farmacológico del compuesto, cuando se requieren 

cantidades moderadas de ambos enantiómeros. Además, las técnicas de resolución se 

consideran una herramienta básica para la identificación y el análisis de la pureza 

enantiomérica y, a menudo, son la única opción para incrementar el exceso 

enantiomérico (%ee) de los productos obtenidos a través de una ruta sintética 

estéreoselectiva. De este modo, ambas aproximaciones no deben considerarse como 

alternativas excluyentes, sino como procesos complementarios.  

2.1. Métodos cromatográficos enantioselectivos 

Existen tres métodos generales para producir la separación preparativa de 

enantiómeros a partir de sus mezclas. Por una parte, se puede proceder a realizar una 

resolución (cinética) enzimática.
18

 También existen procesos físico-químicos como la 

cristalización directa de enantiómeros o a través de la formación de diastereómeros a 

partir de éstos,
19,20

 (método indirecto). Finalmente, se puede realizar una resolución 

cromatográfica directa utilizando un soporte quiral o fase estacionaria quiral (FEQ).
21,22 

Los métodos cromatográficos son hoy en día una de las herramientas más poderosas 

para el análisis y separación de mezclas de enantiómeros, especialmente la 
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cromatografía líquida (LC).
23

 Aunque estos métodos son muy diversos, y comprenden 

distintas técnicas, comparten un fundamento de separación común.  

2.1.1. Fundamentos de la separación cromatográfica de enantiómeros 

sobre fases estacionarias quirales sólidas 

De forma genérica, el método de separación cromatográfico consiste en la 

distribución que los componentes de la mezcla a separar establecen entre dos fases 

inmiscibles, que están en contacto permanente. Una de las cuales se encuentra en 

movimiento, por lo que se conoce como fase móvil, y consiste en un fluido (gas, líquido 

o fluido supercrítico) cuya función es arrastrar la muestra a través de la fase fija, que 

está en reposo. Esta última se conoce también como fase estacionaria y está constituida 

por un sólido inerte inmiscible con la fase móvil, habitualmente partículas de gel de 

sílice, que se dispone dentro de una columna. Las propiedades fisicoquímicas de los 

compuestos a separar determinan la magnitud de distribución, interacción y retención 

que estos establecen con la fase estacionaria; en virtud de las cuales se separan. 

En cuanto a la separación enantioselectiva, es necesario crear un entorno quiral 

que promueva la retención diferencial de ambos enantiómeros, pues éstos poseen 

propiedades fisicoquímicas idénticas. A estos efectos, el sistema cromatográfico debe 

contener un compuesto quiral enantioméricamente puro, el selector quiral (SQ), que se 

añade a una de las fases. La modalidad más utilizada consiste en inmovilizar el SQ en la 

fase estacionaria sólida,
23

 a la que se denomina fase estacionaria quiral (FEQ), (Figura 

2.1). 

 

Figura 2.1. Representación de una fase estacionaria quiral constituida por partículas sólidas de gel de 

sílice en las que se inmoviliza un SQ. 
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Durante el proceso cromatográfico, los dos enantiómeros del compuesto a 

resolver se distribuyen y adsorben en la fase estacionaria, donde establecen 

interacciones con el SQ, dando lugar a dos adsorbatos diastereoméricos de carácter 

transitorio. La distinta geometría y estabilidad termodinámica de estos complejos, 

determina la magnitud con que cada enantiómero se retiene sobre la FEQ y, en tanto, la 

separación de los mismos. Este modo de operar permite separaciones cromatográficas 

directas y simplifica la detección, pues las especies eluyen como enantiómeros y, por 

tanto, se comportan de igual manera frente al detector.  

2.1.2. Consideraciones teóricas  

El modelo teórico cromatográfico trata la migración de los compuestos como un 

proceso dividido en múltiples etapas estáticas encadenadas entre sí. Cada una de estas 

etapas presupone un equilibrio de distribución que el compuesto establece, entre las 

fases móvil y estacionaria, a medida que avanza por la columna. Los equilibrios 

implicados se describen por ecuaciones simples que involucran la transferencia de éste 

entre las fases, 

Amóvil     Aestacionaria 

La constante de este equilibrio, K, se denomina constante de distribución, o 

coeficiente termodinámico de reparto, y se define como: 

𝐾 =
[𝐴]𝑆

[𝐴]𝑀
                                                                                                                            

                  (ec. 1.1) 

Donde [A]S y [A]M es la concentración molar (mol/L) del compuesto en la fase 

estacionaria y móvil, respectivamente. 

En cuanto a la separación de un compuesto quiral utilizando FEQ sólida, deben 

tenerse en cuenta dos equilibrios de distribución, correspondientes a la asociación de 

cada uno de los enantiómeros del compuesto, R y S, con el SQ. Dicha asociación da 

lugar a la formación de dos complejos de naturaleza diastereomérica y, por tanto, de 

geometría y estabilidad termodinámica distinta, (Figura 2.2).  
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Figura 2.2. Formación de complejos diastereoméricos entre los enantiómeros (R, S) del analito y el SQ 

presente en la fase estacionaria. La magnitud de la enantioselectividad (α) puede relacionarse con la 

diferencia de energía libre (ΔΔGR,S) para la asociación entre el selector quiral y cada uno de los 

enantiómeros. 

Puesto que el SQ se encuentra inmovilizado en el soporte sólido, la asociación de 

éste con los enantiómeros retarda la elución de los mismos. La magnitud con que se 

retarda cada uno dependerá de la estabilidad termodinámica de cada uno de los 

complejos. El enantiómero que forma el complejo más estable es el más retenido, 

mientras que el que forma el menos estable eluye primero.  

2.1.2-1 Parámetros cromatográficos 

La capacidad de separación enantioselectiva de un sistema cromatográfico dado 

se evalúa utilizando una serie de parámetros, que pueden también calcularse de forma 

experimental, a través del cromatograma. 

a) Factor de retención o factor de capacidad, k’ 

El  factor de capacidad, k’, expresa la  magnitud de la retención de cada uno de 

los enantiómeros sobre la FEQ. Se define como la cantidad de enantiómero que se 

encuentra en la fase estacionaria (FE) en relación con la que está en la fase móvil (FM) 

del sistema cromatográfico; y se puede expresar en función de las constantes de 

asociación de los equilibrios de distribución de cada uno de los enantiómeros (KR y KS), 

como se indica a continuación: 

 

 

 

Fase estacionariaFase móvil
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𝑘′
𝑅 =

[𝑅]𝐹𝐸 ∙ 𝑉𝐹𝐸

[𝑅]𝐹𝑀 ∙ 𝑉𝐹𝑀
= 𝐾𝑅 ∙ 𝜙                                                                                                            

𝑘′
𝑆 =

[𝑆]𝐹𝐸 ∙ 𝑉𝐹𝐸

[𝑆]𝐹𝑀 ∙ 𝑉𝐹𝑀
= 𝐾𝑆 ∙ 𝜙                                                                                                               

                                                                                                                                                (ec. 1.2) 

donde ϕ es la relación de fase estacionaria a fase móvil. 

Es imprescindible que los enantiómeros se retengan para ser resueltos. Sin embargo, 

valores demasiado elevados para este factor (k’>10) incrementan el tiempo de elución, 

lo que provoca picos cromatográficos anchos que disminuyen la posibilidad de producir 

separaciones completas. Este parámetro es independiente de la velocidad de flujo de la 

fase móvil, y de las dimensiones de la columna y, por tanto, puede usarse para comparar 

retenciones. 

b) Retención relativa o factor de selectividad, α 

El factor de selectividad, α, se utiliza como una medida de la enantioselectividad 

del sistema cromatográfico en estudio, y representa lo selectiva que es la columna para 

producir la separación de dos especies que eluyen de forma consecutiva. En el caso de 

la separaciones enantioselectivas, se define como la retención relativa de un 

enantiómero respecto al otro y, por tanto, se puede expresar como el cociente de los 

factores de capacidad k’, o de las constantes de asociación, para ambos. Si se asume que 

el enantiómero R es el más retenido y, por tanto, 𝑘𝑅
′  > 𝑘𝑆

′  y 𝐾𝑅>𝐾𝑆, la 

enantioselectividad se define como sigue: 

𝛼 =
𝑘𝑅

′

𝑘𝑆
′

=
𝐾𝑅

𝐾𝑆
       

                                                                                                                       (ec. 1.3) 

Un valor de α superior a la unidad (α>1) indica que el sistema retiene de manera 

preferente uno de los enantiómeros y, por tanto, que tiene lugar la resolución 

cromatográfica. Cuando el valor de este parámetro es la unidad, los enantiómeros 

coeluyen, es decir, no  hay separación. 
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Según la ecuación anterior (ec.1.3), la enantioselectividad, α, del sistema 

cromatográfico depende únicamente de la relación entre las constantes de asociación de 

cada uno de los enantiómeros con el SQ. A su vez, la afinidad entre selector y 

enantiómeros viene determinada por las variaciones de energía libre (∆G˚) entre los 

estados libre y asociado de ambas especies, que se relacionan con las constantes de 

equilibrio según la expresión siguiente: 

Δ𝐺𝑅
° = −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑅 

Δ𝐺𝑆
° = −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑆 

∆∆𝐺° = ∆𝐺𝑅
° − ∆𝐺𝑆

° = −𝑅𝑇𝑙𝑛
𝐾𝑅

𝐾𝑆
= −𝑅𝑇𝑙𝑛𝛼    

                     (ec. 1.4) 

De este modo, la separación cromatográfica tiene lugar  cuando el cambio de 

energía libre (∆G˚) de la interacción entre el SQ y los enantiómeros es distinto para 

ambos, y es suficiente una diferencia muy pequeña (∆∆G= - 0,46 kJ/mol) para 

conseguir una resolución cromatográfica completa.  

Se debe tener en cuenta que el valor de las constantes de asociación depende, por 

un lado, de la naturaleza del SQ y de los enantiómeros en estudio, lo que determinará  

las interacciones que se establecen entre las dos especies; como pueden ser puentes de 

hidrógeno, transferencia de carga (π-stacking) o fuerzas de van der Waals; y, por otro 

lado, del entorno donde tenga lugar la asociación, incluyendo el efecto de la solvatación 

de las dos especies por el disolvente utilizado como fase móvil, y otros parámetros 

operacionales como la temperatura. 

 En resumen, la distinta estabilidad termodinámica de los dos adsorbatos 

diastereoméricos es la que determina la separación. Para un sistema cromatográfico 

dado, cuanto más elevado es el valor de α, más alejados están los picos entre sí, es decir, 

mayor es la separación cromatográfica que existe entre ambos.  
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c) Factor de Resolución, Rs  

El factor de resolución, RS, constituye una medida cuantitativa de la capacidad de 

una columna para separar los dos enantiómeros. En este término se toma en cuenta el 

ancho de la banda o pico, por lo que la magnitud de este valor, a diferencia del factor de 

selectividad, si permite asegurar cuando una separación transcurre verdaderamente de 

manera completa. En términos teóricos, la resolución se calcula mediante la ecuación 

1.5. 

 

𝑅𝑠 =
√𝑁

4
∙

(𝛼 − 1)

𝛼
∙

1 + 𝑘𝑅
′

𝑘𝑅
′

    

(ec. 1.5) 

Donde se asume que el enantiómero más retenido es el R. 

Esta expresión indica que la resolución depende de la eficacia global de la 

columna, N, de la capacidad enantioselectiva de la FEQ (α) y de las características de 

retención de cada enantiómero, k’. Estadísticamente un valor de Rs≥1,5 implica la 

separación completa; mientras que para un valor de Rs≤1, existe cierto solapamiento 

entre las bandas. 

En resumen, la separación de dos enantiómeros requiere valores de α y Rs lo más 

elevados posible. Sin embargo, mientras un valor elevado de Rs puede conseguirse 

aumentando la eficacia del sistema cromatográfico; el valor de α es constante para cada 

sistema cromatográfico, y únicamente puede variarse alterando la composición de la 

fase estacionaria o la móvil, en definitiva, cambiando el sistema cromatográfico. 

d) Eficacia 

La eficacia se define en base a dos términos, que son medidas cuantitativas de 

ésta. La altura de plato, H, y el número de platos, N; ambos conceptos relacionados 

entre sí por la ecuación 1.6. 

𝐻 =
𝐿

𝑁
 

                                                                                                                                          

                  (ec. 1.6) 

Donde L, es  la longitud (cm) del relleno de la columna.  
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El concepto de eficacia cromatográfica surge asumiendo que la columna está 

dividida en diferentes segmentos, que reciben el nombre de platos teóricos, N. En cada  

uno de estos platos, se asume que el soluto establece un equilibrio de distribución entre 

las dos fases, móvil y estacionaria. De esta manera, cuanto mayor es el número de platos 

de que disponga la columna, mayor número de veces el soluto se reparte a su paso por 

ella y, por tanto, mejor resueltos estarán los picos. 

En definitiva, el número de platos, N, indica si la columna se ha rellenado y 

empaquetado bien y constituye una medida de la amplitud de los picos cromatográficos, 

por lo que está muy relacionado con el factor de resolución Rs. Por otro lado, la altura 

del plato teórico, H, es la distancia que el soluto se mueve mientras se lleva a cabo un 

reparto y expresa la eficacia de la columna en unidades de longitud, sin especificar la 

longitud de la misma. Para  una columna eficiente, H debe ser un número pequeño. De 

este modo, la eficacia de una columna para resolver hasta línea de base dos 

enantiómeros depende del número de platos teóricos de que ésta disponga. A mayor 

número de platos teóricos, mejor es la separación que se produce.  

En las expresiones consideradas hasta el momento sólo se tiene en cuenta la 

naturaleza del analito, y de las fases móvil y estacionaria, para alcanzar los equilibrios 

sucesivos. Sin embargo, la velocidad de la fase móvil influye en el avance de los 

solutos, su dispersión y, por tanto, en la eficacia de la separación. La ecuación cinética 

que describe la influencia de la fase móvil en la eficacia de la columna es la ecuación de 

Van Deemter. Esta ecuación relaciona la altura equivalente del plato teórico, H, con la 

velocidad lineal media de caudal de la fase móvil (υ), como se indica en la ecuación 1.7. 

𝐻 = 𝐴 +
𝐵

υ
+ 𝐶υ 

                       (ec. 1.7)  

Donde A, B y C son constantes características de cada columna.  

De modo que, existe un caudal óptimo para cada columna, que corresponde al mínimo 

de la curva representativa de esta ecuación, (Figura 2.3). Así, la eficacia máxima de la 

separación se obtiene cuando la altura equivalente de plato teórico, H, es mínima. 
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Figura 2.3. Representación de la altura de plato (H) respecto a la velocidad lineal de la fase móvil (υ), o 

curva de Van Deemter. 

2.1.3. Técnicas cromatográficas enantioselectivas 

Diversas técnicas cromatográficas se han adaptado a la separación de 

enantiómeros; sin embargo, las peculiaridades que reúne cada una de ellas determinan 

su aplicabilidad. Mientras que la cromatografía de gases (GC) se restringe a analitos 

poco polares volátiles, de bajo peso molecular, y las técnicas electroforéticas suelen ser 

más adecuadas para la separación de compuestos polares ionizados o ionizables; la 

cromatografía líquida de alta eficacia, HPLC, permite el análisis de un amplio abanico 

de compuestos con propiedades fisicoquímicas muy diversas. Es especialmente idónea 

para la separación de especies no volátiles o termolábiles, y numerosas sustancias de 

interés biológico. Además, es una técnica de gran sensibilidad que se adapta fácilmente 

a determinaciones cuantitativas exactas. De este modo, la HPLC se ha convertido en la 

técnica cromatográfica más ampliamente utilizada para el análisis y separación de 

mezclas racémicas,
22

 seguida de las técnicas electroforéticas (CE),
24

 y la cromatografía 

de gases (GC);
25,26

 asimismo destaca la posición de los métodos clásicos, los segundos 

más utilizados actualmente para este tipo de separaciones,
27,28

 (Figura 2.4). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Van-deemter.jpg
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Figura 2.4. Panorama actual del uso de diferentes técnicas para separar enantiómeros según el número de 

publicaciones en el período 1980-2010. Fuente: Base de datos SciFinder. Palabras clave: separaciones 

quirales y subsiguiente refinado según el nombre de cada técnica enantioseparativa. Abreviaturas: HPLC, 

cromatografía líquida de alta resolución; CRYST., cristalización; CE, electroforesis capilar; GC, 

cromatografía de gases; CEC, electrocromatografía capilar; SFC, cromatografía de fluidos supercríticos; 

SMB, cromatografía líquida de lecho móvil simulado. 

Sin embargo, la mayor ventaja de la HPLC reside en la posibilidad de obtener los 

enantiómeros a gran escala (escala preparativa). La amplia aceptación de la 

cromatografía líquida enantioselectiva como técnica de proceso se debe a la utilización 

de su variante en continuo, la cromatografía líquida de lecho móvil simulado (SMB), 

que permite un mejor aprovechamiento de la fase estacionaria, y un menor consumo de 

disolventes, respecto de la cromatografía líquida tradicional, (Figura 2.5).
29,30

  

 

Figura 2.5. Estructura de la planta de SMB industrial- Licosep 6*800.  La unidad consta de 6 columnas 

de 800 mm de diámetro. Propiedad de Aerojet Fine Chemicals, Rancho Córdova, CA. 
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3 

Diseño y preparación de soportes quirales para HPLC 

3.1. Generalidades 

Aunque disponer de una FEQ que sea muy enantioselectiva para una familia de 

compuestos estructuralmente relacionados es de gran utilidad para aplicaciones 

concretas; en la práctica es preferible que una misma FEQ pueda resolver un amplio 

abanico de compuestos racémicos de estructura diversa. De esta manera, se reduce el 

tiempo invertido en la elección del sistema cromatográfico óptimo, y disminuye el coste 

asociado a la separación. La preparación de FEQs de carácter universal o “aplicación 

generalizada” implica, sin embargo, que la FEQ disponga de una serie de características 

concretas, que se describen en la tabla 3.1. 

Tabla 3.1. Características de las FEQs de aplicación generalizada 

1. Amplio campo de aplicación 

2. Alto nivel de enantioselectividad (α) y eficiencia cromatográfica  

3. Gran robustez y estabilidad (química y mecánica) 

4. Elevada capacidad de carga (aplicación preparativa) 

5. Utilizable con cualquier disolvente (orgánico y/o acuoso) 

6. Tiempos de elución cortos 

7. Posibilidad de inversión del orden de elución de los enantiómeros 

8. Previsibilidad del mecanismo de reconocimiento molecular 

 

Para elaborar FEQs de este tipo es preciso tener en cuenta tres factores. En primer 

lugar, la elección del SQ. La estructura del SQ determina las características más 

importantes de la FEQ; la enantioselectividad, el campo de aplicación y la capacidad de 

carga; y define el modo de elución cromatográfico. Por su parte, la elección adecuada 

del soporte cromatográfico, y la optimización del modo de preparación de la FEQ, 

permiten mejorar otras características como la eficiencia, estabilidad y durabilidad de 

las mismas.  
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3.2. El soporte cromatográfico 

El gel de sílice, además de ser el segundo material más abundante en la corteza 

terrestre, constituye el más ampliamente utilizado en cromatografía líquida,
31-34

 siendo 

en la actualidad el formato de partículas esféricas porosas el más común en HPLC.
35

 En 

comparación con otros soportes, las redes de sílice (SiO2) se muestran superiores en 

términos de rigidez y robustez de su estructura física. También, se trata de un material 

altamente versátil que permite la preparación de soportes con una amplia variedad de 

formas (irregulares, esféricas o monolitos) y tamaños, tanto de partícula (1,5-10 µm de 

diámetro), como de poro (60-4000 Å). El gel de sílice presenta una elevada 

compatibilidad con agua y con los disolventes orgánicos. A su vez, la reactividad de los 

grupos silanol (-SiOH) -presentes en su superficie- permite la preparación de una gran 

variedad de FEQs. En HPLC convencional, el formato estándar de columna corresponde 

a (150 mm, 4,6 mm Ø) y el soporte constituido por partículas esféricas porosas (5 µm 

de diámetro, 100 Å de tamaño de poro) con una superficie específica de 

aproximadamente 300 m
2
/g (1, Figura 3.1).  

 

Figura 3.1. Micrografías SEM de la estructura de matrices cromatográficas de sílice en partículas 

esféricas, 1 (Nucleodur
®
, 10 µm Ø -110 Å), y 2 sección transversal de la estructura porosa de sílice 

monolítica (Chromolith
®
, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 3, Micrografías TEM y SEM de 

partículas Core-Shell (Aeris
®
, 3.6 µm Ø). 

No obstante, es posible conseguir separaciones más rápidas y eficientes 

reduciendo el tamaño de partícula, pues así se acorta el camino de difusión y, por tanto, 

el tiempo que los analitos tardan en la adsorción/desorción dentro y fuera de las 

partículas. La tecnología actual permite preparar partículas sub-micrométricas (≤ 2µm) 

aunque, por su elevada presión operacional, se utilizan mayormente en columnas 
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capilares para µHPLC. Los sorbentes que se componen de partículas con un núcleo 

sólido de sílice no porosa, sobre el que se deposita una capa de nanopartículas porosas 

de gel de sílice, reciben el nombre de sorbentes de núcleo duro o “core-shell particles”. 

La excelente transferencia de masa que poseen, sin los problemas de sobrepresión 

asociados a las partículas sub-micrométricas totalmente porosas, permite separaciones 

ultra-eficientes y extremadamente rápidas, por lo que son de elección en sistemas de 

UHPLC,
36

 (3, Figura 3.1).  

Además, los avances en la tecnología de síntesis sol-gel permiten preparar 

tambien lechos continuos no particulados constituidos por una única pieza de material 

polimérico extremadamente poroso. Los materiales monolíticos, consisten en un 

esqueleto de entre 0,5-2 μm de grosor con una estructura de poros bimodal,
37-39

(2, 

Figura 3.1). La extrema porosidad de éstos,
40

 les confiere la ventaja de poder operar 

con flujos de fase móvil elevados (1-9 mL/min) sin incremento destacable de presión, lo 

que reduce considerablemente el tiempo de análisis. De hecho, permiten separaciones 

quirales analíticas más rápidas y eficientes que con los lechos convencionales a base de 

partículas,
41

 y se espera que también sean de aplicación  preparativa en un futuro 

próximo.   

3.3. Procedimiento de preparación de la fase estacionaria 

quiral  

La robustez y estabilidad química de los soportes cromatográficos depende 

principalmente del procedimiento de preparación de la FEQ, particularmente del modo 

en que el SQ se inmoviliza sobre el soporte. La deposición física es más sencilla, sin 

embargo, la inmovilización química mejora considerablemente la durabilidad de las 

columnas, y permite separaciones más reproducibles. Preparadas de éste modo son 

estables en un amplio rango de condiciones operacionales y, consecuentemente, la 

probabilidad de conseguir la separación deseada aumenta. Sin embargo, es 

imprescindible la modificación adicional del soporte, y/o SQ, con grupos químicos que 

faciliten el anclaje y permitan la incorporación del selector en cantidades suficientes 

(%p/p). Por este motivo, debe controlarse que tanto la eficiencia original del soporte, 

como la capacidad de discriminación del SQ, se preserven intactas en la FEQ.  

Consecuentemente, es preciso eliminar cualquier grupo químico suplementario, grupos 
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silanol libres o grupos fuertemente polares o ionizables, que pueda perjudicar la 

enantioselectividad del sistema cromatográfico.  

3.3.1. Funcionalización de la superficie del soporte de sílice 

En general, la preparación de FEQs consiste en la introducción del SQ a través de 

enlaces covalentes con el soporte cromatográfico, siendo necesaria la modificación 

previa de la superficie de éste material.
31

 Aunque existen varios métodos, el más 

estandarizado consiste en la reacción entre los grupos silanol (-SiOH) en la superficie 

del soporte y un organosilano conveniente, entre los que se forma un enlace siloxano 

(Si-O-Si) estable. Para ello suelen utilizarse cloro
42,43

 o alcoxisilanos
31,42,44

 tanto mono-, 

di-, como trifuncionalizados- que, en ausencia de agua, originan derivados como los de 

la figura (Figura 3.2).
45

 

 

Figura 3.2. Esquema del método más utilizado para la modificación de la superficie del gel de sílice. 

Dependiendo de la funcionalización deseada se utilizan diversos organosilanos. El 

más común es el 3-aminopropiltrietoxisilano o el 3-mercaptopropiltrimetoxisilano. 

También son frecuentes el 3-glicidoxipropildimetiletoxisilano y el 

isocianatopropiltrietoxisilano. La introducción del SQ se realiza a través de una segunda 

reacción, después de la modificación de la superficie de la sílice. 

3.3.2. Desactivación de grupos silanol residuales 

 A pesar de las exhaustivas condiciones utilizadas en la funcionalización de la 

superficie de estos materiales (reacción a elevada temperatura con un gran exceso del 

reactivo) suele detectarse la presencia de grupos silanol (-SiOH) que quedan sin 

reaccionar. Dichos grupos, de carácter ácido, se consideran sitios de intensa adsorción, 

en especial para analitos básicos y/o compuestos polares.
46

 Estos, así como las 

impurezas metálicas,
47

 producen la adsorción inespecífica de los analitos, fenómeno que 

puede llegar anular la enantioselectividad de las FEQs.
48-51
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Para eliminarlo se realiza una reacción de “end capping” o pasivación. Uno de los 

reactivos más utilizados para tal fin es el hexametildisilazano (HMDS), (Figura 

3.3).
52,53

  

 

Figura 3.3. Reacción de “end capping” de grupos silanol residuales con HMDS. 

 

3.4. El selector quiral: estructura y grupos funcionales 

Las propiedades más importantes de una FEQ; la enantioselectividad, el campo de 

aplicación y la capacidad de carga; dependen, fundamentalmente, de la estructura del 

selector quiral. Los SQs, independientemente de su estructura, deben incluir grupos 

funcionales con los que establecer interacciones selectivas, de carácter no covalente, 

con los enantiómeros. Estas interacciones consisten, en su mayoría, en fuerzas débiles 

de tipo electrostático, generalmente atractivas, y de carácter polar.  

3.4.1. Requisitos  

La gran mayoría de SQs se diseñan, o modifican, para incorporar grupos 

funcionales polares; carbonilos, ésteres, o grupos NH (de amidas o carbamatos); que se 

sitúan sobre el/los centros estereogénicos, y que dirigen el reconocimiento de los 

enantiómeros gracias al establecimiento de enlaces de hidrógeno o interacciones 

dipolares. La naturaleza anisotrópica de estas fuerzas es suficiente para dotar de 

enantioselectividad a la interacción; aunque, puede también incrementarse a través de 

fenómenos estéricos. Por otro lado, las interacciones de tipo hidrófobo también son 

discriminatorias. De hecho, los motivos aromáticos son muy frecuentes en el esqueleto 

de los SQs, donde actúan con una doble función; por un lado, permiten cierto 

impedimento estérico y, por otra parte, pueden dirigir el reconocimiento 

enantioselectivo mediante interacciones de transferencia de carga, denominadas también 

de apilamiento o “π-stacking”, que ocurren entre anillos aromáticos del SQ y 

enantiómero. 
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Además de los grupos funcionales, un factor muy importante para el 

reconocimiento enantioselectivo, lo constituye la estructura del selector quiral. Por una 

parte, la conformación que adopta el SQ define, en última instancia, el arreglo espacial 

con que quedan distribuidos los grupos químicos selectivos, y determina su 

accesibilidad para la unión con los enantiómeros. Estos grupos deben estar posicionados 

de manera rígida y estable; por lo que es imprescindible que el SQ posea un cierto grado 

de homogeneidad estructural. Por otra parte, la estructura del SQ puede provocar 

fenómenos muy estéreoselectivos de “per se”; o bien porque posibilite la presencia de 

cavidades, donde pueden incluirse el/los enantiómeros o parte de ellos; y/o porque de 

manera intrínseca ésta sea quiral, como ocurre con las estructuras helicoidales.  

En este sentido, el “pool quiral” ha sido una de las fuentes más explotadas para 

preparar SQs. Numerosas moléculas naturales, además de ser intrínsecamente quirales, 

y relativamente fáciles de modificar, presentan estructuras muy variadas. Por otra parte, 

los de origen sintético, tienen la ventaja de poder prepararse de la configuración 

absoluta deseada (R ó S); lo que permite preparar soportes quirales con órdenes de 

elución inversos.   

En resumen, cada FEQ actúa bajo una combinación concreta de éste tipo de 

fuerzas, o mecanismo de reconocimiento específico que, en su mayor parte, viene 

determinado por la estructura del SQ.  

3.4.2. Selectores quirales más utilizados en HPLC y su mecanismo de 

reconocimiento enantioselectivo 

La enorme diversidad de estructuras químicas que pueden presentar los analitos 

racémicos a separar, y la necesaria complementariedad estructural que ha de existir 

entre el analito y el SQ para que exista reconocimiento, y que éste sea enantioselectivo; 

ha llevado al desarrollo de una gran diversidad de FEQs.
54

 En la actualidad más de 

doscientas FEQs están comercialmente disponibles, lo que ha hecho posible la 

separación analítica de casi cualquier tipo de mezcla racémica. Sin embargo, la oferta de 

FEQs útiles para aplicaciones preparativas se encuentra mucho más delimitada, debido a 

ciertos requerimientos que exige la técnica en su escalado.  

Las FEQs utilizables para la separación preparativa de enantiómeros deben de 

poseer una elevada capacidad de carga, estabilidad química y mecánica y es deseable 

que los SQs puedan estar disponibles en grandes cantidades a precios razonables. 

Además, por su impacto en la productividad de la separación, es preferible que operen 
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con un amplio rango de disolventes. De esta manera, el desarrollo e investigación en la 

producción de nuevas FEQ sigue siendo un tópico relevante por la necesidad de 

encontrar FEQs de carácter general, es decir, con un amplio campo de aplicación que 

sean aptas para la  separación preparativa. En la (Figura 3.4) y la tabla 3.2 se muestran 

las FEQs comerciales más ampliamente utilizadas actualmente con propósitos 

preparativos.  

 

 

 

Figura 3.4. Estructura de las FEQs más comúnmente utilizadas. 
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Tabla 3.2. FEQs comerciales utilizadas a nivel preparativo. 

 

Los mecanismos de reconocimiento enantioselectivo se basan en la combinación 

de varios tipos de fuerzas, todas ellas de carácter débil. Muchos de los modelos de 

reconocimiento asumen interacciones bimoleculares entre una molécula del SQ y un 

enantiómero, en las que normalmente están implicados mecanismos muy específicos, 

como ocurre en las FEQ que actúan por intercambio de ligando (a, Figura 3.5). Sin 

embargo, otros sistemas que se basan en SQs macromoleculares implican mecanismos 

supramoleculares, este es el caso de los polisacáridos (b, Figura 3.5).  

Nombre comercial Selector quiral Fabricante 

Derivados de 

polisacáridos 

  

Chiracel OB Tribenzoato de celulosa Daicel 

Chiracel OJ Tris-(4-metilbenzoato) de celulosa Daicel 

Chiracel OD Tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de 

celulosa 

Daicel 

Chiralpak AD Tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de 

amilosa 

Daicel 

Chiralpak AS Tris[(S)-feniletil]carbamato de amilosa Daicel 

Polímeros sintéticos   

Chiraspher Poli[(S)-N-acriloilfenilalanina ester 

etílico 

Merck 

CHI-DMB 

 

O,O-bis(3,5-dimetil)benzoil-N,N-

dialil-L-tartramida reticulada 

Eka Novel 

CHI-TBB O,O-bis(4-tertbutil)benzoil-N,N-dialil-

L-tartramida reticulada 

Eka Novel 

Ciclodextrinas   

Chiral Prep CD ST β-ciclodextrina YMC 

Antibióticos   

Chirobiotic V Vancomicina Sigma-Aldrich 

Chirobiotic T Teicoplanina Sigma-Aldrich 

Brush-type   

DNBPG N-(3,5-dinitrobenzoil)-L-fenilglicina Regis 

Whelk-O1 N-(3,5-dinitrobenzoil)-4-amino-

1,2,3,4-tetrahidrofenantreno 

Regis 
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En otras ocasiones se producen complejos de inclusión. Esto ocurre en las 

ciclodextrinas (c, Figura 3.5) que acogen partes lipófilas del enantiómero en su 

cavidad.
55

 Asimismo, ciertos antibióticos macrocíclicos naturales también operan a 

través de mecanismos de inclusión estéreoselectiva (d, Figura 3.5). Por su parte, las 

interacciones de tipo π-π, asociadas a anillos aromáticos, juegan un papel importante en 

el mecanismo de reconocimiento enantioselectivo de las FEQs denominadas de tipo 

Pirkle,
56

 brush-type o de “múltiple interacción”, de entre las que destaca la 

comercializada con la denominación Whelk-O1
®
, la más versátil entre las basadas en 

SQs de bajo peso molecular (e, Figura 3.5). En este tipo de FEQ, además de las 

interacciones por transferencia de carga, los puentes de hidrógeno y el impedimento 

estéreo resultan determinantes para el reconocimiento enantioselectivo.
57-59

  

En cualquier caso el reconocimiento molecular enantioselectivo no es un proceso 

simple sino que, además de la necesaria complementariedad estructural 

SQ/enantiómero, el delicado balance energético de complejación requiere la 

optimización del entorno para que éste tenga lugar. Así pues, diferentes variables como 

la composición de la fase móvil, el pH y la temperatura, pueden promover o dificultar la 

asociación enantioselectiva entre selector y analito, y deben de tenerse en cuenta. 

Puesto que las interacciones selectivas deben de preservarse al máximo, de ellas 

depende el modo de elución cromatográfico que proporciona las separaciones 

cromatográficas en HPLC. Generalmente, los SQs que actúan mayoritariamente por 

interacciones polares se utilizan con fases móviles “normales” que consisten en mezclas 

de hidrocarburos; y los que lo hacen por interacciones de tipo hidrofóbo, operan mejor 

en medios acuosos “fase inversa” o disolventes orgánicos polares “fase orgánica polar”. 

Sin embargo, los SQs que incorporan una mezcla de grupos funcionales de diferente 

carácter (polar e hidrófobos) suelen poder operar de manera “multimodal”, lo que 

consecuentemente extiende su campo de aplicación. 
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a) 

 
b) 

 
c) 

 
d) 

 
e) 

 
 

Figura 3.5. Representación de los principales mecanismos de reconocimiento enantioselectivo. a) 
Mecanismo de intercambio de ligando en derivados de L-prolina. b) Mecanismo de reconocimiento 

supramolecular en derivados de celulosa. Fenómenos de inclusión estéreoselectivos dentro de cavidades 

de c) ciclodextrinas, y d) antibióticos macrocíclicos (Chirobiotic-V
®
). e) Mecanismo de reconocimiento 

en SQs de tipo Brush, como el Whelk-O1
®
. 
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3.4.3. Selectores quirales poliméricos con estructura helicoidal  

A diferencia de los basados en molécula pequeña, los SQs de tipo polimérico 

poseen una aplicación mucho más generalizada que se relaciona con su estructura 

macromolecular, en muchas ocasiones, de tipo helicoidal.
60-62

 La conformación regular 

de orden superior que asumen los polímeros permite un posicionamiento más estático de 

los sitios de unión específicos. Este hecho, propicia una interacción diferencial y, 

generalmente, mucho más enantioselectiva. En ocasiones, su estructura permite además 

la presencia de diversos microentornos quirales de diferente carácter -como cavidades u 

otras regiones tridimensionales- con capacidad de dar lugar a fenómenos de interacción 

muy selectivos, como la inclusión. Sin embargo, la ventaja más notable radica en su 

relativa elevada capacidad de carga. La mayoría de polímeros, exceptuando las 

proteínas, disponen de gran densidad de sitios de unión específicos idénticos por gramo 

de FEQ, por lo que se consideran idóneos para aplicaciones preparativas. Los más 

ampliamente utilizados y representativos de este grupo consisten en polímeros 

procedentes del “pool de quiralidad”, entre ellos, fundamentalmente, derivados de 

polisacáridos. 

3.4.3-1 Biopolímeros 

a) Proteínas   

Las proteínas han sido posiblemente los primeros biopolímeros macromoleculares 

que han servido como fuente de inspiración de SQs de amplia aplicabilidad, 

especialmente aquéllas con funciones biológicas de transporte. Las más utilizadas han 

sido ciertas proteínas plasmáticas como la celobiohidrolasa (CBH-I),
63

 la albúmina 

sérica humana (HSA),
64

 y la α-1-glicoproteína ácida (AGP, CHIRAL-AGP®),
65,66

 que 

se utilizan inmovilizadas sobre partículas de gel de sílice, (Figura 3.6). Su estructura 

tridimensional helicoidal, además de una gran cantidad de centros quirales, contiene 

diversos sitios de unión -de diferente naturaleza y/o afinidad- que contribuyen a la 

retención y reconocimiento de gran variedad de moléculas quirales, y fármacos. La 

presencia de aminoácidos con grupos ionizables permite modificar el perfil de afinidad 

de la FEQ, a través de ajustes en el pH de la fase móvil. De manera que su aplicabilidad 

se extiende a compuestos de diferente carácter (ácido, básico y neutro).
67

 Sin embargo, 

la limitada estabilidad de su estructura en disolventes orgánicos, y en ciertos rangos de 

pH y temperatura, imposibilita el ajuste correcto de las resoluciones, que a menudo son 
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pobres. Asimismo son poco aplicables para aislar grandes cantidades de enantiómeros, 

pues poseen baja concentración molar de sitios de unión selectivos por gramo de FEQ 

(baja capacidad de carga), pues se incorpora toda la masa de la proteína, pero no toda es 

activa.
68

  

 

Figura 3.6. Modelo de la capacidad de unión a ligandos de la albúmina sérica humana (HSA). Se indican 

algunos de los sitios de unión conocidos para diversos fármacos. Los sitios de reconocimiento actúan de 

manera enantioselectiva, por lo que cuando la proteína se utiliza como SQ proporciona una separación 

cromatográfica. Adaptado de referencia [
69

]. 

b) Polisacáridos   

 Los polisacáridos son los biopolímeros más abundantes en la naturaleza, y 

también se han utilizado en cromatografía como material de soporte, tanto en 

separaciones quirales como convencionales. Aunque son intrínsecamente quirales, 

habitualmente se utilizan derivados de los mismos para esta finalidad, entre ellos los 

ésteres y carbamatos. En particular los tris-(3,5)-(dimetilfenil)carbamatos de celulosa 

(Chiralcel OD
®

),
70

 y amilosa (Chiralpak AD
®
),

71
 son los más populares, (Figura 3.7) y 

tabla 3.3. Mayoritariamente se han utilizado depositados sobre el soporte 

cromatográfico, sin embargo, la inmovilización permite una mayor flexibilidad en el 

desarrollo del método de separación analítico, y hace posible el uso de cualquier 

disolvente en la fase móvil.
72,73
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Figura 3.7. Estructura de SQs basados en tris-(3,5)-(dimetilfenil)carbamatos de celulosa (a) y amilosa 

(b), depositados sobre partículas esféricas de gel de sílice. 

Tabla 3.3. FEQ comerciales basadas en derivados de polisacáridos depositados sobre 

gel de sílice. 

 

A pesar de los métodos disponibles para su análisis no se conoce en detalle el 

mecanismo de reconocimiento por el que operan. Sin embargo, se han hecho algunas 

consideraciones al respecto. La primera tiene que ver con la estructura helicoidal 

fundamental de los polisacáridos, en la que diversos sitios actúan de manera 

enantioselectiva para analitos estructuralmente diversos. Los estudios realizados en 

solución utilizando modelización molecular y métodos espectroscópicos 
1
H-RMN y 

13
C-RMN,

74
 revelan una estructura helicoidal levógira de orden 3/2 para el derivado de 

celulosa,
75

 y 4/3 para el de amilosa.
76

 Los grupos arilaminocarbonil juegan un papel 

muy importante amplificando el enantioreconocimiento. Estos grupos quedan 

distribuidos de manera regular a lo largo de la cadena del carbohidrato y forman 

cavidades enantioselectivas, donde los analitos pueden establecer interacciones π y/o 

enlaces de hidrógeno con el SQ,
77,78

 (Figura 3.8). 

Nombre comercial Selector quiral Fabricante 

Chiracel OB Tribenzoato de celulosa 

Daicel 

 

Chiracel OJ Tris-(4-metilbenzoato) de celulosa 

Chiracel OD Tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de celulosa 

Chiralpak AD Tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de amilosa 

Chiralpak AS Tris[(S)-feniletil]carbamato de amilosa 
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Figura 3.8. Representación de la estructura tridimensional de tris-(3,5)-dimetilfenilcarbamato de celulosa 

(CDMPC). Los monómeros de β-glucopiranosa están numerados (2-8). Las distancias entre los 

sustituyentes arilaminocarbonil; C2, C3 y C6 indican las dimensiones de las cavidades quirales que éstos 

forman a lo largo del polímero; figura adaptada de referencias [
77,79

]. 

Además de la quiralidad molecular y conformacional, los derivados de 

polisacáridos presentan quiralidad de tipo supramolecular. Esta es consecuencia del 

alineamiento de cadenas poliméricas adyacentes que forman regiones muy ordenadas, 

con evidencia de cristalinidad,
70,80

 (Figura 3.9). 

 

Figura 3.9. Fotomicrografía de una fase cristalina líquida observada bajo luz polarizada a partir de una 

solución concentrada de tris-(fenilcarbamato) de celulosa, CPTC. Figura adaptada de referencia [
81

]. 

Sin embargo, el patrón de sustitución aromática puede alterar esta estructura. 

Generalmente los sustituyentes en meta y/o para del anillo aromático son 

enantioselectivos. Por el contrario, los derivados orto-sustituidos, además de ser 

cromatográficamente muy poco enantioselectivos, no poseen cristalinidad líquida.
70,82

 

Esta observación apunta a la intervención de un mecanismo de tipo supramolecular en 

el reconocimiento enantioselectivo, en que puede estar implicada más de una cadena de 

polisacárido.
83

 También apunta a esta hipótesis la observación de que el tipo de 
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disolvente utilizado en el proceso de deposición del SQ sobre la sílice altera la 

enantioselectividad de la FEQ.  

La estructura fundamental es repetitiva y dispone de múltiples sitios de 

reconocimiento idénticos para una masa dada de polímero en la FEQ. Estas 

características son las que originan la elevada capacidad de carga que caracteriza a estos 

materiales. La gran parte de las determinaciones cromatográficas de exceso 

enantiomérico se realizan utilizando FEQs basadas en derivados de polisacáridos,
84

 y un 

gran número de fármacos de origen sintético que se producen por cromatografía en 

continuo se resuelven utilizando dichos derivados.
85

 Hoy en día se les considera 

soportes de “aplicación universal” para la separación tanto analítica como preparativa 

de enantiómeros.
86-89

  

3.4.3-2 Polímeros sintéticos helicoidales 

En la actualidad las avanzadas técnicas sintéticas permiten un control estéreo-

químico preciso del proceso de polimerización. Así, es posible preparar de manera 

sintética multitud de oligómeros y polímeros con quiralidad helicoidal y/o 

supramolecular,
90-95

 utilizando catalizadores o iniciadores quirales. De éste modo, se 

obtienen polímeros de elevada pureza óptica de los que se puede elegir el sentido de la 

helicidad.  

a) Polímeros procedentes de adición radicalaria 

Algunos de los polímeros utilizados como FEQs para cromatografía, se preparan a 

partir de la adición aniónica o radicalaria de monómeros aquirales.
96

 De éste modo su 

actividad óptica proviene exclusivamente de la estructura helicoidal del polímero, que 

se mantiene estable gracias al impedimento estérico entre grupos voluminosos. El 

poli(trifenil) metacrilato, el poli(ter-butil)isocianuro y el policloral son de este tipo 

(Figura 3.10). En ocasiones para que el polímero adopte una conformación helicoidal 

estable es imprescindible prepararlos a partir de monómeros quirales, en cuyo caso, la 

estereoquímica del monómero condiciona el sentido que adopta la hélice. 
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Figura 3.10. Polímeros de adición utilizados como FEQs para HPLC. 1)poli(trifenil)metacrilato; 2) 

poli(ter-butil)isocianuro; 3) policloral y 4) derivados de poliacetilenos. 

b) polímeros procedentes de la condensación de monómeros 

Los oligómeros de tipo peptídico se pueden considerar una alternativa a los 

polímeros anteriormente mencionados, por su bajo coste sintético, que no necesita de 

catalizadores quirales. Los péptidos, basados en diferentes aminoácidos, constituyen 

selectores quirales muy robustos y versátiles; ya que son relativamente sencillos de 

sintetizar, modificar, y pueden ser anclados sobre soportes sólidos.  

El primer uso de polipéptidos para HPLC convencional (no quiral) fue descrito 

por Gruska y Scott.
97

 Los autores sintetizaron una FEQ polimérica basada en poli-Gly 

para la separación de mezclas de aminoácidos. Los autores describieron que toda la 

cadena peptídica, y no solamente su extremo terminal, estaba involucrada en la partición 

de los analitos. A partir de estos estudios, otros autores han considerado la introducción 

de diferentes poli-L-aminoácidos como SQ para la separación de mezclas racémicas de 

analitos.  

En la actualidad, diversos poli-α-aminoácidos han sido aplicados en cromatografía 

enantioselectiva.
98

 La poli-N
5
-benzil-L-glutamina, poli-L-Gln, inmovilizada sobre 

partículas de poliestireno,
99

 o depositada sobre gel de sílice,
100

 es útil en la separación 

del ácido mandélico y derivados de hidantoínas. Otros, como la poli-L-Phe y la poli-L-

Leu anclados sobre partículas macroporosas orgánicas de poli(metil)acrilato,
101

 o sobre 

sílice
102

 se han utilizado en la separación de diversos α-aminoácidos y dipéptidos. 

(Figura 3.11). La estructura α-hélice que adopta el péptido, y que proporciona rigidez 

conformacional al SQ, se considera indispensable para la enantioselectividad, que 

incrementa así como lo hace la longitud de éste.
103

 No obstante, ninguna de las FEQs 
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preparadas a partir de poliaminoácidos posee el amplio campo de  aplicación de que 

disponen las proteínas.    

 

 

Figura 3.11. Fases estacionarias quirales con poli-α-aminoácidos como SQs. a) poli-(N
5
-benzil)-L-

glutamina (1) inmovilizado sobre partículas orgánicas de poliestireno, PS. b) poli-L-Phe (2), y poli-L-Leu 

(3) inmovilizados sobre partículas de poli(metil)acrilato, PMA, y c) poli-L-Phe inmovilizado sobre 

partículas porosas de gel de sílice. 
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4 

Antecedentes, objetivos y planteamiento del estudio  

4.1. Antecedentes 

La prolina, como consecuencia de su peculiar estructura y rigidez conformacional, 

se ha considerado particularmente idóneo para participar en procesos enantioselectivos. 

De hecho, prolina cataliza con elevada estéreoselectividad gran variedad de reacciones 

químicas,
104

 y se ha utilizado también para la separación de enantiómeros; tanto en 

cromatografía en contracorriente (CCC),
105,106

 electroforesis capilar (EC),
107

 o 

membranas enantioselectivas.
108

  

En cuanto a la resolución cromatográfica de enantiómeros en HPLC, la prolina y 

sus derivados, se han utilizado como motivo estereogénico de FEQs que 

fundamentalmente reconocen la quiralidad por dos tipos de mecanismo. Las primeras 

desarrolladas, se basaron en el intercambio de ligando,
109

(FEQ1, Figura 4.1). Estas 

FEQs dan lugar a separaciones analíticas excelentes, sin embargo, la complejidad de su 

modo de operación restringe el campo de aplicación; que se circunscribe a compuestos 

bifuncionales con capacidad de coordinar con metales.
110 Por otra parte, la modificación 

de la estructura base de prolina con sistemas aromáticos, proporciona soportes que 

operan a través de un mecanismo de interacción múltiple, y que reciben la 

denominación de FEQs de “tipo Pirkle”,
111,112

 (FEQ2 y FEQ3 Figura 4.1). 

 

 

Figura 4.1. Ejemplos de algunas FEQs con SQs derivados de L-prolina. 
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En estas, el reconocimiento enantioselectivo lo dirigen, principalmente, las 

interacciones de apilamiento que ocurren entre los sistemas π-aromáticos de diferente 

carácter (donador-aceptor) presentes en la estructura del SQ y enantiómero, 

respectivamente. Este tipo de FEQs ocasionan factores de separación inusualmente 

elevados para algunos compuestos racémicos;
113,114

 sin embargo, su aplicabilidad es 

asimismo reducida, pues se limita a compuestos racémicos con sistemas aromáticos. 

Además del bajo campo de aplicación, generalmente, poseen una capacidad de carga 

muy reducida, lo que limita su aplicación para separaciones preparativas. 

4.2 Objetivos 

El objetivo principal de este proyecto consiste en intentar mejorar el comúnmente 

reducido campo de aplicación, y capacidad de carga, de los derivados de L-prolina; 

puesto que, ninguna de las FEQs que lo contienen ha demostrado ser de aplicación 

general. Sin embargo, en contraposición a la comúnmente reducida baja aplicabilidad de 

las FEQs de tipo Pirkle, los SQ macromoleculares habitualmente presentan mayor 

capacidad de carga y, en ocasiones, (como es el caso de los SQs basados en derivados 

de polisacáridos) una muy elevada aplicabilidad. De este modo, parecía obvio que la 

preparación de un SQ con estructura macromolecular, basado en prolina, podría mejorar 

considerablemente las propiedades observadas para las FEQs de tipo Pirkle constituidas 

por derivados monoméricos de L-prolina.  

En la presente Tesis Doctoral, nos planteamos el estudio de sistemas de poli-L-

prolina como selectores quirales para HPLC; buscando una buena enantioselectividad, 

amplio campo de aplicación y, de ser posible, una aplicación preparativa. El motivo por 

el que se decide preparar y estudiar estos oligómeros radica en la posibilidad de que 

éstos adopten una conformación superior ordenada que, se supone, proporcionará a las 

FEQs propiedades cromatográficas superiores, en términos de campo de aplicación y 

capacidad de carga, con respecto a las que se obtienen utilizando selectores quirales 

convencionales basados en monómeros de prolina.  

Los péptidos de poliprolina han sido objeto de numerosos estudios estructurales y 

conformacionales a lo largo de las últimas décadas; debido a su implicación en la 

estabilidad del colágeno,
115

 y a la gran abundancia -en el contexto biológico- de 

“regiones ricas en prolina” a las que se relaciona con eventos específicos de 

reconocimiento entre proteínas.
116-119

 El considerable conocimiento de su estructura ha 

permitido encontrarles algunas aplicaciones. Generalmente, se les introduce como 
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herramientas de calibración y/o soporte de algunas técnicas instrumentales; donde, su 

gran rigidez y la longitud conocida de la estructura helicoidal PPII que adoptan, les 

permite que funcionen como reglas,
120,121

 o espaciadores moleculares.
122,123

 Sin 

embargo, no se tiene constancia de la consideración de la capacidad enantioselectiva de 

poliprolinas, ni de su aplicación en técnicas de separación. No obstante, su participación 

directa en procesos de reconocimiento entre proteínas sugiere su adecuación como 

posibles nuevos SQs para el reconocimiento de enantiómeros en HPLC; pues, es 

imaginable que éstos originen soportes cromatográficos quirales con campos de 

aplicación y capacidad de carga elevados.  

 En este sentido, los oligómeros de poliprolina pueden considerarse candidatos 

idóneos para el reconocimiento de enantiómeros por dos razones. La primera, porque 

poseen de forma intrínseca una estructura helicoidal y, de este modo, pueden “per se” 

comportarse de forma estéreoselectiva. La segunda, porque permiten la elaboración 

apropiada de FEQs. Los oligómeros de poliprolina pueden prepararse de un modo 

relativamente sencillo, en cantidades suficientes y a costes sintéticos asumibles, 

utilizando los métodos actuales de síntesis peptídica en fase sólida (SPPS). Además, 

poseen estructuras robustas, rígidas y químicamente estables; y, los grupos químicos 

terminales del oligómero, posibilitan el anclaje directo de los mismos sobre soportes 

cromatográficos.  

 Otros poli-α-aminoácidos han sido introducidos ya como motivos estereogénicos 

de FEQs para HPLC,
98-101

 aunque, sin demasiado éxito. Sin embargo, las características 

estructurales y conformacionales especiales de que disponen los oligómeros de 

poliprolina sugieren un comportamiento diferente que merece ser estudiado.  

De acuerdo con lo hasta ahora expuesto, en la presente Tesis Doctoral se propone 

llevar a cabo la primera aplicación de oligoprolinas como SQs para la separación de 

enantiómeros por HPLC. 
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4.3. Planteamiento del estudio 

El trabajo de esta Tesis se resume en tres partes: 

1) Estudiar la aplicabilidad de derivados de poliprolina como agentes de reconocimiento 

quiral utilizando cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC).  

2) Estudiar los efectos que tiene la morfología del soporte estacionario sobre las 

propiedades cromatográficas de la FEQ. 

3) Estudiar la estructura que adoptan estos nuevos derivados de poliprolina y, si es 

posible, determinar el mecanismo de reconocimiento enantioselectivo por el que operan.  

1. Estudio de la aplicación de derivados de poliprolina como nuevos selectores 

quirales en cromatografía líquida enantioselectiva (HPLC) 

 Esta parte de la tesis se encuentra enmarcada dentro de un proyecto del 

programa Nacional PPQ 2003-00970 y CTQ 2006-03378/PPQ, el cual pretende 

desarrollar, entre otros, nuevos SQs para la separación de enantiómeros por 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC). Nuestro objetivo es desarrollar un 

método de preparación de derivados de poliprolina, y su inmovilización sobre soportes 

cromatográficos convencionales, para poder estudiar la adecuación de los mismos en el 

reconocimiento molecular de enantiómeros por HPLC. Dado que los péptidos de 

poliprolina poseen dos extremos con habilidad de permitir el anclaje sobre el soporte 

cromatográfico, se prevé preparar dos tipos de fase estacionaria que diferirán en la 

dirección de anclaje del selector quiral poliprolina. Para evaluar su adecuación se 

propone analizar parámetros cromatográficos como la enantioselectividad, el campo de 

aplicación y la capacidad de carga que estas nuevas FEQs presentan frente a un amplio 

abanico de compuestos racémicos, con estructuras químicas diversas. Por otro lado, la 

preparación de FEQ análogas, basadas en selectores quirales monoméricos, permitirá 

evaluar las mejoras cromatográficas que se esperan para los oligómeros de poliprolina. 

2. Estimación del efecto que produce la morfología del soporte estacionario sobre 

las propiedades cromatográficas de FEQs con selectores quirales derivados de 

poliprolina 

 Además de la elección apropiada del SQ, las separaciones cromatográficas están 

afectadas por una serie de factores, entre otros, la naturaleza del soporte estacionario. 

Aunque el gel de sílice en partículas es el material de uso más convencional, los 

materiales monolíticos suponen una alternativa coste-eficiente para la preparación de 
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matrices cromatográficas para HPLC. A diferencia de los primeros, los monolitos son 

materiales con una estructura polimérica continua muy porosa. Por su gran 

permeabilidad y peculiar estructura, estos materiales permiten obtener separaciones 

cromatográficas muy rápidas y eficientes. Con el objetivo de mejorar las propiedades 

hidrodinámicas de las FEQs, se propuso la incorporación de los mismos derivados de 

poliprolina sobre matrices poliméricas monolíticas. Esta parte de la tesis fue realizada 

como complemento de formación ligado a una estancia predoctoral en el grupo de 

investigación en ciencia de materiales del Profesor J. M. J. Fréchet y F. Svec de la 

Universidad de California, Berkeley. El propósito de la estancia fue aprender a preparar 

y caracterizar materiales poliméricos monolíticos, de naturaleza orgánica o inorgánica, 

para utilizarlos como matrices cromatográficas alternativas en HPLC.  

3. Determinación estructural y dilucidación del mecanismo de reconocimiento 

enantioselectivo de derivados de poliprolina  

Para dilucidar el mecanismo por el que los nuevos derivados de poliprolina 

reconocen la quiralidad, se prevé llevar a cabo diferentes estudios espectroscópicos que 

permitan conocer la estructura más probable del SQ en disolución. 

 

En concreto los OBJETIVOS específicos a desarrollar fueron: 

1.1) Sintetizar y caracterizar selectores quirales peptídicos basados en derivados de 

poliprolina  

En este apartado de la tesis, se plantea la síntesis de poliprolinas sustituidas con 

grupos 3,5-dimetilfenilcarbamato en la posición 4(R) del anillo de pirrolidina. De esta 

forma, los nuevos SQs peptídicos poseen un grado de analogía estructural con los 

derivados de polisacáridos, a los que se tomó como modelo para el diseño, por su 

amplia capacidad de reconocer la quiralidad y su intrínseca elevada capacidad de carga, 

(Figura I). 
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Figura I. Modelo de la estructura de los nuevos derivados de poliprolina y su similitud con derivados de 

polisacáridos. 

 Para lograr este objetivo, se prevé utilizar la (4R)-hidroxi-L-prolina, 1, como 

material de partida, que se deberá proteger como un derivado terc-butoxicarbonilo 

(Boc). El grupo hidroxilo en posición 4R del anillo de pirrolidina se considera idóneo 

para introducir la función carbamato deseada, utilizando el correspondiente isocianato, 

(Figura II). El compuesto que se obtiene, 3, será la unidad monomérica fundamental 

para preparar el SQ poliprolina objetivo.  

 

Figura II. Preparación del monómero de partida. 

 Para llevar a cabo la preparación del oligómero de poliprolina, se propone una 

estrategia sintética en fase sólida y, una longitud de ocho residuos, (Figura III). El 

soporte sólido (resina) permite el anclaje del aminoácido, la elongación del péptido (a 

través de diferentes ciclos sucesivos de acoplamiento y desprotección) y la recuperación 

posterior del producto final, tras una etapa de desanclado. La ventaja consiste en que el 

material recuperado suele ser de elevada pureza, y se evitan procesos laboriosos de 

purificación. Con este esquema, se plantea una química de grupos protectores Boc, que 

cumple con la ortogonalidad necesaria en las condiciones sintéticas en que se producen 

los ciclos de acoplamiento sucesivos. 
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Figura III. Esquema de acoplamiento de los aminoácidos sobre una resina. 

 Con el esquema sintético siguiente es posible la preparación de dos selectores 

quirales poliprolina, (Figura IV). Estos diferirán, tras su obtención, en la función que 

muestran libre para ser inmovilizados sobre el soporte cromatográfico. La preparación 

de ambos permitirá conocer, en los estudios cromatográficos posteriores, la influencia 

que ejerce la orientación del SQ (respecto de la matriz cromatográfica) sobre las 

propiedades cromatográficas de las FEQs. 

 

Figura IV. Esquema de las rutas de obtención de los SQs de poliprolina. 

1.2) Preparar fases estacionarias quirales por inmovilización de derivados de 

poliprolina sobre gel de sílice en partículas 

 Para la preparación de las FEQs se pretende utilizar como soporte 

cromatográfico partículas esféricas porosas de gel de sílice de tamaño estándar (5µm Ø, 

100Å poro), previamente modificadas con grupos aminopropilo. El gel de 

aminopropilsílice debe permitir la inmovilización covalente de ambos SQs, en cantidad 

suficiente. Los materiales obtenidos se empaquetarán dentro de columnas para HPLC 

estándar (150 x 4,6mm). 
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1.3) Estudiar las propiedades cromatográficas de las FEQs  

Los estudios cromatográficos de las FEQs  permitirán conocer la aplicabilidad que 

poseen los derivados de poliprolina para la separación de enantiómeros en HPLC. En 

primer lugar, para estudiar su campo de aplicación, se prevé analizar la capacidad de 

separación de estos nuevos SQs frente a un amplio abanico de compuestos racémicos 

estructuralmente diversos (de carácter ácido, básico y neutro), y fármacos. Por otra 

parte, el uso de fases móviles constituidas por disolventes de distinta composición, y 

polaridad, permite estudiar la  influencia que tiene éste factor sobre la capacidad de 

reconocimiento quiral de poliprolinas; y es posible indagar, desde un punto de vista 

cromatográfico, acerca del mecanismo de reconocimiento por el que operan.  

Los resultados de los ensayos cromatográficos se deben comparar frente a los 

obtenidos con fases estacionarias que contienen como SQ un derivado monomérico de 

hidroxi-L-prolina análogo, (Figura V). 

 

Figura V. Estructura de las FEQs en estudio. 

Los estudios cromatográficos comparativos deben permitir, por una parte, 

determinar la importancia que tiene la orientación del SQ respecto de la matriz 

cromatográfica; y, por otra parte, deducir si la estructura secundaria sugerida para los 

péptidos de poliprolina posee algún efecto significativo sobre las propiedades 

cromatográficas de las FEQs (campo de aplicación, enantioselectividad y capacidad de 

carga).  
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2.1)  Preparar y caracterizar soportes poliméricos monolíticos con SQs de 

poliprolina 

La preparación de matrices poliméricas monolíticas, a las que se incorporan los 

mismos derivados de poliprolina, permite estudiar la influencia que tiene el soporte 

sobre la eficiencia y otras propiedades del sistema cromatográfico. En esta parte del 

trabajo se contempla la introducción de los mismos derivados de poliprolina sobre 

matrices de sílice monolítica. La estrategia más común, en este caso, consiste en la 

modificación «in situ» de materiales monolíticos preformados; por lo que se contempla 

la modificación de columnas monolíticas comerciales de tamaño estándar.  

2.2) Evaluar cromatográficamente las nuevas FEQs monolíticas en HPLC 

Se evaluará la capacidad de reconocimiento quiral de cada una de las FEQs 

monolíticas preparadas (utilizando las mismas condiciones cromatográficas y analitos 

racémicos) y se compararán los resultados con los obtenidos previamente con las FEQs 

preparadas con soportes de gel de sílice convencional en partículas. 

3.1) Estudiar la estructura tridimensional de los derivados de poliprolina y deducir 

el mecanismo de reconocimiento enantioselectivo  

Para entender el mecanismo de reconocimiento enantioselectivo por el que un 

determinado SQ opera, es de vital importancia conocer la estructura tridimensional que 

posee. En este sentido, se plantea estudiar la estructura de los derivados de poliprolina a 

través de métodos espectroscópicos; en particular utilizando espectroscopia de 

Dicroísmo Circular, CD; espectroscopia de resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 
1
H 

y 
13

C; y cálculos teóricos computacionales. 
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5 

Derivados de poliprolina como selectores quirales en 

cromatografía líquida enantioselectiva 

En cromatografía enantioselectiva, además de la capacidad intrínseca del SQ para 

discriminar entre enantiómeros, la enantioselectividad puede verse afectada por 

numerosas variables; la naturaleza del soporte cromatográfico, la dirección de anclaje 

del SQ y/o la longitud del espaciador con que éste se une al soporte. Además, de por la 

presencia de sitios de unión inespecíficos en la superficie de la matriz cromatográfica. 

Todos estos factores deben tenerse en cuenta durante el diseño y preparación de nuevas 

FEQs, pues afectan al proceso de reconocimiento global y, en tanto, al comportamiento 

del medio de separación. 

Este capítulo recoge dos trabajos que pretenden determinar la capacidad 

enantioseparativa que poseen los oligómeros de poliprolina desde un punto de vista 

cromatográfico. En ellos se evalúa también el efecto que tiene la dirección de anclaje 

del oligómero de poliprolina sobre el comportamiento cromatográfico de la fase 

estacionaria, que se prepara utilizando gel de sílice en partículas. En ambos trabajos los 

resultados cromatográficos se comparan con los que proporcionan FEQs que incorporan 

SQs monoméricos análogos. En el primer trabajo, se describe la preparación de FEQs 

por anclaje C-terminal del selector quiral. En el segundo trabajo, se describe un anclaje 

inverso con el que se preparan fases estacionarias homólogas. 

 

 

 

 

  



Resultados y Discusión 

Raquel Sancho                                                                                                                 54 

 

5.1. Derivado de (4R)-hidroxi-L-prolina y su oligómero como 

selectores quirales en cromatografía líquida de fases 

estacionarias quirales para enantioseparación 
 

 

Artículo I 

 

R. Sancho, A.M. Pérez, C. Minguillón; “A (4R)-hydroxy-L-proline derived chiral 

scaffold and its oligomers as chiral selectors in liquid chromatography chiral 

stationary phases for enantioseparation”, Journal of Separation Science, 29, 2006, 

905-914.  

Índice de Impacto (JCR 2014):2.737 

Posición en área “Analytical Chemistry”: 21/74 

 

5.1.1. Planteamiento y objetivos del estudio 

La capacidad de los oligómeros de poliprolina de organizarse en estructuras 

secundarias helicoidales estables es el motivo por el que se propone su uso como SQ en 

HPLC. Esperábamos que esta cualidad de las poliprolinas, como ocurre con los 

derivados de polisacáridos, originara FEQs con campos de aplicación y capacidad de 

carga superiores respecto al que manifiestan FEQs convencionales de “tipo Pirkle” 

basadas en monómeros de prolina.  

Los objetivos de este primer estudio fueron: 

1. Evaluar la adecuación de oligómeros de poliprolina como SQ en cromatografía 

líquida. 

2. Determinar el campo de aplicación, la capacidad de carga y la 

enantioselectividad de la FEQ poliprolina en comparación con una análoga de “tipo 

Pirkle”. 

3. Estudiar la estructura que adopta el oligómero y su relación con la 

enantioselectividad.  
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5.1.2. Diseño experimental 

Se diseñó, preparó y caracterizó un SQ peptídico basado en una poli-(4R)-(3,5-

dimetilfenil)aminocarboniloxi-L-prolina, (SQ-2). El sustituyente en posición 4R del 

anillo de pirrolidina, el grupo 3,5-dimetilfenilcarbamato, se escogió para introducir un 

grado de analogía estructural entre el nuevo SQ peptídico y los derivados de 

polisacáridos más populares; los (3,5-dimetilfenilcarbamatos) de celulosa y amilosa, a 

los que tomamos como patrón para el diseño. La longitud del oligómero se determinó en 

base a los datos científicos ya publicados. Se decidió una longitud de ocho residuos, 

pues se consideran necesarios un mínimo de 5-6 residuos para que los oligómeros de 

poliprolina se organicen en una conformación suficientemente estable.
124 

En paralelo, para poder evaluar y comparar el comportamiento cromatográfico de 

las nuevas FEQs, se preparó un SQ de “tipo Pirkle” (SQ-1); que consiste en el residuo 

terminal de prolina presente también en el SQ peptídico, (Figura 5.1.1). 

 

Figura 5.1.1. Estructura química de los selectores quirales utilizados en el estudio. 

Ambos tipos de SQs se inmovilizaron sobre gel de sílice en partículas (5µmØ, 

100Å) y, las fases estacionarias resultantes, se empaquetaron en columnas de acero 

inoxidable (150 x4.6mm) para cromatografía líquida. La capacidad enantioseparativa de 

estas nuevas FEQs se evaluó por HPLC utilizando diferentes condiciones 

cromatográficas y un amplio rango de compuestos racémicos (de diferente estructura y 

naturaleza química). 
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5.1.2-1 Síntesis de los selectores quirales  

Como material de partida se utilizó la (4R)-hidroxi-L-prolina que se protegió 

como un derivado terc-butoxicarbonilo (Boc). El grupo hidroxilo en posición 4R del 

anillo de pirrolidina se consideró idóneo para introducir la función carbamato deseada, 

utilizando el correspondiente isocianato. El compuesto obtenido, 3, fue la unidad 

monomérica fundamental para preparar los SQs objetivo, (Figura 5.1.2). 

 

Figura 5.1.2. Preparación del monómero precursor de los nuevos selectores quirales. 

El selector quiral monomérico (SQ-1) se obtuvo a partir del monómero 3, tras la 

desprotección y posterior reacción con el cloruro del ácido 3,5-dimetilbenzoico, (Figura 

5.1.3). 

 

Figura 5.1.3. Preparación del selector quiral monomérico, SQ-1. 

El selector quiral peptídico (SQ-2) se obtuvo siguiendo un protocolo de síntesis en 

fase sólida (SPPS) utilizando grupos protectores Boc. Para la síntesis se utilizó una 

resina de poliestireno aminometilada sobre de la cual se ancló el ácido N-(9-

hidroximetil-2-fluorenil)succinamico (HMFS) como espaciador bifuncional. Este 

permitió el anclaje y elongación de la cadena peptídica. Los ciclos de desprotección se 

realizaron utilizando TFA en diclorometano. Para los sucesivos ciclos de acoplamiento 

de los residuos de prolina protegidos se utilizó la N,N'-diisopropilcarbodiimida 

(DIPCDI) y el 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) disueltos en DMF, (Figura 5.1.4). 
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Figura 5.1.4.  Esquema de la síntesis en fase sólida del selector quiral peptídico poliprolina (SQ-2). 

La función amino terminal del péptido, una vez desprotegida, se hizo reaccionar 

con el ácido 3,5-dimetilbenzoico. La escisión del material peptídico, de la resina, se 

realizó en condiciones suaves utilizando una solución de morfolina en DMF. El material 

peptídico final (obtenido como mezcla de péptidos de 6, 7 y 8 residuos) fue 

convenientemente caracterizado por HPLC y MS MALDI-TOF, (Figura 5.1.5).  

 

Figura 5.1.5. Parte II: síntesis en fase sólida del selector quiral peptídico poliprolina (SQ-2). 
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5.1.2-2 Preparación de las FEQ 

FEQ-1, que contiene el SQ monomérico, se preparó a partir del SQ-1 utilizando 

un procedimiento sintético estandarizado previamente por el grupo.
125

 Dicho método 

implica la preparación de un silano intermedio que posteriormente se ancla al gel de 

sílice para dar lugar a la FEQ. Esta aproximación evita la presencia de grupos 

aminopropilo residuales sobre la superficie del gel de sílice, de manera que se reduce la 

probabilidad de interacciones no específicas entre la fase estacionaria y los analitos. El 

tratamiento posterior de “end-capping”, con hexametildisilazano (HMDS), asegura la 

desactivación de los grupos silanol residuales. 

FEQ-2 y FEQ-3 se prepararon por fijación de una mezcla de derivados peptídicos 

de poliprolina, constituida por péptidos de entre 6-8 residuos, (SQ-2), sobre gel de γ-

aminopropil sílice. El  procedimiento utilizado,
22

 aplicado de manera clásica para 

preparar FEQ de tipo Pirkle, implica unas condiciones mucho más suaves que las del 

procedimiento seguido para obtener FEQ-1, por lo que se consideró más adecuado. 

Además, la presencia de un espaciador en la superficie de la sílice, el grupo 

aminopropilo, fue considerada una estrategia más conveniente para el anclaje de estos 

selectores peptídicos mucho más voluminosos. FEQ-3 incluye un tratamiento adicional 

de “end-capping” (con HMDS) para desactivar los posibles grupos silanol y 

aminopropilo residuales presentes en la superficie del gel de sílice; y que se realizó 

sobre el soporte quiral antes del empaquetamiento en columnas de acero inoxidable, 

(Figura 5.1.6). 

 

Figura 5.1.6. Estructura de las fases estacionarias quirales en estudio. 
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Las tres FEQ se caracterizaron en base a su análisis elemental. El procedimiento 

sintético utilizado para la preparación de FEQ-1 permite un cálculo fácil e inequívoco 

de la cantidad de entidades quirales en la FEQ, en base a su contenido en nitrógeno (% 

N); ya que todo el nitrógeno detectado es consecuencia de la cantidad de SQ anclado 

sobre la matriz de gel de sílice. Para el cálculo de la cantidad de SQ en las FEQs 

poliméricas, se descontó el porcentaje (%) de N que contiene la matriz cromatográfica, 

y que proviene de los grupos aminopropilo.  

FEQ-2 y FEQ-3 mostraron una cantidad de materia orgánica similar a FEQ-1, 

como indican los valores de la  tabla 5.1.1. A partir de este resultado se dedujo que 

aproximadamente un número similar de unidades de prolina estaban presentes en todas 

las matrices. Dada la naturaleza de los SQs, esto implica una disposición diferente de las 

entidades quirales sobre el gel de sílice, es decir, que FEQ-2 y FEQ-3 contienen una 

menor cantidad de moléculas de SQ. Entre otros factores, el impedimento estéreo puede 

ser el responsable de la incorporación de una menor cantidad de SQ/ g de fase 

estacionaria. 

Tabla 5.1.1. Análisis elemental de las diferentes fases estacionarias quirales evaluadas. 

AE % C %H %N (mmol) unidades de prolina/g FEQ 

FEQ-1 7.86 1.38 1.44 0.34 

FEQ-2 7.45 1.11 1.45  

FEQ-3 6.76 1.09 1.28 0.17 
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5.1.3. Resultados y discusión 

5.1.3-1 Ensayos cromatográficos en fases móviles normales (mezclas 

Heptano/2-PrOH) 

Para evaluar la capacidad enantioselectiva de estas nuevas FEQ la elección de los 

compuestos racémicos fue crítica. De manera que, basándonos en la naturaleza de “tipo 

Pirkle” de la FEQ-1, y la relevancia de las interacciones π-π en este tipo de FEQs, 

algunos de los analitos ensayados se eligieron por contener anillos aromáticos, algunos 

con un fuerte carácter π-aceptor (grupos 3,5-dinitrobenzoilo). Además se consideró el 

análisis de compuestos racémicos con grupos capaces de establecer interacciones por 

puente de hidrógeno, de manera que se ensayaron analitos con grupos hidroxilo libres, 

(Figura  5.1.7). 

 

Figura 5.1.7. Batería de analitos racémicos ensayados. En rojo se muestran los analitos con anillos 

aromáticos de carácter π-aceptor (grupos 3,5-dinitrobenzoilo); y en azul los analitos con grupos hidroxilo 

libres. 

 Factor de retención (k’) 

Respecto a la retención de los compuestos ensayados, se observó que en 

condiciones de fase normal, mezclas heptano/2-PrOH, los compuestos con grupos 

hidroxilo se retenían significativamente más en las FEQs con el SQ de poliprolina 

(FEQ-2 y FEQ-3) que en la FEQ monomérica (FEQ-1).  
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Por otra parte, los compuestos con grupos dinitrobenzoilo (4-8, 12; Figura 5.1.7) 

también se retuvieron más sobre la FEQ de poliprolina, con respecto a su análoga 

monomérica FEQ-1 (a pesar de su menor contenido en materia orgánica); sin embargo, 

este efecto sólo se observó trás el tratamiento de pasivación de la columna. Este 

resultado puso de manifiesto que la pasivación de los grupos silanol reduce eficazmente 

las interacciones no selectivas, e incrementa, por tanto, las interacciones selectivas entre 

los analitos y el SQ peptídico. 

 Factor de separación o enantioselectividad (α) 

En cuanto a la enantioselectividad, FEQ-1 se limitó estrictamente a compuestos 

con grupos dinitrobenzoilo, DNB,  (4-8, Figura 5.1.7); tanto en mezclas heptano/CHCl3 

como heptano/2-PrOH. Respecto al SQ polimérico, FEQ-2 solamente produjo la 

separación parcial de los compuestos 7 y 8. Sin embargo, el tratamiento de pasivación  

tuvo un efecto importante sobre la selectividad observada, puesto que FEQ-3, con el 

mismo selector de poliprolina, mostró valores de enantioselectividad significativamente 

superiores para ambos compuestos. Además, al igual que FEQ-1, el tratamiento resultó 

en la separación parcial de los compuestos 6 y 4, no observada en FEQ-2. La falta de 

resolución de estos compuestos en FEQ-2 se atribuyó a las posibles interacciones no 

selectivas que los analitos pueden establecer con los grupos residuales no reactivos 

presentes en la superficie del gel de sílice; y que se consideró presumiblemente 

despreciable, o menos contribuyente, después del tratamiento de pasivación. Además la 

enantioselectividad de FEQ-3 no se redujo únicamente a compuestos con grupos DNB; 

pues también resolvió otros compuestos, alguno de ellos con sustituyentes de carácter π-

donador, (9-11, Figura 5.1.8). 

 

Figura 5.1.8. Algunos derivados de naftiletilaminas que se resuelven sobre la FEQ de poliprolina FEQ-3. 

Las mejoras observadas, en cuanto a enantioselectividad y campo de aplicación, 

se atribuyeron a la naturaleza polimérica del SQ poliprolina. Así, es presumible suponer 

que la estructura helicoidal en que se organiza el SQ permita la presencia de entornos 

quirales adicionales con capacidad de reconocer de forma estéreoselectiva estos 
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analitos. Sin embargo, los órdenes de elución para la FEQ polimérica fueron idénticos a 

los observados en la FEQ con el derivado monomérico, por lo que este dato no nos 

permitió confirmar la existencia de diferentes mecanismos de discriminación quiral. 

 Capacidad de carga  

Para conocer la capacidad de carga de este nuevo SQ peptídico, se realizó un 

ensayo de saturación comparativo. En este estudio, se evaluó la cantidad máxima de 

analito racémico que las columnas son capaces de albergar produciendo aún bandas bien 

resueltas (RS≤1). Para ello, se eligió el racémico 8, por ser uno de los mejores resueltos 

en ambas fases estacionarias. El ensayo consistió en la inyección repetitiva de 

cantidades crecientes de una solución de concentración 0.2 mg/mL (del analito 8) sobre 

cada una de las columnas. En estas condiciones, la cantidad cargada de analito resultó 

cinco veces superior para la columna con el SQ poliprolina, FEQ-3, a pesar de su 

contenido similar en entidades de prolina por gramo de masa del soporte, (Figura 

5.1.9). 

 

Figura 5.1.9. Estudio de la capacidad de carga de las columnas a) FEQ-1 y b) FEQ-3. Inyección de 

cantidades crecientes de una solución de conc. 0.2 mg/mL (del analito racémico 8) sobre FEQ-1 (10, 50, 

60, 80, 100 µL) y FEQ-3 (10, 230, 260, 300, 350, 400 µL). Fase móvil: Heptano/2-PrOH (90:10), flujo 

1mL/min, λ=226nm. 

En base a estas observaciones, es presumible asumir que la estructura helicoidal 

que adopta el oligómero de poliprolina está involucrada, de alguna manera, en el 

reconocimiento de los compuestos racémicos. 
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5.1.3-2 Ensayos cromatográficos en fases móviles ácidas y/o básicas 

Se analizó también la selectividad de este tipo de columnas para compuestos 

racémicos de interés, como fármacos. Las tres FEQs fueron analizadas frente a 15 

fármacos racémicos  de diferente naturaleza (ácida, básica y neutra).  Entre los fármacos 

ensayados se encuentran : el diltiazem, la warfarina, benzodiazepinas como oxazepam y 

lorazepam, β-bloqueantes como propranolol y pindolol, antiinflamatorios no esteroideos 

AINES como el naproxeno y ketoprofeno y herbicidas como los ácidos 

ariloxipropiónicos (mecoprop y diclorprop). Las fases móviles utilizadas fueron mezclas 

heptano/2-PrOH 0.2% DEA o 0.5% TFA para racémicos básicos y ácidos, 

respectivamente. Este análisis nos permitió comprobar la estabilidad de estas FEQ en 

condiciones ácidas y/o básicas. Aunque la retención de estos compuestos fue superior 

en FEQ-3, no se observó resolución para ninguno de los fármacos ensayados. 

5.1.3-3 Ensayos cromatográficos en fases móviles acuosas 

Las fases estacionarias tipo Pirkle presentan normalmente bajo condiciones de 

fase inversa una enantioselectividad nula o muy reducida.
126

 FEQ-1 no fue ninguna 

excepción a esta observación, puesto que -como era de esperar- no presentó 

enantioselectividad por ninguno de los compuestos ensayados, ni siquiera para los 

compuestos con grupos DNB previamente resueltos en condiciones de fase normal, con 

disolventes orgánicos como fase móvil. Sin embargo, FEQ-3 mantuvo cierta 

enantioselectividad para los compuestos 7 y 8, aunque sensiblemente superior en 

mezclas MeOH/H2O que en mezclas ACN/H2O. Sin embargo, la última fase móvil 

produjo picos más estrechos que originaron mejor resolución, (Figura 5.1.10). 
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Figura 5.1.10. Representación de los cromatogramas obtenidos en fase móvil acuosa para los analitos 

racémicos 7 y 8 con la FEQ de poliprolina (FEQ-3) y la FEQ de tipo Pirkle, FEQ-1. Condiciones: fase 

móvil ACN/H2O (20:80), flujo 1mL/min. 

5.1.3-4 Ensayos cromatográficos en fases móviles apolares  

El comportamiento de las columnas en ausencia de disolventes acuosos o 

alcohólicos también se tuvo en cuenta. De esta manera, se eligió el cloroformo como 

disolvente, de uso muy común para evaluar la enantioselectividad de las FEQ de tipo 

Pirkle. En estas condiciones, FEQ-1 se estabilizó fácilmente. Sin embargo, la fase 

estacionaria de poliprolina necesitó más de tres horas para dar lugar a retenciones 

repetitivas. Por otro lado, tanto el patrón de retenciones como los tiempos de retención 

fueron muy distintos en ambos casos. 

Mientras que para FEQ-1 fue necesario utilizar cantidades moderadas de heptano 

en la fase móvil con el objetivo de observar una retención moderada de los analitos; las 

retenciones en la FEQ de poliprolina, FEQ-3, resultaron anormalmente elevadas para la 

mayoría de compuestos y su capacidad enantioselectiva fue completamente nula. No 

obstante, la adición de una pequeña cantidad de 2-propanol a la fase móvil (CHCl3/2-

PrOH, 98:2) permitió una reducción considerable de la retención y, para alguno de los 

compuestos ensayados, supuso la recuperación de la enantioselectividad, (Figura 

5.1.11). 
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Figura 5.1.11. En la figura se muestra la capacidad enantioseparativa de la FEQ-3 en diferentes 

condiciones de fase móvil: a) heptano/2-PrOH (90:10), b) cloroformo 100% y c) cloroformo/2-PrOH 

(98:2). La figura b) demuestra el aumento de la retención y la pérdida de enantioselectividad, para el 

analito racémico 8, cuando se utiliza como fase móvil 100% CHCl3. 

5.1.3-5 Análisis estructural del SQ poliprolina mediante Dicroísmo Circular  

Las variaciones en cuanto a retención y enantioselectividad, en función de la 

composición de la fase móvil, sugieren, por una parte, un rol importante del 2-propanol 

sobre la enantioselectividad; y, por otra, se consideran debidas a un posible cambio 

conformacional en la estructura del oligómero. Para corroborar esta hipótesis, se 

registraron los espectros de Dicroísmo Circular, DC, del SQ peptídico (SQ-2) utilizando 

las mismas mezclas de disolventes que las utilizadas en los ensayos cromatográficos. 

Para poder establecer comparaciones, se estudiaron también los espectros de DC del SQ 

monomérico. El rango de longitudes de onda escaneadas fue de 219-300 nm, en ambos 

casos. 

El espectro de dicroísmo circular para el monómero, SQ-1, fue muy similar en 

todos los disolventes y mostró únicamente una banda negativa a 245nm. Para el SQ 

peptídico (SQ-2), se observó una banda positiva de intensidad fuerte a 234nm, seguida 

de una banda negativa a 248nm, en mezclas (heptano/2-PrOH 90:10) como disolvente. 

Bajo estas condiciones, el espectro parece indicar la presencia de una estructura 

ordenada, (Figura 5.1.12).  
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Figura 5.1.12. Espectros de Dicroísmo Circular de a) selector quiral monomérico (SQ-1) y b) selector 

quiral poliprolina (SQ-2), en  diferentes mezclas de disolventes. En negro se representa el espectro de 

dicroísmo en ACN/H2O (40:60), en rojo el de MeOH/H2O (40:60) y, en azul, el obtenido en heptano/2-

PrOH (90:10); condiciones de análisis (0.05 mg/mL; celda 2mm, 21ºC). 

Las mismas bandas, aunque de menor intensidad, se observaron también en ACN/H2O. 

Sin embargo, el espectro fue completamente plano cuando se registró en mezclas 

MeOH/H2O. De este modo, la habilidad enantioselectiva de la FEQ-3 en condiciones de 

fase inversa (disolventes acuosos) no parece estar relacionada con la presencia de este 

tipo de estructura ordenada. 

Por otro lado, la elevada absorción del cloroformo no permitió su uso en esta 

técnica. De este modo, no fue posible confirmar la hipótesis creada respecto a que un 

cambio conformacional en la estructura del SQ debía ser responsable del 

comportamiento cromatográfico observado en este disolvente. 

5.1.4. Conclusiones y aportaciones más relevantes 

 El método de preparación de las FEQs produce materiales con contenidos muy 

similares en unidades de prolina por gramo de masa del soporte. Sin embargo, teniendo 

en cuenta la estructura del oligómero, esto implica, una menor cantidad de SQ en la fase 

estacionaria polimérica respecto a su análoga de tipo Pirkle.  

 A pesar del menor contenido en materia orgánica, la presencia del oligómero de 

poliprolina ocasiona factores de retención y enantioselectividad superiores; amplía el 

campo de aplicación, y multiplica la capacidad de carga de la FEQ; lo que permite 
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suponer que la estructura del oligómero está involucrada en el reconocimiento 

molecular de los compuestos racémicos. 

 La composición de la fase móvil altera significativamente el comportamiento 

cromatográfico de la FEQ de poliprolina. Así, la retención de los analitos es ordinaria y 

la enantioselectividad máxima, cuando se utiliza en condiciones de fase normal 

(mezclas heptano/2-PrOH). En medios acuosos, se mantiene cierta enantioselectividad 

aunque la resolución es considerablemente inferior. Sin embargo, en fases móviles 

apolares como el cloroformo, y en ausencia de modificadores alcohólicos, las 

retenciones son extremadamente elevadas y la FEQ pierde completamente su capacidad 

para reconocer la quiralidad. En este último caso, la adicción de un disolvente polar 

prótico (2-PrOH) restablece los tiempos de retención usuales y la enantioselectividad, lo 

que sugiere un rol importante de este modificador. 

 Las variaciones observadas, en cuanto a la retención y enantioselectividad, en 

función de la composición de la fase móvil, se consideran debidas a un cambio 

conformacional en la estructura del oligómero. De este modo, se instaura una relación 

estructura del oligómero/selectividad cromatográfica muy relevante para estas 

novedosas fases estacionarias quirales. 

 Los estudios estructurales del oligómero en disolución, realizados utilizando 

dicroísmo circular (DC) y los mismos disolventes que los utilizados en los ensayos 

cromatográficos de la FEQ, revelan la presencia de una estructura ordenada, 

especialmente en mezclas heptano/2-PrOH; donde también la selectividad 

cromatográfica del oligómero es máxima. Sin embargo, por lo preliminar de estos 

primeros estudios, no fue posible determinar con qué tipo de estructura helicoidal 

específica se relaciona la mayor enantioselectividad de estos oligómeros. 
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5.2. Derivados de poliprolina como selectores quirales en 

cromatografía líquida de alta eficacia: estudios 

cromatográficos y conformacionales 
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5.2.1. Planteamiento y objetivos del estudio 

En estudios previos, se analizó el comportamiento cromatográfico de SQs 

poliprolina inmovilizados sobre soportes de gel de sílice para HPLC. En estos, el 

oligómero de poliprolina se utilizó anclado a la matriz cromatográfica a través de su 

extremo C-terminal. De este modo, los oligómeros demostraron ser superiores respecto 

de fases estacionarias de “tipo Pirkle” análogas, tanto en campo de aplicación como por 

su superior capacidad de carga. Estas observaciones se atribuyeron a la capacidad de los 

oligómeros de poliprolina de adoptar una estructura helicoidal. Esta hipótesis inicial 

quedó apoyada por los cambios observados, en la retención y enantioselectividad, 

cuando se utilizan distintos disolventes en la cromatografía de estas novedosas FEQs.   

En este nuevo trabajo, el derivado de prolina y su oligómero se utilizan anclados 

al soporte cromatográfico a través de su extremo N-terminal. De este modo, se podrá 

evaluar qué influencia tiene la orientación del SQ respecto de la matriz cromatográfica 

en cuanto a las propiedades de la FEQ. El nuevo SQ posee el mismo motivo central 

poliprolina que en el trabajo anterior, pero difiere en la estructura del residuo terminal; 

posiblemente el más expuesto para la interacción con los analitos. Esta unidad terminal, 

puede tener un rol importante en el reconocimiento molecular, especialmente en la 

orientación de los analitos hacia el SQ, y por tanto, en su enantioselectividad. 
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Objetivos específicos: 

1. Evaluar el comportamiento cromatográfico de la nueva FEQ poliprolina, 

preparada por inmovilización del SQ a través de su extremo N-terminal, respecto de su 

análoga monomérica. Comparar los nuevos resultados con los obtenidos previamente 

para las FEQ preparadas por inmovilización C-terminal de los selectores quirales. 

 

2. Estudiar la estructura en disolución de los nuevos selectores quirales peptídicos, 

utilizando dicroísmo circular (CD) y resonancia magnética nuclear (RMN), e intentar 

dilucidar el mecanismo por el que estos selectores establecen el reconocimiento 

molecular de los enantiómeros. 

5.2.2. Diseño experimental 

5.2.2-1 Preparación de los selectores quirales 

Para preparar la nueva fase estacionaria con el derivado de poliprolina 

inmovilizado a través de su extremo N-terminal, es necesario que el oligómero muestre 

su función amino libre. Para ello, se  propuso un esquema sintético en fase sólida, 

idéntico al utilizado para preparar el selector poliprolina con el extremo C-terminal 

libre. La síntesis difiere en las reacciones posteriores llevadas a cabo en disolución, tras 

la escisión del soporte sólido. El extremo amino terminal del selector peptídico se 

modificó con un espaciador adicional, para favorecer el anclaje posterior sobre la matriz 

cromatográfica, (Figura 5.2.1). 
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Figura 5.2.1. Esquema de las reacciones sintéticas llevadas a cabo en disolución para obtener el selector 

quiral poliprolina (7) con el extremo N-terminal libre. 

 

Para preparar el SQ monomérico análogo, 1, se planteó el esquema sintético 

siguiente, (Figura 5.2.2). 

 

 

Figura 5.2.2. Síntesis del selector quiral monomérico con la función amino libre. 

5.2.2-2 Preparación de las fases estacionarias quirales 

Para preparar las fases estacionarias quirales se usaron procedimientos 

estandarizados. En concreto, la fase estacionaria con el SQ monomérico se preparó a 

partir de un procedimiento descrito por el grupo,
125,127

 que consiste en la formación de 

un silano intermedio que posteriormente se ancla sobre el gel de sílice esférica (5µm, 

100Å, Kromasil
®
) para dar lugar a la FEQ. Para el oligómero (7), se preparó por 

inmovilización de éste sobre sílice funcionalizada con grupos aminopropilo, como en el 

trabajo anterior. Las fases estacionarias preparadas se muestran en la (Figura 5.2.3). 
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Figura 5.2.3. Fases estacionarias preparadas por inmovilización, a través de su extremo amino, de 

selectores quirales derivados de prolina y poliprolina sobre un soporte cromatográfico de gel de sílice en 

partículas. 

Para comparar los resultados cromatográficos con los obtenidos en el trabajo 

previo, las fases estacionarias anteriores reciben ahora la notación de FEQ-3 y FEQ-4, 

respectivamente, (Figura 5.2.4). 

 

Figura 5.2.4. Fases estacionarias quirales en estudio: fases estacionarias de “tipo Pirkle” con derivados de 

prolina (FEQ-1, FEQ-3)  y sus análogas con selectores quirales basados en oligómeros de poliprolina 

(FEQ-2 y FEQ-4). 

El contenido de SQ anclado por unidad de masa del soporte se calculó en base a 

los análisis elementales realizados y se expresó, con propósitos comparativos, respecto 

del número de unidades de prolina (monómeros) en el selector quiral, tabla 5.2.1. 
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Tabla 5.2.1. Análisis elementales de las fases estacionarias en estudio. 

 

AE % C %H %N (mmol) unidades de prolina/g FEQ 

FEQ-1 11.44 1.93 1.64 0.29 

FEQ-2 4.59 1.01 1.12 0.12 

FEQ-3* 7.86 1.38 1.44 0.34 

FEQ-4* 6.76 1.09 1.28 0.17 

                             *datos obtenidos en artículo anterior (Sancho, 2006).
128

 

 

 

5.2.3. Resultados y discusión 

La nueva fase estacionaria monomérica, FEQ-1, es también una clásica fase 

estacionaria π-donadora de “tipo Pirkle” y, como en el trabajo previo, se diseñó para 

dirigir el reconocimiento enantioselectivo fundamentalmente a través de la asociación 

por transferencia de carga o “apilamiento” entre sistemas aromáticos de diferente 

carácter (π-donador-π-aceptor). En este sentido, el motivo carbamato introducido sobre 

el SQ, permite la presencia de un sistema aromático rico en electrones (π-donador). Por 

otra parte, el grupo polar (O=C-NH) tiene la capacidad de actuar como un grupo 

donador/aceptor de enlace de hidrógeno y permite asociaciones de tipo dipolar. 

Los analitos racémicos utilizados se eligieron en base a estas características y, 

para permitir comparaciones, fueron los mismos que los utilizados en los estudios 

anteriores. Nótese, sin embargo, que la numeración es diferente respecto al artículo 

anterior. Entre ellos se ensayaron moléculas con grupos dinitrobenzoilo (8-12,16), así 

como analitos con grupos donadores de enlace de hidrógeno (8-15, 19, 20, 22, 26-28), o 

con ambos (8-12), (Figura 5.2.5). 
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Figura 5.2.5. Analitos racémicos ensayados. 

5.2.3-1 Ensayos cromatográficos en fases móviles normales 

En fases móviles normales, compuestas de heptano/2-PrOH, la fase estacionaria 

de tipo Pirkle, preparada ahora por anclaje reverso del SQ, FEQ-1, mostró ser 

enantioselectiva casi exclusivamente para aminoácidos con grupos aromáticos π-

aceptores (grupos DNB), (8-10, Figura 5.2.5); pues resolvió solo parcialmente otro tipo 

de moléculas con estos grupos (11-12, Figura 5.2.5). Sin embargo, no resolvió ninguno 

de los analitos que sólo poseen grupos donadores de enlace de hidrógeno en su 

estructura, a excepción del compuesto (20, Figura 5.2.5). Por el contrario, la nueva fase 

estacionaria de poliprolina, FEQ-2, demostró una enantioselectividad mucho más 

modesta para los derivados dinitrobenzoilados de aminoácidos. Sin embargo, resolvió 

hasta línea de base los compuestos (11-12, Figura 5.2.5). Estos últimos, contienen un 

segundo sistema aromático, que puede estar involucrado en la asociación con el SQ. 

Además demostró enantioselectividad para compuestos con grupos donadores de enlace 

de hidrógeno, (27, Figura 5.2.5), e inesperadamente para compuestos con sistemas 

aromáticos π-donadores, (14-15, Figura 5.2.5) y 28 (análogo π-donador del compuesto 

8). Estas observaciones apuntan a un mecanismo de reconocimiento quiral distinto para 

la fase estacionaria de poliprolina respecto al que ocurre en las fases estacionarias 

convencionales de tipo Pirkle. 
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Se comparó también el comportamiento cromatográfico entre ambas fases 

estacionarias poliméricas. La preparada por inmovilización reversa del SQ poliprolina, 

anclaje N-terminal, FEQ-2; mostró factores de retención inferiores respecto a su 

homóloga FEQ-4, descrita en la publicación anterior. No obstante, la selectividad, para 

alguno de los compuestos, fue sustancialmente superior, a pesar de su menor contenido 

en materia orgánica. Además, se extendió el campo de aplicación a compuestos que no 

habían sido resueltos previamente por la FEQ-4, 16, 19, 27, 28; y demostró 

enantioselectivad para fármacos como la warfarina, (Figura 5.2.6). 

 
Figura 5.2.6. Separación cromatográfica de warfarina en la fase estacionaria de poliprolina, FEQ-2. 

Condiciones cromatográficas: fase móvil heptano/2-prOH (98:2:0,5%TFA); flujo 1mL/min, λ=310nm. 

 

5.2.3-2 Ensayos cromatográficos en fases móviles apolares 

Las nuevas fases estacionarias preparadas por anclaje N-terminal de los SQs, se 

probaron también en fases móviles compuestas por cloroformo o mezclas 

heptano/cloroformo. En estas condiciones, la fase estacionaria de tipo Pirkle, FEQ-1, 

demostró enantioselectividad exclusiva para derivados DNB de aminoácidos, como era 

de esperar. Por el contrario, en estas condiciones de fase móvil, la fase estacionaria de 

poliprolina, FEQ-2, no resolvió ninguno de los compuestos ensayados. No obstante, 

produjo un patrón de retención variable. Así, los compuestos con grupos aceptores de 

enlace de hidrógeno como, 16, 21, 23, 24, apenas se retuvieron; mientras que los 

compuestos 9, 10, 19, 20, 28, con grupos donadores de enlace de hidrógeno, mostraron 

retenciones bastante elevadas k’≈10. En este caso, la adición de cantidades moderadas 

de modificadores polares a la fase móvil, 2-propanol (0.2%); aunque redujo 

considerablemente la retención de los analitos, no produjo recuperación de la 

enantioselectividad. 
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Para averiguar qué rol poseía el enlace de hidrógeno en el enantioreconocimiento, 

y poder así explicar el comportamiento inesperado de poliprolinas en cloroformo, se 

estudiaron otros disolventes en la fase móvil. El éter metil-tert-butílico, MTBE, nos 

pareció una alternativa interesante. Por una parte, es un disolvente más polar que el 

cloroformo y, a diferencia del 2-propanol, es un disolvente aprótico. En fases móviles 

constituidas por mezclas de MTBE/heptano, ambas fases estacionarias de poliprolina, 

FEQ-2 y FEQ-4, recuperaron la enantioselectividad respecto a su comportamiento en 

cloroformo, (Figura 5.2.7). De hecho, ambas mostraron patrones de selectividad 

similares a los obtenidos en mezclas heptano/2-propanol; aunque la resolución se 

mostró inferior, los factores de selectividad fueron sensiblemente similares.  

 
Figura 5.2.7. Separación cromatográfica del analito racémico, 14, sobre la fase estacionaria de 

poliprolina, FEQ-2, utilizando fases móviles de distinta composición; a) CHCl3 (100%);  b) heptano/2-

PrOH (90:10); c) heptano/MTBE (40:60); flujo 1mL/min, λ=227nm. 

De acuerdo a los resultados cromatográficos obtenidos, es posible concluir que el 

enlace de hidrógeno tiene un rol indiscutible en el enantioreconocimiento, sin embargo 

no parece que sea el factor principal que determine la enantioselectividad para este tipo 

de fases estacionarias de poliprolina.   

Por otra parte, dado que los cambios observados en la enantioselectividad y 

tiempo de retención fueron reversibles, y se recuperaron más rápido calentando la 

columna, es posible asumir que están producidos por cambios en la conformación del 

SQ; inducidos por el disolvente utilizado como fase móvil. 
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5.2.3-3 Estudios conformacionales por  métodos espectroscópicos 

5.2.3-3.1 Estudios de Dicroísmo Circular (DC)  

Los espectros de dicroísmo circular, DC, o CD (Circular Dichroism), son útiles 

tanto para determinar la estructura secundaria de proteínas, y péptidos aislados, como 

para evaluar su estabilidad frente a diferentes condiciones del medio. El DC, permite la 

identificación inequívoca de la estructura secundaria de poliprolina;129 por lo que la 

consideramos una técnica básica para determinar la conformación de los selectores 

quirales desarrollados en nuestros trabajos.  

En este estudio se fue más riguroso a la hora de seleccionar las condiciones de 

análisis, pues, gracias a los estudios iniciales descritos en la publicación anterior, ya 

conocíamos el comportamiento esperado para estos polímeros. En particular, se amplió 

el rango de longitudes de onda de estudio, y se analizaron todas las moléculas 

preparadas, tanto los dos monómeros como ambos oligómeros de poliprolina. 

Se registraron los espectros de dicroísmo circular de los monómeros (1 y 3) y 

oligómeros de prolina (7 y 4) utilizando algunos de los disolventes utilizados en la 

cromatografía de sus correspondientes fases estacionarias quirales. Así, se utilizó éter 

metil-tert-butílico (MTBE), ACN, y heptano/2-PrOH (90:10); sin embargo, la elevada 

absorción del cloroformo (por debajo de 220nm) no permitió su uso en esta técnica. Los 

rangos de longitudes de onda escaneados se eligieron en base a la absorción esperada 

para los cromóforos presentes en las moléculas. Puesto que las transiciones electrónicas 

de cromóforos de la unión peptídica (los enlaces amida) ocurren en zonas del UV 

lejano, y los residuos aromáticos absorben en regiones del ultravioleta cercano 

(≈250nm), los espectros se realizaron escaneando la zona del espectro comprendida 

entre 190-350nm, (Figura 5.2.8). 



 

 

 

 

 

 

Figura 5.2.8. Espectros de Dicroísmo Circular de los selectores quirales monoméricos (1,3) y de los SQ poliprolina (7,4) utilizando como disolventes: a) MTBE, b) 

heptano/2-PrOH y c) ACN, (0.05 mg/mL, celda 2mm).
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Todos los espectros de DC, incluidos los del monómero, mostraron una banda de 

intensidad negativa a 248nm. Esta banda se atribuyó a la naturaleza estructural 

intrínseca del selector quiral. En este rango de longitud de onda se registran las 

transiciones electrónicas pertenecientes al entorno de los residuos aromáticos y, por 

tanto, se supone que son debidas a los sustituyentes 3,5-demetilfenilo sobre la posición 

4R del anillo de pirrolidina. 

Los dos selectores quirales de poliprolina muestran espectros de dicroísmo 

circular similares en las condiciones estudiadas. Una banda negativa de intensidad 

fuerte en el rango de 201-218nm seguida de una banda positiva de intensidad media en 

el rango de 225-240nm, en las tres condiciones consideradas. Este patrón de espectro se 

corresponde con una conformación de hélice PPII.
130

 Esta conclusión, se confirmó por 

el cambio en la conformación observado en ACN/H2O (40:60). 

5.2.3-3.2 Estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)  

El cloroformo es, sin embargo, un disolvente muy común en los estudios de 

moléculas a través de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), una técnica además muy 

utilizada en el estudio de moléculas en disolución. Particularmente, existe gran número 

de estudios publicados sobre la conformación de poliprolinas utilizando esta técnica.
131-

133
 

a) Experimentos de 
1
H-RMN 

Para determinar la estructura de los SQs poliprolina, además de los estudios de 

DC, se llevaron a cabo experimentos adicionales de RMN en diferentes disolventes. 

Para este propósito se utilizó un octámero purificado del SQ poliprolina, 7. La ausencia 

de equivalencia magnética estricta para las señales de protón de las distintos residuos de 

prolina dentro del oligómero, y el tiempo de relajación corto que origina señales anchas, 

limita la utilidad de los estudios de 
1
H-RMN. Sin embargo, se hicieron algunas 

observaciones al respecto.  

En concreto, los espectros de 
1
H-RMN de un heptámero purificado del SQ 

poliprolina, 4, se registraron en cloroformo y acetonitrilo deuterado, CDCl3  y CD3CN, 

respectivamente. Puesto que es conocido que el fenómeno de isomerización de los 

polímeros de poliprolina es lento, y ocurre en períodos que pueden comprender desde 

horas, a varios días; los espectros de las mismas muestras se repitieron al cabo de 15 

días, (Figura 5.2.9). 
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Figura 5.2.9. Espectros de 
1
H-RMN del SQ poliprolina, 4, en a) cloroformo deuterado (CDCl3) y b) 

acetonitrilo deuterado (CD3CN); registrados, en ambos casos, a tiempo cero (t0) y después de 15 días. En 

la figura se muestra únicamente la región aromática del espectro. 

Mientras que las señales del espectro en acetonitrilo, permanecieron idénticas con 

el trascurso de los días (b, Figura 5.2.9); las señales observadas en el espectro de 

cloroformo, se desdoblaron con el paso del tiempo (a, Figura 5.2.9). En base a esta 

observación, es posible deducir que el oligómero de poliprolina adopta una 

conformación estable en acetonitrilo. Por el contrario, no parece mantener una 

conformación estable en cloroformo, como indican las señales desdobladas del espectro. 

Es posible asumir que éstas señales se originen como consecuencia de la isomerización 

cis/trans de los enlaces amida del oligómero y, en consecuencia, que ambas 

conformaciones sean posibles en éste disolvente.  

b) Experimentos de 
13

C-RMN 

La resonancia magnética nuclear de 
13

C-RMN es el método de elección para 

determinar las diferencias entre las conformaciones adoptadas por los enlaces 

peptídicos. Es bien conocido que la isomerización cis/trans de los enlaces peptídicos es 

lenta respecto al tiempo de escala de la resonancia,
134

 y de esta manera en los espectros 

de péptidos es posible observar señales de resonancia separadas para los diferentes 

isómeros. 

Se registraron los espectros de carbono 
13

C-RMN de un octámero purificado del 

SQ poliprolina, 7. Las señales se asignaron en base a los datos obtenidos en la literatura 

y por comparación con el espectro de los monómeros 1 y 3, y de algunos intermedios 

sintéticos relacionados. A pesar de la “a priori” no equivalencia esperada entre los 
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distintos anillos de prolina del oligómero, el espectro de 
13

C-RMN realizado utilizando 

acetonitrilo deuterado (CD3CN) fue bastante simple, (c, Figura 5.2.10). 

 

Figura 5.2.10. Espectro de 
13

C-RMN de las regiones 45-80 y 160-180 ppm, a) piridina-d5, 25ºC; b) 

CDCl3, 25ºC y c) CD3CN, 25ºC. La disposición de los enlaces amida se designa como (c) cis y (t) trans. 

La señal observada a 70.7ppm se asignó al carbono γ (C
γ
) del anillo de 

pirrolidina. Las dos señales situadas a 65.9ppm y 63.7ppm se asignaron a carbonos α 

(C
α
) magnéticamente no equivalentes; y la señal amplia a 57.8ppm se atribuyó a los 

carbonos δ (C
δ
) de los distintos anillos de pirrolidina en la molécula. Además, se 

observa una absorción única a 174.4 ppm en la región de los grupos carbonilo. Debido a 

la simplicidad de espectro en estas condiciones, y como apuntan los estudios de 

dicroísmo circular previos, se concluye que la molécula de poliprolina asume una 

conformación PPII -con todos los enlaces en disposición trans- en acetonitrilo/ CD3CN. 

Por el contrario, el espectro de 
13

C-RMN en cloroformo (b, Figura 5.2.10) mostró 

un desdoblamiento de todas las señales, lo que sugiere una distribución aleatoria de 

disposiciones cis/trans de los enlaces amida en la molécula. Con el fin de evaluar un 

posible cambio conformacional en la estructura del oligómero, el espectro fue también 

realizado utilizando piridina-d5, por considerarse un disolvente favorecedor de 

estructura PPI, según los estudios bibliográficos consultados en poliprolinas.
135,136

 El 

espectro en este disolvente se mostró muy similar al observado en cloroformo, y no 

hubo ningún cambio significativo a pesar de evaluar este a dos temperaturas distintas 

25º y 60º. 
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El desdoblamiento de las señales observado en cloroformo, a diferencia de las 

resonancias individuales observadas en acetonitrilo, permiten concluir que existe un 

mayor grado de flexibilidad del SQ en el primero y, una disminución en la proporción 

de estructura ordenada. Esta característica concuerda con la falta de enantioselectividad 

de este tipo de SQs cuando se utiliza cloroformo como fase móvil en cromatografía. 

5.2.4. Aportaciones más relevantes 

 La naturaleza polimérica del SQ poliprolina afecta fuertemente al comportamiento 

cromatográfico de FEQ-2 con respecto a lo que es común para una fase estacionaria de 

tipo Pirkle.  

 El dominio de aplicación de las nuevas FEQs de poliprolina se amplía, y no se 

centra exclusivamente en la complementariedad de las interacciones π-π. 

 El enlace de hidrógeno tiene un rol indiscutible en el enantioreconocimiento de 

este nuevo tipo de fases estacionarias quirales. Sin embargo, la enantioselectividad se ve 

fuertemente afectada por la conformación que una determinada fase móvil imparte en el 

SQ poliprolina.  

 La ausencia de enantioselectividad cuando se utiliza cloroformo como fase móvil 

en cromatografía, puede explicarse por la mayor flexibilidad conformacional que induce 

este disolvente en el SQ poliprolina, como concluyen los estudios de RMN. 
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6 

Materiales monolíticos como soportes para HPLC 

Los sistemas cromatográficos que permiten separaciones rápidas son muy 

valiosos en el campo de la química analítica. La práctica más común para obtener 

separaciones rápidas en HPLC es incrementar la velocidad de flujo de la fase móvil. Sin 

embargo, utilizando los formatos convencionales de sílice en partículas, ciertas 

velocidades de flujo además de originar una elevada presión, reducen la tasa de 

transferencia de masa y, por lo tanto, comprometen la eficacia de la separación. En este 

sentido, los soportes monolíticos representan uno de los avances más prometedores de 

esta última década en el campo de las separaciones rápidas. Esta nueva generación de 

materiales demuestra una eficacia y selectividad similar a la que poseen los materiales a 

base de partículas, pero su morfología permite una nueva vía de optimización de los 

métodos de separación respecto a la velocidad de análisis.  

6.1. Introducción 

Las fases estacionarias monolíticas surgieron a principios de los años noventa.
137-

139
 A diferencia de los materiales convencionales, los monolitos son estructuras porosas 

poliméricas continuas, de una sola pieza, que se preparan por polimerización de 

precursores orgánicos o inorgánicos dentro de un molde, (Figura 6.1.).  

  
Figura 6.1. Estructura de un monolito. 

 

Estos materiales se pueden imaginar como una única “partícula” porosa que ocupa 

el volumen total de la columna; sin que existan los espacios interparticulares propios de 

las columnas de gel de sílice en partículas. De esta manera, la fase móvil circula 

completamente a través de la totalidad de la fase estacionaria, lo que origina sus 

excelentes propiedades. 

Actualmente este tipo de columnas empieza a ser una alternativa real a las 

columnas convencionales de sílice en partículas para separaciones en HPLC.
38,140-142

 

Como consecuencia del pequeño tamaño de sus esqueletos, y sus amplios macroporos, 
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se alcanzan mayores eficacias de separación que con columnas de partículas 

empaquetadas, a una presión similar de trabajo.
143

 De hecho, ya se han descrito 

numerosas aplicaciones con estos materiales en varias modalidades cromatográficas; 

GC, HPLC y CEC.
144-147

 

Las columnas monolíticas se dividen en dos grandes grupos; las que se preparan 

por polimerización de monómeros orgánicos,
145,148,149

 y las de base sílice, que se 

preparan por un proceso de polimerización sol-gel dentro de columnas.
140,144,150-152

  

Las primeras fases estacionarias monolíticas preparadas fueron de tipo orgánico, 

sin embargo, han ido quedando en desuso; debido a su relativa baja eficacia, y 

estabilidad mecánica, en la mayoría de disolventes de uso común en HPLC. Por el 

contrario, los monolitos de base sílice han sido ampliamente aceptados; especialmente a 

partir de la comercialización en el año 2000 de la primera columna de sílice monolítica, 

Chromolith
®
 CapROD (Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania).

153
 Esta gran aceptación 

se refleja en el destacable incremento de artículos publicados haciendo referencia a su 

uso como soporte para HPLC, tendencia que continúa en la actualidad, (Figura 6.2). En 

dichos trabajos, los autores describen las principales características, aplicaciones, así 

como las diversas modificaciones químicas a las que estos materiales pueden ser 

sometidos.
140,144,150-152

 

 

Figura 6.2. Número total de artículos publicados sobre columnas monolíticas para HPLC durante el 

período 1989-2003. Las columnas en negro representan el número de publicaciones referentes a 

monolitos de sílice respecto del total.[
154

] 

La gran permeabilidad de los lechos monolíticos los sitúa como excelentes 

candidatos en análisis en que la rapidez es un requisito imprescindible; como el estudio 

farmacocinético de fármacos y sus metabolitos.
155

 También se han utilizado para 

determinar aditivos alimentarios,
156

 en separaciones de mezclas complejas de 

compuestos biológicos,
157,158

 y, aunque menos extensamente, para la separación de 
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enantiómeros,
41

 en la que el delicado balance energético de complejación requiere de 

columnas muy eficientes. 

6.2. Morfología y propiedades de los monolitos de base sílice 

Los monolitos de sílice consisten típicamente en esqueletos de 0,5-2 µm Ø con 

una estructura de poros bimodal. El tamaño de macroporos suele ser entre 1,7-2,0 µm y 

el de los mesoporos 12-25 nm,
159

 (Figura 6.3).  

 

Figura 6.3. Fotografías SEM de la estructura típica de macro y mesoporos en monolitos de 

sílice. Figura adaptada de referencia [
142

]. 
 

Los macroporos, están interconectados formando canales a través de los cuáles 

fluye, prácticamente, toda la fase móvil. El tamaño medio de estos canales, controla la 

permeabilidad de la columna y, por tanto, la presión a la que la fase móvil debe ser 

bombeada para mantenerla a una determinada velocidad o flujo. Por otra parte, los 

mesoporos, se encuentran en protuberancias del sólido poroso, que se localizan entre los 

canales formados por los macroporos. De la porosidad de estos mesoporos depende, en 

gran parte, la cantidad de fase estacionaria enlazada en el esqueleto de sílice y, en 

consecuencia, el factor de retención de los analitos. 

En resumen, los grandes macroporos son responsables del flujo rápido de la fase 

móvil a través del monolito, mientras que la estructura fina de poros (ó mesoporos) dota 

al material de gran área de superficie específica, ≈ 300-350 m
2
/ g, para la interacción 

con los analitos. 

6.2.1. Permeabilidad 

Una de las características más relevantes de los materiales monolíticos es su 

“dominio”; que se define como el ratio entre el tamaño de macroporo y el que 

constituye su esqueleto de sílice; y que da una idea de la porosidad del material. Los 

monolitos, constituidos por esqueletos de 0,5-2 µm y macroporos de 2 µm,
37-39

 poseen 



Resultados y Discusión 

 

Raquel Sancho                                                                                                               110 

 

dominios de 1-4; un valor muy superior al que presentan columnas empaquetadas con 

partículas de 5µm, donde este ratio es tan sólo de 0.25- 0.4,
40

 (Figura 6.4).  

 

Figura 6.4. Estructura de un monolito de sílice. a)  Indica el diámetro  de los macroporos; b) indica el 

tamaño del esqueleto de sílice. 

Esto indica que, los monolitos, son materiales mucho más porosos y, 

consecuentemente, más permeables a los líquidos.
160

 De hecho, mientras que la 

porosidad externa, debida a macroporos, es comúnmente de 0,4, (en columnas 

empaquetadas con partículas); para los monolitos suele ser de 0,6- 0,8. De este modo, la 

porosidad total de una columna monolítica es un 15% superior respecto a la de una 

columna empaquetada con partículas de 5µm, (66%), tabla 6.1. 

La porosidad superior de los monolitos permite que sean materiales muy 

permeables, por lo que resisten elevadas velocidades de flujo sin sobrepresión en el 

sistema. Además, el proceso de síntesis permite alterar dicho dominio y, así, es posible 

preparar monolitos con hasta diez veces más permeabilidad que la de columnas 

convencionales empaquetadas con partículas de 5µm. Por otra parte, puesto que el 

proceso sol-gel permite un control independiente sobre el tamaño de macro y 

mesoporos, es posible optimizar los materiales también respecto a su eficiencia. De este 

modo se pueden preparar columnas menos o más permeables, con macroporos entre (1-

8µm), mientras que se mantiene constante el tamaño de los mesoporos, es decir, su 

eficiencia. Esta propiedad es única y es imposible de conseguir para los materiales de 

partículas empaquetadas. 
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Tabla 6.1. Características más comunes de materiales de sílice en partículas y 

monolitos, tabla adaptada de referencia [
161

]. 

 
Partículas de sílice Monolitos 

Tamaño de partícula o de esqueleto 5 µm 0,5 - 2 µm 

Macroporos – 2 µm 

Espacio intersticial 1,25 – 2 µm – 

Mesoporos 120 Ǻ 120 Ǻ 

Volumen específico de poros 1,1 ml/g 1 ml/g 

Área de superficie específica 330-350 m
2
/g 300-350 m

2
/g 

Porosidad total ca. 66% ca. 81% 

 

6.3. Síntesis sol-gel de monolitos de sílice 

Los monolitos de sílice se generan por inmovilización de partículas de sílice,
162,163

 

o, más comúnmente, por polimerización de precursores sol-gel.
164,165

 Este proceso 

involucra la hidrólisis catalítica, condensación y posterior poli-condensación de 

alcoxisilanos precursores (TMOS, TEOS) para formar un gel macroporoso continuo con 

una estructura de poros bien definida. La (Figura 6.5)  muestra el esquema de las 

reacciones que tienen lugar en un típico proceso sol-gel en medio acuoso.
165

   

 

Figura 6.5. Reacciones de hidrólisis y condensación en el proceso de polimerización sol-gel de sílice. 

En una primera etapa el alcoxisilano precursor se hidroliza de manera catalítica 

(1, Figura 6.5). El producto de hidrólisis puede sufrir una condensación alcohólica 

reaccionando con otra molécula de alcoxisilano (2, Figura 6.5) o bien puede reaccionar 

con otro grupo hidroxilo mediante condensación acuosa (3, Figura 6.5). Estas 

reacciones pueden estar catalizadas por ácidos,
166

 bases,
167

 iones,
168

 o luz;
169

 ocurren de 
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manera paralela y su cinética se ve afectada por numerosas variables como la 

temperatura, naturaleza y concentración del catalizador y disolvente, y el tipo de 

alcoxisilano precursor.
170

  

Este  proceso de síntesis tiene la ventaja de permitir un control independiente 

sobre el tamaño y volumen de macroporos.
171

 Por una parte, el volumen puede 

manipularse de manera independiente controlando la fracción de disolvente utilizado. 

Por otra parte, la adicción de ciertos aditivos a la mezcla, normalmente polímeros 

solubles en agua como el polietilenglicol (PEG) o tensioactivos, favorece la separación 

de fases y, por tanto, ayuda a controlar el tamaño final de los macroporos. 

Posteriormente un tratamiento adecuado, normalmente con amoníaco, crea los 

mesoporos sobre la superficie del monolito, necesarios para la interacción con los 

solutos. Finalmente el monolito se estabiliza por tratamiento térmico y se encasta en 

columnas de polieteretercetona (PEEK), para su uso en sistemas de HPLC, (Figura 

6.6). 

 

Figura 6.6. Representación de una columna de PEEK para HPLC que contiene un monolito de sílice. 

Durante la última década la tecnología para prepararlos ha sufrido un continuo 

desarrollo. Actualmente se preparan con gran reproducibilidad, tanto columnas de 

tamaño convencional (4,6 mm Ø, 1-10 cm), columnas capilares (50- 200 µm de Ø, 15-

30 cm), así como columnas para separaciones preparativas (25 mm de Ø, 10 cm). 

6.4. Separaciones quirales utilizando monolitos de sílice 

Las ventajas indiscutibles desde el punto de vista hidrodinámico que proporcionan 

los materiales monolíticos,
159,172,173

 han sido contempladas también en el campo de las 

separaciones quirales. La combinación de SQs, altamente enantioselectivos, con 

soportes cromatográficos monolíticos da lugar a separaciones muy eficientes; que se 

obtienen en fracciones del tiempo requerido por columnas convencionales. Aunque hoy 

en día no existen demasiados estudios que involucren separaciones quirales utilizando 

soportes monolíticos,
41

 éste tipo de FEQs ya se considera una alternativa futura a las 

FEQs con soportes convencionales. 
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6.4.1. Métodos de preparación de FEQs monolíticas para HPLC 

Existen principalmente dos métodos para introducir quiralidad en materiales de 

sílice monolítica. El primer método consiste en la preparación del monolito, su 

modificación química en suspensión, y el empaquetado posterior en una columna 

cromatográfica. Sin embargo, el método preferido para preparar FEQs monolíticas 

consiste en la modificación “in situ” de columnas comerciales. Las más  ampliamente 

utilizadas con esta finalidad son las columnas Chromolith
®
 performance Si (Merck),

174
 

y las Onyx
®
 monolithic Si (Phenomenex).

175
 Ambas contienen monolitos, de tamaño 

estándar (100 mm x 4.6 mm), preparados con tecnología sol-gel.
176-178

  

La modificación “in situ” con el SQ se puede llevar a cabo por deposición física, 

o mediante su inmovilización covalente. Aunque la primera es una estrategia más 

simple, solamente se ha utilizado en unos pocos estudios; en columnas de tamaño 

estándar,
179

 y capilares.
180,181

 Por su parte, la inmovilización covalente es la estrategia 

preferida. En la última década se han desarrollado varios métodos para inmovilizar 

distintos SQs sobre sílice monolítica; pudiendo prepararse una gran variedad de FEQs 

con formatos adecuados a cada método de separación; tanto capilares para 

electrocromatografía (CEC)
182-185

 y Nano-LC,
186-190

 como columnas de formato estándar 

para HPLC.  

La inmovilización covalente se lleva a cabo en dos etapas. En una primera etapa, 

la sílice monolítica virgen se activa haciéndola reaccionar con silanos convenientemente 

funcionalizados. Tras la activación, se procede al anclaje covalente del SQ. En ambas 

etapas, las soluciones de los agentes de reacción se bombean a través de la columna 

comercial manteniendo el sistema a elevadas temperaturas. Puesto que, en esta 

estrategia, los agentes de silanización se anclan a la superficie del monolito a partir de 

soluciones bastante diluidas; la distribución del SQ es más homogénea, y las columnas 

que se obtienen son más eficientes que cuando se preparan por adsorción física del SQ. 

Utilizando esta metodología varios autores han generado las versiones monolíticas 

de FEQs comúnmente conocidas en HPLC enantioselectivo,
41

 que se describen en la 

(Figura  6.7) y la tabla 6.2.  
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Figura 6.7. Fases estacionarias quirales (FEQs) preparadas por inmovilización “in situ” de SQs sobre 

columnas comerciales de sílice monolítica. 

 

La aproximación más común para la inmovilización del SQ se basa en reacciones 

de sustitución nucleófila con los grupos funcionales presentes en la superficie del 

monolito. Por ejemplo, la activación de la sílice con grupos epoxi se ha utilizado para 

preparar FEQs con derivados polisacarídicos,
191

 (1, Figura 6.7) y proteínas como la 

albúmina sérica humana (HSA),
192

 (3, Figura 6.7). La sustitución con grupos 

mercaptopropilo permite el anclaje covalente de la t-BuCQN,
193

 (2, Figura 6.7) que en 

su forma inmovilizada ofrece una excelente enantioselectividad para ácidos y derivados 

N-protegidos de aminoácidos. A su vez, las CD se han anclado exitosamente a través de 

la introducción de grupos amino en el monolito,
194

 (5, Figura 6.7). Además de las 

típicas reacciones de sustitución nucleófila, también se han investigado otro tipo. 

Debido a su reactividad ortogonal, y a sus condiciones suaves, la ciclo-adicción de 

azidas a alquinos ha suscitado mucho interés en diversos campos de síntesis orgánica, 

utilizándose en diversas ocasiones para preparar FEQs.
195,196

 Utilizando la versión 

actual catalizada por Cu(I) se ha descrito la preparación de una FEQ monolítica de tipo 

Pirkle que contiene como SQ la L-prolina-indananilida,
197

 (4, Figura 6.7). 
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Tabla 6.2. Columnas de sílice monolítica para HPLC modificadas de manera covalente 

por procedimiento “in situ” con diferentes selectores quirales. 

Selector Quiral Método inmovilización Columna comercial 

 

3,5-DMFC  celulosa 

 

γ-GPTMS/BF3 

 

Chromolith® Performance Si (100 x 4.6) 

β-CD γ-AMPTMS Chromolith® Performance Si (100 x 4.6) 

tert-BuCQN γ-MPTMS Chromolith® Performance Si (100 x 4.6) 

Penicilina G acilasa γ-GPTMS 

 

Chromolith® SpeedRod ( 50 x 4.6) 

HSA γ-GPTMS 

/H5I06/NaCNBH3 

Chromolith® Performance Si (100 x 4.6) 

Tipo Pirkle (3-Azidopropil)trimetoxisilano 

Cu(I) 

Onyx® Monolithic Si (100 x 4.6) 
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7 

Soportes  monolíticos con derivados de poliprolina 

Los materiales monolíticos se han convertido en un medio popular en el campo de 

las separaciones. En cromatografía líquida, los soportes monolíticos -gracias a las 

características especiales de flujo que ofrecen- poseen una serie de ventajas en 

comparación con soportes análogos basados en partículas esféricas. Algunas de las 

cuales son: su elevada eficiencia, rendimiento y productividad. Además, los monolitos 

pueden proporcionar una capacidad de carga superior, una propiedad interesante para la 

separación de productos a gran escala semi-preparativa/preparativa. Sin embargo, a 

pesar de las indiscutibles ventajas que poseen solamente existen un limitado número de 

publicaciones que describen el uso de FEQs para HPLC basadas en estos soportes, 

como se ha comentado en el capítulo precedente. 

Uno de los descubrimientos recientes en cromatografía enantioselectiva es la 

imprevista enantioselectividad derivada del uso de esqueletos de poliprolina como 

selectores quirales. Los esqueletos de poliprolina se consideran una nueva clase de SQs 

peptídicos, aunque comparten aspectos comunes con los de tipo Pirkle.
198

 

Desde que comenzó nuestro interés por la investigación de derivados de poli-

(4R)-hidroxi-L-prolina en cromatografía enantioselectiva, en que se fundamentan los 

estudios que se han comentado en los apartados anteriores de la presente Tesis Doctoral, 

otros dos grupos han prestado también atención a su uso en cromatografía. Estos 

grupos, sin embargo, estudian esqueletos de poliprolina, vírgenes, sin derivatizar. Por su 

parte, Li y colaboradores fueron los primeros en aplicar esqueletos de poliprolina en 

fases estacionarias, con los que obtuvieron un comportamiento enantioselectivo 

interesante.
199,200

 Posteriormente, Lao y colaboradores intentaron explicar el mecanismo 

de reconocimiento de este tipo de FEQs a través del estudio de oligoprolinas cortas 

(di/triprolinas).
201,202

 Sin embargo, la longitud del esqueleto poliprolina determina la 

posibilidad para el SQ de adoptar una conformación helicoidal, que es la que parece 

jugar un papel importante en el enantioreconocimiento.
203-205

  

En los trabajos previos, descritos en el capítulo 5 de la presente tesis doctoral, los 

SQs se prepararon a partir de residuos de prolina modificados con sustituyentes 3,5-

dimetilcarbamoiloxi. Esta sustitución se seleccionó para proporcionar a los SQs de más 

sitios de interacción con la posibilidad de actuar en el mecanismo de reconocimiento 
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enantioselectivo. Los resultados cromatográficos demostraron que los nuevos SQs 

peptídicos poseen un campo de aplicación, y una capacidad de carga, notablemente 

superior al que proporcionan FEQs con derivados monoméricos de prolina 

análogos.
128,206

 

En este trabajo, se pretende utilizar los mismos selectores poliprolina descritos 

con anterioridad en los artículos I y II, para incorporarlos sobre matrices de sílice 

monolítica. Con ello se pretende evaluar el efecto que la matriz cromatográfica puede 

aportarle a las propiedades cromatográficas de estas nuevas FEQs. Teniendo en cuenta 

las propiedades intrínsecas de los materiales monolíticos, descritas con detalle en el 

capítulo anterior, esperamos que se mostraran como FEQs más eficientes y poder 

reducir los tiempos de análisis para los analitos. Por otra parte, es posible imaginar que 

proporcionen soportes con mayor capacidad de carga, lo que también deberá estudiarse.  
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7.1. Columnas de sílice monolítica funcionalizadas con 

selectores quirales derivados de poliprolina como fases 

estacionarias quirales para cromatografía líquida de alta 

resolución  
 

 

Artículo III 

R. Sancho,  A. Novell, F. Svec, C. Minguillón; “Monolithic silica columns 

functionalized with substituted polyproline-derived chiral selectors as chiral 

stationary phases for high-performance liquid chromatography”;  Journal of 

Separation Science, 37, 2014, 2805-2813.  

Índice de Impacto (JCR 2014):2.737 

Posición en área “Analytical Chemistry”: 21/74 

 

7.1.1. Planteamiento y objetivos del estudio 

 Los estudios presentados en los capítulos anteriores demuestran que los 

oligómeros de poli-(4R)-(3,5-dimetilfenil)aminocarboniloxi-L-prolina resultan 

enantioselectivos cuando se utilizan en FEQs para HPLC. Los estudios cromatográficos 

realizados con estas FEQs revelaron valores de retención, enantioselectividad y 

capacidad de carga superiores a los obtenidos cuando se comparan con FEQs que 

incorporan derivados monoméricos análogos. Estos resultados confirmaron las hipótesis 

iniciales propuestas, y sugirieron la participación del esqueleto poliprolina en el 

reconocimiento enantioselectivo de los analitos. Por otro lado, su elevada capacidad de 

carga permitió proponerlos como posibles candidatos para separaciones de tipo 

preparativo.  

El objetivo de este nuevo trabajo es estudiar los efectos que tiene la morfología 

del soporte estacionario sobre las propiedades cromatográficas de la FEQ. De este 

modo, se plantea la inmovilización de los mismos oligómeros de poliprolina sobre 

soportes de sílice monolítica. Dadas las excelentes propiedades hidrodinámicas que 

poseen los materiales monolíticos, comentadas en el capítulo anterior, esperamos poder 

optimizar la eficiencia, así como, la rapidez de las separaciones cromatográficas. 

Además, se pretende evaluar qué efecto tiene este tipo de soporte cromatográfico sobre 

la capacidad de carga de estos novedosos oligómeros. 
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7.1.2.  Diseño experimental 

Los SQs fueron elaborados en el “Institut de Recerca Biomèdica”, Parc Científic 

de Barcelona, siguiendo los procedimientos descritos con anterioridad,
128,206

 (Figura 

7.1.1). 

 

Figura 7.1.1. Estructura de los selectores quiral poliprolina estudiados. 

Para la preparación de las FEQs se siguió un procedimiento de derivatización 

multietapa en columna o “in situ”,
193

 sobre columnas comerciales de sílice monolítica 

(Onyx® Monolithic Si, 100x4.6 mm). La modificación de las columnas comerciales se 

realizó en dos etapas. 

7.1.2-1 Modificación de columnas comerciales Onyx® Monolithic Si   

En la primera etapa el monolito se activó haciéndolo reaccionar con una solución 

de 3-aminopropiltrietoxisilano, para proporcionar a las columnas comerciales grupos 

funcionales amino con los que anclar posteriormente el SQ. La segunda etapa consistió 

en la incorporación de los SQs poliprolina. En ambas etapas, las soluciones de los 

agentes de reacción se bombearon a través de las columnas comerciales manteniendo el 

sistema a elevadas temperaturas. Las columnas monolíticas obtenidas se muestran en la 

(Figura 7.1.2). 

 
 

Figura 7.1.2. Estructuras de las FEQs monolíticas en estudio. 
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7.1.3. Resultados y discusión 

7.1.3-1 Efecto de la derivatización de columnas monolíticas sobre la 

eficiencia  

Una de las características más relevantes de las columnas monolíticas comerciales 

es su elevada eficiencia.
147,207

 Sin embargo, convertirlas en columnas quirales supone 

una modificación adicional que puede alterar las propiedades de estos soportes.  

Para determinar el efecto de la derivatización sobre la eficiencia, se evaluó la 

altura equivalente de plato teórico (H) respecto de la velocidad de flujo de la fase móvil 

(representación de Van Deemter) para ambas columnas monolíticas; la funcionalizada 

con el grupo aminopropil (antes de su derivatización con el SQ), y la FEQ monolítica 

tras la derivatización con el SQ poliprolina (FEQ-1), (Figura 7.1.3). 

 

Figura 7.1.3. Efecto de la derivatización sobre la eficiencia cromatográfica (fase móvil: heptano/2-

PrOH, 70:30) v/v. El analito utilizado para calcular el gráfico fue el 1,3,5-tri-terc-butilbenceno (TTBB). 

Las columnas utilizadas fueron  columna de sílice monolítica Onyx
TM

 aminofuncionalizada y columna de 

sílice monolítica Onyx
TM

 con el SQ poliprolina, FEQ-1, (100 x 4.6 mm).  

Como muestra el gráfico, la eficiencia disminuye con el aumento del flujo, y es 

inferior para la columna derivatizada (FEQ-1) que para la columna monolítica 

funcionalizada sólo con grupos aminopropilo. La derivatización con el SQ disminuye la 

eficiencia de las columnas cromatográficas, especialmente cuando se utilizan con flujos 

elevados (>3mL/min). 
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7.1.3-2 Efecto de la derivatización sobre la presión  

Una de las propiedades más valoradas de las columnas monolíticas es su elevada 

permeabilidad, que permite utilizarlas con flujos de fase móvil elevados sin incremento 

notable de la presión. Para valorar el efecto de la derivatización sobre esta propiedad se 

sometió a la columna monolítica FEQ-1, y a su análoga particulada, a flujos de fase 

móvil de entre 0.5-9 mL/min, y se registraron las presiones generadas en las columnas. 

Como fase móvil se utilizaron mezclas heptano/2-PrOH, de diferente viscosidad, 

(Figura 7.1.4). 

 

Figura 7.1.4. Efecto de la derivatización sobre la presión intracolumna. Las presiones se normalizaron 

para una longitud de columna de 15cm. 

Las mezclas con mayor proporción de 2-PrOH (70:30 v/v) dieron lugar a mayores 

presiones, como consecuencia de la mayor viscosidad de éste disolvente. Sin embargo, 

utilizando el mismo flujo y composición de fase móvil, la columna monolítica FEQ-1 

demostró presiones cinco veces menores que su análoga de sílice en partículas 

(preparada en el artículo I). 

7.1.3-3 Comportamiento cromatográfico de columnas monolíticas con SQs 

de poliprolina  

Los racémicos ensayados se eligieron de acuerdo al mismo criterio establecido en 

los estudios anteriores, y fueron los mismos que los utilizados en los artículos I y II. De 

este modo se consideraron analitos estructuralmente diversos, con características 

químicas concretas; por ejemplo, moléculas con grupos DNB (1-5, 9, 22), con grupos 

donadores de enlace de hidrógeno (1-8, 12, 13, 15, 19-22), o ambos (1-5, 22), (Figura 

7.1.5).  
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Figura 7.1.5. Estructura de los analitos racémicos ensayados. 

Por otra parte, las fases móviles utilizadas fueron exclusivamente mezclas de 

heptano/2-PrOH. Los disolventes clorados se evitaron debido a las restricciones 

impuestas por el material de recubrimiento, PEEK, con que están fabricadas las 

columnas monolíticas comerciales. Las condiciones de fase inversa también se 

descartaron, por reducir drásticamente la enantioselectividad de este tipo de SQs. 

7.1.3-3.1 Perfil de retención y selectividad de las fases estacionarias monolíticas  

Las FEQs monolíticas estudiadas, mostraron dos patrones de retención diferentes 

con respecto a los analitos considerados. En primer lugar, se observaron factores de 

retención elevados, k’, para todos los analitos con grupos π-aceptores (sustituyentes 

dinitrobenzoilo, DNB); que se resuelven fácilmente por ambas columnas monolíticas, 

FEQ-1 y FEQ-2. Dada la presencia de grupos π-donadores (motivos 3,5-

dimetilfenilcarbamato) en el SQ poliprolina, y de grupos π-aceptores en los analitos, se 

asumió que las interacciones complementarias π-π que se establecen entre las dos 

especies jugaban un papel significativo en el enantioreconocimiento de este tipo de 

compuestos, como ya se había observado en los estudios anteriores. Por otra parte, el 

resto de analitos, en las mismas condiciones estudiadas, apenas se retuvieron.  

A parte de los analitos con grupos DNB, y a pesar de su menor retención, los 

compuestos con grupos donadores de enlace de hidrógeno también se resolvieron en 
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ambas columnas monolíticas (6-8, 12, 19-21, Figura 8.1.5). Esta observación es 

consistente con la reconocida importancia que parece poseer el enlace de hidrógeno en 

el enantioreconocimiento impartido por los SQs de poliprolina. 

7.1.3-3.2 Perfil de derivatización de las columnas monolíticas  

La elevada retención observada por las columnas monolíticas se atribuyó a la 

mayor cantidad de materia orgánica que contienen. La densidad de SQ se calculó de 

forma indirecta, y se estimó alrededor de 100-130µmolSQ/g FEQ; que es alrededor de 5 

veces superior que la calculada para sus análogas en partículas 16-22 µmolSQ/g FEQ, 

descritas en las publicaciones previas. Aunque, la superficie específica para ambos tipos 

de materiales es del mismo orden de magnitud (300-320m2/g), se presupone que en los 

monolitos existe una mayor accesibilidad de los reactivos con los sitios de unión 

(presentes en la superficie del gel de sílice); lo que explicaría el incremento en el ratio 

de derivatización de los mismos. 

La diferencia en el grado de derivatización observada entre ambas columnas 

monolíticas, FEQ-1 (91,5µmol/columna) respecto de FEQ-2 (57,2µmol/columna), se 

atribuyó al mayor impedimento estéreo que ofrece el SQ2; que complica la 

aproximación de éste a los sitios de unión reactivos. Este mismo efecto ya se había 

observado con anterioridad para sus análogas en partículas.  

La fase estacionaria monolítica FEQ-2, además de un menor ratio de 

derivatización, demostró menores resoluciones para los analitos, por lo que se le 

practicó una reacción de desactivación o “end-capping”. El incremento de la liofilia 

para esta columna, tras de la reacción de pasivación, dio lugar a una disminución de los 

tiempos de retención. A pesar de ello, la enantioselectividad mejoró, pues la 

disminución del ancho de banda de los picos resultó en una mejor resolución. Por  otra 

parte, la fase estacionaria monolítica FEQ-1 demostró factores de enantioselectividad 

superiores, y mayor resolución que la primera. Por esta razón, considerando la elevada 

derivatización de la FEQ-1, no se le practicó la reacción de pasivación. 

Para resumir, la diferencia en enantioselectividad observada entre las dos 

columnas monolíticas puede considerarse meramente cuantitativa, basada 

probablemente en la diferente densidad de SQ anclada sobre las columnas monolíticas 

de aminopropilsílice. 
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7.1.3-3.3 Comparación entre columnas monolíticas y particuladas 

Los factores de enantioselectividad observados fueron superiores en las columnas 

monolíticas respecto a sus análogas en partículas. Este resultado puede explicarse en 

base a dos factores. Por una parte, es debido a la mayor cantidad de SQ incorporada en 

las FEQs de formato monolítico, respecto de sus análogas en partículas. Por otro parte, 

puede justificarse en base a que, en el soporte monolítico el SQ se encuentra más 

accesible para la interacción con los analitos. Ambos factores se postularon como los  

responsables de la mayor enantioselectividad observada para las FEQs monolíticas.  

7.1.3-4 Comparación de la capacidad de carga entre columnas de sílice 

monolítica y particulada 

La capacidad de carga elevada es una propiedad muy importante cuando se 

consideran aplicaciones preparativas. Es bien conocido que las características de flujo a 

través de los soportes monolíticos pueden contribuir al aumento de la capacidad de 

carga; puesto que, permiten flujos superiores. Por otra parte, en comparación con el 

formato de sílice  en partículas, los monolitos exhiben una mayor accesibilidad a los 

agentes de reacción, a pesar de sus similares áreas de superficie. Esta última propiedad 

resulta en un aumento de la cantidad de SQ que puede incorporarse sobre el soporte. De 

este modo, la combinación de ambas características puede conducir a una mayor 

capacidad de carga para estos soportes. 

Para estudiar la capacidad de carga de la columna monolítica, FEQ-1, respecto de 

su análoga en partículas, se realizó un ensayo de saturación comparativo. En este 

estudio se evaluó la cantidad máxima de analito racémico que las columnas son capaces 

de albergar, produciendo aun bandas bien resueltas (Rs≤1). Para ello se eligió el analito 

racémico 5, por ser uno de los mejores resueltos en ambas FEQs. El ensayo consistió en 

la inyección repetitiva de cantidades crecientes de 5, sobre cada una de las columnas. En 

estas condiciones, la cantidad de 5 requerida para saturar la columna monolítica fue de 1 

µmol y, tan sólo, de 220nmol para su análoga en partículas; esto implica una capacidad 

de carga alrededor de 5 veces superior para la columna monolítica, (a, Figura 7.1.6). 
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Figura 7.1.6. Comparación de la capacidad de carga para el analito racémico, 5, utilizando a) FEQ-1, 

fase móvil heptano/2-PrOH (90:10), flujo 3mL/min; y b) la columna análoga particulada, heptano/2-

PrOH (90:10), flujo 1mL/min. λ=226nm. 

 

Sin embargo, el incremento observado en la capacidad de carga para la columna 

monolítica no puede justificarse exclusivamente en base a la mayor cantidad de SQ; 

pues, este incremento no se corresponde linealmente con el ratio de SQ incorporado en 

la columna monolítica (91,5µmol/columna) respecto de su análoga en partículas 

(40,5µmol/columna). De este modo, la mayor accesibilidad que los analitos tienen hacia 

el SQ en el formato monolítico, se sugiere también como un factor complementario para 

explicar la capacidad de carga superior en estos materiales. 

 

7.1.3-5 Efecto del incremento de los flujos  de trabajo 

Una de las ventajas más llamativas que poseen los materiales monolíticos es su 

elevada porosidad, que proporciona una mayor permeabilidad y número de platos 

teóricos/metro, con respecto a la que muestran los materiales convencionales basados en 

partículas. Este hecho permite poder operar con flujos elevados de fase móvil sin 

incremento notable de la presión y sin pérdida de eficiencia. 

La elevada enantioselectividad y factores de retención observados para la 

columna monolítica FEQ-1, permitieron incrementar el flujo de la fase móvil de 1 a 3 

mL/min; lo que dió lugar a tiempos de análisis mucho más cortos.  
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Para el racémico análogo de Whelk-O, 22, se pudo reducir el tiempo de análisis 

hasta cuatro veces utilizando flujos de hasta 9mL/min, (Figura 7.1.7). Como muestra la 

figura, la separación transcurre con valores de enantioselectividad, α, que se mantienen 

constantes. Aunque el incremento en la altura de plato teórico, producida por el 

aumento de la velocidad del flujo, reduce la resolución; la disminución en el tiempo de 

retención, reduce la difusión, y esto resulta en picos más eficientes, efecto que 

compensa el primero. Consecuentemente, estos materiales pueden considerarse 

apropiados para modos de trabajo de alta productividad.  

 

Figura 7.1.7. Efecto del incremento de los flujos de trabajo sobre la enantioselectividad y resolución del 

analito racémico 22 (análogo de Whelk-O) sobre la columna monolítica, FEQ-1; fase móvil heptano/2-

PrOH (90:10), λ=254nm. 
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7.1.4. Aportaciones más relevantes 

 Las matrices de sílice monolítica permiten la incorporación de cantidades 

superiores de SQ respecto a soportes de sílice en partículas, a pesar de su similar 

superficie específica. 

 El incremento en la cantidad de SQ incorporado sobre la FEQ da lugar a tiempos 

de retención, factores de separación y campos de aplicación más amplios para las 

columnas monolíticas. 

 La diferencia estructural entre los dos SQs poliprolina estudiados afecta a su 

capacidad de incorporación sobre la superficie del monolito, lo que afecta a la retención 

de los analitos. 

 La mayor densidad de SQ incorporada sobre las columnas monolíticas 

proporciona una capacidad de carga superior. 

 Se obtienen capacidades de carga hasta cinco veces superiores para las columnas 

monolíticas respecto de sus análogas en partículas. 

 La mayor accesibilidad del SQ con los analitos, cuando éste se encuentra anclado 

sobre soportes monolíticos, posee una contribución muy significativa sobre la capacidad 

de carga observada. Esta propiedad hace de los soportes monolíticos candidatos para 

propósitos preparativos. 

 Para aplicaciones analíticas, el incremento en los flujos de trabajo permite la 

reducción de los tiempos de análisis sin afectar la resolución; por lo que este nuevo tipo 

de materiales monolíticos pueden considerarse adecuados para estrategias de trabajo de 

elevada productividad. 
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8 

Resumen general de resultados 

1. El procedimiento sintético en fase sólida resultó adecuado para preparar los 

oligómeros de poliprolina objetivo; sin embargo, proporcionó polímeros con una 

distribución de cadenas, de entre 6-8 residuos. Se determinó que el paso delimitante de 

la síntesis lo constituye la incorporación, sobre la resina, del segundo residuo de prolina; 

por el impedimento estérico que se produce. Aunque se pudo mitigar, en parte, 

reacoplando varias veces este aminoácido; sin embargo, fue necesaria la acetilación (de 

los grupos no reactivos) antes de continuar con la elongación del polímero. Este hecho 

originó, por otra parte, un bajo rendimiento sintético. De este modo, se requirieron 

múltiples procesos sintéticos, en paralelo, para preparar los SQs poliprolina en 

cantidades suficientes. 
2. La funcionalización del gel de sílice en partículas, Kromasil

® 
(5µmØ, 100Å), con 

3-aminopropiltrietoxisilano, originó un soporte cromatográfico con un contenido de 

nitrógeno del 0.81% (p/p); adecuado para permitir la incorporación de los SQs 

poliprolina en cantidades suficientes.  
3. Las FEQs se prepararon por inmovilización de los SQs sobre el de gel de sílice; 

que se realizó tanto a través del extremo N-terminal como del C-terminal de los 

mismos.  
4. La incorporación de los oligómeros de poliprolina sobre el gel de γ-

aminopropilsílice originó soportes cromatográficos con contenidos del orden de 0.12-

0.17 mmol unidades prolina/g FEQ; una cantidad similar a la incorporada sobre las 

preparadas con los derivados monoméricos análogos, que fue del orden de  0.29-0.34 

mmol SQ /g FEQ. Dada la naturaleza de los selectores quirales, esto implica un menor 

contenido de SQ en las fases estacionarias poliméricas; entre otros factores, el 

impedimento estéreo puede ser el responsable de impedir la incorporación de una mayor 

cantidad de SQ. 
5. Las FEQ, suspendidas en metanol, fueron empaquetadas por el método de 

“slurry”, utilizando isooctano como disolvente y un sistema de compresión, sobre 

columnas de acero inoxidable de 150 x4.6 mm para cromatografía. 
6. Los ensayos cromatográficos, de todas las fases estacionarias, se realizaron 

utilizando diferentes condiciones de fase móvil, y un modo de elución isocrático. Las 
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fases móviles normales, constituidas por mezclas de disolventes orgánicos de distinta 

polaridad; fueron mezclas de Heptano/2-PrOH, Heptano/MTBE, cloroformo y 

Heptano/cloroformo. Las fases móviles inversas, o medios acuosos, fueron mezclas de 

H2O/ ACN y H2O/ MeOH. 
7. Las fases estacionarias fueron diseñadas para operar por mecanismos de 

reconocimiento similares a los que poseen las fases estacionarias convencionales de 

“tipo Pirkle”. Por este motivo, los derivados de prolina, y poliprolina, se diseñaron para 

incorporar un grupo 3,5-dimetilfenilcarbamato sobre la posición 4R del anillo de 

pirrolidina. El motivo carbamato introducido, permite, por una parte, la presencia de un 

sistema aromático rico en electrones; capaz de actuar como donador de electrones en 

interacciones de apilamiento (π-π); y, por otra parte, el grupo polar (O=C-NH) tiene la 

capacidad de actuar como un grupo donador/aceptor de enlace de hidrógeno, y/o 

permite asociaciones de tipo dipolar, (Figura 8.1). 

 

 

Figura 8.1. Estructura de los SQs diseñados y representación de las principales interacciones 

electrostáticas con las que pueden establecer el reconocimiento enantioselectivo de los compuestos 

racémicos. a) Selector quiral monoprolina, y b) oligómero de poliprolina. 

Además, este mismo motivo carbamato, es la modificación química más común 

entre los derivados de polisacáridos más versátiles, por lo que se consideró ideal para 

proporcionar enantioselectividad a los oligómeros de poliprolina. 

8. La batería de analitos racémicos ensayados se seleccionó en base a las 

interacciones esperadas; por este motivo algunos contuvieron grupos aromáticos π-

aceptores (grupos DNB) en su estructura; otros se seleccionaron por poseer grupos 

donadores de enlace de hidrógeno; y algunos otros por contener una mezcla de ambos. 
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9. En fases móviles normales, mezclas heptano/2-PrOH, las FEQs con el derivado 

monomérico de prolina mostraron enantioselectividad casi exclusiva para aminoácidos 

con grupos aromáticos π-aceptores (grupos DNB). El mismo comportamiento fue 

observado cuando se cromatografiaron utilizando disolventes de baja polaridad, como el 

cloroformo, en la fase móvil. De este modo, se pudo suponer, como es común a las 

FEQs de tipo Pirkle, que las interacciones de apilamiento que se establecen entre anillos 

aromáticos de diferente carácter (π-π) son la fuerza atractiva primaria que conduce al 

enantioreconocimiento en este tipo de fases estacionarias. En todos los casos, tanto los 

factores de retención, k’, como los valores de enantioselectividad, α, fueron superiores 

para la FEQ monomérica con el SQ inmovilizado a través de su función amino libre. 
10. Las FEQs preparadas con oligómeros de poliprolina, cromatografiadas en fases 

móviles normales, compuestas de heptano/2PrOH, mostraron mayor 

enantioselectividad, y un campo de aplicación más amplio que sus análogas 

monoméricas; pues además de resolver compuestos con grupos DNB, resolvieron 

racémicos con grupos donadores de enlace de hidrógeno en su estructura; lo que sugiere 

un mecanismo de reconocimiento quiral distinto respecto al que presentan sus análogas 

monoméricas. En estas condiciones de fase móvil, la resolución de los compuestos 

ocurre con valores de enantioselectividad elevados y factores de retención moderados, 

aunque superiores para los compuestos con grupos aromáticos π-aceptores, respecto de 

los que no lo contienen.   
11. La capacidad de carga de las FEQs poliméricas fue del orden de 5 veces superior 

respecto de  sus análogas monoméricas, a pesar de su menor contenido en materia 

orgánica. Esta observación, apuntó de nuevo a un mecanismo de reconocimiento 

distinto, en que debía estar involucrada la estructura helicoidal del oligómero. 
12. La dirección de anclaje del oligómero, sobre el soporte cromatográfico, influenció 

las propiedades de las FEQs. Cuando el oligómero de poliprolina se inmoviliza a través 

de su función carboxilato; la fase estacionaria posee un perfil de retención superior con 

respecto al que presenta la preparada por inmovilización contraria, a través de la función 

amino. Esta diferencia se justificó en base a la diferente cantidad de SQ inmovilizado 

en cada una de las FEQs. La introducción de un espaciador adicional para permitir la 

inmovilización del oligómero, a través de su extremo amino, parece el factor 

responsable de producir un mayor impedimento estéreo y de dificultar la aproximación 

del SQ a los sitios de unión reactivos; lo que explicaría la menor cantidad de SQ 

incorporada, y los factores de retención inferiores. A pesar de ello, su perfil de 
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selectividad, en fases móviles normales (mezclas heptano/2-PrOH), fue mejor para 

algunos de los compuestos racémicos ensayados. 
13. En condiciones de fase inversa, con disolventes acuosos en la fase móvil, las fases 

estacionarias de poliprolina presentaron factores de retención superiores respecto a los 

observados en fase normal (mezclas heptano/2-PrOH). Sin embargo, se redujo 

considerablemente la selectividad y resolución observada par los compuestos 

racémicos; que fue, sin embargo, mejor en mezclas ACN/H2O que en metanol/H2O. 

14. La presencia de fases móviles apolares, constituidas por cloroformo o 

cloroformo/heptano, aniquiló por completo la enantioselectividad observada para ambas 

columnas de poliprolina; y produjo un patrón de retención variable para los analitos. 

Los compuestos con grupos aceptores de enlace de hidrógeno apenas se retuvieron; 

mientras que, los que poseen grupos donadores de enlace de hidrógeno mostraron 

retenciones bastante elevadas.  

15. La adición de pequeñas cantidades de un modificador alcohólico (2-PrOH), a la 

fase móvil de cloroformo, disminuyó la retención de los compuestos y permitió la 

recuperación de la enantioselectividad para alguno de ellos (particularmente en la FEQ 

con el oligómero inmovilizado a través de la función carboxilato). Este comportamiento 

sugirió, por una parte, un rol importante del 2-PrOH en la enantioselectividad y, por 

otra, la importancia que debía tener el enlace de hidrógeno en el mecanismo de 

enantioreconocimiento para este tipo de fases estacionarias poliméricas. 

16. Para averiguar qué rol debía tener el enlace de hidrógeno, y explicar su 

comportamiento en cloroformo, ambas columnas de poliprolina se cromatografiaron 

utilizando fases móviles compuestas por MTBE/heptano. El MTBE, se seleccionó por 

ser un disolvente más polar que el cloroformo, y por ser un disolvente aprótico (a 

diferencia del 2-PrOH). 

17. En fases móviles compuestas por MTBE/heptano las FEQ de poliprolina 

recuperaron la enantioselectividad respecto a su comportamiento en cloroformo. De 

hecho, mostraron patrones de selectividad similares a los obtenidos en mezclas 

heptano/2-PrOH. De acuerdo a los resultados cromatográficos, se concluyó que el 

enlace de hidrógeno tenía un rol indiscutible en el enantioreconocimiento, aunque no 

parecía ser el factor principal que determinara la enantioselectividad para este tipo de 

FEQs. 

18. Los espectros de Dicroísmo Circular, realizados con los oligómeros de poliprolina 

en disolución, determinaron que el oligómero poseía una estructura helicoidal estable de 
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tipo PPII, en heptano/2-PrOH, MTBE y ACN. Aunque no permitieron estudiar su 

comportamiento en cloroformo. 

19. Los espectros de resonancia magnética nuclear de 
1
H-RMN y 

13
C-RMN 

determinaron que el oligómero de poliprolina presentaba una conformación única y 

estable en acetonitrilo, que se correspondía con una estructura helicoidal de poliprolina 

PPII. En cloroformo por el contario, los oligómeros mostraron una conformación 

aleatoria de enlaces cis/trans.  

20. Estos resultados concluyeron que la falta de enantioselectividad cromatográfica en 

cloroformo era debida a un cambio conformacional en la estructura del SQ, y nos 

permitieron determinar que el enantioreconocimiento debía estar asociado a la 

disposición trans extendida que los oligómeros adoptan en la estructura de hélice PPII. 

21. La introducción de estos selectores quirales poliprolina sobre columnas de gel 

sílice monolítica permitió incrementar la cantidad de selector quiral inmovilizado, lo 

que resultó en un incremento notablemente de la retención, enantioselectividad y el 

campo de aplicación de los nuevos selectores quirales poliprolina. 

22. La capacidad de carga fue cinco veces mayor en las columnas monolíticas 

respecto de sus análogas de sílice en partículas y, por tanto, del orden de 20 veces 

superior a la de columnas particuladas con SQs de prolina monoméricos. 

23. Las excelentes propiedades de que disponen los monolitos, elevada permeabilidad 

y eficiencia, permiten acelerar las separaciones cromatográficas hasta cuatro veces, sin 

apenas pérdida de resolución. Por lo que concluimos que las columnas monolíticas con 

derivados de poliprolina constituyen unos buenos candidatos para separaciones de tipo 

preparativo y, a su vez, permiten ser utilizadas para análisis de rutina rápidos.  
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9 

Conclusiones 

 

 Los derivados de poli-4R-hidroxi-L-prolina constituyen unos selectores quirales 

robustos, y de amplia aplicabilidad, idóneos para su uso en la separación de 

enantiómeros por HPLC, tanto a nivel analítico como semi/preparativo. 

 El gel de sílice monolítica constituye el soporte cromatográfico más adecuado, 

pues permite la incorporación de una mayor cantidad de SQ y, consecuentemente, las 

FEQs preparadas amplían su enantioselectividad, campo de aplicación y capacidad de 

carga respecto a las preparadas con soportes de sílice convencional. 

 Tal como esperábamos, las fases estacionarias quirales preparadas con SQs 

derivados de poliprolina permiten ampliar notablemente el comúnmente reducido 

campo de aplicación y capacidad de carga que poseen las fases estacionarias de tipo 

Pirkle preparadas con derivados monoméricos análogos; además de proporcionar 

separaciones de mayor enantioselectividad. 

 Estas propiedades mejoradas vienen determinadas por la estructura de orden 

superior helicoidal que adoptan estos oligómeros, y que está involucrada en la partición 

de los compuestos racémicos. 

 La estabilidad conformacional que debe poseer el oligómero, para que exista 

reconocimiento enantioselectivo, determina su mecanismo de reconocimiento quiral; 

que es distinto al que poseen los derivados monoméricos análogos.  

 Es probable que el mecanismo de reconocimiento quiral por el que operan, 

involucre el establecimiento de enlaces de hidrógeno con el grupo carbonilo de amida 

del enlace peptídico; pues este grupo se encuentra más expuesto hacia el disolvente 

cuando el oligómero de poliprolina se encuentra en disposición trans, y ésta es la 

disposición que ocurre en disolventes polares; donde, a su vez, se observa la mayor 

enantioselectividad cromatográfica. 

 Se concluye que los grupos arilaminocarbonil, distribuidos a lo largo de la cadena 

peptídica, juegan un papel importante amplificando el enantioreconocimiento; como así 

lo demuestran los valores superiores de retención y enantioselectividad que se obtienen 

para compuestos racémicos que contienen grupos aromáticos π-aceptores, respecto de 

los que no lo poseen. 
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