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Resumen

La gran mayoria de farmacos sintéticos que produce la industria farmacéutica,
son compuestos con isomeria Optica. Sin embargo, teniendo en cuenta la elevada
estéreoselectividad de los sistemas bioldgicos, es imprescindible analizar por separado
el perfil de potencia y actividad de cada isomero antes de decidir la comercializacion del
farmaco como mezcla o enantibmero Unico. En este marco, es vital disponer de métodos
que permitan la obtencion de compuestos quirales de forma enantiopura, de un modo
rapido, en cantidades suficientes y a costes asumibles.

Los métodos cromatograficos enantioselectivos se han proclamado como los
procedimientos estdndar para este menester. Actualmente, la cromatografia liquida
enantioselectiva, HPLC, sobre soportes que incorporan agentes quirales, se considera la
técnica cromatografica mas versatil; pues permite el aislamiento de enantibmeros a
pequefia y gran escala, y posibilita el control analitico de la pureza enantiomérica en
muestras de muy diversa indole. Sin embargo, a pesar del elevado desarrollo
tecnoldgico alcanzado en este campo, todavia es necesario continuar desarrollando
nuevos soportes cromatograficos quirales que mejoren las propiedades de los ya
existentes, o permitan aplicaciones nuevas.

En el marco del proyecto, “Separacion preparativa de enantiomeros:
cromatografia en contracorriente, membranas enantioselectivas y aplicacion de la RMN
al disefio 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 separacion de enantiomeros en HPLC.

Los selectores quirales de poliprolina disefiados, inmovilizados sobre gel de silice
en particulas, han originado fases estacionarias quirales que demuestran ser una
alternativa a las convencionales basadas en aminoacidos discretos. EI campo de
aplicacion es mas 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
polimero. Sin embargo, debido a las caracteristicas tan especiales que imparte este
aminoéacido a los enlaces peptidicos en los que participa, son posibles dos estructuras
helicoidales para estos oligdbmeros en disolucién, y que involucran la geometria del

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



estabilidad de una conformacion respecto de la otra, y debe tenerse en cuenta a la hora
de seleccionar la fase movil que se utiliza en los ensayos cromatogréficos. Las fases
moviles 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 Dicroismo Circular y RMN, realizados disolviendo estos
oligbmeros en los mismos disolventes que los utilizados en cromatografia, determinan
que los oligomeros de poliprolina poseen una conformacion estable trans (PPII) en
disolventes organicos 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, PPl y PPII, respectivamente.

Puesto que en fases mdviles compuestas por cloroformo la enantioselectividad
cromatografica 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 oligdbmero, que se estabiliza en
disolventes organicos mas polares. De este modo, es presumible que el mecanismo de
reconocimiento de los enantiomeros se establezca a través de la formacion de enlaces de
hidrégeno con los grupos carbonilo de amida, del enlace peptidico. Por otra parte, los
grupos arilaminocarbonil, distribuidos a lo largo de la cadena peptidica, juegan un papel
importante amplificando el enantioreconocimiento.

La introduccion de estos nuevos SQs sobre soportes de gel de silice monolitica
mejora las propiedades de las FEQs. Los materiales monoliticos permiten la
incorporacion de una mayor cantidad de SQ en la fase estacionaria, lo que
consecuentemente amplia la retencion, enantioselectividad y capacidad de carga que se
observa. Por otra parte, debido a las excelentes propiedades hidrodinamicas que poseen,
es posible acelerar las separaciones quirales, sin pérdida de eficiencia. Asi, las fases
estacionarias monoliticas con derivados de poliprolina se consideran excelentes

candidatos para separaciones de enantiomeros a nivel preparativo.
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Introduccion general

1
Introduccion

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

especular, es una caracteristica estructural que los componentes méas simples de los
seres Vvivos -azlcares, aminodcidos y lipidos- poseen. Esta propiedad se extiende a
polisacéridos, 4&cidos nucleicos y proteinas, constituidos de estas unidades
fundamentales. Como consecuencia de la responsabilidad de estos compuestos en las
diversas funciones y procesos bioldgicos, éstos resultan ser altamente estéreoselectivos.
A pesar de las implicaciones que ello conlleva en diversos campos como la industria
agroquimica, de aromas y fragancias, y en la industria alimentaria, es en terapéutica
donde el fendmeno ha sido considerado mas relevante por su repercusion directa en la
salud humana. Sin embargo, hasta hace unos veinte afos, la mayoria de los farmacos
sintéticos quirales se han utilizado como mezclas racémicas, debido a la dificultad para
analizar y obtener de forma aislada sus enantiomeros. En la actualidad, el creciente
desarrollo de nuevas metodologias de sintesis asimétrica, y el desarrollo de poderosas
técnicas de separacion analitica y preparativa, han hecho posible que un gran nimero de
moléculas se comercialicen en forma enantioméricamente pura. Con ello se busca

incrementar la efectividad y seguridad de los tratamientos farmacologicos.
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Introduccion general

1.1. La quiralidad y sus consecuencias farmacoldgicas:

tendencias de la industria farmaceéutica

La elevada estéreoselectividad de los procesos ADMETox (administracion,
distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad), asi como de la propia interaccién del
farmaco con su diana terapéutica, constituye el origen de los diferentes perfiles de
potencia y/o actividad que ambos enantiomeros pueden presentar cuando se administra
un farmaco como mezcla racémica. A menudo uno de los enantiomeros resulta ser mas
activo para la accion (eutémero), mientras que el otro (distbmero) puede ser inactivo,
tener una actividad completamente diferente, contribuir a los efectos adversos, presentar
toxicidad o incluso actuar como antagonista." Existen numerosos farmacos, los
enantiémeros de los cuales presentan diferencias significativas en su perfil de actividad

farmacoldgica (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Diferencias farmacoldgicas entre enantiomeros: a) La forma (S) del atenolol es la
responsable de la accidn farmacol6gica (eutomero); b) El enantiomero (R,R) del metilfenidato presenta 10
veces mas actividad que el (S,S) para el tratamiento de la hiperactividad; ¢) El (S)-amlodipino es el
enantiomero responsable de la actividad blogueante 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 enantibmero (R) se metaboliza y elimina cuatro
veces mas rapidamente que el isémero (S).

Por este motivo, la quiralidad se ha convertido en un tema relevante en el proceso
de descubrimiento, desarrollo y comercializacién de nuevos farmacos;®’ prefiriéndose
el uso de farmacos enantiomeéricamente puros. Estos Ultimos resultan ventajosos en
cuanto a que permiten la reduccién de la dosis administrada, asi como de la variabilidad
interindividual del efecto, la disminucién de la toxicidad que proviene del distdmero vy,

en ciertos casos, el aumento de la ventana terapéutica.>® Asi, se origina un perfil
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Introduccion general

farmacodindmico mas selectivo y puede realizarse una determinacién mas precisa de la
relacion dosis-respuesta.

En los ultimos 15-20 afios, el elevado desarrollo tecnoldgico en este campo ha
permitido la progresiva expansion en la comercializacion de farmacos
enantiomeéricamente puros, en paralelo a la disminucién en el desarrollo de

medicamentos racémicos (Figura 1.2).%*

70% - B % racemates
&) %smgle enantiomers

602 D % achnral
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40%
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O 13 Qo
A9% 49 A9 A9%® 20 29
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R enantiomers
44%

18%

Figura 1.2. a) Evolucién del porcentaje de farmacos comercializados como racémicos y enantiémeros
puros entre el periodo 1983-2006. b) Distribucidn en porcentaje por tipos de farmacos.

Por otra parte, este crecimiento ha sido promovido por la apariciéon de estrictas
reglamentaciones al respecto por parte de las autoridades sanitarias competentes.™?
Segln estas normativas, el fabricante tiene que aportar datos farmacoldgicos,
toxicoldgicos y de metabolismo que justifiquen el desarrollo del nuevo farmaco como
mezcla o enantiomero Unico, caso en el que el enantiomero no deseado se considera
como impureza.'® En la actualidad la mayoria de los farmacos quirales que constituyen
el mercado farmacéutico se desarrollan directamente como enantiémeros Gnicos. Son

los designados como “New Single isomer Chemical Entity” (NSCE), (Figura 1.3).
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Introduccion general

/a) NSCE \ b) "Chiral switches"
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Figura 1.3. a) Farmacos comercializados como enantiomeros Unicos (NSCE). Se muestran dos de los
tres fArmacos quirales méas vendidos en el afio 2012; datos de Business Insider. b) Farmacos que, después
de haber sido comercializados como racémicos, han entrado en el mercado como enantidmeros nicos

(“chiral switches”). Entre ellos el esomeprazol ocupa el tercer lugar en la lista de farmacos méas prescritos
a nivel mundial.

Por otra parte, aquellos ya comercializados como mezclas racémicas, suelen
reformularse como enantiomeros Unicos 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.****
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2
Meétodos de obtencion de compuestos enantiopuros

Los enantiomeros de un compuesto quiral se pueden obtener alternativamente
mediante sintesis asimétrica o a través de la resolucion de mezclas de los mimos. En
general, cuando se necesita la preparacion de una gran cantidad de producto suele ser
mas conveniente el uso de una ruta de sintesis asimétrica que conduzca directamente al
enantiomero deseado. Para ello se pueden utilizar compuestos del denominado “pool de
quiralidad” como productos de partida, o bien auxiliares y/o catalizadores quirales, asi
como biotransformaciones estéreoselectivas.’>*® Los desarrollos recientes conseguidos
en este campo,’’ son significativos. No obstante, establecer una ruta sintética
estéreoselectiva suele requerir un proceso de optimizacion largo y, a menudo, no se
alcanza el nivel de pureza enantiomérica requerido por las reglamentaciones sanitarias.

Por otra parte, la resolucion o aislamiento de compuestos racémicos mediante
técnicas de separacion enantioselectivas suele ser la solucion mas rapida y econdémica,
sobre todo al inicio del estudio farmacol6gico del compuesto, cuando se requieren
cantidades moderadas de ambos enantiomeros. Ademas, las técnicas de resolucion se
consideran una herramienta basica para la identificacion y el andlisis de la pureza
enantiomérica y, a menudo, son la Unica opcidon 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 cromatograficos enantioselectivos

Existen tres métodos generales para producir la separacion preparativa de
enantiomeros a partir de sus mezclas. Por una parte, se puede proceder a realizar una
resolucién (cinética) enzimatica.'® También existen procesos fisico-quimicos como la
cristalizacion directa de enantiomeros o a través de la formacion de diastere6meros a

19,20

partir de estos, (método indirecto). Finalmente, se puede realizar una resolucion

cromatografica directa utilizando un soporte quiral o fase estacionaria quiral (FEQ).**??
Los métodos cromatograficos son hoy en dia una de las herramientas mas poderosas

para el andlisis y separacion de mezclas de enantibmeros, especialmente la
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cromatografia liquida (LC).?® Aunque estos métodos son muy diversos, y comprenden

distintas técnicas, comparten un fundamento de separacion comun.

2.1.1. Fundamentos de la separacion cromatografica de enantiomeros

sobre fases estacionarias quirales sélidas

De forma genérica, el método de separacion cromatografico consiste en la
distribucion que los componentes de la mezcla a separar establecen entre dos fases
inmiscibles, que estdn en contacto permanente. Una de las cuales se encuentra en
movimiento, por lo que se conoce como fase mavil, y consiste en un fluido (gas, liquido
o fluido supercritico) cuya funcion es arrastrar la muestra a través de la fase fija, que
estd en reposo. Esta Ultima se conoce también como fase estacionaria y esta constituida
por un sélido inerte inmiscible con la fase mavil, habitualmente particulas de gel de
silice, que se dispone dentro de una columna. Las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos a separar determinan la magnitud de distribucion, interaccion y retencion
que estos establecen con la fase estacionaria; en virtud de las cuales se separan.

En cuanto a la separacion enantioselectiva, es necesario crear un entorno quiral
que promueva la retencion diferencial de ambos enantiomeros, pues éstos poseen
propiedades fisicoquimicas idénticas. A estos efectos, el sistema cromatografico debe
contener un compuesto quiral enantioméricamente puro, el selector quiral (SQ), que se
afiade a una de las fases. La modalidad mas utilizada consiste en inmovilizar el SQ en la
fase estacionaria solida,?® a la que se denomina fase estacionaria quiral (FEQ), (Figura
2.1).

-
fml
|
| i
—Sli—o—?immfvvv\
| °
) —Si—0—Sjr e
| | “espaciador”
CIJ o]
—Sli—OH |
Corte transversal
.

Figura 2.1. Representacion de una fase estacionaria quiral constituida por particulas sélidas de gel de
silice en las que se inmoviliza un SQ.
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Durante el proceso cromatografico, los dos enantiomeros 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 caracter
transitorio. La distinta geometria y estabilidad termodindmica de estos complejos,
determina la magnitud con que cada enantiomero se retiene sobre la FEQ vy, en tanto, la
separacion de los mismos. Este modo de operar permite separaciones cromatograficas
directas y simplifica la deteccion, pues las especies eluyen como enantiémeros y, por

tanto, se comportan de igual manera frente al detector.

2.1.2. Consideraciones teodricas

El modelo tedrico cromatografico trata la migracion de los compuestos como un
proceso dividido en mdltiples etapas estéticas encadenadas entre si. Cada una de estas
etapas presupone un equilibrio de distribucion que el compuesto establece, entre las
fases movil 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,
‘_
Amc’)vil - Aestacionaria

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

coeficiente termodinamico de reparto, y se define como:

K:[A_S
A]

—

S

(ec. 1.1)

Donde [A]s ¥ [A]m es la concentracién molar (mol/L) del compuesto en la fase

estacionaria y movil, respectivamente.

En cuanto a la separacién de un compuesto quiral utilizando FEQ soélida, deben
tenerse en cuenta dos equilibrios de distribucion, correspondientes a la asociacion de
cada uno de los enantidbmeros del compuesto, R y S, con el SQ. Dicha asociacion da
lugar a la formacion de dos complejos de naturaleza diastereomérica y, por tanto, de

geometria y estabilidad termodinadmica distinta, (Figura 2.2).
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Fase movil Fase estacionaria

I
I
I
E KIR Adsorbato mas
! — estable
+
A
; i AGg=-RTInKg
I
SQ :
I
I
I
Ke

enant. “R” SQ--enant.’R”

. Adsorbato menos
. + 4_|_' estable
|
I AGgz=-RTInKg
|
SQ I

SQ----enant.”S”

Kr> Ks
AAGR ¢ =AGg- AG4= - RT In (Kg/ Kg)= - RT Inc.

enant. “S”

Figura 2.2. Formacién de complejos diastereoméricos entre los enantiémeros (R, S) del analito y el SQ
presente en la fase estacionaria. La magnitud de la enantioselectividad (o) puede relacionarse con la
diferencia de energia libre (AAGgs) para la asociacion entre el selector quiral y cada uno de los
enantiémeros.

Puesto que el SQ se encuentra inmovilizado en el soporte solido, la asociacion de
éste con los enantidmeros retarda la elucién de los mismos. La magnitud con que se
retarda cada uno dependera de la estabilidad termodinamica de cada uno de los
complejos. El enantiomero que forma el complejo més estable es el mas retenido,

mientras que el que forma el menos estable eluye primero.

2.1.2-1 Pardmetros cromatogréficos

La capacidad de separacion enantioselectiva de un sistema cromatografico dado
se evalla utilizando una serie de pardmetros, que pueden también calcularse de forma

experimental, a través del cromatograma.

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

El factor de capacidad, k’, expresa la magnitud de la retencion de cada uno de
los enantidbmeros sobre la FEQ. Se define como la cantidad de enantiomero que se
encuentra en la fase estacionaria (FE) en relacion con la que esta en la fase movil (FM)
del sistema cromatografico; y se puede expresar en funcion de las constantes de
asociacion de los equilibrios de distribucion de cada uno de los enantiomeros (Kr y Ks),

como se indica a continuacion:
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[R]FE'VFE
k’ = ——-—-—-_= K .
R [R]FM'VFM R ¢
[S]FE " Vrg
kK'g=—————=Kg-
s [S]FM'VFM s d)

(ec. 1.2)

donde ¢ es la relacion de fase estacionaria a fase movil.

Es imprescindible que los enantiomeros se retengan para ser resueltos. Sin embargo,
valores demasiado elevados para este factor (k’>10) incrementan el tiempo de elucion,
lo que provoca picos cromatogréaficos anchos que disminuyen la posibilidad de producir
separaciones completas. Este parametro es independiente de la velocidad de flujo de la
fase movil, y de las dimensiones de la columna 'y, por tanto, puede usarse para comparar

retenciones.

b) Retenciodn relativa o factor de selectividad, a

El factor de selectividad, a, se utiliza como una medida de la enantioselectividad
del sistema cromatografico en estudio, y representa lo selectiva que es la columna para
producir la separacion de dos especies que eluyen de forma consecutiva. En el caso de
la separaciones enantioselectivas, se define como la retencion relativa de un
enantidbmero respecto al otro y, por tanto, se puede expresar como el cociente de los
factores de capacidad k’, o de las constantes de asociacion, para ambos. Si se asume que
el enantibmero R es el mas retenido y, por tanto, kp>ks y Kip>Ks, la

enantioselectividad se define como sigue:

kr _ Kg
adA=—=—

(ec.1.3)

Un valor de a superior a la unidad (o>1) indica que el sistema retiene de manera
preferente uno de los enantiomeros y, por tanto, que tiene lugar la resolucion
cromatografica. Cuando el valor de este parametro es la unidad, los enantiomeros

coeluyen, es decir, no hay separacion.
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Segun la ecuacion anterior (ec.1.3), la enantioselectividad, a, del sistema
cromatogréafico depende unicamente de la relacion entre las constantes de asociacion de
cada uno de los enantidbmeros con el SQ. A su vez, la afinidad entre selector y
enantidomeros viene determinada por las variaciones de energia libre (AG") entre los
estados libre y asociado de ambas especies, que se relacionan con las constantes de

equilibrio segun la expresion siguiente:

o o o K
AAG® = AGp — AGg = —RTan—R = —RTIna
S

(ec. 1.4)

De este modo, la separacion cromatografica tiene lugar cuando el cambio de
energia libre (AG®) de la interaccion entre el SQ y los enantidmeros es distinto para
ambos, y es suficiente una diferencia muy pequeiia (AAG= - 0,46 kJ/mol) para
conseguir una resolucion cromatografica completa.

Se debe tener en cuenta que el valor de las constantes de asociacion depende, por
un lado, de la naturaleza del SQ y de los enantiomeros en estudio, lo que determinara
las interacciones que se establecen entre las dos especies; como pueden ser puentes de
hidrogeno, transferencia de carga (m-stacking) o fuerzas de van der Waals; y, por otro
lado, del entorno donde tenga lugar la asociacion, incluyendo el efecto de la solvatacion
de las dos especies por el disolvente utilizado como fase movil, y otros parametros
operacionales como la temperatura.

En resumen, la distinta estabilidad termodindmica de los dos adsorbatos
diastereoméricos es la que determina la separacion. Para un sistema cromatografico
dado, cuanto mas elevado es el valor de a, mas alejados estan los picos entre si, es decir,

mayor es la separacion cromatografica que existe entre ambos.
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¢) Factor de Resolucién, Rs

El factor de resolucion, Rs, constituye una medida cuantitativa de la capacidad de
una columna para separar los dos enantiomeros. 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 separacion transcurre verdaderamente de
manera completa. En términos teoricos, la resolucion se calcula mediante la ecuacion
1.5.

Rs =

’

VN (@—1) 1+kg
4 a kg

(ec. 1.5)
Donde se asume que el enantiomero mas retenido es el R.

Esta expresion indica que la resolucion depende de la eficacia global de la
columna, N, de la capacidad enantioselectiva de la FEQ (o) y de las caracteristicas de
retencion de cada enantidmero, k’. Estadisticamente un valor de Rs>1,5 implica la
separacion completa; mientras que para un valor de Rs<l, existe cierto solapamiento
entre las bandas.

En resumen, la separacion de dos enantiomeros requiere valores de o y Rs lo mas
elevados posible. Sin embargo, mientras un valor elevado de Rs puede conseguirse
aumentando la eficacia del sistema cromatografico; el valor de o es constante para cada
sistema cromatografico, y Unicamente puede variarse alterando la composicion de la

fase estacionaria o la movil, en definitiva, cambiando el sistema cromatogréfico.

d) Eficacia

La eficacia se define en base a dos términos, que son medidas cuantitativas de
ésta. La altura de plato, H, y el nimero de platos, N; ambos conceptos relacionados

entre si por la ecuacion 1.6.

L
H=—
N

(ec. 1.6)

Donde L, es la longitud (cm) del relleno de la columna.
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El concepto de eficacia cromatografica surge asumiendo que la columna esta
dividida en diferentes segmentos, que reciben el nombre de platos tedricos, N. En cada
uno de estos platos, se asume que el soluto establece un equilibrio de distribucion entre
las dos fases, mavil y estacionaria. De esta manera, cuanto mayor es el nimero de platos
de que disponga la columna, mayor nimero de veces el soluto se reparte a su paso por
ella 'y, por tanto, mejor resueltos estaran los picos.

En definitiva, el numero de platos, N, indica si la columna se ha rellenado y
empaquetado bien y constituye una medida de la amplitud de los picos cromatogréficos,
por lo que esta muy relacionado con el factor de resolucién Rs. Por otro lado, la altura
del plato tedrico, 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 nimero pequefio. De
este modo, la eficacia de una columna para resolver hasta linea de base dos
enantiomeros depende del nimero de platos tedricos de que ésta disponga. A mayor
numero de platos tedricos, mejor es la separacion que se produce.

En las expresiones consideradas hasta el momento solo se tiene en cuenta la
naturaleza del analito, y de las fases movil y estacionaria, para alcanzar los equilibrios
sucesivos. Sin embargo, la velocidad de la fase movil influye en el avance de los
solutos, su dispersion y, por tanto, en la eficacia de la separacién. La ecuacion cinética
que describe la influencia de la fase movil en la eficacia de la columna es la ecuacién de
Van Deemter. Esta ecuacion relaciona la altura equivalente del plato teérico, H, con la

velocidad lineal media de caudal de la fase moévil (v), como se indica en la ecuacion 1.7.

B
H=A+—+Cv
v
(ec. 1.7)
Donde A, B y C son constantes caracteristicas de cada columna.

De modo que, existe un caudal éptimo para cada columna, que corresponde al minimo
de la curva representativa de esta ecuacion, (Figura 2.3). Asi, la eficacia maxima de la

separacion se obtiene cuando la altura equivalente de plato tedrico, H, es minima.
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Figura 2.3. Representacion de la altura de plato (H) respecto a la velocidad lineal de la fase mévil (v), o
curva de Van Deemter.

2.1.3. Técnicas cromatograficas enantioselectivas

Diversas técnicas cromatograficas se han adaptado a la separacion de
enantiébmeros; sin embargo, las peculiaridades que retine cada una de ellas determinan
su aplicabilidad. Mientras que la cromatografia de gases (GC) se restringe a analitos
poco polares volatiles, de bajo peso molecular, y las técnicas electroforéticas suelen ser
méas adecuadas para la separacion de compuestos polares ionizados o ionizables; la
cromatografia liquida de alta eficacia, HPLC, permite el analisis de un amplio abanico
de compuestos con propiedades fisicoquimicas muy diversas. Es especialmente idénea
para la separacion de especies no voléatiles o termolébiles, y numerosas sustancias de
interés bioldgico. Ademas, es una técnica de gran sensibilidad que se adapta facilmente
a determinaciones cuantitativas exactas. De este modo, la HPLC se ha convertido en la
técnica cromatografica mas ampliamente utilizada para el analisis y separacion de
mezclas racémicas,? seguida de las técnicas electroforéticas (CE),?* y la cromatografia
de gases (GC);*>?® asimismo destaca la posicién de los métodos clasicos, los segundos

més utilizados actualmente para este tipo de separaciones,®”?® (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Panorama actual del uso de diferentes técnicas para separar enantiomeros segun el nimero de
publicaciones en el periodo 1980-2010. Fuente: Base de datos SciFinder. Palabras clave: separaciones
quirales y subsiguiente refinado seglin el nombre de cada técnica enantioseparativa. Abreviaturas: HPLC,
cromatografia liquida de alta resolucion; CRYST., cristalizacion; CE, electroforesis capilar; GC,
cromatografia de gases; CEC, electrocromatografia capilar; SFC, cromatografia de fluidos supercriticos;
SMB, cromatografia liquida de lecho maévil simulado.

Sin embargo, la mayor ventaja de la HPLC reside en la posibilidad de obtener los
enantiomeros a gran escala (escala preparativa). La amplia aceptacion de la
cromatografia liquida enantioselectiva como técnica de proceso se debe a la utilizacion
de su variante en continuo, la cromatografia liquida de lecho movil simulado (SMB),
que permite un mejor aprovechamiento de la fase estacionaria, y un menor consumo de

disolventes, respecto de la cromatografia liquida tradicional, (Figura 2.5).2°*°

Figura 2.5. Estructura de la planta de SMB industrial- Licosep 6*800. La unidad consta de 6 columnas
de 800 mm de didmetro. Propiedad de Aerojet Fine Chemicals, Rancho Cordova, CA.
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3
Disefio y preparacion 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 practica 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 eleccién del sistema cromatografico dptimo, y disminuye el coste
asociado a la separacion. La preparacion de FEQs de caracter universal o “aplicacion
generalizada” implica, sin embargo, que la FEQ disponga de una serie de caracteristicas
concretas, que se describen en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Caracteristicas de las FEQs de aplicacion generalizada

. Amplio campo de aplicacion

. Alto nivel de enantioselectividad (a) y eficiencia cromatografica

. Gran robustez y estabilidad (quimica y mecanica)

. Elevada capacidad de carga (aplicacion preparativa)

. Utilizable con cualquier disolvente (orgéanico y/o acuoso)

. Tiempos de elucidn cortos

. Posibilidad de inversion del orden de elucion de los enantiomeros
. Previsibilidad del mecanismo de reconocimiento molecular

CoO~NOUTh WN -

Para elaborar FEQs de este tipo es preciso tener en cuenta tres factores. En primer
lugar, la eleccion del SQ. La estructura del SQ determina las caracteristicas mas
importantes de la FEQ); la enantioselectividad, el campo de aplicacién y la capacidad de
carga; y define el modo de elucidén cromatografico. Por su parte, la eleccion adecuada
del soporte cromatografico, y la optimizacion del modo de preparacion de la FEQ,
permiten mejorar otras caracteristicas como la eficiencia, estabilidad y durabilidad de

las mismas.
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3.2. El soporte cromatografico

El gel de silice, ademas de ser el segundo material mas abundante en la corteza

313 siendo

terrestre, constituye el mas ampliamente utilizado en cromatografia liquida,
en la actualidad el formato de particulas esféricas porosas el mas comtn en HPLC.* En
comparacion con otros soportes, las redes de silice (SiO,) se muestran superiores en
términos de rigidez y robustez de su estructura fisica. También, se trata de un material
altamente versatil que permite la preparacion de soportes con una amplia variedad de
formas (irregulares, esféricas o0 monolitos) y tamafios, tanto de particula (1,5-10 um de
diametro), como de poro (60-4000 A). El gel de silice presenta una elevada
compatibilidad con agua y con los disolventes organicos. A su vez, la reactividad de los
grupos silanol (-SiOH) -presentes en su superficie- permite la preparacién de una gran
variedad de FEQs. En HPLC convencional, el formato estandar de columna corresponde
a (150 mm, 4,6 mm @) y el soporte constituido por particulas esféricas porosas (5 pm
de didmetro, 100 A de tamafio de poro) con una superficie especifica de

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

O walle
f"»".\ {

lAccY SpotMagn Det WD Bxp F—— 20ym
{6.00kv30 800x SE 1131 #0014 Uebersicht
Py = —

Figura 3.1. Micrografias SEM de la estructura de matrices cromatogréficas de silice en particulas
esféricas, 1 (Nucleodur®, 10 um @ -110 A), y 2 seccién transversal de la estructura porosa de silice
monolitica (Chromolith®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). 3, Micrografias TEM y SEM de
particulas Core-Shell (Aeris®, 3.6 um @).

No obstante, es posible conseguir separaciones mas rapidas y eficientes
reduciendo el tamafio de particula, pues asi se acorta el camino de difusién y, por tanto,
el tiempo que los analitos tardan en la adsorcion/desorcion dentro y fuera de las
particulas. La tecnologia actual permite preparar particulas sub-micrométricas (< 2m)

aungue, por su elevada presién operacional, se utilizan mayormente en columnas
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capilares para WHPLC. Los sorbentes que se componen de particulas con un ndcleo
solido de silice no porosa, sobre el que se deposita una capa de nanoparticulas porosas
de gel de silice, reciben el nombre de sorbentes de nlcleo duro o “core-shell particles”.
La excelente transferencia de masa que poseen, sin los problemas de sobrepresion
asociados a las particulas sub-micrométricas totalmente porosas, permite separaciones
ultra-eficientes y extremadamente réapidas, por lo que son de eleccion en sistemas de
UHPLC,* (3, Figura 3.1).

Ademas, los avances en la tecnologia de sintesis sol-gel permiten preparar
tambien lechos continuos no particulados constituidos por una Unica pieza de material
polimérico extremadamente poroso. Los materiales monoliticos, consisten en un
esqueleto de entre 0,5-2 pum de grosor con una estructura de poros bimodal,**°(2,
Figura 3.1). La extrema porosidad de éstos,*° les confiere la ventaja de poder operar
con flujos de fase movil elevados (1-9 mL/min) sin incremento destacable de presion, lo
que reduce considerablemente el tiempo de andlisis. De hecho, permiten separaciones
quirales analiticas més rapidas y eficientes que con los lechos convencionales a base de
particulas,** y se espera que también sean de aplicacién preparativa en un futuro

préximo.

3.3. Procedimiento de preparacion de la fase estacionaria
quiral

La robustez y estabilidad quimica de los soportes cromatograficos depende
principalmente del procedimiento de preparacion de la FEQ, particularmente del modo
en que el SQ se inmoviliza sobre el soporte. La deposicion fisica es mas sencilla, sin
embargo, la inmovilizacion quimica mejora considerablemente la durabilidad de las
columnas, y permite separaciones mas reproducibles. Preparadas de éste modo son
estables en un amplio rango de condiciones operacionales y, consecuentemente, la
probabilidad de conseguir la separacion deseada aumenta. Sin embargo, es
imprescindible la modificacion adicional del soporte, y/o SQ, con grupos quimicos que
faciliten el anclaje y permitan la incorporacion del selector en cantidades suficientes
(%p/p). Por este motivo, debe controlarse que tanto la eficiencia original del soporte,
como la capacidad de discriminacion del SQ, se preserven intactas en la FEQ.

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

enantioselectividad del sistema cromatografico.

3.3.1. Funcionalizacion de la superficie del soporte de silice

En general, la preparacion de FEQs consiste en la introduccion del SQ a traves de

enlaces covalentes con el soporte cromatogréfico, siendo necesaria la modificacion

|.31

previa de la superficie de este material.”> Aunque existen varios métodos, el mas

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

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

42,43 31,4244

(Si-O-Si) estable. Para ello suelen utilizarse cloro™ ™ o alcoxisilanos tanto mono-,

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

la figura (Figura 3.2).”
) :
—Si—OH Rz/\/\?i—R1 Cat —Si—O—S|i/\/\R2

R4= CI, OMe, OEt
R,= NHj, SH,, N=C=0, ...

Figura 3.2. Esquema del método mas utilizado para la modificacién de la superficie del gel de silice.

Dependiendo de la funcionalizacion deseada se utilizan diversos organosilanos. El
mas comun es el 3-aminopropiltrietoxisilano o el 3-mercaptopropiltrimetoxisilano.
También  son  frecuentes el  3-glicidoxipropildimetiletoxisilano 'y el
isocianatopropiltrietoxisilano. La introduccion del SQ se realiza a traves de una segunda

reaccion, después de la modificacion de la superficie de la silice.

3.3.2. Desactivacion de grupos silanol residuales

A pesar de las exhaustivas condiciones utilizadas en la funcionalizacion de la
superficie de estos materiales (reaccion a elevada temperatura con un gran exceso del
reactivo) suele detectarse la presencia de grupos silanol (-SiOH) que quedan sin
reaccionar. Dichos grupos, de caracter acido, se consideran sitios de intensa adsorcion,
en especial para analitos basicos y/o compuestos polares.*® Estos, asi como las
impurezas metalicas,*’ producen la adsorcién inespecifica de los analitos, fenémeno que

puede llegar anular la enantioselectividad de las FEQs.**™*
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Para eliminarlo se realiza una reaccion de “end capping” o pasivacion. Uno de los
reactivos mas utilizados para tal fin es el hexametildisilazano (HMDS), (Figura
3 3) 52,53

TR i T
—Si—OH + H3C—S||f—-?\lH—S|i—CH3 ——> —SI"0—Si—CH; + HN—Si—CHy

|
U ot o o ot

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

3.4. El selector quiral: estructura y grupos funcionales

Las propiedades mas importantes de una FEQ); la enantioselectividad, el campo de
aplicacion 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 caracter no covalente,
con los enantiémeros. Estas interacciones consisten, en su mayoria, en fuerzas débiles

de tipo electrostatico, generalmente atractivas, y de caracter polar.

3.4.1. Requisitos

La gran mayoria de SQs se disefian, o modifican, para incorporar grupos
funcionales polares; carbonilos, ésteres, o grupos NH (de amidas o carbamatos); que se
sitan sobre el/los centros estereogénicos, y que dirigen el reconocimiento de los
enantibmeros gracias al establecimiento de enlaces de hidrogeno o interacciones
dipolares. La naturaleza anisotropica de estas fuerzas es suficiente para dotar de
enantioselectividad a la interaccion; aunque, puede también incrementarse a través de
fendmenos estéricos. Por otro lado, las interacciones de tipo hidréfobo también son
discriminatorias. De hecho, los motivos aromaticos son muy frecuentes en el esqueleto
de los SQs, donde actuan con una doble funcion; 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 “=m-stacking”, que ocurren entre anillos aromaticos del SQ y

enantiomero.
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Ademas de los grupos funcionales, un factor muy importante para el
reconocimiento enantioselectivo, lo constituye la estructura del selector quiral. Por una
parte, la conformacién que adopta el SQ define, en ultima instancia, el arreglo espacial
con que quedan distribuidos los grupos quimicos selectivos, y determina su
accesibilidad para la unién con los enantiomeros. Estos grupos deben estar posicionados
de manera rigida 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
fendmenos muy estéreoselectivos de “per se”; 0 bien porque posibilite la presencia de
cavidades, donde pueden incluirse el/los enantiomeros o parte de ellos; y/o porque de
manera intrinseca ésta sea quiral, como ocurre con las estructuras helicoidales.

En este sentido, el “pool quiral” ha sido una de las fuentes mas explotadas para
preparar SQs. Numerosas moléculas naturales, ademas de ser intrinsecamente quirales,
y relativamente faciles de modificar, presentan estructuras muy variadas. Por otra parte,
los de origen sintético, tienen la ventaja de poder prepararse de la configuracion
absoluta deseada (R 6 S); lo que permite preparar soportes quirales con o6rdenes de
elucion inversos.

En resumen, cada FEQ actla bajo una combinacion concreta de éste tipo de
fuerzas, o mecanismo de reconocimiento especifico que, en su mayor parte, viene

determinado por la estructura del SQ.

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

reconocimiento enantioselectivo

La enorme diversidad de estructuras quimicas 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.>* En la actualidad mas de
doscientas FEQs estan comercialmente disponibles, lo que ha hecho posible la
separacion analitica de casi cualquier tipo de mezcla racémica. Sin embargo, la oferta de
FEQs Utiles para aplicaciones preparativas se encuentra mucho mas delimitada, debido a
ciertos requerimientos que exige la técnica en su escalado.

Las FEQs utilizables para la separacidon preparativa de enantibmeros deben de
poseer una elevada capacidad de carga, estabilidad quimica y mecéanica y es deseable
que los SQs puedan estar disponibles en grandes cantidades a precios razonables.
Ademas, por su impacto en la productividad de la separacion, es preferible que operen
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con un amplio rango de disolventes. De esta manera, el desarrollo e investigacion en la
produccion de nuevas FEQ sigue siendo un tépico relevante por la necesidad de
encontrar FEQs de caracter general, es decir, con un amplio campo de aplicacion que
sean aptas para la separacion preparativa. En la (Figura 3.4) y la tabla 3.2 se muestran

las FEQs comerciales mas ampliamente utilizadas actualmente con propositos

preparativos.
OR R= N CH
OR o \g/ \Qj/ 3
Q o OR
OR OR CHg
OR n o ®
n Kromasil-TBB

Chiralcel OD® Chiralpak AD® o R:

CHj;

o) CH

e )W

H N CHs
‘QCHZ‘?% Chiraspher® : 6 o 0

§=° T o ®
Ji/@ o Kromasil-DMB CHs
EtOOC

/

(S)

O,N

NO,

Whelk-0 1

O\ ) NO,

Chirobiotic-v® o
NO, HO

Figura 3.4. Estructura de las FEQs mas cominmente utilizadas.
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Tabla 3.2. FEQs comerciales utilizadas a nivel preparativo.

Nombre comercial Selector quiral Fabricante
Derivados de
polisacaridos
Chiracel OB Tribenzoato de celulosa Daicel
Chiracel OJ Tris-(4-metilbenzoato) de celulosa Daicel
Chiracel OD Tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de Daicel
celulosa
Chiralpak AD Tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de Daicel
amilosa
Chiralpak AS Tris[(S)-feniletil]carbamato de amilosa Daicel
Polimeros sintéticos
Chiraspher Poli[(S)-N-acriloilfenilalanina ester Merck
etilico
CHI-DMB 0,0-bis(3,5-dimetil)benzoil-N,N- Eka Novel
dialil-L-tartramida reticulada
CHI-TBB 0,0-bis(4-tertbutil)benzoil-N,N-dialil- Eka Novel
L-tartramida reticulada
Ciclodextrinas
Chiral Prep CD ST B-ciclodextrina YMC
Antibidticos
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- Regis

1,2,3,4-tetrahidrofenantreno

Los mecanismos de reconocimiento enantioselectivo se basan en la combinacion
de varios tipos de fuerzas, todas ellas de caracter débil. Muchos de los modelos de
reconocimiento asumen interacciones bimoleculares entre una molécula del SQ y un
enantiébmero, en las que normalmente estan implicados mecanismos muy especificos,
como ocurre en las FEQ que actuan 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 polisacaridos (b, Figura 3.5).
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En otras ocasiones se producen complejos de inclusion. Esto ocurre en las
ciclodextrinas (c, Figura 3.5) que acogen partes lipofilas del enantiomero en su
cavidad.>® Asimismo, ciertos antibiéticos macrociclicos naturales también operan a
través de mecanismos de inclusion estéreoselectiva (d, Figura 3.5). Por su parte, las
interacciones de tipo m-m, asociadas a anillos aromaticos, juegan un papel importante en
el mecanismo de reconocimiento enantioselectivo de las FEQs denominadas de tipo
Pirkle,® brush-type o de “multiple interaccion”, de entre las que destaca la
comercializada con la denominacion Whelk-O1®, la mas versatil entre las basadas en
SQs de bajo peso molecular (e, Figura 3.5). En este tipo de FEQ, ademas de las
interacciones por transferencia de carga, los puentes de hidrégeno y el impedimento
estéreo resultan determinantes para el reconocimiento enantioselectivo.> ™

En cualquier caso el reconocimiento molecular enantioselectivo no es un proceso
simple sino que, ademas de la necesaria complementariedad estructural
SQ/enantiomero, el delicado balance energético de complejacion requiere la
optimizacion del entorno para que éste tenga lugar. Asi pues, diferentes variables como
la composicion de la fase movil, el pH y la temperatura, pueden promover o dificultar la

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

Puesto que las interacciones selectivas deben de preservarse al maximo, de ellas
depende el modo de elucion cromatografico que proporciona las separaciones
cromatograficas en HPLC. Generalmente, los SQs que actlan mayoritariamente por
interacciones polares se utilizan con fases moéviles “normales” que consisten en mezclas
de hidrocarburos; y los que lo hacen por interacciones de tipo hidrofébo, operan mejor
en medios acuosos “fase inversa” o disolventes organicos polares “fase organica polar”.
Sin embargo, los SQs que incorporan una mezcla de grupos funcionales de diferente
caracter (polar e hidrofobos) suelen poder operar de manera “multimodal”, lo que

consecuentemente extiende su campo de aplicacion.
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Figura 3.5. Representacion 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. Fenémenos de inclusion estéreoselectivos dentro de cavidades
de c) ciclodextrinas, y d) antibi6ticos macrociclicos (Chirobiotic-V®). ) Mecanismo de reconocimiento
en SQs de tipo Brush, como el Whelk-O1°.
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3.4.3. Selectores quirales polimeéricos con estructura helicoidal

A diferencia de los basados en molécula pequefia, los SQs de tipo polimérico
poseen una aplicacion mucho mas generalizada que se relaciona con su estructura
macromolecular, en muchas ocasiones, de tipo helicoidal.®*®* La conformacion regular
de orden superior que asumen los polimeros permite un posicionamiento mas estatico de
los sitios de unidn especificos. Este hecho, propicia una interaccion diferencial vy,
generalmente, mucho mas enantioselectiva. En ocasiones, su estructura permite ademas
la presencia de diversos microentornos quirales de diferente caracter -como cavidades u
otras regiones tridimensionales- con capacidad de dar lugar a fendbmenos de interaccion
muy selectivos, como la inclusion. Sin embargo, la ventaja méas notable radica en su
relativa elevada capacidad de carga. La mayoria de polimeros, exceptuando las
proteinas, disponen de gran densidad de sitios de union especificos idénticos por gramo
de FEQ, por lo que se consideran idéneos para aplicaciones preparativas. Los mas
ampliamente utilizados y representativos de este grupo consisten en polimeros
procedentes del “pool de quiralidad”, entre ellos, fundamentalmente, derivados de

polisacaridos.

3.4.3-1 Biopolimeros
a) Proteinas

Las proteinas han sido posiblemente los primeros biopolimeros macromoleculares
que han servido como fuente de inspiracion de SQs de amplia aplicabilidad,
especialmente aquéllas con funciones bioldgicas de transporte. Las mas utilizadas han
sido ciertas protefnas plasmaticas como la celobiohidrolasa (CBH-1),%® la albimina
sérica humana (HSA),** vy la a-1-glicoproteina acida (AGP, CHIRAL-AGP®),*%® que
se utilizan inmovilizadas sobre particulas de gel de silice, (Figura 3.6). Su estructura
tridimensional helicoidal, ademas de una gran cantidad de centros quirales, contiene
diversos sitios de unién -de diferente naturaleza y/o afinidad- que contribuyen a la
retencion y reconocimiento de gran variedad de moléculas quirales, y farmacos. La
presencia de aminoacidos con grupos ionizables permite modificar el perfil de afinidad
de la FEQ, a través de ajustes en el pH de la fase mévil. De manera que su aplicabilidad
se extiende a compuestos de diferente caracter (acido, basico y neutro).®” Sin embargo,
la limitada estabilidad de su estructura en disolventes organicos, y en ciertos rangos de

pH y temperatura, imposibilita el ajuste correcto de las resoluciones, que a menudo son

Raquel Sancho 31



Introduccion general

pobres. Asimismo son poco aplicables para aislar grandes cantidades de enantiomeros,
pues poseen baja concentracion molar de sitios de unién selectivos por gramo de FEQ
(baja capacidad de carga), pues se incorpora toda la masa de la proteina, pero no toda es

activa.®®
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lIA: Drug site 1
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Figura 3.6. Modelo de la capacidad de union a ligandos de la albdmina sérica humana (HSA). Se indican
algunos de los sitios de unién conocidos para diversos farmacos. Los sitios de reconocimiento actuan de
manera enantioselectiva, por lo que cuando la proteina se utiliza como SQ proporciona una separacion
cromatografica. Adaptado de referencia [*].

b) Polisacaridos

Los polisacéridos son los biopolimeros méas abundantes en la naturaleza, y
también se han utilizado en cromatografia como material de soporte, tanto en
separaciones quirales como convencionales. Aunque son intrinsecamente 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®),” y amilosa (Chiralpak AD®),”* son los més populares, (Figura 3.7) y
tabla 3.3. Mayoritariamente se han utilizado depositados sobre el soporte
cromatogréfico, sin embargo, la inmovilizacion permite una mayor flexibilidad en el
desarrollo del método de separacion analitico, y hace posible el uso de cualquier

disolvente en la fase movil.”>™
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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 particulas esféricas de gel de silice.

Tabla 3.3. FEQ comerciales basadas en derivados de polisacaridos depositados sobre
gel de silice.

Nombre comercial Selector quiral Fabricante
Chiracel OB Tribenzoato de celulosa

Chiracel OJ Tris-(4-metilbenzoato) de celulosa )
Chiracel OD Tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de celulosa Daicel
Chiralpak AD Tris-(3,5-dimetilfenil)carbamato de amilosa

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

A pesar de los métodos disponibles para su analisis 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 polisacaridos, en la que diversos sitios actlan de manera
enantioselectiva para analitos estructuralmente diversos. Los estudios realizados en
solucion utilizando modelizacién molecular y métodos espectroscopicos *H-RMN 'y
B3C-RMN," revelan una estructura helicoidal levdgira de orden 3/2 para el derivado de
celulosa,” y 4/3 para el de amilosa.”® 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 m y/o

enlaces de hidrégeno con el SQ,”""® (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Representacion de la estructura tridimensional de tris-(3,5)-dimetilfenilcarbamato de celulosa
(CDMPC). Los mondémeros de B-glucopiranosa estdn 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 polimero; figura adaptada de referencias ["""].

Ademas de la quiralidad molecular y conformacional, los derivados de
polisacéridos presentan quiralidad de tipo supramolecular. Esta es consecuencia del
alineamiento de cadenas poliméricas adyacentes que forman regiones muy ordenadas,

con evidencia de cristalinidad,”®®° (Figura 3.9).

Figura 3.9. Fotomicrografia de una fase cristalina liquida observada bajo luz polarizada a partir de una
solucién concentrada de tris-(fenilcarbamato) de celulosa, CPTC. Figura adaptada de referencia [*'].

Sin embargo, el patréon de sustitucién aromaética puede alterar esta estructura.
Generalmente los sustituyentes en meta y/o para del anillo aroméatico son
enantioselectivos. Por el contrario, los derivados orto-sustituidos, ademas de ser
cromatogréaficamente muy poco enantioselectivos, no poseen cristalinidad liquida.’®®
Esta observacién apunta a la intervencion de un mecanismo de tipo supramolecular en
el reconocimiento enantioselectivo, en que puede estar implicada méas de una cadena de

polisacarido.®® También apunta a esta hip6tesis la observacién de que el tipo de
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disolvente utilizado en el proceso de deposicion del SQ sobre la silice altera la
enantioselectividad de la FEQ.

La estructura fundamental es repetitiva y dispone de madltiples sitios de
reconocimiento idénticos para una masa dada de polimero en la FEQ. Estas
caracteristicas son las que originan la elevada capacidad de carga que caracteriza a estos
materiales. La gran parte de las determinaciones cromatograficas de exceso
enantiomérico se realizan utilizando FEQs basadas en derivados de polisacaridos,* y un
gran numero de farmacos de origen sintético que se producen por cromatografia en
continuo se resuelven utilizando dichos derivados.®® Hoy en dia se les considera
soportes de “aplicacion universal” para la separacion tanto analitica como preparativa

de enantiomeros.®%°

3.4.3-2 Polimeros sintéticos helicoidales

En la actualidad las avanzadas técnicas sintéticas permiten un control estéreo-
quimico preciso del proceso de polimerizacion. Asi, es posible preparar de manera
sintética multitud de oligbmeros y polimeros con quiralidad helicoidal y/o

supramolecular,

utilizando catalizadores o iniciadores quirales. De éste modo, se
obtienen polimeros de elevada pureza Optica de los que se puede elegir el sentido de la

helicidad.

a) Polimeros procedentes de adicion radicalaria

Algunos de los polimeros utilizados como FEQs para cromatografia, se preparan a
partir de la adicién anidnica o radicalaria de monémeros aquirales.”® De éste modo su
actividad optica proviene exclusivamente de la estructura helicoidal del polimero, 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 polimero adopte una conformacién helicoidal
estable es imprescindible prepararlos a partir de monomeros quirales, en cuyo caso, la

estereoquimica del monomero condiciona el sentido que adopta la hélice.
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Figura 3.10. Polimeros de adicién utilizados como FEQs para HPLC. 1)poli(trifenil)metacrilato; 2)
poli(ter-butil)isocianuro; 3) policloral y 4) derivados de poliacetilenos.

b) polimeros procedentes de la condensacién de monémeros

Los oligbmeros de tipo peptidico se pueden considerar una alternativa a los
polimeros anteriormente mencionados, por su bajo coste sintético, que no necesita de
catalizadores quirales. Los péptidos, basados en diferentes aminoécidos, constituyen
selectores quirales muy robustos y versatiles; ya que son relativamente sencillos de
sintetizar, modificar, y pueden ser anclados sobre soportes sélidos.

El primer uso de polipéptidos para HPLC convencional (no quiral) fue descrito
por Gruska y Scott.®” Los autores sintetizaron una FEQ polimérica basada en poli-Gly
para la separacion de mezclas de aminoécidos. Los autores describieron que toda la
cadena peptidica, y no solamente su extremo terminal, estaba involucrada en la particién
de los analitos. A partir de estos estudios, otros autores han considerado la introduccion
de diferentes poli-L-aminoacidos como SQ para la separacion de mezclas racémicas de
analitos.

En la actualidad, diversos poli-a-aminoacidos han sido aplicados en cromatografia
enantioselectiva.®® La poli-N°-benzil-L-glutamina, poli-L-GIn, inmovilizada sobre
particulas de poliestireno,” o depositada sobre gel de silice,*® es (Gtil en la separacion
del &cido mandélico y derivados de hidantoinas. Otros, como la poli-L-Phe y la poli-L-

101

Leu anclados sobre particulas macroporosas organicas de poli(metil)acrilato,” o sobre

silice’® se han utilizado en la separacion de diversos a-aminoacidos y dipéptidos.
(Figura 3.11). La estructura a-hélice que adopta el péptido, y que proporciona rigidez
conformacional al SQ, se considera indispensable para la enantioselectividad, que

incrementa asi como lo hace la longitud de éste.!®® No obstante, ninguna de las FEQs
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preparadas a partir de poliaminoacidos posee el amplio campo de aplicaciéon de que

disponen las proteinas.

o
1}
PS HH,C—CH, PMA —CONH—(CHZ)S-NH-iC—(IZH—NH-];H

2, R= — i-L-
CH"NHFCO—CH—NH-H CHZ@ poli-L-Phe
n

CHg

. . CH .
1, poli (N5-benzil-L-GIn) (|)H2 CNH—CH 3 R=—HC poli-L-Leu
- — —_— ’ \
28 2 CH3

H
/\/\NH—[C—C—NH-I—C@
1] | I}
O CH, Mo

4, poli-L-Phe

Figura 3.11. Fases estacionarias quirales con poli-a-aminoacidos como SQs. a) poli-(N°-benzil)-L-
glutamina (1) inmovilizado sobre particulas organicas de poliestireno, PS. b) poli-L-Phe (2), y poli-L-Leu
(3) inmovilizados sobre particulas de poli(metil)acrilato, PMA, y ¢) poli-L-Phe inmovilizado sobre
particulas porosas de gel de silice.
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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 idoneo para participar en procesos enantioselectivos.
De hecho, prolina cataliza con elevada estéreoselectividad gran variedad de reacciones
quimicas,"® y se ha utilizado también para la separacién de enantiémeros; tanto en

105106 electroforesis capilar (EC),"” o

cromatografia en contracorriente (CCC),
membranas enantioselectivas.'%

En cuanto a la resolucion cromatografica de enantidmeros 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,'®(FEQ1, Figura 4.1). Estas
FEQs dan lugar a separaciones analiticas excelentes, sin embargo, la complejidad de su
modo de operacidn restringe el campo de aplicacién; que se circunscribe a compuestos
bifuncionales con capacidad de coordinar con metales.*'° Por otra parte, la modificacion
de la estructura base de prolina con sistemas aromaticos, proporciona soportes que
operan a través de un mecanismo de interaccion mdaltiple, y que reciben la

denominacién de FEQs de “tipo Pirkle”,****? (FEQ2 y FEQ3 Figura 4.1).

FEQs de interaccion multiple o de tipo Pirkle

H
H2C—C
n I1-donador

@)
A I
O 3
T

N CH
):> \Si/—O-O o)

Hooc””

FEQ1, Davankov FEQ2, Pirkle FEQ3, Murer

Figura 4.1. Ejemplos de algunas FEQs con SQs derivados de L-prolina.

Raquel Sancho 41



Objetivos

En estas, el reconocimiento enantioselectivo lo dirigen, principalmente, las
interacciones de apilamiento que ocurren entre los sistemas m-aromaticos de diferente
cardcter (donador-aceptor) presentes en la estructura del SQ y enantidbmero,
respectivamente. Este tipo de FEQs ocasionan factores de separacion inusualmente

elevados para algunos compuestos racémicos;**

sin embargo, su aplicabilidad es
asimismo reducida, pues se limita a compuestos racémicos con sistemas aromaticos.
Ademaés del bajo campo de aplicacién, generalmente, poseen una capacidad de carga

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

4.2 Objetivos

El objetivo principal de este proyecto consiste en intentar mejorar el cominmente
reducido campo de aplicacién, y capacidad de carga, de los derivados de L-proling;
puesto que, ninguna de las FEQs que lo contienen ha demostrado ser de aplicacion
general. Sin embargo, en contraposicion a la comunmente 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 polisacéaridos) una muy elevada aplicabilidad. De este modo, parecia obvio que la
preparacion de un SQ con estructura macromolecular, basado en prolina, podria 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 aplicacién y, de ser posible, una aplicacién preparativa. EI motivo por
el que se decide preparar y estudiar estos oligomeros radica en la posibilidad de que
éstos adopten una conformacion superior ordenada que, se supone, proporcionara a las
FEQs propiedades cromatograficas superiores, en términos de campo de aplicacion y
capacidad de carga, con respecto a las que se obtienen utilizando selectores quirales
convencionales basados en monomeros de prolina.

Los péptidos de poliprolina han sido objeto de numerosos estudios estructurales y
conformacionales a lo largo de las Gltimas décadas; debido a su implicacion en la
estabilidad del colageno,"™ y a la gran abundancia -en el contexto biolégico- de
“regiones ricas en prolina” a las que se relaciona con eventos especificos de
reconocimiento entre proteinas.****!° El considerable conocimiento de su estructura ha

permitido encontrarles algunas aplicaciones. Generalmente, se les introduce como
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herramientas de calibracion y/o soporte de algunas técnicas instrumentales; donde, su
gran rigidez y la longitud conocida de la estructura helicoidal PPIl que adoptan, les

permite que funcionen como reglas,****% 122123 gijn

0 espaciadores moleculares.
embargo, no se tiene constancia de la consideracion de la capacidad enantioselectiva de
poliprolinas, ni de su aplicacion en técnicas de separacion. No obstante, su participacion
directa en procesos de reconocimiento entre proteinas sugiere su adecuacién como
posibles nuevos SQs para el reconocimiento de enantiomeros en HPLC; pues, es
imaginable que estos originen soportes cromatograficos quirales con campos de
aplicacion y capacidad de carga elevados.

En este sentido, los oligdmeros de poliprolina pueden considerarse candidatos
idéneos para el reconocimiento de enantibmeros por dos razones. La primera, porque
poseen de forma intrinseca una estructura helicoidal y, de este modo, pueden “per se”
comportarse de forma estéreoselectiva. La segunda, porque permiten la elaboracién
apropiada de FEQs. Los oligbmeros de poliprolina pueden prepararse de un modo
relativamente sencillo, en cantidades suficientes y a costes sintéticos asumibles,
utilizando los métodos actuales de sintesis peptidica en fase sélida (SPPS). Ademas,
poseen estructuras robustas, rigidas y quimicamente estables; y, los grupos quimicos
terminales del oligdmero, posibilitan el anclaje directo de los mismos sobre soportes
cromatograficos.

Otros poli-a-aminoacidos han sido introducidos ya como motivos estereogénicos
de FEQs para HPLC, %™ aunque, sin demasiado éxito. Sin embargo, las caracteristicas
estructurales y conformacionales especiales de que disponen los oligdbmeros 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 aplicacién de oligoprolinas como SQs para la separacion de

enantiémeros 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 cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).
2) Estudiar los efectos que tiene la morfologia del soporte estacionario sobre las
propiedades cromatograficas 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 aplicacion de derivados de poliprolina como nuevos selectores
quirales en cromatografia liquida 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 separacion de enantiomeros por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Nuestro objetivo es desarrollar un
método de preparacion de derivados de poliprolina, y su inmovilizacién sobre soportes
cromatograficos convencionales, para poder estudiar la adecuacion de los mismos en el
reconocimiento molecular de enantiomeros por HPLC. Dado que los péptidos de
poliprolina poseen dos extremos con habilidad de permitir el anclaje sobre el soporte
cromatografico, se prevé preparar dos tipos de fase estacionaria que diferirdan en la
direccion de anclaje del selector quiral poliprolina. Para evaluar su adecuacion se
propone analizar parametros cromatograficos como la enantioselectividad, el campo de
aplicacion y la capacidad de carga que estas nuevas FEQs presentan frente a un amplio
abanico de compuestos racémicos, con estructuras quimicas diversas. Por otro lado, la
preparacion de FEQ anélogas, basadas en selectores quirales monoméricos, permitira

evaluar las mejoras cromatograficas que se esperan para los oligomeros de poliprolina.

2. Estimacion del efecto que produce la morfologia del soporte estacionario sobre
las propiedades cromatograficas de FEQs con selectores quirales derivados de
poliprolina

Ademas de la eleccion apropiada del SQ, las separaciones cromatograficas estan
afectadas por una serie de factores, entre otros, la naturaleza del soporte estacionario.
Aungue el gel de silice en particulas es el material de uso mas convencional, los

materiales monoliticos suponen una alternativa coste-eficiente para la preparacion de
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matrices cromatogréaficas 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
cromatograficas muy rapidas y eficientes. Con el objetivo de mejorar las propiedades
hidrodinamicas de las FEQs, se propuso la incorporacion de los mismos derivados de
poliprolina sobre matrices poliméricas monoliticas. Esta parte de la tesis fue realizada
como complemento de formacion ligado a una estancia predoctoral en el grupo de
investigacion en ciencia de materiales del Profesor J. M. J. Fréchet y F. Svec de la
Universidad de California, Berkeley. El proposito de la estancia fue aprender a preparar
y caracterizar materiales poliméricos monoliticos, de naturaleza orgéanica o inorganica,

para utilizarlos como matrices cromatograficas alternativas en HPLC.

3. Determinacion estructural y dilucidacion 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 espectroscopicos que

permitan conocer la estructura méas probable del SQ en disolucion.

En concreto los OBJETIVOS especificos a desarrollar fueron:

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

poliprolina

En este apartado de la tesis, se plantea la sintesis de poliprolinas sustituidas con
grupos 3,5-dimetilfenilcarbamato en la posicion 4(R) del anillo de pirrolidina. De esta
forma, los nuevos SQs peptidicos poseen un grado de analogia estructural con los
derivados de polisacaridos, a los que se tom6 como modelo para el disefio, por su
amplia capacidad de reconocer la quiralidad y su intrinseca elevada capacidad de carga,

(Figura l).
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4

O Oﬁ/ VNH
/ %q( Estructuras helicoidales analogas
4/
Pollprolma Polisacaridos

tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulosa
b A J" -
~

Figura 1. Modelo de la estructura de los nuevos derivados de poliprolina y su similitud con derivados de
polisacéridos.

Para lograr este objetivo, se prevé utilizar la (4R)-hidroxi-L-prolina, 1, como
material de partida, que se deberd proteger como un derivado terc-butoxicarbonilo
(Boc). El grupo hidroxilo en posicién 4R del anillo de pirrolidina se considera idéneo
para introducir la funcién carbamato deseada, utilizando el correspondiente isocianato,
(Figura I1). El compuesto que se obtiene, 3, seréd la unidad monomérica fundamental

para preparar el SQ poliprolina objetivo.

HaC N=C=0
COOH COOH ; COOH

S %
NH N—Boc N Boc
AN W
\ \

HO (1) HO (2)

Figura Il. Preparacién del monémero de partida.

Para llevar a cabo la preparacion del oligomero de poliprolina, se propone una
estrategia sintética en fase solida y, una longitud de ocho residuos, (Figura I11). El
soporte solido (resina) permite el anclaje del aminoéacido, la elongacion del péptido (a
través de diferentes ciclos sucesivos de acoplamiento y desproteccion) y la recuperacion
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
purificacion. Con este esquema, se plantea una quimica 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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CHj COOH

(0]
28, Cvoe o Q
HsC N~ oY o
H 3 NtBoc
"o ™ HeC N Ao
(8 ciclos de acoplamiento 3 H
y desproteccion)

resina
Figura I11. Esquema de acoplamiento de los amino4cidos sobre una resina.

Con el esquema sintético siguiente es posible la preparacion de dos selectores
quirales poliprolina, (Figura IV). Estos diferirdn, tras su obtencion, en la funcion que
muestran libre para ser inmovilizados sobre el soporte cromatografico. La preparacion
de ambos permitira conocer, en los estudios cromatograficos posteriores, la influencia
que ejerce la orientacion del SQ (respecto de la matriz cromatografica) sobre las

propiedades cromatogréaficas de las FEQs.

CH,

o
CHs 0-Q /@
o H3C COOH
L N1H —_—
H3C N“O" HsC
Ruta A H 8
desproteccié/
o]
CHjy Oo
/@\ JCJ)\ N1Boc
H3C ” ol e

4 8

funcién carboxilato libre

CH3

| \
i i
i i
i i
i i
o i
Ruta B \ CH, oH 1) 5 CH S 5
desanclado /@\ o H.C NH 1 i
N1Boc
NJLO\\ %~ eepa 3 5 i
H | !
i i
i i

8 2) desproteccion

funcion amino libre
H3C

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

1.2) Preparar fases estacionarias quirales por inmovilizacion de derivados de

poliprolina sobre gel de silice en particulas

Para la preparacion de las FEQs se pretende utilizar como soporte
cromatografico particulas esféricas porosas de gel de silice de tamafo estandar (5um @,
100A poro), previamente modificadas con grupos aminopropilo. El gel de
aminopropilsilice debe permitir la inmovilizacion covalente de ambos SQs, en cantidad
suficiente. Los materiales obtenidos se empaquetaran dentro de columnas para HPLC
estandar (150 x 4,6mm).
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1.3) Estudiar las propiedades cromatograficas de las FEQs

Los estudios cromatogréaficos de las FEQs permitirdn conocer la aplicabilidad que
poseen los derivados de poliprolina para la separacion de enantidmeros en HPLC. En
primer lugar, para estudiar su campo de aplicacién, se prevé analizar la capacidad de
separacion de estos nuevos SQs frente a un amplio abanico de compuestos racémicos
estructuralmente diversos (de caracter &cido, basico y neutro), y farmacos. Por otra
parte, el uso de fases mdviles constituidas por disolventes de distinta composicion, 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
cromatogréfico, acerca del mecanismo de reconocimiento por el que operan.

Los resultados de los ensayos cromatograficos se deben comparar frente a los
obtenidos con fases estacionarias que contienen como SQ un derivado monomeérico de

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

= e
si-0 o
o /—/_ (o) (o)
ChHs NH
o
3

Si-
(¢] /—/_

CHs NH

anclaje C-termina
HaC N~ o% CH, HaC NJ\O\\
H H CH
8
HaC

CSP-2 CSP-1
H3C

H3C, H3C

<: >—CH3
o o)
CHs NH Si;(@ CHs NH
o oo /0 o P
anclaje N-terminal Py N N Py N NH\/\,SécD
HaC N o H HaC N o™ \g o

csp4 8 CSP-3

sebojeue seougwouow sp3 4

Figura V. Estructura de las FEQs en estudio.

Los estudios cromatograficos comparativos deben permitir, por una parte,
determinar la importancia que tiene la orientacion del SQ respecto de la matriz
cromatografica; y, por otra parte, deducir si la estructura secundaria sugerida para los
péptidos de poliprolina posee algin efecto significativo sobre las propiedades
cromatograficas de las FEQs (campo de aplicacion, enantioselectividad y capacidad de

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

poliprolina

La preparacion de matrices poliméricas monoliticas, 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 cromatografico. En esta parte del
trabajo se contempla la introduccion de los mismos derivados de poliprolina sobre
matrices de silice monolitica. La estrategia mas comun, en este caso, consiste en la
modificacion «in situ» de materiales monoliticos preformados; por lo que se contempla

la modificacion de columnas monoliticas comerciales de tamaio estandar.

2.2) Evaluar cromatograficamente las nuevas FEQs monoliticas en HPLC

Se evaluard la capacidad de reconocimiento quiral de cada una de las FEQs
monoliticas preparadas (utilizando las mismas condiciones cromatograficas y analitos
racémicos) y se compararan los resultados con los obtenidos previamente con las FEQs

preparadas con soportes de gel de silice convencional en particulas.

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 espectroscOpicos; en particular utilizando espectroscopia de
Dicroismo Circular, CD; espectroscopia de resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H

y 1C; y calculos teéricos computacionales.
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5
Derivados de poliprolina como selectores quirales en
cromatografia liquida enantioselectiva

En cromatografia enantioselectiva, ademas de la capacidad intrinseca del SQ para
discriminar entre enantiomeros, la enantioselectividad puede verse afectada por
numerosas variables; la naturaleza del soporte cromatografico, la direccion de anclaje
del SQ y/o la longitud del espaciador con que éste se une al soporte. Ademas, de por la
presencia de sitios de unién inespecificos en la superficie de la matriz cromatografica.
Todos estos factores deben tenerse en cuenta durante el disefio y preparacion de nuevas
FEQs, pues afectan al proceso de reconocimiento global y, en tanto, al comportamiento

del medio de separacion.

Este capitulo recoge dos trabajos que pretenden determinar la capacidad
enantioseparativa que poseen los oligdmeros de poliprolina desde un punto de vista
cromatografico. En ellos se evalGa también el efecto que tiene la direccién de anclaje
del oligdbmero de poliprolina sobre el comportamiento cromatografico de la fase
estacionaria, que se prepara utilizando gel de silice en particulas. En ambos trabajos los
resultados cromatograficos se comparan con los que proporcionan FEQs que incorporan
SQs monoméricos analogos. En el primer trabajo, se describe la preparacién 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 homologas.
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5.1. Derivado de (4R)-hidroxi-L-prolina y su oligbmero como
selectores quirales en cromatografia liquida de fases
estacionarias quirales para enantioseparacion

Articulo |

R. Sancho, A.M. Pérez, C. Minguillon; “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.

indice de Impacto (JCR 2014):2.737

Posicion en area “Analytical Chemistry”: 21/74

5.1.1. Planteamiento y objetivos del estudio

La capacidad de los oligomeros de poliprolina de organizarse en estructuras
secundarias helicoidales estables es el motivo por el que se propone su uso como SQ en
HPLC. Esperdbamos que esta cualidad de las poliprolinas, como ocurre con los
derivados de polisacaridos, originara FEQs con campos de aplicacién y capacidad de
carga superiores respecto al que manifiestan FEQs convencionales de “tipo Pirkle”

basadas en monémeros de prolina.

Los objetivos de este primer estudio fueron:

1. Evaluar la adecuacion de oligémeros de poliprolina como SQ en cromatografia
liquida.
2. Determinar el campo de aplicacion, la capacidad de carga y la
enantioselectividad de la FEQ poliprolina en comparacion con una analoga de “tipo
Pirkle”.
3. Estudiar la estructura que adopta el oligobmero y su relacion con la

enantioselectividad.
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5.1.2. Disefio experimental

Se disefd, prepard y caracterizé un SQ peptidico basado en una poli-(4R)-(3,5-
dimetilfenil)aminocarboniloxi-L-prolina, (SQ-2). El sustituyente en posicion 4R del
anillo de pirrolidina, el grupo 3,5-dimetilfenilcarbamato, se escogié para introducir un
grado de analogia estructural entre el nuevo SQ peptidico y los derivados de
polisacaridos mas populares; los (3,5-dimetilfenilcarbamatos) de celulosa y amilosa, a
los que tomamos como patron para el disefio. La longitud del oligdmero se determind en
base a los datos cientificos ya publicados. Se decidié una longitud de ocho residuos,
pues se consideran necesarios un minimo de 5-6 residuos para que los oligomeros de

poliprolina se organicen en una conformacion suficientemente estable.'**

En paralelo, para poder evaluar y comparar el comportamiento cromatografico de
las nuevas FEQs, se prepard un SQ de “tipo Pirkle” (SQ-1); que consiste en el residuo
terminal de prolina presente también en el SQ peptidico, (Figura 5.1.1).

(0]
CHs H3 OH
Q 23 0
HsC o\‘ S
N © CHy

8
sSQ-1 CH,4 sQ-2 CHj

Selector quiral de tipo Pirkle Selector quiral peptidico

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

Ambos tipos de SQs se inmovilizaron sobre gel de silice en particulas (5umd,
100A) v, las fases estacionarias resultantes, se empaquetaron en columnas de acero
inoxidable (150 x4.6mm) para cromatografia liquida. La capacidad enantioseparativa de
estas nuevas FEQs se evalu6 por HPLC utilizando diferentes condiciones
cromatograficas y un amplio rango de compuestos racémicos (de diferente estructura y

naturaleza quimica).
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5.1.2-1 Sintesis de los selectores quirales

Como material de partida se utilizé la (4R)-hidroxi-L-prolina que se protegio
como un derivado terc-butoxicarbonilo (Boc). El grupo hidroxilo en posicion 4R del
anillo de pirrolidina se consider6 idéneo para introducir la funcion carbamato deseada,
utilizando el correspondiente isocianato. EI compuesto obtenido, 3, fue la unidad
monomérica fundamental para preparar los SQs objetivo, (Figura 5.1.2).

HsC N=C=0
COOH COOH ; CHg COOH
_— —_—
(R) NH N—Boc N—Boc
PYR NJ\

o HsC
HO™ (4 HO™  y N 3)
Figura 5.1.2. Preparacion del mondmero precursor de los nuevos selectores quirales.

El selector quiral monomérico (SQ-1) se obtuvo a partir del monémero 3, tras la
desproteccidn y posterior reaccion con el cloruro del acido 3,5-dimetilbenzoico, (Figura
5.1.3).

COOH
i) TFA

\\ ii) o HyC O‘\\
HyC Cl b
SQ-1

CHs Selector quiral de "tipo Pirkle"

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

El selector quiral peptidico (SQ-2) se obtuvo siguiendo un protocolo de sintesis en
fase solida (SPPS) utilizando grupos protectores Boc. Para la sintesis se utilizd una
resina de poliestireno aminometilada sobre de la cual se anclé el acido N-(9-
hidroximetil-2-fluorenil)succinamico (HMFS) como espaciador bifuncional. Este
permitio el anclaje y elongacion de la cadena peptidica. Los ciclos de desproteccion se
realizaron utilizando TFA en diclorometano. Para los sucesivos ciclos de acoplamiento
de los residuos de prolina protegidos se utiliz6 la N,N'-diisopropilcarbodiimida
(DIPCDI) y el 1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) disueltos en DMF, (Figura 5.1.4).
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CHs COOH
o N-BOC
HsC o 0 0
H CHs O-{HMFs}- CH, o-frmFs}
(3)
DMAP/DIPCDI ¢ NJ\G“ TFA HiC NJ\O‘\\
H H
CHs COOH
jl)\ N-BOC
CH, COOH HsC N O
o H @)
2 N-BOC
HyC NGO HOB/DIPCDI
H
HOBY/DIPCDI
o} ‘ o}
CHs O-HMFS 6 cicLos CH, O-{HMFS
Q4,0 Q1,0
H,C N~ 0" TFA HC NT O
H 2+n H 2+n

Figura 5.1.4. Esquema de la sintesis en fase s6lida del selector quiral peptidico poliprolina (SQ-2).

La funcion amino terminal del péptido, una vez desprotegida, se hizo reaccionar
con el &cido 3,5-dimetilbenzoico. La escision del material peptidico, de la resina, se
realiz6 en condiciones suaves utilizando una solucion de morfolina en DMF. EI material
peptidico 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).

0
CH, o-fHVFs
i) TFA
Q3O —
HsC N o ii) DIPCDI/HOBt
8 HaC COOH
CHs,
ESCISION o O, OH
3
Morfolina /@\ o \ 0] o
3
DMF HyC N)I\Oo
sQ-2 6-8
Q CH,

Selector quiral peptidico

Figura 5.1.5. Parte Il: sintesis en fase sélida del selector quiral peptidico poliprolina (SQ-2).
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5.1.2-2 Preparacion de las FEQ

FEQ-1, que contiene el SQ monomeérico, se preparo a partir del SQ-1 utilizando
un procedimiento sintético estandarizado previamente por el grupo.'?® Dicho método
implica la preparacion de un silano intermedio que posteriormente se ancla al gel de
silice para dar lugar a la FEQ. Esta aproximacion evita la presencia de grupos
aminopropilo residuales sobre la superficie del gel de silice, de manera que se reduce la
probabilidad de interacciones no especificas entre la fase estacionaria y los analitos. El
tratamiento posterior de “end-capping”, con hexametildisilazano (HMDS), asegura la

desactivacion de los grupos silanol residuales.

FEQ-2 y FEQ-3 se prepararon por fijacién de una mezcla de derivados peptidicos
de poliprolina, constituida por péptidos de entre 6-8 residuos, (SQ-2), sobre gel de y-
aminopropil silice. EI procedimiento utilizado,* aplicado de manera clésica para
preparar FEQ de tipo Pirkle, implica unas condiciones mucho mas suaves que las del
procedimiento seguido para obtener FEQ-1, por lo que se consider6 mas adecuado.
Ademas, la presencia de un espaciador en la superficie de la silice, el grupo
aminopropilo, fue considerada una estrategia mas conveniente para el anclaje de estos
selectores peptidicos mucho mas 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 silice; y que se realizd
sobre el soporte quiral antes del empaquetamiento en columnas de acero inoxidable,
(Figura 5.1.6).

o
D
o)
NH CHs

CH, Q
Q hi§ E{ ¢ J@L i
H,C N~Oo" H,C NJ\O‘\
H CH,4 H

FEQ-1 H3C FEQ-2,3 H3C

(e}
50
(@] /—/_ O
NH
O

6-8 CHs

. OR OR OR OR OR OR OR

CH; OR 0 OR OR OR
N NN NN '/OD
HaC N NUNUN N~SISQ
O 0 O O O O O 0 o

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 analisis elemental. El procedimiento
sintético utilizado para la preparacion de FEQ-1 permite un célculo facil e inequivoco
de la cantidad de entidades quirales en la FEQ, en base a su contenido en nitrégeno (%
N); ya que todo el nitrogeno detectado es consecuencia de la cantidad de SQ anclado
sobre la matriz de gel de silice. Para el céalculo de la cantidad de SQ en las FEQs
poliméricas, se desconto6 el porcentaje (%) de N que contiene la matriz cromatografica,

y que proviene de los grupos aminopropilo.

FEQ-2 y FEQ-3 mostraron una cantidad de materia organica similar a FEQ-1,
como indican los valores de la tabla 5.1.1. A partir de este resultado se dedujo que
aproximadamente un numero similar de unidades de prolina estaban presentes en todas
las matrices. Dada la naturaleza de los SQs, esto implica una disposicion diferente de las
entidades quirales sobre el gel de silice, 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 incorporacién de una menor cantidad de SQ/ g de fase

estacionaria.

Tabla 5.1.1. Andlisis 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 7.45 111 1.45

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

5.1.3-1 Ensayos cromatograficos en fases moviles normales (mezclas
Heptano/2-PrOH)

Para evaluar la capacidad enantioselectiva de estas nuevas FEQ la eleccion de los
compuestos racémicos fue critica. De manera que, basandonos en la naturaleza de “tipo
Pirkle” de la FEQ-1, y la relevancia de las interacciones a-m en este tipo de FEQs,
algunos de los analitos ensayados se eligieron por contener anillos arométicos, algunos
con un fuerte caracter m-aceptor (grupos 3,5-dinitrobenzoilo). Ademas se considero el
analisis de compuestos racémicos con grupos capaces de establecer interacciones por
puente de hidrégeno, de manera que se ensayaron analitos con grupos hidroxilo libres,
(Figura 5.1.7).

o)
O,N
COOCH3
R: CH,

NO, R:CH,CgHs 5 Eglo 8
R: CH(CHs), 6 R CH,
R: OCHs 11
CHj
\Q)J\ )\“ OH
R:NO, 12 18
R:Cl 13
R:CH; 14
R CH3 17
N CH3 R cl 19 O CHj
RH 20 )\
N~ >COOCH,
H3C H
24
+) -treo

Figura 5.1.7. Bateria de analitos racémicos ensayados. En rojo se muestran los analitos con anillos
aromaticos de caracter m-aceptor (grupos 3,5-dinitrobenzoilo); y en azul los analitos con grupos hidroxilo
libres.

= Factor de retencion (k’)

Respecto a la retencion de los compuestos ensayados, se observd que en
condiciones de fase normal, mezclas heptano/2-PrOH, los compuestos con grupos
hidroxilo se retenian significativamente mas 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 méas sobre la FEQ de poliprolina, con respecto a su analoga
monomérica FEQ-1 (a pesar de su menor contenido en materia organica); sin embargo,
este efecto sOlo se observd tras el tratamiento de pasivacion de la columna. Este
resultado puso de manifiesto que la pasivacion de los grupos silanol reduce eficazmente
las interacciones no selectivas, e incrementa, por tanto, las interacciones selectivas entre

los analitos y el SQ peptidico.

= Factor de separacion o enantioselectividad (a)

En cuanto a la enantioselectividad, FEQ-1 se limito estrictamente a compuestos
con grupos dinitrobenzoilo, DNB, (4-8, Figura 5.1.7); tanto en mezclas heptano/CHCI3
como heptano/2-PrOH. Respecto al SQ polimérico, FEQ-2 solamente produjo la
separacion parcial de los compuestos 7 y 8. Sin embargo, el tratamiento de pasivacion
tuvo un efecto importante sobre la selectividad observada, puesto que FEQ-3, con el
mismo selector de poliprolina, mostré valores de enantioselectividad significativamente
superiores para ambos compuestos. Ademas, al igual que FEQ-1, el tratamiento resulto
en la separacion parcial de los compuestos 6 y 4, no observada en FEQ-2. La falta de
resolucion de estos compuestos en FEQ-2 se atribuy6 a las posibles interacciones no
selectivas que los analitos pueden establecer con los grupos residuales no reactivos
presentes en la superficie del gel de silice; y que se consider6 presumiblemente
despreciable, 0 menos contribuyente, después del tratamiento de pasivacion. Ademas la
enantioselectividad de FEQ-3 no se redujo Unicamente a compuestos con grupos DNB;
pues también resolvid otros compuestos, alguno de ellos con sustituyentes de caracter -

donador, (9-11, Figura 5.1.8).

O  CH, ‘ O  CH, ‘ O CH, ‘
HsCO
cl N HsC N s N
H H H
9 11
cl CH, 10

OCHj

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 aplicacion,
se atribuyeron a la naturaleza polimérica del SQ poliprolina. Asi, 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 érdenes de elucion para la FEQ polimérica fueron idénticos a
los observados en la FEQ con el derivado monomérico, por lo que este dato no nos

permitio confirmar la existencia de diferentes mecanismos de discriminacion quiral.

= Capacidad de carga

Para conocer la capacidad de carga de este nuevo SQ peptidico, se realiz6 un
ensayo de saturacion comparativo. En este estudio, se evalud la cantidad méaxima de
analito racémico que las columnas son capaces de albergar produciendo ain bandas bien
resueltas (RS<1). Para ello, se eligi6 el racémico 8, por ser uno de los mejores resueltos
en ambas fases estacionarias. El ensayo consistio en la inyeccion repetitiva de
cantidades crecientes de una solucion de concentracion 0.2 mg/mL (del analito 8) sobre
cada una de las columnas. En estas condiciones, la cantidad cargada de analito result6
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).
a) b)
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Figura 5.1.9. Estudio de la capacidad de carga de las columnas a) FEQ-1 y b) FEQ-3. Inyeccion de
cantidades crecientes de una solucion de conc. 0.2 mg/mL (del analito racémico 8) sobre FEQ-1 (10, 50,
60, 80, 100 pL) y FEQ-3 (10, 230, 260, 300, 350, 400 pL). Fase mévil: Heptano/2-PrOH (90:10), flujo
1mL/min, A=226nm.

En base a estas observaciones, es presumible asumir que la estructura helicoidal
gue adopta el oligbmero de poliprolina esta involucrada, de alguna manera, en el

reconocimiento de los compuestos racémicos.
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5.1.3-2 Ensayos cromatograficos en fases maéviles acidas y/o béasicas

Se analiz6 también la selectividad de este tipo de columnas para compuestos
racémicos de interés, como farmacos. Las tres FEQs fueron analizadas frente a 15
farmacos racémicos de diferente naturaleza (acida, basica y neutra). Entre los farmacos
ensayados se encuentran : el diltiazem, la warfarina, benzodiazepinas como oxazepam y
lorazepam, -bloqueantes como propranolol y pindolol, antiinflamatorios no esteroideos
AINES como el naproxeno y Kketoprofeno y herbicidas como los é&cidos
ariloxipropiénicos (mecoprop y diclorprop). Las fases mdviles utilizadas fueron mezclas
heptano/2-PrOH 0.2% DEA o 0.5% TFA para racémicos basicos y 4cidos,
respectivamente. Este analisis nos permitio comprobar la estabilidad de estas FEQ en
condiciones &cidas y/o basicas. Aunque la retencion de estos compuestos fue superior

en FEQ-3, no se observé resolucion para ninguno de los farmacos ensayados.

5.1.3-3 Ensayos cromatograficos en fases moviles acuosas

Las fases estacionarias tipo Pirkle presentan normalmente bajo condiciones de
fase inversa una enantioselectividad nula o muy reducida.®® FEQ-1 no fue ninguna
excepcion a esta observacion, puesto que -como era de esperar- no presento
enantioselectividad por ninguno de los compuestos ensayados, ni siquiera para los
compuestos con grupos DNB previamente resueltos en condiciones de fase normal, con
disolventes organicos como fase movil. Sin embargo, FEQ-3 mantuvo cierta
enantioselectividad para los compuestos 7 y 8, aunque sensiblemente superior en
mezclas MeOH/H,O que en mezclas ACN/H,O. Sin embargo, la ultima fase movil
produjo picos mas estrechos que originaron mejor resolucion, (Figura 5.1.10).
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Figura 5.1.10. Representacion de los cromatogramas obtenidos en fase movil 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
moévil ACN/H,0 (20:80), flujo ImL/min.

5.1.3-4 Ensayos cromatograficos en fases maéviles apolares

El comportamiento de las columnas en ausencia de disolventes acuosos o
alcohdlicos también se tuvo en cuenta. De esta manera, se eligié el cloroformo como
disolvente, de uso muy comun para evaluar la enantioselectividad de las FEQ de tipo
Pirkle. En estas condiciones, FEQ-1 se estabilizd facilmente. Sin embargo, la fase
estacionaria de poliprolina necesitdé mas de tres horas para dar lugar a retenciones
repetitivas. Por otro lado, tanto el patrén de retenciones como los tiempos de retencién
fueron muy distintos en ambos casos.

Mientras que para FEQ-1 fue necesario utilizar cantidades moderadas de heptano
en la fase mavil con el objetivo de observar una retencion moderada de los analitos; las
retenciones en la FEQ de poliprolina, FEQ-3, resultaron anormalmente elevadas para la
mayoria de compuestos y su capacidad enantioselectiva fue completamente nula. No
obstante, la adicién de una pequefia cantidad de 2-propanol a la fase mévil (CHClI3/2-
PrOH, 98:2) permitié una reduccién considerable de la retencion y, para alguno de los
compuestos ensayados, supuso la recuperacion 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 mdvil: a) heptano/2-PrOH (90:10), b) cloroformo 100% y c) cloroformo/2-PrOH
(98:2). La figura b) demuestra el aumento de la retencién y la pérdida de enantioselectividad, para el
analito racémico 8, cuando se utiliza como fase mévil 100% CHCls.

5.1.3-5 Andlisis estructural del SQ poliprolina mediante Dicroismo Circular

Las variaciones en cuanto a retencion y enantioselectividad, en funcién de la
composicion de la fase mavil, 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 oligobmero. Para corroborar esta hipdtesis, se
registraron los espectros de Dicroismo Circular, DC, del SQ peptidico (SQ-2) utilizando
las mismas mezclas de disolventes que las utilizadas en los ensayos cromatograficos.
Para poder establecer comparaciones, se estudiaron también los espectros de DC del SQ
monomeérico. El rango de longitudes de onda escaneadas fue de 219-300 nm, en ambos
casos.

El espectro de dicroismo circular para el monémero, SQ-1, fue muy similar en
todos los disolventes y mostré Unicamente una banda negativa a 245nm. Para el SQ
peptidico (SQ-2), se observé 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 Dicroismo Circular de a) selector quiral monomeérico (SQ-1) y b) selector
quiral poliprolina (SQ-2), en diferentes mezclas de disolventes. En negro se representa el espectro de
dicroismo en ACN/H,O (40:60), en rojo el de MeOH/H,0 (40:60) vy, en azul, el obtenido en heptano/2-
PrOH (90:10); condiciones de analisis (0.05 mg/mL; celda 2mm, 21°C).
Las mismas bandas, aunque de menor intensidad, se observaron también en ACN/H,0.
Sin embargo, el espectro fue completamente plano cuando se registr6 en mezclas
MeOH/H,0. 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 absorcion del cloroformo no permitié su uso en esta
técnica. De este modo, no fue posible confirmar la hipdtesis creada respecto a que un
cambio conformacional en la estructura del SQ debia ser responsable del

comportamiento cromatografico observado en este disolvente.

5.1.4. Conclusiones y aportaciones mas relevantes

v" El método de preparacion 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 oligomero, esto implica, una menor cantidad de SQ en la fase
estacionaria polimérica respecto a su analoga de tipo Pirkle.

¥v" A pesar del menor contenido en materia orgénica, la presencia del oligémero de
poliprolina ocasiona factores de retencidn y enantioselectividad superiores; amplia el

campo de aplicacion, y multiplica la capacidad de carga de la FEQ; lo que permite
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suponer que la estructura del oligdbmero estd involucrada en el reconocimiento
molecular de los compuestos racémicos.

v" La composicién de la fase movil altera significativamente el comportamiento
cromatogréafico de la FEQ de poliprolina. Asi, la retencion de los analitos es ordinaria y
la enantioselectividad maxima, cuando se utiliza en condiciones de fase normal
(mezclas heptano/2-PrOH). En medios acuosos, se mantiene cierta enantioselectividad
aunque la resolucion es considerablemente inferior. Sin embargo, en fases moviles
apolares como el cloroformo, y en ausencia de modificadores alcoholicos, las
retenciones son extremadamente elevadas y la FEQ pierde completamente su capacidad
para reconocer la quiralidad. En este ultimo caso, la adiccion de un disolvente polar
protico (2-PrOH) restablece los tiempos de retencion usuales y la enantioselectividad, lo
que sugiere un rol importante de este modificador.

v"  Las variaciones observadas, en cuanto a la retencién y enantioselectividad, en
funcién de la composicion de la fase movil, se consideran debidas a un cambio
conformacional en la estructura del oligomero. De este modo, se instaura una relacion
estructura del oligomero/selectividad cromatografica muy relevante para estas
novedosas fases estacionarias quirales.

v"  Los estudios estructurales del oligdmero en disolucion, realizados utilizando
dicroismo circular (DC) y los mismos disolventes que los utilizados en los ensayos
cromatograficos de la FEQ, revelan la presencia de una estructura ordenada,
especialmente en mezclas heptano/2-PrOH; donde también la selectividad
cromatografica del oligobmero es méaxima. Sin embargo, por lo preliminar de estos
primeros estudios, no fue posible determinar con qué tipo de estructura helicoidal

especifica se relaciona la mayor enantioselectividad de estos oligomeros.
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A (4R)-Hydroxy-L-proline-derived chiral scaffold and
its oligomers as chiral selectors in liquid
chromatography chiral stationary phases for
enantioseparation

The chromatographic behaviour of a poly-I-proline-derived chiral stationary phase
(CSP) is compared to the corresponding single proline-derived CSP. Structurally
diverse racemic test compounds and mobile phases, including normal- and RP con-
ditions, were used. Although the application domain of the poly-L-proline-derived
CSP (CSP-3) was considerably restricted, this CSP showed a higher retention and a
slightly broader application domain than the monomeric analogue (CSP-1) when
heptane/2-PrOH was used as mobile phase. The presence of an alcohol in the mobile
phase was essential for enantioseparation in the poly-I-proline-derived CSP when

normal-phase conditions were applied.

Keywords: Enantiomer separation [ Enantioselective HPLC [ I-Proline | Poly-I-proline

Received: December 2, 2005; revised: January 31, 2006; accepted: February 1, 2006

DOI 10.1002/j55¢.200500484

1 Introduction

The increasing demand for enantiomerically pure drugs
has led to the development of a variety of stereoselective
separation technologies. Among these, direct liquid
chromatographic procedures are the focus of intensive
research, which has led to the production of improved
selective materials to be used in the most efficient HPLC
modalities [1]. The choice of the appropriate chiral selec-
tor (CS) to be bonded to the solid support is a key point in
enantioselective HPLC. [-Proline derivatives have been
extensively used as chiral moieties in chiral stationary
phases (CSPs) for LC [2-4]. The chemical and structural
particularities of this amino acid occasionally provide
high enantioselectivity for certain racemic mixtures [5,
6]. The conformational rigidity that this amino acid
induces on the CS has often been related to this high
enantioselective recognition [7]. Nevertheless, the appli-
cation domain of these CSPs is usually highly restricted.
In contrast with this characteristic, which is common to
most low-molecular weight CSs, polysaccharide deriv-
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Abbreviations: CS, chiral selector; CSP, chiral stationary phase;

DIC, N,N'diisopropylcarbodiimide; HOBt, 1-hydroxybenzotria-
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atives such as aryl carbamates of cellulose or amylose
show a broad applicability and high loadability. These
features are often attributed to the helical secondary
structure adopted by polysaccharide derivatives |[8],
which determines the presence of diverse multiple
stereoselective microenvironments that permit the
stereoselective recognition of a broad range of chemical
structures. Polyamino acids may also show helical con-
formations. In particular, PPI and PPII conformations
have been described for polyproline peptides [9, 10].
These two helical conformations differ in the relative dis-
position of the peptidic amide bond regarding the pepti-
dic chain. In PPI the o-carbon atoms of the two consecu-
tive amino acids are on the same side of the peptidic
bond (cis disposition) while in PPII they are in opposite
sites (trans disposition). This difference in stereochemis-
try implies a different geometry, in terms of handedness
and density of residues per turn, for the resulting helical
conformations. The dependence of these conformations
on the environment is also well known and has been
extensively studied [11] due to the biological relevance of
the rich-proline domains in the recognition and interac-
tion of proteins [12]. Thus, PPI conformation occurs in
lipophilic environments (lipophilic alcohols), while PPII
conformation is stabilised in aqueous environments.
Polyamino acids have been used as CSs in enantioselec-
tive GC [13|. However, their possible applicability to
liquid chromatographic enantioseparation has only
recently been considered [14, 15]. Thus, Li and coworkers
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Figure 1. CSPs prepared and studied.

tested nonsubstituted polyproline oligomers, containing
only one, two or four amino acid units, as CS in LC. The
enantioselectivity of this latter was compared to that of
Chiralcel OD-H and Chiralpak AD-H columns containing,
respectively, cellulose and amylose 3,5-dimethylphenyl-
carbamates as CS. The described CSP showed to be parti-
cularly adapted to the separation of chiral 4-aryl-3,4-dihy-
dropyrimidin-2-one compounds.

In this regard, here we evaluated the effect that the pre-
sence of multiple chiral proline units has on the chroma-
tographic behaviour of the CSPs-containing poly-L-pro-
line CS. Thus, a CS constituted by a poly-(4R}3,5-di-
methylphenyl)aminocarbonyloxy-I-proline was prepared
and characterised. The substituent on the proline scaf-
fold, the 3,5-dimethylphenylcarbamate group, was cho-
sen to introduce a degree of structural analogy between
the peptide CS and the most used polysaccharide deriv-
atives, 3,5-dimethylphenylcarbamates of cellulose and
amylose. In addition, considering that a minimum of
five to six proline units is required for the formation of a
stable PPII helix [16], alength around 8 units was selected
for the CS. In parallel, a Pirkle-type CSP containing only
the terminal unit present in the peptidic CS was also
prepared. The chromatographic behaviour of the CSP
containing the peptide CS is studied in comparison with
that of the CSP containing the analogous monomeric CS
(Fig. 1). A wide range of diverse racemic test compounds
and chromatographic conditions were applied for this
purpose.

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

J. Sep. Sci. 2006, 29, 905-914

o J&z)

CSP-1

CHy

H3C

2 Experimental

Chemicals and solvents were purchased from Aldrich
(Steinheim, Germany), Fluka (Buchs, Switzerland) and
Panreac (Barcelona, Spain). Elemental analyses were per-
formed by the Serveis Cientifico-Tecnics de la Universitat de Bar-
celona (Spain) on a Thermo Electron apparatus FA 1108
using standard conditions. Circular dichroism spectra
were recorded on a Jasco J810 apparatus. MS MALDI-TOF
spectra were obtained from a 4700 Proteomics analyzer
(Applied Biosystems).

The chromatographic experiments were performed on a
Waters HPLC system (Milford, MA, USA) consisting of a
600E pump and a 717 autosampler and equipped with a
996 photodiode-array detector. The CSPs were packed
into stainless-steel tubes (150 mm x 4.6 mm id) by the
slurry method. The volume of the injected sample was
5 uL, and the flow rate of the pump was set at 1 mL/min.
The void volume was determined using tri-tert-butylben-
zene. The elution order was determined using samples
enriched in one of the enantiomers of known absolute
configuration.

2.1 Synthesis of peptide 2

Peptide 2 was obtained from the N-Boc-protected amino
acid 3 using a conventional solid-phase peptide synthesis
(SPPS) protocol (Scheme 1). After attachment of the lin-
ker, N-(9-hydroxymethyl-2-fluorenyl)succinamic acid
(HMEFS) [17], to an aminomethylated polystyrene resin,
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Scheme 1. (a) Anhydrous pyridine, 115°C; (b) coupling: 3, DIC, HOBt, DMF; deprotection: TFA/DCM, 40%; (c) DIC, HOBt, DMF;

(d) morpholine/DMF 20%.

eight cycles of coupling with 3, N,N'-diisopropylcarbodi-
imide (DIC), 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) and DMF,
and N-Boc deprotection (TFA, dichloromethane (DCM))
were performed.

An additional coupling of 3,5-dimethylbenzoic acid (DIC,
HOBt, DMF) was performed on the N-terminal group, and
finally, the peptide material was cleaved from the resin
by treatment with morpholine in DMF (Sancho, R., Pérez,
A.M., Minguillén, C., in preparation). The composition of
the peptide mixture was evaluated by analytical HPLC on
a Cys column (5 pm, 15 cm x 0.46 cm) using a gradient of
H:O (containing 0.1% TFA) and ACN (containing 0.1%
TFA) at a flow rate of 1 ml/min (Fig. 2). Repetitive injec-
tions under the same conditions permitted the isolation
of the three sample components. The purity of the frac-
tions was verified by analytical HPLC. Peptides were 97—
98% pure. After lyophilisation the components were
characterised by MALDI-TOF MS. The three major pep-
tides, corresponding to 8, 7 and 6 monomer units, were
obtained in an approximate relative ratio of 34, 50 and
16%, respectively, assuming similar extinction coeffi-
cients for the three components. For n = 8: MALDI caled
[M +H] 2232.52; found [M + Na] 2254.35. For n = 7: MALDI
caled [M +HJ 1972.23; found [M + Na] 1994.14. For n=6:
MALDI caled [M + H| 1711.93; found [M + Na| 1733.99.

2.2 Preparation of CSP-1

The fixation of 1 onto silica gel was carried out following
the general procedure already described [18, 19]. CS 1

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(3 mmol) was dissolved in anhydrous pyridine (9 mlL),
and 3-aminopropyltriethoxysilane (0.84 mL, 3.6 mmol)
in pyridine (6 mL) was added. The solution was refluxed
for 90 min. At this point the excess of reagent and the sol-
vent was removed by distillation at reduced pressure
(0.1 mmHg). The residue was dissolved in anhydrous pyr-
idine (10 mL) and the resulting solution was added to the
suspension of spherical silica gel (3 g, 5 um, 100 A, Kro-
masil), previously dried by azeotropy with toluene, in
anhydrous pyridine (14 mL). The mixture was stirred at
reflux temperature for 90 min. Hexamethyldisilazane
(1 mL) was then added and the reaction mixture was
allowed to react for one additional hour at reflux tem-
perature. The resulting bonded silica was collected by fil-
tration, washed exhaustively with pyridine, ethanol and
water until neutral washing liquors were obtained, etha-
nol, acetone and diethyl ether, and dried in vacuum at
room temperature. The resulting CSP-1 was charac-
terised by elemental analysis. Results found: 7.86% C,
1.38% H, 1.44% N. A content of 0.34 mmol of chiral enti-
ties per gram of CSP can be calculated on the basis of the
nitrogen percentage.

2.3 Preparation of CSP-2

2-Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydroquinoline (EEDQ)
(110 mg, 0.44 mmol) was added to a solution of the pep-
tide material 2 (420 mg, 0.2 mmol considering a molecu-
lar weight average corresponding to seven proline-
derived units) in THF (40 mL). y-Aminopropylated silica
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Figure 2. HPLC profile corresponding to the analysis of the peptidic material 2. Conditions: linear gradient from 0 to 100% ACN

(0.1% TFA) in 40 min. Flow rate: 1 mL/min; 4, 254 nm.

gel (2 g), obtained from spherical silica gel (5 pm, 100 A,
Kromasil) following the conventional procedure [20]
(analysis: 3.18% C, 0.92% H; 0.91% N), was added to the
solution and the mixture was allowed to react overnight.
The resulting bonded silica was collected by filtration,
washed exhaustively with THF, ethanol, water, acetone
and diethyl ether and dried in vacuum at room tempera-
ture. Elemental analysis: 7.45% C, 1.11% H, 1.45% N.

2.4 Preparation of CSP-3

CSP-2 (2 g) was suspended in toluene (10 mL) and hexa-
methyldisilazane (1 mL) was added. The resulting suspen-
sion was allowed to react for 1 h at reflux temperature.
The resulting modified silica was collected by filtration,
washed exhaustively with pyridine, ethanol and water
until neutral washing liquors were obtained, ethanol,
acetone and diethyl ether, and dried in vacuum at room
temperature. Elemental analysis: 6.76% C, 1.09% H,
1.28% N.

3 Results and discussion

Given their ready availability as enantiomerically pure
compounds, many amino acids have been used as chiral
moieties in Pirkle-type CSPs. Among these, L-proline con-
stitutes a particularity from the structural point of view,
because of its secondary amino group, and when the
stereoselective properties are considered. To assess the
chromatographic behaviour of CSPs with a CS which has
repeated [-proline units compared to that containing a
monomeric L-proline-derived CS, we prepared and tested
three distinct CSPs. First, CSP-1 (Fig. 1), containing a sin-
gle proline unit as CS, was prepared for comparative pur-
poses from CS 1, which was obtained as described [21].
The synthetic procedure applied in the preparation of
CSP-1 [18] implies the obtention of a chiral silane inter-

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

mediate, which is later bonded to silica gel. This syn-
thetic approach yields CSPs without unreacted amino-
propyl groups on the surface of the chromatographic
matrix, thus reducing the probability of nonspecific
interactions between the stationary phase and the ana-
lytes. Moreover, an “end-capping” treatment ensures the
deactivation of the remaining silanol groups.

CSP-2 and CSP-3 were prepared by the fixation of a mix-
ture of polyproline peptides (2) possessing six to eight
proline units on y-aminopropylated silica gel. This proce-
dure, classically applied to the preparation of Pirkle-type
CSPs [22], involves milder conditions than the procedure
followed to obtain CSP-1. This, together with the pre-
sence of a spacer on the silica surface, the aminopropyl
group, was considered convenient in the fixation of the
voluminous oligomeric molecules. The peptide mixture
2 was previously obtained by a standard SPPS protocol
and its components were individually characterised by
MALDI-TOF MS (Fig. 2). The preparation of CSP-3 included
an additional end-capping treatment to deactivate possi-
ble unreacted aminopropyl and silanol groups on the
silica gel surface.

All three CSPs were characterised on the basis of their ele-
mental analyses. The synthetic procedure applied in the
preparation of CSP-1 permitted the easy and unequivocal
calculation of chiral entities on the CSP on the basis of its
nitrogen content, as all of this element is involved in the
fixation of the CS. CSP-2 and CSP-3 showed an organic
content on the silica gel matrix similar to that of CSP-1.
From this result, it can be inferred that CSP-1 and CSP-2
have a similar number of single proline-derived units.
Given the nature of CSs 1 and 2, this implies a distinct
arrangement of these chiral moieties on the silica sur-
face. That is to say, a lower number of CS units were
bonded on CSP-2. Among other factors, the steric hin-
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Figure 3. Chemical structures of the racemic compounds tested.

drance may prevent a higher loading of the peptidic CS
on CSP-2. The end-capping treatment performed on CSP-
3 resulted in a slight loss of CS, as deduced from the
slightly lower organic content in this material compared
to that of CSP-2.

The choice of the racemic test compounds to evaluate
new CSPs is critical in this kind of studies. In a first
approach, given the Pirkle-type nature of CSP-1 and the
relevance of n-n interactions in this kind of CSPs, com-
pounds containing aromatic rings, some of them of
strong m-acceptor character (3,5-dinitrobenzoyl groups,
DNB), were tested under normal-phase conditions (Fig. 3,
Table 1). CSP-1 was tested using either heptanefchloro-
form or heptane/2-PrOH mixtures as a mobile phase.
Under these latter conditions, compounds containing
hydroxyl groups (15, 16, 18, 22 and 23) were significantly
more retained in the polyproline-derived CSPs than in
the monomeric CSP-1. On the contrary, DNB-containing
racemates (4-8 and 12) were less retained by CSP-2. Reten-
tion was higher for CSP-3 than for CSP-1 and CPS-2, in
spite of the lower organic content of the former.

Regarding selectivity, the enantioselectivity of CSP-1 was
strictly limited to compounds containing DNB groups,
when either heptane/chloroform or heptane/2-PrOH mix-
tures were used as a mobile phase, and only the partial
separation of compounds 7 and 8 was detected for CSP-2.
In this regard, it is worth noting the effect of the end-cap-

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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ping treatment on selectivity. Thus, CSP-3 showed signifi-
cantly higher enantioselectivity values for 7 and 8 than
CSP-1 and CSP-2. Like CSP-1, CSP-3 produced the partial
separation of 6 and 4, which was not observed in CSP-2
containing the same CS. The lack of resolution of these
compounds on CSP-2 can be attributed to the nonselec-
tive interactions that the analytes may establish with the
remaining unreacted groups on the silica surface. These
interactions may contribute to mask the enantioselectiv-
ity in this CSP [18]. Moreover, the enantioselectivity of
CSP-3 is limited not just to compounds with DNB groups.
Compounds 9-11, structurally related to 8 but devoid of
such m-acceptor groups and having groups of even n-
donor character instead (10, 11), were completely sepa-
rated on this CSP (Fig. 4). It is reasonable to attribute this
improvement to the polymeric nature of the CSP-3 selec-
tor. Thus, additional chiral microenvironments, with the
capacity to enantioselectively recognise these racemates,
may be present in the polymeric CS. Unfortunately, the
identical elution order for the compounds resolved on
CSP-1 and CSP-3, in particular for compound 8, in spite of
the higher value of the enantioselectivity for this com-
pound, does not allow us to confirm the existence of
different recognition mechanisms.

At this point, a simple loading comparison was per-
formed for 8 on CSP-1 and CSP-3 (Fig. 5). The amount of 8
required to attain a touching-band separation (Rs <1) in
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Table 1. Chromatographic results in normal-phase conditions

J. Sep. Sci. 2006, 29, 905-914

Racemic CSP-1 CSP-2 CSP-3
compounds

kK o Rs k1 o Rs ¥\ o Rs Ky o Rs
4 271(R) 132 409 355(R)? 112 068 3.019 1.00 - 7.86 1.02 -
5 147(R) 143 468 3.03(R¥ 114 073 2129 1.00 - 6.419 1.00 -
6 106(R) 149 431 176(R)" 112 081 1419 100 - 305(R)? 115 0.73
7 311(R) 133 441 317(R) 113 081 238(R) 1.0 050 4.10R)" 2.09 4.15
8 265(R) 206 942 339(R)¥ 144 216 250(R¥ 120 1.10 423(R)® 333 6.96
9 2.40 1.00 - 2.04 1.00 - 2.69 143  4.14
10 3.99 1.00 - 4.47 1.00 - 3.74 139 205
11 9.56 1.00 - 8.08 1.00 - 9.65 123 1.69
12 1.75% 1.00 - 0.79 1.00 - 0.38 1.00 - 1.17 1.00 -
13 0.07 1.00 - 0.07 1.00 - 0.11 1.00 -
14 0.17 1.00 - 0.20 100 - 0.19 1.00 -
15 4.83 1.00 - 3.24 1.00 - 3.80 1.00 - 4.03 1.00 -
16 8.82 1.00 - 2.799 1.00 - 10779  1.00 - 10309  1.00 -
17 0.94 1.00 - 0.57 1.00 - 0.33 100 - 0.31 1.00 -
18 1.16 1.00 - 1.84 1.00 - 2.28 100 - 357 1.00 -
19 0.32Y 1.00 - 013 1.00 - 0.12 1.00 - 0.16 1.00 -
20 0479 1.00 - 0.14 1.00 - 0.14 1.00 - 0.13 1.00 -
21 0.53” 1.00 - 1.02 1.00 - 1.04 100 - 1.05 1.00 -
22 1.54” 1.00 - 1.73 1.00 - 2.19 1.00 - 2.09 1.00 -
23 7.39 1.00 - 1.339 1.00 - 3119 100 - 4.839 1.00 -
24 0.89” 1.00 - 1.439 1.00 - 1.639 1.00 - 1.889 1.00 -
Mobile phase Hept/Cl;CH (50:50) Hept/2-PrOH (98:2) Hept/2-PrOH (98:2) Hept/2-PrOH (98:2)

a) Heptane/Cl;CH (90:10).
b) Heptane/Cl;CH (75:25).
¢) Heptane/2-PrOH (90:10).

CSP-3 was five times higher than for CSP-1 in spite of a
similar, or even lower content in chiral proline moieties
in the former. This, together with the increased selectiv-
ity value originated for 8 on CSP-3, suggests the involve-
ment of the polyproline structure in the recognition of
this racemic compound.

The three CSPs were further tested using a series of 15
structurally diverse racemic drug compounds of neutral,
basic or acidic character. Among these we tested diltia-
zem, warfarin, anxiolytic benzodiazepines, such as oxa-
zepam or lorazepam, B-blockers, such as propranolol or
pindolol, NSAIDs such as naproxen or ketoprofen and
the aryloxypropionic acid derivatives mecoprop and
dichlorprop, used as herbicides. The mobile phases used
comprised heptane/2-PrOH mixtures containing 0.2% of
DEA or 0.5% of TFA for basic and acidic racemates, respec-
tively. These tests allowed us to assess the stability of CSP-
2 and CSP-3 using either acidic or basic conditions.
Unfortunately, retention was usually higher for CSP-3
under identical conditions and no insights of resolution
were detected for any of these racemates (Table 2).

RP conditions were also used (Table 3). Enantioselectivity
is highly reduced for most Pirkle-type CSPs under these
conditions [23]. As expected, CSP-1 did not constitute an
exception and no selectivity was detected even for the

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

DNB-containing racemates previously resolved under
normal-phase conditions. On the contrary, CSP-3 main-
tained some of its enantioselectivity for compounds 7
and 8, this being higher for MeOH/water mixtures than
for ACN/water mixtures. Nevertheless, the latter mobile
phase produced narrower peaks, which originated
higher resolution.

To test the behaviour of the columns in the absence of
alcoholic or aqueous solvents in the mobile phase, CSP-1
and CSP-3, previously stored in heptane, were condi-
tioned in chloroform, a solvent often used to test Pirkle-
type CSPs. CSP-1 was easy stabilised after being fluxed for
20-30 min at a flow rate of 1 mL/min. CSP-3 did not show
the same behaviour in this process. Once apparently sta-
bilised, considering baseline stability, CSP-3 afforded
increased retention times for the repeated injection of
the same racemate. Therefore, the stabilisation period
was prolonged until results were reproducible. Thus,
compound 6 was injected after the first 30 min of stabili-
sation and reinjected each 60 min. At room temperature
(21°C) and using a flow rate of 1 mL/min the equilibrium
state was attained after approximately 3 h. The retention
capacity of CSP-1 and CSP-3 using chloroform in the
mobile phase differed significantly. In spite of a similar
organic content for both CSPs, CSP-3 showed abnormally
high retention times and a distinct retention pattern for
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Figure 5. Loading study for 8 on (a) CSP-1 and (b) CSP-3. Increasing amounts of a solution containing 0.2 mg/mL of 8 were
injected on CSP-1 (10, 50, 60, 80, 100 pL) and CSP-3 (10, 100, 200, 300, 400, 420 pL).
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Table 2. Capacity factors (k) for several of the racemic
drugs tested using heptane/2-propanol mixtures

Racemic CSP-1 CSP-3 Mobile
compounds phase
Lorazepam 9.45 8.28 80:20
Oxazepam 6.02 9.26 80:20
Temazepam 4.07 5.08 80:20
Lormetazepam 7.15 7.03 80:20
Warfarin 1.78 2.90 90:10
Propranolol 8.25 4599 98:2:0.2Y
Pindolol 11.39 26.10 90:10:0.2Y
Metoprolol 1.68 6.03 90:10:0.2Y
Tertatolol 1.47 4.45 90:10:0.2"
Diltiazem 1.71 493 90:10:0.2
Ketoprofen 3.89 11.80 98:2:0.5”
Naproxen 132 5.49 98:2:0.5”
Mecoprop 0.92 2.81 98:2:0.5”
Diclorprop 1.06 3.23 98:2:0.5”
a) Heptane/2-PrOH/DEA.

b) Heptane/2-PrOH/TFA.

¢) 90:10:0.2.

the compounds tested in comparison to the retention
times recorded for CSP-1. Thus, a moderate amount of
heptane had to be added to the mobile phase on this lat-
ter CSP to produce some retention of the analytes tested
(Table 1). In contrast, compounds 4 and 6 showed reten-
tion times over 40 min (k' >18) on CSP-3 when chloroform
(100%) was used as a mobile phase. Compounds 15, 16, 21
and 24 were also chromatographed under these condi-
tions. The alcohol 15 showed a retention factor of 6.6
while 16 was highly retained (t >120 min, k' >56). This
was also the case for compound 21 (t >120 min) while a
retention factor of 11.4 was obtained for 24. It has to be
noted that compound 24 was much more retained than
21 in heptane/2-PrOH mixtures. Selectivity was also
strongly affected. Thus, none of these racemic com-
pounds was resolved. A small amount of 2-PrOH was then
added to the mobile phase (chloroform/2-PrOH, 98:2).

Table 3. Chromatographic results in RP conditions

J. Sep. Sci. 2006, 29, 905-914

Low retention was observed for most compounds under
these conditions and no selectivity was observed for 5, 6,
9 and 11. Nevertheless, partial separations were attained
for 4 (K,=1.19; ¢.=1.08), 7 (K, =0.58; .= 1.22; Rs=0.83)
and 8 (K, = 0.45; o= 1.47; Rs= 1.37) (Fig. 6). When the col-
umn was fluxed again with heptane/2-PrOH mixtures,
the retention and selectivity values reached those
obtained previously.

These changes in chromatographic behaviour, in reten-
tion and also in selectivity, as a function of the mobile
phase composition suggest the significant role of 2-PrOH
in enantioselectivity. Moreover, the eventual involve-
ment of a conformational change of the CS was consid-
ered. Therefore, the CD spectra of the peptide mixture 2,
as well as 1, were registered using solvent mixtures com-
parable to those used in chromatography (Fig. 7). The
spectra of 1, registered in the same conditions for com-
parative purposes, showed only a negative absorption at
245 nm. A strong positive absorption (234 nm), followed
by a negative absorption (248 nm), was observed for 2
when heptane/2-PrOH (90:10) was used as a solvent. This
spectrum seems to indicate the existence of an ordered
structure under these conditions. The analogous bands,
although weaker, were also observed in ACNjwater
(40:60), which seem to suggest the presence of the same
conformation as in heptane/2-PrOH in a lower propor-
tion. However, a completely flat spectrum was obtained
when MeOH/water (40:60) was used as a solvent. There-
fore, the ability of CSP-3 to be enantioselective in RP con-
ditions does not seem to be related to the presence of
such kind of ordered conformations. Unfortunately, the
strong absorption of chloroform prevents its use in this
technique. Therefore, the hypothesis of a conformational
change being responsible for the observed chromato-
graphic behaviour when this solvent was used could not
be confirmed using this technique and is now the subject
of further investigation.

Racemic CSP-1 CSP-3
compounds

{4 o ¥, o K o Rs ¥, o Rs
4 117 1.00 0.54 1.00 0.85 1.00 = 0.44 1.00 =
5 6.25 1.00 216 1.00 3.72 1.00 = 1413 1.00 =
6 2:25 1.00 0.89 1.00 1.53 1.00 - 0.51 1.00 -
7 5.91 1.00 197 1.00 3.20 1.20 0.75 0.94 1.25 0.46
8 35.15 1.00 7.74 1.0sh 12.39 1.36 1.34 3.06 1.50 1.00
17 0.90Y 1.00 3.76 1.00 0.94" 1.00 2 0.92 1.00 =
22 091 1.00 0.24 1.00 0.45 1.00 = 0.15 1.00 =
23 0.20" 1.00 0.29 1.00 0.28" 1.00 = 0.15 1.00 =
Mobile phase ACN/water (20:80) MeOH/water (50:50)  ACN/water (20:80) MeOH/water (50:50)
a) ACNjwater (40:60).

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 6. Chromatograms for 8 on CSP-3. (a) Heptane/2-PrOH (90:10); (b) ClsCH (100%); (c) Cl,CH/2-

PrOH (98:2).

4 Concluding remarks

The polymeric nature of selector 2 affects the chromato-
graphic behaviour of the CSP-3 regarding that of the
monomeric CSP-1. Thus, retention is always higher in
normal-phase conditions and selectivity is increased for
some of the racemic compounds tested. In the absence of
alcoholic components in the mobile phase retention is
highly increased and no selectivity was observed for the
compounds tested. The addition of a small amount of 2-

© 2006 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

propanol produces the recovery of the usual retention
times and the recovery of selectivity for certain race-
mates.
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Figure 7. Circular dichroism spectra of (I) 2 and (Il) 1 using
(a) heptane/2-PrOH (90:10), (b) ACN/water (40:60) and (c)
MeOH/water (40:60) mixtures as solvents (0.05 mg/mL; cell
path, 2 mm; 21°C).
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5.2. Derivados de poliprolina como selectores quirales en
cromatografia liquida de alta eficacia: estudios
cromatograficos y conformacionales

Articulo 11

R. Sancho, C. Minguillon; “Polyproline derivatives as chiral selectors in high
performance liquid chromatography: Chromatographic and conformational
studies”, Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and
Life Sciences, 875 (1), 2008, 93-101.

indice de Impacto (JCR 2014):2.729

Posicion en area “Analytical Chemistry”: 22/74

5.2.1. Planteamiento y objetivos del estudio

En estudios previos, se analizd6 el comportamiento cromatografico de SQs
poliprolina inmovilizados sobre soportes de gel de silice para HPLC. En estos, el
oligbmero de poliprolina se utiliz6 anclado a la matriz cromatografica a través de su
extremo C-terminal. De este modo, los oligdmeros demostraron ser superiores respecto
de fases estacionarias de “tipo Pirkle” analogas, tanto en campo de aplicacién como por
su superior capacidad de carga. Estas observaciones se atribuyeron a la capacidad de los
oligbmeros de poliprolina de adoptar una estructura helicoidal. Esta hipétesis inicial
quedd apoyada por los cambios observados, en la retenciéon y enantioselectividad,
cuando se utilizan distintos disolventes en la cromatografia de estas novedosas FEQs.

En este nuevo trabajo, el derivado de prolina y su oligémero se utilizan anclados
al soporte cromatografico a través de su extremo N-terminal. De este modo, se podra
evaluar qué influencia tiene la orientacion del SQ respecto de la matriz cromatogréafica
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 mas expuesto para la interaccion con los analitos. Esta unidad terminal,
puede tener un rol importante en el reconocimiento molecular, especialmente en la

orientacion de los analitos hacia el SQ, y por tanto, en su enantioselectividad.
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Obijetivos especificos:

1. Evaluar el comportamiento cromatografico de la nueva FEQ poliprolina,
preparada por inmovilizacion del SQ a través de su extremo N-terminal, respecto de su
analoga monomerica. Comparar los nuevos resultados con los obtenidos previamente

para las FEQ preparadas por inmovilizacion C-terminal de los selectores quirales.

2. Estudiar la estructura en disolucion de los nuevos selectores quirales peptidicos,
utilizando dicroismo circular (CD) y resonancia magnética nuclear (RMN), e intentar
dilucidar el mecanismo por el que estos selectores establecen el reconocimiento

molecular de los enantiomeros.

5.2.2. Disefio experimental

5.2.2-1 Preparacion 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 oligbmero muestre
su funcion amino libre. Para ello, se propuso un esquema sintético en fase sélida,
idéntico al utilizado para preparar el selector poliprolina con el extremo C-terminal
libre. La sintesis difiere en las reacciones posteriores llevadas a cabo en disolucion, tras
la escision del soporte solido. El extremo amino terminal del selector peptidico se
modificd con un espaciador adicional, para favorecer el anclaje posterior sobre la matriz

cromatogréfica, (Figura 5.2.1).
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Figura 5.2.1. Esquema de las reacciones sintéticas llevadas a cabo en disolucion para obtener el selector
quiral poliprolina (7) con el extremo N-terminal libre.

Para preparar el SQ monomérico analogo, 1, se planted el esquema sintético

siguiente, (Figura 5.2.2).

H3C H3C

CH3
o HaC

CHj OH CH, CH,4 NH
% N-Boc N-Boc ’
U EEDQ
H,C H N o

(0)

Figura 5.2.2. Sintesis del selector quiral monomeérico con la funcién amino libre.

5.2.2-2 Preparacion de las fases estacionarias quirales

Para preparar las fases estacionarias quirales se usaron procedimientos
estandarizados. En concreto, la fase estacionaria con el SQ monomeérico se preparo a

partir de un procedimiento descrito por el grupo,'®**’

que consiste en la formacién de
un silano intermedio que posteriormente se ancla sobre el gel de silice esférica (5um,
100A, Kromasil®) para dar lugar a la FEQ. Para el oligémero (7), se preparé por
inmovilizacion de éste sobre silice 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 inmovilizacion, a través de su extremo amino, de
selectores quirales derivados de prolina y poliprolina sobre un soporte cromatografico de gel de silice en
particulas.

Para comparar los resultados cromatograficos con los obtenidos en el trabajo

previo, las fases estacionarias anteriores reciben ahora la notacion de FEQ-3 y FEQ-4,

respectivamente, (Figura 5.2.4).

HsC
CH,
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H CH3 H 6-8 CH3
FEQ-3 & R.Sancho, C. Minguillén, 2006 FEQ-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 analogas con selectores quirales basados en oligdmeros de poliprolina

(FEQ-2 y FEQ-4).
El contenido de SQ anclado por unidad de masa del soporte se calculé en base a
los andlisis elementales realizados y se expresd, con propdsitos comparativos, respecto

del nimero de unidades de prolina (monomeros) en el selector quiral, tabla 5.2.1.
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Tabla 5.2.1. Analisis elementales de las fases estacionarias en estudio.

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

FEQ-1 11.44 193 164 0.29

FEQ-2 459 1.01 112 0.12

FEQ-3* 7.86 138 144 034

FEQ-4* 6.76 1.09 128 0.17

*datos obtenidos en articulo anterior (Sancho, 2006).12’g

5.2.3. Resultados y discusion

La nueva fase estacionaria monomérica, FEQ-1, es también una clasica fase
estacionaria n-donadora de “tipo Pirkle” y, como en el trabajo previo, se diseiid para
dirigir el reconocimiento enantioselectivo fundamentalmente a través de la asociacion
por transferencia de carga o “apilamiento” entre sistemas aromadticos de diferente
caracter (m-donador-w-aceptor). En este sentido, el motivo carbamato introducido sobre
el SQ, permite la presencia de un sistema aromatico rico en electrones (n-donador). Por
otra parte, el grupo polar (O=C-NH) tiene la capacidad de actuar como un grupo
donador/aceptor de enlace de hidrégeno y permite asociaciones de tipo dipolar.

Los analitos racémicos utilizados se eligieron en base a estas caracteristicas vy,
para permitir comparaciones, fueron los mismos que los utilizados en los estudios
anteriores. Notese, sin embargo, que la numeracién es diferente respecto al articulo
anterior. Entre ellos se ensayaron moléculas con grupos dinitrobenzoilo (8-12,16), asi
como analitos con grupos donadores de enlace de hidrégeno (8-15, 19, 20, 22, 26-28), 0
con ambos (8-12), (Figura 5.2.5).
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Figura 5.2.5. Analitos racémicos ensayados.

5.2.3-1 Ensayos cromatograficos en fases moviles normales

En fases moviles normales, compuestas de heptano/2-PrOH, la fase estacionaria
de tipo Pirkle, preparada ahora por anclaje reverso del SQ, FEQ-1, mostro ser
enantioselectiva casi exclusivamente para aminoacidos con grupos aromaticos -
aceptores (grupos DNB), (8-10, Figura 5.2.5); pues resolvio solo parcialmente otro tipo
de moléculas con estos grupos (11-12, Figura 5.2.5). Sin embargo, no resolvié ninguno
de los analitos que solo poseen grupos donadores de enlace de hidrégeno en su
estructura, a excepcion del compuesto (20, Figura 5.2.5). Por el contrario, la nueva fase
estacionaria de poliprolina, FEQ-2, demostré una enantioselectividad mucho mas
modesta para los derivados dinitrobenzoilados de aminoacidos. Sin embargo, resolvid
hasta linea de base los compuestos (11-12, Figura 5.2.5). Estos altimos, contienen un
segundo sistema aromatico, que puede estar involucrado en la asociacion con el SQ.
Ademas demostré enantioselectividad para compuestos con grupos donadores de enlace
de hidrégeno, (27, Figura 5.2.5), e inesperadamente para compuestos con sistemas
aromaticos m-donadores, (14-15, Figura 5.2.5) y 28 (analogo n-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 comparé también el comportamiento cromatografico entre ambas fases
estacionarias poliméricas. La preparada por inmovilizacion reversa del SQ poliprolina,
anclaje N-terminal, FEQ-2; mostrd factores de retencion inferiores respecto a su
homologa FEQ-4, descrita en la publicacion anterior. No obstante, la selectividad, para
alguno de los compuestos, fue sustancialmente superior, a pesar de su menor contenido
en materia organica. Ademas, se extendio el campo de aplicacion a compuestos que no
habian sido resueltos previamente por la FEQ-4, 16, 19, 27, 28; y demostrd

enantioselectivad para farmacos como la warfarina, (Figura 5.2.6).
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Figura 5.2.6. Separacion cromatografica de warfarina en la fase estacionaria de poliprolina, FEQ-2.
Condiciones cromatogréficas: fase movil heptano/2-prOH (98:2:0,5%TFA); flujo 1mL/min, A=310nm.

5.2.3-2 Ensayos cromatograficos en fases méviles apolares

Las nuevas fases estacionarias preparadas por anclaje N-terminal de los SQs, se
probaron también en fases moviles compuestas por cloroformo o mezclas
heptano/cloroformo. En estas condiciones, la fase estacionaria de tipo Pirkle, FEQ-1,
demostro enantioselectividad exclusiva para derivados DNB de aminoacidos, como era
de esperar. Por el contrario, en estas condiciones de fase movil, la fase estacionaria de
poliprolina, FEQ-2, no resolvié ninguno de los compuestos ensayados. No obstante,
produjo un patron de retencién variable. Asi, los compuestos con grupos aceptores de
enlace de hidrégeno como, 16, 21, 23, 24, apenas se retuvieron; mientras que los
compuestos 9, 10, 19, 20, 28, con grupos donadores de enlace de hidrégeno, mostraron
retenciones bastante elevadas k’=10. En este caso, la adicion de cantidades moderadas
de modificadores polares a la fase movil, 2-propanol (0.2%); aunque redujo
considerablemente la retencién de los analitos, no produjo recuperacién de la

enantioselectividad.
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Para averiguar qué rol poseia el enlace de hidrogeno en el enantioreconocimiento,
y poder asi explicar el comportamiento inesperado de poliprolinas en cloroformo, se
estudiaron otros disolventes en la fase movil. El éter metil-tert-butilico, MTBE, nos
parecio una alternativa interesante. Por una parte, es un disolvente mas polar que el
cloroformo vy, a diferencia del 2-propanol, es un disolvente aprotico. En fases moviles
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 resoluciéon se
mostrd inferior, los factores de selectividad fueron sensiblemente similares.

1.6—: he i N
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=220 cn, 4
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Figura 5.2.7. Separacion cromatografica del analito racémico, 14, sobre la fase estacionaria de
poliprolina, FEQ-2, utilizando fases moviles de distinta composicion; a) CHCI; (100%); b) heptano/2-
PrOH (90:10); c) heptano/MTBE (40:60); flujo 1mL/min, A=227nm.

uv

De acuerdo a los resultados cromatogréficos obtenidos, es posible concluir que el
enlace de hidrogeno 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 retencion fueron reversibles, y se recuperaron mas rapido calentando la
columna, es posible asumir que estan producidos por cambios en la conformacion del

SQ; inducidos por el disolvente utilizado como fase movil.
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5.2.3-3 Estudios conformacionales por métodos espectroscopicos
5.2.3-3.1 Estudios de Dicroismo Circular (DC)

Los espectros de dicroismo circular, DC, o CD (Circular Dichroism), son utiles
tanto para determinar la estructura secundaria de proteinas, y péptidos aislados, como
para evaluar su estabilidad frente a diferentes condiciones del medio. EI DC, permite la
identificacion inequivoca de la estructura secundaria de poliprolina;'® por lo que la
consideramos una técnica basica para determinar la conformacion de los selectores
quirales desarrollados en nuestros trabajos.

En este estudio se fue més riguroso a la hora de seleccionar las condiciones de
analisis, pues, gracias a los estudios iniciales descritos en la publicacion anterior, ya
conociamos el comportamiento esperado para estos polimeros. En particular, se amplio
el rango de longitudes de onda de estudio, y se analizaron todas las moléculas
preparadas, tanto los dos monémeros como ambos oligbmeros de poliprolina.

Se registraron los espectros de dicroismo circular de los monémeros (1 y 3) y
oligbmeros de prolina (7 y 4) utilizando algunos de los disolventes utilizados en la
cromatografia de sus correspondientes fases estacionarias quirales. Asi, se utilizé éter
metil-tert-butilico (MTBE), ACN, y heptano/2-PrOH (90:10); sin embargo, la elevada
absorcién del cloroformo (por debajo de 220nm) no permitié su uso en esta técnica. Los
rangos de longitudes de onda escaneados se eligieron en base a la absorcion esperada
para los cromdforos presentes en las moléculas. Puesto que las transiciones electronicas
de cromdforos de la union peptidica (los enlaces amida) ocurren en zonas del UV
lejano, y los residuos arométicos absorben en regiones del ultravioleta cercano
(*250nm), los espectros se realizaron escaneando la zona del espectro comprendida

entre 190-350nm, (Figura 5.2.8).
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Todos los espectros de DC, incluidos los del monémero, mostraron una banda de
intensidad negativa a 248nm. Esta banda se atribuyé a la naturaleza estructural
intrinseca del selector quiral. En este rango de longitud de onda se registran las
transiciones electronicas pertenecientes al entorno de los residuos aromaticos y, por
tanto, se supone que son debidas a los sustituyentes 3,5-demetilfenilo sobre la posicion
4R del anillo de pirrolidina.

Los dos selectores quirales de poliprolina muestran espectros de dicroismo
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 patron de espectro se
corresponde con una conformacion de hélice PPII.**® Esta conclusién, se confirmé por

el cambio en la conformacién observado en ACN/H,0 (40:60).
5.2.3-3.2 Estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El cloroformo es, sin embargo, un disolvente muy comdn en los estudios de
moléculas a través de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), una técnica ademas muy
utilizada en el estudio de moléculas en disolucién. Particularmente, existe gran numero

de estudios publicados sobre la conformacién de poliprolinas utilizando esta técnica.**
133

a) Experimentos de *H-RMN

Para determinar la estructura de los SQs poliprolina, ademas de los estudios de
DC, se llevaron a cabo experimentos adicionales de RMN en diferentes disolventes.
Para este proposito se utilizé un octdmero purificado del SQ poliprolina, 7. La ausencia
de equivalencia magnética estricta para las sefiales de proton de las distintos residuos de
prolina dentro del oligbmero, y el tiempo de relajacion corto que origina sefiales anchas,
limita la utilidad de los estudios de 'H-RMN. Sin embargo, se hicieron algunas
observaciones al respecto.

En concreto, los espectros de 'H-RMN de un heptdmero purificado del SQ
poliprolina, 4, se registraron en cloroformo y acetonitrilo deuterado, CDCIl; y CD3CN,
respectivamente. Puesto que es conocido que el fendmeno de isomerizacién de los
polimeros de poliprolina es lento, y ocurre en periodos que pueden comprender desde
horas, a varios dias; los espectros de las mismas muestras se repitieron al cabo de 15
dias, (Figura 5.2.9).
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acetonitrilo deuterado (CD3CN); registrados, en ambos casos, a tiempo cero (ty) y después de 15 dias. En
la figura se muestra Gnicamente la regién aromatica del espectro.

Mientras que las sefiales del espectro en acetonitrilo, permanecieron idénticas con
el trascurso de los dias (b, Figura 5.2.9); las sefiales observadas en el espectro de
cloroformo, se desdoblaron con el paso del tiempo (a, Figura 5.2.9). En base a esta
observacién, es posible deducir que el oligbmero de poliprolina adopta una
conformacién estable en acetonitrilo. Por el contrario, no parece mantener una
conformacién estable en cloroformo, como indican las sefiales desdobladas del espectro.
Es posible asumir que éstas sefiales se originen como consecuencia de la isomerizacion
cis/trans de los enlaces amida del oligbmero y, en consecuencia, que ambas

conformaciones sean posibles en éste disolvente.

b) Experimentos de *C-RMN

La resonancia magnética nuclear de *C-RMN es el método de eleccién para
determinar las diferencias entre las conformaciones adoptadas por los enlaces
peptidicos. Es bien conocido que la isomerizacion cis/trans de los enlaces peptidicos es
lenta respecto al tiempo de escala de la resonancia,** y de esta manera en los espectros
de péptidos es posible observar sefiales de resonancia separadas para los diferentes
iIsomeros.

Se registraron los espectros de carbono **C-RMN de un octémero purificado del
SQ poliprolina, 7. Las sefiales se asignaron en base a los datos obtenidos en la literatura
y por comparacion con el espectro de los monémeros 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 oligémero, el espectro de **C-RMN realizado utilizando

acetonitrilo deuterado (CD3CN) fue bastante simple, (c, Figura 5.2.10).
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Figura 5.2.10. Espectro de *C-RMN de las regiones 45-80 y 160-180 ppm, a) piridina-d5, 25°C; b)
CDCls;, 25°C y ¢) CD3CN, 25°C. La disposicion de los enlaces amida se designa como (c) cis y (t) trans.

La sefial observada a 70.7ppm se asignd al carbono y (C*) del anillo de
pirrolidina. Las dos sefales situadas a 65.9ppm y 63.7ppm se asignaron a carbonos o
(C% magnéticamente no equivalentes; y la sefial amplia a 57.8ppm se atribuyé a los
carbonos & (C®) de los distintos anillos de pirrolidina en la molécula. Ademés, se
observa una absorcion Unica a 174.4 ppm en la region de los grupos carbonilo. Debido a
la simplicidad de espectro en estas condiciones, y como apuntan los estudios de
dicroismo circular previos, se concluye que la molécula de poliprolina asume una
conformacién PPII -con todos los enlaces en disposicion trans- en acetonitrilo/ CD3CN.

Por el contrario, el espectro de **C-RMN en cloroformo (b, Figura 5.2.10) mostré
un desdoblamiento de todas las sefiales, lo que sugiere una distribucion 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 oligdmero, el espectro fue también
realizado utilizando piridina-ds, por considerarse un disolvente favorecedor de
estructura PPI, segn los estudios bibliograficos consultados en poliprolinas.*>*% El
espectro en este disolvente se mostré muy similar al observado en cloroformo, y no
hubo ningln cambio significativo a pesar de evaluar este a dos temperaturas distintas
250y 60°.

Raquel Sancho 93



Resultados y Discusion

El desdoblamiento de las sefiales 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 disminucién en la proporcion
de estructura ordenada. Esta caracteristica concuerda con la falta de enantioselectividad

de este tipo de SQs cuando se utiliza cloroformo como fase maévil en cromatografia.

5.2.4. Aportaciones mas relevantes

v" Lanaturaleza polimérica del SQ poliprolina afecta fuertemente al comportamiento
cromatografico de FEQ-2 con respecto a lo que es comun para una fase estacionaria de
tipo Pirkle.

v" El dominio de aplicacién de las nuevas FEQs de poliprolina se amplia, y no se
centra exclusivamente en la complementariedad de las interacciones n-m.

v" El enlace de hidrégeno 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 conformacion que una determinada fase movil imparte en el
SQ poliprolina.

v" La ausencia de enantioselectividad cuando se utiliza cloroformo como fase movil
en cromatografia, puede explicarse por la mayor flexibilidad conformacional que induce
este disolvente en el SQ poliprolina, como concluyen los estudios de RMN.

Raquel Sancho 94



Resultados y Discusion

/ Articulo Il \

R. Sancho, C. Minguillén; “Polyproline derivatives as chiral selectors in high
performance liquid chromatography: Chromatographic and conformational
studies”, Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and
Life Sciences, 875 (1), 2008, 93-101.

indice de Impacto (JCR 2014):2.729

\ Posicion en area “Analytical Chemistry”: 22/74/

Raquel Sancho 95






Journal of Chromatography B, 875 (2008) 93-101

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Chromatography B

journal homepage: www.elsevier.com/locate/chromb

Polyproline derivatives as chiral selectors in high performance liquid
chromatography: Chromatographic and conformational studies”

Raquel Sancho??, Cristina Minguillén >

 Institute for Research in Biomedicine (IRB Barcelona), Parc Cientific de Barcelona (PCB), Baldiri Reixac, 10-12, E-08028 Barcelona, Spain
b Laboratori de Quimica Farmacéutica, Faculty of Pharmacy, University of Barcelona, Avd. Diagonal s/n, E-08028 Barcelona, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: A proline oligopeptide-derived chiral selector (CS), containing 3,5-dimethylphenylcarbamate residues on
Received 31 March 2008 the 4 position of the pyrrolidine rings, was bonded to a silica gel chromatographic matrix by the N-terminal
Accepted 24 May 2008

Available online 3 June 2008

Keywords:
Poly-L-proline oligomers
Chiral selectors
Enantioseparation
Chiral stationary phases

enantioselectivity.

group. The chromatographic behaviour of the resulting chiral stationary phase (CSP) was compared with
that of a CSP containing the analogous monomeric CS and that resulting from bonding of the polyproline-
derived CS by the carboxy-terminal group using several solvents as mobile phase. The CSs were also studied
from the conformational point of view in solution using circular dichroism and >*C NMR. A relationship was
found between the presence of an ordered conformation in the particular conditions used and increased

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

As a result of the increasing demand for enantiomerically pure
drugs, intensive research into direct liquid chromatographic pro-
cedures has led to the production of improved selective chiral
stationary phases (CSPs). However, given that chromatographic
enantioseparations are used not only in process monitoring and
quality control but also in the improvement of the enantiopu-
rity of products prepared by asymmetric synthesis, new CSPs with
broad applicability and high loadability are required to separate the
increasing number of racemic compounds to be resolved. Diverse
chiral materials have been tested as chiral selectors (CSs) in CSPs.
Among these, proteins have shown enantioselectivity towards a
broad range of chiral chemical structures [1]. Nevertheless, in
recent years the labile character of this kind of CSPs to chemi-
cal and biochemical degradation has relegated them in favour of
polysaccharide-derived CSPs, mainly because of the broad appli-
cation domain and high loadability of the latter [2]. In the case of
polysaccharides, a helical secondary structure, which determines
the presence of diverse multiple stereoselective microenviron-
ments, has been associated with these two characteristic features

* This paper is part of the Special Issue ‘Enantioseparations’, dedicated to W.
Lindner, edited by B. Chankvetadze and E. Francotte.

* Corresponding author at: Institute for Research in Biomedicine (IRB Barcelona),
Parc Cientific de Barcelona (PCB), Baldiri Reixac, 10-12, E-08028, Barcelona, Spain.
Tel.: +34 93 403 71 07; fax: +34 93 403 71 04.

E-mail address: cminguillon@pcb.ub.es (C. Minguillén).

1570-0232/S - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jchromb.2008.05.041

[3]. Polyamino acids also adopt helical conformations. In particular,
PPI and PPII conformations have been described for polypro-
lines, which are unable to adopt the most common «-helix [4,5].
Nevertheless, the possibility to use oligopolyproline chains as
CSs in enantioselective HPLC has been considered only recently
[6.7]. The capacity for these chains to adopt helical conforma-
tions has attracted our attention. On the basis of our previous
experience in the field of polysaccharide-derived CSPs, the intro-
duction of a 3,5-dimethylphenylcarbamoyloxy group in the 4R
position on the pyrrolidine ring was chosen. This feature provides
a certain analogy to the polyproline structure with the polysac-
charide derivatives most used for enantioseparation purposes,
3,5-dimethylphenylcarbamates of cellulose and amylose [3].

In our previous study in this context [8], single proline- and
polyproline-derived CSs anchored through their C-terminal free
carboxylate functions were used. The application domain and the
loading capacity of a polyproline CSP were significantly enhanced
in comparison with those of an analogous monomeric proline CSP.
These observations could be explained by the presence of a polypro-
line helical structure, The hypothesis was supported by the changes
in enantioselectivity observed for several types of solvents used
as mobile phase. In the present study proline- and polyproline-
derived CSs are anchored through their N-terminal amino function
(Fig. 1). Although the central moiety of the CS is the same in the
two cases, the final more accessible unit differs. This unit may
have a directing role in the orientation of CS-analyte for recogni-
tion thereby affecting enantioselectivity [9]. The chromatographic
behaviour for the new CSPs has been explored in several solvents
and the CSs have been studied in solution using circular dichroism
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Fig. 1. CSPs and CSs used in this study. CSP-3 and CSP-4 were described in Ref. [8].

(CD) and nuclear magnetic resonance (NMR). The data obtained
indicate the presence of distinct conformations in equilibrium
depending on the solvent used and contribute to our understanding
of the recognition behaviour for this kind of CS.

2. Experimental
2.1. Abbreviations

EEDQ, 2-ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydroquinoline; DIC,
diisopropylcarbodiimide; HOBt, 1-hydroxybenzotriazole; DIPEA,
N,N-diisopropylethylamine; DMF, N,N-dimethylformamide; DCM,
dichloromethane; Boc, tert-butyloxycarbonyl; TFA, trifluoroacetic
acid.

2.2. General supplies and equipment

Aminomethylated polystyrene resin (AmPS) (100-200 mesh,
1.2 mmol/g, NovaBiochem, Ldufeldingen, Switzerland) was used
as a solid phase matrix in the peptide synthesis. All chemicals
and solvents were purchased from Aldrich (Steinheim, Germany),
Fluka (Buchs, Switzerland) or Panreac (Barcelona, Spain). Organic
solutions were dried over sodium sulphate. HPLC analyses of pep-
tides were performed on an Agilent HPLC system HP 1100 (pump,
autosampler, UV detector, and chromatographic data station soft-
ware) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). A Cig column
(5pm, 15cm x 0.46 cm) was used as a stationary phase. Gradients
of H,0 +0.1% TFA/ACN +0.1% TFA were used as solvent system. MS
MALDI-TOF spectra were obtained from a 4700 Proteomics analyzer
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(Applied Biosystems). 1>C NMR spectra were recorded on a Varian
Mercury 400. Chemical shifts are quoted in § values downfield of
TMS. Elemental analyses were performed by the Serveis Cientifico-
Técnics of the Universitat de Barcelona (Spain) on a Thermo Electron
apparatus EA 1108 using standard conditions.

CD measurements were made on a JASCO J810 apparatus at
room temperature, with resolution set at 1 nm and sensitivity at
100 mdeg. The spectra were recorded at a scan speed of 50 nm/min
and a time constant of 0.5 s. A quartz cell with a path length of 2 mm
was used and sample concentration was of 0.05 mg/mL.

The chromatographic enantioselective experiments were per-
formed on a Waters HPLC system (Milford, MA, USA) consisting
of a 600E pump, a 717 autosampler and equipped with a 996
photodiode-array detector. The CSPs were packed into stainless-
steel tubes (150mm x 4.6mm ID) by the slurry method. The
volume of the injected sample was 10 L and the flow rate was
set at 1 mL/min. The void volume was determined using tri-tert-
butylbenzene. The elution order was determined when possible
using samples enriched in one of the enantiomers of known abso-
lute configuration or by using a PerkinElmer 241LC polarimetric
detector (PerkinElmer, Uberlingen, Germany).

2.3. N-(t-Butoxycarbonyl)-(4R)-(3,5-
dimethylphenylaminocarbonyloxy )-L-proline
(5)

The modified N-Boc-protected (4R)-hydroxy-L-proline deriva-
tive 5 used in the peptide synthesis was obtained by the procedure
already described [10]. Thus, 3,5-dimethylphenyl isocyanate
(970 mg, 6.5mmol) was added to N-(t-butoxycarbonyl)-(4R)-
hydroxy-L-proline (1g, 4.2 mmol) in anhydrous pyridine (30 mL)
and the solution was refluxed for 22 h. After crystallization from
EtOH-H,O0 the title compound was obtained in 90% yield.

2.4. N'-(3,5-Dimethylphenyl)-(4R)-(3,5-
dimethylphenylaminocarbonyloxy )-L-prolinamide

The (4R)-substituted-L-proline derivative 1 used as a CS in CSP-
1 was obtained from 5 by the procedure already described [10].
3,5-Dimethylaniline (3.3 mmol) was added to a stirred solution of
5 (1.3 mmol) and EEDQ (3.3 mmol) in 20 mL of DCM. After being
stirred for 60 h at room temperature, the solution was washed with
HCI 2N solution, Na,CO5 5% solution and water. The solid product
obtained from the organic layer was then dissolved in a TFA/DCM
(30/70, v/v) mixture and stirred at room temperature for 30 min.
The reaction mixture was neutralized with concentrated NH4OH
solution. Compound 1 was obtained in a global yield of 60%.

2.5. Synthesis of the peptide mixture 6 (Fig. 2)

After attachment of the linker, N-(9-hydroxymethyl-2-
fluorenyl)succinamic acid (HMFS) [11], to an AmPS, eight cycles of
coupling with 5, DIC and HOBt in DMF, and seven N-Boc depro-
tection treatments (TFA in DCM, 40:60 (v/v)) were performed.
The modified resin was treated with a solution of morpholine in
DMEF (1:4, v/v) to cleave the peptidic material from the resin. The
resulting solution was evaporated and the residue dissolved in
DCM and neutralized with 2N HCI. The organic solution was dried
and evaporated. From 200 mg of starting AmPS (1.3 mmol/g) 66 mg
of peptidic mixture 6 were obtained. The HPLC analysis revealed
that the mixture comprised three peptides corresponding to 8, 7
and 6 monomer units in an approximated relative ratio 63%, 30%
and 7%, respectively, assuming similar extinction coefficients for
the three components. For n=8: MALDI calcd. [M+H] 2200.47;
found [M+Na] 2222.18. For n=7: MALDI calcd. [M+H] 1940.17;

found [M+Na] 1961.98. For n=6: MALDI calcd. [M+H] 1679.88;
found [M+Na] 1702.92.

2.6. Synthesis of CS2

EEDQ (106 mg, 0.428 mmol) and 3,5-dimethylaniline (54 p.L,
0.428 mmol) were added to the N-Boc-protected peptide mixture
6 (234 mg, 0.12 mmol, considering a MW average corresponding to
7 monomer units) in DCM (15 mL). After being stirred for 24 h at
room temperature, the resulting solution was washed with 2N HCI
and water. The peptide mixture obtained (207 mg) was analyzed
by HPLC. Compounds corresponding to 8, 7 and 6 monomer units
were identified in a relative ratio of 62%, 31% and 7%, respectively.
For n=8: MALDI calcd. [M+H] 2303.64; found [M+Na] 2325.26. For
n=7: MALDI calcd. [M+H] 2043.34; found [M+Na] 2065.15. Forn=6:
MALDI calcd. [M+H] 1783.05; found [M+Na] 1805.00.

This material was dissolved in 10 mL of a TFA/DCM mixture
(3:7) and stirred at room temperature for 40 min. After neutraliza-
tion with NH40H, the solution was washed with water and dried.
The peptidic mixture obtained (2) (195 mg) was analyzed by HPLC.
The components corresponding to 8, 7 and 6 monomer units were
also identified in this mixture (relative ratio: 62%, 31% and 7%,
respectively). Forn =8: MALDI calcd. [M+H] 2204.54; found [M+Na]
2225.28. For n=7: MALDI calcd. [M+H] 1944.24; found [M+Na]
1965.16. For n=6: MALDI calcd. [M+H] 1683.95; found [M+Na]
1705.04.

2.7. Coupling of the succinyl linker (7)

Succinic anhydride (139 mg, 1.39 mmol) was added to the pep-
tide mixture 2 (270 mg, 0.14 mmol considering a MW average
corresponding to 7 monomer units) in pyridine (8 mL). After being
stirred for 24 h at room temperature, the resulting solution was
diluted with DCM, washed with 2N HCl and water, and dried. The
final peptide mixture 7 (260 mg) was analyzed by HPLC. The three
components corresponding to 8, 7, and 6 monomer units were
also identified in a relative ratio: 60%, 32% and 8%, respectively.
For n=8: MALDI calcd. [M+H] 2303.59; found [M+Na] 2324.80. For
n=7: MALDI calcd. [M+H] 2043.30; found [M+Na] 2065.72. Forn=6:
MALDI calcd. [M+H] 1783.00; found [M+Na] 1804.63.

The peptide containing 8 monomeric units was purified from
the crude product by preparative HPLC on a 19 mm x 100 mm C18
column (Waters Symmetry, 5 um) using a gradient elution start-
ing from 80% to 96% ACN in 15 min at a flow rate of 15 mL/min.
The purity of the eluted fractions was then analyzed by HPLC
and characterized by MALDI-TOF. An amount of 50 mg of this
compound (purity >99.5%) was obtained to be used in the NMR
experiments.

2.8. Preparation of CSP-1

The fixation of 1 onto silica gel was performed following
the general procedure already described [12,13]. Thus, CS 1
(3mmol) was dissolved in anhydrous pyridine (9mL) and 3-
isocyanatepropyltriethoxysilane (0.95mL, 3.6 mmol) in pyridine
(6mL) was added. The solution was refluxed for 90 min. At this
point the excess of reagent and the solvent was removed by distil-
lation at reduced pressure. The residue was dissolved in anhydrous
pyridine (10 mL) and the resulting solution was added to the
suspension of spherical silica gel (3g, 5 um, 100A, Kromasil), pre-
viously dried by azeotropy with toluene, in anhydrous pyridine
(14 mL). The mixture was stirred at reflux temperature for 90 min.
Hexamethyldisilazane (1 mL, 5.7 mmol) was then added and the
reaction mixture was allowed to react for one additional hour
at reflux temperature. The resulting bonded silica was collected
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Fig. 3. Racemic compounds used in the test of the CSPs.
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by filtration, washed exhaustively with pyridine, ethanol, water
(until neutral washing liquors were obtained), ethanol, acetone and
diethyl ether, and dried in vacuum at room temperature. The result-
ing CSP-1 was characterized by elemental analysis. On the basis of
the results obtained (11.44% C, 1.93% H and 1.64% N) a content of
0.29 mmol of chiral entities per gram of CSP can be calculated.

2.9. Preparation of CSP-2

EEDQ (110 mg. 0.44mmol) was added to a solution of the
peptide mixture 7 (420mg, 0.2 mmol, considering a MW aver-
age corresponding to 7 proline derived units) in THF (40 mL).
y-aminopropylated silica gel (2 g), obtained previously from spher-
ical silica gel (5 um, 100 A, Kromasil) following the conventional
procedure [14] (analysis: 3.18% C, 0.92% H; 0.91% N), was added to
the solution and the mixture was allowed to react overnight at room
temperature. The resulting material was collected by filtration and
washed with THF. The solid product was then suspended in toluene
(10 mL) and hexamethyldisilazane (1 mL) was added and the result-
ing suspension was allowed to react for 1 h at reflux temperature.
The modified silica gel obtained was collected by filtration, washed
exhaustively with toluene, acetone, ethanol, water until neutral
washing liquors, acetone and ethyl ether, and then dried in vac-
uum at room temperature. The resulting CSP-2 was characterized
by elemental analysis (4.59% C, 1.01% H and 1.12% N). A content of
0.17 mmol of proline units per gram of CSP was calculated on the
basis of the percentage of nitrogen.

3. Results and discussion

Monomeric proline CSP-1 is a typical w-donor Pirkle-type CSP.
This type of CSP is designed to exploit 77— stacking interactions
between electron-donor and electron-acceptor aromatic systems
as one ofthe main attractive interaction forces. The polar carbamate
motifs introduced into the proline scaffold provide this CSP with
an electron-rich aromatic ring capable of inducing charge trans-
fer interactions with analytes bearing electron-deficient rings in
their structure. Also, the O=C—NH group of the polar carbamate
motif has the capacity to act as a hydrogen bonding donor/acceptor
group, thereby allowing the analytes containing hydrogen bond-
ing donor/acceptor groups to interact through this kind of dipolar
bonding interactions. The racemic analytes used in this study were
chosen on the basis of these characteristics. Among the racemic
analytes considered, molecules with dinitrobenzoyl groups (8-12,
16) as well as hydrogen bond donor groups (8-15, 19, 20, 22, 26-28)
or both (8-12) were tested (Fig. 3).

In a previous study [8], with the aim to induce multivalency
in the CS, we studied the impact of the introduction of several
substituted proline units on enantioselectivity. Enantioselectivity
values as well as application domain and loading capacity were
enhanced when compared to an analogous monomeric proline CSP.
The increased enantioselectivity and loadability, in spite of the
lower content of proline units regarding the monomeric CSP, and
extended applicability to compounds containing electron-donor
groups, in spite of the electron-donor character of the CSP, sug-
gest the presence of a helical conformation for the CS. Moreover,
some unexpected higher retention for certain analytes and loss of
enantioselectivity was observed when chloroform was used in the
mobile phase. This effect on enantioselectivity could be the result
of a change in the helical conformation. We sought to explore these
effects in greater dept and thereby contribute to our understanding
on how this new kind of CS acts.

In a first step, CSP-1 and CSP-2 were tested using heptane/2-
PrOH as a mobile phase (Table 1).In these conditions, monoproline-
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Fig. 4. Chromatograms corresponding to the separation of racemic compounds
12-15 on (1) CSP-1 and (II) CSP-2. Conditions: heptane/2-PrOH (90:10), 1 mL/min.

derived CSP-1 showed good enantioselectivity, which was found
to be almost exclusive to the resolution of the racemic 3,5-
dinitrobenzoyl amino acid derivatives 8,9 and 10. Other racemates
bearing dinitrobenzoyl aromatic rings, such as 11 and 12, were
found to be only partially resolved. Compound 16, with a dini-
trobenzoyl group but without any hydrogen bond donor group, was
not resolved and no resolution was observed for compounds with
only hydrogen bond donor character, such as 19, 22, 26 and 27, with
the exception of compound 20.

When tested in these mobile phase conditions, although
polyproline CSP-2 showed a more modest enantioselectivity
for dinitrobenzoyl amino acid compounds (8-10), it partially
resolved these compounds. In contrast, baseline resolution was
achieved for compounds 11 and 12 in CSP-2 while only par-
tial or lack of resolution was observed for the same compounds
in CSP-1. These compounds show a common feature of hav-
ing a second aromatic system, which may be involved in the
association with the CS. This observation points to a distinct
recognition mechanism for CSP-2, as does the complete reso-
lution of compounds 14 and 15, which contain only wr-donor
groups (Fig. 4). The highest separation factor and the best res-
olution among the racemic mixtures tested were attained in
these conditions for the former. CSP-2 also resolved 27, a hydro-
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Table 1
Chromatographic results using heptane/2-PrOH mixtures as mobile phase
Racemic compounds CSP-1 CSP-2

k2 o Rs k? L R
8 14.61" (R) 159 237 414" (R) 111 1.00
9 13225 (R) 137 1.60 464° (R) 1.08 0.75
10 7.69" (R) 139 183 2.40° (R) 1.06 0.42
11 12.03% sh. - 3.94% (R) 1.36 3.06
12 13.02" 110 0.38 458" (R) 145 3.74
13 D21 sh. - 0.99° 196 4.21
14 2.12b 1.00 - 1370 220 5.24
15 5.08" 1.00 - 2.90° 1.68 3.76
16 3.82 1.00 - 187 (S) 113 115
17 0.14 1.00 = 0.16 1.00 =
18 0.19 1.00 - 0.25 1.00 -
19 4.04 1.00 - 6.00 (R) 1.04 0.36
20 253 (-) 149 1.71 343° 1.00 -
21 0.87 1.00 - 0.87 1.00 -
22 3.07 1.00 - 3.84 1.00 -
23 0.23 1.00 - 0.21 1.00 -
24 0.21 1.00 - 0.22 1.00 -
25 2.05 1.00 - 135 1.00 -
26 2.55 1.00 - 316 1.00 -
27 9.65 1.00 - 2.58" 114 133
28 9.05 1.00 = 547 (R) 117 1.65

Mobile phase Hep/2-PrOH (98:2)

Hep/2-PrOH (98:2)

* The absolute configuration (or optical rotation sign) of the first eluting enantiomer is indicated.

b Heptane/2-PrOH (90:10).
¢ Heptane/2-PrOH (70:30).

gen bond donor compound, and 28, the w-donor analogue of
8.

When compared to the polyproline-derived CSP described in
our previous study (CSP-4) (Fig. 1) [8], which contains a peptidic
CS bonded to the chromatographic matrix by the carboxylate end,
retention time for most of the analytes tested was significantly
reduced and selectivity substantially increased for 8, 9, 13, 14 and
15 when the selector was anchored by the N-terminal proline end,
in spite of a slightly lower content of organic material in the cor-
responding CSP. Moreover, the application domain of CSP-2 was
extended to compounds 16, 19, 27 and 28, which were not resolved
previously in CSP-4. CSP-2 was also enantioselective for the drug
warfarin (k: 24.06, o: 1.09; Rs: 1.08, hept/2-PrOH/TFA (98:2:0.5)).

At this point it is worth noting that a density of 0.17 mmol of proline
units per gram of CSP was estimated for CSP-4, while 0.12 mmol/g
of CSP was estimated for CSP-2, the main difference being the dis-
tribution of peptide length in the mixture used in the preparation of
the CSPs, with a higher content of the peptide containing 7 proline
units in the former (50%, only 34% of 8 units) and a higher content
of that containing 8 proline units in CSP-2 (60%, only 32% of 7 units)
and the terminal and more accessible proline unit in the peptidic
selector.

Although the use of heptane/chloroform mixtures as mobile
phase is common practice when testing Pirkle-type CSPs, some
unexpected behaviour was observed when using these conditions
to test polyproline CSP [8]. Thus, in contrast to the conventional

Table 2
Chromatographic results obtained using heptane/MTBE mixtures as mobile phase
Racemic compounds CSP-1 CSP-2 CSP-3 CSP-4

k" A a Rs k'l o) a R k'l & o R k; 4 a R
8 434" (R) 1.70 122 15.72 (R) 1.07 0.47 1017 1.09 044 3.61° 1.00 -
9 345" (R) 157 153 7.00¢ 1.00 - 747 (R) 114 0.75 3.03* 1.00 -
10 218" (R) 1.78 197 12.03(R) 106 028 458(R) 117 095 1219 1.00 -
11 26.90 sh. 1089 (R) 141 170  447(R) 113 067 1039(R) 145 157
12 20.70(R) 111 0.35 8.81(R) 154 210 3.50(R) 145 171 8.45(R) 21 263
13 16.25¢ sh. 0.78¢ 2.51 332 064 1.00 - 119 1.57 1.50
14 6.22 1.00 - 3.42°¢ 221 3.76 242 1.00 - 4.12 148 177
15 2013 1.00 - 6.10¢ 1.45 171 5.30 1.00 - 9.67 1.24 0.93
16 12.62¢ 1.00 - 6.054(S) 118 138 9.99° 1.00 - 13.35° 1.00 -
20 435 138 135 597 sh. - 217 1.00 - 10.89 1.00 -
21 14.85¢ sh. - 5.87¢ 1.00 - 7.01¢ 1.00 - 8.89° 1.00 -
27 3.80 1.00 - 494 (+) 1.06 033 220 1.00 - 7.27 1.00 -
28 1491 1.00 - 11.93 1.08 0.46 5.27 1.00 - 8.40 sh. -
Mobile phase Hept/MTBE Hept/MTBE Hept/MTBE Hept/MTBE

(60:40) (60:40) (60:40) (60:40)

# The absolute configuration (or optical rotation sign) of the first eluting enantiomer is indicated.

b MTBE 100%.

¢ Heptane/MTBE (40:60).
d Heptane/MTBE (90:10).
¢ Heptane/MTBE (98:2).
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monomeric proline-derived CSP-3, long retention times and loss
of enantioselectivity were observed for polyproline-derived CSP-4
after a long stabilization time. CSP-1 and CSP-2 were also tested
using chloroform in the mobile phase in the absence of any hydro-
gen bond donor solvent. CSP-1 showed the expected behaviour for
a conventional Pirkle-type CSP, with enantioselectivity restricted to
those analytes containing 3,5-dinitrobenzoyl groups (8: k|, 32.73;
a, 111; 9: k7, 7.99; «, 1.21 and 10: k}, 7.72; «, 115 in chloroform
100%, for instance). When CSP-2 was tested using 100% chloroform
as mobile phase compounds 16, 21, 23 and 24, with hydrogen
bond acceptor character, were not retained while compounds 9,
10, 19, 20 and 28 showed k' values around 10, being k| > 18 for
compound 8. The addition of a small amount of 2-PrOH to the
mobile phase (0.2%) produced k' values between 2 and 6 for the
same compounds although no resolution was observed for any of
the compounds tested.

To test the involvement of hydrogen bonding in the behaviour
observed for the polyproline-derived CSPs in chloroform, methyl
t-butyl ether (MTBE) was used as a mobile phase without any
hydrogen bond donor co-solvent. Only heptane was used to con-
trol retention time. Using these conditions CSP-2 and CSP-4 showed
an enantioselective pattern similar to that obtained in heptane/2-
PrOH mobile phases (Table 2). Although resolution was lower
than when heptane/2-PrOH was used, sensibly the same separa-
tion factors were obtained with MTBE (Fig. 5). Therefore, although
hydrogen bonding has an indisputable role in enantiorecognition,
this does not appear to be the main factor in determining enantios-
electivity of these polyproline CSPs.

@
®
© j\
T T T T T T T T T T ]
0 5 10 15 20 25

Time (min)

Fig. 5. Separation of 14 into its enantiomers on CSP-2. Mobile phase: (a) Chloro-
form (100%), (b) heptane/2-PrOH (90:10) and (c) heptane/MTBE (40:60). Flow rate:
1mL/min.

The changes observed in enantioselectivity were proven to be
reversible. When polyproline-derived columns were fluxed again
with heptane/2-PrOH mixtures after the use of MTBE or chloroform
mobile phases, retention times and selectivity values reached those
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Fig. 6. Circular dichroism spectra of monoproline (1,3) and polyproline (7,4) CSs using (a) MTBE; (b) heptane-2-PrOH (90:10) and (c¢) ACN as solvents (0.05 mg/mL, cell 2mm,

21°C).
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obtained previously. In addition, heating of columns reduced the
stabilization time required to attain starting enantioselective val-
ues. These observations point to the involvement of conformational
changes between mobile phases in the changes in chromatographic
behaviour in these polyproline CSs.

3.1. Circular dichroism conformational studies on polyproline CSs

Two main helical conformations have been characterized for
poly-L-proline peptides, the so-called PPl and PPII helices. The
right-handed helical form PPI has all amide bonds in cis confor-
mation while the PPII helix is a left-handed helix with all peptide
bonds in trans conformation. Solvents can favour the stability of one
conformation over the other. Thus, PPI conformation is favoured in
aliphatic alcohols, and PPII is favoured in water, trifluoroethanol,
benzyl alcohol and organic acids [4,5].

These two conformations can be distinguished using several
spectroscopic techniques. Circular dichroism is one of the most
useful in this regard. Thus, PPl conformation is characterized by
a CD spectrum with a medium intensity negative band at 199 nm, a
strong positive band at 215 nm, and a weak negative band at 231 nm.
The CD spectrum of a PPl conformation is characterized by a strong
negative band at 204 nm and a weak positive band at 227 nm [15].

CD spectra for the monomeric (1 and 3) as well as for the
polyproline CSs (7 and 4) were registered using several solvents
chosen on the basis of those used in the chromatographic tests
(Fig. 6). Thus, MTBE 100%, ACN 100% and heptane/2-PrOH (90:10)
were considered. The strong absorption of chloroform at wave-
lengths below 220 nm, taking into account the path length of the
cell used (2 mm), prevented its use in this technique. All CD spec-
tra, including the monomers 1 and 3, showed a strong negative
band at 248 nm, which was attributed to the intrinsic structural
nature of the monomers. The two polyproline CSs exhibited anal-
ogous CD spectra in the conditions used. Thus, a strong negative
band appeared in the range of 201-218 nm followed by a medium
positive band in the range of 225-240 nm in the three conditions

R. Sancho, C. Minguillén / J. Chromatogr. B 875 (2008) 93-101
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Fig. 7. Circular dichroism spectra of 4 using ACN/water (40:60) (a) 9h and (b) 48 h
after preparing the solution (0.1 mg/mL, cell 2mm, 21°C).

considered. These spectra indicate a PPII like conformation for the
polyproline CSs in the solvents tested. This conclusion was con-
firmed by the observation of a change in conformation to the more
stable PPIl in ACN/water (40:60). The CD spectrum of the sam-
ple, a solution obtained using a peptide mixture coming from the
evaporation of chloroform, was registered at 9 and 48 h (Fig. 7).

3.2. BCnuclear magnetic resonance studies

Chloroform is a common solvent in NMR, a technique also used
in the conformational study of molecules in solution. In particu-
lar, a number of studies on the conformation of polyprolines have
been published using this technique [16-19]. Therefore, additional
NMR experiments were carried out for the polyproline CS structure
using several solvents. To this purpose a purified octaproline pep-
tide 7 was used. The solubility characteristics of the octamer 7 in
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Fig.8. *CNMR spectra of the regions 45-80 ppm and 160-180 ppm. (a) Pyridine-ds, 25 °C; (b) CDCl3, 25°Cand (¢) CD;CN, 25 °C(the assignment of the amide bond disposition

is indicated as (c) cis and () trans).
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the deuterated solvents considered limited the amount of 7 used to
only 2 mg/0.7 mL solved in CD3CN, while amounts of 20 and 15 mg
were used in CDCl5 and pyridine-ds, respectively. The lack of strict
magnetic equivalence for the proton signals of the different proline
units, and the short relaxation time that originates wide signals,
limit the usefulness of 'H NMR. 13C NMR spectra of the octamer 7
at 25 °C were registered instead (Fig. 8).

The signals were assigned on the basis of the data in the litera-
ture [18,19], and by comparison with the spectra of the monomers
1 and 3 and related synthetic intermediates [10]. In spite of the
a priori non-equivalence of proline units, the 3C NMR spectrum
recorded using CD3CN was quite simple. Thus, the signal observed
at 70.7 ppm was assigned to the y carbon of pyrrolidine rings. The
two signals located at 65.9 and 63.7 ppm were assigned to magneti-
cally non-equivalent o carbon atoms and the broad signal observed
at 57.8 ppm was attributed to the & carbon atoms of the differ-
ent pyrrolidine rings in the molecule. Finally, a single absorption is
observed at 174.4 ppm in the region of carbonyl groups. As pointed
out by CD measurements and the simplicity of the 13C NMR spec-
trum, a PPII conformation, with an all-trans disposition for peptide
bonds, can be assumed for the polyproline molecule in ACN/CD3CN.

The splitting of all signals was observed in the >C NMR spec-
tra in CDCl3, which suggests a random distribution of cis and trans
disposition for the amide bonds within the molecules. In order
to assess a possible change in the distribution of cis/trans amide
bonds, the spectra was also recorded in pyridine-ds at 25 and
60°C. The spectra in this solvent resulted to be similar to that
obtained in CDCl;. Nevertheless, no significant change in intensity
of cis/trans signals was observed within the considered range of
temperatures.

The splitting of signals observed in CDCl3 and pyridine-ds in
contrast to the single resonances observed in CD3;CN, implies a
higher flexibility of the CS in the former and a decrease in the ratio
of ordered structure. This characteristic is in agreement with the
lack of enantioselectivity of this kind of CSs when chloroform is
used as a mobile phase in chromatography.

4. Conclusions

The polymeric nature of CS 2 strongly affects the chromato-
graphic behaviour of CSP-2 regarding what is common for a
Pirkle-type CSP. The application domain is enlarged and not
exclusively focused on the complementarity of - interactions.

Hydrogen bonding has an indisputable role in enantiorecognition.
However, enantioselectivity is affected by the conformation that a
particular mobile phase induces to the CS. The lack of enantios-
electivity observed for polyproline CSs when using chloroform in
the mobile phase could be explained by the higher conformational
flexibility observed in this solvent by NMR.
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Resultados y Discusion

6
Materiales monoliticos como soportes para HPLC

Los sistemas cromatograficos que permiten separaciones rapidas son muy
valiosos en el campo de la quimica analitica. La practica mas comun para obtener
separaciones rapidas en HPLC es incrementar la velocidad de flujo de la fase movil. Sin
embargo, utilizando los formatos convencionales de silice en particulas, ciertas
velocidades de flujo ademéas de originar una elevada presion, reducen la tasa de
transferencia de masa y, por lo tanto, comprometen la eficacia de la separacion. En este
sentido, los soportes monoliticos representan uno de los avances mas prometedores de
esta Ultima década en el campo de las separaciones rapidas. Esta nueva generacion de
materiales demuestra una eficacia y selectividad similar a la que poseen los materiales a
base de particulas, pero su morfologia permite una nueva via de optimizacion de los

métodos de separacion respecto a la velocidad de analisis.

6.1. Introduccion

Las fases estacionarias monoliticas surgieron a principios de los afios noventa."*”

139 A diferencia de los materiales convencionales, los monolitos son estructuras porosas
poliméricas continuas, de una sola pieza, que se preparan por polimerizacion de

precursores organicos o inorganicos dentro de un molde, (Figura 6.1.).

Figura 6.1. Estructura de un monolito.

Estos materiales se pueden imaginar como una Unica “particula” porosa que ocupa
el volumen total de la columna; sin que existan los espacios interparticulares propios de
las columnas de gel de silice en particulas. De esta manera, la fase movil circula
completamente a traves 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
C.38'140_142

columnas convencionales de silice en particulas para separaciones en HPL

Como consecuencia del pequefio tamafio de sus esqueletos, y sus amplios macroporos,
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se alcanzan mayores eficacias de separacion que con columnas de particulas
empaquetadas, a una presion similar de trabajo.'”® De hecho, ya se han descrito
numerosas aplicaciones con estos materiales en varias modalidades cromatogréficas;
GC, HPLC y CEC.}4+14

Las columnas monoliticas se dividen en dos grandes grupos; las que se preparan

145,148,149

por polimerizacion de mondmeros organicos, y las de base silice, que se

preparan por un proceso de polimerizacion sol-gel dentro de columnas.*4:1441°0-152

Las primeras fases estacionarias monoliticas preparadas fueron de tipo organico,
sin embargo, han ido quedando en desuso; debido a su relativa baja eficacia, y
estabilidad mecénica, en la mayoria de disolventes de uso comin en HPLC. Por el
contrario, los monolitos de base silice han sido ampliamente aceptados; especialmente a
partir de la comercializacion en el afio 2000 de la primera columna de silice monolitica,
Chromolith® CapROD (Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania).*® Esta gran aceptacion
se refleja en el destacable incremento de articulos publicados haciendo referencia a su
uso como soporte para HPLC, tendencia que continda en la actualidad, (Figura 6.2). En
dichos trabajos, los autores describen las principales caracteristicas, aplicaciones, asi
como las diversas modificaciones quimicas a las que estos materiales pueden ser

Sometidos.l40,144,150-152
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Figura 6.2. Numero total de articulos publicados sobre columnas monoliticas para HPLC durante el
periodo 1989-2003. Las columnas en negro representan el nimero de publicaciones referentes a
monolitos de silice respecto del total.[***]

La gran permeabilidad de los lechos monoliticos los sitla como excelentes
candidatos en analisis en que la rapidez es un requisito imprescindible; como el estudio

farmacocinético de farmacos y sus metabolitos.’*® También se han utilizado para

determinar aditivos alimentarios,**®

157,158

en separaciones de mezclas complejas de

compuestos biologicos, y, aungue menos extensamente, para la separacion de
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enantiémeros,** en la que el delicado balance energético de complejacién requiere de

columnas muy eficientes.
6.2. Morfologia y propiedades de los monolitos de base silice

Los monolitos de silice consisten tipicamente en esqueletos de 0,5-2 um @ con
una estructura de poros bimodal. El tamafio de macroporos suele ser entre 1,7-2,0 um y

el de los mesoporos 12-25 nm,*° (Figura 6.3).

nan1an2R

Figura 6.3. Fotografias SEM de la estructura tipica de macro y mesoporos en monolitos de
silice. Figura adaptada de referencia [*4].

Los macroporos, estan interconectados formando canales a través de los cuales
fluye, practicamente, toda la fase mavil. El tamafio medio de estos canales, controla la
permeabilidad de la columna y, por tanto, la presion a la que la fase movil debe ser
bombeada para mantenerla a una determinada velocidad o flujo. Por otra parte, los
mesoporos, se encuentran en protuberancias del sélido 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 silice y, en
consecuencia, el factor de retencion de los analitos.

En resumen, los grandes macroporos son responsables del flujo rapido de la fase
movil a través del monolito, mientras que la estructura fina de poros (6 mesoporos) dota
al material de gran 4rea de superficie especifica, ~ 300-350 m?/ g, para la interaccién

con los analitos.

6.2.1. Permeabilidad

Una de las caracteristicas mas relevantes de los materiales monoliticos es su
“dominio”; que se define como el ratio entre el tamafio de macroporo y el que
constituye su esqueleto de silice; y que da una idea de la porosidad del material. Los

monolitos, constituidos por esqueletos de 0,5-2 um y macroporos de 2 um,37'39 poseen
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dominios de 1-4; un valor muy superior al que presentan columnas empaquetadas con

particulas de 5pm, donde este ratio es tan sélo de 0.25- 0.4,%° (Figura 6.4).

3 Lo
10 uym MERCK REM Team

Figura 6.4. Estructura de un monolito de silice. a) Indica el didmetro de los macroporos; b) indica el
tamafio del esqueleto de silice.

Esto indica que, los monolitos, son materiales mucho mas porosos v,

consecuentemente, mas permeables a los quuidos.160

De hecho, mientras que la
porosidad externa, debida a macroporos, es cominmente de 0,4, (en columnas
empaquetadas con particulas); para los monolitos suele ser de 0,6- 0,8. De este modo, la
porosidad total de una columna monolitica es un 15% superior respecto a la de una

columna empaquetada con particulas de 5um, (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 sobrepresion en el
sistema. Ademas, el proceso de sintesis permite alterar dicho dominio y, asi, es posible
preparar monolitos con hasta diez veces mas permeabilidad que la de columnas
convencionales empaquetadas con particulas de 5um. Por otra parte, puesto que el
proceso sol-gel permite un control independiente sobre el tamafio de macro y
mesoporos, es posible optimizar los materiales también respecto a su eficiencia. De este
modo se pueden preparar columnas menos 0 mas permeables, con macroporos entre (1-
8um), mientras que se mantiene constante el tamafio de los mesoporos, es decir, su
eficiencia. Esta propiedad es Unica y es imposible de conseguir para los materiales de

particulas empaquetadas.
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Tabla 6.1. Caracteristicas mas comunes de materiales de silice en particulas y

monolitos, tabla adaptada de referencia [**"].
Particulas de silice Monolitos
Tamafio de particula o de esqueleto 5um 0,5-2pum
Macroporos - 2 um
Espacio intersticial 1,25-2 pm -
Mesoporos 120 A 120 A
VVolumen especifico de poros 1,1 mi/g 1mi/g
Area de superficie especifica 330-350 m%/g 300-350 m%/g
Porosidad total ca. 66% ca. 81%

6.3. Sintesis sol-gel de monolitos de silice

Los monolitos de silice se generan por inmovilizacién de particulas de silice,'*2*%3

0, més cominmente, por polimerizacién de precursores sol-gel.'**'® Este proceso
involucra la hidrolisis catalitica, condensacion y posterior poli-condensacion 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 tipico proceso sol-gel en medio acuoso.*®

OCH
?CH3 Hidrolisis e .
HsCO—Si—OCH;  + H20 === H3CO—Si—OH )
[ Esterificacion |
OCHjs OCH;,3
OCH,3 OCH; , , OCH; OCH,3
| Condensacion alcoholica | |
chofs‘i*OCHg H3CO*S‘i*OH S H3CO*S‘i*O*S‘i*OCH3 +CHO0H 2
OCH,3 OCHj OCH; OCH,3
OCHs OCHs OCH; OCH;
| \ Condensacion acuosa | \
HsCO—Si—OH  H;CO—Si—OH  =————= HyCO0—Si—O—Si—OCH; + H,0 3)
\ \ Hidrolisis \ \
OCHs OCHs OCH; OCH;

Figura 6.5. Reacciones de hidrélisis y condensacion en el proceso de polimerizacion sol-gel de silice.

En una primera etapa el alcoxisilano precursor se hidroliza de manera catalitica
(1, Figura 6.5). El producto de hidrdlisis puede sufrir una condensacion alcohdlica
reaccionando con otra molécula de alcoxisilano (2, Figura 6.5) o bien puede reaccionar
con otro grupo hidroxilo mediante condensacion acuosa (3, Figura 6.5). Estas

reacciones pueden estar catalizadas por acidos,*®® bases,™®’ iones,*® o luz;** ocurren de
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manera paralela y su cinética se ve afectada por numerosas variables como la
temperatura, naturaleza y concentracion del catalizador y disolvente, y el tipo de
alcoxisilano precursor.'™

Este proceso de sintesis tiene la ventaja de permitir un control independiente
sobre el tamafio y volumen de macroporos.'”* Por una parte, el volumen puede
manipularse de manera independiente controlando la fraccion de disolvente utilizado.
Por otra parte, la adiccion de ciertos aditivos a la mezcla, normalmente polimeros
solubles en agua como el polietilenglicol (PEG) o tensioactivos, favorece la separacion
de fases y, por tanto, ayuda a controlar el tamafio final de los macroporos.
Posteriormente un tratamiento adecuado, normalmente con amoniaco, crea los
mesoporos sobre la superficie del monolito, necesarios para la interaccién 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. Representacion de una columna de PEEK para HPLC que contiene un monolito de silice.

Durante la Gltima década la tecnologia para prepararlos ha sufrido un continuo
desarrollo. Actualmente se preparan con gran reproducibilidad, tanto columnas de
tamafio convencional (4,6 mm @, 1-10 cm), columnas capilares (50- 200 um de @, 15-

30 cm), asi como columnas para separaciones preparativas (25 mm de &, 10 cm).
6.4. Separaciones quirales utilizando monolitos de silice

Las ventajas indiscutibles desde el punto de vista hidrodinamico que proporcionan
los materiales monoliticos,***'"*1" han sido contempladas también en el campo de las
separaciones quirales. La combinacion de SQs, altamente enantioselectivos, con
soportes cromatograficos monoliticos da lugar a separaciones muy eficientes; que se
obtienen en fracciones del tiempo requerido por columnas convencionales. Aungue hoy
en dia no existen demasiados estudios que involucren separaciones quirales utilizando
soportes monoliticos,* 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 preparacion de FEQs monoliticas para HPLC

Existen principalmente dos métodos para introducir quiralidad en materiales de
silice monolitica. ElI primer método consiste en la preparacion del monolito, su
modificacion quimica en suspension, y el empaquetado posterior en una columna
cromatogréafica. Sin embargo, el método preferido para preparar FEQs monoliticas
consiste en la modificacion “in situ” de columnas comerciales. Las mas ampliamente

utilizadas con esta finalidad son las columnas Chromolith® performance Si (Merck),*"

175

y las Onyx® monolithic Si (Phenomenex).'”> Ambas contienen monolitos, de tamafio

estandar (100 mm x 4.6 mm), preparados con tecnologfa sol-gel.*"**"®

La modificacién “in situ” con el SQ se puede llevar a cabo por deposicion fisica,
0 mediante su inmovilizacion covalente. Aunque la primera es una estrategia mas
simple, solamente se ha utilizado en unos pocos estudios; en columnas de tamarfio
estandar,”® y capilares.®®*® Por su parte, la inmovilizacién covalente es la estrategia
preferida. En la dltima década se han desarrollado varios métodos para inmovilizar
distintos SQs sobre silice monolitica; pudiendo prepararse una gran variedad de FEQs
con formatos adecuados a cada método de separacion; tanto capilares para

182-185 C 186-190
k)

electrocromatografia (CEC) como columnas de formato estandar

para HPLC.

y Nano-L

La inmovilizacién covalente se lleva a cabo en dos etapas. En una primera etapa,
la silice monolitica virgen se activa haciéndola reaccionar con silanos convenientemente
funcionalizados. Tras la activacion, se procede al anclaje covalente del SQ. En ambas
etapas, las soluciones de los agentes de reaccion se bombean a través de la columna
comercial manteniendo el sistema a elevadas temperaturas. Puesto que, en esta
estrategia, los agentes de silanizacion se anclan a la superficie del monolito a partir de
soluciones bastante diluidas; la distribucion del SQ es mas homogénea, y las columnas
que se obtienen son més eficientes que cuando se preparan por adsorcion fisica del SQ.

Utilizando esta metodologia varios autores han generado las versiones monoliticas
de FEQs cominmente conocidas en HPLC enantioselectivo,* que se describen en la
(Figura 6.7) y latabla 6.2.
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Figura 6.7. Fases estacionarias quirales (FEQs) preparadas por inmovilizacién “in situ” de SQs sobre
columnas comerciales de silice monolitica.

La aproximacion mas comun para la inmovilizacion del SQ se basa en reacciones
de sustitucion nucledfila con los grupos funcionales presentes en la superficie del

monolito. Por ejemplo, la activacion de la silice con grupos epoxi se ha utilizado para

preparar FEQs con derivados polisacaridicos,™**

192

(1, Figura 6.7) y proteinas como la
albumina sérica humana (HSA),” (3, Figura 6.7). La sustitucion con grupos
mercaptopropilo permite el anclaje covalente de la t-BuCQN,*? (2, Figura 6.7) que en
su forma inmovilizada ofrece una excelente enantioselectividad para acidos y derivados
N-protegidos de amino&cidos. A su vez, las CD se han anclado exitosamente a través de
la introduccion de grupos amino en el monolito,*** (5, Figura 6.7). Ademas de las
tipicas reacciones de sustitucion nucleofila, también se han investigado otro tipo.
Debido a su reactividad ortogonal, y a sus condiciones suaves, la ciclo-adiccion de
azidas a alquinos ha suscitado mucho interés en diversos campos de sintesis organica,
utilizandose en diversas ocasiones para preparar FEQs.'**'% Utilizando la version
actual catalizada por Cu(l) se ha descrito la preparacién de una FEQ monolitica de tipo

Pirkle que contiene como SQ la L-prolina-indananilida,™’ (4, Figura 6.7).
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Tabla 6.2. Columnas de silice monolitica para HPLC modificadas de manera covalente

por procedimiento “in situ” con diferentes selectores quirales.

Selector Quiral Método inmovilizacion Columna comercial
3,5-DMFC celulosa y-GPTMS/BF; Chromolith® Performance Si (100 x 4.6)
B-CD y-AMPTMS Chromolith® Performance Si (100 x 4.6)
tert-BuCQN vy-MPTMS Chromolith® Performance Si (100 x 4.6)
Penicilina G acilasa v-GPTMS Chromolith® SpeedRod ( 50 x 4.6)
HSA y-GPTMS Chromolith® Performance Si (100 x 4.6)
/H5106/NaCNBH;3
Tipo Pirkle (3-Azidopropil)trimetoxisilano Onyx® Monoalithic Si (100 x 4.6)
Cu(l)
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7
Soportes monoliticos con derivados de poliprolina

Los materiales monoliticos se han convertido en un medio popular en el campo de
las separaciones. En cromatografia liquida, los soportes monoliticos -gracias a las
caracteristicas especiales de flujo que ofrecen- poseen una serie de ventajas en
comparacion con soportes anadlogos basados en particulas esféricas. Algunas de las
cuales son: su elevada eficiencia, rendimiento y productividad. Ademas, los monolitos
pueden proporcionar una capacidad de carga superior, una propiedad interesante para la
separacion de productos a gran escala semi-preparativa/preparativa. Sin embargo, a
pesar de las indiscutibles ventajas que poseen solamente existen un limitado nimero de
publicaciones que describen el uso de FEQs para HPLC basadas en estos soportes,
como se ha comentado en el capitulo precedente.

Uno de los descubrimientos recientes en cromatografia 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
peptidicos, aunque comparten aspectos comunes con los de tipo Pirkle.!*®

Desde que comenzd nuestro interés por la investigacion de derivados de poli-
(4R)-hidroxi-L-prolina en cromatografia 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 atencion a su uso en cromatografia. Estos
grupos, sin embargo, estudian esqueletos de poliprolina, virgenes, 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.’**?% Posteriormente, Lao y colaboradores intentaron explicar el mecanismo
de reconocimiento de este tipo de FEQs a través del estudio de oligoprolinas cortas
(di/triprolinas).?®*?*? Sin embargo, la longitud del esqueleto poliprolina determina la
posibilidad para el SQ de adoptar una conformacion helicoidal, que es la que parece
jugar un papel importante en el enantioreconocimiento.?%%%°

En los trabajos previos, descritos en el capitulo 5 de la presente tesis doctoral, los
SQs se prepararon a partir de residuos de prolina modificados con sustituyentes 3,5-
dimetilcarbamoiloxi. Esta sustitucion se selecciond para proporcionar a los SQs de mas

sitios de interaccion con la posibilidad de actuar en el mecanismo de reconocimiento
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enantioselectivo. Los resultados cromatograficos demostraron que los nuevos SQs
peptidicos poseen un campo de aplicacion, y una capacidad de carga, notablemente
superior al que proporcionan FEQs con derivados monoméricos de prolina
analogos.'?82%

En este trabajo, se pretende utilizar los mismos selectores poliprolina descritos
con anterioridad en los articulos | y 11, para incorporarlos sobre matrices de silice
monolitica. Con ello se pretende evaluar el efecto que la matriz cromatogréafica puede
aportarle a las propiedades cromatogréaficas de estas nuevas FEQs. Teniendo en cuenta
las propiedades intrinsecas de los materiales monoliticos, descritas con detalle en el
capitulo anterior, esperamos que se mostraran como FEQs maés eficientes y poder
reducir los tiempos de andlisis para los analitos. Por otra parte, es posible imaginar que

proporcionen soportes con mayor capacidad de carga, lo que también debera estudiarse.
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7.1. Columnas de silice monolitica funcionalizadas con
selectores quirales derivados de poliprolina como fases
estacionarias quirales para cromatografia liquida de alta
resolucion

Articulo 111

R. Sancho, A. Novell, F. Svec, C. Minguillon; “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.

indice de Impacto (JCR 2014):2.737
Posicion en area “Analytical Chemistry”: 21/74

7.1.1. Planteamiento y objetivos del estudio

Los estudios presentados en los capitulos anteriores demuestran que los
oligbmeros  de  poli-(4R)-(3,5-dimetilfenil)aminocarboniloxi-L-prolina  resultan
enantioselectivos cuando se utilizan en FEQs para HPLC. Los estudios cromatograficos
realizados con estas FEQs revelaron valores de retencion, enantioselectividad y
capacidad de carga superiores a los obtenidos cuando se comparan con FEQs que
incorporan derivados monoméricos analogos. Estos resultados confirmaron las hip6tesis
iniciales propuestas, y sugirieron la participacion del esqueleto poliprolina en el
reconocimiento enantioselectivo de los analitos. Por otro lado, su elevada capacidad de
carga permitio proponerlos como posibles candidatos para separaciones de tipo
preparativo.

El objetivo de este nuevo trabajo es estudiar los efectos que tiene la morfologia
del soporte estacionario sobre las propiedades cromatogréficas de la FEQ. De este
modo, se plantea la inmovilizacion de los mismos oligomeros de poliprolina sobre
soportes de silice monolitica. Dadas las excelentes propiedades hidrodindmicas que
poseen los materiales monoliticos, comentadas en el capitulo anterior, esperamos poder
optimizar la eficiencia, asi como, la rapidez de las separaciones cromatograficas.
Ademas, se pretende evaluar qué efecto tiene este tipo de soporte cromatografico sobre
la capacidad de carga de estos novedosos oligdbmeros.
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7.1.2. Diseno experimental

Los SQs fueron elaborados en el “Institut de Recerca Biomeédica”, Parc Cientific
de Barcelona, siguiendo los procedimientos descritos con anterioridad,***?® (Figura
7.1.1).

HsC
c
o 3
0
CH, o CHy NH
o 0 0 Y 0
NJ\ o NN HsC N)]\O‘\\
HaC H CHa : H o
6-8 68 4 A
sQ-1 Hid $Q-2

Figura 7.1.1. Estructura de los selectores quiral poliprolina estudiados.

Para la preparacion de las FEQs se siguié un procedimiento de derivatizacion

» 193 sobre columnas comerciales de silice monolitica

multietapa en columna o “in situ”,
(Onyx® Monolithic Si, 100x4.6 mm). La modificacion de las columnas comerciales se

realizd en dos etapas.

7.1.2-1 Modificacion de columnas comerciales Onyx® Monolithic Si

En la primera etapa el monolito se activd haciéndolo reaccionar con una solucion
de 3-aminopropiltrietoxisilano, para proporcionar a las columnas comerciales grupos
funcionales amino con los que anclar posteriormente el SQ. La segunda etapa consistio
en la incorporacion de los SQs poliprolina. En ambas etapas, las soluciones de los
agentes de reaccién se bombearon a través de las columnas comerciales manteniendo el
sistema a elevadas temperaturas. Las columnas monoliticas obtenidas se muestran en la
(Figura 7.1.2).

Figura 7.1.2. Estructuras de las FEQs monoliticas en estudio.
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7.1.3. Resultados y discusién

7.1.3-1 Efecto de la derivatizacion de columnas monoliticas sobre la
eficiencia

Una de las caracteristicas mas relevantes de las columnas monoliticas comerciales
es su elevada eficiencia.**?*" Sin embargo, convertirlas en columnas quirales supone
una modificacion adicional que puede alterar las propiedades de estos soportes.

Para determinar el efecto de la derivatizacion sobre la eficiencia, se evalud la
altura equivalente de plato tedrico (H) respecto de la velocidad de flujo de la fase movil
(representacion de Van Deemter) para ambas columnas monoliticas; la funcionalizada
con el grupo aminopropil (antes de su derivatizacion con el SQ), y la FEQ monolitica

tras la derivatizacion con el SQ poliprolina (FEQ-1), (Figura 7.1.3).
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Figura 7.1.3. Efecto de la derivatizacion sobre la eficiencia cromatogréafica (fase movil: heptano/2-
PrOH, 70:30) v/v. El analito utilizado para calcular el grafico fue el 1,3,5-tri-terc-butilbenceno (TTBB).
Las columnas utilizadas fueron columna de silice monolitica Onyx™ aminofuncionalizada y columna de
silice monolitica Onyx™ con el SQ poliprolina, FEQ-1, (100 x 4.6 mm).

Como muestra el gréfico, la eficiencia disminuye con el aumento del flujo, y es
inferior para la columna derivatizada (FEQ-1) que para la columna monolitica
funcionalizada solo con grupos aminopropilo. La derivatizacion con el SQ disminuye la
eficiencia de las columnas cromatograficas, especialmente cuando se utilizan con flujos

elevados (>3mL/min).
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7.1.3-2 Efecto de la derivatizacion sobre la presion

Una de las propiedades mas valoradas de las columnas monoliticas es su elevada
permeabilidad, que permite utilizarlas con flujos de fase movil elevados sin incremento
notable de la presion. Para valorar el efecto de la derivatizacion sobre esta propiedad se
sometié a la columna monolitica FEQ-1, y a su analoga particulada, a flujos de fase
movil de entre 0.5-9 mL/min, y se registraron las presiones generadas en las columnas.
Como fase movil se utilizaron mezclas heptano/2-PrOH, de diferente viscosidad,
(Figura 7.1.4).

240 4
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- —+#—FEQ-1 particulada (90:10)
200 / FEQ-1 particulada (98:2)
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Figura 7.1.4. Efecto de la derivatizacion sobre la presion intracolumna. Las presiones se normalizaron
para una longitud de columna de 15cm.

Las mezclas con mayor proporcion 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 composicién de fase movil, la columna monolitica FEQ-1
demostré presiones cinco veces menores que su andloga de silice en particulas

(preparada en el articulo I).

7.1.3-3 Comportamiento cromatografico de columnas monoliticas 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 articulos I y Il. De
este modo se consideraron analitos estructuralmente diversos, con caracteristicas
guimicas concretas; por ejemplo, moléculas con grupos DNB (1-5, 9, 22), con grupos
donadores de enlace de hidrégeno (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 moviles 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 estan fabricadas las
columnas monoliticas comerciales. Las condiciones de fase inversa también se

descartaron, por reducir drasticamente la enantioselectividad de este tipo de SQs.

7.1.3-3.1 Perfil de retencién y selectividad de las fases estacionarias monoliticas

Las FEQs monoliticas estudiadas, mostraron dos patrones de retencién diferentes
con respecto a los analitos considerados. En primer lugar, se observaron factores de
retencion elevados, k’, para todos los analitos con grupos m-aceptores (sustituyentes
dinitrobenzoilo, DNB); que se resuelven facilmente por ambas columnas monoliticas,
FEQ-1 y FEQ-2. Dada la presencia de grupos m-donadores (motivos 3,5-
dimetilfenilcarbamato) en el SQ poliprolina, y de grupos m-aceptores en los analitos, se
asumio que las interacciones complementarias n-m que se establecen entre las dos
especies jugaban un papel significativo en el enantioreconocimiento de este tipo de
compuestos, como ya se habia 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 retencion, los

compuestos con grupos donadores de enlace de hidrégeno también se resolvieron en
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ambas columnas monoliticas (6-8, 12, 19-21, Figura 8.1.5). Esta observacion es
consistente con la reconocida importancia que parece poseer el enlace de hidrégeno en

el enantioreconocimiento impartido por los SQs de poliprolina.
7.1.3-3.2 Perfil de derivatizacion de las columnas monoliticas

La elevada retencion observada por las columnas monoliticas se atribuyé a la
mayor cantidad de materia orgénica que contienen. La densidad de SQ se calcul6 de
forma indirecta, y se estimd alrededor de 100-130umolSQ/g FEQ); que es alrededor de 5
veces superior que la calculada para sus analogas en particulas 16-22 umolSQ/g FEQ,
descritas en las publicaciones previas. Aunque, la superficie especifica 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 unién
(presentes en la superficie del gel de silice); lo que explicaria el incremento en el ratio
de derivatizacion de los mismos.

La diferencia en el grado de derivatizacion observada entre ambas columnas
monoliticas, FEQ-1 (91,5umol/columna) respecto de FEQ-2 (57,2umol/columna), se
atribuyd al mayor impedimento estéreo que ofrece el SQ2; que complica la
aproximacion de éste a los sitios de unién reactivos. Este mismo efecto ya se habia
observado con anterioridad para sus analogas en particulas.

La fase estacionaria monolitica FEQ-2, ademas de un menor ratio de
derivatizacion, demostré menores resoluciones para los analitos, por lo que se le
practicd una reaccion de desactivacion o “end-capping”. El incremento de la liofilia
para esta columna, tras de la reaccion de pasivacion, dio lugar a una disminucién de los
tiempos de retencion. A pesar de ello, la enantioselectividad mejor6, pues la
disminucion del ancho de banda de los picos resulté en una mejor resolucion. Por otra
parte, la fase estacionaria monolitica FEQ-1 demostro factores de enantioselectividad
superiores, y mayor resolucion que la primera. Por esta razon, considerando la elevada
derivatizacion de la FEQ-1, no se le practicd la reaccion de pasivacion.

Para resumir, la diferencia en enantioselectividad observada entre las dos
columnas monoliticas puede considerarse meramente cuantitativa, basada
probablemente en la diferente densidad de SQ anclada sobre las columnas monoliticas

de aminopropilsilice.
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7.1.3-3.3 Comparacion entre columnas monoliticas y particuladas

Los factores de enantioselectividad observados fueron superiores en las columnas
monoliticas respecto a sus analogas en particulas. 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 monolitico, respecto de sus analogas en particulas. Por otro parte,
puede justificarse en base a que, en el soporte monolitico el SQ se encuentra méas
accesible para la interaccion con los analitos. Ambos factores se postularon como los

responsables de la mayor enantioselectividad observada para las FEQs monoliticas.

7.1.3-4 Comparacion de la capacidad de carga entre columnas de silice
monolitica y particulada

La capacidad de carga elevada es una propiedad muy importante cuando se
consideran aplicaciones preparativas. Es bien conocido que las caracteristicas de flujo a
través de los soportes monoliticos pueden contribuir al aumento de la capacidad de
carga; puesto que, permiten flujos superiores. Por otra parte, en comparacion con el
formato de silice en particulas, los monolitos exhiben una mayor accesibilidad a los
agentes de reaccion, a pesar de sus similares areas de superficie. Esta Gltima propiedad
resulta en un aumento de la cantidad de SQ que puede incorporarse sobre el soporte. De
este modo, la combinacién de ambas caracteristicas puede conducir a una mayor
capacidad de carga para estos soportes.

Para estudiar la capacidad de carga de la columna monolitica, FEQ-1, respecto de
su analoga en particulas, se realizd un ensayo de saturacion comparativo. En este
estudio se evalu6 la cantidad maxima de analito racémico que las columnas son capaces
de albergar, produciendo aun bandas bien resueltas (Rs<1). Para ello se eligio6 el analito
racémico 5, por ser uno de los mejores resueltos en ambas FEQs. El ensayo consistio en
la inyeccion repetitiva de cantidades crecientes de 5, sobre cada una de las columnas. En
estas condiciones, la cantidad de 5 requerida para saturar la columna monolitica fue de 1
pmol y, tan solo, de 220nmol para su analoga en particulas; esto implica una capacidad
de carga alrededor de 5 veces superior para la columna monolitica, (a, Figura 7.1.6).
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Figura 7.1.6. Comparacion de la capacidad de carga para el analito racémico, 5, utilizando a) FEQ-1,
fase movil heptano/2-PrOH (90:10), flujo 3mL/min; y b) la columna anéloga particulada, heptano/2-
PrOH (90:10), flujo ImL/min. A=226nm.

Sin embargo, el incremento observado en la capacidad de carga para la columna
monolitica 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 monolitica (91,5umol/columna) respecto de su andloga en particulas
(40,5umol/columna). De este modo, la mayor accesibilidad que los analitos tienen hacia
el SQ en el formato monolitico, 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 mas llamativas que poseen los materiales monoliticos es su
elevada porosidad, que proporciona una mayor permeabilidad y ndmero de platos
tedricos/metro, con respecto a la que muestran los materiales convencionales basados en
particulas. Este hecho permite poder operar con flujos elevados de fase mdvil sin
incremento notable de la presion y sin pérdida de eficiencia.

La elevada enantioselectividad y factores de retencion observados para la
columna monolitica FEQ-1, permitieron incrementar el flujo de la fase movil de 1 a 3

mL/min; lo que dio lugar a tiempos de analisis mucho mas cortos.
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Para el racéemico andlogo de Whelk-O, 22, se pudo reducir el tiempo de analisis
hasta cuatro veces utilizando flujos de hasta 9mL/min, (Figura 7.1.7). Como muestra la
figura, la separacion transcurre con valores de enantioselectividad, a, que se mantienen
constantes. Aunque el incremento en la altura de plato teoérico, producida por el
aumento de la velocidad del flujo, reduce la resolucion; la disminucién en el tiempo de
retencion, reduce la difusion, y esto resulta en picos mas eficientes, efecto que
compensa el primero. Consecuentemente, estos materiales pueden considerarse

apropiados para modos de trabajo de alta productividad.
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Figura 7.1.7. Efecto del incremento de los flujos de trabajo sobre la enantioselectividad y resolucion del
analito racémico 22 (andlogo de Whelk-O) sobre la columna monolitica, FEQ-1; fase mévil heptano/2-
PrOH (90:10), A=254nm.
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7.1.4. Aportaciones mas relevantes

v"  Las matrices de silice monolitica permiten la incorporacién de cantidades
superiores de SQ respecto a soportes de silice en particulas, a pesar de su similar
superficie especifica.

v" El incremento en la cantidad de SQ incorporado sobre la FEQ da lugar a tiempos
de retencion, factores de separacién y campos de aplicacion mas amplios para las
columnas monoliticas.

v"  La diferencia estructural entre los dos SQs poliprolina estudiados afecta a su
capacidad de incorporacion sobre la superficie del monolito, lo que afecta a la retencién
de los analitos.

v"  La mayor densidad de SQ incorporada sobre las columnas monoliticas
proporciona una capacidad de carga superior.

v" Se obtienen capacidades de carga hasta cinco veces superiores para las columnas
monoliticas respecto de sus analogas en particulas.

v" La mayor accesibilidad del SQ con los analitos, cuando éste se encuentra anclado
sobre soportes monoliticos, posee una contribucion muy significativa sobre la capacidad
de carga observada. Esta propiedad hace de los soportes monoliticos candidatos para
propositos preparativos.

v" Para aplicaciones analiticas, el incremento en los flujos de trabajo permite la
reduccion de los tiempos de andlisis sin afectar la resolucion; por lo que este nuevo tipo
de materiales monoliticos pueden considerarse adecuados para estrategias de trabajo de

elevada productividad.
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1 Introduction
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Research Article

Monolithic silica columns functionalized
with substituted polyproline-derived chiral
selectors as chiral stationary phases for
high-performance liquid chromatography

In this study, two polyproline-derived chiral selectors are bonded to monolithic silica gel
columns. In spite of high chiral selector coverage, the derivatization was found to have
only a slight effect on the hydrodynamics of the mobile phase through the column. The
enantioseparation ability of the resulting chiral monolithic columns was evaluated with a
series of structurally diverse racemic test compounds. When compared to analogous bead-
based chiral stationary phases, higher enantioseparation and broader application domain
were observed for monolithic columns. Moreover, the increase in flow rate produces a
minor reduction of resolution, which permits to shorten analysis time. Additionally, in-
creased loadability defines chiral polyproline derived monoliths as adequate for preparative
chromatography.

Keywords: Chiral selectors / Chiral stationary phases / Enantioseparation / Poly-
L-proline oligomers / Silica monoliths
DOI 10.1002/jssc.201400640

selectors (CSs) either coated [6] or attached [7] on monolithic

As a result of the increasing demand for enantiomerically
pure compounds, the chromatographic tools that permit the
analysis and production of single enantiomers occupy a rele-
vant position among the most striking developments in sep-
aration science. Monolithic materials, either polymeric or
based on silica gel, have rapidly become a popular media
in diverse separation areas, such as HPLC and CEC [1-4].
Monolithic beds provide a number of advantages in LC be-
cause of the flow characteristics that they offer. Backpressures
can be maintained <0.1 MPa with flow rates in the range of
0.5-1.0 mL/min. Reliability, high efficiency, high through-
put, and high productivity are some of the advantages for
these separation materials over conventional bead format [S).
Moreover, monoliths may provide a higher loading capacity,
an interesting property for semipreparative/preparative and
product scale separations.

Although silica-based monolithic columns are more ad-
vantageous than organic polymer based ones, there are only
a limited number of studies describing the use of chiral sta-
tionary phases (CSPs) for HPLC based on monolithic silica
gel. In this regard, the use of polysaccharide-derived chiral
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silica format have been studied. These columns combine the
broad enantioselectivity of the CS with the ability to speed
up separations. Preparation of tert-butyl carbamoylquinine-
based monolithic silica columns and their application to ion-
exchange chromatography was reported by Lindner et al. [8].
The same authors also studied the use of B-cyclodextring
as CSs bonded to silica monoliths [9]. Similar performance
was obtained when derivatized monoliths were compared to
the analogous particle-based columns. Nevertheless, mono-
liths were better adapted to high-throughput enantiomer
separation.

One of the most recent discoveries in enantioselec-
tive chromatography is the unforeseen enantioselectivity of
polyproline-derived backbones [10]. These structures are con-
sidered to constitute a new class of peptide-based CSs, even
though they share some common features with brush-type
CSs [10]. Li and co-workers were the first to apply them in
CSPs [11-13] for HPLC. Interesting enantioselective perfor-
mance was obtained. Studies with similar CSs were con-
ducted by Lao and Gan who focused on short di/tripetides
of proline [14-17]. Nevertheless, the length of polyproline
backbone determines the possibility for the CS to adopt a
helical conformation, which seems to play a major role in
enantiorecognition [12,18,19]. Ina previous work on proline-
type CSs, we introduced 3,5-dimethylcarbamoyloxy groups as
substituents on proline. This substitution was inserted in or-
der to provide the CS with more interaction sites able to actin
the enantiorecognition mechanism with the analytes. When
single proline-derived CSPs were compared to those contain-
ing an oligoproline analogously derivatized CS [20, 21], the
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HyC

CSP-2

latter helical structures showed a broader application domain
and an increased loadability respect to monoproline-derived
CSPs.

However, peptide CSs and their derivatives, polypro-
line among them, have not been yet applied to the mono-
lithic format. Considering that this kind of CS is interest-
ing from the point of view of the particular properties that
polyprolines exhibit, the aim of this work is to fill this
gap. Therefore, in this study polyproline-derived CSs are
bonded to monolithic silica rods and the chromatographic
performance of the resulting columns tested. The covalent
modification of monolithic silica column with poly-(4R)-(3,5-
dimethylphenylaminocarbonyloxy)-L-proline derivatives was
performed in situ. The modified columns were tested to as-
sess the effect of derivatization on the chromatographic per-
formance of monoliths, to study the loading capacity provided
by the resulting CSPs, and finally, results were compared
to the previously prepared polyproline-derived bead-based
columns [20, 21].

2 Materials and methods
2.1 General supplies and equipment

Monolithic silica gel columns (Onyx™, 100 x 4.6 mm)
were purchased from Phenomenex (Torrance, CA, USA).
3-Aminopropyltriethoxysilane was supplied by Sigma—
Aldrich (CA, USA). Solvents were provided by VWR interna-
tional, Prolabo (Leuven, Belgium), and Panreac (Barcelona,
Spain). The chromatographic assays were carried out on a
Waters HPLC system (Milford, MA, USA) consisting of a
600E pump, a 717 autosampler, and equipped with a 996
photodiode-array detector. A syringe pump from Kd-scientific
(Holliston, MA, USA) and a water bath from Polyscience
6600W (Niles, IL, USA) were used for column derivatization.

Retention factor (k) was calculated as (t,—to)/t; in which t,
is the retention time and t, is the void time. The enantiosep-

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 1. Chemical structures of
the CSPs and their correspond-

cS2 ing CSs.

aration factor (a) was calculated as the ratio of the retention
factors for the two enantiomers. The void time (t;) was de-
termined with 1,3,5-tri-tert-butylbenzene. The concentration
of the samples was 1 mg/mL and the injected volume 10 p.L.
The elution order was determined when possible using com-
pounds enriched with one of the two enantiomers of known
absolute configuration.

Polyproline CSs (Fig. 1) were synthesized following the
procedure described elsewhere [20, 21]. CSs were used as
mixtures of oligomers of six to eight proline residues: CS1
(6.3, 29.3, 64.4%) and CS2 (2.6, 21.1, 76.3%) of six, seven,
and eight proline units, respectively (calculated from HPLC
analysis). The degree of CS immobilized into the column was
quantified indirectly by the difference between the amount
added and that recovered unreacted.

2.2 Preparation of aminopropyl-modified monolithic
silica columns

An in situ derivatization procedure was followed for the
preparation of the modified monolithic silica matrices from
commercial columns [8]. Monolithic silica columns were
washed with 10 mL of heptane at a flow rate of 0.2 mL/min
before chemical modification. Subsequently, the columns
were fluxed with 10 mL of anhydrous toluene at a flow
rate of 0.2 mL/min. A solution (10 mL) of 1 mL of
3-aminopropyltriethoxysilane and 0.2 mL of dry pyridine in
toluene was fluxed through the column at a flow rate of
0.05 mL/min. Temperature was maintained at 40°C using
a water bath in which the column was immersed. The result-
ing aminopropyl silica monoliths were washed at 40°C with
45 mL of toluene at a flow rate of 0.5 mL/min. The system
was allowed to cool to room temperature for the last 30 min.

2.3 Preparation of monolithic CSP-1

An aminopropyl-derived column was washed with 10 mL of
anhydrous DMF at a flow rate of 0.5 mL/min. Concurrently,
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a solution of 383.2 mg (0.18 mmol) of CS1 and 144.7 mg
(0.58 mmol) of 2-ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydroquino-
line in 8 mL of anhydrous DMF was prepared. The column
was first fluxed with the mentioned solution at a flow rate
of 0.5 mL/min for 3 min. The remaining solution was fluxed
through the column at a flow rate 0f0.025 mL/min. Tempera-
ture was maintained at40°C. The column was allowed to react
overnight at 30°C. Finally, in order to remove the unreacted
reagents, the column was sequentially washed with 10 mL of
DMEF, 10 mL of 2-PrOH, and with 10 mL of heptane using a
0.5 mL/min flow rate. The DMF solution washed out from
the column was recovered. The solvent was evaporated and
the residue redissolved in dichloromethane and washed with
2 mol/L HCL. The separated organic phase was dried over an-
hydrous Na, SOy, filtered and evaporated invacuo. The residue
was weighted and the content of polyproline derivative quan-
tified by HPLC. The amount of CS1 calculated to be bonded in
the column was 131.7 wmol CS /g of CSP (considering a MW
average of 2123.66 g/mol). This corresponds to an amount of
91.5 pmol of CS in a 10 cm monolithic column.

2.4 Preparation of monolithic CSP-2

A solution of 369.2 mg (0.17 mmol) of CS2 and 138.0 mg
(0.56 mmol) of 2-ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydroquin-
oline in 8 mL of anhydrous DMF was prepared. Analo-
gously to that described for CSP-1, an aminopropyl-derived
column, previously washed with 10 mL of anhydrous DMF
(0.5 mL/min), was fluxed with the above-mentioned solution.
The procedure was carried out as for CSP-1. The amount of
CS2 calculated to be bonded in the column was 91.8 pmol
CS/g of CSP (considering a MW average of 2236.23 g/mol).
This corresponds to an amount of 57.8 wmol of CS in a
10 cm monolithic column.

2.5 End-capping treatment of CSP-2

CSP-2 was washed with 10 mL of anhydrous toluene at a
flow rate of 0.2 mL/min. Subsequently, the column was
fluxed with a solution of 800 pL (3.84 mmol) of 1,1,1,3,3,3-
hexamethyldisilazane in 8 mL of toluene at a flow rate of
0.2 mL/min for 8 min. The remaining solution was fluxed
through the column at 0.025 mL/min. The temperature was
maintained at 40°C. Finally, the column was washed with
toluene for 60 min (0.2 mL/min).

3 Results and discussion

Given the outstanding chromatographic properties of mono-
lithic materials such as high efficiency and loadability, we
considered the application of substituted polyproline CSs
to these chromatographic matrices. In previous studies
[20, 21), the chromatographic enantioselective behavior CS1
and CS2 (Fig. 1) chemically bonded onto aminopropylated
silica bead matrices was described. The polyproline-derived
CSPs showed broader enantioselectivity and higher loading
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capacity than the corresponding monoproline-derived CSPs
in heptane/2-propanol (2-PrOH) and heptane/methyl t-butyl
ether. These properties were considered interesting from the
view of preparative applications. At present, we combined the
advantages provided by the polyproline CSs to the features
contributed by the monolithic matrix structure and studied
two CSPs shown in Fig. 1.

3.1 Effect of derivatization of monolithic columns on
efficiency and backpressure

Many authors report on the better efficiencies of monoliths
compared to bead-packed columns, in particular at higher
flow rates. Several consider that “monolithic columns have
an equivalent efficiency of a 3-5 pum particle-packed column
of the same length” [22,23]. Given that the CS is bonded onto
a previously existing monolithic rod, to assess the effect that
derivatization could have on mobile phase hydrodynamics
was considered of interest. Consequently, the plate height of
an aminopropylated monolithic column (before the introduc-
tion of the CS) and CSP-1 were evaluated using heptane/2—
PrOH (70/30) as mobile phase and 1,3,5-tri-tert-butyl benzene
as analyte (Fig. 2A). The efficiency of sequential injections of
the latter at flow rates ranging from 0.2 to 4 mL/min was
determined.

The columns showed a similar pattern. Plate height in-
creased with flow rate as expected. The aminopropyl mono-
lithic column showed the smaller plate height at any flow
rate. For example, a plate height of 31 um was determined at
0.2 mL/min. The H value for CSP-1 was 40 p.m at the lowest
flow rate (0.2 mL/min), this is 25 000 plates/m. This value in-
creases with the increase in flow rate, being higher than that
of the underivatized aminopropylated monolithic column at
all instances. Nevertheless, the increase in flow rate did not
involve a significant increase in the backpressure of the col-
umn. Also H does not increase linearly with increasing flow
rate. On the contrary, the effect of derivatization seems to be
more pronounced at higher flow rates, when the difference
between H values for the underivatized column and those for
CSP-1 are higher.

It is known that monolithic columns offer a high perme-
ability with the possibility to further increase flow rate without
alarge increment in backpressure. In order to test the effect of
derivatization on this property CSP-1 and its analogous bead-
based counterpart (Fig. 2B) were submitted to increasing flow
rates from 0.5 up to 9 mL/min and the resulting backpressure
registered. Heptane/2-PrOH mixtures with different content
in 2-PrOH were used as mobile phase. Given the different
length of the two columns (10 cm for the monolithic CSP-1
and 15 cm for its bead-based analogue), values determined
were normalized to a column length of 15 cm. Mixtures con-
taining a higher percentage of the alcohol modifier led to
higher column backpressures due to the higher viscosity of
2-PrOH. However, using the same flow rate and composition,
CSP-1 showed a five times lower column backpressure than
its bead-based analogue.
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3.2 Polyproline-based monolithic columns
performance

Racemic test compounds shown in Fig. 3 were chosen for
comparative reasons according to the criteria established in
previous studies [20, 21]. Structural diversity with accent in
certain chemical characters, such as molecules bearing dini-
trobenzoyl groups (1-5, 9, 22), or hydrogen bond donors (1-8,
12,13, 15, 19-22), or both (1-5, 22), were considered. A sum-
mary of the chromatographic behavior of the CSPs related to
this series of analytes is shown in Table 1. Regarding the mo-
bile phase, only mixtures of heptane/2-propanol were used.

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

length of 15 cm.

Chlorinated solvents were avoided because of the restrictions
imposed by the PEEK casing of the commercially available
monolithic columns. RP conditions were neither used be-
cause they are known to reduce drastically the enantioselec-
tivity of the studied CSs [20].

Our CSPs showed two different retention patterns
with respect to the analytes considered. High reten-
tion factors (k;) were observed for analytes bearing dini-
trobenzoyl groups, which were easily resolved using
both CSP-1 and CSP-2. Given the presence of w-donor
3,5-dimethylphenylcarbamate moieties on the CSs, and
the m-acceptor groups on the analyte, complimentary m—mw

www.jss-journal.com

Raquel Sancho

134



J. Sep. Sci. 2014, 37, 2805-2813

I
ON N”~COoO0CH;
R: CHs
NO, RCH<CH3)2
R: CHyCqHs 3

R °%oo$o

R RiNOy g
R:Cl 10
R:CHz 11

R:Cl 16
R:H 17

o
OH 5o

(t)-treo

interactions between the two species are assumed to play
a significant role in the enantiorecognition of such com-
pounds [20,21,24]. The remaining analytes were scarcely re-
tained in equivalent conditions and even less retained when
the lipophilicity of the mobile phase was increased up to
heptane/2-PrOH (98:2).

This observation was attributed to the high amount of or-
ganic matter contained into the columns. The density of CS
was indirectly estimated to be approximately 100-130 pwmol
CS/g CSP. This value is in the order of five times higher
than that calculated formerly for bead-based CSPs [20, 21]. Al-
though the specific surface for the two formats is of the same
order of magnitude (300-320 m?/g, data given by the manu-
facturers), an easier accessibility of reagents to the functional
sites in the monolith may explain this result.

It is worth of noting the difference in derivatization for
CSP-1 (91.5 pmol per column) and CSP-2 (57.2 pmol per
column). This difference may be attributed to the increased
steric hindrance of CS2 with respect to CS1, which may make
the approach of CS2 to the silica surface more difficult. The
same effect was observed for bead-based matrices. A lower
coverage was attained with CS2 than with CS1 [21]. Consid-
ering the lower derivatization and the lower resolution of
racemates tested, CSP-2 was submitted to an additional end-
capping treatment. This process was aimed to control the pos-
sible detrimental effect of the unreacted silanol groups on the
matrix surface. After end-capping, the increased lipophilic-
ity of CSP-2 led to a reduced retention for all compounds.
Lower retention factors were observed even for those com-
pounds that were only slightly retained before end-capping.
This observation reinforces the hypothesis of being the stud-
ied CSPs remarkably lipophilized columns. Nevertheless, in
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spite of the low retention, enantioselectivity was only slightly
improved for CSP-2 after end-capping. This effect is probably
the consequence of the decrease in peak width, which results
in an improved resolution.

In spite of the additional end-capping treatment on CSP-
2, CSP-1 exhibited higher separation factors () and higher
resolution (R;) than the former. For this reason, considering
the high derivatization of CSP-1, the end-capping treatment
was not performed in this column. It is worth noting that,
apart from the dinitrobenzoyl-group containing racemates,
and in spite of the low retention, compounds bearing an
H-bond donor group were resolved on both columns (6-8,
12,19-21). This observation is consistent with the known sig-
nificance of H-bonding in recognition by polyproline-derived
CSs. Compounds 13 and 14 constitute an exception to this
general rule. In this case, 14 has no H-bond donor group and
it is partially resolved on CSP-1. However, in spite of its high
retention, no enantioselectivity is observed for the structurally
related compound 13.

To sum up, the difference in enantioselectivity between
CSP-1and CSP-2 can be considered merely quantitative, prob-
ably based on the different density of CSs bonded on the
monolithic aminopropylsilica gel column, a value difficult to
determine with accuracy without destroying the column.

When compared to particle-based CSPs [20, 21]
(Table 1), higher separation factors were observed for the
monolithic columns than for the corresponding bead-based
counterpart. The most significant chemical difference be-
tween polyproline-derived monolithic and bead-based CSPs
containing analogous CSs, is the calculated amount of CS
contained into the column (about 11 pmol CS2 per column
in the CSP-2 bead-based analogue). This chemical difference,
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Table 1. Chromatographic results obtained using heptane/2-PrOH mixtures as mobile phase

Racemic CSP-1 CSP-2 (after end-capping treatment) CSP-2 bead-based counterpart
compounds k® a Rs K « Rs ke « Rs

1 5.29(R) 113 0.98 3.10(R) 1.10 0.49 414 (R m 1.01
2 465 1.00 - 2.06 1.03 - 240 (R) 1.06 0.42
3 10.49 (R) 1.25 1.62 4.08(R) 1.08 0.46 464 (R) 1.08 0.75
4 14.33°4¢)(R) 2.04 387 363 (R 142 187 3.94(R) 136 3.06
5 4.84(R) 262 4.83 459 (R 1.38 1.61 458 (R) 145 374
6 055 2.89 481 0.71 2.36 4.26 0.99 1.96 4.21
7 072 3.50 5.74 093 2.60 3.84 1.37 2.20 5.24
8 233 1.68 3.16 197 1.88 3,01 2.90 1.68 3.76
9 311 1.00 - 1469 1.06 0.27 1.879 113 1.08
10 0.09 1.00 - 0.06 1.00 - 0.09 1.00 -
1 0.09 1.00 - 0.09 1.00 - 0.14 1.00 -
12 061(R) 1.22 1.15 0.83¢ 1.03 - 6.01% 1.04 0.36
13 13.42 1.00 - 572 1.00 = 5.03 1.00 =
14 051 1.09 0.31 024 1.00 - 034 1.00 -
15 0.33(S) 113 0.39 041 1.00 - 0n 1.00 -
16 0.18 1.00 - 0.09 1.00 - 0.02 1.00 -
17 0.15 1.00 - 0.10 1.00 - 0.02 1.00 -
18 445 1.00 - 0.15 1.00 - 0.40 1.00 -
19 091 112 0.90 0.69° 1.04 - 1.03 1.00 -
20 092 157 219 117 1.29 1.68 2.58 114 1.33
21 0.44(R) 1.59 2.05 0.68 (R) 1.21 1.03 1.26 (R) 115 1.09
Mobile phase Heptane/2-PrOH (70/30) Heptane/2-PrOH (90:10) Heptane/2-PrOH (90:10)

Flow Rate: 0.5 mL/min

Flow Rate: 1 mL/min

Flow Rate: 1 mL/min

a) In parentheses is the absolute configuration of the first eluted enantiomer.

b) Heptane/2-PrOH (90:10).
c) Flow rate: 3 mL/min.

d) Heptane/2-PrOH (98:2).
e) Flow rate: 0.5 mL/min.

together with an easier accessibility of the CS on the mono-
lithic format, may account for the enhanced separation
factors.

3.3 Comparative loading ability of particulate and
monolithic silica columns

Higher loadability is a very important property when prepar-
ative applications are considered. In a former study, the load-
ing capacity of a polyproline-derivative (CS1) was compared
to that of the analogous monoproline-derivate [20], both at-
tached to a particle-based stationary phase. The loading ability
of the polyproline-derived CSP, considering a similar con-
tent of proline units in the two columns, resulted to be five
times higher than its single-polyproline counterpart, which
is a proof of the intrinsic ability of the polymeric CS.

It is known that the flow characteristics through mono-
lithic beds may contribute to the enhancement of loadability
by allowing higher flow rates [7]. Moreover, in spite of a simi-
lar specific surface area, monoliths exhibit a higher availabil-
ity to reagents when compared to particle-based format. This

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

property has resulted in an increased amount of CS attached
to the matrix. The combination of the two features (the possi-
bility to increase flow rate and increased density of CS) may
provide higher loading capacity for this kind of separation
media.

Consequently, the loading capacity for 5 on CSP-1 was
studied by injecting increasing amounts of racemate until R,
< 1 (Fig. 4). This analyte was chosen because it resulted very
well resolved by CS1 when bonded to either monolithic or
particle-based format matrices.

The amount of 5 required to attain a touching-band sep-
aration (R, = 1) was almost 1 wmol in CSP-1, while only
220 nmol was resolved by its bead-based analogue. The in-
creased loadability can be therefore estimated to be five times
higher in the monolithic column in absolute terms. This fac-
tor does not correspond to the ratio of CS contained in CSP-1
(91.5 pmol CS in the column) respect to its bead-based coun-
terpart (40.5 pmol CS in the column). Thus, the increase
in loadability observed cannot be justified based only on the
higher bonding coverage of monolithic columns. The higher
accessibility of the analyte to the CS, enabled by the mono-
lithic format, may be suggested as the complementary factor
to justify the observed result.
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3.4 Effects of increasing flow rates on monolithic
CSP-1

Furthermore, as previously mentioned, the most striking ad-
vantage that monolithic materials offer over bead-based ma-
terials are the larger porosities, resulting in high permeabil-
ity, and large number of theoretical plates per pressure drop
unit [25]. The remarkable enantioselectivities and high reten-

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

heptane/2-PrOH  (90:10), flow rate:
1 mL/min). UV detection at 226 nm.

tions observed for CSP-1 permit in most cases to increase
the flow rate from 1 to 3 mL/min, thus reducing analysis
time. However, in order to evaluate the effect of a consider-
able increase in flow rate on resolution, the racemic Welk-O
analogue 22 was injected at flow rates ranging from 2 to
9 mL/min (Fig. 5). This produced an increase in the column
backpressure of only 6.5 MPa (from 2.0 to 8.5 MPa), while
the analysis time was reduced over four times (from 40 to
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Figure 5. Effect of the increase in flow rate
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10 min). Nevertheless, the separation factor («) remained
constant and the resolution underwent an only slight de-
crease. Although the increase in HETP produced by the in-
crement of flow rate should effectively reduce resolution, the
decrease in retention time, produced by the same increment
of flow rate, reduces diffusion, and therefore results in more
efficient peaks. This second effect compensates the former.
Consequently, these materials can be considered suitable for
high-throughput working mode given the reduction in anal-
ysis time when flow rate is increased.

4 Concluding remarks

In spite of similar specific surface, monolithic silica matrices
permit the introduction of higher amounts of polyproline-
based CSs onto the CSP than their particle-based counter-
parts. This increased CS density leads to higher retention
times, greater separation factors, and a broader application
domain for monolithic columns. Additionally, the structural
difference between the studied CSs also influences their
bonding to the silica gel surface thus affecting retention time
for the two columns tested. However, when using heptane/2-
PrOH mixtures as mobile phase, most analytes bearing an
H-bond donor group are resolved by CSP-1 and CSP-2.

The higher CS surface coverage of monolithic columns
results in an increased loadability. Sample loadings up to five
times higher are observed for monolithic columns compared
to their bead-based CSP counterparts. However, theimproved
accessibility of the CS to the analyte when bonded to a mono-
lithic matrix has a significant contribution to the enhanced
loadability observed. This property makes polyproline-derived

© 2014 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

T 1
on the enantioselectivity and resolution of

40 50 22 using CSP-1 (heptane/2-PrOH, 90:10).
UV detection at 254 nm.

monolithic CSPs suitable candidates for preparative pur-
poses.

Considering analytical applications, itis worth noting that
theincrease in flow rate permits the reduction of analysis time
with only a minor effect on resolution. This feature makes
this novel kind of monolithic CSPs adequate candidates for
the application to high-throughput approaches.
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Resultados y Discusion

8
Resumen general de resultados

1.  EIl procedimiento sintético en fase sélida resulté adecuado para preparar los
oligbmeros de poliprolina objetivo; sin embargo, proporcioné polimeros con una
distribucion de cadenas, de entre 6-8 residuos. Se determino que el paso delimitante de
la sintesis lo constituye la incorporacion, sobre la resina, del segundo residuo de proling;
por el impedimento estérico que se produce. Aunque se pudo mitigar, en parte,
reacoplando varias veces este aminoacido; sin embargo, fue necesaria la acetilacion (de
los grupos no reactivos) antes de continuar con la elongacion del polimero. Este hecho
origind, por otra parte, un bajo rendimiento sintético. De este modo, se requirieron
multiples procesos sintéticos, en paralelo, para preparar los SQs poliprolina en
cantidades suficientes.

2. La funcionalizacion del gel de silice en particulas, Kromasil® (5um@, 100A), con
3-aminopropiltrietoxisilano, origind un soporte cromatografico con un contenido de
nitrogeno del 0.81% (p/p); adecuado para permitir la incorporacion de los SQs
poliprolina en cantidades suficientes.

3. Las FEQs se prepararon por inmovilizacion de los SQs sobre el de gel de silice;
que se realiz6 tanto a través del extremo N-terminal como del C-terminal de los
mismos.

4. La incorporacion de los oligbmeros de poliprolina sobre el gel de 7v-
aminopropilsilice origind soportes cromatograficos 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 analogos, 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 incorporacion 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 compresion, sobre
columnas de acero inoxidable de 150 x4.6 mm para cromatografia.

6. Los ensayos cromatograficos, de todas las fases estacionarias, se realizaron

utilizando diferentes condiciones de fase movil, y un modo de elucidn isocratico. Las
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fases mdviles normales, constituidas por mezclas de disolventes organicos de distinta
polaridad; fueron mezclas de Heptano/2-PrOH, Heptano/MTBE, cloroformo vy
Heptano/cloroformo. Las fases moviles inversas, 0 medios acuosos, fueron mezclas de
H,O/ ACN y H,0/ MeOH.

7. Las fases estacionarias fueron disefiadas 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 disefiaron para
incorporar un grupo 3,5-dimetilfenilcarbamato sobre la posicion 4R del anillo de
pirrolidina. EI motivo carbamato introducido, permite, por una parte, la presencia de un
sistema aromatico rico en electrones; capaz de actuar como donador de electrones en
interacciones de apilamiento (n-1); y, por otra parte, el grupo polar (O=C-NH) tiene la
capacidad de actuar como un grupo donador/aceptor de enlace de hidrogeno, y/o

permite asociaciones de tipo dipolar, (Figura 8.1).

a) Aceptorenlace de b)
hidrégeno o asociaciones —
dipolares
- \ /
-~ ™ O
/S CHy, 0= NHq_NH OVNH
Anillom-donador [/ yror 4 (S} ﬁ/ ﬁ/
(rico en electrones) | IO N— 0 0 0
] i SR (R R
\CH3 /N7 TOYR)
RN L N N
R NG (s) ()
@]
donadorde
enlace de
hidrégeno

Figura 8.1. Estructura de los SQs disefiados y representacion de las principales interacciones
electrostaticas con las que pueden establecer el reconocimiento enantioselectivo de los compuestos
racémicos. a) Selector quiral monoprolina, y b) oligémero de poliprolina.

Ademas, este mismo motivo carbamato, es la modificacion quimica méas comin
entre los derivados de polisacaridos mas versatiles, por lo que se considero ideal para

proporcionar enantioselectividad a los oligdmeros de poliprolina.

8. La bateria de analitos racémicos ensayados se selecciond en base a las
interacciones esperadas; por este motivo algunos contuvieron grupos aromaticos -
aceptores (grupos DNB) en su estructura; otros se seleccionaron por poseer grupos

donadores de enlace de hidrdgeno; y algunos otros por contener una mezcla de ambos.
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9.  En fases moviles normales, mezclas heptano/2-PrOH, las FEQs con el derivado
monomeérico de prolina mostraron enantioselectividad casi exclusiva para aminoécidos
con grupos aromaticos m-aceptores (grupos DNB). ElI mismo comportamiento fue
observado cuando se cromatografiaron utilizando disolventes de baja polaridad, como el
cloroformo, en la fase mavil. De este modo, se pudo suponer, como es comun a las
FEQs de tipo Pirkle, que las interacciones de apilamiento que se establecen entre anillos
aromaticos de diferente caracter (n-m) son la fuerza atractiva primaria que conduce al
enantioreconocimiento en este tipo de fases estacionarias. En todos los casos, tanto los
factores de retencion, k’, como los valores de enantioselectividad, a, fueron superiores
para la FEQ monomeérica con el SQ inmovilizado a través de su funcién amino libre.

10. Las FEQs preparadas con oligdbmeros de poliprolina, cromatografiadas en fases
moviles  normales, compuestas de  heptano/2PrOH,  mostraron  mayor
enantioselectividad, y un campo de aplicacion mas amplio que sus analogas
monoméricas; pues ademéas de resolver compuestos con grupos DNB, resolvieron
racémicos con grupos donadores de enlace de hidrogeno en su estructura; lo que sugiere
un mecanismo de reconocimiento quiral distinto respecto al que presentan sus analogas
monomeéricas. En estas condiciones de fase movil, la resolucion de los compuestos
ocurre con valores de enantioselectividad elevados y factores de retencion moderados,
aunque superiores para los compuestos con grupos aromaticos m-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 analogas monomeéricas, a pesar de su menor contenido en materia
orgénica. Esta observacion, apunté de nuevo a un mecanismo de reconocimiento
distinto, en que debia estar involucrada la estructura helicoidal del oligémero.

12. Ladireccién de anclaje del oligémero, sobre el soporte cromatogréafico, influencid
las propiedades de las FEQs. Cuando el oligémero de poliprolina se inmoviliza a través
de su funcion carboxilato; la fase estacionaria posee un perfil de retencién superior con
respecto al que presenta la preparada por inmovilizacion contraria, a través de la funcion
amino. Esta diferencia se justifico en base a la diferente cantidad de SQ inmovilizado
en cada una de las FEQs. La introduccién de un espaciador adicional para permitir la
inmovilizacion del oligdbmero, a través de su extremo amino, parece el factor
responsable de producir un mayor impedimento estéreo y de dificultar la aproximacion
del SQ a los sitios de unidn reactivos; lo que explicaria la menor cantidad de SQ

incorporada, y los factores de retencion inferiores. A pesar de ello, su perfil de
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selectividad, en fases moviles 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 movil, las fases
estacionarias de poliprolina presentaron factores de retencion superiores respecto a los
observados en fase normal (mezclas heptano/2-PrOH). Sin embargo, se redujo
considerablemente la selectividad y resolucion observada par los compuestos
racémicos; que fue, sin embargo, mejor en mezclas ACN/H,0 que en metanol/H,0.

14. La presencia de fases moviles apolares, constituidas por cloroformo o
cloroformo/heptano, aniquilé por completo la enantioselectividad observada para ambas
columnas de poliprolina; y produjo un patron de retencion variable para los analitos.
Los compuestos con grupos aceptores de enlace de hidrégeno apenas se retuvieron;
mientras que, los que poseen grupos donadores de enlace de hidrégeno mostraron
retenciones bastante elevadas.

15. La adicion de pequefias cantidades de un modificador alcohélico (2-PrOH), a la
fase movil de cloroformo, disminuyd la retencion de los compuestos y permitio la
recuperacion de la enantioselectividad para alguno de ellos (particularmente en la FEQ
con el oligobmero inmovilizado a través de la funcion carboxilato). Este comportamiento
sugirio, por una parte, un rol importante del 2-PrOH en la enantioselectividad y, por
otra, la importancia que debia tener el enlace de hidrégeno en el mecanismo de
enantioreconocimiento para este tipo de fases estacionarias poliméricas.

16. Para averiguar qué rol debia tener el enlace de hidrdgeno, y explicar su
comportamiento en cloroformo, ambas columnas de poliprolina se cromatografiaron
utilizando fases maéviles compuestas por MTBE/heptano. EI MTBE, se seleccion6 por
ser un disolvente mas polar que el cloroformo, y por ser un disolvente aprotico (a
diferencia del 2-PrOH).

17. En fases mdviles 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 cromatograficos, se concluyé que el
enlace de hidrdgeno tenia un rol indiscutible en el enantioreconocimiento, aunque no
parecia ser el factor principal que determinara la enantioselectividad para este tipo de
FEQ:s.

18. Los espectros de Dicroismo Circular, realizados con los oligémeros de poliprolina

en disolucién, determinaron que el oligdmero poseia 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 ‘H-RMN y ¥C-RMN
determinaron que el oligdbmero de poliprolina presentaba una conformacién Unica y
estable en acetonitrilo, que se correspondia con una estructura helicoidal de poliprolina
PPIl. En cloroformo por el contario, los oligdmeros mostraron una conformacion
aleatoria de enlaces cis/trans.

20. Estos resultados concluyeron que la falta de enantioselectividad cromatogréafica en
cloroformo era debida a un cambio conformacional en la estructura del SQ, y nos
permitieron determinar que el enantioreconocimiento debia estar asociado a la
disposicion trans extendida que los oligdmeros adoptan en la estructura de hélice PPII.
21. La introduccion de estos selectores quirales poliprolina sobre columnas de gel
silice monolitica permitié incrementar la cantidad de selector quiral inmovilizado, lo
que resultd en un incremento notablemente de la retencion, enantioselectividad y el
campo de aplicacion de los nuevos selectores quirales poliprolina.

22. La capacidad de carga fue cinco veces mayor en las columnas monoliticas
respecto de sus analogas de silice en particulas 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 cromatograficas hasta cuatro veces, sin
apenas pérdida de resolucion. Por lo que concluimos que las columnas monoliticas con
derivados de poliprolina constituyen unos buenos candidatos para separaciones de tipo

preparativo y, a su vez, permiten ser utilizadas para analisis de rutina rapidos.
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Conclusiones

. Los derivados de poli-4R-hidroxi-L-prolina constituyen unos selectores quirales
robustos, y de amplia aplicabilidad, idéneos para su uso en la separacion de
enantiomeros por HPLC, tanto a nivel analitico como semi/preparativo.

. El gel de silice monolitica constituye el soporte cromatografico mas adecuado,
pues permite la incorporacion de una mayor cantidad de SQ y, consecuentemente, las
FEQs preparadas amplian su enantioselectividad, campo de aplicacion y capacidad de
carga respecto a las preparadas con soportes de silice convencional.

. Tal como esperdbamos, las fases estacionarias quirales preparadas con SQs
derivados de poliprolina permiten ampliar notablemente el cominmente reducido
campo de aplicacion y capacidad de carga que poseen las fases estacionarias de tipo
Pirkle preparadas con derivados monomeéricos analogos; ademas de proporcionar
separaciones de mayor enantioselectividad.

. Estas propiedades mejoradas vienen determinadas por la estructura de orden
superior helicoidal que adoptan estos oligdmeros, y que esta involucrada en la particién
de los compuestos racémicos.

. La estabilidad conformacional que debe poseer el oligbmero, para que exista
reconocimiento enantioselectivo, determina su mecanismo de reconocimiento quiral;
que es distinto al que poseen los derivados monomeéricos analogos.

. Es probable que el mecanismo de reconocimiento quiral por el que operan,
involucre el establecimiento de enlaces de hidrogeno con el grupo carbonilo de amida
del enlace peptidico; pues este grupo se encuentra mas expuesto hacia el disolvente
cuando el oligdbmero de poliprolina se encuentra en disposicién trans, y ésta es la
disposicion que ocurre en disolventes polares; donde, a su vez, se observa la mayor
enantioselectividad cromatografica.

. Se concluye que los grupos arilaminocarbonil, distribuidos a lo largo de la cadena
peptidica, juegan un papel importante amplificando el enantioreconocimiento; como asi
lo demuestran los valores superiores de retencion y enantioselectividad que se obtienen
para compuestos racémicos que contienen grupos aromaticos m-aceptores, respecto de

los que no lo poseen.
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