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Introduccio general

1.1. Introduccio

La interaccid entre un farmac i el seu receptor és un fenomen tridimensional. Com a
conseqiiencia, la interacciéo d’'una molécula quiral amb la seva diana terapeutica, receptor o
enzim, és generalment estereoselectiva. Es a dir, es poden desencadenar respostes diferents
en funci6 de I’enantiomer de que es tracti. L estereoselectivitat en aquest camp es manifesta
usualment com a diferéncies en la poténcia per a una mateixa activitat farmacologica,
essent el cas extrem que un enantiomer antagonitzi 1’accié del contrari. Encara que son
menys freqlients, es coneixen casos en que les dues formes enantiomeriques d’un mateix
farmac tenen activitats diferents 1 casos de toxicitat d’un dels enantiomers (Figura 1.1). Les
implicacions de la quiralitat també s’estenen a I’ambit de I’alimentacio, la cosmetica i els
productes agroquimics, perd €s el camp dels farmacs el més estudiat respecte a les
difereéncies en distribucio, metabolisme, excrecid, toxicitat 1 activitat farmacologica entre
els dos enantiomers d’un mateix compost quiral, donades les implicacions directes que
aquests tenen en la salut i benestar de les persones. Es per tant en el procés de descobriment
i desenvolupament de farmacs on I’estereoselectivitat dels processos biologics pren una

importancia especial.'

OH
CH3
O
CH
H3C—§—N CH3 3
o H CH3 CH3
sotalol picenadol prilocaina
(S)-(+) antiaritmic (+) agonista opiaci (1) (S)-(-) anestesic local
(R)-(-) B-blocador (-) antagonista (R)-(+) toxic (metahemoglobinémia)

Figura 1.1. Exemples de farmacs quirals amb diferéncies d’activitat per cada enantiomer.

! Francotte, E., Kubinyi, H., Folkers, G., Mannhold, R., Lindner, W., Chirality in Drug Research.
Wiley-VCH, Weinheim, 2006.

* Aboul-Enein, H.Y., (ed.), The Impact of Stereochemistry on Drug Development and Use, Chemical
Analysis Series, Vol. 142. Wiley, New York, 1997.



Introduccio general

El coneixement d’aquestes diferéncies ha portat a un enduriment dels requeriments
que estableixen les institucions reguladores® per al registre i comercialitzacié de nous
farmacs, aixi com per a la sortida al mercat de farmacs enantiomericament purs préviament
comercialitzats com a mescles racémiques (Chiral Switch)*> (Figura 1.2). En el primer cas,
es fan necessaris estudis del perfil farmacologic 1 farmacocinétic dels enantiomers per
separat aixi com de la seva mescla racémica i es delimiten els percentatges d’un isomer que
poden figurar com a impuresa del seu enantiomer. En aquest ambit, els avengos en la

reglamentacid s’han produit com a conseqii¢ncia dels avengos tecnologics.

H;CO NC
T o g
1, N\
N CH3
H3CO OCH, O

EZYZ
m»
]

OCH,
esomeprazol escitalopram
antisecretor gastric inhibidor recaptacio de serotonina
(2001) (2002)

0}
N N=
[ S ol OH
N/ < \ / N CH;
H‘\ O HO CH3
)\ CH3
N
NG
CH,4

O HO

eszopiclona levalbuterol
ansiolitic broncodilatador
(2004) (2005)

Figura 1.2. Exemples de Chiral Switch recents.

Per a la producci6 de compostos enantiomericament purs, dues estratégies son
possibles. Es pot optar per realitzar la sintesi de I’enantiomer desitjat, o bé per 1’aillament
d’aquest de la barreja en que es troba amb I’enantiomer no desitjat. Pel que fa a les
técniques de separacié d’enantiomers, actualment el seu abast va des de 1’obtencié de

petites quantitats d’enantidomers purs per als primers assajos farmacologics i toxicologics

? International Conference on Harmonisation, http://www.ich.org (Q6A)
* Tucker, G.T., The Lancet, 2000, 355 (9209), 1085-1087.
5 Agranat, 1., Caner, H., Caldwell, J., Nature Rev. Drug Disc., 2002, 1, 753-768.
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Introduccio general

fins a la produccid d’enantiomers a gran escala. Tot 1 que les estratégies de sintesi
estereoselectiva també permeten obtenir enantiomers aillats, factors com el temps que cal
per posar a punt una estratégia sintetica i factors economics principalment afavoreixen
I’eleccié de les técniques separatives en les primeres etapes de desenvolupament d’un
farmac, ja que a més permeten disposar facilment dels dos enantiomers. Analogament, les
tecniques de separacio d’enantiomers resulten un complement adient per a incrementar
I’excés enantiomeric d’una barreja d’enantiomers obtinguda a través d’una ruta de sintesi

estereoselectiva, a fi d’aconseguir la puresa enantiomérica desitjada.®’

La separaci6 preparativa d’enantiomers es pot abordar a través de les diferents
tecniques de cristal-litzacio dels propis enantiomers o bé de derivats de caracter
diastereoméric.® Darrerament s’han perfeccionat i desenvolupat les técniques que aprofiten
I’estereoselectivitat enzimatica que origina una resolucid cinetica. Pero entre totes les
tecnologies aplicades a la separacié d’enantiomers, les cromatografiques han experimentat
un gran desenvolupament en les ultimes deécades, essent avui dia ’HPLC preparativa una
de les tecniques d’eleccid per les separacions a gran escala. En aquest context, s’han
aconseguit millores tecnologiques encaminades a optimitzar 1’us del suport cromatografic o
fase estacionaria quiral (FEQ) i reduir el consum de dissolvents, tot disminuint el cost de la
separacio. El més rellevant ha estat el desenvolupament de la cromatografia de llit mobil
simulat (SMB, Simulated Moving Bed). Es tracta d’un tipus de cromatografia en continu
que s’aplica a separacions de mescles binaries. Es basa en la connexié d’un cert nombre de
columnes cromatografiques de forma anular, intercalant un sistema de ports i valvules per a
I’entrada 1 sortida de dissolucions (Figura 1.3). Amb la rotacidé seqiiencial dels punts
d’injecci6 de mostra, entrada de fase mobil 1 recollida dels productes separats,
s’aconsegueix un rendiment maxim de la fase estacionaria, amb una utilitzaciéo de

dissolvent inferior que en HPLC convencional.” El principal inconvenient de I’'SMB ¢és que

® Maier, N.M., Franco, P., Lindner, W., J. Chromatogr. A, 2001, 906, 3-33.

’ Franco, P., Minguillon, C., en Chiral Separation Techniques, a Practical Approach, Subramanian,
G., (ed). Wiley-VCH, Weinheim, 2001. Capitol 1, pp 1-23.

¥ Sheldon, R.A., en Chirotechnology: industrial synthesis of optically active compounds, Sheldon,
R.A., (ed). Marcel Dekker, New York, 1993. Capitol 6, pp 173-204.

® Perrin, S.R., Nicoud, R.M., en Chiral Separation Techniques, a Practical Approach, Subramanian,

G., (ed). Wiley-VCH, Weinheim, 2001. Capitol 10, pp 253-286.
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Introduccio general

requereix una inversid inicial en equipament considerable. En aquest sentit, altres técniques
cromatografiques, com la cromatografia en contracorrent podrien representar possibles

alternatives per dur a terme separacions preparatives d’enantiomers.

(a)

Extracte © @ Racémic
Sentit del flux i del
canvi de posicio
d’entrades i sortides

Fase mobil @ Refinat

Figura 1.3. (a) Esquema del funcionament d’un sistema SMB: entrada de racémic i fase
mobil i recollida de les fraccions extracte i refinat, corresponents als dos enantiomers
separats. (b) Fotografia corresponent al sistema Lico Sep 6-800 (Novasep), amb 6 columnes
de 800 mm de diametre intern.

1.2. Cromatografia en contracorrent

La cromatografia en contracorrent (CCC) és un tipus de cromatografia liquid-liquid,
sense suport solid, on les fases mobil i estacionaria estan constituides per dos liquids
immiscibles. La for¢a centrifuga, generada pels instruments, reté¢ una de les fases liquides
com estacionaria, mentre que [’altra, la fase mobil, és bombejada a través de la

10,11,12

primera. . La separacié cromatografica esta governada pel coeficient de repartiment

" Mandava, N.B., Ito, Y., (eds), Countercurrent Chromatography, Theory and Practice,
Chromatographic Science Series, Vol. 44. Marcel Dekker, New York, 1985.

" Conway, W.D., Countercurrent Chromatography, Apparatus, Theory and Applications. VCH
Publishers, New York, 1990.

"2 Berthod, A., en Countercurrent Chromatography, The Support-Free Liquid Stationary Phase,
Berthod, A., (ed), Comprehensive Analytical Chemistry, Vol. 38. Elsevier, Amsterdam, 2002. Capitol 1, pp 1-
20.
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dels soluts entre les dues fases liquides. Donada una mescla a separar, la diferent distribucié
dels seus components en ambdues fases en determinara els volums de retencidé en un

sistema de dissolvents concret (Figura 1.4).

Injector
., Bomba HPLC I
Rotacio

Col-lector I

Figura 1.4. Funcionament d’un sistema de CCC. Es mostren un esquema i una fotografia
corresponents a un cromatograf de repartiment centrifug (CPC). La fase mobil és
bombejada cap a la centrifuga, que manté retinguda la fase liquida estacionaria. A la sortida
del detector, 1’eluat es recull en fraccions amb ajuda d’un col-lector automatic.

El principal avantatge de la CCC respecte a la cromatografia solid-liquid
convencional es deu a I’abséncia de suport solid. La naturalesa liquida del sistema
cromatografic li confereix gran versatilitat, de manera que es poden fer incomptables
combinacions de dos o més dissolvents o dissolucions facilment accessibles, la composicid
de les quals pot ser acuradament modificada per millorar la selectivitat. Tot i aixi, els
sistemes de dissolvents han de complir uns requisits. El sistema bifasic ha de ser estable
dins I’instrument de CCC. No ha de donar lloc a emulsions en les condicions de treball i ha
d’assegurar una elevada retencio de fase estacionaria dins I’instrument. A més, ha de ser
adequat pels analits a separar. Es considera que per tenir una separacio eficient, els
coeficients de distribucié (D) dels analits en el sistema de dissolvents han de tenir valors
compresos entre 0,5 1 2. Si tenim en compte un sistema en el qual la fase organica s’utilitza
com estacionaria, valors de D inferiors a I’interval produirien perdua de resolucid
cromatografica, mentre que valors més grans produirien eixamplament dels pics degut a

I’excessiva retencio dels soluts.

La relacié de volums de fase estacionaria respecte a fase mobil també és favorable a

la CCC. La fase estacionaria pot ocupar fins el 80% del volum de la columna de CCC,
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mentre que €s al voltant del 20% en una columna d’HPLC. En CCC, degut a la naturalesa
liquida de la fase estacionaria, els soluts poden accedir a tot el seu volum, 1 €s tota la fase
qui participa en la separaci6. En canvi, en HPLC la fraccid de fase estacionaria que resta
disponible per a la interaccido amb els analits es limita a la interfase amb la fase mobil.
Aquesta qualitat intrinseca a la CCC determina capacitats de carrega elevades, que resulten
en un consum de dissolvents menor per a la CCC en comparacié amb I’HPLC. Per tant, la
cromatografia en contracorrent esta especialment indicada per a les separacions
preparatives, i encara més si es té en compte el raonable cost de les fases mobil i

estacionaria, mescles de dissolvents que sovint contenen aigua.

La CCC també presenta certs desavantatges respecte a I’HPLC. L’eficiencia és
notablement inferior. No obstant, aquest inconvenient pot ser compensat per la selectivitat i
la capacitat de carrega elevades. La disponibilitat d’instruments suficientment grans per a
fer separacions a gran escala també ha estat un factor limitant durant anys. En qualsevol
cas, els cromatografs de sobretaula més comuns permeten efectuar separacions a nivell de
grams, 1 el nombre de publicacions en aquesta area ha experimentat un clar augment en els
darrers temps, especialment pel que fa a la purificaci6 de productes naturals.”
Paral-lelament, s’ha treballat en el desenvolupament i comercialitzacié de nous instruments.
A més, la CCC ofereix diverses possibilitats encara poc explorades. S’han desenvolupat
modes d’elucid alternatius al mode classic, que inclouen el mode dual, on es canvia la
funcié de les fases mobil i estacionaria durant I’experiment', 1’elucié per gradient", el
mode elucid-extrusio, on es produeix 1’extrusié de la fase estacionaria'®, i el mode de

desplacament, que inclou I’anomenat “pH-zone-refining”."”

Pel que fa a les separacions d’enantiomers, el vessant preparatiu de la CCC pot ser de
gran interes, ja que hauria de fer possible la produccié de compostos enantiomericament

purs amb costos inferiors als de la cromatografia liquida convencional. Tot 1 aixi, el nombre

' Marston, A., Hostettmann, K., J. Chromatogr. A., 2006, 1112, 181-194.

" Duret, P., Foucault, A., Margraff, R., J. Lig. Chromatogr. Rel. Tech., 2000, 23, 295-312.

' Foucault, A.P., en Centrifugal Partition Chromatography, Foucault, A.P., (ed), Chromatographic
Science Series, Vol 68. Marcel Dekker, New York, 1995. Capitol 4, pp 71-97.

' Berthod A., Ruiz-Angel, M.J., Carda-Broch, S., Anal. Chem., 2003, 75, 5886-5894.

" Weisz, A., Scher, A.L., Shinomiya, K., Fales, HM., Ito, Y., J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 704-708.
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de publicacions en aquest camp ¢&s reduit, al voltant de 20 des de I’aparici6 del primer
article Iany 1982.'%"2% Aixd indica que Ilaplicacié de la CCC a la separaci6

d’enantiomers no esta exempta de dificultats.

La separacio enantioselectiva per CCC requereix la creacié d’un entorn quiral. A
aquest efecte, s’addiciona al sistema cromatografic un compost enantiomericament pur, el
selector quiral (SQ), 1 s’utilitza generalment la fase que el conté com a fase estacionaria. Els
compostos que s’utilitzen com a SQ acostumen a provenir d’altres técniques separatives,
principalment de ’HPLC. Tot i aixi, al ser aplicats en CCC han de mantenir la seva
enantioselectivitat en fase liquida i cal trobar mescles bifasiques de dissolvents que
solubilitzin el selector en una de les fases i n’impedeixin la distribucid cap a la fase
contraria. Alhora, el racémic a resoldre ha de distribuir-se adequadament entre les dues
fases del sistema. La dificultat de combinar tots aquests factors és la principal causa de

I’escas nombre de separacions d’enantiomers per CCC publicades fins al moment.

1.3. Instrumentacio

Els aparells moderns de CCC van ser desenvolupats per Ito i col-laboradors als anys
60.?! Fins llavors, els cromatografs existents, com el de degoteig (Droplet Counter-Current
Chromatograph, DCCC)* o el locular (Rotation Locular Counter-Current

Chromatograph, RLCCC)>, oferien poca eficiéncia i analisis de diversos dies de duracio.

' Foucault, A.P., J. Chromatogr. A., 2001, 906, 365-378.

¥ Oliveros, L., Minguillén, C., Franco, P., Foucault, A. P., en Countercurrent Chromatography, The
Support-Free Liquid Stationary Phase, Berthod, A. (ed), Comprehensive Analytical Chemistry, Vol. 38.
Elsevier, Amsterdam, 2002. Capitol 11, pp 331-351.

2 pérez, E., Minguillén, C., en Chiral Separation Techniques, a Practical Approach. 3" completely
revised and updated edition, Subramanian, G., (ed). Wiley-VCH, Weinheim, 2006. Capitol 11, pp. 369-397.

' Tto, Y., Weinstein, M.A., Aoki, I., Harada, R., Kimura, E., Nunogaki, K., Nature, 1966, 212, 985-
987.

2 Davankov, V.A., Adv. Chromatogr. 1980, 18, 139-195.

2 Domon, B., Hostettmann, K., Kovacevic, K., Prelog, V., J. Chromatogr., 1982, 250, 149-151.
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Un punt clau dels nous instruments va ser reduir els temps d’analisi de dies a poques hores,
per aquest motiu es van anomenar cromatografs en contracorrent d’alta velocitat (High-
Speed Counter-Current Chromatographs, HSCCC). Des de llavors, s’han multiplicat els
dissenys d’aquests instruments, tenint com a caracteristica comuna la utilitzaci6 de la forca
centrifuga per retenir la fase estacionaria liquida. Els cromatografs comercialitzats es poden

classificar en:

Sistemes d’equilibri hidrodinamic **

Les seves caracteristiques diferencials son un mecanisme de rotaci6 de doble eix, que
origina un moviment planetari, 1’abséncia de juntes de rotacid, que es substitueixen per uns
engranatges 1 una columna feta de tub de Teflon, enrotllat al voltant d’un o més rodets. La
rotacid dels eixos, un de central i un eix per cada rodet, produeix un camp centrifug
variable dins la columna, donant lloc a una zona de decantacid, on les fases liquides es
separen i una zona de mescla, on el sentit de la for¢a centrifuga s’inverteix i els liquids es

mesclen. Els aparells aixi construits s’anomenen cromatografs en contracorrent (CCC).*>+*%

Sistemes d’equilibri hidrostatic

Posseeixen un Unic eix de rotacidé que produeix un camp centrifug constant. La
columna es disposa al voltant de I’eix i comprén una serie de canals i conductes connectats
entre si, excavats en discs que s’apilen en cartutxos, que contenen el sistema liquid bifasic.
La mescla de fases té lloc dins els canals, mentre que els conductes transporten la fase
mobil d’un canal al segiient. Dues juntes de rotacio es col-loquen als dos extrems de la

centrifuga per permetre I’entrada i sortida de fase mobil. Els instruments que compleixen

*Ito, Y., Adv. Chromatogr., 1984, 24, 181-226.

* TIto, Y., en Chromatography, Heftmann, E. (ed), Journal of Chromatography Library Series, Vol.
51A. Elsevier, Amsterdam, 1992. Capitol 2, pp A69-A107.

*® Ito, Y., en High Speed Countercurrent Chromatography, Ito, Y., Conway, W.D., (eds), Chemical
Analysis, Vol. 132. Wiley, New York, 1996, Capitol 1, pp 3-44.
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aquestes caracteristiques s’anomenen cromatografs de repartiment centrifug (CPC,

Centrifugal Partition Chromatographs) (Figura 1.5).2"

Malgrat les diferéncies en el fonament fisic dels dos tipus d’instruments 1 les
conseqiiencies que té en la mescla i separacid de fases, els principis en els quals es basa la

separacid d’enantiomers son comuns als dos tipus de sistemes.

)

Bobina
b Teﬂo

Eixos rotacid

ALY

Unitat CPC
V, valvula d’injeccid

V, descending/ascending =t Car;gls

Figura 1.5. 1) Equip de cromatografia en contracorrent (CCC). Esquema d’una columna de
separaci6 per CCC de tipus J, els eixos de rotaci6 proporcionen un moviment planetari.?® 2)
Equip de cromatografia de repartiment centrifug (CPC): detall del rotor de la centrifuga
(HPCPC model LLB-M, EverSeiko, Toquio, Japd, mides 30 cm x 45 cm x 45 cm).
Esquema d’un sistema de CPC i ampliacio d’un dels discos que contenen les cel-les on té
lloc la separacio.

27 Murayama, W., Kobayashi, T., Kosuge, Y., Yano, H., Nunogaki, Y., Nunogaki, K., J. Chromatogr.,
1982, 239, 643-649.

% Ito, Y., J. Chromatogr. A., 2005, 1065, 145-168.
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1.4. Consideracions teoriques

En el camp de la separacié d’enantiomers per HPLC, el factor de selectivitat, a,
s’acostuma a utilitzar com una mesura de 1’enantioselectivitat del sistema en estudi. En les
separacions d’enantiomers utilitzant FEQ solida cal tenir en compte dos equilibris,
corresponents a l’associacid de cadascun dels enantiomers amb el selector en el si de la
FEQ. Aplicant conceptes cromatografics classics, el factor de capacitat, k’, relacio entre el
solut que es troba en la fase liquida i el que esta en la fase solida del sistema cromatografic,
es pot expressar en funcid de les constants d’associacio per als dos equilibris (Kag, Kas),

essent ¢ la relacid de fase estacionaria a fase mobil.

Ka,
R+ FEQ<5 R-FEQ
Kag
S+FEQ* S-FEQ

El factor de selectivitat es defineix com el quocient dels factors de capacitat per dos
pics consecutius. Assumint S com 1’enantiomer més retingut, i per tant, Kas>Kag, es pot

expressar com

k's _ ¢Kag _ Kag
k'  ¢Ka, Ka,

Olurrc =

(1.1)

que sovint s’anomena factor d’enantioselectivitat. Segons aquesta expressio, oppLc

depeén només del quocient de les constants d’associacid de cadascun dels enantiomers amb

el selector quiral.

Al seu torn, I’afinitat entre selector i enantidomers ve determinada per les variacions
d’energia lliure entre els estats lliure 1 associat d’ambdues espécies, que es relacionen amb

les constants d’equilibri segons 1’expressio segiient,

12
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Kag
S+FEQ* S-FEQ
Ka,
R + FEQ=<5 R-FEQ
AG®s = AH® (~TAS = —RT In Kaj

AG®, = AH® ,—TAS, =—RTInKa,

Kag

Ka,

AAG°=—-RT -In =—RT -Ina,;,, (1.2)

El valor de les constants d’associacid selectors/enantiomers depen, d’una banda de la
naturalesa del selector quiral i dels enantiomers en estudi, el que determinara les
interaccions que s’estableixen entre les dues espécies, com son ponts d’hidrogen,
transferéncia de carrega (m-stacking) o forces de van der Waals (terme entalpic de

I’associacid), i d’altra banda de 1’entorn on té lloc 1’associacio, incloent 1’efecte de la

solvatacié de les dues espécies pel dissolvent utilitzat com a fase mobil (terme entropic).”’

En CCC, les diferéncies en la distribucié dels analits entre les dues fases liquides
dirigeixen la separacio. Per tant, accc es defineix com el quocient entre els factors de
distribucié (D) per a cada enantidmer.’”” No obstant, en preséncia de selector quiral, dos
processos simultanis afecten la distribucio de 1’analit: el repartiment entre fases propiament
dit 1 I’associacié amb el selector quiral en el si de la fase estacionaria. Els coeficients de
distribucié per a cada enantidmer, considerant que el selector i els complexos que forma
amb els enantiomers no es distribuiran cap a la fase mobil, es poden expressar de la segiient

manecra:

' [S]FE + [S B SQ]FE
7 s

= D(1+[SQ]Kay) (13)

¥ Lammerhofer, M., Lindner, W., en Separation Methods in Drug Synthesis and Purification, Valko,
K. (ed), Handbook of Analytical Separations, Vol. 1. Elsevier, Amsterdam, 2000. Capitol 9, pp. 337-437.
**Ma, Y., Ito, Y., Anal. Chem., 1995, 67, 3069-3074.
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D'R _ [R]FE + [R - SQ]FE

. = D(1+[SQJKay) (14)

I en cas que S sigui I’enantiomer més retingut, cccc €s pot expressar com

oo = D'y 1+[SQ]KaS
e D'y - 1+[SQ]KaR

(1.5)

essent [SQ] la concentracio de selector quiral en la seva forma lliure a la fase estacionaria,

en presencia d’enantiomers. Per tant, accc no depeén només del quocient de les constants

d’associacio, sind també de la magnitud de les mateixes. Aquesta determinara la

concentracio de selector quiral que queda lliure en la fase estacionaria. accc augmenta amb

aquesta concentracié fins a un limit (Figura 1.6) que, analogament al que succeeix en

HPLC, correspon al quocient de constants d’associacié SQ/enantiomer.

Accc

N W b~ O O N 00 © O

Kag= 1000; Kag= 100
Kag= 500; Kag= 50 Kag/Kag= 10
Kag= 250; Kag= 25

Kag= 1000; Kaz= 250
Kag/Kag=4

Kag= 500; Kag= 125
fr\\ Kag= 250; Kag= 62
Kag= 1000; Kag= 910

Kag/Kag= 1.1 { Kag=500; Kag= 450
f‘ Kag= 250; Kag= 230

—

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
[SQ] mM

Figura 1.6. Relacio entre el valor de o observat i la concentracié de SQ lliure, en funcid
dels valors de Kag i Kas. Es contempla I’interval 25-1000 M™' per a SQ d’enantioselectivitat
baixa, mitjana i alta (a=1,1; 4,0; 1 10 respectivament). Kas, constant d’associaci6 per

I’enantiomer més retingut. Valors de Ka en unitats M,
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De I’equacio 1.5 es desprén que 1’efecte de la concentracio de SQ lliure sera més
significatiu per a valors elevats d’enantioselectivitat (quocient Kas/Kag) 1 constants
d’associacid petites. Tot 1 aixi, aquesta situacié no €s 1’habitual. Tot i que un complex
estable no implica necessariament que ’enantioselectivitat hagi de ser elevada, existeix una
tendéncia a valors grans del quocient Kag/Kar quan la unid selector-enantiomer ¢s més
forta. Aquest principi és conegut en farmacologia com la regla de Pfeiffer’’ i també
s’observa en cromatografia.’””> Les constants d’associacié per a la majoria d’aquests
complexes, basats en 1’establiment d’interaccions febles tenen valors en I’interval de 4 a
6000 M™.>* Tot i que en CCC, degut a la baixa eficacia de la técnica es desitgen valors
elevats d’enantioselectivitat, aquesta no ¢€s la situacié més comuna. La majoria de SQs han
mostrat enantioselectivitat de baixa a moderada en HPLC amb valors de Kag/Kag
compresos entre 1,1 1 4,0, 1 aquest sera probablement el cas més freqiient en CCC, ja que

els complexes implicats son del mateix tipus.

Un factor que afecta enormement I’enantioselectivitat €s 1’entorn on té lloc la
interaccid selector-enantiomer. En CCC, aquest entorn esta constituit pel dissolvent o la
mescla que forma la fase estacionaria, la qual esta saturada amb la fase mobil. La naturalesa
d’aquest sistema de dissolvents afectara directament la interacci6 entre selector i analit, i
per tant, el valor de Ka. En conseqii¢ncia, la tria d’un sistema de dissolvents adequat esdevé
essencial per aconseguir una bona separacio. Pel que fa a les separacions preparatives, el
sistema de dissolvents seleccionat ha de permetre la major solubilitat possible del selector
quiral en la fase estacionaria, doncs la quantitat de selector implicat en una separacio afecta
directament la capacitat de carrega.”® A més, les dues fases liquides han de presentar una
diferéncia de polaritat suficient com per garantir la retencid del selector en la fase
estacionaria i evitar les pérdues cap a la fase mobil. En tot cas, considerant un selector
lipofil que contingui grups funcionals destinats a interactuar amb I’analit, la fase més

lipofila del sistema ha de tenir un cert grau de polaritat per a dissoldre la quantitat

3! pfeiffer, C.C., Science, 1956, 124, 29-30.

32 Lammerhofer, M., Lindner, W., J. Chromatogr. A, 1996, 741, 33-48.

3 Houk, K.N., Leach, A.G., Kim, S.P., Zhang, X., Angew. Chem. Int. Ed., 2003, 42, 4872-4897.

3% Franco, P., Blanc, J., Oberleitner, W.R., Maier, N.M., Lindner, W., Minguillon, C., Anal. Chem.,
2002, 74, 4175-4183.
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necessaria d’aquest selector. Sovint s’utilitzen en CCC mescles de dissolvents de tipus
organic/aquds. Els grups polars en aquests dissolvents, o el contingut d’aigua de la fase
estacionaria, contribuiran a la solvataci6 dels grups polars en el SQ i, per tant, dificultaran

I’associacio amb els analits, cosa que pot afectar I’enantioselectivitat del mateix.

Pel que fa als analits, han de repartir-se convenientment entre les dues fases del
sistema de dissolvents. Diferéncies accentuades de polaritat entre aquestes dificulten la
distribuci6 entre les dues fases. L’equilibri de repartiment afecta la retencié del compost i
també I’efectivitat de la seva associacido amb el SQ, és a dir, un compost amb molta afinitat
per la fase estacionaria sera excessivament retingut, mentre que un altre que és transportat
rapidament per la fase mobil, dificilment assolira el SQ en la fase estacionaria, i per tant, la

probabilitat de ser separat sera molt baixa.

Com a conseqiiéncia, en la separacido d’enantidomers per CCC hi intervenen molts
factors sovint contraposats, i cal establir una situacié de compromis entre tots ells per
assolir una resolucid satisfactoria. Pel que fa a ’aplicacio preparativa de la técnica, tot i que
els grans valors d’enantioselectivitat no semblen imprescindibles, aquests jugaran a favor
d’una bona separaci6. Per altra banda, la bona solubilitat del selector quiral considerat, que
permeti assolir una elevada concentracid en la fase estacionaria tindra un paper determinant
per assegurar una capacitat de carrega elevada 1 per tant, la viabilitat de la separacio

preparativa.
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1.5. Selectors quirals utilitzats en separacions d’enantiomers per CCC

En CCC s’han fet servir diversos tipus de selectors quirals (SQ) per aconseguir la
separacid d’enantiomers. La majoria d’aquests han estat utilitzats préviament en HPLC o
electroforesi capil-lar (EC) enantioselectives. Per tant, es t€¢ un cert coneixement previ sobre
les condicions experimentals en les que aquests selectors son aplicables. A 1’hora d’establir
una classificacié dels SQ utilitzats en CCC, es poden seguir diferents criteris. En el cas que
ens ocupa, els hem agrupat segons I’entorn on es produeix el fenomen de reconeixement
enantioselectiu. Generalment, els sistemes bifasics utilitzats en CCC estan constituits per un
o més dissolvents organics, que conformen la fase lipofila, i una dissolucidé aquosa
d’elevada polaritat. El reconeixement enantioselectiu té lloc en la fase estacionaria, ja sigui

organica o aquosa, on el SQ queda retingut.
1.5.1. Reconeixement quiral en la fase aquosa

Es coneixen diverses aplicacions en CCC on la interaccid entre el selector i els
enantiomers té lloc en la fase aquosa del sistema de dissolvents. Aquests selectors tenen en
comu el fet que havien estat provats préviament en electroforesi capil-lar (EC), técnica que,
com la CCC, no implica un suport solid. Aqui, la interaccido SQ/enantiomer es produeix en
un medi aquds o altament polar, i la informacid disponible sobre electrolits i1 tipus

d’interaccions en EC es pot utilitzar per al desenvolupament de metodes per CCC.

Els SQ utilitzats en fase aquosa mostren algunes semblances. Tenen grups funcionals
polars que els permeten ser dissolts en dissolucions aquoses. A la vegada, el fenomen de
reconeixement enantioselectiu té lloc en una cavitat o un microentorn lipofils, originats per
una sola molécula de selector o per la complexacio de dues o més unitats. En aquests llocs
lipofils, les interaccions hidrofobiques febles es veuen reforcades, contribuint a

I’estabilitzacié dels complexos SQ/enantiomer i per tant, a I’enantioselectivitat (Taula 1.1).
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Taula 1.1. Separacions d’enantiomers per CCC. Selectors quirals utilitzats en fase aquosa.

Selector quiral Racémic Referéncia
NH, H3CO.__OCH;
H,c_J_oH cl cl
/ CH3 35
(R)-2-amino-1-butanol cl1cl COOH
RO O. OR
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o} RO
RO\ -OR
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- ORROZ/?
R R: SO3H (7-11) (-)>-(3R, 4R)
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Des del primer exemple publicat per Oya i Snyder el 1986°°, la separaci6 de diversos
acids biciclo[2.2.1]hept-5-en-2-carboxilics racémics utilitzant (R)-2-aminobutanol en la
fase aquosa d’un sistema cloroform/metanol/tampd de fosfats, en un aparell de DCCC,
s’han descrit diverses separacions per CCC on s’empra el SQ dissolt en fase aquosa. El
primer exemple de la CCC moderna en aquestes condicions és la separacié dels
enantiomers de 7-des-metil-ormeloxifen (7-DMO) utilitzant B-ciclodextrina sulfatada (S--
CD) com a SQ.* Breinholt i col-laboradors van idear aquesta aplicacié després d’observar
I’eficacia demostrada per la S-B-CD en la separaci6 de 7-DMO per electroforesi capil-lar.”’
Es va utilitzar un cromatograf preparatiu de CCC, de 320 mL de volum intern, i es van
aconseguir separacions fins a linia de base solubilitzant la S-B-CD (2% p/v) en la fase
inferior aquosa d’un sistema de dissolvents acetat d’etil/metanol/acetat de trietilamoni
(TEAA) 2,5 mM (10:1:9, v/v). El mecanisme de reconeixement es basa en la formacié d’un
complex d’inclusié6 CD/enantiomer, estabilitzat parcialment per interaccions hidrofobiques.
Es va demostrar que increments en la polaritat del sistema de dissolvents contribuien a
estabilitzar aquest complex. D’altra banda, I’enantioselectivitat i la resolucié milloraven en
augmentar d’un valor de 10 fins a 160 la relacid molar SQ/racémic implicada en la

separacio.

La vancomicina és un dels antibiotics macrociclics introduits per Armstrong i
col-laboradors com a SQ d’ampli camp d’aplicacié en técniques de separacid analitiques.
Després de ser utilitzada en solucié aquosa en EC®® i en cromatografia en capa fina
(CCF),” i unida a silica en FEQs per HPLC,* es va explorar la seva aplicabilitat en CCC.
Un cop optimitzada la composicid i el pH del sistema de dissolvents, es va aconseguir la

resolucié completa dels enantiomers de la dansil-norleucina utilitzant una mescla de

 Oya, S., Snyder, J.K., J. Chromatogr., 1986, 370, 333-338.

36 Breinholt, J., Lehmann, S.V., Varming, A.M., Chirality, 1999, 11, 768-771.

37 Bergholdt, B.A., Lehmann, S.V., Chirality, 1998, 10, 699-704.

¥ Armstrong, D.W., Rundlett, K., Reid III, G.L., Anal. Chem., 1994, 66, 1690-1695.

* Armstrong, D.W., Zhou, Y., J. Lig. Chromatogr., 1994, 17, 1695-1707.

% Armstrong, D.W., Tang, Y., Chen, S., Zhou, Y., Bagwill, C., Chen, J.R., Anal. Chem., 1994, 66,
1473-1484.
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dissolvent aromatic/soluci6 aquosa de vancomicina. Es va aplicar el mode d’elucié dual, ja

que I’enantiomer D resultava fortament retingut a la fase estacionaria (Figura 1.7).

Experiment de DNS-D-Nle /
CPC
" Area
| HPLC
DNS-L-Nle
A\ Inversid i
1 D,34
D31
= |19 D2 p2s P2
—— 16 Mode
T4 7 10 N° de tub descendent
1 Mode
ascendent

Figura 1.7. Separacié de dansil-norleucina racémica (50 mg) per CCC utilitzant
vancomicina com a SQ. Mode d’eluci6 dual. Sistema de dissolvents, tolu¢/vancomicina en
aigua a pH 4.7, ajustat amb NH,OH. La DNS-L-NIe elueix en mode ascendent (s’utilitza
com a fase estacionaria la que conté vancomicina). La DNS-D-Nle elueix en mode
descendent.

La capacitat de reconeixement de la vancomicina va resultar ser altament sensible als
dissolvents. Es coneixia que el mecanisme de reconeixement de la vancomicina en solucid
implica la dimeritzacié del selector.”’ Cada dimer complexa un enantidomer i es pensa que
una estructura supramolecular formada per 4 a 6 molécules de vancomicina estabilitza
aquest complex. L’addici6 de dissolvents organics, com 1’acetonitril, podria dificultar la
formacid d’aquest complex, i per tant, el reconeixement. També es va observar que calia un
dissolvent aromatic per mantenir 1’enantioselectivitat, probablement perque¢ contribueix a
I’estabilitzacié del complex a través d’interaccions de tipus n-t. Després d’aquest estudi es

va concloure que la vancomicina no seria 1til per a aplicacions preparatives de CCC/CPC

4 Loll, P.J., Bevivino, A.E., Korty, B.D., Axelsen, P.H., J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 1516-1522.

20



Introduccio general

degut a I’estequiometria dels seus complexes, és a dir, pel fet que es requereix més d’una

molecula de vancomicina per a recongixer una molecula d’analit.

També es va aplicar en CCC un selector d’elevat pes molecular, 1’albiimina de sérum
bovi (BSA). Novament, la BSA s’havia utilitzat préviament en separacions d’enantiomers
per HPLC.** Tot i que el seu camp d’aplicacio es considerable, les columnes de BSA van
mostrar poca estabilitat 1 baixa capacitat de carrega. En conseqiiéncia, el seu s en aquesta
técnica esta restringit a aplicacions analitiques. La capacitat preparativa de la BSA en
dissolucid es va estudiar primerament per distribucid en contracorrent (CCD). Els intents de
separacio dels racémics DL-triptofan** i ofloxacina® van tenir un resultat modest.
L’escassa eficacia mostrada es va atribuir a 1’elevada viscositat dels liquids utilitzats,
dissolucions de polimers en aigua, la qual dificultava la transferéncia de massa entre fases
durant I’experiment, i també a limitacions tecniques. Shinomiya i col-laboradors van
emprendre 1’aplicacié de la BSA en CCC, per a la separacio dels enantiomers de la
kinurenina utilitzant un instrument denominat cross-axis coil planet centrifuge (X-axis
CPC).* Es va dissoldre un 6% de BSA en un sistema de dissolvents format per PEG 8000 i
fosfat sodic en aigua, el selector es distribuia cap a la fase mobil en aquest cas. Utilitzant
aquest sistema es va aconseguir la separacid parcial de 2,5 mg de kinurenina racémica en
aproximadament 3,5 hores. Tot i aixi, la BSA esta lluny de poder ser aplicada en
separacions preparatives. A part de la viscositat del sistema de dissolvents, el principal
inconvenient és 1’elevat pes molecular de la proteina, i més considerant que probablement,
una molecula de selector conté un sol lloc de reconeixement per a I’analit. Tal com s’ha
mencionat, la capacitat de carrega en CCC ¢és funcio de la concentracid de selector quiral, o
més concretament, de la concentracid de llocs de reconeixement implicada en la separacid.

Per tant, seran preferibles selectors de més baix pes molecular per lloc de reconeixement.

L’exemple més recent de I’aplicacié d’un SQ en fase aquosa correspon a la separacio

dels enantiomers de la gemifloxacina utilitzant 1’acid (+)-(eter 18-corona-6)tetracarboxilic

2 Stewart, K.K., Doherty, R.F., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1973, 70, 2850-2852.
* Allenmark, S., Bomgren, B., Borén, H., J. Chromatogr., 1983, 264, 63-68.

* Ekberg, B., Sellergren, B., Albertsson, P.A., J. Chromatogr., 1985, 333, 211-214.
* Arai, T., Kuroda, H., Chromatographia, 1991, 32, 56-60.

46 Shinomiya, K., Kabasawa, K., Ito, Y., J. Liq. Chromatogr., 1998, 21, 135-141.
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(18C6H4) com a selector.*’” Com en casos anteriors, 18C6H, s’havia utilitzat amb ¢xit en
electroforesi capil‘lar, per a la separacié d’amines primaries.*® La separacié en CCC es va
produir en un sistema de dissolvents format per 1-butanol/acetat d’etil/tampd acetat de
bis(2-hidroxietil)amino-tris(hidroximetil)meta (Bis-Tris). Es van resoldre fins a linia de
base petites quantitats de gemifloxacina (fins a 0,2 mg) i es va estudiar el paper de diferents
factors, com la composicio de la fase mobil, el pH i la concentracié de SQ, en la separacid.
El pH era un factor important en aquesta separacid degut a la presencia de multiples grups
ionitzables en el selector i en I’analit. Es més, el reconeixement implicava la formacié d’un
complex d’inclusié del grup amino de I’analit protonat, tot i la preséncia de diversos grups
carboxil ionitzables en el selector. Es va determinar un pH optim de 6,0 per a la fase mobil.
La resolucio i la retencid van augmentar com a resultat de la major afinitat de 1’analit per la
fase estacionaria quan es va reduir la proporcié 1-butanol/acetat d’etil, mentre que
I’enantioselectivitat va quedar gairebé inalterada. L’increment de la concentracié de SQ
també va augmentar marcadament el temps de retencid, tot i no observar-se gairebé

modificacié de I’enantioselectivitat.
1.5.2. Reconeixement quiral en la fase organica

De manera complementaria al que succeeix en fase aquosa, els selectors quirals que
s’utilitzen en CCC dissolts en la fase menys polar del sistema de dissolvents son molecules
lipofiles que contenen grups polars, els quals participen en el reconeixement quiral a través
d’interaccions amb grups polars presents en els enantiomers. Aquestes interaccions dipolars
es veuen reforcades en un entorn lipofil. La majoria d’aquests SQ han estat estudiats
previament en FEQs per HPLC. La importancia de les interaccions dipolars en el
reconeixement es fa palesa quan, en utilitzar les FEQs que contenen aquests tipus de
49,50

selectors en condicions de fase reversa, s’observa una disminucié d’enantioselectivitat.

Aquest ¢és el cas d’alguns selectors de baix pes molecular derivats d’aminoacids.

# Kim, E., Koo, Y.M., Chung, D.S., J. Chromatogr. A., 2004, 1045, 119-124.
* Cho, S.I, Jung, H., Chung, D.S., Electrophoresis, 2000, 21, 3618-3624.
¥ pirkle, W.H., Welch, C.J., J. Chromatogr., 1992, 582, 45-51.
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Respecte a I’aplicacio en CCC, la fase lipofila que ha de contenir aquests selectors ha
de tenir un cert caracter polar, per a poder-los dissoldre convenientment. Malauradament,
aquesta solubilitat s’aconsegueix per solvatacid dels grups polars del selector, un procés
que pot afectar la interaccié amb els analits, i per tant, I’enantioselectivitat.”’ Per solventar
aquest problema es pot optar per introduir en el selector una cadena llarga, hidrofobica, que
contribueixi a augmentar la solubilitat del selector en fases lipofiles. Arribats a aquest punt,
es pot donar el cas que determinats analits de polaritat mitjana/baixa presentin unes
caracteristiques de repartiment similars a les del selector. En aquest cas, el fet de tractar-se
els primers de compostos ionitzables permet controlar-ne la distribucié mitjancant la

regulacio del pH de la fase mobil, o bé introduint un contrai6 adient (Taula 1.2).

La primera separaci6é d’enantiomers per CCC es va dur a terme ’any 1982 amb el
(R,R)-tartrat de di(5-nonil), un selector altament lipofil. Aquest SQ, que provenia
d’experiments previs d’extraccié liquid-liquid,”* es va dissoldre en la fase organica d’un
sistema de dissolvents 1,2-dicloroeta/aigua. Es va addicionar un anid caotropic,
I’hexafluorofosfat, per facilitar el repartiment de la norefedrina racémica, i es va aconseguir

la separacio parcial dels seus enantiomers en 4 dies, utilitzant un aparell de tipus RLCCC.

Els resultats obtinguts, pel que fa a temps d’analisi i resolucié dels pics, van millorar
amb la introduccié de millores técniques en instrumentacid 1 nous selectors. Aixi, 1’any
1994 es va publicar la primera aplicacié de la N’-(3,5-dimetilfenil)-N-dodecanoil-L-
prolinarnida.53 D’entre les fases estacionaries de multiple interaccié per HPLC, els derivats
de prolina, especialment aquells selectors que presentaven el grup 3,5-dimetilanilida, units
a silica van demostrar ser enantioselectius cap a racémics que contenien el grup
dinitrobenzoil en la seva estructura.>® En I’aplicacié d’aquests selectors a CPC, es va

utilitzar un sistema de dissolvents format per hepta/acetat d’etil/metanol/aigua, i es va

50 Perrin, C., Matthijs, N., Mangelings, D., Granier-Loyaux, C., Maftouh, M., Massart, D.L., Vander
Heyden, Y., J. Chromatogr. A, 2002, 966, 119-134.

*! Delgado, B., Pérez, E., Santano, M.C., Minguillén, C., J. Chromatogr. A, 2005, 1092, 36-42.

> Prelog, V., Stojanac, Z., Kovacevic, K., Helv. Chim. Acta, 1982, 65, 377-384.

33 Oliveros, L., Franco, P., Minguillén, C., Camacho-Frias, E., Foucault, A., LeGoffic, F., J. Lig.
Chromatogr., 1994, 17,2301-2318.

54 pirkle, W.H., Murray, P.G., J. Chromatogr., 1993, 641, 11-19.
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assolir la primera resolucié completa de dos derivats neutres d’aminoacids, la N-(3,5-
dinitrobenzoil)-#-butil-()-leucinamida 1 —(+)-valinamida. Les separacions, realitzades en un
instrument d’HPCPC, es van finalitzar en 80 minuts, el que representa una considerable
millora respecte a la duraci6 dels primers experiments de RLCCC. Com a inconvenient, en
les condicions utilitzades es van detectar pérdues de selector amb la fase mobil, ja que

selector 1 racémics presentaven caracteristiques de distribucid i1 polaritat massa semblants.

Taula 1.2. Separacions d’enantiomers per CCC. SQs utilitzats en fase organica.

Selector quiral Racémic Referéncies
C4H
“00CH OH
H——OHC4Hy NH,
HO——H (,H, CH, 23
COOCH
C4Ho (£)-norefedrina

(2R, 3R)-tartrat de di(5-nonil)

H,C
CH;

L1
O,N
o 2 N"*>NH/Bu
NH H
o 53

L NO,

Ci1Hys R: -CH(CH3), Valina
N'-(3,5-dimetilfenil)-/N- R: -CH,CH(CH3), Leucina
dodecanoil-L-prolinamida

HsC
CH3 CH3
o o} /f\cm
NH O,N %
0 N 30,51,55
N
Ru\\‘\ R N02
R: C;Hy3, NH-CgHo N-(3,5-dinitrobenzoil)-leucina
R": H, OH,
COOH
0 CH; NH,
4 H5C
Ci1Hps

N-(n-dodecil)-L-prolina DL-isoleucina

24



Introduccio general

CH,

0 f\cm
0,N

*
Iﬁ COOH 34

NO,
N-(3,5-dinitrobenzoil)-leucina

cl
/©/OW*/COOH
CH 62
cl 3

diclorprop

(DHQD)2PHAL-SQ

Poc temps després, Ito i col-laboradors van dur a terme una serie d’estudis analitics
utilitzant el mateix selector, per avaluar 1’efecte de la concentracio de selector 1 de la
hidrofobicitat del sistema de dissolvents en I’enantioselectivitat i la resoluci6. Es va
demostrar que quantitats creixents de SQ en la fase estacionaria, 1 per tant, relacions molars
SQ/analit majors, milloraven I’enantioselectivitat i la capacitat de carrega del sistema. Els
mateixos autors van realitzar separacions preparatives de 3,5-DNB-(£)-leucina.®> Van
aconseguir separar fins a 1 g de racémic utilitzant el sistema d’hexa/acetat
d’etil/metanol/HCI, 1 fins a 2 g quan van aplicar el mode de desplagament anomenat pH-

zone-refining, aquest amb una mescla metil 7-butil éter (MTBE)/aigua com a dissolvents.

Amb I’objectiu de millorar les propietats de la N’-(3,5-dimetilfenil)-N-dodecanoil-L-
prolinamida com a SQ, es van sintetitzar i avaluar el seu analeg de 4-hidroxi-L-prolina i els
N-(3,5-dimetilbenzoil)derivats de L-prolina i 4-hidroxi-L-prolina. Un estudi comparatiu va
demostrar que la introduccié del segon grup m-donador en I’estructura del selector

millorava 1’enantioselectivitat respecte la DNB-leucina. En canvi, els nous derivats de

> Ma, Y., Ito, Y., Foucault, A., J. Chromatogr. A., 1995, 704, 75-81.
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prolina eren molt menys solubles que 1’original en dissolvents organics, el que representava

un problema per a la seva futura aplicacid preparativa.

Per alguns selectors quirals, el fenomen de reconeixement es basa en 1’establiment
d’interaccions i0niques amb els analits. Aqui s’hi inclouen els derivats de quinina i
quinidina, compostos de baix pes molecular que actuen per intercanvi idnic, i la N-dodecil-
prolina (C;2-PRO), que actua per intercanvi de lligands. Aquests mecanismes, coneguts per
I’aplicacid d’aquests selectors en HPLC, operen generalment en condicions de fase reversa,
en un entorn aquds o altament polar. Tot i aixi, s’han realitzat separacions amb la C;,-PRO
en la fase organica d’un sistema de dissolvents butanol/aigua, al qual es van afegir ions de
Cu(Il). Takeuchi i col'laboradors®® van aplicar aquest selector a la CCC utilitzant un aparell
DCCC de 2L de volum. En aquestes condicions, es van separar parcialment els enantiomers
de diversos aminoacids, i es va aconseguir la resolucié fins a linia de base de la (¥)-

1soleucina.

Pel que fa als alcaloides de Cinchona, és ben coneguda la seva aplicacié en HPLC®’,
EC™ i extracci6 liquid-liquid (LLE),”**® entre altres. El seu mecanisme de reconeixement
implica la protonacié de 1’atom de nitrogen de la quinuclidina, el que els fa especialment
adients per a la separacié de compostos acids.’' Els enriquiments enantiomérics obtinguts
en LLE, técnica que implica una unica etapa d’equilibrat entre les fases liquides, eren
prometedors per a la posterior aplicacido en CCC. Es van escollir els selectors de quinina i
quinidina (QN-SQ 1 QD-SQ) incorporant un grup octadeciltio 1 un grup
adamantilcarbamoil, a fi de complir els requeriments de distribucid de la CPC 1 per millorar

I’enantioselectivitat. Es van aconseguir separacions en diisopropil eter/2-propanol/tampd

*% Takeuchi, T., Horikawa, R., Tanimura, T., J. Chromatogr., 1984, 284, 285-288.

> Lammerhofer, M., Lindner, W., J. Chromatogr. A., 1996, 741, 33-48.

58 7Zarbl, E., Limmerhofer, M., Franco, P., Petracs, M., Lindner, W., Electrophoresis, 2001, 22, 3297-
3307.

* Kellner, K. H., Blasch, A., Chmiel, H., Limmerhofer, M., Lindner, W., Chirality, 1997, 9, 268-273.

% Tobler, E., Laimmerhofer, M., Oberleitner, W.R., Maier, N.M., Lindner, W., Chromatographia,
2000, 51, 65-70.

1 Maier, N.M., Schefzick, S., Lombardo, G.M., Feliz, M., Rissanen, K., Lindner, W., Lipkowitz,
K.B., J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 8611-8629.
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d’acetat amonic, pero els racémics presentaven una solubilitat molt baixa en aquest sistema
de dissolvents. Aquesta limitacid es va superar utilitzant els sistemes MIBK/solucié
tamponada, que tot i permetre una major capacitat de carrega, per contra, oferien menor
enantioselectivitat. El sistema cromatografic es va saturar en intentar separar 450mg de
DNB-leucina amb el selector QN-SQ, confirmant que la saturacié del selector quiral en el
mode classic de CPC té lloc en assolir la relacié 1:1 selector/racémic, sempre que la
magnitud de les constants d’associaci6 per als dos enantidomers sigui prou diferent (Figura

1.8).

CH,
CH,
17 (0] CH3
O,N
2 N"*>CcooH
H
NO, .
DNB-leucina

(8S,9R), derivat de quinina

450 mg
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800 300 mg 600 |
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Figura 1.8. Perfils d’elucid corresponents a la separacié de DNB-(£)-leucina per CPC,
utilitzant com a SQ el derivat de quinina que es mostra. Relaciéo molar SQ/racémic: 2,6; 1,3
10,8, respectivament. Sistema de dissolvents: MIBK/acetona/acetat amonic 0,1 M pH 8,0
(2:1:2), SQ 10 mM. Eix vertical, unitats d’absorbancia, eix horitzontal, temps (min).

Estudis posteriors van conduir a la sintesi i aplicacié del derivat de quinidina 1-(9-O-
dihidroquinidinil)-4-(11-octadeciltia-9-O-dihidroquinidinil)ftalazina ((DHQD),PHAL-SQ)
en la separaci6 de I’herbicida diclorprop.®® Els experiments de CPC en MTBE/tamp6 de

fosfats van permetre la resolucid completa de diclorprop i I’escalat de la separacio fins a

%2 Gavioli, E., Maier, N.M., Minguillén, C., Lindner, W., Anal. Chem., 2004, 76, 5837-5848.
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una relacié molar SQ/racemic 1:1 (Figura 1.9). Caldria recordar que en tots els experiments
realitzats amb selectors de quinina 1 quinidina es va utilitzar una concentracié 10 mM en la
fase estacionaria, que no correspon a la solubilitat maxima dels selectors en els dissolvents
corresponents. Per tant, es podrien aconseguir productivitats majors utilitzant aquests

mateixos sistemes cromatografics.

Cl

/©/O\*KCOOH
a CHj3 diclorprop

20000 -
| CH,

7 15000 -

10000

R S
5000 -
0 T T T
[DHQD]-PHAL-QD-C, 0 50 100 150

Figura 1.9. Perfil d’elucié de la separacio de diclorprop (366 mg) utilitzant com a SQ el
derivat de quinidina que es mostra (10 mM). Relacié molar SQ/racemic: 1,0. Sistema de
dissolvents: metil fert-butil éter/fosfat sodic 0,1 M, pH 8,0.

1.6. CCC en mode pH-zone-refining

El pH-zone-refining és un tipus de cromatografia de desplagament, aplicable a analits
ionitzables, que va ser desenvolupada per Ito i1 col-laboradors. En separacions
convencionals, no quirals, aquesta técnica permet incrementar la capacitat de carrega fins a
10 vegades respecte al mode d’elucié classic.”’ Els analits elueixen en pics rectangulars,
concentrats i ordenats d’acord amb el seu pKa i hidrofobicitat. A 1’inici de 1’experiment en
aquestes condicions s’addicionen a les fases mobil i estacionaria acids o bases forts, que en

modifiquen el pH, sén els anomenats agents de retenci6 i de desplacament. A la Figura 1.10

8 Ito, Y., Ma, Y., J. Chromatogr. A., 1996, 753, 1-36.
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es mostra un esquema d’un sistema liquid bifasic aplicat a la separacié convencional de
compostos acids (a). La fase superior, més lipofila, es considera fase estacionaria, mentre
que la fase inferior, més hidrofila, és la fase mobil. S’addiciona un acid fort com agent de
retencid a la fase estacionaria, a la qual s’injecta la mostra d’acid just abans de comengar
I’elucié amb la fase mobil, que conté una base com agent de desplagament. L’agent de
retencio acid formara una barrera que es mou en la direccid de la fase mobil, perd a una
velocitat inferior. Un analit acid es mantindra protonat en la fase estacionaria mentre el seu
pKa sigui major que el de I’agent de retencio. Quan la barrera acida es desplaca amb la fase
mobil, I’analit es desprotona en el nou entorn, de pH més elevat, i es desplaca cap a la fase
mobil. Quan, en la fase mobil, torni a trobar la barrera acida, es tornara a protonar i a
desplagar cap a la fase estacionaria. L’efecte s la concentracié de 1’analit al voltant de la

barrera acida, donant lloc als tipics pics rectangulars del mode pH-zone-refining.

Fase estacionaria

a)
R,-COOH R,-COOH CF,COOH
~ N
NH, H*Q/ \5 -~
R,-COO- R,-COO- CF,COO-
NH,*
arrera de TFA
Fase mobil
Fase estacionaria
b) SQ-(S)-COOH | SQ-(R)-COOH
SQ Kas WKay CF,COOH
(S)-COOH (R)-COOH
“

e N S I

(8)-COO (R)-COO CF,COOr
NH,*

barrera de TFA

Fase mobil

Figura 1.10. Esquema del mode pH-zone-refining, exemple per a analits acids. a) En
separacions no quirals, els analits s’ordenen en zones darrere la barrera acida, d’acord amb
el seu pKa. L’acid més fort elueix primer. b) En separacions enantioselectives, els
enantiomers formen blocs darrere la barrera acida i es reté més I’enantiomer que s uneix
més fortament al SQ.
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Quan el mode pH-zone-refining s’aplica a la separacié d’enantiomers, el SQ
participa en I’equilibri de distribucid del racémic. Donat que els complexos SQ/enantiomer
no es distribuiran cap a la fase mobil, les diferéncies d’associacio entre el SQ 1 cada
enantiomer dirigiran 1’ordre d’elucio d’aquests. Aixi com en les separacions no quirals, les
separacions d’enantiomers en pH-zone-refining permeten major capacitat de carrega, la
recuperacid del producte en fraccions concentrades 1 la possibilitat de monitoritzar el procés
a través dels canvis en el pH de I’eluat. A més, la retenci6 del racémic a la fase estacionaria,
en la primera etapa de I’experiment, promou la interacci6 amb el SQ i afavoreix

I’enantioselectivitat (Figura 1.10, b).

L’aplicacio d’aquesta teécnica a la produccidé de compostos enantiomericament purs
presenta un inconvenient principal, que ¢és l’evolucié de la composicié de la fase
estacionaria durant 1’experiment. En conseqii¢éncia, les teécniques que s’apliquen
generalment en HPLC preparativa, com son les injeccions repetides, o el reciclatge de pics
parcialment solapats, i que es poden utilitzar en el mode classic de CPC, no es poden
aplicar en pH-zone-refining, ja que abans de fer una segona injeccid de mostra, cal
recuperar les condicions inicials en la fase estacionaria, amb el consegiient consum de

temps 1 la reduccio de la productivitat final.

S’han descrit diversos exemples de separacions d’enantiomers per pH-zone-refining
que mostren resultats de capacitat de carrega destacables, en comparaci6 amb el mode
classic. Es el cas de la separaci6 de DNB-leucina utilitzant N’-(3,5-dimetilfenil)-N-
dodecanoil-L-prolinamida com a SQ. Es va fer servir un sistema binari de dissolvents
format per MTBE/aigua, al qual es van addicionar acid trifluoroacetic (TFA) 1 amoniac
com agents de retencié i desplacament, respectivament. En aquestes condicions es va
assolir la separacié de 2 g de racémic en un sol pic rectangular, on hi havia un solapament

de només el 5% (Figura 1.11).

També es van utilitzar els alcaloides de Cinchona en la separacidé del mateix racémic,
utilitzant MIBK/aigua com a sistema de dissolvents. El selector, un derivat de quinina,
dissolt en la fase organica a 10 mM, va permetre la resolucid de 900 mg de DNB-leucina
racémica. Es important remarcar que aquesta quantitat representa una relacid molar
selector/racémic de 0,66. En mode pH-zone-refining, i per a SQs altament enantioselectius,

la capacitat de carrega ve donada per la quantitat de 1’enantiomer més retingut. Es a dir, en
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la resolucio de racemics, el limit correspondra a una relacié SQ/racémic de 0,5, pero en cas
de mostres enriquides en 1’enantidomer menys retingut, aquesta relacid pot disminuir.
Aquesta propietat s’explica perqué¢ en aquest mode de desplagament 1’enantiomer més
retingut roman en la fase estacionaria fins que el menys retingut passa completament a la

fase mobil ajudat per I’agent de desplagament.

H3C (-) DNB-leu {+) DNB-leu

UM pH

C1IHZ3
20 -10 B0 amsmzc 20 40 60 BOT00120 20 40 60 80100120 TIME (min)

N’-(3,5-dimetilfenil)-/N-
dodecanoil-L-prolinamida

CCC Analysis
ABSORBANCE (254 nm)
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Figura 1.11. Separacid de 2 g de DNB-Leu en mode pH-zone-refining de CCC. SQ N -
(3,5-dimetilfenil)-N-dodecanoil-L-prolinamida, 40 mM. Sistema de dissolvents: MTBE
(+TFA 40 mM)/aigua (NH4OH 20 mM).

1.7. Utilitzacio6 de polisacarids com a selectors quirals

Els polisacarids i els seus derivats han estat utilitzats tradicionalment com a selectors
quirals en cromatografia. Des de la cromatografia sobre paper®, fins a les actuals FEQs

amb suport de gel de silice, els polisacarids han evolucionat fins a esdevenir, avui dia, els

% Kotake, M., Sakan, T., Nakamura, N., Senoh, S., J. Am. Chem. Soc., 1951, 73, 2973-2974.
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selectors quirals més ampliament utilitzats en HPLC enantioselectiva.®® El seu éxit es pot
atribuir a diverses propietats. Alguns polisacarids poden ser obtinguts de la natura en gran
quantitat i amb un cost assequible. En aquest cas es troben la cel-lulosa, I’amilosa i també el
quitosa entre altres. Per altra banda, la seva reactivitat permet introduir diversitat en els seus
derivats. En la seva aplicacié en HPLC han demostrat ser altament versatils pel que fa a la
varietat d’estructures quirals que son capacos de resoldre 1 per la varietat de condicions de
fase mobil en qué poden utilitzar-se. A més, permeten assolir capacitats de carrega

elevades, rad per la qual se n’han desenvolupat les aplicacions a nivell preparatiu.

Els polisacarids no derivatitzats presenten capacitat de reconeixement enantioselectiu
1 se n’han descrit algunes aplicacions amb ¢xit. En cromatografia liquida, utilitzant mido de
patata es van separar diversos atropoisomers derivats del bifenil,®® i amb cel'lulosa
microcristal-lina es va aconseguir la resolucié completa d’aminoacids com el triptofan,®’
entre altres exemples. Tot i aixi, la capacitat de resolucid dels polisacarids aviat va ser
superada per la dels seus derivats, comencant pel triacetat de cel-lulosa microcristal-lina
(MCTA, Microcrystalline Cellulose Tridcetate).”® Aquest derivat es va preparar en fase
heterogenia. Amb aix0 es conservava l’estructura terciaria de la cel-lulosa, doncs es
postulava que aquesta podria tenir un paper important en el reconeixement enantioselectiu.
El MCTA ¢és capag¢ de resoldre els enantiomers d’una varietat de compostos aromatics 1
alifatics, probablement a través d’un mecanisme d’inclusié dels enantiomers en els espais

quirals originats en 1’estructura supramolecular del derivat cel-lulosic.®

El MCTA permet assolir capacitats de carrega molt elevades, ra6¢ per la qual s’ha
utilitzat en cromatografia liquida preparativa a baixa pressio. Tot i aixi, ofereix poca
resisténcia a la pressié i dona lloc a separacions de baixa eficiencia. Aquests inconvenients

es van superar amb el desenvolupament de les FEQs dipositades sobre un suport de gel de

% Yashima, E., J. Chromatogr. A, 2001, 906, 105-125.

% Hess, H., Burger, G., Musso, H., Angew. Chem. Int. Ed. Eng., 1978, 17, 612-614.

%7 Yuasa, S., Itoh, M., Shimada, S., J. Chromatogr. Sci., 1984, 22, 288-292.

% Hesse, G., Hagel, R., Chromatographia, 1973, 6, 277-280.

% Francotte, E., Wolf, R.M., Lohmann, D., Mueller, R., J. Chromatogr., 1985, 347, 25-38.
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silice.”®"""7* Les FEQs resultants mostren resisténcia a la pressi6 i ampli camp d’aplicacio.
Aquesta tecnologia ha permes la preparacido d’una gran varietat de derivats i ha impulsat
I’expansié de les FEQs de polisacarid fins a ser les més utilitzades en I’actualitat per a la
separacié d’enantiomers per HPLC. Entre les fases preparades destaquen els benzoats i els
arilcarbamats de cel-lulosa i amilosa i, en menor grau, els de quitosa, amilopectina i xila,

entre altres (Figura 1.12).
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(0] (0] (0]
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OR ORI |n NHR
n o) n
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RO (0] o
RO RO 0o
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W \© ‘ | )b
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Figura 1.12. Estructura quimica dels polisacarids derivatitzats com a fenilcarbamats o
benzoats per a la preparacio de FEQs.

El mecanisme de reconeixement proposat per aquestes fases implica interaccions
febles de tipus dipolar i de pont d’hidrogen, i existeixen estudis exhaustius de I’efecte que
els diferents substituents de 1’anell aromatic tenen sobre [’enantioselectivitat.” Per als
benzoats de cel-lulosa, s’observa que aquells derivats amb substituents electrodonadors
mostren major capacitat de reconeixement. Entre ells destaca el 4-metilbenzoat,

comercialitzat com a Chiralcel OJ. Sorprenentment, els benzoats d’amilosa mostren escassa

" Ichida, A., Shibata, T., Okamoto, 1., Yuki, Y., Namikoshi, H., Toda, Y., Chromatographia, 1984,
19, 280-284.

! Okamoto, Y., Aburatani, R., Hatada, K., J. Chromatogr., 1987, 389, 95-102.

2 Okamoto, Y., Kawashima, M., Hatada, K., J. Chromatogr., 1986, 363, 173-186.
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enantioselectivitat. Pel que fa als arilcarbamats, 1’1-(S)-feniletilcarbamat d’amilosa
(Chiralpak AS) presenta gran capacitat de resolucid front a diversos racémics. Amb tot, sén
els tris(3,5-dimetilfenilcarbamats) d’amilosa i cel-lulosa (Chiralpak AD i Chiralcel OD,
respectivament) els derivats de polisacarid amb un camp d’aplicacié més ampli (Figura
1.13). En alguns casos presenten enantioselectivitats complementaries i, juntament amb la
fase Chiralcel OJ, son capacos de solventar el 80% de les separacions dels farmacs que

existeixen actualment al mercat.

J xR
0 _
o/“~ N
0
/z -0 . R: H Chiralcel OC
HN" o O)\NH 3,5-(CH,), Chiralcel OD
@ @ 4-Cl Chiralcel OF
2 X
R' R' 4-CH, Chiralcel OG
cel'lulosa
o) R CH;
My -
o H R: Chiralpak AD
0 CH,
/\E’ j\ 0= D © Chiralpak AS
H}\I [6) 0O I\{H
R R CH;
amilosa

Figura 1.13. Alguns fenilcarbamats de cel-lulosa i amilosa comercialitzats com a FEQs per
HPLC.

El tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de cel-lulosa, el qual presenta una enantioselectivitat
comparable als anteriors, ha tingut una aplicacid limitada. La seva solubilitat en les mescles

alca/alcohol, que generalment s’utilitzen com a fases mobils, el fan inapropiat per 1’us

& Perrin, C., Vu, V.A., Matthijs, N., Maftouh, M., Massart, D.L., Vander Heyden, Y., J. Chromatogr.
A.,2002, 947, 69-83.
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dipositat sobre el suport de gel de silice. La limitacid en 1’eleccio de dissolvents a I’hora de
preparar fases mobils va impulsar el desenvolupament de les metodologies
d’immobilitzacié dels polisacarids sobre el suport. Les fases fixades covalentment poden
ser utilitzades amb cloroform, tetrahidrofura, o metil #-butil eter, entre altres, que d’altra
manera haurien dissolt els polisacarids dipositats, malmetent aixi la fase estacionaria.”®
Recentment s’han comercialitzat fases estacionaries d’aquest tipus (Chiralpak IA, Chiralcel
IB) que contenen els 3,5-dimetilfenilcarbamats d’amilosa 1 cel-lulosa, respectivament, com

. 5
a selectors quirals.’

Les FEQs de polisacarids s’han utilitzat llargament amb fases mobils apolars, ja que
es coneix que les interaccions responsables de I’enantioselectivitat son més efectives en
aquestes condicions de fase normal. Tot 1 aixi, ens els Ultims anys diversos estudis han
demostrat 1I’amplia capacitat d’enantioreconeixement d’aquests selectors en condicions de
fase reversa, és a dir, utilitzant fases mobils aquoses. Des de la primera aplicacié descrita
per Ikeda i col.’® han proliferat els exemples, sobretot amb els tris(3,5-

77,78 1 5o
" L’as de la fase reversa comporta certs

dimetilfenilcarbamats) de cel-lulosa 1 amilosa.
avantatges, entre ells, la major solubilitat dels analits polars, la facilitat a I’hora d’analitzar
mostres de fluids biologics 1 el menor cost dels dissolvents utilitzats. Per contra, la
solvatacio dels llocs d’interaccid per part de la fase mobil aquosa competeix amb

I’associaci6 selector-enantiomer 1 pot donar lloc a una enantioselectivitat menor.

La utilitat dels derivats de polisacarids per les separacions preparatives
d’enantiomers és ampliament reconeguda. L’elevada capacitat de carrega que permeten
assolir 1 la seva versatilitat els fan apropiats per aquesta finalitat 1 son de les FEQs més

utilitzades, especialment arran del desenvolupament de la tecnologia SMB."”® El procés

™ Franco, P., Senso, A., Oliveros, L., Minguillén, C., J. Chromatogr. A., 2001, 906, 155-170.

3 Zhang, T., Kientzy, C., Franco, P., Ohnishi, A., Kagamihara, Y., Kurosawa, H., J. Chromatogr. A.,
2005, 1075, 65-75.

76 Ikeda, K., Hamasaki, T., Kohno, H., Ogawa, T., Chem. Lett., 1989, 1089-1090.

7 Perrin, C., Matthijs, N., Mangelings, D., Granier-Loyaux, C., Maftouh, M., Massart, D. L., Vander
Heyden, Y., J. Chromatogr. A, 2002, 966, 119-134.

" Tachibana, K., Ohnishi, A., J. Chromatogr. 4, 2001, 906, 127-154.

7 Bojarski, J., Aboul-Enein, H.Y., Ghanem, A., Current Anal. Chem., 2005, 1, 59-77.
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cromatografic en continu ha permes I’estalvi de grans volums de dissolvent i el major

aprofitament del suport cromatografic.*

8 Miller, L., Grill, C, Yan, T., Dapremont, O., Hutmann, E., Juza, M., J. Chromatogr. A., 2003, 1006,
267-270.
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D’acord amb el que s’ha exposat fins ara, en la present Tesi Doctoral s’ha proposat
dur a terme la primera aplicacid de derivats de polisacarids com a selectors quirals en
separacions d’enantiomers per CPC. L’ampli camp d’aplicacié que venen demostrant en
HPLC enantioselectiva, especialment els 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa i amilosa, i
la seva capacitat de carrega elevada, els fan bons candidats per a ser utilitzats com a SQs en
una técnica de caracter preparatiu com és la CPC. L’experiéncia previa del grup de recerca
en la preparacié de derivats de cel-lulosa, amilosa i quitosa per formar part de suports
quirals per HPLC, aixi com els coneixements adquirits de I’aplicacié de SQs de baix pes

molecular en CPC, es combinaran per realitzar aquest objectiu.

1. Primerament es planteja la preparacid de derivats de cel-lulosa, amilosa 1 quitosa
portant com a substituents els grups 3,5-(dimetilfenilcarbamat) i 3,5-(diclorofenilcarbamat).
Com s’ha comentat en la introduccio, les fases estacionaries quirals que contenen aquests
derivats com a SQ han mostrat la major aplicabilitat en les separacions d’enantiomers per
HPLC. En el present treball es planteja estudiar la seva enantioselectivitat en CPC front a
un ampli ventall de racémics de caracter acid, basic i neutre, en diferents condicions

cromatografiques.

J xR N J xR
A
o N o N o N
O O O
O O O (0]
/4 (@) n (@] O n NH n
(@)
HN™ So O)/\ NH HN/QO O//l\ NH HN" ~0 o)\ NH
Z a0 ~ = = ) ~ 3
cel-lulosa amilosa quitosa
R=3,5-(CH3), (1) R=3,5-(CH3), (2) R=3,5-(CH3), (6)
R=35-Cl,  (3) R=35-Cl,  (4) R=35-Cl,  (7)

2. El quitosa és un polisacarid format per cadenes lineals de 2-desoxi-2-amino-D-
glucosa. El grup amino en la seva estructura permet diferents opcions per a la derivatitzacid
selectiva, entre elles la preparacio de 3,6-bis(arilcarbamats) de quitosa que s’abordara en
aquest treball. Es proposa aplicar els derivats com a SQs en CPC 1 valorar els efectes que la

conservacid de I’amina primaria pot tenir en 1’enantioselectivitat.
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3. La solubilitat baixa dels derivats de polisacarids en els dissolvents organics
comuns és una limitacio previsible per la seva utilitzacio en CPC. Es planteja la preparacid
de derivats de cel-lulosa heterosubstituits on s’introduiran, a més de grups arilcarbamat,
grups dodecanoil en diferents proporcions a fi d’augmentar la solubilitat en un entorn
lipofil. S’estudiara el possible efecte que aquesta modificacié en ’estructura tingui sobre

I’enantioselectivitat en CPC.

o DRV

0 OH

R: N CH

* 3
HO 04« '
oH & 0

CH,

4. Es proposa la preparacio d’altres arilcarbamats i alquilcarbamats de cel-lulosa que
responen a diferents interessos respecte la seva posterior aplicacio en CPC. El
tris(ciclohexilcarbamat) de cel-lulosa és 1’unic derivat que no presenta substituents de tipus
aromatic que s’ha inclos en I’estudi. Amb el tris(4-fenilbenzoat) i el tris(bifenilcarbamat) de
cel-lulosa es pretén millorar la solubilitat en dissolvents lipofils, i el tris(isonicotinat) de
cel-lulosa pot donar lloc a caracteristiques diferencials d’enantioselectivitat degut a la

presencia de I’anell de piridina.

OR

5. Es planteja la sintesi de derivats de quitosa de baix grau de polimeritzacid, que
previsiblement han de ser més solubles que els seus analegs de major pes molecular. A més
de I’aplicacié en CPC, es proposa la seva utilitzacid com a SQs en electroforesi capil-lar
(EC) gracies al grup amina primaria ionitzable de la seva estructura. Tal com s’ha comentat

a la introduccio, I’EC aplicada a la separacié d’enantiomers és una tecnica en la qual el
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fenomen de reconeixement enantioselectiu té lloc en un medi liquid. El material de partida 1
els derivats que es preparin es caracteritzaran pel que fa a la distribucidé de pesos moleculars

que presentin, i s’aplicaran en EC en la separacio de racémics de caracter acid.

6. L’aplicacio dels diversos derivats de polisacarid en CPC requerira uns estudis
previs on es seleccionaran els sistemes de dissolvents a utilitzar, els racémics, i les
condicions cromatografiques, aixi com les condicions d’analisi. Es mesurara la solubilitat
dels selectors polisacaridics en els dissolvents escollits, dada que determinara la

concentracio a la qual s’utilitzaran en la fase estacionaria en les separacions per CPC.

7. Un cop realitzats els estudis previs, es dura a terme 1’aplicacid dels diferents SQs
en CPC enantioselectiva. Per a cada experiment es recollira 1’eluat en fraccions de volum
determinat, les quals s’analitzaran posteriorment pels metodes determinats en [’apartat
anterior. A partir de 1’analisi es construiran perfils d’elucié que permetran comparar els

resultats d’enantioselectivitat de cada experiment.

8. Es planteja una aproximacio a I’estudi de la interaccid entre selectors i
enantiomers utilitzant alguns dels derivats de cel-lulosa 1 amilosa preparats, per diferents
técniques: la calorimetria de valoraci6 isotérmica (Isothermal Titration Calorimetry, 1TC),
la RMN-"H i I'STD RMN (Saturation Transfer Difference RMN), que podrien oferir dades
sobre la geometria, 1’estequiometria dels complexos i sobre la intensitat de 1’associacid del

selector amb cada enantiomer.
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Sintesi i Caracteritzacio de Derivats de Polisacarids

3.1. Materials de partida

En el present estudi s’ha abordat la sintesi de diferents derivats de polisacarids. La
cel-lulosa, I’amilosa i el quitosa s’han seleccionat com a materials de partida i amb la sintesi
dels seus derivats es pretén adaptar algunes de les seves propietats per tal que resultin
selectors quirals adients per ser utilitzats en cromatografia de repartiment centrifug.
Mitjancant la derivatitzacié es busca incrementar la capacitat de reconeixement quiral que
presenten els polisacarids natius, fenomen ben estudiat en el camp de I’'HPLC. També es
busca millorar la solubilitat dels polisacarids en dissolvents organics, ja que obtenir
selectors quirals solubles és un requeriment imprescindible per al seu is en CPC, técnica en
la que les separacions es desenvolupen entre dos liquids, un dels quals ha de contenir el
selector. La solubilitat dels polisacarids en dissolvents organics €s reduida sobretot pel seu
elevat pes molecular. En aquest sentit, una de les estratégies considerades passa per reduir
la longitud de les cadenes del polisacarid de partida, préviament a la seva derivatitzacio, per

aconseguir selectors quirals més solubles.

Un dels avantatges dels selectors quirals derivats de polisacarids rau en la facilitat
d’obtencié de les materies primeres que els conformen. La cel-lulosa, en concret, és el
compost organic més abundant de la natura i, en part per aquest motiu, és també el
polisacarid més estudiat i més utilitzat com a base de selectors quirals. La seva estructura
consta de cadenes lineals d’unitats de D-glucosa unides entre si per mitja d’enllagos

B(1—4) glucosidics.

OH OH
OH OH
HO HO
OH 0 OH O o
OH OH

Figura 3.1. Estructura quimica de la cel-lulosa.
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La cel-lulosa nativa presenta cadenes de més de 1500 unitats 1 en ella coexisteixen
regions cristal‘lines i amorfes.®' Per hidrolisi parcial d’aquest material en medi acid s’obté
un polimer d’entre 200 i1 300 unitats per cadena, amb pes molecular que oscil-la entre 30000
i 50000, i amb alt grau de cristallinitat a la seva estructura. Es I’anomenada cel-lulosa
microcristal-lina (Avicel®).* Tot i la diversitat d’origens de la cel-lulosa, el seu producte
d’hidrolisi presenta unes caracteristiques fisiques 1 quimiques de considerable
homogeneitat, rad per la qual troba aplicacions en diferents camps, per exemple com a

additiu alimentari, en productes cosmetics 1 com a excipient en certes formes

83,84

farmaceutiques.

Figura 3.2. Microfotografies de cel-lulosa microcristal-lina: (1), microscopia electronica
d’escombratge; (2), microscopia electronica de transmissié emprant tincié negativa amb
acetat d’uranil.®’

81 Attala, R.H., en The Structure of Cellulose: Characteristics of the Solid State, Attala, R.H., (ed),
ACS Symposium Series, Vol. 340. ACS, Washington DC, 1987. Capitol 1, pp 1-14.

%2 Battista, O.A., Smith, P.A., Ind. Eng. Chem., 1962, 54, 20-29.

¥ Tijima, H., Takeo, K., en Handbook of Hydrocolloids, Phillips, G.O., Williams, P.A., (eds).
Woodhead Publishing Ltd., Cambridge, 2000, pp 331-346.

% Buliga, G.S., Ayling, G.W., Krawczyk, G.R., McGinley, E.J., en Polysaccharide Association
Structures in Food, Walter, R.H., (ed). Food Science and Technology, Vol. 87, Marcel Dekker, New York,
1998. Capitol 5, pp 169-205.

% http://www.mardre.com/homepage/mic/tem/samples/colloid/cellulose/cellulose.html
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A la cel'lulosa, les cadenes d’unitats glucosidiques es troben formant una helix
levogira 2/1, 1 al seu torn, aquestes cadenes s’ordenen en lamines que romanen unides per
interaccions febles, mentre es manté el seu estat microcristal-li. Aquest és el material a
partir del qual s’han preparat els arilcarbamats, alquilcarbamats i benzoats de cel-lulosa que

es presenten en aquest estudi.

(ID)

Figura 3.3. Projeccions de I’estructura cristal-lina de la cel-lulosa (polimorfs I i IT),
simulada per dinamica molecular. El polimorf I €s el més comd, i es troba naturalment en
materials com el coto i la fusta, mentre que el polimorf II es presenta en materials
cel-luldsics regenerats, com la viscosa.*

% http://www.accelrys.com/reference/cases/studies/cellulose.html
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L’amilosa €s un polimer lineal format per uni6 d’unitats de D-glucosa per enllagos
a(1—4) glucosidics.”” Com la cel'lulosa, les cadenes d’amilosa adopten la disposicié d’una
helix levogira, perd amb algunes diferéncies. Analisis per difraccié de raigs X del derivat
trifenilcarbamat d’ambdés polisacarids han permes proposar que I’helix és 3/2 per la

88891 4/1 (quatre unitats

cel-lulosa (tres unitats glucosidiques per dues voltes completes)
glucosidiques per una volta completa) per I’amilosa.”® Aquesta diferéncia en I’estructura
secundaria afecta la capacitat de reconeixement enantioselectiu i provoca que els selectors
quirals derivats d’amilosa i de cel-lulosa mostrin diferents perfils d’enantioselectivitat,
sovint complementaris, quan s’utilitzen en fases estacionaries quirals per HPLC. Tot i
aquest avantatge, 1’amilosa ha estat menys estudiada que la cel-lulosa, en part degut a la

variabilitat en els materials de partida que pot originar resultats d’enantioselectivitat poc

reproduibles.

OH HO

* (¢}
HO Ono

amilosa
OH
% O
HO 1
OH OH
(0]
* 0] 4 \0 (0] *
HO (0] O
OH] 1o onj HO OH o OH
O 1 e}
O (0]
HO HO n=20-25
amilopectina

Figura 3.4. Estructura quimica de 1’amilosa i I’amilopectina.

87 Suortti, T., Gorenstein, M.V, Roger, P., J. Chromatogr. A., 1998, 828, 515-521.

88 Vogt, U., Zugenmaier, P., Ber. Bunsenges. Phys. Chem., 1985, 89, 1217-1224.

% Steinmeier, H., Zugenmaier, P., Carbohydr. Res., 1987, 164, 97-105.

% Vogt, U., Zugenmaier, P., Comunicaci6 a I’European Science Foundation Workshop on Specific

Interaction in Polysaccharide Systems. Uppsala, Suecia, 1983.
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L’amilosa es troba a la natura formant part del midé juntament amb 1’amilopectina
en proporcions variables. L’amilopectina €s també un polimer d’unitats de D-glucosa. La
cadena principal esta unida per enllagos de tipus a(1—4), perd presenta ramificacions cada
20-25 unitats que s’enllacen a la cadena principal per unions glucosidiques a(1—6). La
presencia de cadenes laterals altera 1’homogeneitat de [’estructura secundaria de
I’amilopectina 1 quan s’aplica com a selector quiral mostra enantioselectivitat diferent,
sovint inferior, a la de I’amilosa.’’ Per aquest motiu, les proporcions variables
d’amilopectina en I’amilosa poden modificar les seves aptituds com a selector quiral.
Anteriorment, en el nostre grup d’investigacio6 es va dur a terme un estudi on s’utilitzaven
amiloses de diferents procedeéncies 1 amb diferents especificacions pel que fa a grau de
polimeritzaci6 i contingut en amilopectina. Després de derivatitzar-les convenientment, es
van avaluar com a selectors quirals en fases estacionaries per HPLC, confirmant-se que el
menor contingut en amilopectina donava lloc als millors resultats d’enantioselectivitat per
als racémics assajats.”> El polisacarid d’aquestes caracteristiques ha estat utilitzat en el
present treball. Es tracta d’amilosa procedent de mido de patata, comercialitzada per ICN
Biochemicals, amb grau de polimeritzacié d’unes 300 unitats (pes molecular 48000) i
contingut en amilopectina inferior al 5%, segons les dades del subministrador. Amb ella
s’han preparat els tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) i tris(3,5-diclorofenilcarbamat) d’amilosa

que es descriuen en els segiients apartats.

El quitosa ¢s un polisacarid no natural que prové de la quitina. Aquesta és un polimer
d’unitats de 2-desoxi-2-acetamido-D-glucosa unides a través d’enllacos P(1—4) i
constitueix el segon compost organic més abundant de la natura després de la cellulosa.”
Es localitza, juntament amb sals de calci, en I’exoesquelet d’artropodes 1 crustacis, d’on

s’obté després d’un seguit de tractaments de purificacid.

! Felix, G., Zhang, T., J. Chromatogr., 1993, 639, 141-149.
%2 Senso, A., Derivados de polisacdridos fijados sobre gel de silice como fases estacionarias quirales
para cromatografia liquida. Tesi Doctoral, Universitat de Barcelona, 2000.

% Muzzarelli, R.A.A., .Peter, M.G., (eds), Chitin Handbook. Grottammare, Atec, 1997.
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Figura 3.5. Estructures quimiques de la quitina i el quitosa.

Un posterior tractament de desacetilacio en medi basic dona lloc al quitosa, polimer
d’unitats de 2-amino-D-glucosa que conté un percentatge residual de grups acetil.” Aquest
contingut ¢s variable i afecta la reactivitat del quitosa. Aquest fet, juntament amb la varietat
de fonts d’obtencid de quitina, la dispersid de pesos moleculars i I’existéncia de diferents
polimorfs, ha dificultat la generalitzacié de 1’us del quitosa com a suport cromatografic, en

comparacio amb els dos polisacarids anteriors. Tot i aixi, s’ha descrit la preparacio de

95,96 97,98,99

diversos arilcarbamats de quitina 1 quitosa 1 la seva utilitzacido com a selectors
quirals en fases estacionaries per a HPLC, que han demostrat ser enantioselectives front a

diferents estructures racémiques.

El tret diferencial del quitosa ¢€s la preséncia del grup amino en la unitat glucosidica,
que obre diferents possibilitats de derivatitzaci6 selectiva. La derivatitzacié del quitosa amb
arilisocianats, seguint el procediment que s’utilitza per I’amilosa o la cel-lulosa, déna lloc a

una agrupacid de tipus urea en la posicid 2 de I’anell glucosidic que pot originar diferéncies

% Mathur, N.K., Narang, C.K., J. Chem. Educ., 1990, 67, 938-942.

% Cass, Q.B., Bassi, A.L., Matlin, A.S., Chirality, 1996, 8, 131-135.

% Yamamoto, C., Hayashi, T., Okamoto, Y., J. Chromatogr. A., 2003, 1021, 83-91.

7 Okamoto, Y., Noguchi, J., Yashima, E., React. Funct. Polym., 1998, 37, 183-188.

% Franco, P., Senso, A., Minguillén, C., Oliveros, L., J. Chromatogr. A., 1998, 796, 265-272.
% Senso, A., Oliveros, L., Minguillén, C., J. Chromatogr. A., 1999, 839, 15-21.
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en 1’enantioselectivitat respecte a la que presenten els derivats d’altres polisacarids. D’altra
banda, el caracter ionitzable del grup amino sense derivatitzar podria contribuir al
reconeixement d’enantiomers de tipus acid, per formacié de parells i0nics, i facilitar-ne la
separacid. Amb aquest proposit es pot optar per conservar I’amina primaria original o bé
per formar una sal d’amoni quaternari en aquesta posicio. A més de 1’efecte sobre el
reconeixement enantioselectiu, existeix la possibilitat de millorar la solubilitat del quitosa a
través de la ionitzacid del seu grup amino, solubilitat que és bastant limitada tant en

dissolvents organics com en dissolucions aquoses, tal com passa amb la majoria de

polisacarids.
*
HO
quitosa
)OJ\ / \ 5
(0) NHR O)J\ NHR
* 0 O % O
O O+« 0 O+t x
RHN—( j\H n RHN— g Tn
o !
07 “NHR 0 R
RHN _ e
derivat de quitosa derivat de quitosa
trisubstituit disubstituit, quaternitzat

derivat de quitosa
disubstituit, ionitzable

Figura 3.6. Possibilitats de derivatitzaci6 del quitosa.

Els diferents derivats de quitosa que es presenten en aquest treball han estat preparats
a partir de dos tipus de quitosa comercials. El primer, distribuit per Fluka com a “quitosa de
baix pes molecular”, té una distribucié de pesos al voltant de les 70000 u.m.a., és a dir,
unes 435 unitats de glucosamina per cadena, 1 un contingut residual de grups acetil del 13%
(determinat en el nostre laboratori per RMN-'H). Aquesta caracteristica ha fet precisa una
desacetilacié addicional previa a la derivatitzacié del quitosa. A més, hem aplicat protocols

d’hidrolisi parcial per obtenir quitosa de pes molecular inferior, que hauria de ser més
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soluble en els dissolvents utilitzats 1 probablement més reactiu. Els arilcarbamats de quitosa
preparats a partir d’aquests materials s’han destinat a I’aplicacidé com a selectors quirals en

cromatografia en contracorrent.

Dr’altra banda, s’ha utilitzat un oligosacarid de quitosa comercialitzat en forma de
lactat per Aldrich, amb un contingut d’aproximadament 60% de quitosa base. Hem
determinat el seu grau de polimeritzacido en el laboratori per espectrometria de masses
MALDI-TOF i oscil‘la entre 2 1 9 unitats de glucosamina, essent la fraccié majoritaria la de
3 14 unitats de glucosamina, tal com es discutira més endavant. El contingut en unitats d’/N-
acetilglucosamina és gairebé inapreciable per aquesta técnica, com tampoc s’ha detectat el
senyal que correspondria als protons del grup N-acetil per RMN-"H. Amb aquest producte
de partida s’han preparat arilcarbamats de quitosa, destinats a ser aplicats com a selectors

quirals en electroforesi capil-lar.

3.2. Sintesi de derivats homosubstituits de cel-lulosa, amilosa i quitosa:

tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) i tris(3,5-diclorofenilcarbamat)

De tots tres polisacarids, pero especialment de I’amilosa 1 la cel-lulosa, se n’havien
preparat amb anterioritat arilcarbamats 1 benzoats que han estat utilitzats com a selectors
quirals en fases estacionaries per HPLC. En general s’han utilitzat dipositant-los sobre
suports de gel de silice i1 en alguns casos, seguint diverses metodologies de fixaci6 en el
suport. En aquest ambit, s’ha avaluat la seva capacitat de reconeixement enantioselectiu
front a racémics amb les estructures més diverses: compostos d’interes farmacologic,

hidrocarburs aromatics, i complexos amb metalls, entre altres. 006574

Els 3,5-dimetilfenilcarbamats de cel-lulosa i d’amilosa son els que mostren un camp
d’aplicacié més ampli en la separacio d’enantiomers per HPLC, i en I’actualitat, sobre un

suport de gel de silice, constitueixen les FEQs més utilitzades.®> Degut a la gran varietat de

1% Okamoto, Y., Yashima, E., Angew. Chem. Int. Ed., 1998, 37, 1020-1043.
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racémics que poden resoldre, han estat seleccionats per a formar part com a selectors

quirals del present estudi en CPC.

Pel que fa als 3,5-diclorofenilcarbamats de cel-lulosa i amilosa, presenten una
enantioselectivitat comparable als anteriors, 1 en alguns casos superior, tot i que no han
estat tan desenvolupats com a selectors en fases estacionaries quirals per HPLC degut a la
seva solubilitat en dissolvents organics.”” Tal com s’ha mencionat, els derivats de
polisacarids s’han utilitzat majoritariament dipositats sobre el suport de silice, diposit que
no implica unions covalents. Per tant, la solubilitat dels diclorofenil-derivats en dissolvents
organics, fins i tot en les mescles alca/alcohol generalment utilitzades com a fase mobil
amb aquest tipus de fases estacionaries comporta la destruccid progressiva de les columnes

cromatografiques que els contenen.

La solubilitat dels 3,5-diclorofenilcarbamats de cel-lulosa i amilosa, que per a
I’aplicaci6 en HPLC resulta un inconvenient, esdevé un avantatge per una possible
aplicacio en CPC, doncs com s’ha comentat anteriorment, aquesta técnica requereix
solubilitzar el SQ en una fase liquida. Tenint en compte que els derivats de polisacarids sén
per regla general poc solubles en els dissolvents organics més comuns, aquesta propietat

dels 3,5-diclorofenilcarbamats €s un interés addicional a l’enantioselectivitat que han

mostrat en HPLC.
J R RN / YR
0] — 0] — o) —
- Ay )
0" H O H 0" H
O O O
L N L
HN HN
O o NH HN Yo G NH 0] o NH
z = Z = Z
AL A =z | —_ A
& | R \ | R :_R S I_R A | A 1 R
N
cel-lulosa amilosa quitosa
R=3,5-(CH3), (1) R=3,5-(CH3), (2) R=3,5-(CH3), (6)
R=3,5-Cl, 3) R=3,5-Cl, C)) R=3.,5-Cl, @)

Figura 3.7. Estructures dels selectors quirals preparats.

En el cas del quitosa, tal com s’ha mencionat, els seus derivats soén els menys

53



Sintesi i Caracteritzacio de Derivats de Polisacarids

estudiats com a selectors. En son alguns motius, la variabilitat en les propietats del producte
de partida segons el distribuidor i segons el lot (distribucié del pes molecular, grau
d’acetilacio, contingut en impureses) i la seva reactivitat, que €s menor que la de la
cel'lulosa o D’amilosa. Tot 1 aixi, I’aplicabilitat dels 3,5-dimetilcarbamat i 3,5-
diclorofenilcarbamat de quitosa en la separacid d’enantiomers, formant part de fases

estacionaries quirals per HPLC, ha estat demostrada.”””®

Aixi doncs, com a productes de partida d‘aquest estudi s’han utilitzat: cel-lulosa
microcristal-lina (Avicel®, Merck), amilosa ICN amb un grau de polimeritzacié similar al
de I’Avicel (al voltant de 300 unitats de glucosa) i quitosa Fluka amb unes 435 unitats de
glucosamina per cadena. No obstant, tal 1 com s’ha indicat, aquest darrer polisacarid ha
requerit un tractament previ a la seva utilitzacié sintetica 1 se’n parlara al final d’aquest

apartat.

3.2.1. Preparacio de tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) i tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de

cel-lulosa i amilosa

El procediment sintétic per a la preparacid dels derivats d’amilosa i cel-lulosa ha
estat desenvolupat en treballs anteriors. Consisteix en la reaccid dels polisacarids amb
isocianats, per a formar els carbamats corresponents, i pren en consideracio les
caracteristiques dels substrats utilitzats. En primer lloc, cal tenir en compte la hidrofilia dels
polisacarids. Cada unitat de glucosa de la cadena té tres grups hidroxil, susceptibles
d’adsorbir aigua, fet que disminueix la seva reactivitat. Per superar aquest inconvenient,
I’amilosa i la cel-lulosa es sotmeten a una etapa d’assecat prévia a la reaccio amb els

1socianats.

Un segon factor a considerar €s el caracter macromolecular dels polisacarids. Les
macromolécules son en general molt menys reactives que els compostos analegs de baix
pes molecular, i aixo obliga a allargar els temps 1 forgar les temperatures de reaccid. A part,
també degut al seu pes molecular elevat, els polisacarids son poc solubles en la majoria de
dissolvents organics. Aquests factors, en el cas present, han limitat la tria de dissolvents on
es poden dur a terme les reaccions de derivatitzacid. El dissolvent organic adequat ha de
tenir cert grau de polaritat per permetre la solubilitzacié del substrat, i a més ha de permetre

treballar a temperatures elevades, per potenciar la reactivitat del polimer. En aquest marc,
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s’ha seleccionat la piridina com a dissolvent per desenvolupar les reaccions on intervenen
polisacarids. Tot 1 no dissoldre el polisacarid de partida, la piridina permet la seva dispersio
1 el seu inflament, facilitant I’accés dels reactius als grups hidroxil, 1 més tard possibilita la
dissolucid del producte final, a més, presenta un punt d’ebullicié (115 °C) que fa possible

dur a terme les reaccions a temperatures altes.

La proporcié d’isocianat utilitzada, 4 equivalents per unitat de glucosa, va ser
determinada com Optima en estudis anteriors en el nostre grup d’investigacio, per assegurar
la derivatitzacié completa del polisacarid.'”' Les reaccions es desenvolupen a temperatura
de reflux del dissolvent, i progressen ajudades per la dissolucié del producte a mesura que

augmenta el seu grau de substitucio.

OH - N=C=0 H
0 R— ' W p
P R | R
HO 0 > © 7
OH n  piridina anh., A
n (1) R=3,5-(CHz),
(3) R=3,5-Cl,
N=C=0 i
ol N N
R | P [ | R
0 . R™0 =
HO o
orl |+ piridina anh., A (2) R= 3,5-(CH3),
O (4) R=3,5-Cl,

Figura 3.8. Sintesi dels productes 1-4.

També degut al seu caracter polimeric, 1’aillament dels derivats de polisacarid del
medi de reaccid no es fa mitjancant extraccions, com ¢s habitual en el treball amb
molecules petites, sind per precipitacio. Els productes 1 a 4 s’aillen per precipitacid en
metanol, aigua o una mescla d’ambdoés. La major solubilitat dels derivats substituits amb

clor no permet la precipitacié amb metanol 100%, 1 ha fet precisa la utilitzaci6 d’aigua.

Cal tenir en compte que la hidrolisi de I’excés d’isocianat dona lloc a les

corresponents urees, N,N’-bis(3,5-dimetilfenil)urea 1 N,N’-bis(3,5-diclorofenil)urea,

"% Minguillon, C., Franco, P., Oliveros, L., Lopez, P., J. Chromatogr. A., 1996, 728, 407-414.
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respectivament. Arnold i col-laboradors'® van proposar un mecanisme per a la formacié
d’aquests subproductes, que en el cas que ens ocupa podria estar provocada per 1’aigua

continguda en el dissolvent de precipitacio (Figura 3.8).

Ar-N=C=0 + H,0 —> Ar-NH-COOH

\'Ciz
,KN:Czo
0o o

Y Y AI'NH2
Ar-HN—C—0O—C—NH-Ar
Ar-NH-COOH
-CO,
O ®
Ar-NH-COO NHj-Ar
Ar-HN—C—NH-Ar -H,0

. . <y . . . 102
Figura 3.8. Mecanisme de formaci6 d’urees a partir d’isocianats.'

Els derivats de polisacarid es purifiquen per rentats exhaustius per tal d’eliminar tant
el dissolvent com altres impureses de molecula petita, com les urees presentades. L’etanol
calent va resultar efectiu pel producte metil-substituit, mentre que es va utilitzar acetonitril
calent per eliminar la N,N-bis(3,5-diclorofenil)urea, donat que 3 i1 4 es van mostrar solubles
en el primer dissolvent. L’eliminaci6 de les urees es controla per cromatografia en capa fina
(CCF) i es confirma per RMN-'"H. Donat que sén compostos simétrics i de baix pes
molecular, la preséncia de petites quantitats d’urea és facilment detectable per aquesta
tecnica. Els derivats 11 2 es sotmeten a un pas de purificacio addicional en qué s’eliminen
les impureses que havien pogut quedar englobades en el polimer després de la primera
precipitacid. A aquest efecte, es redissolen en cloroform i es reprecipiten en metanol.
Aquesta etapa de purificacid no s’ha pogut aplicar als tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de
cel-lulosa 1 amilosa, 3 1 4, doncs la solubilitat d’aquests derivats impedia la precipitacid
posterior amb metanol o amb mescles metanol/aigua. En aquests casos, després d’eliminar
les urees, es procedeix directament a assecar els productes. La caracteritzacidé d’aquests i

dels productes segiients es detallara a I’apartat 3.3.

12 Arnold, R.G., Nelson, J.A., Verbanc, J.J., Chem. Rev., 1957, 57, 47-76.
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3.2.2. Preparacio de tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) i tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de

quitosa

La derivatitzacié del quitosa comercial ha requerit un tractament previ del material
de partida. S’ha efectuat en primer lloc una desacetilacié addicional del producte per
millorar-ne la reactivitat, i seguidament, s’ha sotmeés a una purificacid6 per millorar-ne
I’homogeneitat 1 la dispersabilitat. La desacetilacid es duu a terme en medi basic, i el
procediment de purificacio aplicat a continuacid, que ja havia estat posat a punt en el
laboratori, es basa en la dissoluci6é en medi acid del quitosa obtingut i la seva reprecipitacid
posterior per neutralitzacié.'” El producte sec resultant del tractament és una pols més

facilment dispersable en el medi de reaccid que el producte escamos original.

OH OH
. 0O NaOH 50% . 0
HO O+ % > HO O«
NHR [, N,, 100°C NHR [
quitosa comercial quitosa desacetilat
R: [ -COCH, 13% R [H
H -COCH; 0-5%

Figura 3.9. Desacetilaci6 del quitosa.

El grau d’acetilacié del quitosa obtingut s’ha estimat per RMN-'H i ha resultat ser en
tots els casos inferior al 5%, tot i que en determinades ocasions ha estat gairebé
inapreciable, tenint en compte el senyal a o 1,89 ppm, corresponent als protons del grup

acetil.

19 Senso, A., Oliveros, L., Minguillén, C., Carbohydr. Res., 2000, 328, 617-622.
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Figura 3.10. Espectre de RMN-"H de quitosa desacetilat (400 MHz, D,O+TFA, 20 °C).

Amb el quitosa desacetilat i reprecipitat s’han preparat tris(3,5-dimetilfenilcarbamat)
1 tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de quitosa (6 1 7), per addicié d’un excés de I’isocianat
corresponent. En aquest cas, I’excés d’isocianat utilitzat (6 equivalents per unitat de
glucosamina) és notablement major que I’emprat en preparar els derivats de cel-lulosa i
amilosa, donada la baixa reactivitat que presenta el quitosa. Els productes de reaccid es
sotmeten a rentats amb metanol i amb etanol en calent, i el derivat tris(3,5-
dimetilfenilcarbamat) es redissol en cloroform i reprecipita amb metanol, analogament al
procediment utilitzat per als derivats de cel-lulosa 1 amilosa. El derivat tris(3,5-

diclorofenilcarbamat) no es sotmet a 1’ltim pas de purificacid, donada la seva solubilitat.

OH =C= H
o R o ~N N=C=0 WN AN
I = R’ | TR
NH, L
n piridina anh., A
n (6) R=3,5-(CHz3),
(7) R=3,5-Cl,

Figura 3.11. Sintesi de derivats de quitosa homosubstituits.
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Per tal d’obtenir derivats de solubilitat més elevada es va procedir a reduir la mida
molecular del material de partida, a través d’un procediment d’hidrolisi parcial. E1 menor
grau de polimeritzacié hauria de conduir a productes més solubles que els obtinguts a partir
del quitosa original. El procediment aplicat, ja descrit, realitza una hidrolisi parcial en acid

« . 104
orto-fosforic.'

OH OH
. 0 H,;PO, 85% . 0]
HO 0 > H ¢}
NHR | © NHR [
R=-H 0 -COCH, =-H 0 -COCH,
n: ca. 400 8, n:ca. 15
9. n:ca. 7

Figura 3.12. Hidrolisi parcial de quitosa.'

Després de 4 setmanes, la dispersio inicial de quitosa ha passat a ser una dissolucio
viscosa, de la qual es precipita el producte per addicié d’etanol. S’obtenen dues fraccions
de grau de polimeritzacio diferent, en funcié de la seva solubilitat en aigua. La fraccid
soluble en aigua, de menor pes molecular, es recupera per precipitacio d’etanol. Hasegawa 1
col-laboradors van descriure un grau de polimeritzacid de 15 a 25 per la fraccio insoluble en
aigua, 1 cadenes d’entre 5 1 7 unitats per la fracci6 soluble. El rendiment global de la reaccid
¢s del voltant del 70%, la fraccié de quitosa no recuperada correspon a monomers de

glucosamina o oligdmers de molt baix pes molecular.

El protocol de preparaci6 de tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) 1  tris(3,5-
diclorofenilcarbamat) de quitosa es va aplicar a la fraccidé de quitosa insoluble en aigua,
majoritaria, amb resultats poc satisfactoris. Tot i ’excés d’isocianat amb que es va treballar
(6 equivalents per unitat de glucosamina), el grau de derivatitzacié del quitosa obtingut va
ser molt baix i com a conseqiiéncia, ¢és considerablement més elevada la presencia d’urea,

procedent de I’excés d’isocianat emprat en la reaccio.

1% Hasegawa, M., Isogai, A., Onabe, F., Carbohydr. Polym., 1993, 20, 279-283.
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El reduit grau de derivatitzacid assolit pel quitosa es va atribuir a la preséncia de
fosfats procedents del procés d’hidrolisi en el producte utilitzat. Aquestes sals son de molt
dificil eliminacié donada la gran capacitat quelant del quitosa,”* en la que es basen algunes
de les seves aplicacions.'” La quelacio, a més de reduir la reactivitat del polisacarid, podria
contribuir a la descomposicié de 1’isocianat, que estaria afavorida per la preséncia del fosfat

com a contraid.'?

En aquest sentit, en les reaccions amb isocianat de 3,5-diclorofenil es va detectar, a
més de la formacié d’urea, un segon subproducte que es va identificar com a N,N-bis(3,5-
diclorofenil)diazetidin-2,4-diona. La formaciéo d’una estructura ciclica d’aquest tipus
procedent de la descomposicié d’isocianats s’havia descrit anteriorment.'’*'*"'% En un
treball de Duff i col., es proposa un mecanisme per a la formacié d’un anell de 6 membres a
partir de 3 molecules d’isocianat, catalitzada per un acid de Lewis, i s’estén aquest
mecanisme a la formacid de diazetidindiones o uretidindiones. Un procediment patentat per
a la sintesi de poliuretans descriu la condensacié d’isocianats utilitzant com a catalitzador
un derivat de piridina. En el nostre cas, la piridina utilitzada com a dissolvent podria haver
facilitat la formacid del dimer d’isocianat, que es va identificar a través dels seus espectres

de masses i de RMN-'H.

/oa N A—N=Cc=0 Ar—(l?jc=o
S — |

— N=C= O=C=N—Ar
0 Ar—N=C=0 -

cl N~

o)_N cl Arg 0 /

K ¢l ‘/ o \Ar

Figura 3.13. Estructura quimica de la N,N-bis(3,5-diclorofenil)diazetidin-2,4-diona i
mecanisme proposat per a la seva formacio

19 Juang, R.S., Shiau, R.C., J. Membr. Sci., 2000, 165, 159-167.

1% Disteldorf, J., Huebel, W., Schmitz, K., Patent: Ger. Offen. DE 3739549 A1, 1989, 6 pp.

7 Duff, D.W., Maciel, G.E., Macromolecules, 1990, 23, 3069-3079.

1% Boutevin, B., Hugon, I.P., Pietrasanta, Y., European Polymer Journal, 1981, 17(7), 723-727.
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3.3. Caracteritzacio de derivats de cellulosa, amilosa i quitosa

Tot 1 que la identificacié qualitativa dels substituents incorporats en el polisacarid no
¢s problematica, 1’analisi quantitativa si és complexa, i a la vegada clau per a la
caracteritzacio d’aquests materials. La informacio aportada per I’espectroscopia d’infraroig
¢s de tipus qualitatiu. En els polisacarids de partida, la banda de tensié a la zona de 3300
cm” corresponent a I’enllag O-H (també N-H en el cas del quitosa), és molt intensa. Per
tant, la creixent substitucié dels grups hidroxil i/o amino s’hauria d’evidenciar amb una
disminucié en la intensitat d’aquest senyal. Malauradament, en el cas que ens ocupa la
substitucid per grups carbamat dona lloc a 1’aparicié d’una nova banda de tensié N-H a la
mateixa zona de ’espectre, impedint quantificar la derivatitzacido per aquesta via. No
obstant, a la zona de 1700 cm™ es detecta la banda de tensié de C=0, i al voltant de 1600
cm™, el senyal provenint dels dobles enllacos C=C aromatics, que permeten confirmar la

derivatitzacio sobre el polisacarid d’origen.

A diferencia de l'anterior, a partir dels espectres de ressonancia magnética nuclear de
proto es pot extreure informacid tant qualitativa com quantitativa. Cal tenir en compte que
pel fet de ser macromolécules, els polisacarids i els seus derivats sén poc solubles en la
majoria de dissolvents 1 donen lloc a dissolucions d’elevada viscositat. A més, ’escassa
mobilitat d’aquests polimers en dissoluci6 es reflecteix en temps de relaxacid spin-spin (T,)
curts, que originen bandes amples i poc resoltes en els espectres de RMN, fet que dificulta
la identificacié dels senyals. Per minimitzar aquest efecte, els espectres s’han adquirit a
temperatura elevada, 70 °C, utilitzant dissolvents d’elevat punt d’ebullicid, fonamentalment
piridina deuterada. A temperatures altes augmenta la mobilitat dels polisacarids i el T,, amb
el que s’aconsegueix millorar la resolucid de les bandes i es millora I’aspecte dels espectres.
Tot 1 aixi els senyals son encara amples, i en especial els dels protons de I’anell glucosidic,

m¢s afectats per la falta de mobilitat.

Prenent com a model I’espectre d’1, tris(3,5-dimetilfenilcarbamoil)cel-lulosa,
s’observen tres singulets entre & 2,04 i 2,10 ppm, corresponents als protons dels grups metil
dels substituents aromatics. Els tres senyals provenen de la derivatitzacid en les posicions 2,
316 de I’anell glucosidic, 1 aquest desdoblament es repeteix també per als altres senyals de

I’espectre. Entre 6 6,5 1 8 ppm es poden observar els senyals dels protons aromatics, 1 a
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desplacaments superiors a & 9 ppm les tres bandes dels protons NH de carbamat. Pel que fa
als protons de I’anell glucosidic, per la seva assignacié inequivoca s’han comparat amb els
resultats d’experiments de correlacié COSY 'H-'H realitzats anteriorment en el grup per

derivats de cel-lulosa analegs.

2,102

\\\A
N

Figura 3.14. Espectre de RMN-"H (300 MHz, piridina-ds 70 °C) del derivat de cel-lulosa 1.

Respecte als derivats d’amilosa i quitosa, la identificacid de senyals en 1’espectre de
RMN ha estat més dificultosa. Aquests derivats donen lloc a dissolucions més viscoses i a
bandes més amples en I’espectre, especialment per als protons de I’anell glucosidic. En
aquests casos s’han utilitzat dades bibliografiques 1 de compostos similars preparats en el
grup. En general s’observa que, per als derivats d’amilosa, els protons piranosics es troben
desplacats a camps més baixos que en la cel-lulosa, i aquest fet és més evident per al protd
del carboni anomeric que en I’amilosa passa a tenir disposicié equatorial (Figura 3.15). Els
derivats de quitosa també mostren desplacament dels seus protons glucosidics cap a camps
baixos, excepte el proté de C? vei al nitrogen, que es troba més apantallat que en els
derivats de cel-lulosa. L’assignacié dels protons dels substituents aromatics no presenta

diferéncies significatives respecte als derivats de cel-lulosa, tot i que en els derivats de
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quitosa la resolucid dels senyals acostuma a ser més baixa.

a)

Cc4g CH
T ‘ T T ‘ T
4.00 3.50
|
C*H
| ‘ | | | | ‘ | | | | ‘ | | | | ‘ | | ‘ | | | | ‘ |
6.00 5.50 5.00 4.50 4.00 350

Figura 3.15. Espectres de RMN-'H (300 MHz, piridina-ds 70 °C) dels tris(3,5-
dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa (a) 1 amilosa (b). Ampliacio de la zona dels protons de

’anell glucosidic.

Els espectres de ressonancia dels derivats de polisacarid també es poden utilitzar per
estimar el seu grau de substitucio. Tot 1 aixi, la limitada sensibilitat de la teécnica, la baixa
resolucid dels senyals d’interes 1 la interferéncia d’altres senyals (piridina, H,O) fan que no
sigui el metode d’eleccid per quantificar la derivatitzacid del polisacarid. Amb 1'objectiu de
calcular el grau de substitucid, s’escullen senyals aillats per facilitar la integracid. En
I’exemple de la figura 3.14, s’han integrat els singulets entre & 6,2 1 6,8 ppm com a
representants dels substituents aromatics, i la banda de C’H per als protons de 1’anell

glucosidic, al ser la més allunyada del senyal de 1’aigua.

Una darrera utilitat dels espectres de RMN de prot6 dels derivats de polisacarid és
verificar I’abséncia d’impureses en el producte, entenent com a tals les urees formades a
partir de 1’excés d’isocianat en la reaccio de sintesi. Els protons de les diferents urees

s’identifiquen facilment, doncs no es veuen afectats per I’eixamplament de senyals, 1 a més,
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al ser compostos simetrics, es poden detectar encara que estiguin en petites quantitats.

La técnica utilitzada en el nostre grup per determinar el grau de substitucid dels
derivats de polisacarid és 1’analisi elemental. El procediment que es segueix es basa en
calcular la composicid del derivat a partir del resultat de I’analisi, utilitzant una férmula

empirica del producte que es planteja de la seglient manera, prenent com exemple el

H
OH R cH,
o \n/
* (0]
OH CH,

compost 1:

unitat de glucosa grup 3,5-dimetilfenilcarbamat
C¢H,(Os CyH,,\NO
P 162 uma P 148 uma

CeH1oOs + (CoH (NO), -xH

on X representa el nombre de substituents 3,5-dimetilfenilcarbamat per unitat de
glucosa. En base a aquesta formula i amb els resultats experimentals de [’analisi

s’estableixen les equacions per al calcul de X.

%C =M100 o N =14—x100 o0 H =M100
162 +148x —x 162 +148x —x 162 +148x —x

En el nostre grup d’investigacid es va desenvolupar un programa informatic que
permet, seguint aquest metode, el calcul del grau de substitucid dels derivats de polisacarid,
fins i tot amb més d’un tipus de substituent.'” El programa té en compte ’error sistematic
en la determinacié analitica, que €s I’indicat en les especificacions de I’instrument utilitzat,
1 és +£0,3% quan el percentatge de 1’element és superior al 20%, +0,2% quan és entre el 6 1

el 20 % 1+0,1% quan el percentatge de 1’element és inferior al 6%.

19 Senso, A., Franco, P., Oliveros, L., Minguillén, C., Carbohydr. Res., 2000, 329, 367-376.
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Els g.s. per als derivats 1-4, 6 1 7 calculats a partir de les analisis elementals 1 dels

espectres de RMN-'H es mostren a la taula segiient.

Taula 3.1. Caracteritzacid dels derivats homosubstituits

Derivat ~ Analisi Elemental (AE) g.s.
%C %N %H  %Cl  Pm*  gs" RMN-'H

1 65,18 6,88 6,10 - 568,45  2,77+0,13 3,00

2 65,67 6,96 6,18 - 599,32 2,92+0,08 2,57

3 4336 5,64 2,66 29,00 701,56  2,87+0,13 2,67

4 43,16 5,60 2,75 29,27 700,62  2,87+0,13 2,50

6 62,33 8,70 6,17 - 551,91  2,64+0,31 -

7 41,26 7,12 2,46 29,31 713,94  2,93+0,02 -

 Pm, pes molecular per unitat de glucosa; ® g.s., grau de substitucio per unitat de

glucosa, essent 3 el valor maxim corresponent a la derivatitzacio dels 3 grups hidroxil .

En el cas dels derivats de quitosa 6 i 7, 1 posteriorment de 11 i 12, la baixa resolucid
dels senyals no va permetre el calcul del g.s. a partir de ’espectre de RMN-"H. Aquest es

va determinar Uinicament a partir de 1’analisi elemental.

3.4. Sintesi de 3,6-bis(arilcarbamoil) derivats de quitosa

A partir de quitosa Fluka desacetilat s’han preparat derivats disubstituits, que
conserven I’amina primaria en posicid 2 de I’anell glucosidic. Previ a la reaccid amb
isocianats, va caldre protegir aquesta funcid com a imina. Existeixen diversos exemples de
formacidé d’imines de quitosa, que utilitzen diferents aldehids, alifatics o aromatics.''° En el
nostre cas s’ha escollit el benzaldehid''"' i la reacci transcorre en metanol a temperatura

ambient. El benzilidenquitosa resultant és estable a I’aire 1 a temperatura ambient, pero ¢s

"0 Kurita, K., Progr. Polym. Sci., 2001, 26, 1921-1971.
""Moore, G.K., Roberts, G.A.F., Int. J. Biol. Macromol., 1981, 3, 337-340.
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insoluble en els dissolvents organics comuns. Degut a la seva insolubilitat no s’ha pogut
enregistrar I’espectre de RMN-"H. El producte, ja descrit, s’ha pogut caracteritzar per IR, a
través de la banda de tensid de I’enllag C=N, a 1640 cm'l, dada coincident amb la

bibliografia.''?

OH H OH

Y

HO O+« HO O+«
NH2 n MeOH N

Figura 3.16. Preparaci6 del benzilidenquitosa.

Les reaccions a partir de benzilidenquitosa s’han dut a terme en piridina. En aquest
cas, I’addici6 de I’isocianat corresponent s’ha fet amb un excés de 4 equivalents per unitat
de glucosa. Per obtenir els productes disubstituits, després d’aillar els arilcarbamats de
quitosa 1 eliminar les urees convenientment, s’ha desprotegit el grup amino per rentat del
material utilitzant una dissolucié aquosa acida (HCI 2N). El benzaldehid alliberat en la

hidrolisi s’ha eliminat efectuant rentats amb éter etilic, en el qual és soluble.

OH
% O R/\

HO O+ % N=C=0
N n —

| 2) HCI2N
11, R=3,5-(CHy),
12, R=3,5-Cl,

Figura 3.17. Preparacio de 3,6-bis(arilcarbamoil)quitosans.

La desaparici6 de la banda de I’espectre IR a 1640 cm” permet comprovar la

desproteccid del derivat de quitosa. La caracteritzacid per analisi elemental (AE) ha permes

"2 Fahd, A., Tirkistani, A., Polym. Degr. Stab., 1998, 60, 67-70.

66



Sintesi i Caracteritzacio de Derivats de Polisacarids

calcular un grau de derivatitzacid del quitosa superior al 75% dels grups hidroxil de 1’anell

de glucosamina.

Taula 3.2. Caracteritzacid de derivats de quitosa.

Derivat AE trobat g.s. AE calculat % mat.
%C  %H %N  %Cl %C %H %N  %Cl inorg.

6 62,33 6,17 870 - 2,64+0,31 64,96 6,33 924 - 4

11 50,32 538 7,27 - 1,49+0,03 61,24 641 9,12 - 20

12 31,33 2,32 547 - 1,68+0,30 44,75 3,39 7,84 24,72 30

g.s., grau de substitucio per unitat de glucosa; %mat. inorg., contingut estimat en matéria inorganica.
AE trobat, resultats experimentals de 1’analisi elemental; AE calculat, valors calculats per cada
element. Les dades de 6 s’inclouen a efectes comparatius amb els derivats 111 12.

Durant la caracteritzacio dels derivats disubstituits de quitosa per analisi elemental es
va observar que els valors experimentals de 1’analisi eren per tots els elements més baixos
del que seria esperable. Aquest fet es va atribuir a les propietats quelants del quitosa,
aportades pel grup amino de la seva estructura, que provoquen que el quitosa retingui amb

facilitat materia inorganica.

Per a calcular la composicidé dels derivats de quitosa s’ha plantejar una formula
empirica, semblant a ’exemple exposat pels derivats de cel-lulosa, que té en compte el
contingut residual del quitosa de partida en grups acetil. Per suprimir 1’efecte que la
presencia de materia inorganica té en la determinacidé experimental, s’ha introduit una
modificacié en les equacions per al calcul del g.s. Aixi, tot i que el contingut en materia
inorganica modifica els percentatges dels elements per separat, no modifica la relacié en
que aquests elements es troben en el compost en estudi. En base a aquesta propietat, les

equacions s’han expressat com a quocients entre dos elements.
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OH H

N CH

o \n/ 3

* -
HO 0, + 0 + COCH,
NH2
CH,
unitat de glucosamina grup 3,5-dimetilfenilcarbamat grup acetil
Pm= 161 uma Pm= 148 uma Pm= 43 uma

CeH 005 + (CoH (NO), + (C,H;0), -xH -yH

0% C = 12(6+9x+2y) 100

161+148x+43y—x—y

B 14(1+ x)
161+148x+43y—x—y

%

100

O F] = 11+10x+3y—x—y 100

T 161+148x+43y—x—y

%C  12(6+9x+2y) %C  12(6+9x+2y) %N 14(1+ x)
%N 141+ x) %H 11+10x+3y-x—y %H 11+10x+3y—-x—-y

A partir del valor obtingut pel g.s., 1 substituint a les equacions per cada element,
s’ha calculat I’analisi elemental teorica d’aquests compostos i posteriorment s’ha estimat el

seu contingut en materia inorganica. A aquest efecte, s’han utilitzat les expressions

segilients:

WNE
Yom.inorg. = LIOO D %E. = 0L cale
I+a P l+a
— %Ecalc
%ECXp

on a soén els grams de matéria inorganica continguts en (1+a) grams de producte i
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%Eexp 1 %Ecalc sOn respectivament els percentatges experimental i calculat d’un element
concret. Dels resultats obtinguts per als derivats 11 1 12, 1 per comparacié amb el derivat
trisubstituit 6, es desprén que el percentatge de materia inorganica és significatiu en els
derivats que conserven el grup amino lliure. Aquest fet dona suport a la idea de la
participacio de I’atom de nitrogen com a responsable de la capacitat quelant de quitosa i,

per tant, de la retencié de materia inorganica.

3.5. Sintesi de derivats heterosubstituits de cel-lulosa: dodecanoil/3,5-

dimetilfenilcarbamat

A partir de cel-lulosa microcristal-lina s’han preparat dos compostos procedents
d’una doble derivatitzacid. Aixi, préviament a la reaccié amb isocianat, s’han incorporat
grups dodecanoil en diferent proporcid. D’acord amb el procediment posat a punt en el
nostre grup per als undecenoil/arilcarbamats de cel-lulosa,'®" s’addiciona en primer lloc el
clorur de dodecanoil abans d’incorporar 1’isocianat de 3,5-dimetilfenil en excés, per
assegurar la derivatitzacio dels grups hidroxil remanents en el polisacarid. La quantitat de
clorur de dodecanoil utilitzada permet obtenir els derivats 13 i 14 amb una mitjana d’una

cadena 1 dues cadenes per cada 3 unitats de glucosa respectivament.

0]

OH CH
1) CH, R vAs
O Cl 10 9
HO O+« CH; + R N CH;
OH n 2) n \n/
N=C=0 0
H
CH,4 CH;

Figura 3.18. Preparacio dels derivats mixtes 13 i 14.

La caracteritzacié d’aquests productes s’ha dut a terme per IR, RMN 1 analisi
elemental. La informacid proporcionada per I’espectre IR ¢és de tipus qualitatiu, en
observar-se la intensitat relativa de les bandes corresponents a N-H (3300 cm™) i C-H

(2900 cm™) en els dos derivats, i per comparacié amb el derivat 1 (homosubstituit com a
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3,5-dimetilfenilcarbamat).
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Figura 3.19. Espectres d’IR. Part superior, espectre de tris(3,5-
dimetilfenilcarbamoil)cel-lulosa. Part inferior, espectres corresponents als derivats
heterosubstituits, 13 1 14, seccié de 1500 a 4000 cm’!

A Pespectre de RMN-'H s’observen els senyals corresponents als protons del grup
dodecanoil entre 6 0,9 1 2 ppm. L’elevat contingut de grups dodecanoil al derivat 14 fa
trencar ’equivaléncia magnética dels substituents dimetilfenilcarbamoil, originant-se
diversos senyals pels grups corresponents a les zones alifatica i aromatica. El grau de
substitucid del polisacarid en grups dodecanoil es pot estimar a partir de 1’espectre. En
aquest cas s’integren els senyals entre 0,9 1 1,8 ppm, corresponents als protons de les
posicions 3-12 del grup dodecanoil, és a dir, 21 protons, i es calcula el quocient entre

aquest valor i la integracio d’un proté de I’anell glucosidic.
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2,102

Figura 3.20. Espectres de RMN-'H dels derivats 1, 13 i 14 (300 MHz, piridina-ds, 70 °C).
S’assenyala amb una fletxa la zona corresponent als protons del grup dodecanoil, i amb
cercles, ’aparicié de noves bandes a 14.

El grau de substitucido es calcula de manera més precisa a partir de 1’analisi
elemental. Es confirma 1’esperat per als grups dodecanoil de 13 i 14 1 s’observa que la
derivatitzaci6é de 14 amb grups arilcarbamat és inferior als altres derivats del mateix tipus.
Aquest fet podria ser resultat de I’impediment estéric exercit per les cadenes dodecanoil,

que dificultaria d’accés de 1’isocianat als grups hidroxil del polisacarid.
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Taula 3.3. Caracteritzacio dels derivats heterosubstituits de cel-lulosa

Derivat ~ Analisi Elemental (AE) g.s.

%C %N %H Pm g.s. dodecanoil g.s. aromatic RMN-'H
1 65,18 6,88 6,10 568,45 - 2,77+0,13 -/3,00*
13 66,24 6,29 6,83 604,43 0,30+0,02 2,64+0,08 0,14/2,40
14 65,71 3,99 8,16 509,26 0,74+0,06 1,45+0,07 0,79/2,00

g.s., grau de substitucid per unitat de glucosa, essent 3 el valor maxim corresponent a la substitucié
dels 3 grups hidroxil d’una unitat. * S’expressa el g.s. en grups dodecanoil/g.s. en grups aromatics.

3.6. Sintesi d’altres derivats de cel-lulosa

Els derivats que s’inclouen a continuacio presenten diferents particularitats que els
van fer atractius per a una posterior aplicacié en cromatografia de repartiment centrifug
(CPC). Alguns d’ells responen a la necessitat d’obtenir compostos de major lipofilia, que
presumiblement serien més solubles en els dissolvents organics apolars d’is comu en CPC.
D’altres, en canvi, concretament 1’isonicotinat de cel-lulosa, es van considerar pel seu

caracter ionitzable i les seves possibles repercussions en la separacid.
3.6.1. Preparacio del tris(ciclohexilcarbamat) de cel-lulosa

El tris(ciclohexilcarbamat) de cel-lulosa ha estat I'inic derivat inclos en aquest estudi
que no presenta substituents de tipus aromatic. La seva preparacio havia estat recentment
descrita per Okanoto 1 col-laboradors, els quals el van aplicar en fases estacionaries quirals
per HPLC, obtenint resultats d’enantioselectivitat moderada a alta front a un nombre reduit
de raceémics, i tamb¢ va mostrar capacitat d’enantioreconeixement com a fase estacionaria

per CCF i en experiments de RMN-"H.'"?

113 Kubota, T., Yamamoto, C., Okamoto, Y., J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 4056-4059.
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Per a I’obtencié d’aquest derivat es va aplicar el meétode desenvolupat per als
arilcarbamats de cel-lulosa, reproduint I’excés d’isocianat necessari i el temps de reaccio, i
recuperant al final el producte de partida. Considerant la menor reactivitat dels isocianats
d’alquil front els d’aril, es va optar per allargar el temps de reaccid i incrementar la
quantitat d’isocianat addicionada. Aixi, la segiient prova va conservar 1’excés d’isocianat de
ciclohexil, perd es va mantenir a reflux durant 60 hores. Passat aquest temps s’observava
una proporci6 notable de producte en suspensio en el medi de reaccio, signe que s’associa a
I’escassa derivatitzacié de la cel-lulosa. Va ser amb la utilitzacid de 20 equivalents
d’isocianat per unitat de glucosa i amb un temps de reacci6 a reflux de 20 dies que es va
aconseguir dissoldre la totalitat de la cel-lulosa en el medi, acompanyat d’un increment en
la viscositat d’aquest. Tot i aixi, I’excés d’isocianat utilitzat va facilitar la formacié de gran
quantitat de subproductes, que van impedir el correcte aillament i purificacio del derivat de

cel-lulosa.

OH OR E
N=C=0 \n/
HO 0. > RO 0. 0
OH n DBTDL, piridina, A OR n

15

Figura 3.21. Preparaci6 del derivat 15.

En un treball que havia estat recentment publicat, Mormann i col. utilitzaven el
dilaurat de dibutilestany com a catalitzador en la sintesi del butilcarbamat de cel-lulosa,

114 .
Vista 1’escassa

associat a temperatures baixes per a reduir la formacié de subproductes.
reactivitat de 1’isocianat de ciclohexil, es va introduir 1’is del catalitzador per facilitar la
formacid del corresponent carbamat, i amb la mateixa finalitat, es va utilitzar un excés
d’isocianat de 6 mol per mol d’unitats de glucosa (Figura 3.21). Per contribuir a minimitzar
la formacié de subproductes, 1’addicié d’isocianat s’ha fet en 2 etapes espaiades entre si 60
hores 1 la temperatura de reaccid no ha sobrepassat els 70 °C. La reaccio s’ha prolongat

durant 10 dies, al terme dels quals s’observa dissolucié dels productes en la piridina 1

augment de viscositat del medi. El ciclohexilcarbamat de cel-lulosa s’ailla per precipitacid

4 Mormann, W., Michel, U., Carbohydr. Polymers, 2002, 50, 201-208.
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en metanol, sense participacid de 1’aigua a fi de limitar la formaci6 d’urea deguda a

hidrolisi de 1’isocianat en excés.

Tot 1 aixi, durant la purificaci6 de 15 es van detectar per CCF la formacié de
subproductes, que es van identificar per RMN-'H. A més de N,N’-diciclohexilurea, s’ha
identificat N,N’,N " ’-triciclohexilbiuret. En estudis anteriors en el nostre grup d’investigacid
es van detectar compostos amb aquesta estructura formats per trimeritzacié d’isocianats
d’aril, sempre en casos on s’utilitza un gran excés d’isocianat en la reaccio. Es va proposar
un mecanisme per a la formacid d’aquest tipus de compostos, on la formaci6 dels
subproductes s’inicia amb 2 molécules d’isocianat, i on no es contempla la participacié de
I’aigua fins el tractament final de la reaccio.'">'"” El mateix mecanisme pot també explicar

la formacié d’urees i azetidindiones, per tant suposa una alternativa al proposat per Arnold

et al'®.
i 0
— — C — — —
Ar—N=C=0 I\(? Cll\ll@ Ar—N=C=0 o ?r ﬁ@
‘/A Ar” \”/ SAr - > Ar/N\”/N\”/N\Ar
Ar—N=C=0 0 o) 0
\Hzo l H,0
I i
C—OH Ar C—OH
H | H | |
/N N N N N

No N |
H H
Ar” \”/ SAr N N N
0

Figura 3.22. Mecanisme proposat per a la formaci6 d’arilbiurets i arilurees.'"

"> Franco, P., Bonded chiral stationary phases for HPLC based on mixed 10-undecenoate/3,5-

dimethylphenylcarbamates of cellulose. Tesi Doctoral, Universitat de Barcelona, 1997.
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3.6.2. Preparacio del tris(bifenilcarbamat) i del tris(4-fenilbenzoat)de cel-lulosa

La inclusio d’aquests dos compostos de marcat caracter lipofil en I’estudi, persegueix
aconseguir selectors quirals de major solubilitat en dissolvents apolars, i ampliar amb
aquests el ventall de condicions cromatografiques en que es podrien aplicar els derivats de
cel-lulosa. Sumat a I’augment de la lipofilia, el grup bifenil, pel seu caracter voluminés i de
certa rigidesa, hauria de facilitar la disposicio estructurada de les cadenes de polisacarid en
I’espai. En els ultims anys, el 4-fenilbenzoat de cel-lulosa ha estat objecte d’estudis en que
se n’avaluava la capacitat de formar cristalls liquids. Es coneix que diversos derivats de
cellulosa presenten aquesta propietat, i els treballs de Terbojevich i col.''® indiquen que les
cadenes laterals de tipus 4-fenilbenzoil, pel seu efecte esteric, indueixen I’empaquetament i
I’estabilitzaci6 de la mesofase. Tot 1 aixi, no existeix cap referéncia respecte a

I’enantioselectivitat cromatografica d’aquest tipus de derivats.

En el moment en que es va plantejar el present estudi amb el bifenilcarbamat i el 4-
fenilbenzoat de cel-lulosa, no es disposava de dades cromatografiques que avalessin
I’enantioselectivitat d’aquests materials. Per aquest motiu, es va decidir preparar dues fases
estacionaries quirals (FEQ) per HPLC amb aquests selectors i avaluar-ne la capacitat de
reconeixement quiral front a una série de racémics.''” Es va utilitzar la metodologia de
fixacié de derivats de polisacarids sobre gel de silice desenvolupada en el grup, ''® i a tal
efecte es van preparar els derivats mixtes undecenoil/bifenilcarbamat de cel-lulosa 1
undecenoil/4-fenilbenzoat de cel-lulosa, aixi com el gel d’allilsilice. El selector quiral es va
unir covalentment al suport a través d’un procés radicalari descrit (Figura 3.23). L’estudi de
la FEQ de bifenilcarbamat de cel-lulosa en condicions de fase normal d’HPLC va
proporcionar resultats d’enantioselectivitat moderada front a diversos racémics de la série,

tant de tipus acid, basic, com neutre.

16 Terbojevich, M., Cosani, A., Focher, B., Gastaldi, G., Wu, W., Marsano, E., Conio, G., Cellulose,
1999, 6, pp. 71-87.
""" Yéfiez, A., Master Experimental en Ciéncies Farmacéutiques, Universitat de Barcelona, 2004.

"8 Oliveros, L., Lopez, P., Minguillon, C., Franco, P., J. Lig. Chromatogr., 1995, 18, pp. 1521-1532.
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OH 1 M
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Figura 3.23. Preparacio de les FEQ per HPLC corresponents als derivats 4-fenilbenzoat i
bifenilcarbamat de cel-lulosa segons la metodologia desenvolupada en el grup.

Pel que fa als dos derivats de cellulosa homogeéniament substituits,
tris(bifenilcarbamat), 16, i tris(4-fenilbenzoat), 17, la seva sintesi ha seguit la metodologia
aplicada per als derivats de cel-lulosa homosubstituits. En el cas de 16, s’ha detectat la
formacid de N,N’-bis(bifenilurea) a partir de 1’excés d’isocianat, que s’ha eliminat
mitjancant rentats del producte amb etanol calent. En la sintesi de 17 es detecta la formacid
d’acid 4-fenilbenzoic, que es va separar del producte en la primera etapa de purificacié per

rentats amb metanol.

OH OR H
N=C=0 \wr
N ° . R R0 O
HO o~ O+« » RO ~
n piridina, A
16
(0]

*

OH O cl
O,
%
HO o
OH n YT
p1r1d1na, A

Figura 3.24. Sintesi dels derivats 16 1 17.
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3.6.3. Preparacio del tris(isonicotinat) de cel-lulosa

L’isonicotinat de cel-lulosa presenta unes propietats diferencials respecte a altres
derivats de polisacarid. L’abséncia de substituents en 1’anell aromatic elimina I’efecte
d’impediment esteric que aquells podien produir en la interaccié amb els analits. L’anell de
piridina, de caracter m-deficient, pot influir també en ’enantioselectivitat mostrada pel
derivat, i més encara quan en condicions acides, es pot protonar I’atom de nitrogen, donant

lloc a una possible diferent interaccid entre selector 1 enantiomer.

Es disposava de dades prévies del comportament d’aquest selector 1 del nicotinat de
cel-lulosa, utilitzats en fases estacionaries quirals per HPLC. En condicions de fase normal,
ambdds van mostrar una enantioselectivitat moderada front alguns dels racémics assajats,
especialment derivats benzoilats d’aminoacids. Tot 1 aixi, el seu camp d’aplicacid era més
reduit que el d’altres selectors com els 3,5-diclorofenil- o 3,5-dimetilfenilcarbamats i
benzoats.”> En qualsevol cas, i tocant a la seva possible aplicacié en CPC, ’isonicotinat de
cel-lulosa esdevenia d’interés per la possibilitat de protonar I’anell de piridina i I’efecte que
podia tenir millorant la solubilitat del selector, a més de la seva capacitat de reconeixement

quiral.

La sintesi d’aquest derivat de cel-lulosa es va dur a terme a partir d’Avicel 1 del

clorur d’isonicotinoil. Aquest no és comercial i es va preparar a partir d’acid isonicotinic i

clorur de tionil segons procediments descrits.''*'*°
COOH i Ox 0l
S
75N
cl cl
\ \
= >
N Z
Cl

Figura 3.25. Preparaci6 de I’hidroclorur del clorur d’isonicotinofl.

9 Spiith, E., Spitzer, H., Chem. Ber., 1926, 1477.
120 Charonnat, R., Harispe, M., Harispe, J.V., Chevillard, L., Bull. Soc. Chim. Fr., 1947, 339.
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Préviament a la seva addicid a la mescla de reaccio, va caldre activar el clorur d’acil

preparat. Aixd s’aconsegueix per reflux en el si de piridina durant 2 hores.'*

O Cl =z |
®
| N Ol INau
\ =
N
P > X
Ne A | B
o Cl
CI BCAS

Figura 3.26. Reactivitat del clorur d’isonicotinoil.

La dissolucié de I’agent acilant es va incorporar a la cel-lulosa, la qual s’havia
assecat préviament per azeotropia 1 dispersat en piridina. La purificacié del derivat que

s’obté s’efectua com en els casos precedents per precipitacio i rentats successius.

)
OH OR o
c® # cl o .
. O e, . R: N
HO o4, X - RO 0.
oH . OR n _N
19

Figura 3.27. Sintesi de I’isonicotinat de cel-lulosa.

3.6.4. Caracteritzacio dels derivats 15-17 i 19.

Els derivats de cel-lulosa sintetitzats es caracteritzen a partir dels seus espectres d’IR.
En el cas del 4-fenilbenzoat de cel-lulosa 17, la banda a 3300 cm™ corresponent a la tensié

de I’enllag O-H és poc intensa, indicant un grau de derivatitzacio elevat per aquest derivat.

Els espectres de ressonancia de protd s’han adquirit en piridina-ds a 70 °C excepte
per al compost 19, que en dimetilsulfoxid-ds ha donat lloc a una dissoluci6 relativament poc
viscosa. Tot i aixi, en tots els casos s’han obtingut espectres amb senyals amples que han
dificultat la identificacio, especialment per 15 1 19. En el cas de 15 cal afegir que, degut al
baix grau de derivatitzacid aconseguit, els senyals corresponents als protons dels grups

ciclohexil sén poc intensos. Les limitacions en resolucid i intensitat han impedit una
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estimacié aproximada del grau de substituci6 dels derivats 15-17 i 19 per RMN-"H.

Per al calcul del g.s. s’han utilitzat les dades de 1’analisi elemental. Els resultats
obtinguts es resumeixen en la taula segiient i entre ells destaca el baix grau de derivatitzacid
assolit per 15, atribuible a 1’escassa reactivitat de 1’isocianat de ciclohexil, tal com s’ha

comentat anteriorment.

Taula 3.4. Caracteritzaci6 dels derivats de cel-lulosa homogeniament substituits

Derivat ~ Analisi Elemental (AE)

%C %H %N Pm g.s.
15 49,12 6,66 3,57 219,04  0,46+0,13
16 71,62 4,98 5,58 698,25  2,75+0,07
17 74,15 4,86 - 551,70  2,16+0,05
19 56,70 4,27 7,62 377,77  2,05+0,02

Pm, pes molecular per unitat de glucosa; g.s., grau de substitucid per unitat
de glucosa, essent 3 el valor maxim.

3.7. Preparacio de derivats de quitosa oligosacarid

La utilitzacio6 del quitosa de cadena curta ha respost a la necessitat d’obtenir derivats
que fossin solubles en dissolvents polars o fins 1 tot en dissolucions aquoses, amb la
intencio d’utilitzar-los com a selectors quirals en electroforesi capil-lar. Els derivats de
quitosa de cadena llarga preparats, incloent-hi aquells amb el grup amino lliure, s’havien
mostrat especialment poc solubles en els diferents dissolvents estudiats. Per aquest motiu es
van preparar diversos arilcarbamats, tots ells conservant I’amina primaria en posicio 2 de
I’anell, a partir de quitosa format per cadenes de 4 a 10 unitats de glucosamina. El producte

de partida es comercialitza desacetilat, en forma de lactat, i amb un contingut teoric del
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60% de quitosa base.

El lactat de quitosa oligosacarid es va sotmetre en tots els casos a una primera
reaccid de proteccid del grup amino a través de la formacid d’una imina. La reaccio es va
dur a terme amb un excés de benzaldehid, en el si de metanol a temperatura ambient ' i la

formacid de I’ N-benzilidenquitosa 10b es va controlar per CCF.

OH

HO O~

Figura 3.28. Sintesi de I’ N-benzilidenquitosa.

L’aillament del producte va presentar més dificultats que el seu equivalent de major
pes molecular, 10a, ja que 10b s’hidrolitzava amb la humitat ambiental i amb el contingut
en aigua dels dissolvents utilitzats. Aixi, no va ser possible 1’aillament i purificacid a través
de filtrat i rentats amb metanol, i tampoc amb etanol/dietilamina, amb el que es pretenia
facilitar I’eliminaci6 de 1’acid lactic. Finalment, es va optar per evaporar el cru de reacci6 a
pressid reduida i purificar el producte mitjangant rentats amb éter etilic, dissolvent amb el

que s’aconsegueix eliminar el benzaldehid en excés i I’acid lactic.

La caracteritzaci6 de 1’ N-benzilidenquitosa 10b es va poder dur a terme per RMN-'H
en DMSO-dg, a diferencia de 10a que va resultar insoluble en els dissolvents usuals. A
I’espectre s’observa un senyal a 6 8,2 ppm corresponent al protd de la funcié imina, i els
senyals a 6 7,5 1 7,7 ppm corresponents als protons de ’anell aromatic, que indiquen la
derivatitzaci6 del quitosa. Tot 1 ser oligosacarids, de pes molecular molt inferior als
polimers estudiats fins ara, les bandes de 1’espectre de ressonancia continuen essent amples,
especialment les dels protons de 1’anell de glucosamina, que no s’han assignat
individualment. Es més, en aquesta zona de 1’espectre alguns senyals es troben desdoblats,
el que es pot atribuir als diferents entorns trobats per cada anell de glucosamina. La

longitud de les cadenes del quitosa de partida (unes 8 unitats de glucosamina de mitjana,
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front a les 400 unitats del quitosa Fluka) i la dispersi6 de pes molecular ja mencionada
originen una diversitat d’entorns que trenca 1’equivaléncia magnética entre els protons dels

diferents anells glucosidics.

A través de 1’espectre d’IR s’identifica la banda a 1640 cm™', corresponent a la tensi6

de I’enllag C=N, i indicativa de la derivatitzacio del quitosa.

Figura 3.29. Espectres d’IR i RMN-"H del compost 10b, N-benzilidenquitosa. S’han
assenyalat les bandes que identifiquen el grup imina.

A partir del quitosa protegit 10b es van preparar els derivats 4-metilfenilcarbamat,
(20), 3,5-diclorofenilcarbamat (21), 1 3,5-dimetilfenilcarbamat (22), per reaccié amb els
isocianats corresponents en exces i en el si de piridina anhidra. Els carbamats de quitosa es
van aillar per precipitacid en aigua i posteriors rentats. Durant el procés de precipitacio es
va produir la hidrolisi del grup N-benziliden, amb el que es recuperava el carbamat de
quitosa amb el grup amino lliure. Seguidament, rentats exhaustius amb una barreja
d’hexa/acetat d’etil (70:30) aconseguiren eliminar el benzaldehid i els subproductes de la

reaccio, identificats com les urees corresponents a cada isocianat utilitzat.

81



Sintesi i Caracteritzacio de Derivats de Polisacarids

OH R N=C=0 OR

| AN E R
O ~
o ol 2 ¢ © g \H:Zj 20 R'- 4-CH,
H * RO O« 0 _ .
N n  piridina NH, ~ 21R'=3,5-Cl,

| : A B 22 R'=3,5-(CHs),

Figura 3.30. Esquema general de la sintesi dels derivats de quitosa 20-22.

Els productes 20-22 es van caracteritzar a partir dels seus espectres d’infraroig,
ressonancia de prot6 i les seves analisis elementals. Els espectres de RMN-"H, realitzats en
DMSO-ds o en piridina-ds a 70 °C, han aportat poca informacié degut a la poca resolucio
dels senyals obtinguts. A partir de I’espectre d’IR s’han identificat les bandes corresponents
a la tensio de I’enllag C=0 a la zona de 1700 cm™ i s’ha detectat I’abséncia de la banda de
C=N a 1640 cm™, que respectivament indiquen la derivatitzacio assolida pel quitosa i la
desproteccié del seu grup amino. Entre 3300 i 3400 cm™ es pot observar la banda
corresponent als enllagos N-H i als O-H no derivatitzats. Per comparacié amb els derivats
de quitosa trisubstituits 6 1 7, s’observa que la banda de C=0O és més intensa en aquests
ultims 1 la banda de N-H 1 O-H és menys intensa, com correspon al seu major grau de
derivatizaci6. La quantificacié del grau de substitucio (g.s.) dels derivats 20 a 22 s’ha dut a

terme per analisi elemental, utilitzant les equacions mencionades anteriorment.

Taula 3.5. Caracteritzaci6 dels derivats de quitosa oligosacarid

Derivat  Caracteritzacié per Analisi Elemental (AE)

%C %H %N Pm g.s.
20 52,64 4,95 8,04 473,65  2,34+0,11
21 4434 334 6,83 486,74 1,56+0,21
22 58,64 6,20 8,27 527,66  2,48+0,47

Pm, pes molecular per unitat de glucosamina; g.s., grau de substitucid per
unitat de glucosamina, essent 3 el valor maxim.
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3.7.1. Determinacio del grau de polimeritzacio del quitosa oligosacarid i els seus

derivats per EM-MALDI-TOF

Tal com s’ha comentat, el quitosa utilitzat per preparar els derivats de cadena curta es
comercialitza com a oligosacarid, en forma de lactat, i amb un grau de polimeritzacid sense
concretar. Amb 1’objectiu de caracteritzar millor aquest material, aixi com els derivats que
es prepararien a partir d’ell, es va dur a terme D’analisi del producte per HPLC 1
posteriorment per espectrometria de masses MALDI-TOF, a fi de conéixer la dispersi6 de
pesos moleculars que el constituien. Els productes estudiats van ser, a més del lactat de
quitosa comercial, el 3,5-diclorofenilcarbamat de quitosa 21 i el 3,5-dimetilfenilcarbamat

de quitosa 22.

Mitjangant la purificacié per HPLC del lactat de quitosa es pretenia separar les
cadenes de diferent longitud que el constituien, a més d’alliberar-lo de 1’acid lactic. A partir
de les fraccions de quitosa purificat, s’havia de simplificar ’analisi per EM MALDI-TOF i
es podria assignar a cada pic en el cromatograma la seva massa corresponent. Amb aquest
proposit, en una columna cromatografica de tipus C18 (15 cm x 0,46 cm) es va injectar el
producte, dissolt en H,O acidificada amb TFA, i es va eluir amb un gradient de 0 a 100%
H,O/ACN+TFA. Es va obtenir el cromatograma que es mostra a la figura 3.31, on
s’observa un pic majoritari a #z 7,7 min. Davant la possibilitat que aquest englobés cadenes
de quitosa de diversa longitud, es va modificar el gradient, utilitzant de 0 a 50%
H,O/ACN+TFA. Amb aixd va millorar la separacido d’alguns pics minoritaris, perd no
s’aconsegui desdoblar el majoritari, que va augmentar la seva retencié fins a 9,7 min.
Davant del resultat obtingut, es va optar per realitzar I’analisi per espectrometria de masses

MALDI-TOF del producte de partida.

Pel que fa al compost 21, en la seva analisi per HPLC utilitzant un gradient de 50 a
100% H,O/ACN+TFA es va detectar un pic majoritari (#z 4,8 min), corresponent al 3,5-
diclorofenilcarbamat de quitosa. Per al derivat de quitosa 22 es van detectar dos pics,
corresponents al derivat desitjat (zz 4,7 min) 1 a la urea subproducte de la reacci6 (z 10,8
min). (Figura 3.32). La identificaci6 de les urees es va fer per comparacié amb els
cromatogrames de patrons de N,N’-bis(3,5-diclorofenil)urea (zz 15,3 min) i N, N -bis(3,5-
dimetilfenil)urea (#z 10,9 min) cristal-litzades dels quals es disposava en el laboratori. Els

productes 21 i 22 es van injectar repetidament, recollint I’eluat corresponent al pic del
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derivat de quitosa en fraccions que posteriorment es van evaporar a pressio reduida, amb

I’objectiu d’analitzar el residu solid obtingut per EM MALDI-TOF.
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Figura 3.31. Cromatograma corresponent a la separacio del lactat de quitosa comercial per
HPLC. Columna C18 (15 x 0,46 cm), gradient 0 a 100% H,O/ACN +TFA.
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Figura 3.32. Cromatogrames corresponents a la purificacio dels derivats de quitosa 21 (a) i
22 (b), i cromatogrames patrd de N,N’-bis(3,5-diclorofenil)urea (c) i N,N -bis(3,5-
dimetilfenil)urea (d). Columna C18 (15 x 0,46 cm), gradient 50 a 100% H,O/ACN +TFA.
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L’analisi per EM-MALDI-TOF del lactat de quitosa comercial va permetre
caracteritzar les cadenes de polisacarid que el formaven. Les mostres es van preparar per
dissolucid del producte en aigua acidificada amb TFA. La matriu emprada va ser I’acid 2,5-
dihidroxibenzoic (DHB). Els primers experiments es van realitzar amb la matriu ACH, pero
es va desestimar al no detectar-se amb claredat els senyals del producte. En els espectres de
masses realitzats amb DHB es van identificar cadenes de quitosa de diferent longitud, des
de 2 fins a 9 unitats de glucosamina. Tot 1 que les quantificacions per aquesta técnica no
son del tot acurades, ja que els diferents compostos d’una mescla poden tenir mes o menys
facilitat per assolir el detector en funcido del seu pes molecular, sembla ser que els
components majoritaris del quitosa comercial serien les cadenes d’entre 3 1 4 unitats de
glucosamina. Pel que fa al grau d’acetilacid, es van detectar amb una intensitat molt baixa
els senyals corresponents a cadenes de 5 a 8 unitats glucosidiques contenint una unitat N-
acetilada. Tenint en compte la diferéncia d’intensitats respecte els senyals corresponents al
quitosa no acetilat, i que aquest grup no es va poder detectar en els espectres de RMN-'H,

es va considerar el percentatge d’acetilacid com a inapreciable.

4700 Reflector Spec #1[BP = 326.4, 5817]
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Figura 3.33. Espectre de masses MALDI-TOF del lactat de quitosa comercial. Matriu
DHB.
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Taula 3.6. Assignacid dels senyals de I’espectre EM MALDI-TOF del lactat de

quitosa
Quitosa Massa calculada Massa calculada Massa experimental
(m/z) +Na' /K" (m/z) (m/z)

(Glu-NH,), 340,1482 363,1780 363,1871

(Glu-NH»); 501,2170 524,2068 524,2638

540,1807 * 540,2353

(Glu-NH,)4 662,2858 685,2756 685,3365

701,2495° 701,3102

(Glu-NH,)s 823,3546 846,3444 846,4098

862,3183° 862,3820

(Glu-NH,)s + (N-AcGlu-NH) 866,3730 889,3628 888,4194

(Glu-NH,)s 984,4234 1007,4132 1007,4800

1023,3871 1023,4507

(Glu-NH)s + (N-AcGlu-NH) 1027,4418 1050,4316 1049,4741

(Glu-NH,); 1145,4922 1168,4820 1168,5425

1184,4559 ° 1184,5046

(Glu-NH,)7 + (N-AcGlu-NH) 1188,5106 1211,5004 1210,5342

(Glu-NHa)s 1306,5610 1329,5508 1329,6154

(Glu-NH)s + (N-AcGlu-NH) 1349,5794 1372,5692 1371,5988

(Glu-NH,)o 1467,6298 1490,6196 1490,6700

(Glu-NH;),,, nombre d’unitats de glucosamina; (N-AcGlu-NH),, nombre d’unitats d’N-
acetilglucosamina; *, 1’i6 que acompanya el quitosa és K, en la resta de casos és Na".

Posteriorment es va realitzar I’espectre MALDI-TOF del 3,5-diclorofenilcarbamat de
quitosa (Figura 3.34). Els senyals detectats corresponien a un producte amb una
derivatitzaci6é inferior a la que s’esperava, tenint en compte els resultats de 1’analisi
elemental. Aixi, el grau de substitucio per grups 3,5-diclorofenilcarbamoil en les cadenes de
quitosa de diferent longitud va ser inferior a 1 grup per unitat de glucosamina en gairebé

tots els casos. A la taula 3.7 es representa la possible correspondéncia entre els pics trobats i
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les masses dels diferents derivats de quitosa.

Pel que fa al 3,5-dimetilfenilcarbamat de quitosa 22, el seu analisi per EM-MALDI-

TOF no es va dur a terme. Tenint en compte que el seu # en la purificacié per HPLC era

molt similar al del compost 21, es va esperar un grau de derivatitzacid igualment baix per

als dos compostos.
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Figura 3.34. Espectre de masses MALDI-TOF obtingut per al 3,5-diclorofenilcarbamat de

quitosa 21, matriu DHB.

Taula 3.7. Assignacio probable dels senyals de 1’espectre EM MALDI-TOF del 3,5-

diclorofenilcarbamat de quitosa

3,5-diclorofenilcarbamat de Massa calculada

Massa experimental

quitosa (m/z) (m/z)
(Glu-NH,); + (CLLFC); 1065,118 1069,0479
1088,1708 * 1083,0112
(Glu-NH,)4 + (CLLFC), 850,2528 847,9350
873,2426 ° 869,0403
(Glu-NH,)4 + (CLLFC), 1038,2198 1037,0941
1061,2096 * 1069,0479
(Glu-NH,)4 + (CL,FC); 1226,1868 1223,0508
1249,1766 * 1244,0884
(Glu-NH,)s + (CLL,FC), 1034,3114° 1034,0878
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(Glu-NH,)s + (CLFC), 1199,2886 1198,1210
1222,2784 ¢ 1223,0508
(Glu-NH,)s + (CLFC)s 1387,2556 1385,0602
(Glu-NH,)s + (CLFC), 1575,2226 1582,1548
1598,2124 ° 1590,6459
(Glu-NH,)s + (CLFC), 1360,3574 1358,1179
1383,3472° 1385,0602
(Glu-NH,); + (CLLFC), 1356,4490 * 1358,1179
(Glu-NH,); + (CLFC); 1709,3932 1707,1387
1732,3830 1729,1498

(Glu-NH,),,, nombre d’unitats de glucosamina; (CL,FC),, nombre de grups 3,5-
diclorofenilcarbamat; °, el quitosa esta acompanyat per 1’i6 Na'.

3.7.2. Aplicacio dels derivats de quitosa oligosacarid com a selectors quirals en

electroforesi capil-lar

Donada les caracteristiques dels materials obtinguts es va creure d’interés 1’aplicacio
dels derivats de baix pes molecular com a SQs en electroforesi capil-lar (EC). En aquesta
tecnica, el reconeixement quiral entre selector i enantiomers té lloc en fase liquida,
caracteristica que comparteix amb la cromatografia en contracorrent. Per tant, ’EC
representava la possibilitat d’obtenir dades prévies sobre 1’enantioselectivitat dels derivats
de polisacarid en dissolucid. A més, els arilcarbamats de quitosa preparats tenien un interes
addicional, en tractar-se d’un dels pocs exemples de derivats de polisacarids positivament

" : 1 i g 121,122
ionitzables que s’havien utilitzat com a SQs en aquesta técnica.

Les primeres proves realitzades es van dirigir a caracteritzar el lactat de quitosa i els
derivats preparats, pel que fa a la dispersié de pesos moleculars. Es va utilitzar un capil-lar
de silica (50 pm diametre intern x 64,5 cm longitud) recobert amb alcohol polivinilic

(PVA) a fi de minimitzar les interaccions entre el quitosa carregat positivament i els grups

121 De Boer, T., de Zeeuw, R.A., de Jong, G.J., Ensing, K., Electrophoresis, 2000, 21, 3220-3239.
122 Nishi, H., Nakamura, K., Nakai, H., Sato, T., Chromatographia, 1996, 43, 426-430.
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silanol de la paret del capillar. Com a electrolit es va emprar metanol al qual es va
addicionar un 1% de TFA 1 1% de trietilamina (TEA), donant lloc a un pH aparent de 1,96
que assegurava la protonaci6 dels grups amino del quitosa. La concentraci6 de les mostres
va ser 2 mg/mL, es va utilitzar polaritat positiva 1 deteccidé per UV. Els resultats no van
permetre la caracteritzacid dels diferents materials. Es van obtenir pics amb poca resolucio i
temps de migracio llargs, que eren poc reproduibles, i que es van atribuir a la possible

adsorcio del polimer a la paret del capil-lar.

Seguidament es van dur a terme els assajos de separacié d’enantiomers per EC
utilitzant els derivats de quitosa 21 i 22 com a SQs. Aquests estudis es van realitzar en el
marc d’una col-laboracié (Acci6 Integrada Espanya-Austria) amb el grup de recerca que
dirigeix el Prof. W. Lindner a D’Institute of Analytical Chemistry de la Universitat de
Viena. Aixi, durant una estada de dos mesos en aquest laboratori, es van realitzar en primer
lloc les proves de solubilitat pertinents i es va establir una concentracio de selector de 5,0
mg/mL per dur a terme els estudis. Es van utilitzar com electrolits metanol 1 barreges
metanol/acetonitril (50:50) on es van addicionar diferents proporcions d’acid acetic i TEA
per assolir valors de pH aparent de 7,4 1 7,8. Es va aplicar la técnica d’ompliment parcial
del capil-lar i polaritat negativa, per impedir interferéncies del selector quiral en la deteccid

dels analits per UV.

Els racémics escollits, de tipus acid, van incloure diversos aminoacids N-protegits
(N-acetil, N-dinitrobenzoil, N-benziloxicarbonil 1 Fmoc-aminoacids) 1 farmacs
antiinflamatoris de la familia dels acids arilpropionics (suprofen, fenoprofen, flurbiprofen,
ibuprofen, ketoprofen). Desafortunadament, 1’analisi dels diferents racémics en les
condicions mencionades no va donar lloc a la resolucié dels seus enantiomers excepte en el
cas del suprofen, en qué es va observar un principi de separacid, tot i que no va poder ser

optimitzada.
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mAL

Figura 3.35. Electroferograma corresponent a la separacio de suprofen. SQ 21 (5 mg/mL);
electrolit, metanol +120mM acid acetic +100mM trietilamina, pH 7,4.

Considerant les dades disponibles sobre el pes molecular dels selectors 21 1 22,
després del seu analisi per EM-MALDI-TOF, una de les possibles raons per la manca de
selectivitat d’aquests compostos en EC podria ser la seva manca d’helicitat. Tot i que no
s’havia pogut quantificar, els derivats de quitosa estarien formats majoritariament per
cadenes de 3 a 5 unitats de glucosamina derivatitzades, les quals podrien ser insuficients per
mantenir I’estructura secundaria helicoidal, fonamental en els derivats de polisacarids per al
fenomen de reconeixement enantioselectiu. Sumat a aquest fet, el baix nombre de grups

aromatics incorporats en el quitosa podria haver contribuit a la falta d’enantioselectivitat.
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Sistemes de Dissolvents per CPC, selectors i racemics

Sota aquest titol es recullen les diverses operacions previes a I’aplicacié d’un selector
quiral en cromatografia en contracorrent. A partir dels derivats de polisacarid preparats, cal
buscar els sistemes de dissolvents on tindra lloc la separacid, que hauran de ser compatibles
amb els selectors pel que fa a la seva solubilitat i viscositat. En segon lloc, cal seleccionar
els analits racémics i1 establir les condicions experimentals. I no menys important,
determinar les condicions d’analisi que permetran seguir el curs de les proves de CPC i

I’elaboracid posterior dels perfils d’elucid.

4.1. Sistemes de dissolvents i solubilitat dels derivats de polisacarids

En la cerca de sistemes de dissolvents per a CPC, les combinacions possibles son
gairebé il-limitades 1 es fa necessari un criteri de seleccid. En CPC convencional, la
solubilitat dels analits €s prioritaria, en tractar-se d’una técnica amb finalitat preparativa.
Un cop seleccionat el bon dissolvent, caldra buscar combinacions amb un o més
components que donin lloc a sistemes bifasics, i1 ajustar-ne la composicid de tal manera que
els compostos a separar mostrin diferent distribucié en les dues fases. En CPC
enantioselectiva, és imprescindible que una de les fases del sistema de dissolvents
solubilitzi el selector quiral en concentracid suficient per permetre una capacitat de carrega
elevada 1 per afavorir I’enantioselectivitat. Per tant, la solubilitat del SQ és el punt de

partida per a la selecci6 del sistema de dissolvents.

Els polisacarids i els seus derivats, pel seu caracter macromolecular, son poc solubles
en la majoria de dissolvents organics, fet que ha dificultat la cerca de condicions i ha
resultat un inconvenient per la seva aplicacié en CPC. Durant el seu procediment de
purificacio, els derivats de polisacarid preparats en aquest treball van mostrar solubilitat en
tetrahidrofuran (THF) aixi com en dissolvents halogenats (cloroform i diclorometd). Els
ultims no s’han utilitzat en els sistemes per a CPC per consideracions mediambientals i de
tipus tecnic, al ser incompatibles amb alguns components de 1’aparell de CPC. Pel que fa al
THEF, la seva miscibilitat tant en aigua com en altres dissolvents organics 1’ha fet inadequat

a I’hora de construir sistemes bifasics binaris. Tot i aixi, cap al final d’aquest estudi s’ha
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inclos en sistemes ternaris de dissolvents (hepta/THF/aigua i DMSO/THF/aigua) en els

quals s’han mostrat solubles alguns selectors quirals derivats de cel-lulosa 1 amilosa.

A més, a part de la solubilitat, les combinacions de dissolvents han de complir altres
condicions. El sistema escollit ha de permetre la retencié d’una elevada proporcio de la fase
estacionaria dins la centrifuga. La relaciéo de volums de fase estacionaria respecte fase
mobil, favorable a la primera, €s un dels trets diferencials de la CPC respecte a I’HPLC, 1
en el qual es basa la consecucid de capacitats de carrega elevades. La retencidé de fase
estacionaria depen de les caracteristiques dels dissolvents escollits, perd també de factors
instrumentals com el disseny de ’aparell, la velocitat de rotacié i el flux que s’utilitza. En
segon lloc, els sistemes han de donar lloc a dues fases ben separades, que no s’emulsionin
en sotmetre’s a la for¢a centrifuga de I’aparell de CPC, fet que impediria I’estabilitzacid del
sistema cromatografic. Casos en qué els dissolvents implicats sén de densitat similar'> o de

124

tensio interfacial petita ~ afavoreixen la formaci6é d’emulsions i, en ocasions, 1’addicié del

SQ contribueix a I’emulsificacio.
4.1.1. Sistemes binaris de dissolvents

L’estudi dels derivats de polisacarids com a selectors quirals per a CCC es va
comengar amb sistemes bifasics de dissolvents formats per dos components, un dissolvent
organic 1 una dissolucié aquosa tamponada, incorporant el selector quiral a la fase organica.
Tots els sistemes es van preparar amb antelacio i1 es van deixar equilibrar, per saturar cada
fase amb la contraria. Seguidament, es va determinar la concentracié de saturacid dels
diferents SQs en cadascuna d’elles. L’escassa solubilitat dels derivats de polisacarid va
limitar el ventall de dissolvents aptes. Es van tenir en compte dissolvents lipofils, pero va
ser necessari cert grau de polaritat. Aixi, es van haver de descartar hepta, hexa, diisopropil
éter 1 tolue, tot 1 que en aquest ultim el 4-fenilbenzoat de cel-lulosa, 17, va mostrar una

solubilitat moderada (4,6 mg/mL).

12 Berthod, A., Schmitt, N., Talanta, 1993, 40, 1489-1498.
124 Ignatova, S.N., Maryutina, T.A., Spivakov, B.Y., J. Lig Chromatogr. Rel. Technol., 2001, 24,
1655-1668.
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Els millors resultats es van obtenir en MIBK. Excepte I’isonicotinat de cel-lulosa, 19,
tots els derivats de polisacarid estudiats s’hi van mostrar solubles en major o menor grau.
Els valors més baixos van ser els dels derivats de quitosa, especialment els 3,6-disubstituits.
Els derivats d’amilosa i cel-lulosa van mostrar major solubilitat, essent els compostos
dicloro-substituits més solubles que els analegs dimetil-substituits. Cal destacar el valor del
selector 3, tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de cel-lulosa, de 171 mg/mL, que va ser el més alt

de tots els determinats.

Taula 4.1. Solubilitat dels SQs (mg/mL) en sistemes binaris de dissolvents (fase

organica)
n° Selector quiral MIBK MTBE AcOEt 1-BuOH
1 DMEFC cel‘lulosa 7,5 4,0 4,0
2 DMFC amilosa 14,2 7,6 6,0
3 DCEFC cel‘lulosa 171,0 20,4 55,6 4.8
4  DCFC amilosa 37,8 25,5 36,5 34,0
6  DMFC quitosa 4,1 <1 <1
7  DCFC quitosa 8,1 <1 2,1
11  Bis(DMFC) quitosa 3,5 <1 4,9 3,5
12 Bis(DCFC) quitosa 2,7 <1 5,0
13 Dodec/DMFC cel-lulosa (gs 0,30) 9,0 6,0 5,8
14 Dodec/DMFC cel-lulosa (gs 0,70) 17,0 12,8 9,2
15 Ciclohexilcarbamat de cel-lulosa 5,41 3,53 9,56
16 BFC cellulosa 32 <1 1,2 1,9
17 4-FBZ cel-lulosa 8,6 5,4 6,4 2.8
19 Isonicotinat cel-lulosa <1 <1 <1 <1

DMFC, tris(3,5-dimetilfenilcarbamat); DCFC, tris(3,5-diclorofenilcarbamat); Dodec, dodecanoat;
Bis(DMFC), 3,6-bis(3,5-dimetilfenilcarbamat); Bis(DCFC), 3,6-bis(3,5-diclorofenilcarbamat);
BFC, bifenilcarbamat; 4-FBZ, 4-fenilbenzoat.

La solubilitat dels dodecanoil/dimetilfenilcarbamats de cel-lulosa 13 i 14 es va
comparar amb la del derivat homogeniament substituit 1. La millora de la solubilitat en

dissolvents organics a través de la introduccio de grups dodecanoil era un dels objectius de
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la seva preparacio. Les dades obtingudes en MIBK i més tard en MTBE van avalar
I’acompliment de 1’objectiu, 1 es va observar com la solubilitat incrementava a major

proporci6 de grups dodecanoil en la cadena de cel-lulosa.

Pel que fa al comportament dels selectors en metil #-butil éter (MTBE), seguien la
mateixa tendéncia observada en utilitzar MIBK, pero amb valors de solubilitat inferiors, fet
que s’atribueix a la menor polaritat del MTBE. Per als derivats de quitosa 6, 7, 111 12 1 per
als derivats de cel-lulosa 16 1 19 es van determinar valors de solubilitat en MTBE inferiors

a 1 mg/mL.

Respecte als derivats de quitosa 11 i 12, es va intentar modular la seva solubilitat a
través de la ionitzacié de 1’atom de nitrogen en el grup amino de la seva estructura. Amb
aquesta fi es a determinar la solubilitat en els dissolvents organics, saturats previament amb
dissolucions aquoses tamponades a pH 6,0 1 8,0. Tot 1 aixi, els derivats de quitosa no van
experimentar diferéncies en la solubilitat o en el repartiment, en comparacié amb 1’us de
dissolvents saturats amb dissolucions a pH neutre. Malgrat que D’aplicacié d’aquests
materials hauria estat d’intercs pel paper que hauria pogut jugar el grup amina primaria en
la seva estructura, la baixa solubilitat demostrada va fer ajornar el seu estudi posterior en

CPC fins poder trobar dissolvents adequats.

En base als resultats obtinguts, es van seleccionar com a sistemes de dissolvents
binaris per a dur a terme els assajos en CPC els formats per MIBK, MTBE o acetat d’etil en
la fase organica i, dissolucions aquoses tamponades d’acetat amonic o de fosfat sodic, a

diferents pH (Taula 4.2) en la fase contraria.

En els sistemes destinats al mode pH-zone-refining de CPC es va utilitzar aigua com
a fase mobil. A fi de controlar el pH durant els experiments, es van addicionar agents de
retencid a la fase estacionaria i agents de desplagament a la fase mobil. La seleccio dels
agents adequats i de la seva concentracid ha estat objecte d’una descripcié més detallada en

el capitol segiient (Apartat 5.2).
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Taula 4.2. Sistemes binaris de dissolvents

Fase estacionaria Fase mobil pH

MIBK Acetat amonic 0,1 M 6,0; 6,85; 8,0

MIBK Fosfat sodic 0,05 M 2,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0
MTBE Fosfat sodic 0,05 M 6,0; 7,0; 8,0; 9,0
Acetat d’etil Fosfat sodic 0,05 M 7,0; 9,0

Per als diversos sistemes implicats, es va comprovar que el selector quiral no
experimentava repartiment cap a la fase aquosa, mitjangant 1’analisi qualitativa per CCF de
mostres que contenien una aliquota de cada fase d’un sistema de dissolvents concret i on es
dissolia una quantitat de selector. Altres parametres a determinar abans de dur a terme els
experiments en CPC van ser el percentatge de fase estacionaria retinguda en la centrifuga 1
I’abséncia de formacié d’emulsions. Amb aquest objectiu, per a cada sistema de
dissolvents, sense SQ, es va omplir la centrifuga amb la fase estacionaria corresponent. Es
coneix que el volum de fase estacionaria retinguda es relaciona inversament amb el flux de
fase mobil, i directament amb la velocitat de rotacié de la centrifuga.'* Per tant, a partir
d’un flux establert a 3 mL/min, es va optimitzar la retenci6 de fase estacionaria ajustant la
velocitat de rotacié a la maxima que permetia mantenir la pressio del sistema cromatografic
per sota de 80 bar. Es va determinar 1200 rpm com a velocitat de rotacié Optima, excepte
per als sistemes que contenen MTBE, per als quals va ser de 1100 rpm. En aquestes
condicions, el volum de fase estacionaria retingut va ser al voltant del 75% del volum de la

centrifuga, i en cap cas es va detectar emulsificacio.
4.1.2. Cerca de sistemes ternaris de dissolvents

Posteriorment a 1’estudi dels sistemes binaris, es va plantejar 1’s de mescles
bifasiques de tres components. La introduccié d’un tercer dissolvent que modifiqués la
polaritat de les fases mobil i1 estacionaria obria noves possibilitats a la solubilitzaci6 de
selectors 1 al repartiment de racémics. Els sistemes ternaris considerats es poden agrupar en

dos tipus segons la participacié o no de 1’aigua, la qual influeix tant en el repartiment dels

125 Du, Q., Wu, C., Qian, G., Wu, P., Ito, Y., J. Chromatogr. A., 1999, 835, 231-235.
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analits com en I’establiment d’interaccions enantioselectives. L’aigua participa en la
solvatacio de SQs i enantiomers, pel que s’esperava que en un sistema organic/organic,
sense aigua, les interaccions i en tot cas I’enantioselectivitat mostrades podrien ser diferents
que en un sistema organic/aquods. Les mescles de dissolvents estudiades es recullen a la

taula segiient.

Taula 4.3. Sistemes ternaris de dissolvents

Dissolvent Proporcio
Hepta/1-butanol/acetonitril 40:20:36
Hepta/1-butanol/acetonitril 40:19:41
Hepta/1-butanol/etilenglicol 40:25:35
Hepta/tetrahidrofuran/H,O 5:35:60
Hepta/tetrahidrofuran/H,O 12:28:60
Tetrahidrofuran/DMSO/H,0 60:25:15
Tetrahidrofuran/DMSO/H,0 50:35:15
Tolue¢/acetona/H,O 40:40:20
MIBK/acetonitril/fosfat sodic 0,05 M 43:14:43

. ., . . . 126
Una classificacid dels sistemes ternaris, proposada per Foucault i col-laboradors,

n’estableix tres tipus segons la miscibilitat dels dissolvents participants.

- Tipus 0, que inclou els sistemes formats per tres dissolvents miscibles entre si, dos
a dos, pero que en determinades proporcions originen dues fases. A aquest tipus pertany el

sistema THF/DMSO/H,0.

- Tipus I, corresponent a dos dissolvents immiscibles 1 un tercer miscible amb els dos
anteriors. A aquesta classe pertanyen els segiients sistemes estudiats: hepta/THF/H,O,
hepta/l-butanol/acetonitril, hepta/1-butanol/etilenglicol, MIBK/acetonitril/solucié de fosfat

sodic 1 tolu¢/acetona/aigua.

126 Eoucault, A.P., Durand, P., Camacho Frias, E., LeGoffic, F., Anal. Chem., 1993, 65, 2150-2154.
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- Tipus II, corresponent a sistemes formats per dos dissolvents miscibles entre si 1 un

tercer immiscible amb els anteriors.

Per a la construccid d’aquests sistemes, s’han utilitzat diagrames ternaris de
dissolvents. En la representacié utilitzada es mostren les proporcions de dos dels
dissolvents, 1 la tercera s’obté per diferéncia. El diagrama inclou una corba que delimita una
zona interior, corresponent a les combinacions de dissolvents que donen lloc a dues fases.
Una recta que uneix dos punts oposats de la corba indica una se¢rie de composicions que
donaran lloc a un mateix sistema de dissolvents en equilibri, de manera que, quan per
construir el sistema s’escull un punt molt proper a la interseccié amb la corba, el que s obté

¢s una fase, saturada amb un petit volum de la contraria.

100 - 50
Hepta Tetrahidrofuran

90 + Tetrahidrofuran s T Dimetilsulfoxid
Aigua Aigua

40 -+

30 4

THF

25 +

DMSO

20 +

THF

Figura 4.1. Diagrames ternaris dels sistemes de dissolvents THF/DMSO/H,0 i
hepta/THF/H,0.
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Aquests diagrames'?’ ajuden a preveure la variacié de les propietats fisico-quimiques
d’un sistema de dissolvents a partir de modificacions de la seva composicio. Prenent com
exemple el sistema THF/DMSO/H,O (Figura 4.1), la direccio de les linies indica que per
augments en la proporcio6 de DMSO (pas d’una linia a la superior), la composicid en
equilibri de la fase més rica en THF variara poques unitats, per tant, el DMSO es distribuira
preferiblement cap a la fase aquosa. Per a ’aplicacio d’aquest sistema a CPC amb un SQ
com 19, altament soluble en DMSO, augments en la proporcio d’aquest dissolvent podrien

ser perjudicials, en afavorir el repartiment del selector cap a la fase aquosa.
4.1.3. Derivats de polisacarid en medi liquid: formaci6 de sistemes dispersos

L’addicié dels derivats de polisacarid als dissolvents mencionats pot donar lloc a
sistemes dispersos de diferent naturalesa. En la majoria dels casos es formen dispersions
col-loidals, les quals es caracteritzen per la distribucid6 homogenia de particules de solut,
d’una mida que oscil-la entre els 0,5 pm i 1 nm, en el dissolvent. A aquesta categoria

pertanyen algunes solucions de polipéptids, de dextrans i d’altres polimers.'**

S’han dedicat diversos treballs a I’estudi de I’estructura dels polisacarids 1 els seus
derivats en dissolucid, i coincideixen en qué rarament formen dispersions a nivell
molecular. Fins i tot a dilucions elevades persisteixen agregats supramoleculars, I’estructura
dels quals encara no es coneix del cert. Un treball de Schulz i col. déna suport a aquesta
hipotesi 1 proposa per a les particules col-loidals de cel-lulosa una estructura amb forma

d’estrella.'”

Les cadenes de derivats de polisacarid estarien associades lateralment, formant
un esquelet rigid que deixaria extrems més flexibles. El grau de substitucio i la naturalesa
dels substituents del polisacarid intervindrien en la rigidesa dels agregats 1 en la seva

solubilitat en dissolvents, essent menys solubles les estructures altament ordenades. Les

27 Sorensen, JM., Arlt, W., (Eds), Liquid-liquid Equilibrium Data Collection, Dechema,
Frankfurt/Main. Distribuit per Scholium International, Great Neck, NY. 1980.

128 p_ Bustamante en Tratado de Farmacia Galénica, C Fauli (ed), Luzan, 5, S.A. de Ediciones,
Madrid, 1993. Cap. 29, pp. 381-403.

1291, Schulz, B. Seger, W. Burchard, Macromol. Chem. Phys., 2000, 201, pp. 2008-2022.
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cadenes laterals curtes contribuirien a aquesta rigidesa, mentre que substituents de cadena

llarga facilitarien la dissolucié del derivat.

f _
~
A
I “}\

Figura 4.3. Model proposat per als agregats de cel-lulosa.'” L’estructura de ’esquerra és
una simplificacio on s han eliminat les cadenes flexibles, per fer més evident la forma
estrellada.

Alguns dels resultats de solubilitat obtinguts en el present estudi es podrien
relacionar amb el model de Schulz i col., com per exemple, ’escassa solubilitat en
dissolvents organics mostrada pel bifenilcarbamat de cel-lulosa 16, tot i el seu elevat grau
de derivatitzacio, 1 que es podria explicar si aquest derivat induis una estructura
supramolecular altament ordenada. En el cas dels derivats de cel-lulosa 1, 13 1 14, la
introducci6 de les cadenes dodecanoil en els dos ultims milloraria la solubilitat en

augmentar el grau de flexibilitat de 1’estructura.

La formacié de dispersions col-loidals té altres aspectes. Per una banda, son sistemes
inestables que tendeixen a [’agregacid. Per I’aplicacid cromatografica, la sedimentacid
progressiva de les particules de polisacarid podria ser problematica, tant des d’un punt de
vista técnic, per obstruccid dels conductes, com per al resultat de la separacid. A fi de
minimitzar aquests riscos, es va comprovar que en les diferents dissolucions preparades el
selector quiral polisacaridic es mantenia en suspensio durant un temps perllongat, que es va
establir en un minim de 3 hores en repos. La validesa d’aquest criteri es va confirmar en

I’aplicacio6 posterior d’aquestes dissolucions en CPC.
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D’altra banda, la formacié de dispersions col-loidals podria ser avantatjosa per a la
separacio. L’estudi dels derivats de polisacarid en HPLC enantioselectiva ha posat de
manifest que 1’estructura supramolecular té una funcio6 clau en el reconeixement. Aixi, les
fases estacionaries quirals on el derivat de polisacarid s’ha unit covalentment al suport de
silica mostren una enantioselectivitat lleugerament inferior a les fases de derivat de
polisacarid dipositat i aquest efecte sobre el reconeixement s’atribueix a una distorsio en
I’estructura secundaria helicoidal 1 per tant també en I’estructura terciaria del

d.'"%° La utilitzacid dels derivats de polisacarid en fase liquida implica una

polisacari
disminucié de 1’ordenament de la seva estructura supramolecular que podria afectar
I’enantioselectivitat de la mateixa manera. En aquest sentit, la formaciéo d’agregats
supramoleculars en les dispersions de polisacarids, que conservessin part de la seva
estructura terciaria, podria contribuir al fenomen d’enantioreconeixement en dissolucio.
Préviament a la seva aplicacié en CPC, dades procedents de 1’estudi d’alguns derivats de
cel-lulosa 1 amilosa en RMN indicaven que aquests compostos podien mantenir la capacitat

de discriminaci6 en un medi liquid."'
4.1.4. Solubilitat dels selectors quirals en sistemes ternaris de dissolvents

Un cop preparats els sistemes de dissolvents, en primer lloc es va determinar la
distribucié dels selectors mitjancant analisi per CCF. En els casos en qué es va observar
repartiment, es va ajustar la composicio del sistema de dissolvents fins aconseguir la
retencid en una sola fase. Un cop coneguda aquesta fase, es va determinar la solubilitat del

selector (Taula 4.4).

En el sistema hepta/tetrahidrofuran/aigua es va examinar la solubilitat 1 el
repartiment dels selectors 1 1 2. Es van seleccionar dues composicions, (5:35:60) i
(12:28:60), la segona, amb una fase organica més apolar pel major contingut en hepta.
L’analisi del repartiment dels selectors per CCF va mostrar retencié en la fase organica en
els dos casos, per tant, en cas d’aplicacié en CPC aquesta fase s’utilitzaria com estacionaria.

Ambdos sistemes mostraven bona separacié de fases i no formaven emulsions. Tot 1 aixi,

1 Minguillon, C., Franco, P., Oliveros, L., J. Chromatogr. A., 1996, 728, 415-422.
Bl'yYamamoto, C., Yashima, E., Okamoto, Y., J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 12583-12589.
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en incorporar-hi els selectors, 2 va provocar una emulsid que va resultar especialment
estable en el sistema (12:28:60), rad per la qual es va descartar 1’as del SQ 2 en
hepta/THF/aigua. Pel que fa al selector 1 la determinacio de la solubilitat en aquest sistema
ternari va donar valors superiors als aconseguits amb les mescles binaries (Taula 4.1), amb

especial mencié als 38 mg/mL en el sistema (5:35:60).

Taula 4.4. Solubilitat dels selectors (mg/mL) en sistemes ternaris de dissolvents

n’ Selector quiral Mescla ternaria Proporcio Fase Solubilitat
mg/mL

1 DMEFC cel-lulosa Hepta/THF/H,O (18:28:60)  Superior 9,2

1 DMEFC cel‘lulosa Hepta/THF/H,O (5:35:60)  Superior 38,0

2 DMFC amilosa Hepta/THF/H,0 (5:35:60)  Superior 10,0
16 BFC cel‘lulosa Hepta/1-butanol/ACN  (40:19:21)  Inferior 6,4
17  4-FBZ cel-lulosa Hepta/1-butano/ACN  (40:19:21)  Inferior 5,0
17  4-FBZ cel'lulosa Tolue/acetona/H,O (40:40:20)  Superior 4,6

19 Isonicotinat cel-lulosa DMSO/THF/H,O (35:50:15)  Superior 34,6

DMEFC, tris(3,5-dimetilfenilcarbamat); 4-FBZ, 4-fenilbenzoat; BFC, bifenilcarbamat.

El sistema THF/DMSO/H,O ¢és I'unic dels estudiats que va poder dissoldre
I’isonicotinat de cel-lulosa 19. Aquest s’havia mostrat soluble en DMSO, perd donada la
miscibilitat d’aquest dissolvent en aigua, va caldre incorporar un tercer component que
donés lloc a un sistema bifasic. La dissolucié de 19 va ser possible en la fase menys densa
de THF/DMSO/H,O (50:35:15) 1 (60:25:15), dels quals es va escollir el primer per
presentar una separacio de fases més rapida. No va ser possible incorporar una dissolucid
tamponada de fosfat sodic en substitucié de 1’aigua degut a la precipitacio dels fosfats en
contacte amb els dissolvents organics. Aquesta caracteristica impedeix el control de la
retencid d’analits ionitzables en el procés cromatografic, fet que limita considerablement
I’aplicabilitat del sistema de dissolvents, que no va ser considerat entre els d’eleccio. Per
dissoldre el compost 19 es va preparar un nou sistema ternari format per

hepta/butanol/etilenglicol (40:25:35), pero el selector va resultar-hi insoluble.
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30

Hepta
n-Butanol
Acetonitril

20 T

n-Butanol

Hepta

Figura 4.2. Diagrama ternari d’hepta/butanol/acetonitril

Pel que fa al sistema hepta/butanol/acetonitril (Figura 4.2), 1’abséncia d’aigua
ampliava el ventall d’analits utilitzables cap a aquells massa lipofils per distribuir-se cap a
una fase mobil aquosa. Aquests analits, incloent els no ionitzables com 1’0xid de trans-
estilbe o 1’alcohol de Pirkle, podrien experimentar repartiment entre les dues fases liquides
de naturalesa organica, condici6 indispensable per ser aplicats en CPC. D’altra banda, la
major accessibilitat dels selectors quirals en el medi organic, en no ser solvatats per
molecules d’aigua, podria modificar la seva enantioselectivitat. El sistema es va destinar als
SQs més lipofils, 16 1 17. Es van preparar dues barreges, utilitzant diferents proporcions
dels components (40:20:36) 1 (40:19:41), que no donaren lloc a emulsions, 1 de les quals es
va descartar la primera per produir repartiment dels selectors. La utilitzacié d’aquestes
condicions en CPC hauria conduit a la pérdua progressiva de SQ en la fase mobil durant
I’experiment, 1 a resultats no reproduibles. Situacions similars s’havien observat en
ocasions anteriors, en 1’us d’altres selectors quirals,” quan la polaritat de les dues fases del
sistema de dissolvents emprat era massa similar. Per resoldre aquest inconvenient es va

ajustar la composicié del sistema hepta/butanol/acetonitril a (40:19:21), amb la qual es va
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aconseguir confinar els selectors en la fase inferior. La solubilitat mostrada pels dos
derivats de polisacarid fou moderada, pero tot 1 aixi suficient per aplicar aquest sistema de

dissolvents a CPC.

4.2. Viscositat de les dissolucions de selector

Els polisacarids 1 els seus derivats, pel seu caracter macromolecular, sovint donen
lloc a dissolucions de viscositat elevada. En sén exemples les dissolucions en piridina o en
DMSO dels derivats de polisacarid, en que s’han enregistrat els espectres de ressonancia
magnetica nuclear. En aquest cas, la viscositat afecta la resolucié dels senyals de 1’espectre,
dificultant la caracteritzacio del derivat. Quant a la cromatografia en contracorrent, el fet
que un liquid tingui viscositat elevada el fa de dificil aplicaci6 com a fase mobil o
estacionaria. La técnica de CPC es caracteritza pel pas de la fase mobil liquida a través de
la fase estacionaria. La resisténcia que ofereix un liquid viscos a ser travessat per un altre
provoca un increment de pressio en el sistema cromatografic, que pot superar facilment els
limits acceptables per 'instrument de CPC. Per aquest motiu, és necessari congixer la
viscositat de les dissolucions que es pretén utilitzar. La viscositat augmenta amb la

concentracio d’aquestes dissolucions i, en cas que sigui massa elevada, caldra diluir-les.

En el present estudi s’han determinat les viscositats de les dissolucions/suspensions
de polisacarids preparades anteriorment a la concentracid de saturacio, entenent com a tal la
maxima quantitat de derivat que s’incorpora en el dissolvent i s’hi manté estable sense
decantar. Per fer-ho es va utilitzar un viscosimetre de tipus Cannon-Fenske i la féormula

segiient:

n=k-tD

on 1 representa la viscositat absoluta (cP), D ¢és la densitat de la dissoluci6é que cal
mesurar previament, t és el temps experimental (s) 1 k és la constant propia del viscosimetre

1 mesurada a 20°C.
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Els valors de viscositat obtinguts per als selectors en cada sistema de dissolvents es

presenten a la taula segiient:

Taula 4.5. Viscositat (cP) dels SQs a la concentracio de saturacid

o

. =@ g E 2 2 g
n Selector S < S i S A
1 DMEFC cel‘lulosa 1,12
3 DCFC cel‘lulosa 151,24 3,69 0,59 2,58
4 DCFC amilosa 7,58 4,36
13 Dodec/DMEFC cel, gs 0,30 1,42
14 Dodec/DMEFC cel, gs 0,70 2,27
15 Ciclohex. cel-lulosa 0,66 0,41
16 BFC cel‘lulosa 0,60 0,50 2,55
17  4-FBZ cel‘lulosa 0,63 0,48 0,41 3,43 0,70
19 Isonicotinat cel-lulosa 4,86

DMEFC, tris(3,5-dimetilfenilcarbamat); DCFC, tris(3,5-diclorofenilcarbamat); Dodec, dodecanoil,;
Ciclohex, ciclohexilcarbamat, 4-FBZ, 4-fenilbenzoat; BFC, bifenilcarbamat; MIBK, metil isobutil
cetona; THF, tetrahidrofuran; DMSO, dimetilsulfoxid; AcOEt, acetat d’etil; MTBE, metil fert-butil
éter. Es resalten en gris els valors de viscositat superiors a 4 cP.

Es va considerar que valors de viscositat superiors a 4 cP serien excessius per ser
utilitzats en CPC, en base a les dades disponibles de I’experiéncia del grup amb altres
selectors quirals. Per tant, aquelles dissolucions que superaven aquest valor es van diluir i la
seva viscositat es va mesurar, fins assolir viscositats compreses entre 1 1 2 cP. De cara a
I’aplicaciéd cromatografica, si es t¢ en compte que de la concentracié de SQ en la fase
estacionaria en depenen ’enantioselectivitat i la capacitat preparativa, amb la dilucié es
podria perjudicar la separacid, perd va ser necessari arribar a una situacié de compromis
que mantingués la pressid del sistema cromatografic dins els limits acceptables i assegurés

la major concentracid possible de selector participant en la separacid. Per aquest motiu es
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van seleccionar per a posterior aplicacié a CPC les concentracions de SQ que donaven lloc

a dissolucions o suspensions de fins a 2 cP de viscositat.

Taula 4.6. Viscositat dels selectors quirals a diferents concentracions

n’ Selector Dissolvent Conc. Viscositat
mg/mL cP

3 DCEFC cellulosa MIBK 171 151,24
85 31,57
60 13,92
40 5,79
20 2,12

4 DCFC amilosa MIBK 37,8 7,58
18,9 2,64
9,45 1,25

MTBE 25,5 4,36

12,8 1,02
6,40 0,78

19 Isonicotinat cel-lulosa ~ DMSO/THF/H,O 34,6 4,86

(35:50:15)*

17,4 1,96
8,7 1,32

DCEFC, tris(3,5-diclorolfenilcarbamat); THF, tetrahidrofuran, MIBK, metil isobutil
cetona; DMSO, dimetilsulfoxid; MTBE, metil fert-butil éter. Conc, concentracid del
selector.

A la Taula 4.6 es recullen els valors de viscositat mesurats per cada concentracio.
Les mateixes dades s’han representat en el grafic segiient (Figura 4.4) que mostra com la
relacid entre viscositat 1 concentracio €s creixent i no lineal. Es representa el cas de la

dissolucio de SQ 3 en MIBK.
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Viscositat en funcié de la concentracié
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Figura 4.4. Representacio de la viscositat de les dissolucions (cP) en funcid de la seva
concentracid en selector quiral.

4.3. Distribucio dels racémics

Un cop escollits els sistemes de dissolvents que s’utilitzarien en CPC, es va
determinar en ells la distribucid dels analits. La composicid d’un sistema ha de garantir el
repartiment dels compostos a separar entre les dues fases, considerant adequats els
coeficients de repartiment compresos entre 0,5 1 2. Una excessiva retencid dels analits en la
fase estacionaria allarga el temps de 1’experiment, mentre que analits molt afins per la fase
mobil tindran dificultats per interaccionar amb el SQ en la fase estacionaria, responsable
del reconeixement enantioselectiu. Per controlar la distribucid de selectors i racémics en la
mesura del possible, es pot ajustar finament la composicidé del sistema de dissolvents.
Aquesta accessibilitat de les fases mobil 1 estacionaria és un altre dels avantatges que

presenta la CPC respecte altres técniques cromatografiques.

La seleccié de racémics es va fer a partir de resultats previs de separacions
d’enantiomers per HPLC amb fases estacionaries quirals de derivats de polisacarids, que
van permetre triar una serie de compostos de caracter acid, basic 1 neutre (Figura 5.3). Es va
determinar el seu repartiment qualitativament, per CCF, i per alguns d’ells es va mesurar el

coeficient de repartiment Ky en els sistemes de dissolvents.
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Figura 4.5. Estructura quimica dels racemics escollits.

Per a la determinaci6 qualitativa del repartiment es va utilitzar el me¢tode d’extraccid
liquid-liquid"*? en tubs, tant en abséncia com en preséncia de selectors quirals, per detectar
possibles canvis en el repartiment induits per aquests ultims. Es van utilitzar els sistemes
binaris 1 ternaris descrits en I’apartat anterior, 1 per als binaris es van emprar com a fases
aquoses dissolucions de fosfat sodic i/o d’acetat amonic a diferents pH. En cap de les
mescles binaries utilitzades es va aconseguir el repartiment dels racémics neutres,
oxazepam 1 lorazepam, oxid de trans-estilbé (TSO) i alcohol de Pirkle (TFAE), que van
restar retinguts en les fases organiques. Per facilitar-ne la distribucid es va incorporar un
tercer dissolvent de polaritat intermitja, acetona o bé acetonitril, obtenint dos sistemes
ternaris, dels quals només MIBK/ACN/dissolucié 50 mM de fosfat sodic pH 7 (3:1:3) va

permetre el repartiment de I’oxazepam. En canvi, en els sistemes binaris es va observar

132 Berthod, A., Carda-Broch, S., J. Chromatogr. A., 2004, 1037, 3-14.
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repartiment dels analits ionitzables, controlable a través del pH de la fase aquosa. Els
resultats obtinguts per als racemics ionitzables en els sistemes MIBK/acetat amonic i
MIBK- i MTBE/fosfat sodic es resumeixen a la taula segiient, on s’observa que el
repartiment entre fases té lloc a pH on el grau d’ionitzacid dels racémics és molt elevat. La
ionitzacid dels analits feia preveure possibles interferéncies en la interaccid amb els
derivats de polisacarid seleccionats, tots ells de caracter neutre, pero la utilitzacio de fases
mobils més adients, que reduissin la ionitzacid, conduiria a la retencid dels enantiomers en
la fase organica estacionaria, allargant excessivament els experiments. De la determinacid
del repartiment en preséncia i en abséncia de selector quiral no es va apreciar cap diferéncia

significativa.

Taula 4.7. Repartiment dels racémics ionitzables en sistemes binaris

MIBK/AcONH;4 MIBK/fosfat MTBE/fosfat
Racemic pKa

pH6,0 68 80 20 70 90 20 7,0 9,0
Naproxen 4,2 O O R O R R O O R
DNB-leucina 3,3 @) R A O R A
Warfarina 5.1 O O R O O R 0] O R
Pindolol 8,8 A R R A R 0] A R 0]
Propranolol 9,5 A R O A R O

O, indica retencio en la fase organica; R, repartiment entre les dues fases; A, retenci6 a la fase
aquosa del sistema de dissolvents. AcONH,, dissoluci6 d’acetat amonic 0,1 M; fosfat, dissolucio de
fosfat sodic 0,05 M, als pH que s’indica.

Les condicions que produien el repartiment dels racémics entre fases es van tenir en

compte per als estudis posteriors en CPC.

Pel que fa al sistema ternari hepta/THF/H,O, 1’s de dissolucions tamponades no va
ser possible degut a precipitacié de les sals. En les proporcions (5:35:60), els raceémics
naproxen 1 warfarina es van retenir a la fase organica, mentre que pindolol 1 propranolol es
van distribuir entre les dues fases, amb preferéncia per 1’organica. En la proporcié
(12:28:60), només el pindolol va experimentar repartiment. Aquesta situacid es va repetir

en presencia del selector 1.
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En el sistema organic/organic, hepta/l-butanol/acetonitril, es van assajar els analits
no ionitzables, de caracter lipofil, TSO 1 TFAE, que no eren aptes per als sistemes aquosos,
aconseguint per a tots dos el repartiment entre fases amb les proporcions (40:19:41). Amb
aixo s’ampliava el ventall d’analits aptes per a I’estudi en CPC. També es va estudiar el
repartiment dels analits ionitzables warfarina, naproxen, pindolol i propranolol, que es van
distribuir entre les dues fases del mateix sistema, el que permetria estudiar aquests
compostos en estat neutre, sense la participacidé de 1’aigua, en la seva interaccié amb els
selectors derivats de polisacarid. L’ aplicacio dels analits no ionitzables en separacions en
CPC, utilitzant el sistema hepta/l-butanol/acetonitril s’ha dut a terme en la present Tesi

Doctoral.

La determinaci6 del coeficient de repartiment es va dur a terme per HPLC
enantioselectiu i per absorcid a I’'UV. A través del metode enantioselectiu per HPLC es va
mesurar el repartiment dels racémics pindolol, warfarina i naproxen en MIBK/fosfat sodic
0,05 M 1 MIBK/acetat amonic 0,1 M a diferents pH. L’experiment es va desenvolupar en
presencia i en abséncia de SQs per intentar avaluar la influéncia d’aquests en el repartiment
enantioselectiu. Les mostres, formades pels sistemes bifasics de dissolvents, I’analit i el SQ
es van preparar en tubs d’assaig segons el metode d’extraccio liquid-liquid ja mencionat.
Aliquotes de la fase organica i de la fase aquosa es van sotmetre a un tractament adequat
per ser analitzades per HPLC enantioselectiu, utilitzant condicions de fase normal. El
tractament va incloure una extraccio, en el cas de la mostra aquosa, i una evaporacié del
dissolvent, en el cas de la mostra de fase organica, abans de ser dissoltes en els dissolvents
de la fase mobil. La mostra provinent de la fase organica va necessitar una posterior
filtraci6 per tal d’eliminar el selector. Per 1’analisi per HPLC va ser precisa una fase
estacionaria quiral de 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa preparada anteriorment en el
nostre grup d’investigacio.””” Els K obtinguts, calculats a partir dels cromatogrames, es

mostren a la Taula 4.8.

La variacio de Kr amb el pH és especialment significativa en el cas del naproxen i la
warfarina. Quant a les diferéncies entre selectors, si bé se’n detecten algunes, no semblen
seguir un patr6 (Figura 4.6), com tampoc ho fan els valors de Ky entre els enantiomers.
S’observa que els valors de Kgpe sense SQ sén en general majors que els valors en
presencia de SQ. En I’tltim cas, la interaccid entre selector 1 analit provocaria que, en el

procés de filtracid a que es sotmet la mostra de fase organica, s’eliminés part de 1’analit
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juntament amb el SQ. Amb aix0, disminuiria la concentracio d’analit a la fase organica i,

per tant el valor de Kg.

Taula 4.8. Ky per als enantiomers i el racémic de pindolol, naproxen i warfarina

SQ1 SQ 13 SQ 14 no SQ
pH Krrae Kri  Krz Kgrae Kri Krz  Kgrae Kri Krz  Kgrac
Pindolol
2,0 0 0 0 0 0 0 0,07 0,06 0,08 O
6,0 1,06 0,96 1,19 2,11 236 1,86 1,49 1,55 1,42 0,49
6,85 1,29 1,60 0,95 3,12 355 268 0,79 0,79 0,79 3,27
7,0 3,27 3,92 2,66 1,24 1,34 1,14 1,35 1,24 1,46 1,58
Naproxen
6,8 28,81 28,23 29,39 28,30 27,86 28,74 29,06 28,28 29,86 53,09
7,0 12,97 13,01 12,93 13,20 13,21 13,18 12,10 12,09 12,11 15,49
8,0 2,36 2,35 238 2,18 2,15 222 292 294 291 7,07
9,0 1,98 2,02 1,93 248 246 2,50 227 227 236 2,85
Warfarina
7,0 68,33 65,22 72,03 66,08 62,64 69,97 69,45 64,35 75,28 105,50
8,0 11,39 10,88 11,96 9,54 9,11 10,01 11,35 10,71 12,07 34,02
9,0 10,96 10,59 11,35 11,52 11,15 11,92 10,83 10,40 11,28 1,94

Krre, Kri, coeficient de repartiment del racémic i dels enantiomers respectivament. Valors de
pH corresponents als sistemes de dissolvents segiients: MIBK/fosfat sodic 0,05 M (pH 2,0; 7,0;

9,0) i MIBK/acetat amonic 0,1 M (pH 6,0; 6,85; 8,0).
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Figura 4.6. Representaci6 dels Kg per a la warfarina racémica en els diferents sistemes de

dissolvents mencionats, en abséncia de SQ i amb els SQ 1, 131 14.
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En general, els Kr obtinguts pel metode d’HPLC, tot i que segueixen la variacid
esperada en funcié del pH, presenten valors molt elevats, si es t¢ en compte que 1’interval
de coeficients de repartiment dels analits que es considera adequat per als experiments de
CPC oscilla entre 0,5 1 2. Tot i aixi, quan es van dur a terme aquestes mesures de Kg, ja es
disposava de resultats de CPC que confirmaven la viabilitat dels experiments en alguns dels
pH estudiats, encara que el valor de Kg fos superior al considerat optim en separacions
convencionals. En aquest context, es va decidir considerar un meétode alternatiu de
determinacié de Kg, en que es va mesurar I’absorcié a 'ultraviolat de la fase aquosa dels
sistemes de dissolvents contenint 1’analit en estudi. Es va aplicar al pindolol racémic, en els
sistemes MIBK/fosfat sodic 0,05 M 1 MIBK/acetat amonic 0,1 M, a pH entre 6 1 7. Després
de construir les rectes de calibratge en cada sistema, es va mesurar 1’absorbancia de les
mostres problema i es va interpolar en la recta per con¢ixer la concentracié de pindolol en
la fase aquosa. El valor de Ky es va calcular a partir d’aquesta concentraci6 (Taula 4.9). En
comparar els resultats s’observa com Kg en abséncia de SQ continua essent més elevat,
perd les diferéncies entre selectors es fan més evidents, essent 14 el selector que produeix
major retencié de 1’analit en la fase organica, fet que es va atribuir a la lipofilia introduida
pel contingut en cadenes dodecanoil d’aquest derivat de cel-lulosa. Aixi mateix, es va
detectar una major retencié del pindolol en els sistemes de dissolvents que contenien acetat

amonic.

Taula 4.9. Ky de pindolol, mesurats per absorciéo UV (A 216 nm)

Selector quiral
Sistema de dissolvents

- 1 13 14
MIBK/acetat amonic 0,1 M pH 6,0 0,41 0,10 0,23 0,52
MIBK/acetat amonic 0,1 M pH 6,8 0,65 0,32 0,53 0,64
MIBK/fosfat sodic 0,05 M pH 7,0 0,58 0,15 0,49 0,51
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4.4. Determinacio de les condicions de control analitic

Per a seguir el curs dels experiments de CPC cal disposar d’un procediment analitic
que ens permeti determinar si es produeix o no separacié d’enantiomers. El control de les
separacions de CPC es va dur a terme de manera directa, mitjancant deteccié d’ultraviolat, i
addicionalment, de manera indirecta, per 1’analisi posterior de les mostres d’eluat recollides
per HPLC enantioselectiu. Amb I’analisi per HPLC es van solventar dos problemes, el
primer, de tipus tecnic: el senyal del detector UV utilitzat es saturava degut a les quantitats
elevades de racemic injectades. Aix0 originava pics de tipus “plateau”, que no permetien
distingir si es produia o no la separacid, o bé si aquesta era una separacid parcial
d’enantiomers. El segon avantatge de 1’analisi posterior és que permetia congixer quina era
la composicié enantiomerica de 1’eluat a cada temps durant d’experiment, possibilitat que
no oferia la deteccio directa per UV. A partir dels cromatogrames obtinguts de I’analisi per
HPLC, utilitzant les arees dels pics de cada enantiomer, es van construir els perfils d’elucid

per a cada assaig de CPC.

La naturalesa dels eluats provinents del CPC, aquosa en la seva majoria, es va tenir
en compte a I’hora de cercar el metode d’analisi. Aixi, en primer lloc es va intentar
desenvolupar metodes d’HPLC en condicions de fase reversa. Per als diferents racémics
participants en els estudis, i utilitzant una fase estacionaria quiral que contenia 3,5-
dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa com a SQ unit covalentment a gel de silice (FEQ 1, CSP-
100B en ref. 130), es van assajar diferents fases mobils d’acetonitril (ACN)/solucié aquosa
tamponada. L us d’ACN/acetat amonic 0,1 M va tenir resultats modestos tot 1 que a (20:80)
pH 6,0 es van resoldre els enantiomers de warfarina amb o 1,59. La fase mobil
d’ACN/perclorat sodic 0,1 M pH 7,0 va permetre la separacid parcial dels enantiomers de
pindolol i warfarina. Els millors resultats es van obtenir amb ACN/fosfat sodic 0,05 M a pH
2 per als analits acids 1 9 per als basics, addicionant a la fase mobil perclorat sodic 0,5 M
com a sal caotropica. A (40:60) ACN/soluci6 de fosfats es va resoldre el pindolol amb o

1,88 i la warfarina amb a 1,54, tot i aixi no es tractava de resolucions completes.

En base als resultats aconseguits, es va optar per les condicions de separaci6 en fase
normal, en hepta/2-propanol, que tot i permetre la separacio dels analits fins a linia de base,
van requerir un tractament de les mostres previ a 1’analisi. Les fases estacionaries quirals a
utilitzar es van escollir d’entre les preparades anteriorment pel grup, i incloien com a SQ
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3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa (FEQ 1 1 FEQ 2), un derivat de fenilalanina (FEQ 4)
1 3,5-dimetilfenilcarbamat d’amilosa (FEQ 5), tots fixats sobre gel de silice. L’excepcid va
ser el meétode d’analisi del diclorprop, per al qual es va utilitzar un SQ derivat de quinina
(FEQ 3) en condicions de fase reversa, evitant la manipulacié de les mostres aquoses

procedents dels assaigs de CPC.

H
OR \"/N CH;
Q RL: O
RO (o}
OR

FEQ-1, R=RI, R2

FEQ-2, R=R1 FEQ-3
H /
O,N N Si—
2 NS NN \
H
(6]
NO,
FEQ-4 FEQ-5,R'=RI

Figura 4.7. Fases estacionaries quirals per a I’analisi per HPLC

El tractament de les mostres d’eluat va consistir en una extraccid liquid-liquid,
utilitzant com a dissolvent organic una mescla hepta/2-propanol (80:20), i acidificant o
basificant convenientment les mostres, segons 1’analit, per facilitar I’extraccio. Per a I’eluat
dels assajos de CPC en hepta/butanol/acetonitril, la preparacié de mostres es va reduir a

I’evaporaci6 a pressio reduida d’una aliquota i redissoluci6 en la mescla hepta/2-propanol.
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Figura 4.8. Cromatograma corresponent a la separacid dels enantiomers del pindolol per
HPLC, FEQ 1, hepta/2-PrOH/DEA (70:30:0,2); propranolol, FEQ 2, hepta/2-PrOH/DEA
(90:10:0,2); i warfarina, FEQ 1, hepta/2-PrOH/TFA (90:10:0,5).
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Estudi dels derivats de polisacarids en CPC

5.1. Estudi en mode classic de CPC

Utilitzant els derivats de polisacarids preparats i aquells sistemes de dissolvents
determinats com a més adients en les proves previes, es van realitzar els primers
experiments en CPC emprant el mode classic, que implica el manteniment de les
condicions d’elucié constants durant I’assaig. Es van utilitzar els sistemes de dissolvents de
tipus organic/dissolucié aquosa tamponada. En aquestes condicions es van estudiar com a
selectors quirals els derivats de cel-lulosa, amilosa i quitosa homogéniament substituits 1-4,
6 1 7, els derivats mixtes de cel-lulosa 13 i 14, aixi com el derivat lipofil de cel-lulosa 16.
Posteriorment es va dur a terme ’estudi en condicions no aquoses del mateix selector 16,

emprant hepta/butanol/acetonitril com a sistema de dissolvents.

Per fixar la quantitat de racémic a injectar en cada experiment es va tenir en compte
no saturar en cap cas el selector quiral. Estudis anteriors de CPC amb selectors quirals de
baix pes molecular havien establert que la capacitat de carrega maxima en mode classic
corresponia a una relacidé molar (1:1) SQ:analit, utilitzant com a SQ un compost
d’enantioselectivitat elevada i que formava complexes 1:1 amb els enantidomers.** En el cas
dels derivats de polisacarids, el seu caracter macromolecular fa pensar que hi haura més
d’un lloc d’interaccié amb I’enantiomer per molecula. En un treball publicat per Okamoto 1
col-laboradors es va determinar estequiometria (1:1) (unitat de glucosa
derivatitzada:enantiomer) per aquests complexos, per técniques de RMN 1 utilitzant com a
SQ el tris(5-fluoro-2-metilfenilcarbamat) de cel-lulosa.'*® Davant la possibilitat de que
aquest resultat no sigui generalitzable a altres derivats de polisacarids o altres analits, en els
assajos de CPC s’ha situat la quantitat de racémic a injectar lluny d’aquest limit, fixant-se
en 0,16 mmol. Tenint en compte la quantitat de SQ que participa en les separacions, i el seu
pes molecular per unitat de glucosa derivatitzada, estimat en base a un grau de
polimeritzacio de 200 a 300 unitats glucosidiques, aquesta xifra proporciona una relacio

molar SQ:analit de I’ordre de (10:1) unitats de glucosa derivatitzada per molecula.

133 Yashima, E.; Yamamoto, C.; Okamoto, Y.; J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 4036-4048.
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Previ a I’aplicacio dels diferents SQs es van dur a terme assajos en blanc en que es va
determinar el temps de retenci6 dels racémics en els sistemes de dissolvents 1 pHs escollits
anteriorment, en abseéncia del selector. L objectiu d’aquests experiments era descartar de
manera rapida aquelles condicions on la retencié de ’analit fos excessiva, preveient que
aquesta retencié s’incrementaria en presencia del SQ. Aixi va succeir amb el racémic
oxazepam, que va presentar una retencio superior als 350 min en la fase estacionaria del
sistema MIBK/ACN/fosfat sodic pH 7. Aixo va fer descartar aquest analit per a posteriors
estudis. També es va descartar 1’us de la warfarina i el naproxen a pH <8.0 i del pindolol a
pH >8. En tots els casos es va observar, tal com s’esperava, una relacio directa entre el pH

de la fase mobil 1 la retencio dels analits.

5.1.1. Estudi dels derivats de polisacarids homogéniament substituits: SQs 1-4, 6i 7.

Les condicions cromatografiques en que es van utilitzar els selectors 1-4, 6 1 7es

resumeixen en la taula segiient.

Taula 5.1. Condicions experimentals en mode classic. SQs 1-4, 6, 7

n° Selector Sistema de dissolvents Conc ®
mg/mL  rpm
1 DMEFC cel‘lulosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 7.5 1200
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 4,0 1100
2 DMFC amilosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 7,50 14,0 1200
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 7,6 1100
3 DCFC cel‘lulosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 20,0 1200
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 20,0 1100
AcOEt/fosfat sodic 0,05 M 20,0 1200
4 DCFC amilosa MTBE/fosfat sodic 0,05 M Sist. inestable
6 DMEFC quitosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 4,1 1200
7 DCEFC quitosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 8,1 1200

DMFC, tris(3,5-dimetilfenilcarbamat); DCFC, tris(3,5-diclorofenilcarbamat); Conc,
concentracio de SQ a la fase estacionaria, ®, velocitat de rotacid. Flux, 3 mL/min;
mode descendent.
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Els primers estudis es van dur a terme amb el SQ 1 en MIBK/fosfat sodic a diferents
pH, a la concentracié de 7,5 mg/mL, mostrant-se enantioselectiu en la separacio del
pindolol a pH 7 (entrada 2, Taula 5.2 p. 127). Sobre el perfil d’elucié obtingut de 1’analisi
de les diferents fraccions recollides es va calcular un valor del factor d’enantioselectivitat,
a, de 1,39. Tot i aixi la resolucid dels enantiomers no va ser completa, calculant-se
modestos excessos enantiomerics entorn al 60% 1 el 40% en els maxims de cada pic eluit.
(Figura 5.1) Considerant la relaci6 molar SQ:analit, es podia descartar la saturacié del
selector. Una situacié similar s’havia observat anteriorment en el nostre grup
d’investigacio, durant I’estudi de SQs derivats de L-prolina en MIBK/fosfat sodic, on tot i
ser enantioselectius front a 3,5-dinitrobenzoil-DL-leucina, en cada pic eluia un percentatge
elevat de 1’enantiomer contrari.”’ La forma distorsionada dels pics respecte a la gaussiana
que seria d’esperar pot ser deguda als diferents processos que tenen lloc simultaniament en
la separacio. Per un costat, els relacionats amb el repartiment de 1’analit entre les fases
mobil 1 estacionaria, ja que es pot donar la distribucié de les formes ionitzades d’aquest cap
a la MIBK, dissolvent organic de polaritat considerable. Per 1’altre, els relacionats amb
I’associaci6d dels enantiomers 1 el selector quiral, la seva magnitud i enantioselectivitat. En
el cas d’un selector d’enantioselectivitat moderada a baixa i amb constants d’associacid
(K,) petites com sén d’esperar pels derivats de polisacarid, en la fase estacionaria organica
hi quedara una gran proporcié de I’analit lliure amb un ee baix. Aquest sera I’analit que es
repartira cap a la fase mobil i per tant, determinara I’excés enantiomeric de I’eluat. D’altra
banda, al pH considerat, la preséncia de formes neutres i ionitzades en equilibri pot suposar
un eixamplament dels pics. També contribueix a aquest fenomen 1'us de MIBK com a
dissolvent organic, ja que degut a la seva polaritat, establiria interaccions amb les molécules

de selector, que podrien dificultar la correcta interaccié amb els analits.

Per aprofundir en aquesta hipotesi, es va dur a terme la separaci6é del pindolol pel SQ
1 en un dissolvent més apolar. L’experiment en MTBE/fosfat sodic 0,05 M pH 7,0 va
resultar en una separaci6 parcial dels enantiomers del pindolol (entrada 3, Taula 5.2), amb a
1,23, perdo amb una millora considerable de 1’excés enantiomeéric (ee) que per al primer
enantiomer eluit (R) es va calcular en 71% en el maxim d’absorcio del pic. El valor d’ee per
al segon enantiomer (S) es va mantenir en el 40%. Cal dir que degut a ’escassa solubilitat
del SQ 1 en MTBE, la concentracid utilitzada en aquest cas va ser 4,5 mg/mL 1 la quantitat

de mostra es va reduir en conseqiiencia, injectant-se 0,08 mmol de pindolol.
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Figura 5.1. Perfils d’eluci6 de la separacid de pindolol amb SQ 1. a) 7,5 mg/mL SQ 1 en
MIBK/fosfat sodic 0,05 M pH 7, F= 3 mL/min, w= 1200 rpm (entrada 2); b) 4,5 mg/mL de
SQ 1 en MTBE/fosfat sodic 0,05 M pH 7, F= 3 mL/min, w= 1100 rpm (entrada 3). A
I’esquerra, perfils enantioselectius; a la dreta, perfils globals amb evolucié de I’ee durant
I’experiment.

El SQ 1 va mostrar una enantioselectivitat molt baixa front al propranolol en els
diferents pH assajats, tant en MIBK/fosfat sodic com en MTBE/fosfat sodic. El mateix va
succeir amb els racémics naproxen 1 warfarina, assajats aquests ultims a pH 9,0. L’elevat
grau d’ionitzacio dels analits en els valors de pH utilitzats podria haver afectat
negativament la separacid, al dificultar la interaccié entre 1’enantidmer ionitzat i el derivat
de cel'lulosa neutre. Malauradament, 1’as de fases mobils on la ionitzacidé de 1’analit fos
menor no va ser factible per 1’excessiva retencid d’aquest darrer en la fase organica.
Experiments de separacié del pindolol a pH 2,0 també van tenir resultat negatiu, refermant

la importancia del repartiment de I’analit en la separacio.

122



Estudi dels derivats de polisacarids en CPC

El 3,5-dimetilfenilcarbamat d’amilosa 2 va mostrar-se més soluble en dissolvents que
el seu analeg de cellulosa, pel que va oferir majors possibilitats d’aplicaci6. Als
experiments en MIBK/fosfat sodic a concentraci6 7,5 mg/mL es va afegir una altra série a
14 mg/mL, amb el que es podria valorar I’efecte de I’augment de concentracié de SQ sobre
I’enantioselectivitat. La solubilitat en MTBE va permetre assajar diferents racémics amb

una concentracié de SQ de 7,6 mg/mL.

Utilitzant MIBK/fosfat sodic 0,05 M a pH entre 6 1 9 en funci6é de I’analit, es van
injectar els racémics pindolol, propranolol, warfarina i naproxen, obtenint resultats negatius
en tots els casos. S’observa com, a diferéncia del SQ 1, el derivat d’amilosa no permet la
resolucio dels enantiomers del pindolol 1 només es detecten algunes fraccions enriquides
amb ee inferior al 20% en I’experiment a pH 7 (entrada 11). La repeticid dels experiments a
major concentracid de SQ, 14 mg/mL, no va millorar I’enantioselectivitat, confirmant-se
que la manca de resolucid no corresponia a un problema de saturacid de la fase

estacionaria.

El SQ 2 es va assajar en MTBE/fosfat sodic 0,05M amb els racémics pindolol,
naproxen, warfarina i DNB-leucina, mostrant-se enantioselectiu front als dos ultims.
Mentre que per la DNB-leucina es van obtenir resolucions molt baixes, la separacio de
warfarina, tot 1 ser parcial, va comptar amb valors d’ee del 80% per ambdos enantiomers 1
valors de a 1,39 (entrada 21, pH 8,0) i a 1,66 (entrada 22, pH 9,0) (Taula 5.2, p. 127).
Aquests resultats contrasten amb la manca d’enantioselectivitat expressada pel mateix
selector cap a la warfarina en MIBK, i fan palesa la importancia que té sobre

I’enantioselectivitat I’entorn on té lloc I’associacié SQ/enantiomers.
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Figura 5.2. Perfil d’elucid corresponent a la separacié de 50 mg de warfarina en
MTBE/fosfat sodic pH 8,0; SQ 2 7,5 mg/mL; F= 3 mL/min; w= 1100 rpm. (entrada 21).
Part superior, perfil enantioselectiu; part inferior, perfil global amb evoluci6 de I’excés
enantiomeric.

El 3,5-diclorofenilcarbamat de cel-lulosa (3) oferia com avantatge front als anteriors
selectors la possibilitat d’utilitzar-lo a una concentracié elevada i d’ampliar el nombre de
dissolvents aplicables en els sistemes bifasics. A més, en base a 1’experiencia prévia en
HPLC, aquest derivat de cel-lulosa hauria de presentar una capacitat de reconeixement
enantioselectiu comparable, en magnitud i quant a versatilitat, al 3,5-dimetilfenilcarbamat

d’amilosa i de cel-lulosa.®’

Per a la seva aplicaci6é en CPC es van seleccionar una amplia gama de racémics 1 tres
sistemes de dissolvents. En MIBK/fosfat sodic 0,05 M la solubilitat de 3 en la fase
estacionaria era especialment alta, de 171 mg/mL. La viscositat d’aquesta dissolucio era no
obstant elevada, fet que va condicionar 1 limitar la concentraci6 utilitzable del selector per

als experiments de CPC, que es va establir en 20 mg/mL. Aquesta va ser també la
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concentracio utilitzada en els sistemes MTBE/tamp¢ fosfat sodic i acetat d’etil/tamp6 fosfat
sodic. En tots ells, 1 ajustant el pH de la fase mobil per cada cas, es van assajar els racemics
warfarina, DNB-leucina, diclorprop 1 diversos compostos amb estructura
ariloxipropanolamina, donant lloc en el millor dels casos a un lleuger enriquiment
enantiomeric, com és el cas del pindolol (entrada 47, Taula 5.2) en MTBE/fosfat sodic a pH
7,0 o de la warfarina (entrada 53, Taula 5.2) en MIBK/fosfat sodic a pH 8,4. També es va
observar enriquiment en les fraccions dels experiments amb DNB-leucina tant en MIBK
com en MTBE. En tots els exemples la resolucié dels pics era molt baixa. Tant la cinética
de ’associacio selector/enantiomers, com 1’elevada ionitzacid d’aquests en el pH utilitzat,
aixi com I’eficiéncia moderada de la técnica de CPC es van considerar com a factors que

contribuien a I’amplada dels pics obtinguts.
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Figura 5.3. Perfils d’elucio corresponents als analits pindolol (a) i warfarina (b).
Experiments realitzats amb el SQ 3 (20 mg/mL) en MTBE/fosfat sodic pH 7,0 (a) o
MIBK/fosfat sodic pH 8,4 (b); 1100 rpm (a), 1200 rpm (b), mode descendent, 3 mL/min.

L’aplicacio d’acetat d’etil/fosfat sodic, condicions no utilitzades fins al moment, no

va afavorir I’enantioselectivitat del SQ 3. A més, degut a la progressiva hidrolisi de 1’acetat
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d’etil en el sistema cromatografic el pH de la fase mobil s’alterava, fet que produia canvis
en el repartiment dels analits 1 en conseqiiéncia en els temps de retencid. La manca de
reproductibilitat dels resultats va fer descartar aquest sistema de dissolvents per a estudis

posteriors.

L’escassa enantioselectivitat mostrada pel SQ 3 front als diversos racémics assajats
contrasta amb els resultats obtinguts amb el mateix selector en HPLC, on havia mostrat un
ampli camp d’aplicacio.”**’* En el cas de la utilitzacié del selector en CPC, dissolt en la
fase estacionaria, la perdua de part de I’estructura terciaria del polisacarid, que es considera

68,70

que podria jugar un paper important en el reconeixement enantioselectiu pot ser

responsable d’aquesta diferéncia.

Per I’estudi del 3,5-diclorofenilcarbamat d’amilosa 4 es va seleccionar el sistema de
dissolvents format per MTBE/fosfat sodic, donat que el derivat d’amilosa dimetil-substituit
2 havia mostrat millor capacitat de reconeixement en aquestes condicions. Es va utilitzar
una concentracié de 20 mg/mL de SQ en la fase estacionaria, a fi de fer-lo comparable al
SQ 3. Desafortunadament, la injeccié de racémics no es va poder dur a terme degut a la
manca d’estabilitat del sistema cromatografic. En sotmetre’s a la for¢a centrifuga, les dues
fases van donar lloc a una emulsio, amb el selector actuant com a surfactant. Tot i assajar
velocitats de rotacié compreses entre 1200 1 800 rpm 1 fluxos de 3 a 1,5 mL/min, no va ser
possible I’estabilitzacié de la fase estacionaria dins 1’instrument de CPC motiu pel que el

selector 4 es va haver de descartar.

Els derivats de quitosa trisubstituits, 6 1 7, presentaven com a limitacié la seva baixa
solubilitat en dissolvents. Els assajos preliminars havien determinat solubilitats en MIBK
de 4,1 mg/mL 1 8,1 mg/mL respectivament, mentre que els dos selectors eren insolubles en
MTBE. Els experiments en CPC van ser duts a terme, per tant, en MIBK/fosfat sodic 0,05
M a diferents pH, i donada la baixa concentracié de SQ 6 en la fase estacionaria, en els
assajos corresponents es van injectar 0,08 mmol de racémic. Com en els casos anteriors es
van utilitzar analits acids 1 basics, pero no es va aconseguir la resolucié dels enantiomers de

cap d’ells en les condicions utilitzades.

134 Chankvetadze, B., Kartozia, I., Yamamoto, C., Okamoto, Y., J. Pharm. Biomed. Anal., 2002, 27,
467-478.
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Taula 5.2. Separacions d’enantiomers en mode classic de CPC.

SQ Racémic F.est. pH Vi t t k’; k’; a

2° 1 pindolol MIBK 7,0 150 44 56 24 33 1,39
3 1 pindolol MTBE 7,0 142 38 43 1,37 1,69 1,23
21 2 warfarina MTBE 8,0 158 60 79 4,61 638 1,39
22 2 warfarina MTBE 9.0 158 38 56 2,55 423 1,66
47 3 pindolol MTBE 7,0 168 28 - 2,83 - 1,0

53 3 warfarina MIBK 8.4 153 46 95 2,74 6,70 2,44
56 3 DNB-leucina MIBK 7,0 157 44 48 3,0 336 1,12
57 3 DNB-leucina MIBK 9,0 153 28 32 1,27 1,60 1,26
59 3 DNB-leucina MTBE 7,0 168 23 31 2,15 325 1,51
30 13 pindolol MIBK 68" 150 103 115 6,74 7,64 1,13
31 13 pindolol MIBK 7,0 135 40 52 1,18 1,84 1,55
32 13 pindolol MTBE 7,0 150 22 26 0,65 095 146
34 13 warfarina MTBE 9,0 150 30 60 1,25 3,51 2,80
40 14  pindolol MTBE 7,0 144 25 27 0,63 0,76 1,21
42 14  warfarina MTBE 9,0 144 31 68 1,03 3,44 3,36

* Nombre identificatiu dels diferents experiments de CPC que es descriuen, correspon a I’ordre en
les taules de la part experimental; F. est, dissolvent a la fase estacionaria; pH, valor de pH de la fase
mobil: fosfat sodic 0,05 M excepte en (b), acetat amonic 0,1 M; ¥V, volum (mL) de fase estacionaria
retingut; #;, temps de retencid de cada enantiomer (min) corresponent a la maxima intensitat del pic;
k’;, factor de capacitat; a, factor d’enantioselectivitat.

5.1.2. Estudi dels dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa 13 i 14

La capacitat de discriminacié quiral dels selectors 13 1 14 en CPC es va comparar
amb aquella demostrada pel derivat de cel-lulosa homogeniament substituit, el tris(3,5-
dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa 1. Amb els selectors mixtes 13 i 14 es va millorar la
solubilitat en dissolvents organics en comparacié amb la del SQ 1 1 aixi es va poder
incrementar la concentraci6é de SQ participant en les separacions. Donada la relacié entre la
quantitat de selector 1 la capacitat de carrega, 1 que tal com s’ha comentat en la introduccid,

una major concentracié de SQ pot contribuir favorablement a I’enantioselectivitat, disposar
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de selectors més solubles hauria de millorar el resultat de les separacions cromatografiques.
Tot 1 aixi, els nous selectors incorporaven els grups dodecanoil, els quals podien afectar
I’enantioselectivitat del derivat de polisacarid en trencar la regularitat de 1’estructura
secundaria que s’aconsegueix amb una substitucié homogenia. Per avaluar els diferents
aspectes de la preséncia de cadenes alifatiques sobre el SQ es van utilitzar dos selectors
amb diferent proporcié de grups dodecanoil, 13 amb 1 cadena cada 3 unitats glucosidiques
derivatitzades, i 14 amb 2 cadenes cada 3 unitats, i es van aplicar en CPC en els dos

sistemes de dissolvents utilitzats amb el SQ 1.

Taula 5.3. Condicions experimentals en mode classic. SQs 13, 14

n° Selector Sistema de dissolvents Conc ®
mg/mL  rpm
13 Dodec/DMFC cel-lulosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 9,0 1200
(g.s. 0,30) MIBK/acetat amonic 0,1 M 9,0 1200
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 6,0 1100
14 Dodec/DMFC cel-lulosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 16,5 1200
(g.s. 0,70) MTBE/fosfat sodic 0,05 M 12,8 1100

Dodec/DMFC, dodecanoil/3,5dimetilfenilcarbamat. Conc, concentracié de SQ a la fase
estacionaria, o, velocitat de rotacid. Flux, 3 mL/min; mode descendent.

El SQ 13 es va assajar a la seva concentracio de saturacié en MIBK (9 mg/mL), i en
MTBE (6,0 mg/mL), utilitzant com a fase mobil fosfat sodic 0,05 M o bé acetat amonic 0,1
M, ajustant el pH en funcié de ’analit a separar. 13 va mostrar una enantioselectivitat
similar a la del derivat 1, doncs va permetre la separacid parcial dels enantiomers del
pindolol tant en els sistemes contenint MIBK com en MTBE ambdds a pH 7,0 (entrades 31
1 32 respectivament, Taula 5.2), tot 1 que la resolucid dels pics va ser més baixa que
I’obtinguda amb el selector 1. La naturalesa de la solucié tamp¢ utilitzada com a fase mobil
també va influenciar la separacio. Aixi, en experiments de separaci6 de pindolol realitzats
en condicions comparables, 1’acetat amonic 0,1 M (entrada 30, Taula 5.2) va donar lloc a
excessos enantiomerics més baixos i a temps de retencidé més prolongats que el fosfat sodic
0,05 M, caracteristiques que van fer que el primer es descartés com a fase mobil per a

assajos posteriors (Figura 5.4).

128



30

25

20

15

10

Estudi dels derivats de polisacarids en CPC

(a) (b)

25

——R

1|——S8

20 - —S

——R

15 A

10 A

5,

T T T T T T 0 T T T T * T

0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120
t (min) t (min)

Figura 5.4. Perfils d’eluci6 corresponents a la separacid de pindolol en (a) MIBK/acetat
amonic 0,1 M pH 6,8 1 (b) MIBK/fosfat sodic 0,05 M pH 7,0; SQ 13, 9,0 mg/mL en la fase
estacionaria; F= 3 mL/min; w= 1200 rpm.

En els experiments duts a terme en MTBE/fosfat sodic, el SQ 13 va produir una
separacio parcial de warfarina (entrada 34, Taula 5.2), amb un factor d’enantioselectivitat a
2,80 pero amb valors d’excés enantiomeric baixos al llarg de tota la separacid. Tot 1 aixi
representa una millora respecte a la utilitzacio en MIBK, on el SQ 13 no havia mostrat
enantioselectivitat front a warfarina, ni tampoc ho havia fet el SQ 1. L’entorn més lipofilic,
promogut pel MTBE en la fase estacionaria, hauria potenciat la interacci6 enantioselectiva

entre el selector i ’analit (Figura 5.5).

Gracies a la seva solubilitat, el SQ 14 es va poder utilitzar a concentracié de 16,5
mg/mL en MIBK 1 de 12,8 mg/mL en MTBE, valors que duplicaven i triplicaven,
respectivament, aquells assolits pel SQ 1 en cada cas. Es va seleccionar com a fase mobil
fosfat sodic 0,05 M i com a racémics, els injectats en I’estudi de 13: pindolol, warfarina 1
naproxen. Sorprenentment, a diferéncia dels derivats de polisacarid relacionats 1 1 13, el
selector 14 va mostrar enantioselectivitat nul-la front al pindolol en MIBK/fosfat sodic.
Tampoc es va observar reconeixement de la warfarina o el naproxen. En canvi, 1’aplicacio
en MTBE/fosfat sodic va portar a la separacié parcial dels enantidomers del pindolol i la
warfarina. Aquest fet recolza que tot i que un dissolvent polar com la MIBK facilita la
dissolucio de selectors 1 analits, la solvatacio d’aquests dificulta el procés de reconeixement

quiral. L’enantioselectivitat observada en el SQ 14 va ser en general inferior als dos SQ
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anteriors, excepte en la separacio de warfarina (MTBE/fosfat sodic 0,05 M, pH 9,0, entrada
42), en que es va registrar un valor de a significativament més elevat que amb el SQ 13 (a

3,36 front a a 2,80) en les mateixes condicions, mantenint-se la resolucio baixa.
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Figura 5.5. Separaci6 dels racémics pindolol (a) i warfarina (b) amb el SQ 13, 6,0 mg/mL
en la fase estacionaria del sistema MTBE/fosfat sodic 0,05 M; (a), pH 7,0; (b), pH 9,0; F=3
mL/min; w= 1100 rpm. A I’esquerra, representacié dels percentatges eluits de cada
enantiomer en funci6 del temps. A la dreta, perfil d’elucid.

En la comparacié dels perfils d’elucié del pindolol amb els tres selectors, 1, 13 1 14
(Figura 5.6) s’observa com en els dos ultims es produeix un increment en la retencid
inespecifica dels enantiomers, que es manifesta com un eixamplament dels pics 1 una cua de
producte racémic d’intensitat i durada considerables. La modificacié de la lipofilia de la
fase estacionaria deguda a la introducci6 de les cadenes hidrofobes en el selector quiral, aixi
com un augment de les interaccions no enantioselectives, probablement forces de van der

Waals entre selector i enantiomers, es presenten com els causants d’aquest efecte.
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Figura 5.6. Comparacio dels selectors 1, 13 i 14 en la separacio de pindolol racémic.
Perfils corresponents als assajos 3, 32 1 40, taula 6.2. MTBE/fosfat sodic 0,05 M pH 7,0; F=
3 mL/min; mode descendent; = 1100 rpm.

En base als resultats presentats fins ara, la incorporaci6é de cadenes dodecanoil en el
dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa ha estat satisfactoria ja que ’augment de solubilitat del
derivat ha permes incrementar la concentracid6 de SQ en el sistema cromatografic. No
obstant, ha tingut un efecte negatiu per I’enantioselectivitat que es manifesta especialment
en incrementar-se el g.s. per grups dodecanoil en el selector. Aixi, s’observa una relacid
inversa entre la proporcié de grups dodecanoil en el derivat de polisacarid i la capacitat de

reconeixement, fins a arribar a perdre’s en algun cas (pindolol) en el SQ 14.

La mateixa relacid s’havia descrit anteriorment per als derivats mixtes 10-
undecenoil/3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa, utilitzats com a fases estacionaries per
HPLC un cop fixats sobre gel de silice.'®! En aquell cas, la disminucié d’enantioselectivitat
es va atribuir a I’augment del grau de reticulacio dels derivats, que produia al seu torn una
distorsid en I’estructura helicoidal de la cel-lulosa 1 dificultava la correcta interaccié amb
els enantiomers. A fi de descartar que una distorsié similar s’estigués produint en els
selectors 13 1 14, es va dur a terme un estudi de dicroisme circular i es van comparar els

espectres obtinguts amb aquell del selector 1, de coneguda estructura helicoidal.
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Per tal de fer el més properes possible les condicions de registre dels espectres de
dicroisme circular a les condicions de CPC, es va intentar adquirir els espectres utilitzant
dissolucions dels SQs en MIBK, pero I’absorcié a I’UV a la zona de 4 200-220 nm d’aquest
dissolvent va resultar massa eclevada. En el seu lloc es va utilitzar tetrahidrofuran, dissolvent
en el que es trobaven descrits a la literatura els espectres de diversos derivats de cel-lulosa i
amilosa, entre ells el tris(3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa 1.'*> En aquest dissolvent,
els derivats 1, 13 1 14 es van dissoldre a la concentracié de 0,5 mg/mL. L’espectre del

1.'% Els selectors 13

selector 1 va resultar ideéntic al publicat anteriorment per Aburatani et a
1 14 van mostrar el mateix perfil d’absorcié a I’espectre que 1 (Figura 5.7), si bé per a 14 la
intensitat de la banda a 215 nm va ser inferior. En alguns treballs anteriors s’havia estudiat
I’efecte de la naturalesa dels substituents en I’espectre de dicroisme circular i en 1’estructura
ordenada dels derivats de polisacarid.'”*® Segons Kaida er al., el tipus de substituent en
posici6 6 de I’anell glucosidic afecta la conformacié dels derivats de cel-lulosa, de manera
que ’estructura més ordenada i, per tant, la intensitat maxima de 1’espectre es déna quan els
substituents son de tipus carbamat, com succeeix en el SQ 1. Amb els substituents de tipus
ester, cas dels grups dodecanoil, també s’obté una estructura superior ordenada, tot i que els
ponts d’hidrogen intramoleculars que 1’estabilitzen son més febles que amb els grups

carbamat, reflectint-se en una menor intensitat de 1’espectre. L’espectre obtingut amb el SQ

14 es correspon amb aquest comportament.

Fetes les consideracions sobre la diferéncia d’intensitat, el perfil amb un maxim a
215 nm 1 un minim a 245 nm es va mantenir en tots tres derivats, indicant que 1’estructura
helicoidal de 1 es conservava en els derivats mixtes 13 1 14 1 que probablement aquesta no
era la causa de la perdua d’enantioselectivitat. Per contra, ’impediment estéric introduit per
les cadenes hidrocarbonades podria ser responsable d’aquesta disminucid, en dificultar la
interaccio entre selector i enantiomers. El menor contingut de grups arilcarbamat, els quals
es consideren importants per al reconeixement enantioselectiu,’’’ podria haver afectat
també la selectivitat especialment en el derivat 14, que presentava un grau de substitucid

moderat de 1,45+0,07 grups 3,5-dimetilfenilcarbamat per unitat glucosidica derivatitzada

1% Aburatani, R., Okamoto, Y., Hatada, K., Bull. Chem. Soc. Jpn., 1990, 63, 3606-3610.
13 Kaida, Y., Okamoto, Y., J. Chromatogr., 1993, 641, 267-278.
137 Okamoto, Y., Kawashima, M., Hatada, K., J. Chromatogr., 1986, 363, 173-186.

132



Estudi dels derivats de polisacarids en CPC

front als 2,64+0,08 grups en el selector 13. La menor derivatitzacié del SQ 14 s’havia

atribuit també a I’impediment estéric ocasionat pels grups dodecanoil.

201 220 240 260 280
Wavelength (nm)

Figura 5.7. Espectres de dicroisme circular dels SQs 1, 13 1 14; 0,5 mg/mL en THF; cel'la
de 0,01 cm.

5.1.3. Estudi d’altres derivats de cel-lulosa

En el curs de la present Tesi Doctoral s’han preparat i caracteritzat altres derivats de
polisacarid I’estudi en CPC dels quals es troba en una fase menys avancgada, és el cas del
tris(bifenilcarbamat) de cel-lulosa 16. Altres derivats, en canvi, no han estat objecte
d’aplicacié6 en CPC per motius diversos. El ciclohexilcarbamat de cel-lulosa 15 es va
descartar degut al baix grau de derivatitzacié aconseguit. El seu baix contingut en grups
ciclohexilcarbamat, 0,43+0,13 per unitat glucosidica feia preveure una enantioselectivitat
baixa per aquest selector que a més, i conseqiientment, va presentar poca solubilitat en
MIBK i en MTBE. Pel tris(isonicotinat) de cel-lulosa 19 es va aconseguir un sistema de
dissolvents en el qual era altament soluble i es retenia en una sola fase, THF/DMSO/H,0
(50:35:15). Malauradament, els racémics ionitzables de que es disposava, entre ells els que

han intervingut en la resta de 1’estudi, no es distribuien entre les dues fases en aquestes
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condicions, 1 I’estudi d’aquest selector es va aplagar fins poder disposar dels analits

adequats.

OR g H 0
N
0 R:\ﬂ/ \O R Y O R: N
* 0
RO 0. 0 O _N
OR n 15 16 19

Figura 5.8. Estructura quimica dels SQs 15,161 19

Tot 1 la seva baixa solubilitat en dissolvents, 16 es va aplicar a CPC per I'interes que
representava la derivatitzaci6 amb grups bifenil els quals, a més d’aportar lipofilia al
selector, podrien facilitar 1’ordenament a I’espai de les cadenes de polisacarid. Segons
treballs existents, derivats de cel-lulosa similars substituits amb grups 4-fenilbenzoat tenen
la capacitat d’induir la formacio6 de cristalls liquids en solucid, €s a dir, es comporten com a

s s 116
compostos liotropics.

L’ordenament supramolecular dels derivats de polisacarids en
dissolucié podria contribuir a expressar-ne |’enantioselectivitat en els sistemes
cromatografics de CPC, no obstant, els assajos que es van realitzar amb el selector 16 en
MIBK/fosfat sodic van resultar negatius. El derivat va mostrar enantioselectivitat nul-la
front als racémics injectats: pindolol, DNB-leucina i diclorprop. Tot i que en algunes de les
fraccions analitzades es va detectar un lleuger enriquiment enantiomeric, els enantiomers
van coeluir en tots els casos. Segons treballs anteriors, la formacio de cristalls liquids a
partir de derivats de polisacarids requereix dissolucions concentrades d’aquests.''® Aixi
doncs, la baixa concentracié del SQ 16 en la fase estacionaria en els experiments de CPC

(3,2 mg/mL) podria haver dificultat la formacié d’aquesta estructura supramolecular

ordenada.

Gracies a la seva lipofilia va poder solubilitzar-se el SQ 16 en una de les fases del
sistema hepta/butanol/acetonitril (40:19:41), a una concentracidé de 6,4 mg/mL considerada
suficient per ser aplicat a cromatografia en contracorrent. Amb ['us d’un sistema
organic/organic d’aquestes caracteristiques, en suprimir la possibilitat de solvatacid per part
de molecules d’aigua o de dissolvents polars, s’esperava potenciar I’enantioselectivitat dels
derivats de polisacarid. Per estabilitzar aquest sistema en I’instrument de CPC va caldre

fixar la velocitat de rotacié a 900 rpm i el flux de fase mobil a 2 mL/min, valors per damunt
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dels quals el sistema resultava inestable produint-se perdues de fase estacionaria amb
I’eluat. Es va aconseguir retenir poc més del 50% del volum de la centrifuga de fase
estacionaria, valor clarament inferior a I’aconseguit amb els altres sistemes (75-80%). Per
aquest sistema de dissolvents es van escollir analits de caracter neutre, els quals no s’havien
pogut provar anteriorment en els sistemes de tipus organic/aqués. L’0xid de trans-estilbe
(TSO) 1 I’alcohol de Pirkle (TFAE), que es van distribuir adequadament entre les dues
fases, es van injectar en la quantitat de 0,16 mmol. Els experiments es van realitzar en mode
ascendent, ja que la fase que contenia el SQ era la més densa de les dues. En aquestes
condicions, el SQ 16 no va mostrar enantioselectivitat cap als racémics assajats. Aquest
resultat negatiu no ens va permetre comprovar la possible ingeréncia de la preséncia
d’aigua en el sistema de dissolvents 1 el seu efecte en el reconeixement. Cal considerar que
I’6s de dissolvents apolars com els que es mostren limita encara més el ventall de SQs
aplicables per motiu de la seva escassa solubilitat. En aquest sentit, cal continuar en la cerca
de mescles ternaries de tipus organic/organic on es puguin solubilitzar SQs que s’hagin
mostrat ja efectius en CPC, per determinar els possibles avantatges que podrien oferir

aquest tipus de sistemes.

5.2. Estudi en mode pH-zone-refining de CPC

La utilitzacié d’aquest mode de cromatografia de desplagament introduit per Ito i
collaboradors'*® la vam contemplar per tal de superar algunes de les limitacions imposades
per la CPC en mode classic. S’ha comentat que per situar els temps de retencio dels analits
entre uns limits acceptables des d’un punt de vista practic van ser necessaris eluents amb
valors de pH que produien un grau d’ionitzacié dels enantidmers considerable,
caracteristica que segons s’ha pogut comprovar en HPLC dificulta la interaccié amb els
selectors quirals polisacaridics de caracter neutre.”’ El funcionament del mode pH-zone-
refining (veure apartat 1.6 a la Introduccio), que inclou una primera etapa on tot 1’analit ¢s

retingut a la fase estaciondria en la seva forma neutra, representava la possibilitat de

¥ Weisz, A., Seher, A.L., Shinomiya, K., Fales, M., Ito, Y., J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 704-708.
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millorar la interaccié amb el selector quiral. Alhora, es podria continuar controlant el temps
de I’analisi per mitja de la concentracio dels agents de desplagament afegits a la fase mobil,
que ionitzen els enantiomers per facilitar-ne 1’elucid. A part, el mode pH-zone-refining de
CPC resulta d’interés considerant 1’orientacié preparativa de la técnica, ja que permet
incrementar la capacitat de carrega respecte les separacions en mode classic, tant en les

convencionals com les enantioselectives.®**

En el present treball, per als experiments en mode pH-zone-refining es van
seleccionar aquells SQs que havien donat els millors resultats en el mode classic de CPC, és
a dir, els derivats homogeniament substituits tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa i
amilosa (1 1 2) 1 els derivats heterosubstituits de cel-lulosa 13 1 14. Per a tots ells es va
utilitzar com a sistema de dissolvents el format per MTBE/H,O addicionant-hi els agents de
retencid i desplagament adequats. Els assajos amb el SQ 1 es van realitzar també en
MIBK/H,0, que tot i que en general donava lloc a resultats d’enantioselectivitat més
moderats en mode classic, permetia dissoldre major quantitat de selector (7,5 mg/mL front
als 4,5 mg/mL en MTBE). Com a agents de retencid dels analits en la fase estacionaria es
van utilitzar dietilamina (DEA) per als racémics basics i acid trifluoroacetic (TFA) per als
acids. Els agents de desplagament que es van addicionar a la fase mobil aquosa van ser HCI

per als analits basics i NH4OH per als acids.

Els primers experiments realitzats es van orientar a con¢ixer I’enantioselectivitat dels
derivats de polisacarid en aquestes noves condicions i a optimitzar les concentracions dels
agents de retencio i desplacament des del punt de vista del temps d’analisi. Es va injectar la
mateixa quantitat de racémic que en el mode classic, 0,16 mmol, i la quantitat d’agent de
retencid es va establir en 10 mM per assegurar la retencié de tot 1’analit en la fase
estacionaria al principi de I’experiment. Es van dur a terme assajos utilitzant diferents
concentracions de 1’agent de desplagament, tal com es resumeix en la Taula 5.4. S’observa
com per a valors majors de la relacio agent de retencid/desplagament, augmenta la retencid

de I’analit i millora la resolucio6 dels seus enantiomers (Figura 5.9).
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Taula 5.4. Separacions d’enantiomers en mode pH-zone-refining de CPC

n°? SQ Racémic Despl Vi t t
mM mL min min

74 1 Pindolol 20 140 21 25
75 10 150 38 42
76 5 143 40 47
79%* 5 151 47 49
80 Propranolol 10 134 40 43
81 5 130 44 47
82% 5 154 49 53
83 Warfarina 10 140 37 45
84 5 145 40 58
85 2 Pindolol 5 157 43 46
86 2,5 151 53 64
87 Propranolol 5 149 54 59
88 Warfarina 10 134 52 56
89 5 143 55 64
90 2,5 157 58 76

. Numero identificatiu dels experiments de CPC que es descriuen, correspon a
I’utilitzat en les taules de la part experimental. Despl., concentraci6 d’agent de
desplacament a la fase mobil; V,, volum retingut de fase estacionaria; ¢, temps de
retencid de cada enantidomer corresponents a la maxima intensitat del pic. SQ 1: 7,5
mg/mL en MIBK/H,O excepte (*), 4,5 mg/mL en MTBE/H,0. SQ 2: 7,6 mg/mL en
MTBE/H,0. Concentracié d’agent de retencié, 10 mM; F= 3 mL/min; mode
descendent; w, 1200 rpm (MIBK) o 1100 rpm (MTBE).

Amb el SQ 1 en el sistema de dissolvents MIBK/H,0 es va aconseguir la resolucio
parcial de la warfarina (entrada 83, Taula 5.4). Tot 1 que els valors d’excés enantiomeric
assolits eren moderats, la millora respecte a I’experiment en mode classic, en el qual el SQ

1 no va mostrar enantioselectivitat cap aquest racémic, resulta significativa.
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Figura 5.9. Separacid de pindolol (0,16 mmol) en mode pH-zone-refining de CPC. Sistema
de dissolvents, MIBK/H,0O; agent de retencio, DEA 10 mM; agent de desplagament, HCI
20 mM (a), 10 mM (b), 5 mM (c). Eix vertical esquerre, unitats d’absorbancia; eix vertical
dret, pH.

Els analits pindolol 1 propranolol, d’estructura quimica molt semblant, van donar lloc
a resultats ben diferents. Mentre que per al pindolol es va aconseguir la resolucié dels
enantiomers fins a prop de la linia de base (entrada 76, Taula 5.4), per al propranolol només
es va detectar cert enriquiment enantiomeric en fraccions minoritaries, al comengament i al
final de I’elucié. Per aquests dos racemics, I’experiment es va dur a terme també en
MTBE/H,0, injectant 0,08 mmol d’analit d’acord amb la disminucié de concentracio de
SQ, 1 es van obtenir valors d’ee molt baixos per al propranolol, mentre que s’assoli la
separacid del pindolol amb ee del 90% per ambdds enantiomers (entrades 82 i1 79

respectivament, Taula 5.4) (Figura 5.10).

L’aplicacio del tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) d’amilosa (2) en el mode pH-zone-
refining de CPC va conduir a la millora dels resultats del mode classic. Mantenint la
concentracio de SQ i el dissolvent (MTBE), es va aconseguir la separacid parcial dels
enantiomers del pindolol, quan en mode classic no havia estat possible. També la resolucid
en la separacid de la warfarina va augmentar fins a linia de base utilitzant el mode de
desplagament, recuperant-se els seus enantiomers amb un excés enantiomeric del 90%. En
aquest punt, es podia afirmar amb els resultats disponibles que la utilitzacié de la técnica de
pH-zone-refining havia assolit un dels seus objectius, d’incrementar la interaccio

enantioselectiva entre SQ 1 analit en la fase estacionaria millorant el resultat de la separacio.
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Figura 5.10. Perfils d’elucio corresponents a la separacio de 0,16 mmol de (a) pindolol, (b)

propranolol, (c¢) warfarina; amb el SQ 1, 7,5 mg/mL en MIBK/H,O (n° 76, 80 i 83, Taula
5.4) 04,5 mg/mL en MTBE/H,0 (n° 79 1 82, Taula 5.4).
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Figura 5.11. Perfils d’eluci6 corresponents a les separacions de pindolol, propranolol i
warfarina (0,16 mmol) amb el SQ 2, 7,6 mg/mL en MTBE/H,0 (n° 86, 87 1 90, Taula 5.4).

Amb els derivats heterosubstituits de cel-lulosa 13 i 14 es van dur a terme els
experiments corresponents, a la seva concentracid de saturaci6 en MTBE, utilitzant les
proporcions d’agents de retencid i desplacament establertes per als selectors 1 1 2. De la
mateixa manera que amb aquests darrers, 1’assaig de separacié del propranolol es va limitar
a un lleuger enriquiment enantiomeric en les fraccions recollides. Per contra, es va

aconseguir la resolucid fins a linia de base del pindolol, recuperant-se amb el selector 13 el
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primer enantiomer eluit (R) amb 100% ee 1 el segon amb ee moderat (60,6% (S)). E1 SQ 14
va permetre obtenir els enantiomers amb eer) 99% 1 eer) 83%. Ambdos resultats van
significar una millora notable dels aconseguits en el mode classic de CPC, en el que els

valors d’enantioselectivitat i resolucio havien estat baixos, especialment per a 14.
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Figura 5.12. Perfils d’elucid de les separacions de pindolol i warfarina (0,16 mmol) en
mode pH-zone-refining de CPC amb els SQ 13 (6,0 mg/mL) i 14 (12,8 mg/mL), en
MTBE/H,0. Corresponent als n° 93, 101, 100 i 104, Taula 5.5.

Pel que fa a la separaci6 de warfarina, el SQ 13 va donar lloc a la resolucié dels
enantiomers fins prop de linia de base, recuperant-se els dos amb excés enantiomeric
notable (ees) 89%, eer) 88%). Amb aquest resultat 13 millorava la selectivitat mostrada pel
SQ 1 en la separaci6 de warfarina en MIBK/H,0O. Aixi doncs, la introduccié de grups
dodecanoil en 13 afavoreix, en el cas concret de warfarina, 1’enantioselectivitat. Per contra,

els assajos amb el SQ 14 resultaren en una separacid parcial de la warfarina, amb ee
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moderats a baixos (Figura 5.12). Aquest fet ens indicaria 1’alteracio de la capacitat
enantioselectiva produida per 1’excés de grups dodecanoil sobre el derivat de polisacarid,

que afecta més la separaci6 dels enantiomers de la warfarina que els del pindolol.

Taula 5.5. Separacions en mode pH-zone-refining de CPC, SQs 131 14

n’° SQ Racémic Despl Vit t t
mM mL min min

93 13 Pindolol 5 154 42 47
98 Propranolol 10 150 40 44
99 Propranolol 5 145 45 50
100 Warfarina 5 150 52 60
101 14 Pindolol 5 152 45 51
104 Warfarina 5 146 48 56

Despl., concentracio d’agent de desplagament a la fase mobil; V,, volum retingut de fase
estacionaria; #, temps de retencid6 de cada enantiOmer corresponents a la maxima
intensitat del pic. SQ 13, 6,0 mg/mL; SQ 2, 12,8 mg/mL en MTBE/H,0. Concentracid
d’agent de retencid, 10 mM; F=3 mL/min; mode descendent; e, 1100 rpm.

Els perfils d’elucid obtinguts a partir dels diferents derivats de polisacarids tenen una
caracteristica comuna, que els diferencia del que és habitual en el mode pH-zone refining.
Es tracta de la seva forma arrodonida. En les separacions convencionals, no
enantioselectives, els analits elueixen tipicament en forma de blocs rectangulars, degut a
que el rapid equilibri de protonacio-desprotonaci6é governa el procés cromatografic.”> Quan
intervenen selectors quirals, s’ha de tenir en compte un nou equilibri que intervé en la
separacio, el d’associacio-dissociacio de cada enantiomer amb el selector. Si la cinética de
transferéncia de massa en aquest procés €s més lenta que 1’equilibri acid-base, la forma dels
pics pot resultar modificada, originant la forma arrodonida dels pics ja observada. En el cas
dels selectors polisacaridics, el seu caracter macromolecular podria alentir el procés
d’associacio-dissociacio, justificant I’obtencid de pics arrodonits. Existeix un exemple
recent en la literatura, on en una separacié per CPC en mode de desplacament d’intercanvi
anionic es descriuen pics com els aqui observats. Els autors ho atribueixen a ’addicié de

I’agent intercanviador 1 la cinética lenta del procés d’intercanvi idonic que té lloc en la fase
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estacionaria.'*’ No obstant, no sempre que intervé un segon equilibri en la separaci6 s’altera
la forma dels pics eluits. En treballs amb SQs de baix pes molecular realitzats en el nostre
grup de recerca s’han obtingut blocs rectangulars,”® indicant que en aquest cas, el procés
d’associacid seguia una cinetica rapida, que no interferia amb aquella del procés de

protonacid-desprotonacid dels analits.

5.3. Escalat de les separacions en mode pH-zone-refining de CPC

Després d’observar la millora de 1’enantioselectivitat dels selectors derivats de
polisacarid en mode pH-zone-refining, es va dur a terme una série d’experiments d’escalat,
a fi de determinar quina era la capacitat de carrega dels selectors en aquestes noves
condicions. Es va escollir com a model ’analit per al qual cada selector havia mostrat
major enantioselectivitat, essent el pindolol per als derivats de cel-lulosa 1, 13 1 14 i la
warfarina per al derivat d’amilosa 2. Es van injectar quantitats creixents de ’analit, fins
assolir la saturacid del sistema cromatografic, prenent com a saturats els cromatogrames
que mostraven una zona amplia de producte racémic eluit entre els pics corresponents als
enantiomers. Es va considerar que ’elucié conjunta dels dos enantiomers en aquesta zona
es devia a una interaccio insuficient amb el selector quiral, provocada per la saturacio de la

fase estacionaria.

L’estudi amb el selector 1 es va dur a terme en MIBK (+DEA 10 mM)/HCI1 5 mM.
En injectar 0,48 mmol de racémic (120 mg) es va obtenir un perfil d’elucidé clarament
saturat, per tant, es va establir com a capacitat de carrega la corresponent a l’anterior
injeccio de pindolol, de 0,32 mmol (Taula 5.6). Tenint en compte la quantitat de selector
participant en la separacid, es va calcular la capacitat com 71 mg de pindolol racémic per

gram de SQ 1. A partir del pes molecular del selector es va expressar la capacitat com a 170

13 Maciuk, A., Renault, J.H., Margraff, R., Trébuchet, P., Zéches-Hanrot, M., Nuzillard, J.M., 4nal.
Chem., 2004, 76, 6179-6186.
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mmol de racémic per mol d’unitats glucosidiques derivatitzades, equivalent a una relacid

molar SQ/racemic (rsqsac) de 5,8.

En els experiments d’escalat es va desenvolupar un procediment que permetés
recuperar els enantiomers separats i congixer el seu excés enantiomeric. El metode va
consistir en primer lloc en una extraccidé del pindolol a partir de les fraccions d’eluat
recollides 1 en una posterior analisi per HPLC enantioselectiva on es determinava la puresa
dels enantiomers separats. A aquest efecte va caldre delimitar sobre el perfil d’eluci6 de
CPC les zones (intervals de temps) que es destinarien a la recuperacié de cada enantiomer.
Cal tenir en compte que optar per recuperar la major quantitat possible d’un enantidomer
implica comprometre la puresa d’aquest, 1 a la inversa. Tal com succeeix en altres técniques
de separaci6 preparativa, com ’HPLC, cal arribar a una solucié de compromis que permeti
obtenir una quantitat suficient dels enantiomers separats, amb ’ee major possible. Aixi, en
el cas del pindolol separat amb el SQ 1 es van recuperar el 74% de 1’enantiomer (R) i el

84% de I’enantiomer (), amb eer) 92% 1 ee(s) 84%.

Per al SQ 2 es va dur a terme 1’escalat en el sistema MTBE (+TFA 10 mM)/NH,OH
2,5 mM. Es van injectar quantitats creixents de warfarina i es va determinar com a quantitat
maxima 0,32 mmol (100 mg). La capacitat de carrega es va calcular com 85 mg/g SQ, o
160 mmol/mol d’unitats glucosidiques derivatitzades (rsqrac 6,2), essent del mateix ordre
que la determinada per al derivat de cel-lulosa 1 (Taula 5.6). Per ambdos selectors, aquest
resultat significava duplicar la quantitat de racémic que s’havia separat en el mode classic,

millorant a més la resoluci6 dels enantiomers.

Pel que fa als derivats dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa 13 1 14,
I’escalat de la separaci6 del pindolol va permetre conéixer I’efecte que la introduccié de les
cadenes de dodecanoil podia tenir en la capacitat. L’estudi es va dur a terme en MTBE
(+DEA 10 mM)/HCI 5 mM, a la concentracié de saturacid de cada selector. Amb el SQ 13,
la injeccid de 240 mg de pindolol racémic va donar lloc a un cromatograma saturat, per tant
es va establir com a quantitat maxima separable 200 mg. La capacitat de carrega es va
calcular com 215 mg de racémic per g de SQ que, tenint en compte el pes molecular
calculat per a la unitat de glucosa derivatitzada (Pm 604,43), equival a 523,33 mmol de
racemic per mol d’unitats de glucosa (rsqiac 1,92). Igualment per al SQ 14, la saturaci6 del

sistema es va produir a quantitats superiors als 200 mg de pindolol injectats. Considerant la
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concentracio de 14 en la fase estacionaria, es va calcular la capacitat de carrega com 103

mg/g SQ (0 rsorac 4,78), 1a meitat del valor determinat per 13.

SQ 1/pindolol SQ 2/warfarina
100 12100 S 12
— —
90 | 40 mg R 90 50 mg
——S | 10 80 | ——R || 10
80 - — pH —pH
70 - L8 70 r8
60 - 60 -
50 | L6 50 -6
40 - 40 +
30 | T4 30+ 4
20 4 Lo 20 L2
10 A 10 1
0 : : - ; : 0 0 T T T T T T 0
30 35 40 45 50 55 60 45 60 75 90 105 120 135 150
t (min) t(min)
100 1250 s '
9 | gomg |~ R 100mg | __ ¢
——S |L 10 F 10
80 - __pH|| 100 —pH
70 A -8
-8
80
60 -
50 | L6 60 -6
40 1
- 4
30 | F4 40
20 - Lo 20 2
10 1
0 o © : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0
20 35 20 45 50 55 60 45 60 75 got(min;os 120 135 150
t (min)
100 12100 12
9 | 9 | S 150 mg
80 - 10g | R T 10
70 | 70 - L
60 - 60
50 | 50 L6
40 40 -
30 4 30 | -4
20 | 20 1 -2
10 A 10 1 !
0 0 T T T T T T 0
30 35 40 45 50 55 60 45 60 75 90 105 120 135 150
t(min) t(min)

Figura 5.13. Separacid de quantitats creixents de pindolol i warfarina amb els SQs 11 2.
Sistema de dissolvents: SQ 1, MIBK (+DEA 10 mM)/HC1 5 mM; SQ 2, MTBE(+TFA 10
mM)/NH4OH 2,5 mM.
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SQ13 SQ 14
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Figura 5.14. Separacio de quantitats creixents de pindolol amb els SQs 13 (6,0 mg/mL) 1
14 (12,8 mg/mL). Sistema de dissolvents: MTBE (+DEA 10 mM)/HCI 5 mM.
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Taula 5.6. Escalat de les separacions en mode pH-zone-refining de CPC

n° SQ Racémic my, IsQirac IR Is) interv(R) Rdt(R) €eeRr) illtel‘V(s) Rdt(s) €e(s)

mg min min min % % min % %

76 1 Pindolol 40 11,2 40 47 3842 62,5 80,7 44-48 73,8 71,3
77 80 5,7 36 45 3438 73,9 91,7 4047 84,5 84,2

78 120 3,9 36 49 3440 57,7 40,7 44-50 45,0 36,5

9 2 Warfarina 50 124 58 76 56-66 82,7 904 69-77 71,4 90,0
91 100 5,6 55 79 53-64 744 88,6 73-80 73,7 973

92 150 3,4 58 143 55-75 55,6 75,0 125-150 70,0 77,1

93 13 Pindolol 40 9,6 42 47 4143 67,6 100 45-49 79,6 60,6

94 80 4,7 42 53 41-45 74,1 97,8 48-56 68,1 84,6
95 160 23 46 78 45-52 63,4 100 67-80 743 75,4
96 200 1,9 45 84 42-55 68,8 989 75-86 458 90,9
97 240 1,5 43 8 41-47 333 96,3 77-89 29,1 79,0

101 14 Pindolol 40 239 45 51 4347 78,2 99,1 4852 69,8 83,2
102 200 4,8 45 78 43-54 77,2 100 70-78 433 974

103 240 3,8 45 87 42-50 46,8 929 73-85 39,0 604

my,., quantitat de racémic; ¢, temps de retencido de cada enantiomer corresponent a la maxima
intensitat del pic; interv;, interval de recuperacid de cada enantiomer que dona lloc als rendiments
indicats; Rdt;, % de recuperacié de cada enantiomer; ee;, excés enantioméric de 1’enantiomer
recuperat.

En base als resultats obtinguts amb els tres derivats de cel-lulosa, la utilitzacio dels
selectors 13 1 14 va ser avantatjosa ja que, gracies a la seva solubilitat, van fer possible 1’us
del sistema de dissolvents MTBE/H,0 a nivell semi-preparatiu. En aquest entorn, ambdds
selectors van superar la capacitat de carrega determinada pel SQ 1 en MIBK/H;O en la
separacio del pindolol, triplicant-la en el cas del SQ 13. Aixi mateix, es va confirmar que
I’elevada proporci6 de grups dodecanoil en el derivat 14, tot i augmentar-ne la solubilitat,

contribuia negativament al fenomen de reconeixement quiral. Tal com ja s’havia observat
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en la separacié de 0,16 mmol de warfarina per pH-zone-refining amb el mateix selector
(entrada 104, Taula 5.5, p. 142), un excés de grups dodecanoil en el derivat de polisacarid
podria dificultar ’associaci6 enantioselectiva amb ’analit. En conseqiiencia, el SQ 14 va
donar lloc a un valor de capacitat de carrega notablement inferior al determinat pel selector

13.

5.4. Comparacio de la capacitat de carrega dels selectors derivats de

polisacarids aplicats a CPC i HPLC

Es ampliament acceptat que les fases estacionaries quirals derivades de polisacarids
constitueixen els suports de major utilitzacio6 en HPLC enantioselectiu, pel seu camp
d’aplicacid i per la seva elevada capacitat de carrega. Fins al moment, I’estudi en CPC dels
selectors derivats de polisacarid ha aportat enantioselectivitats moderades front un nombre
reduit de racémics, i dades sobre la capacitat de carrega d’aquestes separacions. En aquest
context, en el present treball es va plantejar un estudi comparatiu d’estructura senzilla que

relacionés aquestes dades amb la capacitat mostrada per selectors analegs en HPLC.

Es va realitzar un estudi de capacitat en les diferents FEQs disponibles en el
laboratori que continguessin selectors comparables als tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de
cel'lulosa 1 amilosa 1 i1 2, i utilitzant com analits racémics el pindolol i la warfarina
respectivament. Per a la comparacié amb el SQ 1 es va utilitzar la columna Chiralcel® OD-
RH (15x0,46 cm) que conté com a selector tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa, i
condicions de fase reversa que intentessin reproduir les dels assajos en CPC en sistemes de
tipus organic/aquds. Es va dur a terme la separacié de quantitats creixents de pindolol en
ACN/fosfat sodic 0,05 M pH 9,0 (40:60) fins assolir Rs < 1,0, valor que es va obtenir en la
separacid de 5 mg de pindolol racémic (Rs 0,94). Es va emprar també la FEQ-1, la qual
conté com a selector 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa fixat covalentment sobre gel de
silice. Aquesta caracteristica va permetre intentar la separacio amb MIBK, que no va tenir
¢xit, ja que la polaritat del dissolvent va impedir la retencio de I’analit. Per a la comparacio
amb el SQ 2 es va dur a terme la separacié de la warfarina per HPLC emprant les segiients

condicions cromatografiques. En hepta/2-propanol/TFA (80:20:0,1) es van resoldre 17 mg
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de racémic en una sola injeccidé (Rs 0,80), 1 en etanol/TFA (100:0,1), 5 mg (Rs 0,91),
ambdo6s amb la columna Chiralpak® AD-H, de tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) d’amilosa. La
columna Chiralpak® IA, que conté el derivat d’amilosa immobilitzat, va permetre ’us de
MTBE com a dissolvent, en el qual es van separar 8 mg de warfarina (Rs 0,80). A partir de
les dades obtingudes, considerant que cada fase estacionaria conté el 20% (p/p) de derivat

140,141
4

de polisacari 1 que la derivatitzacio de les unitats glucosidiques €s completa, es va

calcular la capacitat de carrega (Taula 5.7).

Taula 5.7. Comparacié entre CPC i HPLC

CPC HPLC

SQ 1/pindolol
F. estacionaria  SQ 1 (7,5 mg/mL), MIBK Chiralcel OD-RH

F. mobil H,O (HCI 5 mM) ACN/Na,HPO,4 pH 9
(40:60)
Capacitat 71,1 mg/g SQ 12,1 mg/g SQ
(170 mmol/mol) (29 mmol/mol)*
I SQ/rac 5.8 34,6
ee 92% (R), 85% (S) >95%
Consum 1,9 L/g 2,5L/g
SQ 2/warfarina
F. estacionaria  SQ 2 (7,6 mg/mL), MTBE Chiralpak AD-H Chiralpak AD-H Chiralpak IA
F. mobil H,0O (NH4OH 2,5 mM) Hepta/2PrOH/TFA  Etanol/TFA MTBE,/TFA
(80:20:0,1) (100:0,1) (100:0,1)
Capacitat 85,1 mg/g SQ 24,6 mg/g SQ 7,2 mg/g SQ 11,6 mg/g SQ
(160 mmol/mol) (48 mmol/mol)* (14 mmol/mol)* (22,5 mmol/mol)*
T SQrrac 6,2 20,9 71,3 44,5
ee 89% (R), 97% (S) >95% >95% >95%
Consum 2,5L/g 1,4 L/g 1,6 L/g 2,1 L/g

* Considerant un contingut del 20% en pes de SQ en les FEQs comercials

140 Okamoto, Y., Kawashima, M., Hatada, K., J. Am. Chem. Soc., 1984, 106, 5357-5359.
1 Grieb, S.J., Matlin, S.A., Philips, J.G., Belenger, A.M., Ritchie, H.J., Chirality, 1994, 6, 129-134.
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Sense menysprear les diferéncies de condicions en qué s’han realitzat els
experiments en HPLC 1 CPC, les dades referents a capacitat de carrega son favorables a
aquesta ultima técnica. En la separaci6 del pindolol pel SQ 1, la capacitat de carrega és sis
vegades major en CPC per una mateixa quantitat de selector, i per a la resolucié de la
warfarina, la quantitat relativa de selector 2 necessaria és de 4 a 11 vegades menor en CPC,

depenent de les condicions utilitzades.

Aquests resultats es poden explicar atenent a 1’accessibilitat del selector quiral en la
fase estacionaria. En CPC, els derivats de polisacarid es troben dissolts o suspesos en la
fase estacionaria liquida, facilitant 1’accés dels enantiomers als centres de reconeixement
quiral. Per una mateixa quantitat de selector incorporat a una fase estacionaria solida, en
canvi, només les molécules més superficials estaran disponibles per a la interaccié amb els
analits.”®® Aixi, la utilitzaci6 dels derivats de polisacarid en CPC permet un millor
aprofitament del selector quiral, en tant que es necessita menys selector per separar una
quantitat de racémic determinada. Per contra, cal observar que els valors d’excés
enantiomeric dels enantiomers separats per CPC es situen generalment al voltant del 90%,

valor inferior al que es pot obtenir en les separacions per HPLC.

Els resultats de 1’estudi van permetre també calcular el consum de dissolvents per
gram de racémic processat. Encara que els valors obtinguts van ser del mateix ordre de
magnitud en HPLC 1 CPC, cal tenir en compte que en aquesta tltima les fases mobils son
sovint de naturalesa aquosa, fet d’interes des del punt de vista de la sostenibilitat del medi

ambient.

Cal tenir en compte que les separacions descrites fins aquest moment, tant en mode
classic com en el mode de desplagament de CPC, i també ’estudi de capacitat realitzat per
HPLC, son processos de separacio discontinus. Es ampliament acceptat que la utilitzaci6 de
processos cromatografics continus, com la tecnologia de 1lit mobil simulat en HPLC (SMB,
simulated moving bed) aconsegueix incrementar notablement la productivitat, que és un
dels objectius principals en les separacions preparatives. El mode pH-zone-refining de
CPC, degut a la manera com es desenvolupa, no permet 1’aplicaciéo d’un procés continu.
Aixi, I’eluci6 amb la fase mobil que conté 1’agent de desplacament modifica
progressivament la composicio i el pH de la fase estacionaria, en eliminar 1’agent de

retencid que conté. Per iniciar una nova separacio caldria recuperar les condicions inicials
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en la fase estacionaria, 1 en I’estat actual de desenvolupament de la tecnologia de CPC, aixo

implicaria un consum de temps que no afavoriria una productivitat elevada.

Per aquests motius, en els ultims anys ha crescut 1’interés en el desenvolupament de
metodologia de CCC o CPC en continu i s’han proposat diverses técniques. Entre elles,
Foucault i col-laboradors van presentar un sistema on es produeix un flux en contracorrent
de les dues fases liquides, i que hauria de permetre realitzar separacions convencionals 1
també separacions d’enantiomers.'** Per aquestes ultimes precisaria de jocs de dues, quatre
o més “columnes” de CPC. En una primera etapa, una mescla dels dos enantiomers i el
selector quiral s’injecten en la primera columna i de manera seqiiencial es bombegen les
dues fases liquides immiscibles des d’extrems oposats de la centrifuga. D’una banda

s’obtindria un enantiomer purificat i per 1’altra una mescla de I’enantiomer més retingut i el

sQ.

Durant I’Gltim any s’ha donat a con¢ixer un altre métode que permet realitzar
purificacions en mode semi-continu, és el mode dual multiple (MDM) de CPC.'®
Comparteix amb el sistema de Foucault I’alternanca en el pas a través de la centrifuga de
fase mobil 1 fase estacionaria, perd en MDM aquest canvi es repeteix diverses vegades en
una unica centrifuga, representant una successié de modes duals que incrementen I’eficacia

de la separacid.

Una tercera técnica, ideada per Berthod, es basa en la circulacié de la fase mobil i la
fase estacionaria liquides en el mateix sentit, perd aquesta tiltima a una velocitat inferior.'**
Amb aquest métode es pot aconseguir incrementar la resolucié respecte a una separacio
convencional per CPC, i representa un estalvi en el consum de dissolvent 1 en el temps
d’analisi. Tot 1 que fins a P’actualitat s’ha aplicat a processos discontinus, els seus autors
presenten la cocurrent CCC, com s’anomena, com un primer pas cap al desenvolupament

de les separacions en continu en fase liquida.

142 Couillard, F., Foucault, A., Durand, D., Patent FR2856933.

143 Delannay, E., Toribio, A., Boudesocque, L., Nuzillard, J.M., Z¢ches-Hanrot, M., Dardennes, E., Le
Dour, G., Sapi, J., Renault, J.H., J. Chromatogr. A., 2006, 1127,45-51.

144 Berthod, A., Hassoun, M., J. Chromatogr. A., 2006, 1116, 143-148.
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6.1. Associacio enantioselectiva entre derivats de polisacarid i

enantiomers

Els resultats exposats a I’apartat anterior mostren com 1’aplicacié dels diferents
derivats de polisacarid com a SQs en CPC va donar lloc en alguns casos a separacions
d’enantiomers satisfactories. En altres casos, pero, es van obtenir resultats inesperadament
negatius. Aixi, mentre que els tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa i amilosa
mostraven enantioselectivitat front al pindolol 1 la warfarina utilitzant sistemes de
dissolvents de tipus MIBK/dissolucid aquosa o MTBE/dissolucid aquosa, el tris(3,5-
diclorofenilcarbamat) de cel-lulosa no va donar lloc a separacions d’enantiomers en cap
dels sistemes de dissolvents assajats. Tenint en compte que ambdds derivats de polisacarids
quan son aplicats en FEQs per HPLC son enantioselectius front una gran varietat de

racémics®>’?

, el seu comportament en dissoluci6 en les condicions de CPC havia de ser
estudiat més detalladament, a nivell de les interaccions que s’establien entre els diferents

derivats de polisacarid i els enantiomers.

Les técniques d’estudi de les associacions intermoleculars han experimentat un gran
avang en les ultimes décades, aplicades a la uni6 entre proteines i els seus lligands o a la
unio de farmacs als seus receptors. Entre elles es compta amb la calorimetria de valoracio
isotérmica, ITC (Isothermal Titration Calorimetry)'® i les técniques espectroscdpiques per
RMN. La primera constitueix un metode rapid i acurat per a la determinacid de la variacio
de calor produida per una interaccid6 bimolecular, del tipus lligand/receptor. Aixo
s’aconsegueix realitzant la valoraci6 d’una dissolucié d’una de les espeécies implicades,
generalment el receptor, amb una segona dissolucié que conté el lligand. Amb la
informacid que s’obté es poden determinar diferents parametres termodinamics, com la
constant d’associacid, 1’estequiometria del complex receptor/lligand, 1 les variacions

d’entalpia i d’entropia.

15 Cliff, M.J., Gutierrez, A., Ladbury, J.E., J. Mol. Recognit., 2004, 17, 513-523.
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L’instrument de mesura consta de dues cel-les, la de referéncia 1 la de treball. La
primera conté el dissolvent en que es fa la valoracid i la segona, la dissolucié generalment

del receptor. Una xeringa automatica amb la dissoluci6 del lligand s’acobla a la cel-la de

treball.
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Figura 6.1. A) Esquema d’un calorimetre per ITC; B) representacio del registre d’un
experiment on s’expressa la poténcia calorifica en funcié del temps; C), corba després del
tractament d’integracio on es representa la calor generada per cada injeccié normalitzada

per mol de lligand injectat, en funcié de la relacié molar receptor/lligand.

Les cel-les es mantenen a temperatura constant per mitja de 1’aplicacio de poténcia.
En fer les injeccions successives de lligand, la seva unié amb el receptor produira o
absorbira calor que fara canviar la poténcia necessaria per mantenir la mateixa temperatura
a les dues cel'les. L’instrument detecta aquestes compensacions de poténcia i les enregistra.
En un experiment model, i considerant un lligand altament afi per al receptor, en les
primeres addicions s’uneix en la seva totalitat al receptor provocant la major variacio de

calor. A mesura que la concentracid de lligand a la cel-la de treball augmenta, creix la
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proporcid de receptors ocupats 1 la calor generada en cada addici6é disminueix fins a fer-se
constant. En aquest punt es considera que tots els llocs d’uni6 al receptor estan saturats i la
calor produida es deu a la dilucid del contingut de la xeringa en la cel-la de treball. El
registre obtingut es sotmet a un procés d’integracid i es recupera una corba com la de la
Figura 6.1.C on, a partir del punt d’inflexio es pot determinar I’estequiometria del complex

(n), 1 de la diferéncia entre les dues zones planes es calcula I’entalpia (AH) del procés.

Les possibilitats de la ITC es van voler aplicar en el cas dels selectors derivats de
polisacarid, per determinar 1’estequiometria del complex format amb els enantiomers.
L’experiment es va realitzar amb el tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa 1 i com a
analit es va utilitzar el propranolol racémic. Tot i que en els assajos en CPC la separacio6 del
propranolol amb aquest SQ havia estat discreta, 1’accessibilitat dels enantiomers purs per a
possibles futurs experiments per ITC va fer que aquest fos I’analit seleccionat. Amb la
intenci6o d’assimilar les condicions de la valoracio a les condicions en els experiments de

CPC, es va utilitzar MTBE com a dissolvent del selector i del racémic.

Per establir les concentracions de les dues especies cal tenir en compte algunes
consideracions. En ITC s’acostuma a treballar amb un excés de lligand de 1’ordre de 20
vegades la concentracié de llocs d’uni6 del receptor (SQ). La concentracid de receptor
necessaria depen al seu torn de la K, del complex: valors molt elevats de K, requereixen
baixa concentracidé de receptor i a la inversa. En el cas dels complexes que ens ocupen,
mantinguts per interaccions febles en un medi organic, es considera que el valor de les

-1 146 Tot i aixi, la solubilitat del SQ 1 en

constants d’associacid seran de I’ordre de K, 10° M
MTBE va limitar la concentracié a 4 mg/mL, que en base al pes molecular estimat per una
unitat de glucosa derivatitzada i considerant un grau de polimeritzacio d’Avicel de 300
unitats, corresponia a una concentracio 0,02 mM de cadenes polisacaridiques. Per establir la
concentracio de propranolol es va fer una estimaci6 del possible nombre de llocs d’unid per
cadena de SQ. En ’anterior estudi per CPC, en la separacid del pindolol amb el SQ 1 en
mode pH-zone-refining s’havia calculat una relacid molar rsganaic 6:1, respecte unitats

glucosidiques derivatitzades. Per a I’experiment d’ITC es va considerar una possible relacid

molar 3:1, que equivaldria aproximadament a 100 llocs d’uni6 per cadena de SQ. Comptant

¢ Houk, K.N., Leach, A.G., Kim, S.P., Zhang, X., Angew. Chem. Int. Ed., 2003, 42, 4872-4897.
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el mencionat excés de 20 eq de lligand, la concentracidé de propranolol es va fixar en 44

mM.
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Figura 6.2. Valoracio per ITC de la interaccid entre el SQ 1 i el propranolol racémic.
Dissolvent, MTBE. A), flux de calor; B) variacio de calor en funcié de la concentracio.

L’experiment d‘ITC va constar de dues valoracions. En la primera es va addicionar
el propranolol racémic sobre MTBE, sense SQ. La segona valoracié es va fer amb la
dissolucio d’1 en MTBE 1 a continuacid es va restar 1’anterior, amb el que es va eliminar
I’efecte de la dilucié del racemic en el dissolvent. El registre del flux de calor obtingut va
ser diferent de I’esperat. Tot i que per cada addicid de racémic s’observava alliberament de
calor, que es podria atribuir a associacido amb el SQ, seguidament, i abans de la injeccid
seglient, es produia un pic en el sentit contrari degut a absorcio de calor. Es va descartar que
provingués de 1’evaporacié del dissolvent mitjangant una valoracid en que la cella i la
xeringa contenien unicament MTBE. A més, de la integracio de les dades obtingudes es van
obtenir punts dispersos als quals no es podia ajustar una corba sigmoidal. Els resultats
obtinguts podrien estar associats a 1’estructura supramolecular dels derivats de polisacarids.

E1 SQ 1 es va utilitzar en dissolucié en MTBE, pero tal com s’ha comentat en el Capitol 4,
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¢s molt probable que es conservin agregats supramoleculars. Les interaccions no covalents
establertes entre les diferents cadenes de cel-lulosa derivatitzada podrien ser responsables
del perfil de variaci6 de calor obtingut, emmascarant la interaccido entre selector i
enantiomers. Per tant, en aquestes condicions, la calorimetria de valoracid isotérmica no
seria una eina adequada per a caracteritzar 1’associacié entre els enantiomers i els derivats

de polisacarids estudiats en aquest treball.

Les técniques espectroscopiques de RMN adquireixen cada vegada més rellevancia
en I’estudi de les interaccions entre receptors i lligands.'*” Els diferents métodes permeten
caracteritzar el fenomen d’associacid tant a partir dels senyals de ressonancia del Iligand
com del receptor, amb el que es pot obtenir una imatge bastant completa del procés.
Existeixen dues aproximacions principals a ’estudi de les interaccions entre selectors
quirals 1 enantiomers per RMN. La primera i més utilitzada es basa en I’observaci6 dels
canvis de desplacament quimic dels senyals de ressonancia del selector o del lligand, deguts
a ’establiment d’interaccions. A partir d’aquest metode es pot, entre altres, determinar
I’estequiometria del complex format. La segona estratégia es basa en I’observacid dels
senyals del lligand i estudia 1’efecte nuclear Overhauser (nOe) transferit, el qual pot

proporcionar informacié estructural d’aquest complex.

Quan es realitza un treball d’aquestes caracteristiques s’intenta imitar les condicions
normals d’utilitzacid dels selectors, perd no sempre resulta possible. En el cas dels
arilcarbamats de cel-lulosa, amilosa i quitosa, presenten escassa solubilitat en els
dissolvents organics deuterats comuns. A més, les condicions cromatografiques en que han
estat tradicionalment més utilitzats com a selectors en FEQs per HPLC (mescles
alca/alcohol) son dificilment reproduibles en RMN. Per aquests motius s’ha limitat 1’us

d’aquesta tecnica per estudiar les interaccions entre derivats de polisacarids i enantiomers.

" Meyer, B., Peters, T., Angew. Chem. Int. Ed., 2003, 42, 864-890.
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Tot 1 aixi, es disposa d’alguns estudis sobre el seu reconeixement quiral per metodes de
RMN en els que es van utilitzar derivats particularment solubles en cloroform encara que

aquest no fos el dissolvent utilitzat a cromatografia.'**'*!

En el present treball es tenia interés en poder determinar I’estequiometria del
complex SQ/enantiomer. Per aixo, calia veure si es produien canvis en el desplagament
quimic dels senyals de I’analit (AS) en contacte amb el selector. Com a selector es va
utilitzar el tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa (SQ 1) i com a analits, el pindolol i1 la
warfarina. Es va aplicar el meétode conegut com a de les variacions continues utilitzant en
primer lloc el racemic per a detectar els possibles desdoblament de bandes corresponents a
cada enantiomer."*™'* De produir-se aquestes, ’experiment es repetiria amb els

enantiomers.

Aquesta técnica implica dur a terme una valoracié en qué mantenint la concentracio
total constant, es varia la proporcié SQ/enantiomer. A partir dels espectres de RMN-'H
realitzats, es representa una corba ([enantiomer] x Ad en I’eix d’ordenades i fraccié molar
del SQ en I’eix d’abcisses) el maxim de la qual indica I’estequiometria del complex. Existia
el precedent de Yashima i col-laboradors,'*® que per a un derivat de polisacarid, el tris(5-
fluoro-2-metilfenilcarbamat) de cel-lulosa, van calcular un complex d’estequiometria (1:1)

amb I’enantiomer (S) del 1,1°-bi-2-naftol, utilitzant com a concentraci6 total 25 mM.

En el nostre cas, a partir de dissolucions 25 mM es van construir 4 punts de
proporcions SQ/racémic (1:3), (1:1), (5:3) 1 (3:1). Pel que fa als dissolvents, donat que no
es disposava de MIBK deuterada que reproduis el medi de les separacions en CPC, aquesta
es va substituir per acetona-ds L’experiment també es va realitzar en CDCIl; En els
espectres realitzats en acetona no es va detectar desdoblament dels senyals de cap dels

racémics empleats ni tampoc desplacament dels mateixos degut a 1’associacid.

148 Job, P., Ann. Chim., 1928, 9, 113-203.
149 Gil, V.M.S., Oliveira, N.C., J. Chem. Ed., 1990, 473-478.
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Figura 6.3. Ampliaci6 de I’espectre de RMN-'H (500 MHz, acetona-ds) de la warfarina

racémica en presencia del SQ 1, en les proporcions SQ/analit que s’indiquen: (3:1), (5:3),

(1:1)1(1:3). S’observa com en augmentar la proporcio de SQ, els senyals dels protons de
warfarina no es desdoblen ni modifiquen el seu desplagament quimic.

Amb la utilitzacié6 de CDCIl; es va observar tant per a la warfarina com per al
pindolol un eixamplament notable dels senyals a mida que s’incrementava la proporci6 de
SQ, fet que s’atribueix a 1’associacié entre SQ i analit i a ’equilibri existent entre les
formes associada i lliure de 1’analit. A la Figura 6.4 es mostra la serie d’espectres de RMN-
'H per al parell SQ 1/pindolol. L’escassa resoluci6 dels senyals contrasta amb 1’espectre de
pindolol en abseéncia de SQ que s’inclou a la part inferior. Tot i aixi, no es van observar
desdoblaments ni canvis en el desplagament quimic. La rad per 1’abséncia de
desdoblaments en els senyals podria ser, tant en la manca de canvis significatius en I’entorn
d’anisotropia magnetica dels enantidmers, com en una associacid massa intensa amb el

derivat de polisacarid.
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Figura 6.4. Espectres de RMN-"H (500 MHz, CDCls) corresponents al parell SQ
1/pindolol en les proporcions segiients: (3:1), (5:3), (1:1) 1 (1:3).

La warfarina va donar lloc a espectres de RMN-'H complexes on s’observava
I’equilibri entre les dues formes que pot adoptar en dissolucié: la forma oberta i la forma
hemiacetalica majoritaria (Figura 6.5)."°° Amb la formacié de I’hemiacetal es genera un
segon centre estereogenic que fa que puguin coexistir en solucid, a més dels dos
enantiomers de la forma oberta, dos parells de diasteredomers. En aquest entorn, es van
identificar variacions en el desplacament quimic per alguns senyals, que afecten
generalment un dels parells de diastereomers. Aixi, el senyal del grup metil es va desplagar
de 8 1,22 ppm en ’espectre patrd de warfarina a & 1,45 ppm en la proporcidé SQ 1/warfarina
(3:1). Es va preparar una mostra més de relacié (7:1) que no va presentar canvis respecte la
proporci6 anterior. El protd de la posicio benzilica d’un dels diasteredmers va experimentar

un Ad a camps alts (de 6 3,24 ppm a o 3,05 ppm) i es va desdoblar en els senyals dels dos

150 valente, E.J., Lingafelter, E.C., Porter, W.E., Trager, W.F., J. Med. Chem., 1977, 20, 1489-1493.
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enantiomers a partir de la proporcidé SQ 1/warfarina (1:1). A la zona aromatica, els protons
de les posicions 5 1 7 van mostrar desdoblament, menys marcat que en el cas anterior i
acompanyat de baixa resolucié en els senyals. No obstant, si bé els espectres de la warfarina
oferien alguns senyals amb variaci6 del desplacament quimic pels enantiomers, aquest era
insuficient i, sobre tot, I’existéncia de diverses espécies en equilibri impossibilita qualsevol

desenvolupament posterior.

w4 i
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Figura 6.5. Ampliaci6 dels espectres de RMN-"H (500 MHz, CDCl;) corresponents al
parell SQ 1/warfarina en les proporcions (7:1), (3:1), (5:3), (1:1) 1 (1:3).
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Figura 6.6. Ampliacions dels espectres de RMN-'H (500 MHz, CDCls) corresponents al
parell SQ 1/warfarina en les proporcions (7:1), (3:1), (5:3), (1:1) 1 (1:3).

El segon grup de técniques espectroscopiques d’RMN més utilitzades en I’estudi de
les interaccions SQ/enantiomers es basa en 1’observacio de 1’efecte nOe transferit. En
general, quan una molécula de baix pes molecular s’uneix a un receptor, I’efecte nOe de la
primera pateix un canvi drastic, observant-se el que s’anomena nOe transferit. Els principis
del nOe transferit es van descriure als anys 70 i s’han utilitzat ampliament en la
determinacié de I’estructura tridimensional de lligands en la seva uni6 a proteines. Les
molécules de pes molecular baix o moderat acostumen a presentar un efecte nOe fortament
positiu, o bé nul o lleugerament negatiu. En canvi, les macromolécules presenten un efecte
nOe fortament negatiu. Quan un Iligand s’uneix a un receptor d’alt pes molecular, passa a
comportar-se com una part d’aquesta molecula 1 per tant, adopta el nOe negatiu, que
s’anomenara nOe transferit. Basant-se en aquest fenomen es va desenvolupar la técnica
d’RMN STD (saturation transfer difference)."”’ Classicament s’ha emprat per I’estudi de la

unié entre proteines i lligands, i n’existeixen aplicacions en medi liquid homogeni'' i

151 Mayer, M., Meyer, B., J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 6108-6117.
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heterogeni, i també en experiments de HRMAS STD."*? En el present treball s’ha aplicat a
I’estudi de la interaccid que estableixen amb els enantiomers alguns dels selectors derivats

de cel‘lulosa i amilosa ja presentats.

La tecnica es basa en la transferéncia de saturaci6 entre un receptor i el seu lligand, i
proporciona un espectre que nomeés mostra els senyals de les molécules amb afinitat per al
receptor.'> En realitat aquest és el resultat de la subtraccié de dos espectres. En el primer,
s’irradia selectivament el receptor evitant afectar cap dels senyals del lligand (espectre on-
resonance). En les macromolecules, com les proteines i els polisacarids, la saturacio
selectiva en un punt es transmet rapidament a tota la molécula (procés de spin diffusion),
seguit d’una transferéncia intermolecular de magnetitzacié cap al lligand unit. Les
moléecules de lligand es dissocien del receptor, perd la saturacid persisteix. Al mateix
temps, noves molecules de lligand s’uneixen al receptor mentre aquest continua rebent la
irradiaci6. Per aquest procés s’aconsegueix incrementar el nombre de lligands afectats per

la saturaci6 (amplificacio de la saturacid) (Figura 6.7).

El resultat final observat depén de la velocitat de relaxacio del lligand lliure i també
de la constant de dissociacio del complex receptor/lligand. L’STD és una técnica aplicable
a un interval de K, entre 10> M i 10® M. A valors inferiors a 10 M'l, cas d’una
associacido molt forta, no es detecta STD o bé se’n detecta molt poc degut a la baixa
velocitat d’intercanvi entre el lligand unit i lliure, que dificulta I’amplificacié de la
saturacio. Per valors de K; molt elevats, en canvi, la transmissio intermolecular de la
saturacid del receptor al lligand es veu dificultada pel poc temps que aquest Gltim roman

unit al receptor, obtenint-se també STD molt baix o nul.

En el segon espectre (off-resonance), s’irradia una zona allunyada, que no afecti cap
dels components. En restar-hi el primer espectre, quedaran només els senyals afectats per la
saturacid, és a dir, els del receptor i el compost que s’hi uneixi. Els senyals del receptor no
acostumen a ser visibles degut a la seva amplada o a la baixa concentracié en que es troben
a la mostra, i en tot cas es poden eliminar aplicant un filtre de relaxacié. El resultat és un

espectre 1D simple, que unicament mostra els senyals dels lligands que s’uneixen al

132 Courtois, J., Fischer, G., Schauff, S., Albert, K., Irgum, K., Anal. Chem., 2006, 78, 580-584.
153 Mayer, M., Meyer, B., Angew. Chem. Int. Ed., 1999, 38, 1784-1788.
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receptor. Aquests senyals seran més intensos com més implicada estigui en I’associacio la

zona de la molécula que representen.

0 e A
Ao At A AT e

‘." x’
>

=P Pols selectiu de saturacio
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JAN Molécula sense afinitat

0 O B Increment de saturacié
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Figura 6.7. Representacio de la transferéncia de saturacié d’un receptor cap al lligand. El
pols de saturacio6 afecta només algunes ressonancies del receptor i es transmet
intramolecularment (indicat en el dibuix per I’ombrejat del receptor). La saturaci6 es
transfereix als lligands, els quals romanen poc temps en el lloc d’unid i faciliten la
transmissié de la saturacio a la dissolucio.'”

En el nostre cas, ’'RMN STD es va aplicar per comparar ’associacio dels tris(3,5-
dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa 1 amilosa, SQ 1 1 2, i del tris(3,5-diclorofenilcarbamat)
de cel'lulosa 3 amb els enantidomers de pindolol, warfarina i propranolol. Tot i que es
desconeixia el valor de K; dels complexos corresponents, es van considerar les xifres
proposades en una revisié de Houk 1 col-laboradors. Per a la formacié d’un complex entre
un receptor sintétic i el seu lligand es donava com a valor mitja K, 10*>*° M. Aquest
valor era similar al calculat pels complexos formats entre ciclodextrines i lligands (K,
10> M. Si I’associacio entre els arilcarbamats de cel-lulosa i amilosa i els enantiomers

¢s d’aquest ordre, es trobaria dins 1’interval mesurable per la técnica d’STD.

En les mostres es va utilitzar una relacié molar (3:1) selector/analit, considerant mols
d’unitats glucosidiques derivatitzades. Aquesta es va establir a partir dels resultats de
capacitat de carrega de rsorac (6:1) determinats en CPC per als parells SQ 1/pindolol i SQ

2/warfarina, en condicions de pH-zone-refining. La solubilitat moderada dels SQs en
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MTBE, dissolvent escollit per realitzar I’experiment, i la sensibilitat de la técnica de RMN
van impedir la preparacido de mostres a aquesta proporcio. D’altra banda, en un treball
anterior de Meyer ef al. es va comprovar com la intensitat de 1’efecte STD augmentava amb
I’excés de lligand,147 ja que s’amplificava la transmissi6é de saturacio a la dissolucio. En
conseqiieéncia, es va decidir utilitzar la relacio SQ/analit (3:1) per al present estudi. Pel que
fa al dissolvent, la supressid dels senyals d’aquest es va aconseguir mitjangant un doble eco
de gradients, en que el pols selectiu s’aplica sobre el MTBE. Per fixar el lock, va caldre
incorporar a la mostra un capil-lar contenint D,O. D’aquesta manera es van realitzar els

experiments en condicions molt similars a les que s’utilitzen en els experiments de CPC.

En I’espectre on-resonance, la seleccio de la zona a saturar es va veure facilitada pel
fet que els senyals amples de I’espectre RMN-"H del SQ permetien disposar de zones
d’irradiacié no ocupades per protons del lligand. Els polsos selectius es van aplicar a la
zona de 6 0,8 a 0,5 ppm, amb una amplada de banda de 40 Hz. Donat que s’ha comprovat
que la zona de £+ 150 Hz al voltant del punt d’irradiacié es pot veure parcialment afectada,
va caldre validar el punt escollit mitjancant experiments analegs en mostres que contenien
només lligand. D’aquesta manera es va verificar que els valors STD obtinguts es devien
unicament a la interaccid entre enantiomers i derivats de polisacarid. En I’espectre off-
resonance, el pols selectiu es va dirigir a & -20 ppm. Per eliminar els senyals de fons del
selector en I’espectre STD, es va aplicar un filtre de T, (o de spin locking) amb una duracid

de 10 ms, que reduia la intensitat dels senyals amples.

En el primer bloc d’espectres es va utilitzar el racemic de pindolol i warfarina 1 els
SQs 1 a 3. Es va observar efecte STD per ambdos racemics amb els selectors 1 1 2. En
canvi, amb el 3,5-diclorofenilcarbamat de cel-lulosa 3 no es van detectar senyals. Els

resultats d’STD obtinguts amb 1 i 2 mostraven algunes diferéncies.

Amb el 3,5-dimetilfenilcarbamat d’amilosa 2, els valors maxims calculats de STD
van ser 2,4% per la warfarina 1 4,1% per al pindolol, essent en els dos casos la zona
aromatica de I’espectre la més afectada. En la franja de 6 2,5 a 5 ppm es va detectar també
STD, tot i que no es va poder quantificar, degut a la proximitat dels senyals residuals de

dissolvent i de 1’aigua continguda en I’insert utilitzat per a fixar el lock.
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Figura 6.8. Estudi de 1’associacié entre el SQ 2 1 pindolol racémic pel metode STD RMN-
'H. A) Espectre STD en abséncia de SQ, comprovaci6 que no existeixen senyals d’STD
deguts a interaccions diferents de les establertes amb el SQ; B) Espectre STD de pindolol
en preséncia del SQ 2. S’ha aplicat un filtre de relaxacio T a fi d’eliminar els senyals del
selector. C) Espectre enregistrat off-resonance, amb irradiacio a 6 -20 ppm; D) Espectre 1D
1H wet. Relacié molar SQ/analit, (3:1); dissolvent, MTBE.

En el cas del pindolol, I’efecte STD s’observa principalment en el nucli aromatic,
afectant especialment els protons de les posicions 2 i 3 (Figura 6.8). Tot 1 que els valors sén
petits, semblen indicar que la interacci6 amb el selector és més intensa per la part de
I’indole. Es va realitzar una serie d’experiments en que s’incrementava el temps de
saturacid, passant de 250 ms a 5000 ms. La intensitat de I’'STD va incrementar en funcid
del temps d’irradiacid, 1 es va observar com aquest increment era regular per tots els
senyals, 1 no es detectaven diferéncies en el creixement de I’STD en funcio del temps de
saturaci6 (Figura 6.9), resultat que indica que la transferéncia de magnetitzacié del selector

cap a I’enantiomer en el complex esdevé de manera rapida.
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Figura 6.9. Increment de I’efecte STD en funcid del temps d’irradiacié. Es representen els
percentatges d’STD en tres senyals (S1, S2 1 S3) de I’espectre del pindolol en preséncia del
SQ 2. Els temps d’irradiacid van variar de 250 a 5000 ms.

Per al parell SQ 2-warfarina, els percentatges de STD calculats van ser inferiors, i
van afectar menys senyals que en el pindolol. El valor maxim va ser per als protons del
grup fenil a & 7,4-7,7 ppm, amb una disminucié marcada dels valors per I’anell aromatic del
sistema biciclic, 1 abseéncia de senyals STD per als protons de la cadena. La intensitat
relativa dels senyals sembla indicar que el grup fenil té¢ una funcid important en la
interaccio amb el selector. L’amplada de les bandes de 1’espectre i els percentatges baixos
de STD calculats es podrien relacionar amb I’establiment d’una associacid forta amb el

derivat d’amilosa.
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Figura 6.10. Estudi de I’associacid entre el SQ 2 i warfarina racémica a través de STD
RMN-'H. A) Espectre de referéncia, 1H wet. B) Espectre STD. Relacié molar SQ/analit,
(3:1); MTBE. S’ha aplicat un filtre de relaxacio T, a fi d’eliminar els senyals del selector.
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Taula 6.1. Percentatge d’STD calculat per la interaccid entre els SQs 11 2 1 els

racémics pindolol 1 warfarina

% STD
Racémic Posicio SQ1 SQ2
Pindolol 2 24,5 3,7
3 24,5 3.8
5 4,8 1,8
6,7 10,8 4,1
CH-CH, 1,2 1,8
6, 8+5Hx, 11,2 1-2,4
5 4,7 <0,5
7 4,7 <0,5
CH 0 0
CH; 0 0

Els experiments realitzats amb el 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa 1 van donar
lloc a percentatges significativament superiors als observats amb 2, aixi com a senyals de
major amplada. Ambdos factors indiquen que la interaccid establerta amb els analits és més
intensa amb el SQ 1. L’efecte STD és més marcat en el pindolol que en la warfarina i
existeixen diferéncies importants d’intensitat relativa entre els diferents protons d’un analit.
Aixi, per al pindolol es va calcular un 24,5% de STD per als protons en les posicions 2 i 3,
mentre que només un 4,8% per al protd de la posicid 7, fet que podria atribuir-se a una
interaccid més intensa per aquesta zona de l’indole. En canvi, els protons de la cadena
alifatica, propers al centre estereogenic, mostraren valors d’STD inferiors. Pel que fa a la
warfarina, segueix el mateix patro que amb el SQ 2 tot i que amb valors majors, mantenint
el STD més elevat per als protons del grup fenil, i recolzant la possible importancia

d’aquest grup en I’associacid.
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Figura 6.11. Estudi de I’associacio entre el 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa 11 els
racemics pindolol i warfarina. A) Espectres de referéncia 1H wet; B) Espectres STD.

En el cas del SQ 3, tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de cel-lulosa, s’ha comentat que no
es va detectar efecte STD en la interaccié amb els racémics de pindolol 1 warfarina, pero
I’eixamplament dels senyals dels analits en els espectres de referéncia indica que
s’estableix un procés d’associacié. Es va deduir que les interaccions entre selector i analits
eren massa fortes per entrar en I’interval detectable pels experiments d’STD. En aquest cas,
la dissociacid del complex seria excessivament lenta, amb el que no s’arribaria a transmetre

la saturacid de I’analit a la dissolucio, o bé aquesta no s’amplificaria suficientment.

La seglient série d’experiments tenia com objecte detectar diferéncies d’associacio
entre els dos enantiomers d’un analit 1 el selector quiral, 1 intentar establir una relacié amb
els resultats obtinguts de ’aplicacié dels SQs en CPC. Donat que amb els SQs 11 2 s’havia
pogut mesurar I’efecte STD en els experiments amb racémics, aquests van ser els SQs
escollits per I’estudi. Es van utilitzar com analits els enantiomers del propranolol, facilment
accessible comercialment, i els enantiomers del pindolol, purificats anteriorment en els
experiments de determinacié de la capacitat de carrega per CPC. Les condicions per a

I’adquisici6 dels espectres van ser les mateixes que amb els analits racémics.

En els espectres amb pindolol i el derivat d’amilosa 2, el percentatge d’STD calculat

per I’enantiomer () va ser lleugerament superior al de 1’(R)-pindolol (Figura 6.12), fet que
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sumat a ’observacio de senyals amples en I’espectre de referéncia de 1I’(S)-pindolol indica
que aquest és 1’enantiomer que s’associa més fortament amb el SQ. La interaccido amb el
derivat de cel-lulosa 1 va seguir el mateix patrd, i va ser més intensa que la determinada
amb el SQ 2. Els espectres de referéncia van mostrar senyals molt amples, especialment en
el cas de 1’(S)-pindolol (Figura 6.13). Cal tenir en compte que a causa de 1’aplicacio del
filtre de relaxacié en la sequiencia d’STD, els senyals de major amplitud disminueixen la
seva intensitat, 1 els senyals de 1’(S)-pindolol en resulten especialment afectats, obtenint-se
un espectre d’STD amb senyals d’intensitat moderada i amples. Com en el cas del SQ 2, és
I’enantiomer (S)-pindolol el que interacciona més fortament amb el derivat de polisacarid 1,

1 presenta un valor maxim d’STD del 24%.

SQ1 (R/S)-pindolol “ SQ2
lH wet L/k

(R/S)-pindolol

(S)-pindolol
STD

S A mdo%u
T T R N N
4.50 .50 7F.00 650 &.00 5.50 5. 00 4.

T
7F.50 ¥.00 &50 &.00 5.50 5.00 50

Figura 6.12. Comparacié de 1’associaci6 entre els SQs 11 2 i els enantiomers aillats de
pindolol per RMN-'H STD. De dalt a baix: espectres de referéncia amb I’analit racémic;
espectres STD amb 1’analit racémic; espectres STD amb els enantiomers (S)- 1 (R)-pindolol
respectivament.
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(R)-pindolol/ SQ 1

(S)-pindolol/ SQ 1

S

N N I R
7.50 7.00 6.50 6.00 5.50 5.00 4.50 4.00

Figura 6.13. Espectres de referéncia RMN-'H wet. Associacio del 3,5-dimetilfenilcarbamat
de cel-lulosa 1 amb els enantiomers (R)- 1 (S)-pindolol.

Taula 6.2. Efecte STD en la interaccid entre els enantiomers de propranolol i

pindolol i els selectors 11 2

Pindolol Propranolol
Posicio STD (R) STD(S) Posicio STD (R) STD (S)
SQ1 2 12,0 25,0 8’ 16,8 -
3 9,9 253 4,677 19,9 -
5 - 1,8 5’ 16 -
6,7 11,0 24,4 3 19,2 -
CH, CH; - - 2,3 1,3 -
SQ 2 2 2,6 3,5 g 0,9 1,1
3 2,5 3,7 4.6°,77 0,9 1,2
5 <1 3,1 5 0,9 1,2
6,7 3,5 3,8 3 1,3 1,1
CH,CH; 0 0 2,3 0,5 0,6

Amb la utilitzaci6 del propranolol es van accentuar les diferéncies entre selectors.
Mentre que amb el derivat d’amilosa 2 es va detectar efecte STD del mateix ordre per
ambdds enantiomers, amb el 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa només 1’espectre de
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I’(R)-propranolol va mostrar senyals, que van afectar la majoria de protons, fins 1 tot els
alifatics que, en el cas de I’estructuralment relacionat pindolol, no presentaven STD (Figura
6.14). Pel que fa a 1’(S)-propranolol, I’espectre de referencia amb el SQ 1 va mostrar
senyals de gran amplada, indicatius de I’establiment d’una forta associacio, 1 no es va
detectar STD. A falta d’una confirmacid definitiva per mitja d’un experiment de competicio
amb un segon analit que presentés una associacié feble o0 moderada, es podria afirmar que
la interaccid entre 1’enantiomer (S) 1 el SQ 1, per ser excessivament intensa, queda fora de

P’interval detectable de I’STD.

SQ 2

SQ1 O
A) | IM ol

S

8.0 7.0 6.0 5.0 8.0 7.0 6.0 5.0

Figura 6.14. Comparaci6 de 1’associacio entre els SQs 11 2 i els enantiomers de
propranolol per RMN-'H STD. A) Espectres de referéncia amb 1’analit racemic; B) 1 C)
Espectres STD amb els enantiomers (R)- i (S)-propranolol respectivament.

Les diferéncies mesurades per STD entre els enantiomers del pindolol 1 del
propranolol van portar a buscar similituds amb els resultats obtinguts en les separacions per
CPC, i avaluar si I’experiment d’STD podia tenir valor predictiu respecte al comportament
de selectors i analits en futurs experiments de CPC. Observant els experiments de CPC
realitzats amb els SQ 1 1 2 1 els racémics pindolol i propranolol i utilitzant MTBE/fosfat
sodic com a sistema de dissolvents, que és el més similar a les condicions en que s’ha
desenvolupat I’estudi per STD, es compleix que 1’enantiomer més retingut en I’experiment

en CPC ¢és aquell que ha donat els percentatges d’STD més elevats, pero la técnica no
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permet predir el resultat de la separacio. Aixi, mentre que el propranolol, amb diferéncies
notables entre els espectres STD dels dos enantiomers, no es va poder separar
satisfactoriament per CPC, obtenint-se Unicament un lleuger enriquiment enantiomeric de
les fracions d’eluat recollides (veure Capitol 5), el pindolol, amb diferéncies moderades
d’STD entre els enantiomers, va poder ser separat per CPC de manera parcial en el mode

classic i amb ee moderats-alts en el mode pH-zone-refining.
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7.1. Dades generals

Els espectres de ressonancia magnetica nuclear s’han enregistrat en un espectrometre
Varian Gemini-300 (300 MHz), en un Varian Mercury (400 MHz) o en un varian Inova
(500 MHz) en funcio de les condicions requerides per cada experiment. El dissolvent
utiitzat s’indica en cada cas. Els desplagaments quimics es mostren en valors o en parts per
milié (ppm). El propi dissolvent s’ha utilitzat com a referéncia interna. Les abreviatures
emprades en ’assignacié de bandes han estat: s, singulet; d, doblet; ¢, triplet; ¢, quadruplet;

m, multiplet; ba, banda ampla.

Els espectres d’infraroig s’han enregistrat en un espectrofotometre Thermo-Nicolet
model Nexus. Les abreviatures utilitzades en [’assignacié de bandes han estat: arom,

aromatic; st, stretching; si, simetric; as, asimetric; 8, deformacio.

Per la cromatografia en capa fina s han utilitzat cromatofolis de gel de silice 60 F254
(Merck), localitzant els senyals per exposici6 a la llum ultraviolada o utilitzant permanganat

de potassi com a revelador.

Les analisis elementals s’han efectuat en un analitzador Carlo Erba model EA1108
en condicions estandard als Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona.
S’accepta un error en la determinacié de +0,3% quan el percentatge de I’element és
superior al 20%, de £0,2% quan el valor esta compres entre el 20% i el 6% i1 de +£0,1% quan
el percentatge és inferior al 6%. Les analisis corresponents al contingut en clor s’han
realitzat mitjangant el meétode Shoringer al Servei de Microanalisi de [D’Institut
d’Investigacions Quimiques 1 Ambientals de Barcelona (IIQAB-CSIC). El marge d’error en

la determinaci6 d’aquest element és de +0,3%.

Els espectres d’ultraviolat s’han registrat en un espectrofotometre Shimadzu, model

UV-2501PC.

Els espectres de masses s’han efectuat en un espectrometre model HP 5989A

d’Agilent Technologies.
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Els espectres de masses MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization)
s’han realitzat en un espectrometre de masses MALDI-TOF model Voyager DE Perspective

d’Applied Biosystems.

Els experiments de calorimetria de valoracid isotermica (ITC, isothermal titration

calorimetry) s’han efectuat en un microcalorimetre Microcal VP-ITC.

Els assaigs de cromatografia de repartiment centrifug (Centrifugal Partition
Chromatography, CPC), s’han dut a terme en un aparell HP-CPC série 1000 (Sanki Eng.
Ltd., Kyoto, Japd). Les dimensions de la centrifuga son 31x47x50 cm. La capacitat total del
sistema ¢és de 190 mL. L’HP-CPC esta connectat a un sistema de cromatografia liquida
Hewlett-Packard, HP série 1100, constituit per una bomba quaternaria, un injector manual 1
un detector d’UV de longitud d’ona variable. Les fraccions el-luides s’han recollit en un

col-lector de fraccions Gilson FC 203B.

Els assaigs de cromatografia liquida d’alta resoluci6 (HPLC) s’han dut a terme en un
equip Waters consistent en una bomba quaternaria (Mod 600E), injector automatic (Mod
717) 1 detector UV tipus diode array (Mod. 996) i alternativament en un equip Waters
constituit per una bomba binaria (Mod. 1525), un injector automatic (Mod. 717 plus) i un
detector UV de longitud d’ona variable. Les condicions estandard de treball s’han basat en

flux de ImL/min i registre dels cromatogrames a la longitud d’ona adequada.

L’estudi en electroforesi capil-lar s’ha dut a terme en un sistema Agilent HP-CE
equipat amb un detector UV de tipus diode array i un sistema de pressuritzacié externa. Les
dades s’han processat en el software d’HP-CE Chemstation. S’han utilitzat capil-lars de
silica fosa amb recobriment d’alcohol polivinilic (50 um de diametre intern x 64,5 cm de
longitud total) i injecci6 hidrodinamica (50 mbar x 5 segons) i s’ha aplicat un voltatge de

25 KV (en els experiments amb ompliment parcial del capil-lar, -25 KV).
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7.2. Preparacio dels derivats de polisacarid

7.2.1. Preparacio de tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa (1) i tris(3,5-

diclorofenilcarbamat) de cel-lulosa (3)

OH ==
N N=C=0 o
0 R,—/ > | X"
HO o . - R
OH L o ONF p
n piridina anh m
A

(1) R=3,5-(CHz),
(3) R=3,5-Cl,

Es dispersen 0,5 g de cel-lulosa microcristal.lina (Avicel® Merck) equivalents a 3,1
mmol d’unitats de glucosa, en 20 mL de tolue, en un matras proveit d’agitacié magnetica 1
equipat amb un aparell de Dean-Stark. La suspensio s’escalfa a reflux i la cellulosa
s’asseca per azeotropia durant dues hores. A continuacid s’evapora el dissolvent i el residu
solid es resuspén en 25 mL de piridina anhidra. S’addiciona 1’isocianat corresponent en
excés (4 mol per mol d’unitats de glucosa) 1 la mescla de reaccidé es manté en agitacio a

reflux durant 16 hores, protegida de la humitat ambiental per un tub de clorur calcic.

Els derivats de cel-lulosa aixi preparats s’aillen del medi de reaccio per precipitacid
sobre metanol, per al derivat 1, 1 aigua per al derivat 3, i posterior filtraci6 a través de placa
de vidre fritat del n°® 2, efectuant rentats amb el mateix dissolvent fins eliminar la piridina

d’origen. Els derivats es purifiquen tal com segueix.

- El compost 1 es sotmet a rentats exhaustius amb etanol calent, fins eliminar la urea
que es forma com a subproducte de la reaccid. El solid resultant es redissol en 80 mL de

cloroform, es reprecipita amb metanol i es sotmet a rentats amb aquest ultim dissolvent.

- El derivat 3 es renta exhaustivament amb acetonitril calent, a fi d’eliminar la NN -

bis(3,5-diclorofenil)urea que es forma com a subproducte de reaccio.

Els derivats de cel.lulosa aixi purificats s’assequen a temperatura ambient i pressio

reduida.
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A partir de 0,5 g de cel-lulosa microcristal-lina i 1,8 g d’isocianat de 3,5-dimetilfenil

s’obtenen 1,5 g de 1.

IR (KBr): 3328 cm™ (N-H st); 2918 cm™ (C-H st); 1734 cm™ (C=O st, varies
bandes); 1616 cm™ C=C arom. st); 1079 cm™ (C-O st-si).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70°C) & (ppm): 2,04 i 2,10 (2s, 6H+6H, 2- i 3-
(CHs)Ar); 2,31 (s, 6H, 6-(CHs)Ar); 3,44 (m, 1H, C°H); 3,75 (m, 1H, C*H); 4,62 (m,
1H+2H, C'H i C°H,); 5,08 (m, 1H, C*H); 5,52 (m, 1H, C’H); 6,39 (s, 1H, 6-C’H); 6,60 i
6,70 (s+s, 2H, 2- i 3-C’H); 7,29 (s, 2H, 6- C°H); 7,33 (s, 4H, 2- i 3- C°H); 9,23 i 9,35
(batba, 1H+1H, 2-NH i 3-NH); 10,22 (ba, 1H, 6-NH).

Analisi elemental: C, 65,18; H, 6,10; N, 6,88. Correspon a un derivat amb 2,77 +0,13
grups 3,5-dimetilfenilcarbamat per unitat de glucosa. Analisi elemental calculada
(C33H37N305),: C, 65,66; H, 6,18; N, 6,96. Pes molecular estimat per unitat de glucosa:
568,45 g/mol.

Durant la purificaci6 del derivat cel-lulosic 1 s’ailla del medi N,N’-bis(3,5-

dimetilfenil)urea, que es cristal-litza d’etanol 96°C.

IR (KBr): 3293 em™ (N-H st); 1636 cm™ (C-O st); 1563 cm™ (N-C=0 st)

RMN-'H (200 MHz, DMSO-de) & (ppm): 2,22 (s,12H, Ar-CHs); 6,60 (s, 2H, C*H);
7,07 (s, 4H, C*°H); 8,46 (s, 2H, NH).

RMN-"C (50,3 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 21,4 (Ar-CH;); 116,0 (C*°H); 123,5
(C*H); 137,9 (C**); 139.8 (C"); 152,6 (CO).

Analisi elemental trobada: C, 75,95; H, 7,39; N, 10,24. Analisi elemental calculada:
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C,76,09; H, 7,51; N, 10,44.

A partir de 0,5 g de cel-lulosa microcristal-lina 1 2,32 g d’isocianat de 3,5-diclorofenil

s’han obtingut 1,95 g de 3.

IR (KBr): 341113317 cm™ (N-H st); 1733 em™ (C=O0 st); 1592 cm™ (C=C arom st);
1527 em™ (N-C=0 st si); 1210 cm™ (C-O st as); 1074 cm™ (C-O st si).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70 °C) & (ppm): 3,73 (m, 1H, C°H); 3,92 (m, 1H,
C*H); 4,65 (m, 1H, C'H); 4,85 (m, 1H, C°H,); 5,04 (m, 1H, C*H); 5,50 (m, 1H, C*H); 6,67
(s, 1H, 6-C’H); 7,07 i 7,15 (s+s, H+H, 2- i 3-C’H); 7,41 (s, 2H, 6-C°H) 7,54 (s, 4H, 2- i 3-
C°H); 10,38 i 10,44 (ba+ba, H+H, 2- i 3-NH); 10,88 (ba, 1H, 6-NH).

Analisi elemental trobada: C, 43,36; H, 2,66; N, 5,64; Cl, 29,00. Correspon a un
derivat que conté 2,87+0,13 grups 3,5-diclorofenilcarbamoil per unitat de glucosa. Analisi
calculada, (Cy7H19N3ClgOg),: C, 44,63; H, 2,62; N, 5,79, Cl, 29,34. Pes molecular estimat:
701,56 g/mol d’unitats de glucosa.

Durant la purificacié de 3 s’ha aillat del medi la N,N’-bis(3,5-diclorofenil)urea, que

s’ha cristal.litzat d’etanol 96°.

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds, 20 °C) & (ppm): 7,19 (t, 2H, C’H); 7,53 (d, 4H,
C°H); 9,28 (s, 2H, NH).

Analisi elemental trobada: C, 46,82; H, 2,80; N, 7,67; Cl, 38,86. Analisi elemental
calculada, C;3HgN,OCl4: C, 46,57; H, 2,60; N, 8,00; CI, 38,57.
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7.2.2. Preparacio del tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) d’amilosa (2) i del tris(3,5-

diclorofenilcarbamat) d’amilosa (4)

OH N=C=0
0 Ry~
HO

\

OHO 1 piridina anh
A
(2) R=3,5-(CH;),
(4) R=3,5-Cl,

S’introdueix 1,0 g d’amilosa ICN (equivalent a 6,2 mmol d’unitats de glucosa) en un
matras proveit d’agitacido magnetica, i es dispersa en 30 mL de tolue. S’acobla un col.lector
de Dean-Stark i s’asseca I’amilosa per azeotropia durant 2 hores, al terme de les quals
s’evapora el tolue. El residu sec es suspén en 50 mL de piridina anhidra i s’hi addicionen 4
mol de I’isocianat corresponent per mol d’unitats de glucosa. La suspensidé es manté en
agitacio a reflux protegida de la humitat ambiental per un tub de clorur calcic, durant 20

hores.

Seguidament, la mescla de reaccid es precipita sobre metanol, en el cas de 2, 1 una
barreja de metanol/aigua, en el cas de 4, i el solid obtingut es filtra a través d’una placa de
vidre fritat del n° 3 i es renta repetidament amb el mateix dissolvent fins eliminar les restes

de piridina. La purificacid dels productes continua de la segiient manera.

El derivat d’amilosa 2 es renta amb etanol calent, per eliminar la N,N’-bis(3,5-
dimetilfenil)urea formada i tot seguit es purifica per dissolucié en 100 mL de cloroform i

posterior reprecipitacio en metanol, filtracid i rentats amb metanol.

La urea formada en la sintesi de 4 s’elimina per mitja de rentats exhaustius amb

acetonitril en calent.
Els derivats d’amilosa 2 i 4 s’assequen a temperatura ambient 1 pressio reduida.
Utilitzant 3,6 g d’isocianat de 3,5-dimetilfenil s’han obtingut 2,61 g del derivat 2.

IR (KBr): 3322 cm™ (N-H st); 1718 cm™ (C=0 st); 1616 i 1457 cm™ (C=C arom, st);
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1541 cm™ (N-C=0 st si, amida IT); 1219 cm™ (C-O st).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70°C) & (ppm): 1,99 i 2,04 (s+s, 6+6H, 2-(CH;),Ar
i 3-(CHs)Ar); 2,35 (s, 6H, 6-(CH3),Ar); 4,24 (m, C*H); 4,66 (m, C’H); 4,91 i 5,06 (m+m,
2H, C°H,); 5,60 i 5,65 (m+m, 2H C*H i C'H); 5,88 (m, C*H); 6,46 i 6,51 (s+s, 2H, 2-C"H i
3-C’H); 6,84 (s, 1H, 6-C’H); 6,96 i 7,05 (s+s, 2+2H, 2-C°H i 3-C°H); 7,71 (s, 2H, 6-C°H);
9,301 9,70 (ba+ba, 3H, NH).

Analisi elemental trobada: C, 65,67; H, 6,18; N, 6,96; corresponent a un derivat amb
2,92+0,08 grups 3,5-dimetilfenilcarbamat per unitat de glucosa. Analisi elemental calculada
(C33H37N305),: C, 65,66; H, 6,18; N, 6,96. Pes molecular estimat per unitat de glucosa:
599,32 g/mol.

Utilitzant 4,64 g d’isocianat de 3,5-diclorofenil s’han obtingut 2,6 g del producte 4.

IR (KBr): 3409 i 3315 cm™ (N-H st); 1719 cm™ (C=0 st); 1593 cm™ (C=C arom, st);
1528 cm™ (N-C=0 st si, amida IT); 1210 cm™ (C-O st as); 1049 cm™ (C-O st si).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70°C) o (ppm): 4,30-6,20 (diversos senyals
multiples, 7H, C-H glucosidics); 6,80-7,10 (m, H+H, 2- i 3-C"H); 7,10-7,60 (m, 1+2+2H,
6-C’H, 2-C°H, 3-C°H); 7,85 (m, 2H, 6-C°H); 10,24, 10,78 i 11,03 (3 ba, H+H+H, NH).

Analisi elemental trobada: C, 43,16; H, 2,75; N, 5,60; Cl, 29,27. Correspon a un
derivat amb 2,87+0,13 grups 3,5-diclorofenilcarbamoil per unitat de glucosa. Analisi
elemental calculada, (C,7H19N3ClgOs),: C, 44,63; H, 2,62; N, 5,79; Cl, 29,34. Pes molecular
estimat per unitat de glucosa: 700,62 g/mol.
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7.2.3. Desacetilacio i reprecipitacio de quitosa comercial (5)

OH OH
. O NaOH 50% . O
HO O« > HO O+x
NHR |, Nj, 100°C NHR |,
R:[ H O 5
-COCH; 13% -COCH; 0-5%

Desacetilacio: Es dispersen 10 g de quitosa comercial (Fluka, baix pes molecular),
que es presenta en forma d’escames, en 100 mL d’una dissolucié d’hidroxid sodic al 50%
dins un matras proveit d’agitacié magnetica. S’hi acobla un refrigerant i un dispositiu per
entrada 1 sortida de gasos i es satura el sistema amb atmosfera inert de nitrogen. La
suspensid es manté a 100°C durant 2 hores i seguidament s’aboca sobre gel. Quan la mescla
ha assolit temperatura ambient, es filtra per una placa de vidre fritat del n° 2 1 es renta amb

aigua fins a pH neutre. Sobre el solid resultant s’efectuen les operacions segiients.

Tractament de dissolucié i reprecipitacié: El quitosa desacetilat es disposa en un
Erlenmeyer amb 600 mL d’acid acetic a 1’1%. S’escalfa al bany Maria fins a dissoldre la
major part de les particules solides. La solucid viscosa obtinguda es filtra en calent per una
placa de vidre fritat del n° 2. El filtrat es neutralitza addicionant hidroxid sodic 2 N a
temperatura ambient i la mescla es manté en agitacié durant uns minuts fins a completar la

precipitacio.

El precipitat gelatinds que s’obté es filtra per una placa de vidre fritat del n® 2 1 es
renta repetidament amb aigua fins a pH neutre. A continuacié es dispersa en metanol, es
filtra 1 es renta repetidament amb aquest dissolvent. El solid es renta amb éter dietilic fins
eliminar el metanol, s’asseca a temperatura ambient i pressié reduida i es moltura fins a

reduir la mida de particula. S’obtenen 8,28 g (Rdt. 82,8%).
IR (KBr): 3441 cm™ (O-H, N-H st); 2872 cm™ (C-H); 1599 cm™ (NH, 9).

RMN-'H (400 MHz, D,O/TFA, 20°C) & (ppm): 1,89 (s, CH3CO residual); 3,00 (m,
1H, C*H); 3,54-3,73 (m, 5H, C’'H-C°H,); 4,71 (m, 1H, C'H).
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7.2.4. Preparacié de tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de quitosa (6) i tris(3,5-

diclorofenilcarbamat) de quitosa (7)

H =( =
0 N N=C=0 .
_ m
O Ry _ > | \—R
HO 0 -~ P
NH2 o o p
n  piridina anh m
A
(5) (6) R=3,5-(CH3),

(7) R=3,5-Cl,

En un matras proveit d’agitacio magnética es dispersen 500 mg de quitosa desacetilat
5 (equivalents a 3,1 mmol d’unitats de glucosamina) en 20 mL de piridina anhidra.
S’addicionen 6 mol d’isocianat per mol d’unitats de glucosamina (2,72 g d’isocianat de 3,5-
dimetilfenil o 3,5 g d’isocianat de 3,5-diclorofenil) i la mescla de reaccié es manté en
agitacié a reflux durant 24 hores, protegida de la humitat ambiental per un tub de clorur

calcic.

Els derivats de quitosa aixi preparats s’aillen per precipitacido en metanol (6) o en
metanol/aigua (7) 1 posterior filtracio per placa de vidre fritat del n°® 3 i1 rentats amb metanol
fins eliminar les restes de piridina. S’efectuen rentats amb etanol calent per eliminar les
urees formades com a subproducte. El derivat de quitosa 6 es sotmet a un altra etapa de
purificacio, per redissolucié en cloroform i reprecipitacié en metanol, seguit de filtracid i
rentats amb aquest dissolvent. Després d’assecar els productes a temperatura ambient i

pressio reduida s’obtenen 1,49 gde 61 1,6 gde 7.
Selector 6:

IR (KBr): 3379 cm™ (ba, N-H st); 1724 cm™ (C=0 st); 1614 i 1453 cm™ (C=C arom,
st); 1543 cm™ (N-C=0 st).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70 °C) & (ppm): 2,12 (s+s, 6H+6H, 2- i 3-
(CHs)Ar); 2,30 (s, 6H, 6-ArCHs); 3,60-5,40 (diversos senyals multiples, 7H, C-H
glucosidics); 6,551 6,71 (s+s, 3H, 2-, 3- i 6-C’H); 7,0-7,8 (m, 6H, 2-, 3- i 6-C°H); 9,2-10,2
(ba, 3H, NH).
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Analisi elemental trobat: C, 62,33; H, 6,17; N, 8,70. Correspon a un derivat amb
2,64+0,31 grups 3,5-dimetilfenilcarbamoil per unitat de glucosamina. Analisi calculada,
(C33H3sN4O7)n: C, 65,78%; H, 6,31; N, 9,30. Pes molecular estimat per unitat de

glucosamina: 551,91 g/mol.
Selector 7:

IR (KBr): 3304 cm™ (ba, N-H st); 1723 cm™ (C=0 st); 1591 cm™ (C=C arom st);
1536 cm™ (N-C=0 st).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70°C) & (ppm): 3,60-6,40 (varis senyals multiples,
7H, C-H glucosidics); 6,8-8,0 (m, 3+3+3H, Ar-H); 9,50-11,50 (ba, 3H, NH).

Analisi elemental trobada: C, 41,26; H, 2,46; Cl, 29,31; N, 7,12. Correspon a un
derivat amb 2,93+0,02 grups 3,5-diclorofenilcarbamat per unitat de glucosamina. Analisi
elemental calculada (C,7H,0ClgN4O7),: C, 44,69; H, 2,76; Cl, 29,38; N, 7,72. Pes molecular

estimat per unitat de glucosamina: 713,94 g/mol.
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7.2.5. Hidrolisi parcial de quitosa comercial amb acid fosforic (8, 9)

OH OH
« 0 H;PO, 85% . 0
HO O+« > HO O«
NHR ~ |, NHR |,
R=-H o -COCHj R=-H o0 -COCHj
n: ca. 400 8,n:ca. 15
9. n:ca. 7

En un Erlenmeyer es dispersen 10 g de quitosa en 200 mL d’acid fosforic al 85% i la
mescla es manté a temperatura ambient durant 4 setmanes. La solucid viscosa resultant es
precipita sobre un excés d’etanol 1 es manté en agitacié durant 24 hores. Seguidament es
filtra a través d’una placa de vidre fritat del n° 3 1 el precipitat es sotmet a rentats exhaustius
amb etanol amb un 5% de trietilamina, a fi d’eliminar els ions fosfat remanents. Després de
ser rentat amb etanol, el producte es dispersa en 1 L d’aigua i es manté en agitacié durant
48 hores. Per filtracidé en placa de vidre fritat es separa la fraccid de quitosa soluble en

aigua de la fracci6 insoluble.

La fraccié de quitosa insoluble es renta successivament amb hidroxid sodic a 1’'1% i
amb aigua. L’aigua s’elimina per mitja de rentats amb metanol i seguidament amb éter

etilic.

La fraccid soluble es concentra per evaporaci6 de 1’aigua i es precipita sobre etanol.
La suspensid es filtra per una placa de vidre fritat 1 es renta successivament amb etanol i

amb éter etilic.
Els solids resultants s’assequen a temperatura ambient i pressio reduida.

A partir de 10 g de quitosa comercial Fluka es van obtenir 5,52 g de quitosa de baix
pes molecular (8), provinent de la fraccié insoluble, 1 1,29 g de quitosa de molt baix pes
molecular (9), a partir de la fraccid soluble en aigua (Rdt. 68%). Els productes van ser

caracteritzats per RMN-'H i analisi elemental i es va calcular el contingut en grups acetil.

189



Part experimental

IR (KBr): 3454,2 cm™ (O-H, N-H st); 2869 cm™ (C-H st); 1603 cm™ (NH, 8); 1085
cm™ (C-O st).

RMN-'H (400 MHz, D,O/TFA, 20°C) & (ppm): 2,51 (s, 3H, CH3CO residual); 3,53
(m, 1H, C*H); 4,06 i 4,23 (m+m, 5H, C*°H, C°H,); 5,21 (m, 1H, C'H).

IR (KBr): 3418 cm™ (O-H, N-H st); 1635,2 cm™ (NH; 8); 1542,5 cm™ (N-C=0 st,
amida IT); 1071,1 cm™ (C-O st).

RMN-'H (400 MHz, D,0O/TFA, 20°C) 6 (ppm): 2,31 (s, 3H, CH3CO residual); 3,47
(m, 1H, C*H); 4,0 a 4,2 (diversos senyals, 5H, C>°H, C°H,); 5,15 (m, 1H, C'H).
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7.2.6. Preparacio de N-benzilidenquitosa (10a i 10b)

OH ©)J\H
o
* ?
5,n ca. 400 10a, n ca. 400
quitosa, 2<n<10 10b, 2<n<10

En un matras proveit d’agitacié magnetica es dispersa quitosa desacetilat en metanol.
S’addiciona benzaldehid (3 mol per mol d’unitats de glucosamina) i la mescla de reaccio es
manté en agitacid a temperatura ambient durant 16 hores, protegida de la humitat ambiental
per un tub de clorur calcic. La suspensi6 resultant es filtra per una placa de vidre fritat del
n° 4 en el cas de 10a, 1 s’evapora a pressid reduida en el cas de 10b. Els residus solids es
renten amb éter dietilic a fi d’eliminar el benzaldehid en excés. En la purificacié de 10b,
I’éter dietilic elimina també 1’acid lactic provinent del producte de partida. El derivat de

quitosa obtingut s’asseca a pressid reduida.

A partir de 4,0 g de quitosa desacetilat 5 (equivalents a 24,8 mmol d’unitats de
glucosamina), utilitzant com a dissolvent 200 mL de metanol i per reaccié amb 7,9 g de

benzaldehid, s’obtenen 5,77 g de producte 10a.

IR (KBr): 3441 cm™ (ba, O-H st); 2877 cm™ (ba, C-H st); 1644 cm™ (C=N st); 1580

cm™ (C=C arom, st).
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A partir de 3,34 g de lactat de quitosa oligosacarid, que conté 2,0 g de quitosa base,
equivalent a 12,4 mol d’unitats de glucosamina, per reaccié amb 3,95 g de benzaldehid en

125 mL de metanol, s’obtenen 1,72 g de producte 10b.

IR (KBr): 3448 cm™ (ba, O-H st); 2880 cm™ (ba, C-H st); 1640 cm™ (C=N st); 1581
cm™ 11452 cm™ (C=C arom, st).

RMN-'H: (400 MHz, DMSO-ds, 20°C) & (ppm): 2.94-5,10 (diversos senyals
multiples, C-H glucosidics); 7,46 (s, 2H+H, N-C"H i N-C’H); 7,76 (s, 2H, N-C°H); 8,42 (s,
1H, C=N-H).
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7.2.7. Preparacio del 3,6-bis(3,5-dimetilfenilcarbamat) de quitosa (11) i 3,6-bis(3,5-

diclorofenilcarbamat) de quitosa (12)

OH

1)
O
Rz
“Tho od« VN=c=0 *
N n —— -
b 2) HCI2N
11, R=3,5-(CH
10a ; ,5-(CH3),

12, R=3,5-Cl,

Es suspenen 500 mg de 10a (equivalents a 2 mmol d’unitats de glucosamina) en 20
mL de piridina anhidra, dins un matras proveit amb agitaci6 magnetica 1 protegit de la
humitat amb un tub de clorur calcic. S’addicionen 8,1 mmol d’isocianat de 3,5-dimetilfenil
(1,2 g) o d’isocianat de 3,5-diclorofenil (1,52 g) i la mescla de reaccié es manté a reflux
durant 24 hores. Els productes s’aillen del medi de reaccio per precipitacié en metanol, per
al producte 11, o metanol/aigua, per a 12, i posterior filtracid per placa de vidre fritat. En el
cas d’11, el solid resultant es renta exhaustivament amb etanol calent, a fi d’eliminar la
N,N’-bis(3,5-dimetilfenil)urea provinent de 1’excés d’isocianat. 12 es separa de la N,N’-
bis(3,5-diclorofenil)urea per rentats amb acetonitril calent. Els N-benziliden-3,6-
bis(arilcarbamat) de quitosa es dispersen en una solucid d’acid clorhidric 2N, es filtren i es
sotmeten a rentats amb eter dietilic fins eliminar el benzaldehid despres. Els quitosans 11 1
12 es renten successivament amb dissolucié d’hidroxid amonic i amb aigua fins assolir pH

neutre, i s’assequen a pressioé reduida, obtenint-se 1,1 g de producte 111 1,2 g de 12.
Selector 11:

IR (KBr): 3376 cm™ (ba, N-H st); 1718 cm™ (C=0 st); 1616 i 1457 cm™ (C=C arom,
st); 1554 cm™ (N-C=O st).

RMN-'H (300 MHz, DMSO-dg, 20°C) & (ppm): 2,14 (s, 6+6H, 2- i 3-(CH;),Ar);
3,00-5,40 (diversos senyals multiples, C-H glucosidics); 6,58 (m, H+H+H, C’H); 7,10 (m,
2+2+2H, C°H); 8,0-10,0 (diversos senyals multiples, NH).
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Analisi elemental trobada: C, 56,10; N, 7,90; H, 6,00, corresponent a un derivat amb
2,49+0,47 grups 3,5-dimetilfenilcarbamat per unitat de glucosamina. Pes molecular estimat

per unitat de glucosamina: 528,39 g/mol.

Selector 12:

IR (KBr): 3406 cm™ (ba, N-H st); 1735 cm™ (C=0 st); 1592 i 1449 cm™ (C=C arom,
st); 1528 cm™ (N-C=0 st).

Analisi elemental trobada: C, 31,33; N, 5,47; H, 2,32. Correspon a un derivat amb
1,68+0,3 grups 3,5-diclorofenilcarbamat per unitat de glucosamina. Pes molecular estimat

per unitat de glucosamina: 478,94 g/mol.
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7.2.8. Preparacio de dodecanoil/ (3,5-dimetilfenilcarbamoil) cel-lulosa (13 i 14)

OH "
e} Cl 10
* -
HO o o
OH . CHs
N=C=0
CH, 13, 14

En un matras proveit d’agitacidé magnética es dispersen 0,5 g de cellulosa
microcristal-lina (Avicel®, Merck), equivalent a 3,1 mmol d’unitats de glucosa, en 20 mL
de tolue. S’acobla un aparell de Dean-Stark i1 s’asseca la cel-lulosa per azeotropia durant 2
hores. A continuacié s’evapora el tolu¢ i el residu sec obtingut es suspén en 25 mL de
piridina anhidra. S’addiciona la quantitat corresponent de clorur de dodecanoil. La mescla
de reacci6 es manté a reflux durant 2 hores protegida de la humitat ambiental per un tub de
clorur calcic. Seguidament es deixa refredar a temperatura ambient i s’addiciona la
quantitat d’isocianat de 3,5-dimetilfenil que correspongui en cada cas. La nova mescla es

manté a la temperatura de reflux durant 16 hores.

Els derivats mixtes aixi preparats (13, 14) s’aillen del medi de reaccié per
precipitaciéd en 200 mL de metanol i posterior filtracidé en placa de vidre fritat del n° 2,
efectuant rentats amb metanol fins eliminar la piridina d’origen. Seguidament, es renten
amb etanol calent fins eliminar la N,N’-bis(3,5-dimetilfenil)urea subproducte de la reaccio.
El solid resultant es redissol en 80 mL de cloroform, es reprecipita amb metanol i es renta
exhaustivament amb aquest ultim dissolvent. Finalment, el producte s’asseca a temperatura

ambient i pressio reduida, obtenint-se 1,24 g de 131 1,02 g de 14.
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Taula 7.1. Sintesi 1 caracteritzacid dels derivats 13 1 14.

SQ Cldodecanoil isocianat Analisi elemental Grau de substitucid Pm

mol/molu. mol/molu. %C %H %N  dodecanoat carbamat g/mol

13 0,4 4,0 66,84 6,83 6,29  0,30+0,02 2,64+0,08 604,43
14 1,2 2,4 65,71 8,16 3,99  0,74+0,06 1,45+0,07 509,26

mol/mol u., mol per mol d’unitats de glucosa
Selector 13:

IR (KBr): 3334 cm” (N-H st); 2919 cm™ (C-H st); 1732 cm™” (C=O st, varies
bandes); 1615 cm™ (C=C arom. st); 1538 cm™ (N-C=0 st si); 1080 cm™ (C-O st-si).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70°C) & (ppm): 0,98 (m, 3H, C'*Hz); 1,35 (m, 18H,
C H,-C'"Hy); 2,0-2,4 (m, 2H, C* Hy); 2,05 i 2,11 (s+s, 6+6H, 2-(CH;z),Ar i 3-(CH3),Ar);
2,32 (s, 6H, 6-(CH3),Ar); 3,43 (m, 1H, C°H); 3,77 (m, 1H, C*H); 4,70 (m, 3H, C'H i C°H,);
5,11 (m, 1H, C*H); 5,51 (m, 1H, C’H); 6,43 (s, 1H, 6-C’H); 6,61 i 6,72 (s+s, 2H, 2-C’H i 3-
CPH); 7,29 (s, 2H, 6-C°H); 7,34 (s, 4H, 2-C°H i 3-C°H); 9,24 i 9,34 (ba+ba, 2-NH i 3-NH);
10,29 (ba, 6-NH).

Selector 14:

IR (KBr): 3354 cm™ (N-H st); 2924 cm™ (C-H st); 1752 cm™ (C=O st, varies
bandes); 1616 cm™ (C=C arom. st); 1559 cm™ (N-C=0 st si); 1083 cm™ (C-O st-si).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70°C) & (ppm): 1,03 (m, 3H, C'*H;); 1,41 (m, 18H,
C* 'H,-C'"Hy); 2,0-2,5 (varis s, 18H, CH3Ar); 3,4-4,2 (m, 2H, C’H i C*H); 4,4-5,8 (m, 5H,
C'H, C°H,, C*H, C’H); 6,4-6,8 (varis s, 3H, C’H); 7,35 (m, 6H, C°H); 9,25, 9,35, 10,26 i
10,40 (ba, 3H, NH).
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7.2.9. Preparacio del tris(ciclohexilcarbamat) de cel-lulosa (15)

HO O+ % >
DBTDL
piridina, A

Es dispersen 500 mg de cel-lulosa microcristal-lina (Avicel® Merck), equivalents a
3,1 mmol d’unitats de glucosa, en 20 mL de tolu¢, dins un bald proveit d’agitacid
magnetica 1 equipat amb un col-lector de Dean-Stark. La suspensio es manté a reflux i la
cel-lulosa s’asseca per azeotropia durant dues hores. Després d’evaporar el tolu¢ a pressid
reduida, el residu solid es resuspen en 25 mL de piridina anhidra 1 s’hi addicionen 110 pL
de dilaurat de dibutilestany. Seguidament s’incorporen 2,318 g (6 mol per mol d’unitat de
glucosa) d’isocianat de ciclohexil en dues addicions espaiades entre si 60 hores. La mescla
de reaccié es manté a la temperatura de 70°C en agitaci6 i protegida de I’exterior amb un

tub de clorur calcic per un total de 10 dies.

El ciclohexilcarbamat de cellulosa preparat s’ailla del medi de reaccid per
precipitacid sobre 150 mL de metanol i posterior filtracid per placa de vidre fritat del n° 4.
El solid es sotmet a rentats exhaustius amb aquest dissolvent fins eliminacid de la piridina
d’origen 1 els subproductes formats per l’isocianat en excés. El producte s’asseca a

temperatura ambient i pressio reduida, recuperant-se 784 mg del derivat de cel.lulosa 15.

IR (KBr): 3345 cm™ (N-H st); 2931 i 2855 cm™ (C-H st); 1716 cm™ (C=O st); 1529
cm” (N-C=O0 st si); 1059 cm™ (C-O st).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70 °C) & (ppm): 1,2 a 1,4 (diversos senyals, 30H,
Hax 1 Heg); 3,7 13,8 (m+m, 3H, CiH); 4,2 a 5,6 (diversos senyals, 7H, C-H anell glucosidic);
6,4 16,9 (batba, NH).

Analisi elemental trobat: C, 49,12, H, 6,66, N, 3,57. Correspon a un derivat amb
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0,46+0,13 grups ciclohexilcarbamoil per unitat de glucosa. Pes molecular estimat per unitat

de glucosa: 219,04 g/mol.

Durant la purificaci6 de 15 es van identificar els subproductes N,N’-

bis(ciclohexil)urea i N,N’, N’ -tris(ciclohexil)biuret.

Shae crw%

N,N'-bis(ciclohexil)urea N,N',N'"-tris(ciclohexil)biuret

N,N’-bis(ciclohexil)urea:

RMN-'H (400 MHz, DMSO-dg, 20 °C) 8 (ppm): 0,9 a 1,2 (m, 10H, Hy); 1,6 (m,
10H, Hey); 3,3 (m, 3H, C'H); 5,5 (d, 2H, NH).

Analisi elemental trobada: C, 67,17; H, 11,24; N, 10,64. Analisi elemental calculada,
C13HuN,0: C, 67,54; H, 11,71; N, 10,50.
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7.2.10. Preparacio del tris(4-bifenilcarbamat) de cel-lulosa (16) i del tris(4-
fenilbenzoat) de cel-lulosa (17)

En un matras proveit d’agitaci6 magnetica s’introdueix 1 g de cellulosa
microcristal-lina (Avicel®, Merck), equivalent a 6,2 mmol d’unitats de glucosa i es
dispersen en 30 mL de tolu¢. S’acobla un aparell de Dean-Stark i la suspensié es manté a
reflux durant dues hores, a fi d’assecar la cel-lulosa. A continuacié s’evapora el tolue 1 el
residu sec obtingut es suspeén en 50 mL de piridina anhidra. S’addicionen 4 mol per mol
d’unitats de glucosa del reactiu corresponent, isocianat de 4-bifenil o clorur de 4-
fenilbenzoil, 1 la mescla de reaccid es manté a reflux durant 20 hores protegida de la

humitat ambiental per un tub de clorur calcic.

Els derivats de cel-lulosa s’aillen del medi de reaccio per precipitacié sobre 150 mL
de metanol, posterior filtracié per placa de vidre fritat i rentats amb aquest dissolvent fins
eliminacid de la piridina. En el cas de 16, el solid resultant es sotmet a rentats exhaustius
amb etanol en calent, fins eliminacid6 de la N,N’-bis(bifenil)urea que es forma com a
subproducte de reaccio. El derivat de cel-lulosa 17 es purifica per dissolucié en 150 mL de
cloroform, reprecipitacidé en metanol i rentats exhaustius amb aquest dissolvent. El
posterior assecat dels solids a temperatura ambient 1 pressi6 reduida permet recuperar 4,3 g

del producte 16 1 3,51 g del producte 17.
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Selector 16:

IR (KBr): 3316 cm™ (N-H st); 1736 cm™ (C=0 st); 1594 cm™ (C=C arom st); 1530
cm™ (N-C=0 st); 1220 cm™ (C-O st as); 1065 cm™ (C-O st si).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70 °C) & (ppm): 3,57 (m, 1H, CSH); 3,94 (m, 1H,
C'H); 4,79 (m, H+2H, C'H i C°H,); 5,26 (m, 1H, C’H); 5,60 (m, 1H, C’H); 7.3 a 7,9
(diversos senyals, 27H, C-H arom); 9,94 (ba, 2H, 2-NH i 3-NH), 10,65 (ba, H, 6-NH).

Analisi elemental trobada: C, 71,62; H, 4,98; N, 5,58. Correspon a un derivat amb
2,75+0,07 grups bifenilcarbamoil per unitat de glucosa. Analisi calculada (CssH37N30g),:
C, 72,29; H, 4,95; N, 5,62. Pes molecular estimat per unitat de glucosa: 698,25 g/mol.

Durant la purificacié de 16 s’ailla del medi N ,N’-bis(bifenil)urea, que es va

cristal-litzar d’acetona/eter.

0t
T T
SAE &

RMN-'H (400 MHz, DMSO-de, 20 °C) & (ppm): 7,31 (t, 2H, C*H); 7,44 (dd, 4H,
C’H i C H); 7,55 a 7,61 (d+dd, 8H, C*H, C*H, C*H, C’H); 7,65 (d, 4H, C*H, C°H); 8.85
(s, 2H, NH).

Selector 17:

IR (KBr): 1731 em™ (C=0 st); 1608 cm™ (C=C arom st); 1265 cm™ (C-O st as);
1094 cm™ (C-O st si).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70 °C) & (ppm): 4,01 (m, 1H, CSH); 4,50 1 4,61
(m+m, H+2H, C*H i C°H,); 5,22 (m, 1H, C'H); 5,80 (m, 1H, C*H); 6,12 (m, 1H, C’H); 7,3
a 7,6 (diversos senyals, 21H, C'H,C°H,C*Ha C6”H)); 8,0 a 8,2 (diversos senyals, 6H,
C”H, C*H).
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Analisi elemental trobat: C, 74,15; H, 4,86. Correspon a un derivat amb 2,16+0,05
grups 4-fenilbenzoil per unitat de glucosa. Analisi calculada (C4sH3405),: C, 76,92; H, 4,84.

Pes molecular estimat per unitat de glucosa: 551,70 g/mol.

Durant la purificacid de 17 s’ailla acid 4-fenilbenzoic.

S

RMN-'H (400 MHz, CDCl; 20 °C) & (ppm): 7,39 (t, 1H, C* H); 7,47 (dd, 2H, C* H i
C>H); 7,61 a 7,71 (d+d, 4H, C*H, C’H, C*Hi C®H); 8,13 (d, 2H, C*H i C°H).
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7.2.11. Sintesi de I’hidroclorur del clorur d’isonicotinoil (18)

COOH 0 cocl
S
AN Ccl” >l AN
- - |N/
o®h
Cl

En un matras proveit d’agitacié magnética i equipat amb un refrigerant es dissolen
4,5 g (36,5 mmol) d’acid isonicotinic en 15 mL de clorur de tionil. La dissoluci6 es manté a

reflux durant dues hores protegida de la humitat ambiental amb un tub de clorur calcic.

La mescla es refreda a temperatura ambient i el clorur de tionil en excés s’elimina
per destilacio a pressio reduida. El residu sec es purifica per sublimacid a pressio reduida i
I’hidroclorur 18 obtingut s’utilitza immediatament després. S’obtenen 4,6 g del producte

desitjat (Pgypi: 125°C a 17 mmHg, Ps: 164-166°C, Rdt: 66,7%).
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7.2.12. Preparacio del tris(isonicotinat) de cel-lulosa (19)

0
OH _ OR
% of J ¢ 0
“lHo ods O RO\ 04+
OH a ¢ 3 OR n
0 19
B
R: |\a
_N

Es disposa 1,0 g de cel'lulosa microcristal-lina (Avicel®, Merck), equivalent a 6,2

mmol d’unitats de glucosa, en un matras amb 30 mL de tolu¢. S’hi acobla un aparell de
Dean-Stark 1 la suspensié es manté en agitacio a reflux durant 2 hores, a fi d’assecar la
cel-lulosa per azeotropia. A continuacid, després d’eliminar el tolu¢ restant a pressid
reduida, es resuspén el residu sec en 50 mL de piridina anhidra i s’escalfa a la temperatura

de reflux, protegit de I’exterior amb un tub de clorur calcic.

Paral-lelament es prepara una dispersié de 4,5 g (25 mmol) de I’hidroclorur del clorur
d’isonicotinoil en 10 mL de piridina anhidra dins un matras equipat amb agitacid
magnetica, refrigerant i tub de clorur calcic. S’escalfa a reflux durant 2 hores i la dissolucid
resultant s’incorpora en calent sobre la suspensié de cel-lulosa. La mescla de reaccio es

manté a reflux durant 20 hores.

L’isonicotinat de cel-lulosa 19 s’ailla del medi de reacci6 per precipitacid sobre 400
mL d’aigua. El producte obtingut es filtra per una placa de vidre fritat del n° 3 i es renta
exhaustivament amb aigua fins eliminar les restes de piridina. Després d’assecar a

temperatura ambient i pressid reduida es van obtenir 2,0 g del derivat 19.

IR (KBr): 3421 cm™ (ba, O-H st); 1735 cm™ (C=0 st); 1600 i 1562 cm™ (C=C arom,
st); 1278 em™ (C-O st as); 1120 cm™ (C-O st si).
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RMN-'H (300 MHz, DMSO-ds, 25°C) & (ppm): 3,0-6,0 (diversos senyals multiples,
7H, C-H glucosidics), 7,20-7,40 (varis doblets, 6H, C*H); 8,20-8,80 (varis doblets, 6H,
C'H).

Analisi elemental trobada: C, 56,70; N, 7,62; H, 4,27; corresponent a un derivat amb
2,05+0,02 grups isonicotinoil per unitat de glucosa. Analisi elemental calculada
(CasH19N305)0: C, 61,35; H, 3,89; N, 8,59. Pes molecular estimat per unitat de glucosa:
377,77 g/mol.
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7.2.13. Preparacio dels 3,6-diarilcarbamat de quitosa, oligosacarids (20-22)

OH N=C=0 H R
X
1 N S
* O R G Ri\ﬂ/ | /\
HO N Otx _XZ 5 O+x 0] =
n . . . n
@ piridina anh
A
20 R'=4-CH;

21 R'=3,5-Cl,
22 R'=3,5-(CHs),

En un matras proveit amb agitacié magnética es dispersen 500 mg de quitosa 10b
(equivalents a 2 mmol d’unitats de glucosamina) en 30 mL de piridina anhidra. S’addiciona
I’isocianat corresponent en un excés de 4 mol per mol d’unitats de glucosamina, i la
suspensid es manté a reflux 16 hores protegida de la humitat ambiental per un tub de clorur
calcic. Els derivats 20-22 s’aillen per precipitacié sobre aigua i posterior filtracid per una

placa de vidre fritat del n° 3, efectuant-se rentats amb aigua fins eliminacié de la piridina.

El 3,6-bis(4-metilfenilcarbamat) de quitosa 20 es purifica per rentats en placa amb
una barreja d’hexa/acetat d’etil (70:30) fins eliminar el benzaldehid despres i la N, N -bis(4-

metilfenil)urea subproducte de la reaccid.

Els 3,6-bis(3,5-diclorofenilcarbamat) de quitosa 21 i 3,6-(3,5-dimetilfenilcarbamat)

de quitosa 22 es purifiquen per columna de gel de silice:

El-luint amb una mescla hexa/acetat d’etil (70:30) es recuperen 785 mg de NN -
bis(3,5-diclorofenil)urea. Amb acetat d’etil 100% el-lueix el derivat de quitosa 21.

Utilitzant una mescla d’hexa/acetat d’etil (50:50) el-lueix la N,N’-bis(3,5-
dimetilfenil)urea subproducte de la reaccio. El-luint amb una barreja d’acetat d’etil/etanol

(95:5) es recupera el producte desitjat 22.

Els derivats 20-22 s’assequen a temperatura ambient i pressio reduida, obtenint-se les

quantitats que s’indiquen a la taula.
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Taula 7.2. Sintesi 1 caracteritzacio dels derivats 20-22.

SQ Isocianat” Producte® Analisi elemental Grau de substitucio Pm
g mg %C %H %N arilcarbamat g/mol
20 1,07 526 52,64 495 8,04 2,34+0,11 473,65
21 1,51 825 4434 334 6,83 1,56+0,21 486,74
22 1,17 841 58,64 6,20 8,27 2,48+0,47 527,66

a, quantitat d’isocianat addicionada: isocianat de 4-metilfenil per 20, isocianat de 3,5-diclorofenil
per 21, isocianat de 3,5-dimetilfenil per 22; b, mil-ligrams del producte 20, 21,0 22 obtinguts.

Selector 20:

IR (KBr): 3384 cm™ (N-H st); 1717 cm™ (C=0 st); 1655 cm™ (C=C arom st); 1541
cm” (N-C=0 st); 1228 cm™ (C-O st as); 1062 cm™ (C-O st si).

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds, 20 °C) & (ppm): 2,19 (m, 9H, CH3Ar); 3,2 a 5,0
(varis senyals, 6H, CIH, CzH, C'H a C6H2), 6,19 (m, C3H); 7,00 (m, 6H, C"H); 7,22 (m,
6H, C°H); 8,20 (ba, 2H, NH)); 9,39 (ba, 2H, NH).

Selector 21:

IR (KBr): 3311 cm™ (N-H st); 1724 cm™ (C=0 st); 1592 cm™ (N-C=0 st); 1062 cm™
(C-O st).

RMN-'H (300 MHz, piridina-ds, 70°C) 6 (ppm): 3,0 a 6,0 (diversos senyals, 7H, C-H
anell glucosidic), 7,0 a 8,0 (diversos senyals, 6H, C-H arom); 10,8 (ba, 2H, NH).

Selector 22:

IR (KBr): 3377 em™ (N-H st); 1719 cm™ (C=0 st); 1615 cm™ (C=C arom st); 1560
cm™ (N-C=O0 st); 1226 cm™ (C-O st as); 1066 cm™ (C-O st si).

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds, 20 °C) & (ppm): 2,16 (s+s, 12H, CH3Ar): 3,2 a 5,0
(varis senyals, C'H, C’H, C*H a C°H,), 6,20 (m, 1H, C’H), 6,44 i 6,57 (s+s, 2H, C’H), 6,95
i7,02 (st+s, 4H, 3,6-C°H); 8,18 (ba, NH;); 9,35 (ba, 2H, NH).
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Durant la purificacio de 20 s’ha identificat el producte N, N ’-bis(4-metilfenil)urea.

H H
Iy CL
H,C © CH

RMN-'H (400 MHz, DMSO-ds, 20 °C) & (ppm): 2,23 (s, 6H, CH3Ar); 7,07 (d, 4H,
C°H, C°H); 7,31 (d, 4H, C*H, C°H); 8,47 (s, 2H, NH).

3

Analisi elemental trobada: C, 74,80, H, 6,84, N, 11,13. Analisi elemental calculada:
C, 75,00, H, 6,67, N, 11,67.
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7.3. Preparacio dels sistemes de dissolvents

Per a la realitzacié dels experiments de CPC, tant per a I’elucié en mode classic com
en mode de desplagcament pH-zone refining, i per als estudis previs de repartiment i
solubilitat dels selectors quirals, es van preparar diversos sistemes bifasics de dissolvents,

formats per dos o més components.

7.3.1. Sistemes binaris de dissolvents

Els sistemes per a I’elucié en mode classic s’han preparat mesclant en un embut de
decantaci6 el dissolvent organic escollit 1 la dissolucié aquosa tamponada corresponent.
Després d’agitar enérgicament, s’ha deixat equilibrar la mescla durant 16 hores a fi de
saturar mutuament les fases. Seguidament es decanten, es filtren per separat i es desgasen
abans del seu us. En tots els casos, el selector quiral s’incorpora a la fase organica del
sistema per preparar la fase estacionaria, i la fase aquosa, més densa, s’utilitza com a fase

mobil.

Taula 7.3. Sistemes binaris utilitzats en el mode classic de CPC

Dissolvent organic  Dissolucié aquosa pH

MIBK Acetat amonic 0,1 M 6,0; 6,85; 8,0

MIBK Fosfat sodic 0,05 M 2,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0
MTBE Fosfat sodic 0,05 M 6,0; 7,0; 8,0; 9,0
AcOEt Fosfat sodic 0,05 M 7,0; 9,0

MIBK, metil isobutil cetona; MTBE, metil zerz-butil éter; AcOEt, acetat d’etil; pH,
valors de pH de les solucions aquoses utilitzades.

En el cas de les fases per a ser utilitzades en mode pH-zone refining es disposen en
un embut de decantacié el dissolvent organic corresponent (MIBK o MTBE) i aigua Milli-
Q. La mescla s’agita i es deixa equilibrar 16 hores. Una vegada separades i filtrades les
fases, s’afegeix la concentracié adequada d’agent de retencid a la fase estacionaria i d’agent

de desplacament a la fase mobil. El selector quiral s’incorpora a la fase més lipofila en tots
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els casos. Els agents de retencid addicionats a la fase estacionaria han estat acid
trifluoroacetic (TFA) per als analits acids 1 dietilamina (DEA) per als basics. Els agents de
desplagament dissolts en la fase mobil han estat amoniac i acid clorhidric respectivament
per a analits acids i basics. Les concentracions utilitzades s’indiquen a la taula

corresponent.

7.3.2. Sistemes ternaris de dissolvents

La composicié d’aquestes mescles de dissolvents s’ha determinat mitjangant
diagrames ternaris. S ha utilitzat una representacid ortogonal d’aquests diagrames, en la que
es representen en abcises i1 ordenades la composicidé en tant per cent de dos dels tres
dissolvents que conformen el sistema (Figura 7.1). El percentatge del tercer dissolvent es
calcula per diferencia (%D3= 100 -%D1 -%D2). En el diagrama es representa una corba
binodal. Les composicions situades per damunt de la corba donen lloc a mescles
monofasiques, mentre que la superficie sota la corba representa les composicions per les
quals es manté el caracter bifasic de la mescla. Les rectes que uneixen dos punts de la corba
representen composicions que originen un mateix sistema de dissolvents de dues fases en
equilibri. Les interseccions de la recta amb la corba representen la composicié d’aquestes
fases en equilibri. Una composicid del sistema de dissolvents propera a la corba binodal
donara lloc a una fase majoritaria i un petit volum de la fase contraria. De la mateixa
manera, no s’ha treballat amb composicions properes al punt P dels diagrames degut al
major risc de formacio d’una sola fase homogenia. Aquestes consideracions s han tingut en
compte a I’hora de preparar els sistemes de dissolvents que es mostren a la taula (Taula

7.4).

Després de seleccionar les proporcions de cada dissolvent, els tres es mesclen en un
embut de decantacio. Després d’agitada, la mescla es deixa equilibrar durant 16 hores, 1 les
dues fases resultants es decanten i filtren de la mateixa manera que en el cas dels
dissolvents binaris. Per a preparar la fase estacionaria, el selector quiral s’incorpora a la
fase menys densa de cada sistema, excepte per al sistema heptd/1-butanol/acetonitril
(40:19:41), on s’ha incorporat a la fase més densa. Com a fase mobil, s’utilitza la fase

contraria de cada sistema.
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Figura 7.1. Esquema d’un diagrama ternari de dissolvents.

Taula 7.4. Sistemes ternaris utilitzats en CPC

Dissolvent 1/dissolvent 2/dissolvent 3 Proporcio
Hepta/1-butanol/acetonitril 40:20:36
Hepta/1-butanol/acetonitril 40:19:41
Hepta/tetrahidrofuran/aigua 5:35:60
Hepta/tetrahidrofuran/aigua 12:28:60

Tetrahidrofuran/dimetilsulfoxid/aigua 60:25:15

Tetrahidrofuran/dimetilsulfoxid/aigua 50:35:15
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7.4. Determinaciéo de la solubilitat dels selectors quirals i del seu

repartiment en sistemes bifasics de dissolvents

7.4.1. Sistemes binaris de dissolvents

S’ha determinat la maxima quantitat de cada selector que pot ser dissolta o suspesa
en un dissolvent concret. Els dissolvents organics seleccionats han estat préviament
equilibrats en un embut de decantacio amb una dissoluci6 de fosfat sodic 0,05 M, seguint el
procediment descrit per als sistemes binaris de dissolvents. A continuacid, 6 mL de la fase
organica del sistema de dissolvents s’introdueixen en un tub d’assaig proveit de tap de
rosca. S’addicionen quantitats creixents del selector quiral, sonicant la suspensi6 després de
cada addicid, fins que s’observa un residu solid al fons del tub. La mescla es sonica durant
30 minuts i es deixa reposar un minim de 3 hores. La suspensio resultant es filtra a través
de fibra de vidre i amb ella s’enrasa un matras aforat de 5 mL. A continuacid s’evapora el
dissolvent 1 el residu solid s’asseca a pressio reduida i es pesa. La solubilitat del selector en

mg/mL és el resultat de referir aquesta massa al volum de la dissolucid.

En els casos en que la solubilitat és igual o superior a 4 mg/mL, s’ha examinat la
distribuci6 dels selectors en els sistemes bifasics corresponents, que contenen fosfat sodic
0,05 M com a fase aquosa. A aquest efecte, s’han dut a terme experiments d’extraccid
liquid-liquid. En tubs d’assaig proveits de taps de rosca s’han pesat 5 mg del selector quiral
corresponent 1 s’hi han addicionat 2 mL de cada fase del sistema de dissolvents. Després
d’agitar durant 2 minuts 1 deixar separar-se les fases, s’ha analitzat el repartiment del
selector en cadascuna per cromatografia en capa fina (CCF), utilitzant com eluent
hexa/acetat d’etil (2:8). S’ha verificat la retencid del selector quiral en la fase organica en

tots els casos.
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Taula 7.5. Solubilitat dels selectors quirals en dissolvents organics, (mg/mL)

n°  Selector quiral MIBK MTBE AcOEt 1-BuOH tolué
2 DMFC amilosa 14,2 7,6 6,0

4 DCFC amilosa 37,8 25,5 36,5 34,0

6 DMEFC quitosa 4,1 ins ins

7 DCEFC quitosa 8,1 ns 2,1

11  Bis(DMFC) quitosa 3,5 ns 4.9 3,5

12 Bis(DCFC) quitosa 2,7 ins 5,0

1 DMFC cel-lulosa 7,5 4,0 4.0

3 DCEFC cel‘lulosa 171,0 20,4 55,6 4.8

13 Dodec/DMFC cel‘lulosa (gs 0,30) 9,0 6,0 5,8

14 Dodec/DMFC cel‘lulosa (gs 0,70) 17,0 12,8 9,2

15  Ciclohexilcarbamat de cel-lulosa 5,41 3,53 9,56

16 BFC cel'lulosa 32 ns 1,2 1,9

17  4-FBZ cel-lulosa 8,6 54 6,4 2,8 4,6
19  Isonicotinat cel-lulosa ins ins ins ins ins

DMEFC, tris(3,5-dimetilfenilcarbamat); DCFC, tris(3,5-diclorofenilcarbamat); Dodec, dodecanoat;
Bis(DMFC), 3,6-bis(3,5-dimetilfenilcarbamat); Bis(DCFC), 3,6-bis(3,5-diclorofenilcarbamat);
BFC, bifenilcarbamat; 4-FBZ, 4-fenilbenzoat; MIBK, metil isobutil cetona; MTBE, metil #-butil
éter; AcOEt, acetat d’etil; 1-BuOH, 1-butanol. Ins, indica solubilitat inferior a 1 mg/mL.

7.4.2. Sistemes ternaris de dissolvents

Pel que fa als sistemes ternaris de dissolvents, la seva composicié s’ha seleccionat
amb ajuda de diagrames ternaris i s’han preparat segons el protocol descrit en I’apartat
anterior. En aquests casos, previ a la mesura de la solubilitat s’ha dut a terme la
determinacid del repartiment dels selectors entre les dues fases del sistema mitjancant
experiments d’extracci6 liquid-liquid. En els tubs d’assaig s’han disposat 5 mg del selector
quiral corresponent 1 2 mL de cada fase del sistema ternari de dissolvents. La mescla s’ha
sotmes a agitacio durant 2 minuts 1 s’han deixat equilibrar les seves fases. La distribucid del
selector s’ha analitzat per cromatografia en capa fina (CCF) utilitzant com eluent
hexa/acetat d’etil (2:8). Per aquells sistemes que han permes la retencié del selector quiral

en una sola fase s’ha determinat la solubilitat d’aquest, seguint el procediment descrit per
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als sistemes binaris.

Taula 7.6. Solubilitat dels SQs en sistemes ternaris de dissolvents

n’ Selector quiral Mescla ternaria Proporcio Fase Solubilitat
mg/mL
2 DMFC amilosa Hepta/THF/H,O (5:35:60)  Superior 10,0
1 DMEFC cel‘lulosa Hepta/THF/H,O (5:35:60)  Superior 38,0
1 DMEFC cel‘lulosa Hepta/THF/H,O (18:28:60)  Superior 9,2
19 Isonicotinat cel'lulosa ~ DMSO/THF/H,0O (35:50:15) Superior 34,6
17  4-FBZ cel'lulosa Tolu¢/acetona/H,O (40:40:20)  Superior 4,6
17  4-FBZ cel-lulosa Hepta/1-butano/ACN  (40:19:21)  Inferior 5,0
16 BFC cel‘lulosa Hepta/1-butano/ACN  (40:19:21)  Inferior 6,4

DMFC, tris(3,5-dimetilfenilcarbamat); 4-FBZ, 4-fenilbenzoat; BFC, bifenilcarbamat; THF,
tetrahidrofuran; DMSO, dimetilsulfoxid; ACN, acetonitril.
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7.5. Determinacio de la distribucio dels racémics en sistemes bifasics de

dissolvents

S’ha seleccionat una série de racémics de caracter acid, basic i1 neutre, tenint en
compte la capacitat enantioselectiva dels derivats polisacaridics en HPLC. En primer lloc
s’ha determinat qualitativament el seu repartiment en els diferents sistemes binaris i ternaris
escollits, utilitzant fases aquoses a diferents pHs. En segon lloc, s’han utilitzat dos metodes

de determinacié quantitativa del coeficient de repartiment (Kg) dels racemics, per HPLC 1

per absorcié UV.
CH; CH; 0._0
O,N
2 N” “coon H;CO

naproxen

NO, 3,5-DNB-DL-leucina warfarina

FiC_OH
OYCOOH 0 O

LT, S0® ®

cl Cl

) 2,2,2-Trifluoro-1-(9-antril)etanol oxid de trans-estilbé
diclorprop (TFAE) (TSO)
H H
N o N o
4O O "
— — H
. O oo
oxazepam lorazepam metoprolol
\JE)\ /\(\ /\/\ C 3
@[ /\/CH2 CH3
pindolol propranolol oxprenolol

Figura 7.2. Estructura quimica dels racémics utilitzats
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7.5.1. Determinacio qualitativa del repartiment

Per a la deteminacié qualitativa de la distribucié d’analits s’ha seguit el metode
d’extraccié liquid-liquid."* Els sistemes de dissolvents escollits s’han preparat amb
antelacio 1 s’han deixat equilibrar. Es pesen 2 mg del racémic en un tub proveit amb tap de
rosca, s’hi addicionen 2 mL de cada fase d’un sistema de dissolvents i es sotmet a agitacio
durant 2 minuts. Després de I’equilibrat de les fases, aquestes s’analitzen per CCF per
determinar la distribuci6 qualitativa del racémic (eluent hexa/acetat d’etil, 2:8). L’analisi es
repeteix en preseéncia de selector quiral addicionant a cada tub 5 mg del selector. Les
condicions que possibiliten el repartiment dels analits entre les dues fases (naturalesa i pH

del sistema de dissolvents) podran ser assajades en CPC.

Taula 7.7. Repartiment de racémics en sistemes binaris

MIBK/AcONH,4 MIBK/fosfat MTBE/fosfat AcOEt/fosfat
Racémic pH 6,0 6,8 8,0 20 7,0 9,0 20 7,0 90 20 6,0 7,0 9,0
Naproxen O O R O R R O O R
Diclorprop R R R A
DNB-leucina O R A O R A O R R A
Warfarina O O R O R O O R O O R R
Oxazepam O O
Lorazepam O O
TSO O O O O O O O O O O O O O
TFAE (0] O O O O O O o) O O
Pindolol A R O A R O R O
Propranolol A R O A R O R O
Metoprolol R O
Oxprenolol R O

TSO, oxid de trans-estilbé; TFAE, trifluoroantriletanol; MIBK, metil isobutil cetona, AcONHy,,
dissolucio d’acetat amonic 0,1 M; fosfat, dissolucié de fosfat sodic 0,05 M; MTBE, metil tert-butil
éter; AcOEt, acetat d’etil. O, indica retencid en la fase organica; R, repartiment entre les dues fases;
A, retencid a la fase aquosa del sistema de dissolvents.

13 Berthod, A., Carda-Broch, S., J. Chromatogr. A., 2004, 1037, 3-14.
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Pel que fa als sistemes ternaris de dissolvents, el sistema hepta/1-butanol/acetonitril
(40:19:41) ha permes el repartiment de TSO, TFAE, naproxen, warfarina, pindolol 1

propranolol en les dues fases.

7.5.2. Determinaci6 quantitativa del repartiment

7.5.2.1. Meétode enantioselectiu per HPLC

Per a la determinacié quantitativa del repartiment per HPLC s’han utilitzat els
racemics pindolol, warfarina 1 naproxen, i com a sistemes de dissolvents, MIBK/dissoluci6
aquosa tamponada d’acetat amonic 0,1 M a pH 6,0; 6,85 1 8,0 o bé de fosfat sodic 0,05 M a
pH 7,0 i 9,0. Les mesures s’han realitzat en abséncia de selector i en preséncia dels

selectors derivats de cel-lulosa 1, 13 1 14.

Les mostres s’han preparat seguint el me¢tode d’extracio liquid-liquid: s’han pesat 2
mg del racémic, i en cas pertinent 5 mg de selector quiral, en un tub al qual s’han
addicionat 2mL de cada fase d’un sistema de dissolvents. Els tubs s’han sotmes a agitacio i

seguidament s’han deixat equilibrar les fases.

L’analisi de les fases per HPLC ha requerit un tractament previ de les mostres, que

s’ha dut a terme de la seglient manera:

- Fase organica: 1 mL d’aquesta fase, que cont¢ MIBK, analit i selector quiral, s’ha
evaporat al buit 1 posteriorment redissolt en una mescla d’hepta/2-propanol (80:20). En
resulta una suspensid, ja que els derivats de polisacarid sén insolubles en la mescla
d’hepta/2-propanol. La mostra es filtra a través de filtres de 0,45 um de llum i s’analitza per

HPLC, utilitzant una columna enantioselectiva.

- Fase aquosa: Degut a que s’utilitzen condicions d’analisi per HPLC en fase normal,
la fase aquosa requereix un pas d’extraccid previ. | mL d’aquesta fase es basifica amb unes
gotes de dietilamina, quan I’analit implicat és el pindolol, o amb gotes d’acid clorhidric,
quan els analits son naproxen o warfarina. S’hi addiciona 1 mL d’una barreja hepta/2-
propanol (80:20) i la mescla bifasica resultant s’agita i es deixen separar les fases. 0,75 mL

de la fase superior es disposen en un vial.
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Les mostres s’analitzen per HPLC enantioselectiu utilitzant una fase estacionaria de
3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa sobre gel de silice, preparada en el nostre grup
d’investigacio (CSP 100B a ref.130). Les condicions de fase mobil i deteccido sén les
indicades dins I’ Apartat 7.7 de “Condicions de control analitic dels assajos de separacid per
CPC”, a la taula 7.12. A partir dels cromatogrames es calcula el Kz de cada enantidomer
com el quocient de I’area del pic a la fase organica i a la fase aquosa. El Kg del racémic es

calcula com el quocient de la suma de pics de cada fase.

Taula 7.8. Coeficients de repartiment determinats per pindolol, naproxen i warfarina

SQ1 SQ 13 SQ 14 no SQ
pH Krrac Kri Kr2 Krrac Kri Kr2 Krrac Kri Kr2 KRrrac
Pindolol
2,0 0 0 0 0 0 0 0,07 0,06 0,08 0

6,0 1,06 0,96 1,19 2,11 2,36 1,86 1,49 1,55 1,42 0,49
6,85 1,29 1,60 0,95 3,12 3,55 2,68 0,79 0,79 0,79 3,27
7,0 3,27 3,92 2,66 1,24 1,34 1,14 1,35 1,24 1,46 1,58

Naproxen

6,8 28,81 28,23 29,39 28,30 27,86 28,74 29,06 28228 29,86 53,09
7,0 12,97 13,01 12,93 13,20 13,21 13,18 12,10 12,09 12,11 15,49
8,0 2,36 2,35 2,38 2,18 2,15 2,22 2,92 2,94 2,91 7,07
9,0 1,98 2,02 1,93 2,48 2,46 2,50 2,27 2,27 2,36 2,85

Warfarina

7,0 68,33 65,22 72,03 66,08 62,64 6997 69,45 6435 75,28 105,50
8,0 11,39 10,88 11,96 9,54 9,11 10,01 11,35 10,71 12,07 34,02
9,0 10,96 10,59 11,35 11,52 11,15 11,92 10,83 10,40 11,28 1,94

Krraes Kri, coeficient de repartiment del racémic i dels enantiomers respectivament. Valors de pH
corresponents als sistemes de dissolvents anteriorment mencionats.
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Figura 7.3. Representacio del coeficient de repartiment, Kg, del naproxen i la warfarina
racemics a diferents pHs en els sistemes de dissolvents mencionats, mesurat per HPLC.

7.5.2.2. Meétode no enantioselectiu per absorcio a [’'UV

Aquest metode s’ha aplicat al pindolol racémic, utilitzant com a sistemes de

dissolvents MIBK/acetat amonic 0,1 M pH 6,0 1 6,85 1 MIBK/fosfat sodic 0,05 M pH 7,0.

Les mesures s’han fet en abséncia de selector quiral i amb els selectors 1, 13 1 14. Les

mostres s’han preparat en tubs roscats seguint el procediment d’extraccio liquid-liquid

descrit a I’apartat anterior, pesant 2 mg de racémic.

S’ha mesurat 1’absorcid a I’ultraviolat de la fase aquosa de cada mostra, a A 216 nm,

coincidint amb un dels maxims d’absorcié del pindolol. A partir del valor obtingut, i

interpolant-lo en una recta de calibrat préviament construida, s’ha calculat la concentracid

del pindolol a la fase aquosa. Amb

aquesta dada 1 la quantitat inicial de
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pindolol s’han calculat la concentracid a la fase organica i el Kg del racémic.

Construccio de les rectes de calibrat: s’ha mesurat 1’absorcid a A 216 nm de mostres

de concentracié coneguda de pindolol en una dissolucié d’acetat amonic 0,1 M de pH 6,0 1

en una dissolucié de fosfat sodic 0,05 M de pH 7,0, saturades préviament amb MIBK.

Taula 7.9. Ky de pindolol determinats per UV

Racémic Selector Conc.F.aq. Kg
mg/mL

Acetat amonic 0,1 M pH 6,0

Pindolol - 0,707 0,41

Pindolol 1 0,910 0,10

Pindolol 13 0,811 0,23

Pindolol 14 0,657 0,52

Acetat amonic 0,1 M pH 6,85

Pindolol - 0,605 0,65

Pindolol 1 0,759 0,32

Pindolol 13 0,655 0,53

Pindolol 14 0,610 0,64

Fosfat sodic 0,05 M pH 7,0

Pindolol - 0,633 0,58

Pindolol 1 0,871 0,15

Pindolol 13 0,670 0,49

Pindolol 14 0,663 0,51

K, coeficient de repartiment; Conc. F. aq., concentracié de pindolol a la fase aquosa.
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Abs a 216 nm

Recta de calibrat de pindolol en fosfat sodic Recta de calibrat de pindolol en acetat amonic
sat. MIBK sat. MIBK
4 V=33 TT9x ¥ 10,3491 2,5 V= 28,064X ¥ U,8705
3:2 1 R = 0,9995 e 21 R? = 0,9994
[
2,5 = © 15
2 - a /
©
8 —— 2
< 0,5 |
0,5 0//
O T T T T T O T T T T T
0 0,02 0,04 006 0,08 0,1 0,12 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Conc (mg/mL) Conc (mg/mL)

Figura 7.4. Rectes de calibrat absorbancia/concentracio per al pindolol en dissolucions
saturades amb MIBK de fosfat sodic 0,05 M pH 7,0 i d’acetat amonic 0,1 M pH 6,0. Eix
horitzontal, concentracio de pindolol en mg/mL.
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7.6. Determinacio de la viscositat de les dissolucions de selector

Es preparen els sistemes bifasics de dissolvents a utilitzar segons la metodologia
descrita. Seguidament es prepara una dissolucid o suspensié del selector quiral en estudi en
la fase organica corresponent, a la concentracié de saturacid. La viscositat de la
solucid/suspensid resultant es mesura mitjangant un viscosimetre de Cannon-Fenske,

aplicant la formula segiient:

n=ktD

on m és la viscositat absoluta en centipoises (cP), k és la constant de 1’aparell determinada a
20°, t €s el temps experimental (s) i D és la densitat del fluid en estudi (g/mL). Per a la
determinacié de D s’ha pesat un volum exactament mesurat de la dissolucid corresponent
(Taula 7.10). En els casos en que la viscositat superava els 4 cP, i per tal de facilitar el
desenvolupament posterior dels assajos de CPC, es van preparar dissolucions dil-luides fins

assolir valors de viscositat compresos entre 1 i 2 cP (Taula 7.11).

Taula 7.10. Viscositat dels selectors a la concentracio de saturacid

n° Selector Conc. Dissolvent Densitat Viscositat
mg/mL g/mL cP

1 DMEFC cel-lulosa 7,5 MIBK 0,7974 1,12
3 DCFC cel‘lulosa 171,0 MIBK 0,8374 151,24
55,6 AcOEt 0,9184 3,69
4,8 1-butanol 0,7968 2,58
20,4 MTBE 0,7468 0,59
4 DCFC amilosa 37,8 MIBK 0,8025 7,58
25,5 MTBE 0,7440 4,36
13 Dodec/DMFC cel-lulosa (gs 0,30) 9,0 MIBK 0,7985 1,42
14 Dodec/DMFC cel-lulosa (gs 0,70) 17,0 MIBK 0,8016 2,27
15 Ciclohexilcarbamoilcel-lulosa 54 MIBK 0,7868 0,66
3,5 MTBE 0,7297 0,41
16 BFC cel'lulosa 3,2 MIBK 0,7914 0,60
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1,2 AcOEt 0,8921 0,50

1,9 1-butanol 0,8099 2,55

17 4-FBZ cel‘lulosa 8,6 MIBK 0,7890 0,63

2,8 AcOEt 0,8698 0,48

6,4 1-butanol 0,7502 3,43

5,4 MTBE 0,7286 0,41

4,6 Tolué/acetona/H,O 1,1476 0,70
(40:40:20)*

19 Isonicotinat cel-lulosa 34,6 DMSO/THF/H,0  0,9548 4,86
(35:50:15)*

DMEFC, tris(3,5-dimetilfenilcarbamat); DCFC, tris(3,5-diclorofenilcarbamat); Dodec, dodecanoil; 4-
FBZ, 4-fenilbenzoat; BFC, bifenilcarbamat; MIBK, metil isobutil cetona; THF, tetrahidrofuran;
DMSO, dimetilsulfoxid; AcOEt, acetat d’etil; MTBE, metil fert-butil éter. Conc, concentracio del
selector; *, fase superior del sistema de dissolvents.

Taula 7.11. Viscositat (cP) dels SQs a diferents concentracions

n° Selector Dissolvent Conc. Densitat  Viscositat
mg/mL g/mL cP
3 DCEFC cel-lulosa MIBK 171 0,8374 151,24
85 0,8294 31,57
60 0,8113 13,92
40 0,8087 5,79
20 0,8037 2,12
19 Isonicotinat cel-lulosa ~ DMSO/THF/H,O 34,6 0,9548 4,86
(35:50:15)
17,4 0,9367 1,96
8,7 0,9364 1,32
4 DCFC amilosa MIBK 37,8 0,8025 7,58
18,9 0,7914 2,64
9,45 0,7834 1,25
MTBE 25,5 0,7440 4,36
12,8 0,7162 1,02
6,40 0,7062 0,78

DCFC, tris(3,5-diclorolfenilcarbamat); THF, tetrahidrofuran, MIBK, metil isobutil cetona;
DMSO, dimetilsulfoxid; MTBE, metil tert-butil éter. Conc, concentracid del selector.
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7.7. Condicions de control analitic dels assajos de separacio per CPC

S’han desenvolupat metodes de control per HPLC enantioselectiva per determinar la

composicié enantiomerica de I’analit en els eluats.

Condicions d’analisi

Per a la determinacié del metode d’analisi, es preparen mostres patrd dels racemics
considerats, a concentracidé 1 mg/mL en una mescla hepta/2-propanol (80:20). Per al
racémic diclorprop, la mostra es prepara en metanol/aigua (30:70). El volum d’injeccio
s’estableix en 5 pL i el flux de fase mobil a I mL/min. Les condicions cercades permeten la
resolucio dels enantiomers fins a linia de base i son les descrites a la taula. Les columnes
escollides FEQ-1 (CSP-100B a ref. 130) i FEQ-2, de 15 cm x 0,46 cm, contenen com a fase
estacionaria quiral 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa immobilitzat sobre gel de silice.
La FEQ-3 conté un derivat de quinina com a selector quiral unit covalentment a gel de

155

silice. > L’ordre d’eluci6 dels enantiomers es va establir en base a experiments anteriors

d’HPLC on s’utilitzaven FEQs basades en el 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa'**"" o
en el derivat de quinina, respectivament. La columna FEQ-4 (10 cm x 0,46 cm) conté el
selector N—(3,5-dinitrobe:nzo'ﬂ)-L-fenilalanina,15 8 FEQ-5 (20 cm x 0,46 cm), 3,5-
dimetilfenilcarbamat d’amilosa,'> ambdés immobilitzats sobre gel de silice. Excepte FEQ-

3, les columnes han estat preparades anteriorment en el grup.

135 Maier, N.M., Nicoletti, L., Limmerhofer, M., Lindner, W., Chirality, 1999, 11, 522-528.

156 Krstulovic, A.M., Fouchet, M.H., Burke, J.T., Giller, G., Durand, A., J. Chromatogr., 1988, 452,
477-483

157 Francotte, E., J. Chromatogr. A., 2001, 906, 379-397.

138 pirkle, W.H., House, D.W., Finn, J.M., J. Chromatogr., 1980, 192, 143-158.

' Franco, P., Senso, A., Minguillén, C., Oliveros, L., J. Chromatogr. A., 1998, 796, 265-272
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Figura 7.5. Fases estacionaries quirals per HPLC

Preparacio de mostres reals

Donada la naturalesa aquosa dels eluats recollits en els experiments de CPC 1 el
millor comportament enantioselectiu de les fases estacionaries FEQ 1, 2, 4 i 5 en
condicions de fase normal, les fraccions recollides, de 3 mL, es sotmeten a un procés
d’extraccid liquid-liquid previ a la seva analisi. Una excepcid la constitueixen les mostres
destinades a ser analitzades amb FEQ-3, procedents dels intents de separacid del diclorprop
racemic, que s’analitzen directament en condicions de fase reversa tal com s’indica a la
Taula 7.12. Les fraccions que contenen analits basics s’alcalinitzen per addicid de gotes de
dietilamina 1 s’hi afegeix 1 mL d’una mescla hepta/2-propanol (80:20). Les fraccions que
contenen analits acids s’acidifiquen amb acid clorhidric 4 N 1 s’hi addiciona 1 mL de la
mescla hepta/2-propanol. Seguidament, s’agiten 1 es traspassen 750 puL de la fase organica a
un vial per ser analitzades per HPLC en les condicions descrites. El volum d’injeccid

d’aquestes mostres €s 50 L en tots els casos.

Pel que fa a les fraccions procedents dels assajos en el sistema

hepta/butanol/acetonitril, la preparacid de les mostres va consistir en I’evaporacio d’una

224



Part experimental

aliquota de volum determinat, i la seva redissolucio en 1 mL de la mescla hepta/2-propanol

(80:20).

Taula 7.12. Condicions d’analisi per a cada racemic

Racémic k’; a Rs FEQ Fase mobil Iy
nm
Naproxen 11,60 1,15 1,60 1 Hep/2-PrOH/TFA (98:2:0,5) 230

Diclorprop 9,53 1,15 1,29 3 MeOH/AcONH, pH 6 (30:70) 230
DNB-leucina 2,33 1,98 1,52 1 Hep/2-PrOH/TFA (80:20:0,5) 254
Warfarina 3,35 2,16 1,99 1 Hep/2-PrOH/TFA (90:10:0,5) 275

TFAE 1,12 1,33 1,93 Hep/2-PrOH (90:10) 254
TSO 0,38 2,42 3,49 Hep/2-PrOH (99:1) 254
Pindolol 3,58 244 2,1 Hep/2-PrOH/DEA (70:30:0,2) 265

Propranolol 2,50 1,77 1,73
Metoprolol 5,05 1,88 2,35
Oxprenolol 443 2,03 2,66

Hep/2-PrOH/DEA (90:10:0,2) 280
Hep/2-PrOH/DEA (97:3:0,2) 280
Hep/2-PrOH/DEA (90:10:0,2) 280

—_— N N = N

k’;, factor de capacitat, a, factor d’enantioselectivitat, Rs, resolucio. TSO, oxid de trans-estilbe,
TFAE, trifluoroantriletanol. Hep/2-PrOH, hepta/2-propanol, TFA, acid trifluoroacétic, DEA,
dietilamina, MeOH/AcONH,, metanol/solucié d’acetat amonic 1,0 M pH 6,0.
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7.8. Condicions experimentals de CPC

El sistema de cromatografia en contracorrent utilitzat s’esquematitza a la figura
segiient. La centrifuga esta constituida per una seérie de discs apilats, on s’han excavat els
canals 1 conductes on té lloc la separacio. Considerant un sistema bifasic de dissolvents del
tipus organic/aquos, on la fase organica, menys densa, es faci servir com estacionaria i la
fase aquosa s’utilitzi com a fase mobil, I’ompliment i el funcionament de la centrifuga en el

mode d’elucio classic de CPC es duen a terme de la segiient manera.

- Ompliment: En primer lloc, es bombeja fase mobil aquosa en mode ascendent, a fi
de desplagar el metanol amb que es conserva la centrifuga en periodes d’inactivitat (Figura
7.6, 1). Seguidament s’introdueix la fase estacionaria, menys densa, en mode descendent

(2) fins a desplagar completament la dissolucié aquosa (2).

- Estabilitzacio: A continuacid s’inicia la rotacié de la centrifuga fins assolir la
velocitat establerta per a cada sistema de dissolvents, i es bombeja fase mobil al flux
convingut, en mode descendent. Es desplagara un volum de fase estacionaria que ¢s
caracteristic per a cada combinacid de dissolvents i s’assoleix una situacié d’equilibri (3) a

partir de la qual es pot procedir a la injeccié de mostres.

1 2 3

Injecto

Injector, Injector
Bomba HPLC (—D— Bomba HPLC T‘:I— Bomba HPLCI

¢

—
@h Detector UV Detector UV —
Mode ascendent Mode descendent Colizsio:

Figura 7.6. Procés d’acondicionament de la centrifuga.

S’han establert les condicions d’operaci6 per a cada sistema de dissolvents. El flux
de fase mobil s’ha fixat a 3 mL/min. La velocitat de rotacié de la centrifuga s’ha ajustat per
assegurar la maxima retencio de fase estacionaria al flux indicat i dins un limit de pressio

no superior a 80 bar. En aquestes condicions, el volum de fase estacionaria retingut és al
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voltant del 75% del volum de la centrifuga (veure taula).

Per als sistemes de tipus organic aquos, la fase organica, a la qual s’incorpora el
selector quiral, s’ha utilitzat com estacionaria. La fase mobil aquosa s’ha utilitzat en mode
descendent. El volum de fase estacionaria retinguda (Vs?) s’ha calculat a partir del volum
de la centrifuga i del volum de fase estacionaria que es desplaga al principi de 1’experiment
(Vp). A partir de Vst 1 de la concentracio de selector quiral a la fase estacionaria es calcula

en cada cas la quantitat de SQ que ha participat en la separacio.

Taula 7.13. Condicions experimentals de CPC per a cada sistema de dissolvents

Sistema de dissolvents F w P Vo
mL/min  rpm bar mL
1200 75 50

MIBK/fosfat sodic 0,05 M 3

MTBE/fosfat sodic 0,05 M 3 1100 77 32
MIBK/acetat amonic 0,1 M 3 1200 74 40
MIBK/ACN/fosfat sodic 0,05 M 3 1200 59 53
AcOEt/fosfat sodic 0,05 M 3 1200 42 37
Hepta/1-butanol/ACN (40:19:41) 2 900 11 58

MIBK, metil isobutil cetona, MTBE, metil ¢-butil éter, ACN, acetonitril, AcOEt, acetat
d’etil. F, flux de fase mobil, w, velocitat de rotacid de la centrifuga, P, pressio, Vp, volum
de fase estacionaria desplagat. Els valors de P i V), han estat obtinguts en assajos en blanc,
sense selector quiral.

Les mostres a injectar es preparen per dissolucido de la quantitat corresponent de
racémic en un volum de 2,4 mL format per una mescla de fase estacionaria i fase mobil
(2:3) per als assajos en mode classic de CPC, 1 només per fase estacionaria en els assajos en
mode pH-zone-refining. La injeccio en el mode classic té lloc un cop estabilitzat el sistema
de dissolvents, i en pH-zone-refining, just després d’omplir la centrifuga amb la fase

estacionaria.
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Taula 7.14. Condicions experimentals per a cada selector quiral

n° Selector Sistema de dissolvents Conc. (0] P
mg/mL  rpm bar
Mode classic
1  DMFC cel-lulosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 7,5 1200 73
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 4,0 1100 65
13 Dodec/DMFC cel-lulosa (gs 0,30) MIBK/acetat amonic 0,1 M 9,0 1200 74
MIBK/fosfat sodic 0,05 M 9,0 1200 73
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 6,0 1100 84
14 Dodec/DMFC cel-lulosa (gs 0,70) MIBK/fosfat sodic 0,05 M 16,5 1200 70
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 12,8 1100 74
2 DMFC amilosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 7,5014,0 1200 75
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 7,6 1100 73
3  DCFC cel-lulosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 20,0 1200 72
MTBE/fosfat sodic 0,05 M 20,0 1100 76
AcOEt/fosfat sodic 0,05 M 20,0 1200 40
4  DCFC amilosa MTBE/fosfat sodic 0,05 M 20,0 Sist. inestable
6 DMFC quitosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 4,1 1200 72
7  DCFC quitosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 8,1 1200 68
16 BFC cel-lulosa MIBK/fosfat sodic 0,05 M 32 1200 76
Hep/1-BuOH/ACN (40:19:41) 6,4 900 11
Mode pH-zone-refining
1 DMFC cellulosa MIBK/H,O 7,5 1200 71
MTBE/H,0 4,0 1100 74
13 Dodec/DMFC cel-lulosa (gs 0,30) MTBE/H,O 6,0 1100 74
14 Dodec/DMFC cel-lulosa (gs 0,70) MTBE/H,O 12,8 1100 73
2  DMEFC amilosa MTBE/H,0 7,6 1100 77

DMFC, tris(3,5-dimetilfenilcarbamat); DCFC, tris(3,5-diclorofenilcarbamat); Dodec, dodecanoil;
BFC, bifenilcarbamat. Conc., concentracio del SQ a la fase estacionaria; w, velocitat de rotacid de
la centrifuga; P, pressio. Tots els experiments s’han fet en mode descendent, excepte amb el sistema
hep/1-BuOH/ACN que s’ha utilitzat en mode ascendent.

228



Part experimental

L’elucid es monitoritza directament amb un detector d’ultraviolat, a 254 nm. L’eluat
es recollecta en fraccions de 3 mL que s’analitzen posteriorment per HPLC
enantioselectiva. Amb les dades obtingudes es construeix un perfil d’elucid, que mostra la
composicidé enantiomerica de I’eluat durant ’experiment. Els Annexos Cromatografics

contenen un recull dels perfils d’elucid.
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7.8. Assajos en mode classic de CPC

Els experiments realitzats en les condicions establertes a 1’apartat anterior es recullen

en les taules segiients.

Taula 7.15. Selector tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa (1)

n’° Racémic m,,. F.est. pH Vst ¢ t t kK k) a
mg mL  min min min

1 Pindolol 40 MIBK 2,0 148 14 15 - 0,1 - 1,0
2 40 MIBK 7,0 150 13,3 44 56 24 33 1,39
3 25 MTBE 7,0 142 16 38 43 1,37 1,69 1,23
4 Propranolol 41,5 MIBK 6,0 146 14,7 60 - 3,08 - 1,0
5 25 MTBE 6,0 142 16 31 - 0,94 - 1,0
6 25 MTBE 7,0 142 16 117 - 6,31 - 1,0
7  Warfarina 50 MIBK 9,0 138 17,3 65 - 2,8 - 1,0
8  Naproxen 37 MIBK 9,0 135 183 54 - 20 - 1,0

my,., quantitat de racémic (mg); F. est., dissolvent a la fase estacionaria; pH, valor de pH de la
fase mobil; Vst, volum retingut de fase estacionaria (mL); #;, temps de retencié (min) de cada
enantiomer corresponent a la maxima intensitat del pic; k’;, factor de capacitat per a cada
enantiomer; a, factor d’enantioselectivitat. Sistema de dissolvents, MIBK o MTBE/fosfat sodic
0,05 M.

Taula 7.16. Selector tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) d’amilosa (2)

n° Racémic m,,. F.est. pH Vst ¢ t t k’; Kk a
mg mL min min min

9  Pindolol 40 MIBK* 6,0 151 13 22 - 0,70 - 1,0
10 40 MIBK 7,0 154 12 31 - 1,58 - 1,0
11 40 MIBK* 7,0 151 13 30 35 1,31 1,69 1,29
12 40 MIBK 80 154 12 203 - 15,92 - 1,0
13 40 MTBE 6,0 158 10,7 26 - 1,36 - 1,0
14 40 MTBE 7,0 158 10,7 28 - 1,62 - 1,0
15 40 MTBE 8,0 158 10,7 90 - 741 - 1,0
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16 Propranolol 41,5 MIBK* 6,0 151 13 53 - 3,08 - 1,0
17 Warfarina 50 MIBK 80 154 12 164 - 12,67 - 1,0
18 50 MIBK* 8,0 151 13 179 - 12,77 - 1,0
19 50 MIBK 9,0 154 12 129 - 9,75 - 1,0
20 50  MIBK* 9,0 151 13 117 - 8,0 - 1,0
21 50 MTBE 80 158 10,7 60 79 4,61 6,38 1,39
22 50 MTBE 9,0 158 10,7 38 56 2,55 423 1,66
23 Naproxen 37 MIBK 9,0 154 12 30 - 1,50 - 1,0
24 37 MIBK* 9,0 151 13 33 - 1,54 - 1,0
25 37 MTBE 8,0 158 10,7 46 - 3,30 - 1,0
26 37 MTBE 9,0 158 10,7 40 - 2,74 - 1,0
27 DNB-leucina 52 MTBE 6,0 158 10,7 92 112 7,60 947 1,25
28 52 MTBE 7,0 158 10,7 26 30 1,43 1,80 1,26

my,., quantitat de racémic; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; pH, valor de pH de la fase mobil;
Vst, volum retingut de fase estacionaria; #;, temps de retencid de cada enantiomer; k’;, factor de
capacitat; a, factor d’enantioselectivitat. Sistema de dissolvents, MIBK o MTBE/fosfat sodic 0,05
M. Concentracié de SQ en MIBK, 7,5 mg/mL excepte *, 14,0 mg/mL.

Taula 7.17. Selector dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa (gs 0,30) (13)

n° Racémic my,. F.est. pH Vst ¢ t t k’; kK a
mg mL min min min

29 Pindolol 40 MIBK 2,0 135 183 18 - 0,1 - 1,0
30 40 MIBK* 6,8 150 13,3 103 115 6,74 7,64 1,13
31 40 MIBK 7,0 135 183 40 52 1,18 1,84 1,55
32 40 MTBE 7,0 150 133 22 26 0,65 095 146
33 Warfarina 50 MIBK 9,0 135 183 59 - 2,22 - 1,0
34 50 MTBE 9,0 150 13,3 30 60 1,25 3,51 2,80
35 Naproxen 37 MIBK* 8,0 150 13,3 148 - 10,13 - 1,0
36 37 MIBK 9,0 135 183 68 - 2,71 - 1,0
37 37 MIBK 10,0 135 183 54 - 1,95 - 1,0

my,, quantitat de racémic; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; pH, valor de pH de la fase
mobil; Vst, volum retingut de fase estacionaria; #;, temps de retencid de cada enantiomer; k’;,
factor de capacitat; o, factor d’enantioselectivitat. Sistema de dissolvents, MIBK o MTBE/fosfat
sodic 0,05 M, excepte *, MIBK/acetat amonic 0,1 M.
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Taula 7.18. Selector dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa (gs 0,70) (14)

n° Racémic m,,. F.est. pH Vst ¢ t t k’; Kk, a
mg mL min min min

38 Pindolol 40 MIBK 2,0 138 17,3 17 - 0,1 - 1,0
39 40 MIBK 7,0 138 17,3 50 - 1,89 - 1,0
40 40 MTBE 7,0 144 153 25 27 0,63 0,76 1,21
41 Warfarina 50 MIBK 9,0 138 17,3 33 - 091 - 1,0
42 50 MTBE 9,0 144 153 31 68 1,03 3,44 3,36
43 Naproxen 37 MIBK 9,0 135 183 55 - 2,00 - 1,0

my,, quantitat de racémic; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; pH, valor de pH de la fase mobil;
Vst, volum retingut de fase estacionaria; #;, temps de retencid de cada enantiomer; k’;, factor de
capacitat; a, factor d’enantioselectivitat. Sistema de dissolvents, MIBK o MTBE/fosfat sodic 0,05

M.
Taula 7.19. Selector tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de cel-lulosa (3)
n° Racémic My, F.est. pH Vst ¢ t t k’; kK a
mg mL  min min min

44 Pindolol 40 MIBK 7,0 157 11 32 - 1,91 - 1,0
45 40 MIBK 80 157 11 138 - 11,54 - 1,0
46 40 AcOEt 7,0 155 11,7 44 - 2,76 - 1,0
47 40 MTBE 7,0 168 73 28 - 2,83 - 1,0
48 Propranolol 41,5 MIBK 7,0 157 11 237 - 20,54 - 1,0
49 Oxprenolol 42,5 MIBK 7,0 157 11 42 - 2,82 - 1,0
50 42,5 MIBK 8,0 157 11 175 - 1491 - 1,0
51 Metoprolol 41,5 MIBK 7,0 157 11 27 - 1,45 - 1,0
52 41,5 MIBK 8,0 157 11 95 - 7,64 - 1,0
53 Warfarina 50 MIBK 84 153 123 46 95 2,774 6,70 244
54 50 AcOEt 9,0 155 11,7 59 - 4,04 - 1,0
55 DNB-leucina 81 MIBK 6,0 153 123 97 107 6,87 7,67 1,12
56 52 MIBK 7,0 157 11 44 48 3,0 3,36 1,12
57 81 MIBK 9,0 153 123 28 32 1,27 1,60 1,26
58 52 AcOEt 7,0 155 11,7 56 - 4,79 - 1,0
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59 52 MTBE 7,0 168 7,3 23 31 2,15 3,25 1,51
60 Diclorprop 37,6 MIBK 84 153 123 26 - L1 - 1,0
61 58,8 MIBK 7,0 153 123 40 - 2,24 - 1,0

my,., quantitat de racémic; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; pH, valor de pH de la fase mobil;
Vst, volum retingut de fase estacionaria; #;, temps de retencié de cada enantiomer; k’;, factor de
capacitat per a cada enantiomer; a, factor d’enantioselectivitat. Sistema de dissolvents, MIBK,
MTBE o AcOEt/fosfat sodic 0,05 M.

Taula 7.20. Selector tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de quitosa (6)

n° Racémic m,,. F.est. pH Vst ¢ t t k’; Kk a
mg mL min min min

62 Pindolol 20 MIBK 7,0 141 16 41 - 1,56 - 1,0

63 Propranolol 21 MIBK 6,0 141 16 54 - 2,38 - 1,0

64 Warfarina 25 MIBK 90 141 16 45 - 1,81 - 1,0

65 Naproxen 18,5 MIBK 9,0 141 16 92 - 475 - 1,0

66 DNB-leucina 26 MIBK 9,0 141 16 58 - 2,63 - 1,0

my,, quantitat de racémic corresponent a 0,08 mmol; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; pH,
valor de pH de la fase mobil; Vst, volum retingut de fase estacionaria; ¢, temps de retencié de cada
enantiomer corresponent a la maxima intensitat del pic; k', factor de capacitat per a cada
enantiomer; a, factor d’enantioselectivitat. Sistema de dissolvents, MIBK/fosfat sodic 0,05 M.

Taula 7.21. Selector tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de quitosa (7)

n° Racémic m,,. F.est. pH Vst ¢ t t k’; Kk, a
mg mL min min min

67 Pindolol 40 MIBK 7,0 168 14,5 40 - 2,03 - 1,0

68 DNB-leucina 52 MIBK 7,0 168 14,5 50 - 2,50 - 1,0

my,., quantitat de racémic, F. est., dissolvent a la fase estacionaria; pH, valor de pH de la fase mobil;
Vst, volum retingut de fase estacionaria; #;, temps de retencié de cada enantiomer corresponent a la
maxima intensitat del pic; k’, factor de capacitat per a cada enantiomer; «, factor
d’enantioselectivitat. Sistema de dissolvents, MIBK/fosfat sodic 0,05 M.

233



Part experimental

Taula 7.22. Selector tris(bifenilcarbamat) de cel-lulosa (16)

o

n° Racémic m,,. F.est. pH Vst ¢ t t k’; Kk, a
mg mL min min min

69 Pindolol 40 MIBK 7,0 152 12,7 35 - 1,75 - 1,0

70 DNB-leucina 81 MIBK 7,0 152 12,7 54 - 325 - 1,0

71 Diclorprop 59 MIBK 7,0 152 12,7 38 - 1,99 - 1,0

72 TSO 31 H/B/A - 102 44 57 - 0,29 - 1,0

73 TFAE 44 H/B/A - 102 44 55 - 0,25 - 1,0

My, quantitat de racémic; TSO, oxid de trams-estilbé; TFAE, trifluoroantriletanol; F. est.,
dissolvent a la fase estacionaria; pH, valor de pH de la fase mobil; Vstz, volum retingut de fase
estacionaria; ¢, temps de retencid de cada enantiomer corresponent a la maxima intensitat del pic;
k’;, factor de capacitat per a cada enantiomer; o, factor d’enantioselectivitat. Sistema de dissolvents,
MIBK/fosfat sodic 0,05 M o hepta/1-butanol/acetonitil (40:19:41).
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7.9. Assajos en mode de desplacament pH-zone refining

En el mode de desplacament pH-zone refining, la centrifuga s’omple seguint el
procediment descrit a 1’apartat de condicions experimentals, amb algunes alteracions. El
metanol contingut inicialment a la centrifuga es desplaca amb aigua saturada amb el
dissolvent organic corresponent. Seguidament, s’introdueix la fase estacionaria, a la qual
s’ha addicionat 1’agent de retencid. S’injecta la mostra i a continuacio s’inicia la rotaci6 de
la centrifuga 1 el bombeig de fase mobil contenint I’agent de desplacament. L’elucié es
monitoritza per deteccid UV 1 a més, es mesura el pH de 1’eluat en les fraccions recollides,

abans de ser analitzades per HPLC.

Taula 7.23. Selector tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa (1)

n° Racémic my,. F.est. Ret. Despl. Vsr t t
mg mM mM mL min min

74 Pindolol * 40 MIBK 10 20 140 21 25
75 40 MIBK 10 10 150 38 42
76 40 MIBK 10 5 143 40 47
77 80 MIBK 10 5 145 36 45
78 120 MIBK 10 5 150 36 49
79 25 MTBE 10 5 151 47 49
80 Propranolol® 41,5 MIBK 10 10 134 40 43
81 41,5 MIBK 10 5 130 44 47
82 25 MTBE 10 5 154 49 53
83 Warfarina ’ 50 MIBK 10 10 140 37 45
84 50 MIBK 10 5 145 40 58

M., quantitat de racémic; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; Ret., concentracid de
I’agent de retencid a la fase estacionaria; Despl., concentracio de 1’agent de desplagament a la
fase mobil; Vst, volum retingut de fase estacionaria; #;, temps de retencid de cada enantiomer
corresponent a la maxima intensitat del pic. Sistemes de dissolvents: MIBK (+ 7,5 mg/mL
SQ)/H,0, MTBE (+ 4 mg/mL SQ)/H,O; agents de retencio, * DEA, > TFA; agents de
desplagament, * HCI, ° NH,OH.
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Taula 7.24. Selector tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) d’amilosa (2)

o

n Racémic m,,. F.est. Ret. Despl. Vsr t t
mg mM mM mL min min
85 Pindolol * 40 MTBE 10 5 157 43 46
86 40 MTBE 10 2,5 151 53 64
87 Propranolol® 41,5 MTBE 10 5 149 54 59
88  Warfarina ° 50 MTBE 10 10 134 52 56
89 50 MTBE 10 5 143 55 64
90 50 MTBE 10 2,5 157 58 76
91 100 MTBE 10 2,5 142 55 79
92 150 MTBE 10 2,5 130 58 143

my,., quantitat de racémic; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; Ret., concentracid de
I’agent de retencid; Despl., concentracid de 1’agent de desplacament; Vst, volum retingut de
fase estacionaria; #;, temps de retencido de cada enantiomer corresponent a la maxima
intensitat del pic. Sistema de dissolvents, MTBE (+ 7,6 mg/mL SQ)/H,0; agents de retencio,

“DEA, ® TFA; agents de desplagament, * HCI, ° NH,OH.

Taula 7.25. Selector dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa, gs 0,30 (13)

n° Racémic m,,. F.est. Ret. Despl. Vsr t t
mg mM mM mL min min
93  Pindolol * 40 MTBE 10 5 154 42 47
94 80 MTBE 10 5 150 42 53
95 160 MTBE 10 5 145 46 78
96 200 MTBE 10 5 155 45 84
97 240 MTBE 10 5 145 43 86
98 Propranolol® 41,5 MTBE 10 10 150 40 44
99 41,5 MTBE 10 5 145 45 50
100 Warfarina® 50  MTBE 10 5 150 52 60

my,., quantitat de racémic; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; Ret., concentracié de
I’agent de retencio; Despl., concentracié de 1’agent de desplagament; Vsz, volum retingut de
fase estacionaria; #, temps de retencio de cada enantiomer corresponent a la maxima
intensitat del pic. Sistema de dissolvents, MTBE (+ 6,0 mg/mL SQ)/H,0; agents de retencio,

“DEA, ® TFA; agents de desplacament, * HCI, ° NH,OH.
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Taula 7.26. Selector dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa, gs 0,70 (14)

o

Racémic

n my,. F.est. Ret. Despl. Vsr t t
mg mM mM mL min min
101 Pindolol * 40 MTBE 10 5 152 45 51
102 200 MTBE 10 5 152 45 78
103 240 MTBE 10 5 147 45 87
104 Warfarina® 50  MTBE 10 5 146 48 56

my,., quantitat de racémic; F. est., dissolvent a la fase estacionaria; Ret., concentracid de
I’agent de retencio; Despl., concentracié de 1’agent de desplagament; Vsz, volum retingut de
fase estacionaria; #, temps de retencio de cada enantiomer corresponent a la maxima
intensitat del pic. Sistema de dissolvents, MTBE (+ 12,8 mg/mL SQ)/H,O; agents de

retencio, * DEA, ® TFA; agents de desplacament, * HCI, ® NH,OH.
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7.10. Recuperacio del selector quiral

El SQ s’ha recuperat després de finalitzar cada serie d’experiments, i en el cas del
mode pH-zone-refining, després de cada experiment seguint el procediment que s’indica a
continuacio. En primer lloc es buida la centrifuga de fase estacionaria, desplagant-la amb
fase mobil. En el cas de sistemes organic/aquds, la fase estacionaria, menys densa, es
desplaca en mode ascendent. La fase organica contenint el SQ es renta repetidament amb
aigua fins a quedar lliure de sals i a pH neutre. Seguidament es concentra a pressié reduida i
se’n precipita el selector per addicio de metanol o en el cas de selectors substituits amb clor,
per addicié de metanol/aigua. El polisacarid precipitat es filtra a través d’una placa de vidre
fritat, es sotmet a rentats amb metanol i1 s’asseca a temperatura ambient i pressio reduida. Es
recupera un 90-95% del selector quiral utilitzat. Ocasionalment s’ha realitzat un espectre de
RMN-'H per a comprovar la integritat del selector abans de ser reutilitzat. En cap cas s’ha

observat degradacid.
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7.11. Recuperacio dels enantiomers del pindolol

A partir dels experiments d’escalat de CPC, s’han aillat els enantiomers del pindolol.
Les fraccions s’han basificat per addicié6 de DEA i extret amb diclormeta. Els extractes
organics s’han evaporat a pressid reduida. S’ha calculat el rendiment de la separacio 1 del
procés de recuperacid. La puresa enantiomerica del pindolol recuperat s’ha determinat per
HPLC enantioselectiu utilitzant la columna quiral FEQ-1 i com a condicions
cromatografiques hepta/2-propanol/DEA (70:30:0,2). A la taula s’indiquen els valors d’ee
obtinguts en tres experiments concrets, juntament amb els intervals de recuperacio per a
cada enantiomer. Els intervals delimiten les fraccions d’eluat seleccionades, a partir de les
quals s’han aillat els enantiomers. Aquests es van utilitzar posteriorment en 1’estudi de

I’associaci6 entre derivats de polisacarids i enantiomers per RMN STD.

Taula 7.27. Escalat de la separacié de pindolol per CPC

n° Selector My Lr) Is) intervalg) Rdtg) eer) intervals Rdtg) ee
mg min min min % % min % %
77 DMEFC cel-lulosa 80 36 45  34-38 73,9 91,7 40-47 84,5 84,2
96 Dodec/DMFC cel 200 45 84  42-55 68,8 989 5-86 45,8 90,9
(gs 0,30)
102 Dodec/DMFC cel 200 45 78 43-54 77,2 100 70-78 433 974
(gs 0,70)

DMFC, 3,5-dimetilfenilcarbamat; Dodec, dodecanoil; m.. quantitat de racémic, valors
corresponents a la capacitat de carrega determinada per cada selector; ¢, temps de retencié de cada
enantiomer corresponent a la maxima intensitat del pic; interval;, interval de recuperacié de cada
enantiomer que dona lloc als rendiments indicats; Rdt;, % de recuperacié de cada enantiomer; ee;,
excés enantioméric de 1’enantiomer recuperat.
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Figura 7.7. Determinacio6 de la puresa enantiomerica del pindolol recuperat.
Cromatogrames corresponents a I’analisi per HPLC de: (a) I’enantiomer (R) del pindolol, ee
90,24% 1 (b) I’enantiomer (S), ee 80,20%. Condicions cromatografiques: FEQ-1, hepta/2-
propanol/DEA (70:30:0,2), 1 mL/min, A 265 nm.
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7.12. Capacitat de carrega de FEQs derivades de polisacarids en HPLC

S’ha determinat la capacitat de carrega per al pindolol i la warfarina racémics en
HPLC utilitzant FEQs derivades de cel-lulosa i amilosa. Chiralcel OD-RH conté com a
selector quiral tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa dipositat sobre gel de silice.
Chiralpak AD-H i IA contenen 3,5-dimetilfenilcarbamat d’amilosa, dipositada en el primer
cas 1 immobilitzada en en segon, sobre gel de silice. Les mostres s’han preparat per
dissolucié dels racémics a concentracions que van de 1 a 20 mg/mL en els dissolvents
adequats: acetonitril per al pindolol, i etanol o MTBE/etanol per la warfarina. S’han injectat
quantitats creixents de pindolol i warfarina fins assolir la saturacid del sistema
cromatografic, considerant com a tal un valor de Rg<1,0. Les condicions cromatografiques

utilitzades s’especifiquen a la taula segiient.

Taula 7.28. Condicions per a la determinacié de la capacitat de carrega

Racémic Columna F k' a Ry Fase mobil
(mL/min)
Pindolol  Chiralcel OD-RH 0,5 1,58 228 7,77 ACN/fosfat sodic 0,05 M
(15 x 0,46 cm) pH 9.0 (40:60)
Wartfarina Chiralpak AD-H 1,0 1,06 4,52 11,27 Hepta/2-PrOH/TFA
(25 x 0,46 cm) (80:20:0,1)

Chiralpak AD-H 0,5 0,28 2,97 5,12 Etanol/TFA (100:0,1)
(25 x 0,46 cm)

Chiralpak IA (25 1,0 1,19 2,61 5,68 MTBE,/TFA (100:0,1)
x 0,46 cm)

* Valors mesurats a partir de la injeccié de 3 a 10 pg de racémic. F, flux de fase mobil; k’;, factor de
capacitat; a, factor de selectivitat; Rs, resolucié de pics. MTBE,, metil #-butil éter saturat amb aigua.
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Figura 7.8. Determinacio de la capacitat de carrega per al pindolol per HPLC. Superposicid
de cromatogrames corresponents a la injeccio de 10 pg (negre), 0,1 mg (vermell), 2,0 mg
(blau), 4,0 mg (rosa) i 5,0 mg (verd). Rs 0,94 per a la injeccid de 5,0 mg. Condicions:
columna Chiralcel OD-RH (15 x 0,46 cm), acetonitril/fosfat sodic 0,05 M pH 9,0 (40:60),
0,5 mL/min, A 220 nm.

La capacitat de carrega expressada com a mg de racémic separats per g de SQ s’ha
calculat tenint en compte les dimensions de la columna i que el contingut de SQ en la fase
estacionaria és al voltant del 20% en pes. Considerant que el SQ esta completament
derivatitzat (gs 3,0), també s’ha calculat la capacitat com a mmol de racémic per mol

d’unitats glucosidiques.
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Taula 7.29. Capacitat de carrega en HPLC

Racémic Columna Fase mobil Cap. Carrega r'sQ/rac
mg/g mmol/mol
Pindolol  Chiralcel OD-RH ACN/Na,HPO, (40:60) 12,1 29 34,6
Warfarina Chiralpak AD-H  Hep/2-PrOH/TFA (80:20:0,1) 24,6 48 20,9
Chiralpak AD-H Etanol/TFA (100:0,1) 7,2 14 71,3
Chiralpak TA MTBE,/TFA (100:0,1) 11,6 22,5 44,5

Cap. Carrega, capacitat expressada com mg de racémic per g de SQ o mmol de racémic per mol
d’unitats glucosidiques derivatitzades. rsqrac, relacid molar de SQ (unitats glucosidiques) respecte al
racémic.
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Figura 7.9. Determinacio de la capacitat de carrega per a la warfarina per HPLC.
Condicions: columna Chiralpak AD-H (25 x 0,46 cm), hepta/2-propanol/TFA (80:20:0,1), 1
mL/min, A 220 nm. Superposicio de cromatogrames corresponents a la injeccié de 5,0 pg
(negre), 0,5 mg (vermell), 4,0 mg (blau), 10,0 mg (verd) i 17,0 mg (rosa). Ry 0,80 per a la
injecci6 de 17,0 mg.
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Figura 7.10. Determinaci6 de la capacitat de carrega per a la warfarina per HPLC.
Condicions: columna Chiralpak AD-H (25 x 0,46 cm), etanol/TFA (100:0,1), 0,5 mL/min, 4
220 nm. Superposicié de cromatogrames corresponents a la injeccio de 5,0 pg (negre), 2,0
mg (vermell), 4,0 mg (blau) 1 5,0 mg (verd). Rs 0,80 per a la injecci6 de 5,0 mg.
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Figura 7.11. Determinaci6 de la capacitat de carrega per a la warfarina per HPLC.
Condicions: columna Chiralpak IA (25 x 0,46 cm), MTBE,/TFA (100:0,1), 1 mL/min, A
220 nm. Superposici6 de cromatogrames corresponents a la injeccié de 40,0 ug (negre), 4,0
mg (vermell), 6,0 mg (blau) i 8,0 mg (verd). Rs 0,80 per a la injeccid de 8,0 mg.
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7.13. Aplicacié de la RMN a P’estudi de la interaccio entre derivats de

polisacarids i enantiomers

7.13.1. Valoracio de la formacié6 del complex SQ/enantiomer pel metode de les

variacions continues

S’han registrat els espectres de RMN-'H d’una série de mostres que contenien
diferents proporcions del SQ i I’analit racémic, amb la caracteristica que la concentracid
total es mantenia constant per tota la sc¢rie de mostres. El selector escollit ha estat el
tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa 1 i els raceémics, pindolol i warfarina. S’han
preparat dissolucions de concentracié 25 mM de cada component per separat, considerant
per al SQ la concentracié en mol d’unitats glucosidiques derivatitzades, emprant com a
dissolvents acetona-d¢ 1 CDCl;. Seguidament, a partir d’aquestes dissolucions s’han
preparat les mostres per a RMN, mesclant-les en les proporcions que s’indiquen a la taula

segiient per assolir un volum final de 0,8 mL.

Taula 7.30. Relaciéo SQ/racémic en les mostres per RMN expressat en volums i en

mmol

Relacio SQ1 Racémic
SQ/racémic mL mmol mL mmol
(1:3) 0,2 0,5 x10~ 0,6 1,5x107
(1:1) 0,4 1x107 0,4 1x107
(5:3) 0,5 1,25x10% 0,3 0,75 x107
(3:1) 0,6 1,5x107 0,2 0,5x107
(7:1)* 0,7 1,75x10% 0,1 0,25 x107

* La mostra amb aquesta proporcid s’ha preparat inicament amb SQ 1/warfarina
en CDCl.

Els espectres de RMN-H' s’han enregistrat en un espectrometre Varian INOVA 500

MHz a temperatura ambient.
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7.13.2. Experiments de diferéncia de transferéncia de saturacié (STD)

S’han realitzat dues series d’experiments a fi d’obtenir informacid sobre 1’associacio
entre els derivats de cel-lulosa i amilosa i els enantiomers. En la primera hi han intervingut
com a SQs els tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa i amilosa 1 1 2 1 el tris(3,5-
diclorofenilcarbamat) de cel-lulosa 3 i com a analits, el pindolol i la warfarina racémics. En
la segona s¢rie han intervingut els SQs 1 1 2 i s’han utilitzat els enantiomers aillats del
pindolol i el propranolol. Les mostres, de volum 0,8 mL, es van preparar amb MTBE com a
dissolvent, i es va insertar un capil-lar amb D,0O per permetre la fixaci6é del /ock en els
experiments. La relacié molar SQ/analit utilitzada ha estat (3:1) en tots els casos, i la

concentracio de SQ ha estat 10 mM, considerant mol d’unitats de glucosa derivatitzades.

Els espectres de RMN STD s’han registrat en un espectrometre Varian INOVA 500
MHz, equipat amb una sonda indirecta, a 25 °C. La supressio dels senyals del dissolvent es
va fer aplicant un pols selectiu (Double Pulse Field Gradient Echo, DPFGE) sobre els
senyals del MTBE. Es va aplicar una seqiiéncia de polsos d’STD desenvolupada per B.
Meyer i col-laboradors. La saturacid selectiva del SQ (on-resonance) es va aplicar a la zona
de 0,5-0,8 ppm 1 la irradiacid off-resonance es va aplicar a -20 ppm. El temps de saturacid
va ser de 2,5 s, el que correspon a 50 polsos gaussians de 50 ms, excepte en 1’estudi de
variacio de I’STD amb el temps de saturacio realitzat amb el SQ 2/pindolol racémic, en que
la irradiacio es va aplicar de 250 ms a 5000 ms. Es va aplicar un delay de 5 ps entre polsos
consecutius. La subtraccid dels experiments on-resonance i off-resonance es va fer
internament. Els espectres d’STD es van adquirir amb 600 o 1200 acumulacions, excepte en
I’estudi de variacid de I’'STD amb el temps d’irradiacio, en que el nombre d’acumulacions

va ser 320 o 600.

El calcul del percentatge d’STD (7) es va fer en base a la integral dels senyals,
comparant la integracio en I’espectre STD (/) amb 1’espectre obtingut per irradiacié a -20
ppm (/,). En aquells casos en que la integracié no ha estat possible per tenir un valor massa
petit o per la proximitat d’altres senyals, s’ha utilitzat el valor de la intensitat del senyal.

10_1-100

]7:

o
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Conclusions

A partir del treball realitzat en la present Tesi Doctoral s’ha arribat a les segilients

conclusions.

I- S’han sintetitzat i1 caracteritzat els tris(3,5-dimetilfenilcarbamat) 1 tris(3,5-
diclorofenilcarbamats) de cel-lulosa, amilosa i quitosa seguint la metodologia posada a punt
en el nostre grup de recerca. El metode s’ha extes cap a la preparacid d’altres derivats, dels
quals el tris(bifenilcarbamat) de cel-lulosa, derivat no descrit fins al moment, s’ha
aconseguit amb g.s. elevat. Destaca la baixa derivatitzaci6 en el tris(ciclohexilcarbamat) de
cel-lulosa, que s’ha atribuit a la menor reactivitat de 1’isocianat de ciclohexil, en
comparacio amb els isocianats d’aril utilitzats. En base a anteriors aplicacions de derivats
de polisacarids en FEQs per HPLC, valors de g.s. elevats han de contribuir al fenomen de

reconeixement enantioselectiu.

2- A partir del quitosa, a més dels derivats trisubstituits mencionats s’han preparat i
caracteritzat 3,6-bis(arilcarbamats) de quitosa que conserven lliure el grup amino de la seva
estructura, fet que s’esperava que modifiqués la solubilitat 1 1’enantioselectivitat respecte
als derivats anteriors. La caracteritzacido per analisi elemental ha identificat un grau de
substitucié moderat per aquests derivats. La posterior determinacié de la solubilitat va
mostrar que son menys solubles en dissolvents organics que els seus analegs trisubstituits,

fet pel qual van ser descartats per ser utilitzats com a SQs en CPC.

3- Amb la finalitat d’obtenir derivats de polisacarids més solubles en dissolvents
organics s’han sintetitzat dos dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa amb
diferent proporcié de cadenes dodecanoil, a partir del metode desenvolupat pel grup de
recerca per a la sintesi de derivats heterosubstituits de tipus undecenoil/arilcarbamat. El
derivat amb major contingut en grups dodecanoil presenta un g.s. moderat, que es pot

atribuir a I’efecte d’impediment estéric exercit per les propies cadenes dodecanoil.

4- Una segona aproximacio per obtenir derivats de major solubilitat va contemplar la
reduccié del pes molecular dels materials de partida. Aixi, per hidrolisi parcial amb acid
orto-fosforic es va preparar quitosa de menor pes molecular, que va resultar ser més soluble
en dissolvents. S’esperava que aquest fet millorés també la seva reactivitat. El material
obtingut, perd, en ser sotmes a posterior reaccid amb isocianats va donar lloc a productes de

molt baix grau de derivatitzacio. El quitosa és un polisacarid de reconeguda capacitat
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quelant. El baix g.s. es va atribuir a la interferencia dels fosfats procedents del procés
d’hidrolisi, que a més de disminuir la reactivitat del quitosa, podrien afavorir la

descomposicio de I’isocianat.

5- A partir d’un oligosacarid de lactat de quitosa comercial s’han preparat 3,6-
bis(arilcarbamats) de quitosa, que han resultat solubles en dissolvents polars. Tant el
producte de partida com els derivats s’han caracteritzat pel que fa al seu grau de
polimeritzacid a través d’espectrometria de masses MALDI-TOF. Aquest estudi ha mostrat
que el quitosa de partida estava format majoritariament per cadenes de 3 i 4 unitats de
glucosamina, i pel que fa als derivats, aquests mostraven un baix g.s. en grups arilcarbamat.
Els productes obtinguts s’han aplicat com a selectors quirals en electroforesi capil-lar, on no
han mostrat enantioselectivitat en les condicions utilitzades. El baix grau de polimeritzacio
del quitosa es presenta com a una possible causa dels resultats obtinguts, ja que dificultaria
I’adopciod de I’estructura helicoidal tipica dels polisacarids, la qual t€ un paper important en
el fenomen de reconeixement enantioselectiu. El baix nombre de substituents aromatics en

els derivats podria haver contribuit a la manca d’enantioselectivitat.

6- Préviament a la seva aplicacié com a SQs en CPC, s’ha examinat la solubilitat i la
viscositat dels derivats de polisacarids preparats en diferents sistemes de dissolvents, a fi de
determinar les condicions d’utilitzacié en CPC. La majoria de derivats s’han mostrat
moderadament solubles en dissolvents lipofils amb cert grau de polaritat, especialment en
MIBK i1 en menor grau en MTBE. Pel que fa a les diferéncies entre derivats, els
arilcarbamats de quitosa han donat els valors de solubilitat més baixos, mentre que els
derivats d’amilosa 1 cel-lulosa es van mostrar més solubles. Entre ells, els compostos
dicloro-substituits van presentar major solubilitat que els dimetil-substituits. Pel que fa als
dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamats de cel-lulosa, es va assolir I’objectiu de millorar la
solubilitat respecte al derivat homogeéniament substituit fins al punt que el selector amb g.s.

0,70 en grups dodecanoil va duplicar els valors de solubilitat en MIBK 1 MTBE.

7-S’ha dut a terme la primera aplicacié dels derivats de cel-lulosa, amilosa i quitosa
com a SQs en CPC. S’observa en primer lloc que el seu camp d’aplicacio és reduit en
comparacio6 amb el que mostren derivats analegs utilitzats en FEQs en HPLC
enantioselectiva. Amb la utilitzacio dels 3,5-dimetilfenilcarbamat de cel-lulosa i amilosa en

mode classic d’elucio s’ha aconseguit la separacid parcial dels enantiomers del pindolol i
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warfarina, emprant com a sistemes de dissolvents els formats per MIBK o MTBE i
dissolucid aquosa de fosfat sodic. En canvi, no es van poder separar racémics com el
propranolol o el naproxen, els quals es resolen amb els mateixos selectors en HPLC. La
separacio per CPC probablement esta afectada per I’elevat grau d’ionitacid dels
enantiomers als valors de pH de fase mobil que s’utilitzen, fet que dificulta la correcta
interaccio amb el selector. Malauradament, 1’as de pH que produeixin menor ionitzacid dels

analits produeix una excessiva retencid d’aquests en la fase estacionaria organica.

8- El tris(3,5-diclorofenilcarbamat) de cel-lulosa, tot i poder incorporar-se en
concentracio elevada a la fase estacionaria, i ampliar el ventall de dissolvents aptes per
I’assaig, no s’ha mostrat enantioselectiu en CPC en cap dels sistemes de dissolvents
utilitzats. La pérdua de part de ’estructura terciaria del polisacarid en dissolucid podria ser

responsable de la manca d’enantioselectivitat.

9- Pel que fa als dodecanoil/3,5-dimetilfenilcarbamats de cel-lulosa utilitzats en el
mode classic de CPC, el derivat amb g.s. 0,30 en grups dodecanoil va presentar una
enantioselectivitat similar a la del derivat homogeniament substituit. El selector de g.s. 0,70
en canvi, va presentar enantioselectivitat nul-la utilitzat en les mateixes condicions, del que
es dedueix que un excés de grups dodecanoil perjudica 1’enantioselectivitat del selector.
Aquest efecte es va atribuir a I’impediment esteric produit per les cadenes hidrocarbonades.
La presencia de grups dodecanoil també va provocar un increment en la retencid
inespecifica dels analits, probablement degut a interaccions hidrofobiques i a la modificacid

de la lipofilia de la fase estacionaria.

10- L’aplicacid del mode pH-zone-refining de CPC va permetre millorar la resolucio
de les separacions anteriors fins a valors d’ee del 85 al 99% 1 augmentar la capacitat de
carrega del sistema cromatografic respecte al mode classic. El funcionament d’aquest mode
de desplagament va permetre millorar la interaccié de 1’analit amb el selector en la fase
estacionaria. Aixi, amb els SQ 11 2 es van aconseguir resolucions parcials d’enantiomers
en condicions que en mode classic no havien mostrat enantioselectivitat. Pel que fa als
derivats heterosubstituits de cel-lulosa, el percentatge moderat de grups dodecanoil en el SQ
13 va augmentar 1’enantioselectivitat cap als racémics estudiats, mentre que la major

proporcid en el derivat 14 va afectar negativament 1’enantioselectivitat.
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11- Es van realitzar estudis d’escalat de les separacions en pH-zone-refining que van
mostrar en tots els casos millores respecte la capacitat de carrega en mode classic. Els
derivats 1 i 2 van duplicar la capacitat. Els derivats 13 i 14 van superar els resultats
obtinguts pel SQ 1, triplicant la capacitat de carrega pel pindolol, en el cas de 13, i
duplicant-la en el cas del SQ 14. L’ee dels enantidmers recuperats es situava

majoritariament entre el 80 1 el 90%.

12- Una comparacid simple entre la capacitat de carrega dels selectors derivats de
polisacarids aplicats en CPC i en HPLC va mostrar com els resultats eren favorables a la
primera. Aquesta situacid es podira explicar atenent a la major accessibilitat dels SQs en la
fase estacionaria liquida de CPC, que facilitaria la interaccié amb els enantiomers. Aixi, es
podria afirmar que en una separacid per CPC caldria menys SQ per separar una

determinada quantitat de racémic.

13- L’aplicaci6 de la calorimetria de valoracié isotérmica (ITC) no ha permes
estudiar 1’associacid entre derivats de polisacarids 1 enantiomers, fet que s’atribueix a que
les interaccions no covalents a nivell supramolecular entre les diferents cadenes de
cel-lulosa derivatitzades podrien emmascarar la interaccio entre selector i analit. A través de
valoracions per RMN-'H, utilitzant la técnica de les variacions continues, s’han detectat
eixamplaments de senyals 1 en alguns casos s’han observat variacions en el desplagament

quimic que s’atribueixen a I’associacid entre SQ i1 enantiomers.

14- L’aplicacié de la tecnica d’STD a I’estudi de 1’associacié entre alguns derivats
d’amilosa 1 cellulosa i els enantiomers ha posat de manifest que el tris(3,5-
dimetilfenilcarbamat) de cel-lulosa provoca un major percentatge d’STD en la seva uni6 als
enantiomers 1 produeix un major eixamplament dels senyals que el seu analeg d’amilosa,
fets atribuibles a una interaccidé més intensa. S’observa també que 1’efecte STD es
manifesta especialment per aquells protons aromatics que estan més propers al centre quiral
de I’analit. El valor que I’STD pot tenir com a eina predictiva del resultat posterior de
separacions en CPC ¢és pero limitat, tot i que en els casos observats es compleix que els
enantiomers que presenten major valor d’STD son els que resulten més retinguts en els

experiments en CPC.
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Annex 1. Espectres
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Annex 1. Espectres
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Annex 11, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC







Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n° 1
Selector: 1

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M

pH: 2

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 148 mL
UV:254nm (CPC)

Pressio6: 73 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
14 100 0 100 146,442 0 146,442
15 51,64 48,36 3,28 3388,2 3172,78 6560,98
17 59,11 40,89 18,22 47,54 32,89 80,43
18 53,3 46,7 6,6 47,57 41,68 89,25
19 63,06 36,94 26,12 20,39 11,95 32,34
100
90 —e—R|]
80 —o—S|]
70
o 60 -
S 50
] 1
R 40 1 ‘\o/\
30 |
20 |
10 |
0 T T T T
10 12 14 16 18 20
t (min)
7000
—e—R
6000 /\
[\ -
s 5000 —a— R+S [
=)
o 4000 -
o
&
< 3000 |
o
‘s 2000 -
1000 -
0 T ¥ T S
10 12 14 16 18 20
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 2 Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M Vol. f. estacionaria: 150 mL
Selector: 1 pH:7 UV:254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 73 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
30 0 0 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 0
34 97,57 2,43 95,13 65,34 1,63 66,97
36 90,97 9,03 81,94 276,26 27,42 303,68
40 82,99 17,01 65,98 813,56 166,75 980,31
44 79,82 20,18 59,64 1010,14 255,36 1265,5
48 68,30 31,70 36,61 459,37 213,16 672,53
52 43,90 56,10 12,21 237,67 303,78 541,45
56 28,47 71,53 43,06 286,6 720,06 1006,66
60 31,49 65,96 34,47 243,69 530,28 773,97
64 30,75 69,25 38,50 180,75 407,03 587,78
69 31,47 68,53 37,05 52,6 114,53 167,13
74 53,55 46,45 7,09 25,07 21,75 46,82
79 55,68 44,32 11,36 5,88 4,68 10,56
84 36,56 63,44 26,89 5,52 9,58 15,1
89 27,19 72,81 45,62 9,55 25,57 35,12
94 25,62 74,38 48,75 6,06 17,59 23,65
99 28,87 71,13 4227 12,73 31,37 441
102 15,49 84,51 69,01 5,28 28,8 34,08
100,00
90,00 A ——R
80,00 e ——S
70,00
© 60,00 |
& 50,00
X 40,00 A
30,00
20,00
10,00
0,00 ‘/ ‘ : ‘
30 50 70 90 110
t (min)
1400 _e_ R H
1200 Via ——S ||
S 1000 [ RS
>
4 800 / \\/\
©
® 600 | /\
2
400
200 fl /’\M \
0 .!/ : k )
30 50 70 90 110
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°:3

Selector: 1

Racémic: Pindolol 25 mg (0,10 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05M

pH: 7

Volum d' injeccié: 2,4 mL

Revolucions: 1100 rpm

Vol. f. estacionaria: 142 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio: 50 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
35 0 0 0 0 0 0
36 100,00 0,00 100,00 131377 0 131377
37 86,13 13,87 72,27 504725 81259 585984
38 8587 14,13 71,74 994338 163604 1157942
39 7781 22,19 55,63 928218 264670 1192888
40 7497 25,03 49,95 587163 195998 783161
41 54,06 45,94 8,12 230762 196082 426844
42 40,04 59,96 -19,93 385723 577714 963437
43 2962 70,38 -40,77 281935 670054 951989
45 3165 68,35 -36,70 110549 238764 349313
47 3523 64,77 29,54 24567 45167 69734
49 31,11 68,89 37,78 16204 35884 52088
50 30,68 69,32 -38,63 17409 39330 56739
55 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 A\ ——R
80,00 \H\ ——S
70,00 - \\
g 60,00 [ "
= 50,00 |
® 40,00 |
30,00 -
20,00 |
10,00 |
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘
30 35 40 45 50 55 60
t (min)
1200000 —R |
1000000 -S|
s —a— R+S
S5 800000 -
3
S 600000 /A
g V‘\N\
5 400000 |
200000 /ag
0 Z/ : M
30 35 40 45 50 55 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 4 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 146 mL
Selector: 1 pH: 6 UV:254nm (CPC)
Racémic: Propranolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 71 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
35 47,61 52,39 -4,79 97216 106996 204212
37 50,96 49,04 1,93 1189026 1144053 2333079
41 51,61 48,39 3,21 8447378 7921462 16368840
45 51,06 48,94 2,13 15456924 14813183 30270107
47 50,49 49,51 0,97 23315087 22866668 46181755
50 50,16 49,84 0,32 30980905 30781236 61762141
54 49,07 50,93 -1,86 45572055 47299475 92871530
60 47,63 52,37 -4,74 52492949 57716791 | 110209740
63 46,46 53,54 -7,08 44867999 51704981 96572980
67 4453 55,47 -10,93 8031822 10003412 18035234
72 43,43 56,57 -13,14 830723 1082161 1912884
77 44,71 55,29 -10,57 330573 408717 739290
82 43,58 56,42 -12,84 200939 260148 461087
87 45,55 54,45 -8,90 140033 167393 307426
100,00
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00
« 60,00 -
£ 5000 | Se—t—te—s KH/RH\;‘./N/.‘\_‘/.—\'
= 40,00
30,00
20,00
10,00 -
0,00 - ‘ : ‘ \
30 40 50 60 70 80 90
t (min)
100000000 N\ ——R
A
. 80000000 — 4+ R+S
3
£ 60000000 -
&
@ 40000000 -
“©
20000000
0 ; ; ; - AN o
30 40 50 60 70 80 90
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°:5
Selector: 1

Racémic: Propranolol 25 mg (0,10 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05M

pH: 6

Volum d' injeccié: 2,4 mL

Revolucions: 1100 rpm

Vol. f. estacionaria: 142 mL
UV:254nm (CPC)
Pressio: 71 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
27 100,00 0,00 100,00 7944 0 7944
28 56,42 43,58 12,84 602204 465126 1067330
29 56,25 43,75 12,50 3844372 2990099 6834471
30 53,19 46,81 6,38 7383754 6497558 13881312
31 51,07 48,93 2,15 9638263 9233290 18871553
33 45,54 54,46 -8,93 5221718 6245511 11467229
34 43,59 56,41 -12,83 4101993 5309260 9411253
35 43,69 56,31 -12,61 2442544 3147540 5590084
37 42,13 57,87 -15,75 1144800 1572682 2717482
39 43,10 56,90 -13,80 623786 823546 1447332
44 42,31 57,69 -15,38 271013 369517 640530
48 40,24 59,76 -19,52 108238 160733 268971
54 45,35 54,65 -9,29 73602 88682 162284
100,00
90,00 | ——R
80,00 \ ——3S
70,00 - \
« 60,00
£ 50,00 | o
R 40,00 A
30,00 1
20,00
10,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ \
25 30 35 40 45 50 55 60
t (min)
20000000
——R
f\ —e—S
= 15000000 e Res]
5
7]
‘& 10000000
=
g
]
5000000 -
0 ‘ : : ‘ \ —
25 30 35 40 45 50 55 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 6 Sistema: MTBE/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 142 mL
Selector: 1 pH:7 UV:254nm (CPC)
Racémic: Propranolol 25 mg (0,10 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 45 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
20 100,00 0,00 100,00 16864 0 16864
95 67,93 32,07 35,85 525173 247979 773152
100 65,36 34,64 30,71 2684830 1423098 4107928
103 63,01 36,99 26,01 6297639 3697688 9995327
107 59,54 40,46 19,08 8648624 5877579 14526203
110 56,89 43,11 13,79 8858618 6711581 15570199
113 54,07 4593 8,14 11533846 9797037 21330883
115 51,91 48,09 3,82 13627713 12625227 26252940
117 49,76 50,24 -0,48 16676526 16836191 33512717
120 46,46 53,54 -7,07 9397619 10828081 20225700
123 43,27 56,73 -13,46 10081531 13217733 23299264
125 41,19 58,81 -17,62 5954334 8501424 14455758
127 38,91 61,09 -22,18 3231229 5073425 8304654
130 36,63 63,37 -26,73 2097948 3628732 5726680
133 35,07 64,93 -29,86 1992953 3690217 5683170
135 34,47 65,53 -31,05 1084344 2061083 3145427
140 33,86 66,14 -32,28 796385 1555435 2351820
150 33,53 66,47 -32,94 327752 649727 977479
160 33,24 66,76 -33,52 179099 359697 538796
100,00
90,00 \ ——R
80,00 \ ——S
70,00 \
« 60,00
o
.« 50,00
X 40,00 A
30,00
20,00 +
10,00 -
0,00 - ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘
85 95 105 115 125 135 145 155 165
t (min)
35000000
(‘\ ——R
30000000
z —e—S
— 25000000 —+—R+S
5 [\
> 20000000 A
s
5 15000000 | / /\/‘\
& 10000000 .
5000000 W V\\\‘4
85 95 105 115 125 135 145 155 165
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 7 Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M Vol. f. estacionaria: 138 mL
Selector: 1 pH: 9 UV: 254nm (CPC)
Racémic: warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressi6: 74 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
A1 A2 Area 1 Area 2 E1+E2
temps (min) (%) (%) (ee) (UV*sec) (UV*sec)
26 66,25 33,75 32,5 115,36 58,77 174,13
28 54,64 45,36 9,28 473,63 393,14 866,77
30 56,03 43,97 12,06 274,57 2154 489,97
32 56,93 43,07 13,86 466,31 352,75 819,06
34 57,08 42,92 14,16 591,57 444 85 1036,42
38 54,22 45,78 8,44 698,26 589,44 1287,7
42 53,11 46,89 6,22 1539,04 1359 2898,04
46 52,88 47,12 5,76 1956,16 1743,32 3699,48
50 52,55 47,45 5.1 1879,81 1697,08 3576,89
55 54,49 45,51 8,98 126943 1060,14 2329,57
60 53,66 46,34 7,32 1626,19 1404,25 3030,44
65 52,81 47,19 5,62 2126,54 1900,18 4026,72
70 52,66 47,34 5,32 2053,2 1846,08 3899,28
75 53,74 46,26 7,48 1388,94 1195,72 2584,66
80 54,88 45,12 9,76 993,21 816,44 1809,65
85 55,37 4463 10,74 615,74 496,23 1111,97
90 50,17 49,83 0,34 1045,54 1038,51 2084,05
95 48,32 51,68 -3,36 1426,32 1525,42 2951,74
100 50,89 49,11 1,78 1633,74 1576,83 3210,57
104 52,52 47,48 5,04 1035,7 936,37 1972,07
110 49,99 50,01 -0,02 721,59 721,91 1443,5
112 47,27 52,73 -5,45 620,08 691,57 1311,65
114 51,17 48,83 2,35 254,33 242 67 497
100
90 ——S
80 ——R
70 -
g %01 WW
50 MYWV
R 40
30 - ‘
20 -
10
0 ‘ ‘ ‘ ‘ : : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
t (min)
5000
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4000 —R
S 3500 —+— RS
= 3000
B / \/ \ A
s
© 2000 2 \ /
® 1500 -
1000 -
500 -
0 T T T T T T T T T T T
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n° 8
Selector: 1

Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M
pH: 9
Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 135 mL
UV:254nm (CPC)

Pressio6: 75 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
20 0 0 0 0 0 0
24 51,54 48,46 3,08 314497 2957,13 61021
30 50,1 49,9 0,2 18289,8 18231,8 36521,6
40 50,3 497 0,6 29506,9 29160,2 58667,1
45 49,06 50,94 -1,88 265981 276119 54210
48 49,37 50,63 -1,26 29462,7 30215,5 59678,2
51 49,3 50,7 -1,4 343959 35370,1 69766
54 49,5 50,5 -1 35840,8 36563,6 72404 4
57 49,73 50,27 -0,54 31898,8 322448 64143,6
60 49,58 50,42 -0,84 526,05 534,94 1060,99
63 4512 54,88 -9,76 26,91 32,74 59,65
100
90 | —e— E1
80 | —e— B2
70
b 60
5 50 et ol
® 40 |
30
20 -
10
O T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
70000 L\ =
60000 - —— B2
S 50000 - o EE
5
2 40000 1
s
g 30000 -
“® 20000 -
10000
0 : / : : : L :
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n° 9
Selector: 2

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M

pH: 6

Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 151 mL
UV:254nm (CPC)
Pressio: 71 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
12 0,00 0,00 0,00 0 0 0
17 46,08 53,02 -7.85 8268 9676 17944
22 4969 50,31 -0,62 1348416 = 1365272 = 2713688
27 5036 49,64 0,72 520143 512666 1032809
32 4586 54,14 8,28 75292 88886 164178
37 4854 51,46 2,91 42124 44650 86774
42 4896 51,04 2,09 48080 50130 98210
47 47,08 52,92 5,85 13078 14703 27781
100,00
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00
s 60,00
& 50,00 - e = =
R 40,00 A
30,00
20,00 +
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50
t (min)
3000000
—e—R
2500000 —e—S
S 2000000 / \ RS
5
8 1500000 -
&
g 1000000 -
S
500000 -
0 — : \ T
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 10 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 154 mL
Selector: 2 pH:7 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccio6: 2,4 mL Pressi6: 75 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
19 0 0 0 0 0 0
22 49,17 50,83 -1,66 96438 99688 196126
25 51,39 48,61 2,77 690695 653445 1344140
28 50,36 49,64 0,73 1600026 1576985 3177011
31 50,39 49,61 0,78 2355897 2319397 4675294
34 49,74 50,26 -0,51 2242435 2265499 4507934
37 49,34 50,66 -1,31 2138524 2195371 4333895
40 49,37 50,63 -1,27 1841498 1888718 3730216
43 49,15 50,85 -1,71 1084666 1122364 2207030
46 47,96 52,04 -4,08 620642 673482 1294124
49 48,23 51,77 -3,54 395743 424757 820500
52 46,91 53,09 -6,17 221411 250534 471945
55 46,80 53,20 -6,39 146561 166577 313138
100,00
90,00 ——R
80,00 ——3S
70,00
« 60,00
(]
= 50,00 - o3 o o .
40,00 A
30,00 -
20,00 +
10,00
0,00 ‘ : ‘ ‘ T
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
5000000
4500000 AW ——R |
4000000 [ ——S |
=~ 3500000 / \ —a—R+S |
< 3000000 - / \
£ 2500000
® 2000000 -
® 1500000 -
1000000
500000 - j %
0 T ‘ T T T
0 10 20 30 40 50 60
t (min)

298



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 11 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 151 mL
Selector: 2 pH:7 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccio6: 2,4 mL Pressi6: 73 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
20 0 0 0 0 0 0
25 49,14 50,86 -1,72 157933 163445 321378
30 51,11 48,89 2,23 390608 373582 764190
35 43,93 56,07 -12,14 319256 407519 726775
40 41,67 58,33 -16,66 228846 320370 549216
45 49,18 50,82 -1,64 253817 262305 516122
50 38,99 61,01 -22,02 98462 154075 252537
55 53,48 46,52 6,96 202349 176000 378349
60 44,13 55,87 -11,74 23804 30134 53938
65 51,01 48,99 2,01 32927 31628 64555
100,00
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00 -
« 60,00
I —— <: > .< > c <: > .
.« 50,00
* 40,00 1
30,00 -
20,00 +
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70
t (min)
800000
700000 [ —~ R
/ \ —o—S
600000 H
3 [ — B
> 500000
g 400000 -
S 300000 -
® 200000 |
100000 -
0 : < T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 12
Selector: 2

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M
pH: 8

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 154 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 75 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
108 0 0 0 0 0 0
123 38,09 61,91 -23,82 34456 56005 90461
133 53,60 46,40 7,21 104429 90386 194815
143 56,26 43,74 12,51 192415 149625 342040
153 57,67 42,33 15,34 314205 230621 544826
163 59,77 40,23 19,55 434423 292357 726780
173 56,21 43,79 12,42 464090 361523 825613
193 55,91 44,09 11,82 534407 421397 955804
203 58,35 41,65 16,70 576174 411282 987456
223 55,22 4478 10,45 351401 284911 636312
243 53,34 46,66 6,68 167105 146175 313280
253 57,04 42,96 14,09 120920 91058 211978
263 53,28 46,72 6,57 77965 68357 146322
273 54,57 4543 9,15 68481 57004 125485
278 100,00 0,00 100,00 7437 0 7437
283 100,00 0,00 100,00 5712 0 5712
100,00 oo
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00 | ]
« 60,00 Q
()
£ 50,00 4
2 40,00 |
30,00
20,00 \
10,00 - &
0,00 ‘ .
100 150 200 250 300
t (min)
1000000
/\ —o—R
800000 ——S
™ —a—R+S
> 600000 -
38
8
g 400000 -
«©
200000
0 ‘ o
100 150 250 300

t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 13 Sistema: MTBE/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 158 mL
Selector: 2 pH: 6 UV:254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 77 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
14 0 0 0 0 0 0
16 63,70 36,30 27,39 285440 162687 448127
18 57,87 42,13 15,75 130701 95141 225842
20 58,63 41,37 17,26 106646 75248 181894
22 59,42 40,58 18,85 149391 102011 251402
24 55,77 4423 11,54 218099 172960 391059
26 57,10 42,90 14,20 248656 186812 435468
28 54,47 45,53 8,93 262690 219607 482297
30 57,27 42,73 14,53 242724 181123 423847
34 57,07 42,93 14,14 145077 109129 254206
38 54,26 4574 8,52 88529 74622 163151
42 50,67 49,33 1,35 41231 40134 81365
46 4418 55,82 -11,63 26144 33026 59170
52 0 0 0 0 0 0
100,00
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00
g 0000+ \"_\/‘\/’_“\‘\_
£ 50,00 ot
® 40,00 - M
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ T
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
600000
——R
500000 —e_-S
S 400000 A A RS
: AR
[7}]
€ 300000
E 200000 U
“©
100000 -
0 T T T T \
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 14

Selector: 2

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE/fosfat sddic 0,05M
pH:7

Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1100 rpm

Vol. f. estacionaria: 158 mL
UV:254nm (CPC)

Pressio: 74 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
19 0 0 0 0 0 0
22 5749 42,51 14,98 117334 86761 204095
25 5484 45,16 9,68 1033037 850709 1883746
28 5387 46,13 773 1201381 1028881 2230262
31 52,51 47,49 5,03 777432 702996 1480428
34 51,90 48,10 3,80 353049 327226 680275
37 5212 47,88 4,25 341365 313539 654904
40 52,71 47,29 543 288797 259070 547867
43 5255 4745 5,11 217876 196697 414573
46 52,12 47,88 4,25 156437 143693 300130
49 52,42 4758 4,84 110362 100178 210540
54 5029 49,71 0,59 100829 99648 200477
59 3347 66,53 -33,06 38988 77502 116490
64" #pivol 7 #pivol T #DIvio! 0 0 0
100,00
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00
o 60,00
()
5 50,00
R 40,00
30,00
20,00
10,00
0,00 : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70
t (min)
2400000
—e—R
2000000 /\ e H
S 1600000 r \ RS
2
[7]
‘S 1200000 -
A
= 800000
400000
0 : : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 15 Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05M Vol. f. estacionaria: 158 mL
Selector: 2 pH: 8 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injecci6: 2,4 mL Pressi6: 62 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
60 100,00 0,00 100,00 1825 0 1825
65 100,00 0,00 100,00 54610 0 54610
70 71,86 28,14 43,71 28725 11250 39975
75 74,30 25,70 48,61 156238 54030 210268
80 55,31 44,69 10,62 130346 105318 235664
85 54,38 45,62 8,76 170400 142948 313348
90 50,22 49,78 0,44 209242 207410 416652
95 47,99 52,01 -4,01 172222 186628 358850
100 56,09 43,91 12,18 166277 130168 296445
105 45,03 54,97 -9,94 76427 93301 169728
110 39,67 60,33 -20,65 43863 66695 110558
115 46,14 53,86 -7,72 55823 65166 120989
120 61,29 38,71 22,58 79876 50451 130327
125 36,06 63,94 -27,89 32627 57865 90492
130 50,38 49,62 0,75 35460 34929 70389
140 45,31 54,69 -9,38 22673 27366 50039
100,00
90,00 )\ ——R
80,00 \ ——S
70,00 -
g 60,00 -
& 50,00
X 40,00 F/\’v\v/\‘/\vf T
30,00 A
20,00 -
10,00 -
0,00 - — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
t (min)
500000
——R
400000 A\ ——S |
~ —&—R+S
= 300000 -
8
s
§ 200000 | w
1]
100000 m
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 16
Selector: 2

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M
pH: 6
Racémic: Propranolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 151 mL
UV: 254nm (CPC)
Pressio: 71 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
26 60,70 39,30 21,40 67897 43962 111859
31 48,10 51,90 -3,81 3327117 3590430 6917547
33 47,44 52,56 -5,12 3476596 3852024 7328620
38 47,95 52,05 -4,10 14095521 15301003 29396524
43 48,17 51,83 -3,67 22752013 24483517 47235530
48 48,08 51,92 -3,85 29256320 31598140 60854460
53 48,18 51,82 -3,64 30107037 32382945 62489982
58 48,47 51,53 -3,06 25953847 27593622 53547469
62 48,15 51,85 -3,70 19124992 20593400 39718392
67 48,03 51,97 -3,93 10299980 11142785 21442765
70 48,13 51,87 -3,75 6204051 6687013 12891064
73 47,89 52,11 -4,22 3678309 4002346 7680655
77 48,10 51,90 -3,79 1587778 1712950 3300728
100,00
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00
« 60,00 -
[
= 50,00 1 PO = e e e = 0
® 40,00 |
30,00
20,00
10,00
0,00 ‘ ‘ T ‘ T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
70000000
——R
60000000 N
/ \ —o—S
~ 50000000 / \ —+—R+SH
5
2 40000000
‘T:' 30000000
(4]
S 20000000 -
10000000 \
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 17 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 154 mL
Selector: 2 pH: 8 UV:254nm (CPC)
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 72 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
114 50,72 49,28 1,45 909067 883085 1792152
119 48,71 51,29 -2,58 1612316 1697755 3310071
124 48,35 51,65 -3,29 1956177 2089337 4045514
129 52,01 47,99 4,02 3103358 2863363 5966721
134 52,13 47,87 4,25 3676120 3376153 7052273
139 50,80 49,20 1,60 4532997 4390533 8923530
144 50,07 49,93 0,14 5386335 5371201 10757536
149 50,19 49,81 0,37 6003450 5959128 11962578
154 49,84 50,16 -0,31 6956400 6999777 13956177
164 50,55 49,45 1,09 8710540 8522300 17232840
174 49,81 50,19 -0,38 7379773 7435917 14815690
184 49,73 50,27 -0,54 7661130 7743660 15404790
194 49,86 50,14 -0,27 5654368 5685314 11339682
204 49,99 50,01 -0,02 5453298 5455489 10908787
214 50,52 49,48 1,04 5574747 5460394 11035141
234 49,52 50,48 -0,96 10167111 10365085 20532196
244 50,09 49,91 0,19 6773928 6748646 13522574
254 49,58 50,42 -0,83 7049139 7167674 14216813
264 49,95 50,05 -0,10 5288382 5299152 10587534
274 50,17 49,83 0,35 4068287 4040082 8108369
279 50,98 49,02 1,96 3217860 3094080 6311940
284 51,94 48,06 3,87 2656184 2458246 5114430
289 51,46 48,54 2,93 2283074 2153181 4436255
294 51,30 48,70 2,61 1884582 1788834 3673416
299 51,37 48,63 2,73 1662577 1574201 3236778
100,00
90,00 ——S
80,00 ——R
70,00 -
o 60,00
[
& 50,00
R 40,00
30,00
20,00
10,00 4
0,00 T T T
100 150 ¢ (min) 200 250 300
20000000 -
——S
< 15000000 A,A 7 : ;s f
=]
2 U
S 10000000 A
o
]
5000000 A
0 : ‘ T
100 150 t (min) 200 250 300

305



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 18 Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M Vol. f. estacionaria: 151 mL
Selector: 2 pH: 8 UV:254nm (CPC)
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 77 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
169 0 0 0 0 0 0
174 52,05 47,95 4,10 1301809 1199262 2501071
179 51,02 48,98 2,04 3256268 3125951 6382219
184 51,59 48,41 3,17 1782100 1672473 3454573
194 51,35 48,65 2,70 2110612 1999576 4110188
204 51,39 48,61 2,77 1997365 1889607 3886972
214 52,37 47,63 4,75 948768 862794 1811562
224 51,63 48,37 3,26 1261323 1181706 2443029
234 55,09 44,91 10,19 1094420 892049 1986469
244 51,81 48,19 3,62 2659780 2474005 5133785
254 51,95 48,05 3,90 2305920 2132797 4438717
264 51,46 48,54 2,92 2566014 2420484 4986498
274 52,09 47,91 4,18 1765119 1623477 3388596
284 51,46 48,54 2,91 2282457 2153296 4435753
294 53,23 46,77 6,46 1566985 1376698 2943683
304 53,48 46,52 6,97 1253094 1089826 2342920
314 52,03 47,97 4,07 912893 841561 1754454
324 50,27 49,73 0,55 450123 445221 895344
100,00
90,00 ——S
80,00 ——R
70,00
« 60,00 -
(]
& 5000 S e =
* 40,00 A
30,00
20,00
10,00 -
0,00 - - ‘
150 200 250 300 350
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7000000
—e—S
6000000 H
” ——R
s 5000000 £ —+ R+SH
z 4000000 I \Vh / \f\/‘\
3
< 3000000 -
o
“® 2000000 -
1000000
0 ‘ ‘ \
150 200 250 300 350
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 19
Selector: 2

Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M
pH: 9
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 154 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressi6: 72 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
114 50,72 49,28 1,45 909067 883085 1792152
119 48,71 51,29 -2,58 1612316 1697755 3310071
124 48,35 51,65 -3,29 1956177 2089337 4045514
129 52,01 47,99 4,02 3103358 2863363 5966721
100,00
90,00 ——S
80,00 ——R
70,00 -
© 60,00 -
5 50,00 ——3 2
R 40,00
30,00 -
20,00
10,00
0,00 ‘ : ‘ T \ T \
100 105 110 115 120 125 130 135 140
t (min)
7000000
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6000000
/ —e—R
< 5000000 e ReS|]
z 4000000 /
©
E 3000000
& 2000000 -
1000000 -
0 ‘ ‘ T \ T \ \
100 105 110 115 120 125 130 135 140
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 20
Selector: 2

Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05M

pH:

9

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 151 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 73 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
27 56,09 43,91 12,17 965254 755744 1720998
31 53,74 46,26 747 2653852 2284833 4938685
34 53,65 46,35 7,31 5460134 4716511 10176645
37 53,52 46,48 7,04 7227101 6276101 13503202
42 53,83 46,17 7,66 5285531 4533067 9818598
47 53,98 46,02 7,97 4503228 3838712 8341940
57 54,65 45,35 9,30 4019862 3336075 7355937
67 53,59 46,41 717 3791472 3284011 7075483
77 53,26 46,74 6,51 3774147 3312673 7086820
87 53,05 46,95 6,10 3634259 3216342 6850601
97 52,91 47,09 5,82 3484117 3100861 6584978
107 52,62 47,38 5,24 3821761 3440931 7262692
117 52,40 47,60 4,80 6988037 6347691 13335728
127 52,56 47 .44 5,12 2687578 2425802 5113380
132 52,19 47,81 4,38 1858107 1702300 3560407
137 54,04 45,96 8,08 1175947 1000178 2176125
140 51,58 48,42 3,17 856373 803761 1660134
100,00
90,00 ——S
80,00 ——R
70,00
s 60,00
& 50,00 - e - am-o-§H
X 40,00 -
30,00
20,00 4
10,00
0,00 ‘ ‘ T ‘ T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
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14000000 o s
12000000 /\ ——R
— —a— R+S
; 10000000
& 8000000
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g 6000000
® 4000000 -
2000000 7 V
0 ‘ ‘ T ‘ T \ \
0 20 40 60 80 100 120 140 160
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 21 Sistema: MTBE/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 158 mL
Selector: 2 pH: 8 UV:254nm (CPC)
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 57 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
A1 A2 Area 1 Area 2 E1+E2
temps (min) (%) (%) (ee) (UV*sec) (UV*sec)
37 100,00 0,00 100,00 3369 0 3369
38 100,00 0,00 100,00 12329 0 12329
39 100,00 0,00 100,00 13341 0 13341
40 82,39 17,61 64,77 54465 11645 66110
42 78,55 21,45 57,09 239087 65307 304394
44 71,07 28,93 4214 413625 168376 582001
48 70,86 29,14 41,72 2000323 822533 2822856
52 79,05 20,95 58,10 3911709 1036799 4948508
56 89,63 10,37 79,26 4399228 508926 4908154
60 92,54 7,46 85,08 4077817 328724 4406541
64 87,91 12,09 75,82 2660701 365856 3026557
69 61,81 38,19 23,62 1836255 1134607 2970862
74 20,05 79,95 59,89 618410 2465254 3083664
79 7,07 92,93 85,87 351565 4623544 4975109
84 13,57 86,43 72,87 634588 4042694 4677282
87 23,03 76,97 53,94 924506 3090272 4014778
91 34,75 65,25 30,50 754918 1417602 2172520
96 35,11 64,89 29,77 347775 642670 990445
101 34,56 65,44 30,87 189651 359047 548698
106 36,45 63,55 27,09 113795 198367 312162
111 33,14 66,86 33,72 54691 110334 165025
100,00
90,00 ] /'\ ——S
80,00 l \ / \.\ ——R
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« 60,00
(]
& 50,00
= 40,00
30,00 JAnSh
20,00 \/
10,00 -
0,00
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6000000
——S
5000000 ——R
NP e
< 4000000
=]
7]
‘S 3000000
1
& 2000000
1000000
0 \ ol \ \ T
0 20 40t (minp0 80 100 120
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 22
Selector: 2

Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05M

pH: 9

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1100 rpm

Vol. f. estacionaria: 158 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressié: 54 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
32 0,00 0,00 0,00 0 0 0
34 66,36 33,14 33,71 283565 140570 424135
36 60,18 39,82 20,36 5876327 3888562 9764889
38 66,66 33,34 33,32 8483986 4243404 12727390
40 86,50 13,50 72,99 6095973 951758 7047731
42 90,86 9,14 81,72 6978448 702097 7680545
44 94,10 5,90 88,19 6284947 394397 6679344
46 87,21 12,79 7443 6342513 929858 7272371
48 85,25 14,75 70,49 3930420 680274 4610694
52 38,28 61,72 -23,44 3360524 5418399 8778923
56 6,65 93,35 -86,70 566896 7955186 8522082
60 10,21 89,79 -79,58 647155 5690532 6337687
63 43,07 56,93 -13,86 5076184 6709123 11785307
66 4418 55,82 -11,63 2314196 2923615 5237811
69 45,88 54,12 -8,23 1430589 1687271 3117860
72 46,48 53,52 -7,05 599280 690146 1289426
75 49,73 50,27 -0,55 523030 528778 1051808
100,00
90,00 Pa AN ——S
80,00 f b\ / ‘\ ——R
70,00 \./
s 60,00
£ 50,00 |
X 40,00 -
30,00 4
20,00 +
10,00
0,00 ‘ : T ‘ T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
14000000 .
——S
12000000 -
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 23
Selector: 2

Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05M

pH: 9

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 154 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio: 75 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
15 51,10 48,90 2,19 17458 16709 34167
19 47 11 52,89 -5,78 131589 147740 279329
24 49,28 50,72 -1,43 4457823 4587466 9045289
29 49,62 50,38 -0,77 7888920 8010755 15899675
34 49,80 50,20 -0,40 7403107 7463160 14866267
39 50,10 49,90 0,20 6420497 6394788 12815285
44 50,11 49,89 0,23 4947726 4925312 9873038
49 50,25 49,75 0,51 5509546 5453639 10963185
54 50,42 49,58 0,83 4857602 4777210 9634812
59 50,36 49,64 0,73 6349523 6257769 12607292
64 51,29 48,71 2,58 920277 874019 1794296
69 49,95 50,05 -0,10 51745 51849 103594
74 52,03 47,97 4,06 33349 30748 64097
100,00
90,00 —— B
80,00 —— B2
70,00 -
s 60,00
& 50,00 e\./'\*/f ——————— =8 0
X 40,00 1
30,00 -
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10,00
0,00 ‘ T ‘ T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
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14000000
—e—E2
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3 10000000 /
f‘:’ 8000000 o~
3 6000000 / / \ fa \
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0 , : , , , —o
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)

311



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 24 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 151 mL
Selector: 2 pH: 9 UV:254nm (CPC)
Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressié: 69 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
14 50,32 49,68 0,64 726255 717018 1443273
16 50,50 49,50 1,01 8217135 8053201 16270336
18 50,16 49,84 0,31 14996326 14902309 29898635
21 50,02 49,98 0,03 43830791 43802285 87633076
26 48,43 51,57 -3,14 88277271 93998730 @ 182276001
29 47,71 52,29 -4,57 95734869 | 104906212 = 200641081
33 47,30 52,70 -5,41 99215754 | 110558065 @ 209773819
38 47,52 52,48 -4,95 93187730 | 102901111 & 196088841
43 47,88 52,12 -4,24 86376952 94030984 = 180407936
48 47,82 52,18 -4,35 87649498 95625212 | 183274710
53 47,66 52,34 -4,67 88453829 97124873 | 185578702
58 48,83 51,17 -2,35 60790778 63715675 = 124506453
63 49,79 50,21 -0,42 11225461 11319359 22544820
68 49,93 50,07 -0,14 2920118 2928483 5848601
70 49,85 50,15 -0,29 2111825 2124151 4235976
73 50,85 49,15 1,71 1305213 1261335 2566548
100,00
90,00 ——F
80,00 ——B
70,00
o 60,00 -
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& 50,00 - 0o e300 o o o o o $—o o3
2 40,00
30,00
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0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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200000000 s e F
// \//“\ —e—E2
_ 160000000 e B
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2 120000000 |
K]
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@ 80000000 -
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40000000 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 25
Selector: 2

Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE/fosfat sddic 0,05M
pH: 8
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1100 rpm

Vol. f. estacionaria: 158 mL
UV:254nm (CPC)

Pressio: 56 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
27 0,00 0,00 0,00 0 0 0
29 0,00 0,00 0,00 0 0 0
31 0,00 0,00 0,00 0 0 0
34 3,71 96,29 -92,58 8105 210490 218595
36 17,46 82,54 -65,07 166435 786638 953073
39 49,30 50,70 -1,40 5682786 5844474 11527260
43 49,63 50,37 -0,74 44165143 44821856 88986999
46 48,42 51,58 -3,16 63752497 67910927 131663424
50 49,71 50,29 -0,59 52118209 52732494 @ 104850703
54 49,70 50,30 -0,60 48816200 49407296 98223496
58 49,93 50,07 -0,15 43004676 43129971 86134647
62 50,17 49,83 0,35 39522165 39250113 78772278
66 47,24 52,76 -5,52 84621672 94502908 179124580
70 50,35 49,65 0,70 5725870 5646381 11372251
73 50,70 49,30 1,40 2060306 2003349 4063655
76 50,46 49,54 0,92 1065770 1046406 2112176
79 50,28 49,72 0,57 563813 557459 1121272
83 4974 50,26 -0,53 410431 414788 825219
87 50,71 49,29 1,43 268531 260982 529513
95 50,94 49,06 1,89 138080 132959 271039
100,00
90,00 \ —e—E1 |
80,00 \ —e—E2 ||
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_ 160000000 e E4E2
3
«» 120000000 -
R
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@ 80000000
©
40000000 -
O . . P : . = De=0> o
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 26
Selector: 2

Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE/fosfat sddic 0,05M
pH: 9
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1100 rpm

Vol. f. estacionaria: 158 mL
UV:254nm (CPC)
Pressio: 51 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
30 53,57 46,43 714 27588 23911 51499
32 51,96 48,04 3,93 40166 37131 77297
34 50,06 49,94 0,11 31045148 30974456 62019604
36 50,06 49,94 0,12 28501184 28433473 56934657
40 49,90 50,10 -0,20 42156235 42328657 84484892
44 50,20 49,80 0,41 37040168 36740434 73780602
48 50,36 49,64 0,73 35140342 34632664 69773006
52 50,49 49,51 0,99 31750821 31130967 62881788
56 50,08 49,92 0,16 30042125 29944778 59986903
59 50,99 49,01 1,98 5293482 5088253 10381735
62 50,72 49,28 1,43 1640037 1593730 3233767
65 50,95 49,05 1,91 1217156 1171571 2388727
70 50,86 49,14 1,72 430350 415772 846122
75 50,39 49,61 0,77 245410 241659 487069
100,00
90,00 ——H
80,00 —— P2
70,00
« 60,00 -
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a 60000000
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S 40000000
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 27 Sistema: MTBE/fosfat sddic 0,05M Vol. f. estacionaria: 158 mL
Selector: 2 pH: 6 UV:254nm (CPC)
Racémic: DNB-leucina 52 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 66 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
45 62,55 37,45 25,10 7854 4702 12556
60 69,69 30,31 39,37 8106 3526 11632
65 92,67 7,33 85,33 16374 1296 17670
70 75,29 24,71 50,58 4339 1424 5763
73 66,04 33,96 32,08 15921 8188 24109
76 69,41 30,59 38,82 22039 9713 31752
79 63,04 36,96 26,08 127903 74987 202890
82 60,44 39,56 20,89 134527 88041 222568
87 59,75 40,25 19,50 128984 86887 215871
92 56,65 43,35 13,29 234642 179574 414216
97 54,14 45,86 8,29 202815 171777 374592
102 52,21 47,79 4,41 81701 74793 156494
107 47,41 52,59 -5,19 86111 95530 181641
112 41,38 58,62 -17,25 114337 161995 276332
117 42,46 57,54 -15,08 86875 117727 204602
120 42,16 57,84 -15,69 66194 90824 157018
125 44,05 55,95 -11,89 10137 12874 23011
130 42,67 57,33 -14,67 4189 5629 9818
100,00
90,00 A ——RY
80,00 / \ —eo—S ||
70,00 // \,;C
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= 300000 -
3
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100000 -
0 - \ \ \ \ \
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 28 Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05M Vol. f. estacionaria: 158 mL
Selector: 2 pH:7 UV: 254nm (CPC)
Racémic: DNB-leucina 52 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressi6: 72 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
16 0 0 0 0 0 0
18 46,92 53,08 -6,16 2729 3087 5816
20 50,80 49,20 1,60 10522 10191 20713
22 55,15 4485 10,30 21040 17109 38149
24 54,19 45,81 8,37 3413298 2885815 6299113
26 51,64 48,36 3,29 3550497 3324395 6874892
28 49,47 50,53 -1,07 902064 921511 1823575
30 46,79 53,21 -6,42 2406061 2736216 5142277
33 41,54 58,46 -16,91 18421 25921 44342
36 40,12 59,88 -19,77 5138 7670 12808
38 37,67 62,33 -24,66 2597 4297 6894
42 17,60 82,40 -64,80 651 3048 3699
45 27,63 72,37 -4473 889 2328 3217
48 10,53 89,47 -78,95 96 816 912
51 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 ——R}|
80,00 LN / —e—S |
70,00 / \‘/
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0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ T
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
7000000
A ——R
6000000
/ \ —e—S
s 5000000 - —+—R+S
z 4000000 | \
g’ 3000000 ﬂ
o 2000000 - v
1000000 -|
0 : N : AN AR AT ARTA
0 10 20 30 40 50 60
t (min)

316



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 29
Selector: 13

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05M
pH: 2
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 135 mL
UV:254nm (CPC)
Pressio: 71 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
15 0 0 0 0 0
17 56,8 43,2 13,6 8056,47 6126,27 14182,74
18 51,82 48,18 3,64 8200 6851,14 15051,14
20 53,04 46,96 6,08 7618,37 6745,16 14363,53
22 55,16 44 .84 10,32 5242,37 4216,98 9459,35
24 53,83 46,17 7,66 3711,84 3183,25 6895,09
26 53,93 46,07 7,86 2904,94 2481,34 5386,28
28 50,19 49,81 0,38 1836,69 1822,71 3659,4
30 48,34 51,66 -3,32 843,69 901,65 1745,34
32 66,92 33,08 33,84 942,38 465,85 1408,23
34 59,87 40,13 19,74 796,08 533,55 1329,63
36 54,07 45,93 8,14 1021,94 867,96 1889,9
38 54,06 45,94 8,12 738,17 627,35 1365,52
40 62,44 37,56 24,88 720,21 433,18 1153,39
44 58,75 41,25 17,5 2764 194,04 470,44
48 73,7 26,3 474 127,63 45,55 173,18
100
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 30 Sistema: MIBK/acetatamonic 0,1 M Vol. f. estacionaria: 150 mL
Selector: 13 pH: 6,8 UV:254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 74 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
34 0 0 0 0 0 0
35 71,54 28,46 43,08 365167 145255 510422
39 71,73 28,27 43,47 442008 174168 616176
47 70,67 29,33 41,35 634936 263477 898413
51 71,77 28,23 43,54 721847 283961 1005808
55 70,55 29,45 41,10 783686 327155 1110841
59 63,94 36,06 27,87 864010 487331 1351341
67 57,16 42,84 14,31 1218549 913370 2131919
71 56,22 43,78 12,44 1243471 968377 2211848
79 54,90 45,10 9,79 1592969 1308819 2901788
83 53,31 46,69 6,62 1682300 1473415 3155715
87 53,05 46,95 6,09 1656743 1466483 3123226
91 53,92 46,08 7,85 1687831 1442263 3130094
95 51,25 48,75 2,50 2054565 1954537 4009102
99 50,47 49,53 0,95 2025007 1987014 4012021
103 51,23 48,77 2,46 2393776 2278927 4672703
107 49,13 50,87 -1,75 2250000 2330000 4580000
111 47,73 52,27 -4,55 2163907 2370000 4533907
115 43,26 56,74 -13,48 1830000 2400000 4230000
119 41,66 58,34 -16,68 1095553 1534252 2629805
123 43,35 56,65 -13,30 548947 717395 1266342
127 43,83 56,17 -12,35 310776 398348 709124
131 46,33 53,67 -7,35 368645 427107 795752
135 42,10 57,53 -15,43 283072 389229 672301
145 0 0 0 0 0 0
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 31 Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 135 mL
Selector: 13 pH: 7 UV:254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 60 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
A1 A2 Area1 Area 2 E1+E2
temps (min) (%) (%) (ee) (UV*sec) (UV*sec)
28 100 0 100 50,08 0 50,08
30 100 0 100 83,89 0 83,89
32 100 0 100 122,49 0 122,49
34 91,74 8,26 83,48 386,39 34,8 421,19
36 78,40 21,60 56,80 827,16 227,89 1055,05
38 80,60 19,40 61,19 1550,45 373,27 1923,72
40 74,65 25,35 49,30 2108,35 715,94 2824,29
44 72,65 27,35 45,31 805,72 303,28 1109
48 49,84 50,16 -0,32 809,58 814,75 1624,33
52 32,22 67,78 -35,55 897,67 1888,07 278574
56 42,68 57,32 -14,65 698,67 938,44 1637,11
60 48,24 51,76 -3,52 622,13 667,49 1289,62
64 49,80 50,20 -0,40 524,58 528,78 1053,36
68 56,10 43,90 12,20 483,91 378,65 862,56
72 57,54 42,46 15,07 403,42 297,75 701,17
76 58,74 41,26 17,47 321,15 225,61 546,76
80 71,91 28,09 43,81 258,57 101,02 359,59
84 67,84 32,16 35,68 297,32 140,94 438,26
88 100 0 100 259,05 0 259,05
92 100 0 100 254,41 0 254,41
96 100 0 100 2443 0 2443
100 100 0 100 214,89 0 214,89
103 100 0 100 270,72 0 270,72
100 .o -
90 ‘\. [ —e—R
80 \ o / —o—S
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S 2000 f
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S 1500
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500 -
0 T T T T T
0 20 40 t (min)60 80 100

319



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 32 Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 150 mL
Selector: 13 pH:7 UV:254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 84 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
18 0 0 0 0 0 0
20 100 0 100 135006 0 135006
22 94,38 5,62 88,75 964401 57476 1021877
24 87,97 12,03 75,95 789983 107996 897979
25 50,71 49,29 1,43 517473 502924 1020397
26 22,57 77,43 -54,86 258038 885133 1143171
27 6,55 93,45 -86,90 26190 373803 399993
30 39,55 60,45 -20,90 148431 226863 375294
34 52,22 47,78 4,44 198540 181659 380199
38 55,43 4457 10,87 219826 176733 396559
42 47,08 52,92 -5,84 114142 128306 242448
46 48,02 51,98 -3,97 75191 81400 156591
50 53,89 46,11 7,79 63693 54490 118183
54 45,92 54,08 -8,16 69894 82320 152214
58 56,65 43,35 13,30 52122 39885 92007
62 55,65 44,35 11,31 42871 34159 77030
72 0 0 0 0 0 0
100
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 33 Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 135 mL
Selector: 13 pH: 9 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressié: 60 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
A1 A2 Area 1 Area 2 E1+E2
temps (min) (%) (%) (ee) (UV*sec) (UV*sec)
27 100 0 100 13,73 0 13,73
29 55,39 4461 10,78 81,31 65,48 146,79
31 55,04 44,96 10,08 447,03 365,1 812,13
35 54,88 4512 9,76 1063,39 8743 1937,69
39 55,44 44,56 10,88 1085,56 872,48 1958,04
43 53,75 46,25 75 2829,28 2433,69 5262,97
47 53,72 46,28 7,44 2394,36 2062,69 4457,05
51 53,06 46,94 6,12 2279,56 2016,94 4296,5
55 54,43 45,57 8,86 2768,44 2317,64 5086,08
59 53,25 46,75 6,5 4112,28 3609,7 7721,98
63 54,82 45,18 9,64 1230,55 1014,31 224486
67 53,85 46,15 7,7 1492,32 1278,95 277127
71 52,35 47,65 47 3195,41 2908,58 6103,99
75 53,36 46,64 6,72 1464,04 1279,72 274376
79 51,42 48,58 2,84 1603 1514,73 3117,73
83 50,89 49,11 1,78 1199,37 1157,55 2356,92
87 49,89 50,11 -0,22 1507,59 1514 3021,59
91 54,78 45,22 9,56 832,98 687,6 1520,58
95 43,15 56,85 -13,7 737,84 971,94 1709,78
99 47,57 52,43 -4,86 1797,06 1980,03 3777,09
103 49,43 50,57 -1,14 1056,56 1080,88 2137 ,44
105 49,29 50,71 -1,42 438,8 451,37 890,17
107 41,37 58,63 -17,26 247 .41 350,64 598,05
100
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 34
Selector: 13

Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05 M

pH: 9

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1100 rpm

Vol. f. estacionaria: 150 mL
UV:254nm (CPC)

Pressié: 84 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
18 0 0 0 0 0 0
20 6347 36,53 26,95 237026 136392 373418
22 5573 4427 11,47 1024525 813746 1838271
26 54,77 4523 9,53 4098092 3384878 7482970
30 5360 46,40 7,20 5383410 | 4660012 = 10043422
34 63,07 36,93 26,14 1946588 1139835 3086423
38 5823 41,77 16,47 2602869 1866896 4469765
46 6541 34,59 30,82 1040888 550392 1591280
50 5372 46,28 7.44 944890 814097 1758987
54 41,09 58,91 17,83 747596 1072028 1819624
58 37,09 62,91 25,82 1284182 2178150 3462332
60 42,09 57,91 -15,83 3073876 | 4229829 7303705
62 4643 53,57 714 1789000 2063926 3852926
66 47,39 52,61 5,21 364658 404772 769430
72 0,00 0,00 0,00 0 0 0
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10,00
0,00 ‘ : : : :
0 10 20 30 40 50 60 70
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10000000 A ——S
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__ 8000000 —+— RS ]
3
2 6000000 |
s
& 4000000 A A A
- V
2000000 | v
0 \ \ \ \ \ \
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 35

Selector: 13

Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/acetatamonic 0,1 M
pH: 8

Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 150 mL
UV:254nm (CPC)

Pressio: 70 bar

Mode: descendent

A1 A2 Area 1 Area 2 E1+E2
temps (min) (%) (%) (ee) (UV*sec) (UV*sec)
63 86,38 13,62 72,75 555,37 87,6 642,97
73 58,50 41,50 17,01 1393,25 988,23 238148
78 56,00 44,00 12,01 1558,64 122446 2783,1
83 52,02 47,98 4,03 2417,01 2229,65 4646,66
88 49,78 50,22 0,44 3100,04 3127,27 6227,31
93 49,40 50,60 -1,20 3276,33 3355,76 6632,09
98 49,10 50,90 -1,81 4361,84 4522 54 8884,38
103 49,15 50,85 1,71 424661 4394,17 8640,78
108 48,71 51,29 -2,58 5113,55 5384.,9 10498,45
113 48,57 51,43 -2,86 5832,04 6175,13 12007,17
118 48,36 51,64 -3,28 5808,94 6202,53 12011,47
123 48,54 51,46 -2,91 6509,88 6900,37 13410,25
128 48,29 51,71 -3,42 6365,08 6816,35 13181,43
138 48,05 51,95 -3,91 6937,49 7501,71 144392
143 48,38 51,62 -3,24 6566,41 7005,87 13572,28
148 48,94 51,06 2,13 7400,94 7722,31 15123,25
158 48,14 51,86 3,71 5161,69 5559,74 10721,43
163 48,63 51,37 2,75 45032 4757 44 9260,64
168 48,35 51,65 -3,30 6751,42 7211,94 13963,36
173 48,66 51,34 -2,69 7210,85 7609,03 14819,88
178 48,71 51,29 2,57 7332,43 7719,26 15051,69
183 48,75 51,25 -2,50 6840,19 7190,98 14031,17
188 48,84 51,16 2,32 4666,49 4887,93 9554,42
193 51,35 48,65 2,70 870,6 824,86 1695,46
198 55,75 4425 11,50 256,97 203,98 460,95
203 67,54 32,46 35,08 87,03 41,83 128,86
100,00
90,00 | ——F1
80,00 | — 2
70,00
e 60,00
[
5 50,00
= 40,00
30,00 |
20,00 |
10,00 A
0,00 ‘ ‘ ‘ ; ;
0 40 80 t (min)120 160 200
18000
16000 ||—*—E!
14000 " B2 aA N
—a— E1+E2
S 12000 -
o
é 10000
E 8000
= 6000 1
4000 -
2000
0 A N
0 40 80t (min) 120 160 200
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 36
Selector: 13

Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH: 9
Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 135 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio: 60 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
68 48,3 51,69 -3,39 795212 8510,12 16462,24
70 51 49 2 269,31 258,81 528,12
72 49,38 50,62 -1,24 34,95 35,84 70,79
77 54,38 45,61 8,77 14,27 11,97 26,24
82 42,43 57,58 -15,15 18,63 25,29 43,92
92 57,67 42,33 15,34 4,83 3,55 8,38
102 52,89 4711 5,78 11,45 10,2 21,65
122 44,33 55,67 -11,34 14,91 18,73 33,64
132 28,7 71,3 -42.6 1,92 4,76 6,68
152 36,73 63,27 -26,54 2,66 4,57 7,23
162 40,16 59,84 -19,68 2,9 4,32 7,22
100
90 —e— E1
80 | —e— B2
70
« 60 -
£ 50
X 40
30 Y/.
20
10 4
0 \ \ \ \ \
0 40 80 120 160 200
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 37
Selector: 13

Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat so6dic 0,05 M
pH: 10
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 135 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 60 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
25 494 50,6 -1,2 109,73 112,37 2221
26 48,37 51,63 -3,26 1041,03 1111,36 2152,39
30 494 50,59 -1,19 3265,76 334427 6610,03
34 49,64 50,36 -0,72 4617,23 4683,93 9301,16
38 49,44 50,55 -1,11 6612,73 6759,49 13372,22
42 49,02 50,98 -1,96 10408,2 10826,3 212345
46 49,33 50,66 -1,33 11885,9 122061 24092
50 49,35 50,65 -1,3 13178,5 135234 26701,9
54 48,64 51,36 -2,72 17534,6 18514,8 36049,4
58 50,45 48,32 2,13 2357,49 2257,97 4615,46
60 51,01 48,98 2,03 29,41 28,23 57,64
62 53,18 46,82 6,36 18,84 16,58 35,42
66 54,24 4575 8,49 15,83 13,35 29,18
100
90 —e—FE1
80 ——BE2
70
© 60
£ 50 | lwb«:
R 40
30 |
20
10 4
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
40000
A —e—FE1
35000 / \ e
30000 e E1+E2]
3 25000
'::’ 20000
8 15000
]
10000
5000
N s
10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 38

Selector: 14

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH: 2

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 138 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 73 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
16 0 0 0 0 0 0
17 55,7 443 14 27445 218,24 492,69
19 71,59 28,41 43,18 91,6 36,36 127,96
21 59,44 40,56 18,88 34,51 23,54 58,05
23 57,21 42,79 14,42 30,52 22,83 53,35
25 53,14 46,86 6,28 17,82 15,71 33,53
27 4788 52,12 4,24 2436 26,51 50,87
29 521 47,9 42 24,92 22,91 47,83
100
90 ——R||
80 —o—S||
70
© 60 -
£ 50 |
R 40
30
20
10
0 \ T
0 10 20 30 40
t (min)
600
—e—R
500 e
- —a—R+S
S 400
5
[72]
< 300
H
£ 200 |
100 -
0 \ \ T
0 10 20 30 40
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 39 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 138 mL
Selector: 14 pH:7 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressi6: 73 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
25 100 0 100 16,87 0 16,87
26 69,52 30,48 39,04 102,26 4483 147,09
28 64,37 35,63 28,74 155,19 85,91 2411
30 62,29 37,71 24,58 999,27 605 1604,27
34 61,63 38,37 23,26 46,65 29,05 75,7
38 53,35 46,65 6,7 237,22 207,45 44467
42 54,74 45,26 9,48 302,52 250,15 552,67
46 51,54 48,46 3,08 361,76 340,16 701,92
50 53,32 46,68 6,64 378,95 331,8 710,75
54 51,15 48,85 23 209,96 200,5 410,46
58 63 37 26 133,71 78,5 212,21
62 40,97 59,03 -18,06 93,67 134,96 228,63
66 38,41 61,59 -23,18 36,72 58,88 95,6
72 55,23 44,77 10,46 40,81 33,08 73,89
78 57,46 42,54 14,92 40,12 29,7 69,82
84 62,87 37,13 25,74 35,33 20,86 56,19
100
90 —e—R||
80 —o—S||
70
o 60 -
E 50
X 40 |
30 -
20 -
10
0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t (min)
1800
1600 —-R
—e—S
1400
——R+S
S 1200
5
2 1000
o
‘gj 800 -
5 600 -
400 -
200 N\
ol BV N, |

t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 40

Selector: 14

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05 M
pH: 7

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1100 rpm

Vol. f. estacionaria: 144 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio: 74 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
19 0 0 0 0 0 0
21 100 0 100 140686 0 140686
23 94,78 5,22 89,56 944922 52027 996949
25 79,31 20,69 58,63 1258592 328239 1586831
27 50,81 49,19 1,62 949911 919607 1869518
29 28,39 71,61 -43,22 324660 818816 1143476
31 34,19 65,81 -31,63 269764 519341 789105
33 34,11 65,89 -31,79 193465 373796 567261
35 30,99 69,01 -38,03 140915 313867 454782
37 42,39 57,61 -15,21 184763 251061 435824
41 43,92 56,08 -12,17 104720 133739 238459
43 38,26 61,74 -23,48 83220 134300 217520
47 45,61 54,39 -8,78 61171 72952 134123
53 45,16 54,84 -9,68 31251 37952 69203
59 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100
90 ‘\\ ——R||
80 \ —e— S|
70
s 60
& 50
x40 |
30
20
10 /
0 ‘ Z ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
2000000
——R
1600000 /.\ ——S |
— —&—R+S
>
a 1200000 -
k]
s
g 800000 |
<
400000 -
0 : : \ T T
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 41 Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 138 mL
Selector: 14 pH: 9 UV:254nm (CPC)
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injecci6: 2,4 mL Pressio: 74 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
22 100 0 100 50,78 0 50,78
23 68,18 31,82 36,36 119,91 55,96 175,87
27 53,69 46,31 7,39 604,95 521,71 1126,66
29 54,11 45,89 8,23 886,37 751,64 1638,01
31 52,46 47,54 4,92 1651,21 1496,45 3147,66
33 52,53 47 47 5,05 2010,78 1817,43 3828,21
35 52,76 47,24 5,52 1859,46 1664,92 3524,38
39 56,46 43,54 12,92 888,61 685,33 1573,94
43 54,94 45,06 9,88 1067,5 875,57 1943,07
48 57,23 42,77 14,47 1238,76 925,67 2164,43
53 58,49 41,51 16,97 869,79 617,35 1487,14
58 56,35 43,65 12,69 876,12 678,76 1554,88
63 59,29 40,71 18,59 758,91 521,03 1279,94
68 52,74 47,26 549 1044,52 935,82 1980,34
73 52,60 47,40 5,20 1157,32 1042,96 2200,28
78 48,43 51,57 -3,14 847,77 902,77 1750,54
83 47,90 52,10 -4,20 575,64 626,09 1201,73
89 48,61 51,39 -2,79 571,41 604,18 1175,59
98 45,83 54,17 -8,34 170,38 201,38 371,76
104 45,64 54,36 -8,72 119,6 142,45 262,05
107 43,39 56,61 -13,21 142 185,23 327,23
113 61,42 38,58 22,84 221,94 139,42 361,36
116 68,37 31,63 36,74 167,97 77,7 245,67
118 52,66 47,34 5,32 48,12 43,26 91,38
100
90 ——S]
80 —e—R||
70
s 60 A
o Moo ™ " N e,/
& 50
R 40 |
30
20
10
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 ¢ (min)60 80 100 120
4000 S
——
3500 I\\ “e R
3000 —+—S+R
3 2500 -
(72
S 2000
8 1500 -
S
1000
500 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ T
0 20 40t (min)60 80 100 120
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 42 Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 144 mL
Selector: 14 pH: 9 UV:254nm (CPC)
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 69 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
14 0 0 0 0 0 0
15 100 0 100 28411 0 28411
20 100 0 100 104169 0 104169
22 75,87 24,13 51,75 508146 161585 669731
25 60,23 39,77 20,46 1992144 1315303 3307447
28 57,60 42,40 15,20 3796104 2794414 6590518
31 55,99 44,01 11,97 4506765 3542864 8049629
35 55,69 44,31 11,38 1516282 1206435 2722717
39 51,72 48,28 343 1601223 1494965 3096188
47 53,56 46,44 7,11 1509874 1309333 2819207
51 58,31 41,69 16,62 1686320 1205740 2892060
55 66,25 33,75 32,49 1833934 934408 2768342
59 66,07 33,93 32,15 1557154 799548 2356702
63 51,56 48,44 3,13 1232853 1158103 2390956
66 41,38 58,62 -17,24 960127 1360209 2320336
68 23,27 76,73 -53,46 822804 2713256 3536060
70 29,03 70,97 -41,94 1034290 2528774 3563064
75 31,45 68,55 -37,10 424768 925896 1350664
80 56,20 43,80 12,40 165381 128888 294269
90 100,00 0,00 100,00 51671 0 51671
100 \
90 \ S
80 R
70
c 60
o
& 50
X 40 |
30 -
20 -
10
0 J T T T
0 20 40 t(min) 60 80 100
9000000
8000000 /n\ ——s
7000000 R
- —&—S+R
:>) 6000000 -
£ 5000000 -
= 4000000 1
£ 3000000 -
2000000 -
1000000 .
0 ’—J T T k
0 20 40 t (min) 60 80 100
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

Assaig n°: 43

Selector: 14

Racémic: Naproxen 37 mg (0,16 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M
pH: 9
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Volum de fase estacionaria:
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 70 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
51 0 0 0 0 0 0
55 50,14 49,86 0,28 113,01 112,37 225,38
59 52,86 47,14 5,71 54,15 48,3 102,45
63 55,90 4410 11,80 38,69 30,52 69,21
71 52,82 47,18 5,63 20,44 18,26 38,7
82 65,16 34,84 30,31 417 2,23 6,4
97 74,34 25,66 48,67 5,59 1,93 7,52
107 66,99 33,01 33,98 8,32 41 12,42
122 61,17 38,83 22,34 6,79 4,31 111
100,00
90,00 —e—FE1
80,00 ——B
70,00 -
« 60,00
o
& 50,00
R 40,00 -
30,00
20,00 +
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘ T T T
0 20 40 60 80 100 120
t (min)
250
—e—FE1
200 ﬂ —o—E2
_ —a— E1+E2
>
S 150 |
2
s
g 100 -
©
50 4
0 T T T T
0 20 40 60 80 100 120
t (min)

331



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 44 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 157 mL
Selector: 3 pH:7 UV:254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 73 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
20 0 0 0 0 0 0
24 57,99 42,01 15,98 268902 194842 463744
28 58,30 41,70 16,60 159594 114145 273739
32 52,16 47,84 4,32 274125 251398 525523
36 51,87 48,13 3,73 192828 178959 371787
40 52,19 47,81 4,38 104262 95517 199779
44 52,86 47,14 573 49727 44338 94065
48 51,29 48,71 2,59 37625 35728 73353
52 47,81 52,19 -4,38 25853 28220 54073
56 49,50 50,50 -1,00 21530 21965 43495
60 45,98 54,02 -8,05 13812 16229 30041
64 47,41 52,59 -5,18 11163 12382 23545
68 46,19 53,81 -7,61 12359 14396 26755
72 38,70 61,30 -22,61 7588 12021 19609
76 43,68 56,32 -12,63 6030 7774 13804
80 34,14 65,86 -31,73 4121 7951 12072
84 24,72 75,28 -50,56 2484 7565 10049
88 42,94 57,06 -14,13 1833 2436 4269
100,00
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00 -
o 60,00 -
()
& 50,00
R 40,00 - AR
30,00 -
20,00
10,00 -
0,00 ‘ : ‘ T
0 20 40 60 80 100
t (min)
600000
—e—R
500000 A e U
- —&— R+S
S 400000
=)
é 300000 |
g 200000 |
©
100000 -
0 + T T %
0 20 40 60 80 100
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 45 Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 157 mL
Selector: 3 pH: 8 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injecci6: 2,4 mL Pressio: 68 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
86 100,00 0,00 100,00 793 0 793
20 71,61 28,39 43,21 8469 3358 11827
94 53,51 46,49 7,02 15131 13146 28277
98 58,82 41,18 17,64 33897 23731 57628
103 56,92 43,08 13,85 51237 38774 90011
108 53,87 46,13 7,75 60950 52185 113135
118 53,68 46,32 7,37 103103 88952 192055
123 52,12 47,88 4,23 118829 109184 228013
128 52,29 47,71 4,58 121698 111044 232742
133 53,52 46,48 7,04 122636 106501 229137
138 50,37 49,63 0,75 140423 138339 278762
143 51,45 48,55 2,90 128519 121280 249799
148 50,26 49,74 0,51 125036 123764 248800
158 50,54 49,46 1,09 113145 110710 223855
168 47,56 52,44 -4,88 68612 75657 144269
178 51,83 48,17 3,65 59766 55555 115321
183 44.41 55,59 -11,18 24155 30233 54388
188 45,32 54,68 -9,36 24610 29695 54305
193 49,93 50,07 -0,14 29233 29313 58546
198 48,93 51,07 -2,13 24470 25536 50006
208 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 | ——R
80,00 \ ——S
70,00 |
« 60,00
()
= 50,00 |
X 40,00
30,00 /
20,00 |
10,00 4
0,00 ; ; ; ; ; ; ;
50 70 90 110 130 150 170 190 210
t (min)
400000
—e—R
350000 H
—+—S
300000 —»—R+S ]
3 250000 |
é 200000 |
8 150000 |
S
100000 |
50000
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

50 70 90 110 130 150 170 190 210
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 46 Sistema: AcOEt/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 155 mL
Selector: 3 pH:7 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressi6: 68 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
35° #DIV/O! | #DIVo! | #DIV/O! 0 0 0
36 57,16 42,84 14,33 121904 91346 213250
38 61,08 38,92 22,16 486227 309843 796070
40 57,98 42,02 15,96 526673 381673 908346
44 55,42 44 .58 10,85 1021549 821592 1843141
48 52,71 47,29 5,42 247491 222049 469540
52 41,70 58,30 -16,61 44238 61859 106097
56 43,31 56,69 -13,37 34893 45665 80558
64 45,19 54,81 -9,62 39742 48200 87942
68 38,01 61,99 -23,99 14785 24116 38901
72 55,13 44 87 10,27 26522 21583 48105
73 100,00 0,00 100,00 10784 0 10784
80 100,00 0,00 100,00 9895 0 9895
100,00 °
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00
5 60,00 - W
.« 50,00
R 40,00 \_/\/'/\VA
30,00
20,00 +
10,00 - &
0,00 ‘ ‘ : ‘ T T T .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t (min)
2000000
—e—R
1600000 ﬂ =S |
R —a—R+S
S
= 1200000
2
8
g 800000 -
S
400000 -
0 : ‘ ‘ ‘ \ :

t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 47 Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 168 mL
Selector: 3 pH: 7 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 77 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
17 0 0 0 0 0 0
18 61,69 38,31 23,39 137002 85069 222071
19 59,09 40,91 18,17 251318 174018 425336
20 61,64 38,36 23,27 258470 160883 419353
24 52,37 47,63 4,75 244260 222115 466375
28 51,03 48,97 2,06 288747 277110 565857
32 52,52 47,48 5,03 272226 246135 518361
36 50,92 49,08 1,84 255215 245994 501209
40 42,95 57,05 -14,10 140976 187261 328237
44 38,54 61,46 -22,92 118713 189310 308023
48 36,70 63,30 -26,59 86346 148907 235253
52 42,60 57,40 -14,81 105299 141907 247206
56 30,24 69,76 -39,53 77392 178561 255953
60 39,86 60,14 -20,28 71304 107576 178880
64 45,00 55,00 -9,99 66143 80827 146970
68 44,75 55,25 -10,50 43556 53774 97330
76 0 0 0 0 0 0
100,00
90,00 ——RY
80,00 ——S]
70,00
s 60,00 - /‘\/'\\
[
& 50,00
= 40,00 A
30,00 -
20,00
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t (min)
800000
—e—R
700000 —e-5§
600000 —*—R+S
3 500000 |
é 400000
3 300000
S
200000
100000 I o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 48
Selector: 3

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M
pH: 7
Racémic: Propranolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 157 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio: 72 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
156 0 0 0 0 0 0
164 50,61 49,39 1,21 32497 31718 64215
169 48,19 51,81 -3,63 98158 105545 203703
174 57,71 42,29 15,42 229210 167961 397171
179 55,20 44,80 10,41 286721 232658 519379
184 52,40 47,60 4,80 731802 664736 1396538
194 51,44 48,56 2,88 1332694 1258037 2590731
204 50,82 49,18 1,64 2141155 2072247 4213402
213 50,33 49,67 0,65 2693408 2658524 5351932
225 49,41 50,59 -1,18 3235589 3312716 6548305
237 49,90 50,10 -0,20 5121310 5142085 10263395
245 49,77 50,23 -0,46 3918057 3954491 7872548
260 49,16 50,84 -1,68 2815140 2911134 5726274
280 50,26 49,74 0,52 1756211 1738011 3494222
100,00
90,00 —e— Serie1
80,00 —e— Serie2
70,00
s 60,00
£ 50,00 K}C:33=0—<t=>0—=8=>—0
R 40,00
30,00
20,00
10,00
0,00 ‘ : \ \ \ T \ \
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
t (min)
12000000
—e— Serie1
10000000 - — e Serie2
S 8000000 | —+ Seried
5
8 6000000
s
5 4000000 -
2000000
0 ‘ — : T \ \ \

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

t (min)

336



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 49
Selector: 3

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M
pH:7
Racémic: Oxprenolol 42,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 157 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressi6: 67 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
25 0 0 0 0 0 0
27 54,69 45,31 9,39 195917 162296 358213
29 52,26 47,74 4,53 1264266 1154795 2419061
31 51,99 48,01 3,98 1618672 1494729 3113401
34 51,39 48,61 2,77 3610038 3415185 7025223
38 49,91 50,09 -0,19 6172875 6195962 12368837
42 50,18 49,82 0,35 10044981 9974047 20019028
46 49,88 50,12 -0,24 7355151 7389872 14745023
49 48,67 51,33 -2,66 2178599 2297526 4476125
51 48,53 51,47 -2,94 686361 727973 1414334
53 50,39 49,61 0,77 419666 413248 832914
57 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 ——FH
80,00 - —— B2
70,00
s 60,00 -
& 50,00 - ::}—O—O—Kt&o
R 40,00
30,00
20,00 +
10,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T
0 10 20 30 40 50 60 70
t (min)
20000000 - ——FH
A —e—E2
__ 16000000 s E1+E2
3
é 12000000 -
(1]
@ 8000000
S
4000000 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ \ T
0 10 20 30 40 50 60 70

t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 50 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 157 mL
Selector: 3 pH: 8 UV:254nm (CPC)
Racémic: Oxprenolol 42,5 mg (0,16 mmol) ' Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 68 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
90 0 0 0 0 0 0
95 100,00 0,00 100,00 43928 0 43928
100 52,29 47,71 4,59 78716 71807 150523
105 55,70 44,30 11,41 170366 135480 305846
110 53,05 46,95 6,10 328486 290699 619185
115 54,29 45,71 8,58 344781 290291 635072
120 53,59 46,41 7,18 459623 398045 857668
125 55,10 44,90 10,21 443620 361431 805051
130 48,15 51,85 -3,70 483545 520704 1004249
145 57,07 42,93 14,14 1151436 866174 2017610
155 51,54 48,46 3,08 1195716 1124372 2320088
175 48,84 51,16 -2,32 1223882 1281985 2505867
185 49,21 50,79 -1,57 983507 1014912 1998419
195 48,17 51,83 -3,65 419201 450979 870180
205 45,62 54,38 -8,77 113095 134831 247926
210 46,84 53,16 -6,32 53870 61137 115007
215 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 ——FH
80,00 ——B
70,00
« 60,00 -
o
& 50,00 4
R 40,00
30,00
20,00
10,00 -
0,00 - - - - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
t (min)
3000000
—e—FE1
2500000 ~ —— B2
—a— E1+E2
S 2000000 -
=)
% 1500000
g
5 1000000 -
500000
| WA \

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
t (min)

338



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 51
Selector: 3

Racémic: Metoprolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL

Flux: 3mL/min

Revolucions: 1200 rpm

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M
pH:7

Vol. f. estacionaria: 157 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 69 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
17 0 0 0 0 0 0
18 0,00 0,00 0,00 0 0 0
20 48,51 51,49 -2,98 299942 318344 618286
21 49,52 50,48 -0,97 766831 781797 1548628
23 50,05 49,95 0,11 960289 958179 1918468
27 50,05 49,95 0,09 2766680 2761624 5528304
31 50,00 50,00 0,00 2217347 2217374 4434721
35 55,03 44,97 10,05 198193 161994 360187
39 37,11 62,89 -25,79 23566 39943 63509
43 43,15 56,85 -13,71 16611 21888 38499
45 27,07 72,93 -45,86 15626 42103 57729
47 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 —e—F1
80,00 ——B
70,00 /
g 60,00 .
5 50,00 -
R 40,00 -
30,00 \
20,00
10,00 -
0,00 ‘ ‘ T T T
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
6000000
—e—E1
5000000 ——B2
—a— E1+E2
S 4000000
=
(]
‘® 3000000
@
& 2000000
1000000
0 : ‘ ‘ —a<ta—
10 20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 52
Selector: 3

Racémic: Metoprolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL

Flux: 3mL/min

Revolucions: 1200 rpm

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M
pH: 8

Vol. f. estacionaria: 157 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 68 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
35 0 0 0 0 0 0
40 0,00 0,00 0,00 0 0 0
45 48,43 51,57 -3,14 42495 45252 87747
50 52,88 4712 5,75 121924 108660 230584
55 50,87 49,13 1,74 185719 179373 365092
60 47,57 52,43 -4,86 198532 218803 417335
70 50,61 49,39 1,21 385182 375965 761147
80 49,73 50,27 -0,54 513976 519561 1033537
920 48,86 51,14 -2,27 674359 705728 1380087
95 49,31 50,69 -1,38 861284 885376 1746660
100 49,39 50,61 -1,22 729194 747271 1476465
105 49,47 50,53 -1,06 311662 318350 630012
115 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 - ——FH
80,00 ——B
70,00
« 60,00 -
Q
& 50,00 - e —e—t000
R 40,00
30,00
20,00 4
10,00
0,00 ‘ T \ T \
0 20 40 60 80 100 120 140
t (min)
2000000
—e—FE1
1600000 AR
_ // \ ==
>
2 1200000
: /A
s
S 800000 A\
S
: /N
400000
0 — ﬂ ‘ ‘ \ ‘
20 40 60 80 100 120 140
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 53 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 153 mL
Selector: 3 pH: 8,4 UV:254nm (CPC)
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 66 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
30 100 0 100 59,25 0 59,25
34 63,78 36,22 27,56 388,86 220,85 609,71
38 57,22 42,78 14,44 1332,83 996,44 2329,27
42 58,07 41,93 16,14 1534,59 1108,01 2642,6
46 56,12 43,88 12,24 1898,39 1484,28 3382,67
50 54,97 45,03 9,94 1737,94 1423,57 3161,51
55 65,92 34,08 31,84 877,26 453,53 1330,79
60 65,96 34,04 31,91 738,85 381,35 1120,2
70 57,99 42,01 15,98 1010,09 731,72 1741,81
80 48,97 51,03 -2,06 929,75 968,82 1898,57
90 12,58 87,42 -74,84 139,95 972,5 1112,45
95 38,40 61,60 -23,20 1235,26 1981,66 3216,92
100 38,63 61,37 -22,75 1002,09 1592,23 2594,32
105 41,59 58,41 -16,83 980,94 1377,89 2358,83
110 43,56 56,44 -12,88 1123,05 1455,02 2578,07
115 42,12 57,88 -15,77 212,28 291,75 504,03
120 0 0 0 0 0 0
100
90 N ——S ||
80 \ f\ ——R
70 A
P 60 -
& 50 -
R 40
30 -
20 -
10 -
0 ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120 140
t (min)
4000
——S
3500 /\ e r
3000 Al R
3 2500 -
% 2000 -
@ 1500 -
©
1000 -
500 |
0 ‘ ‘ : ‘ ‘ »
0 20 40 60 80 100 120 140
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 54 Sistema: AcOEt/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 155 mL
Selector: 3 pH: 9 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressi6: 40 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
50 0 0 0 0 0 0
59 51,64 48,36 3,27 2661253 2492649 5153902
61 52,28 47,72 4,56 2443233 2229979 4673212
63 52,36 47,64 4,73 2566581 2334982 4901563
67 53,24 46,76 6,48 1699520 1492661 3192181
71 52,40 47,60 4,80 1940666 1762730 3703396
76 51,41 48,59 2,81 1634581 1545104 3179685
81 52,61 47,39 5,21 1930060 1738759 3668819
86 51,28 48,72 2,57 1334786 1267981 2602767
91 51,54 48,46 3,07 1203882 1132115 2335997
96 50,40 49,60 0,80 757609 745574 1503183
101 52,23 47,77 4,46 1607644 1470352 3077996
106 52,22 47,78 4,43 1612284 1475431 3087715
111 49,40 50,60 -1,19 1559647 1597269 3156916
116 55,20 44,80 10,40 1661884 1348830 3010714
121 49,01 50,99 -1,99 1643376 1709967 3353343
126 51,32 48,68 2,63 1505503 1428209 2933712
131 53,25 46,75 6,51 1359404 1193229 2552633
136 51,84 48,16 3,68 543524 504962 1048486
139 56,41 43,59 12,82 473044 365563 838607
100,00
90,00 ——S
80,00 ——R
70,00 -
« 60,00
I
5 50,00 —%&@4@»«%
R 40,00 -
30,00 -
20,00
10,00
0,00 ‘ : ‘ T T T T
0 20 40 60 t(mif) 100 120 140
6000000
——S
5000000 A ——R
- —a— R+S
> 4000000 -
5
é 3000000 -
o 2000000 |
“©
1000000 -
0 : : ‘ T T

0 20 40 60 (P 100 120 140
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 55
Selector: 3

Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M
pH: 6

Racémic: DNB-leucina 81 mg (0,25 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL

Flux: 3mL/min

Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 153 mL
UV:254nm (CPC)

Pressio: 50 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (Uv*sec) | (UV*sec)
52 6826 31,74 36,52 319,74 148,69 468,43
54 6426 35,74 28,51 523,92 291,43 815,35
56 55,09 44,91 10,17 785,61 640,54 1426,15
58 5474 4526 9,48 1124,21 929,47 2053,68
60 5422 4578 8,44 1559,56 1316,77 2876,33
64 5599 44,01 11,99 2640,63 207541 4716,04
68 6285 37,15 25,70 394337 2331,06 6274,43
72 6649 33,51 32,98 5383,23 2713,06 8096,29
77 63,12 36,88 26,24 712324 4161,71 11284,95
82 6075 39,25 21,50 8937,32 577453 14711,85
87 5788 42,12 15,76 10509,6 7648,45 18158,05
92 5890 41,10 17,80 12080 8428,69 2050869
97 56,91 43,09 13,83 128136 9700,58 22514,18
102 53,04 46,96 6,07 12706 11250,7 23956,7
107 4745 52,55 -5,09 10650,4 117934 224438
112 50,30 49,70 0,60 7587,99 7498,02 15086,01
117 5064 49,36 1,29 3918,94 3819,26 77382
122 4292 57,08 14,16 1570,48 2088,52 3659
127 45,00 55,00 -10,00 552,05 674,75 1226,8
129 48,00 52,00 -4,00 355,72 385,37 741,09
131 5141 48,59 2,82 236,71 223,72 460,43
133 4344 56,56 13,11 153,08 199,29 352,37
137 4294 57,06 14,11 72,17 95,89 168,06
100,00
90,00 ——R
80,00 ——S
70,00
o 60,00 .'fuf'\-
£ 50,00 -
® 40,00
30,00 i N
20,00
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 .80 100 120 140
t (min)
30000
—e—R
25000 | s
—a— R+S
S 20000
oo |
[}
£ 15000 -
©
£ 10000 SN
5000 -
0 ‘ : : : : :
0 20 40 60 80 100 120 140

t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 56 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 157 mL
Selector: 3 pH:7 UV:254nm (CPC)
Racémic: DNB-leucina 52 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 69 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
25 100,00 0,00 100,00 57193 0 57193
27 100,00 0,00 100,00 140946 0 140946
29 69,38 30,62 38,76 2408913 1063054 3471967
37 57,11 42,89 14,23 35039038 26309955 61348993
40 55,79 44,21 11,57 48383954 38348935 86732889
44 51,52 48,48 3,05 58813973 55334412 = 114148385
48 51,04 48,96 2,08 55657784 53391220 @ 109049004
52 45,68 54,32 -8,65 27677632 32917661 60595293
56 41,33 58,67 -17,34 6883932 9772088 16656020
60 35,65 64,35 -28,70 1907326 3443158 5350484
64 30,10 69,90 -39,80 611864 1420856 2032720
68 24,14 75,86 -51,72 227905 716190 944095
71 21,34 78,66 -57,31 127365 469357 596722
74 20,15 79,85 -59,70 91366 362060 453426
77 19,64 80,36 -60,73 44004 180092 224096
80 19,44 80,56 -61,13 45690 189385 235075
85 17,25 82,75 -65,50 17339 83170 100509
100,00
90,00 | ——R
80,00 \ oo—2—o—S
70,00
« 60,00 -
o
& 50,00
R 40,00 A
30,00
20,00
10,00 -
0,00 - — ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
t (min)
A
100000000
\ —o—S
— 80000000 RS
: | |
8 60000000
3
= 40000000 -
20000000
L SN

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 57
Selector: 3

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH: 9

Racémic: DNB-leucina 81 mg (0,25 mmol) Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Flux: 3mL/min

Vol. f. estacionaria: 153 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 59 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
22 657244 34,76 30,49 2285,46 12175 3502,96
24 58887 41,11 17,77 28017 4 19560,9 475783
26 52,980 47,02 5,96 57818,6 51314,9 109133,5
28 52,230 47,77 4,46 88286 80748 169034
32 11,557 88,44 -76,89 12687,3 97097 109784,3
36 39,767 60,23 20,47 12167,8 18430,3 30598,1
38 29,670 70,33 -40,66 1506,07 3569,99 5076,06
40 26,841 73,16 -46,32 481,71 1313 1794,71
42 23,691 76,31 -52,62 239,36 770,97 1010,33
44 45023 54,98 9,95 150,66 183,97 334,63
46 42,702 57,30 -14,60 109,83 147,37 2572
50 40,384 59,62 19,23 67,17 99,16 166,33
52 0 0 0 0 0
100,000
90,000 o) ——R
80,000 / \ ——3
70,000 A
o 60,000 \'/ \V \/,/.
5 50,000
& 40,000
30,000 -
20,000 -
10,000 |
0,000 : : : ‘ :
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
180000
160000 /‘\\ —R
—o—S
140000 a
/ \ —a—R+S
S 120000
2 100000 # \
s VA
< 80000
£ 60000
40000
20000
0 T T T
10 20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 58
Selector: 3

Racémic: DNB-leucina 52 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL

Flux: 3mL/min

Revolucions: 1200 rpm

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M
pH: 7

Vol. f. estacionaria: 155 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio: 29 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
36 0 0 0 0 0 0
38 71,57 28,43 43,14 184,47 73,28 257,75
40 73,36 26,64 46,72 1259,06 457,23 1716,29
42 64,23 35,77 28,46 5160,9 287411 8035,01
44 69,27 30,73 38,53 10450,3 4636,96 15087,26
48 51,31 48,69 2,62 31150,7 29557,6 60708,3
52 50,76 49,24 1,52 474224 45999,06 93421,46
56 50,43 49,57 0,85 55109,4 54176,54 109285,94
60 49,12 50,88 -1,77 28201,9 29215,87 57417,77
64 41,64 58,36 -16,71 12935,8 18127,19 31062,99
68 37,34 62,66 -25,32 9983,13 167521 26735,23
72 35,66 64,34 -28,68 344761 6220,96 9668,57
74 26,79 73,21 -46,42 1243,61 3398,26 4641,87
76 20,79 79,21 -58,41 5557 2116,8 2672,5
78 14,31 85,69 -71,39 212,51 1272,91 1485,42
80 10,28 89,72 -79,44 98,31 857,91 956,22
82 6,83 93,17 -86,33 53,24 725,92 779,16
84 0 0 0 0 0 0
100,00
90,00 |
80,00 / —o—SH
70,00 -'\(\ /_/
© 60,00
@ 50,00
e
© 40,00 -
30,00
20,00 ™ \
10,00 \
0,00 ‘ ‘ T T
20 40 60 80 100
t (min)
120000 -
100000 A ——S
/ \ —A&—R+S
’;‘ 80000 / \
é 60000
8 40000 f /\\
< JARNN
20000
0 : Ak T
20 40 60 80 100
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 59 Sistema: MTBE/fosfat sodic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 168 mL
Selector: 3 pH:7 UV:254nm (CPC)
Racémic: DNB-leucina 52 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 77 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
17 0 0 0 0 0 0
18 69,56 30,44 39,12 27664 12105 39769
19 60,92 39,08 21,85 142851 91628 234479
20 57,82 42,18 15,64 142598 104026 246624
21 58,35 41,65 16,70 226769 161874 388643
23 60,22 39,78 20,45 232231 153384 385615
25 61,48 38,52 22,96 212950 133430 346380
29 53,74 46,26 747 192078 165365 357443
31 40,24 59,76 -19,52 204149 303204 507353
33 31,65 68,35 -36,70 122873 265356 388229
35 39,47 60,53 -21,06 178786 274167 452953
37 38,81 61,19 -22,38 41761 65837 107598
39 37,33 62,67 -25,33 9251 15529 24780
1 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 ——R
80,00 —»—SH
70,00 -
© 60,00
@ 50,00
S 40,00 |
2 ,
30,00
20,00
10,00 -
0,00 ‘ ‘ : ‘
0 10 20 30 40 50
t (min)
600000
500000
< 400000
=)
§ 300000 -
@ 200000 -
<
100000
0 ‘

t (min)

347



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 60
Selector: 3

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH: 8,4

Racémic: Diclorprop 37,6 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL

Flux: 3mL/min

Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 153 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 60 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
18 0 0 0 0 0 0
22 54,57 45,43 9,14 8647,92 7198,47 15846,39
26 51,54 48,46 3,08 66352 62395,8 128747,8
30 50 50 0 21166,3 211634 42329,7
34 46,86 53,14 -6,28 457,86 519,22 977,08
38 39,89 60,11 -20,22 47,37 71,39 118,76
46 0 0 0 0 0 0
100
90 —e—FE1
80 —e—E2 |1
70
© 60 °
@ 50 :>>—<<
©
2 40
30
20
10
0 : \ \
10 20 30 40 50
t (min)
140000
—e—FE1
120000 ——B2
< 100000 —A— E14E2
2 80000
& 60000
P
2 40000
20000
0 : - ‘ - o
10 20 30 40 50
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 61
Selector: 3

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH: 7

Racémic: Diclorprop 58,8 mg (0,25 mmol) |Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Flux: 3mL/min

Vol. f. estacionaria: 153 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio: 56 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
24 0 0 0 0 0 0
28 54,46 45,54 8,92 4917,64 4112,64 9030,28
32 53,05 46,95 6,1 31605 27971,6 59576,6
36 52,53 47,47 5,06 57637,7 52093,3 109731
40 52,32 47,68 4,64 69902,8 63711 133613,8
44 50,95 49,05 1,9 9650,92 9290,83 18941,75
48 44,05 55,95 -11,9 317,78 403,58 721,36
50 45,76 54,24 -8,48 158,85 188,28 347,13
54 49,75 50,25 -0,5 103,54 104,6 208,14
64 48,94 51,06 -2,12 29,5 30,78 60,28
80 0 0 0 0 0 0
100
90 —e—F1}
80 —e— B2
70 -
© 60
o 50 - :,‘:::::s<:>-—<a
< 40
30
20
10 -
0 \ \ T
0 20 40 60 80
t (min)
160000
—e—FE1
140000 e
120000 —A— E1+E2
3100000
8 80000
® 60000 A
< 40000
20000
0 — T ¥ —r
20 40 60 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 62

Selector: 6

Racémic: Pindolol 20 mg (0,08 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH:7
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 141 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressi6: 72 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
36 100,00 0,00 100,00 14309 0 14309
41 51,23 48,77 2,46 1196554 1139038 2335592
46 51,59 48,41 3,19 1119929 1050760 2170689
51 50,13 49,87 0,26 173058 172159 345217
56 49,98 50,02 -0,04 51282 51326 102608
61 43,01 56,99 -13,98 18588 24632 43220
66 17,33 82,67 -65,34 6838 32624 39462
100,00
90,00 \ —e_rU
80,00 \ Pl —e—SH
70,00 |
60,00
©
@ 50,00
S
© 40,00 -
30,00
20,00
10,00
0,00 \ \ T
0 20 40 60 80
t (min)
3000000
—e—R
2500000 —S |
—A— R+S
s 2000000 -
5
[72]
£ 1500000 -
&
©
@ 1000000 +
<
500000 -
0 ‘ & — 7o=9-
0 20 40 60 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 63 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 141 mL
Selector: 6 pH: 6 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Propranolol 21 mg (0,08 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressi6: 72 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
29 65,86 34,14 31,73 1966 1019 2985
39 46,71 53,29 -6,58 3648023 4162114 7810137
44 47,36 52,64 -5,28 15065839 16745952 31811791
49 47,50 52,50 -5,00 26925936 29760521 56686457
54 47,59 52,41 -4,82 38659061 42571356 81230417
59 47,11 52,89 -5,77 8140386 9137457 17277843
62 46,89 53,11 -6,23 1099736 1245806 2345542
65 47,14 52,86 -5,72 522312 585695 1108007
68 47,12 52,88 -5,75 366771 411524 778295
72 47,27 52,73 -5,45 262313 292554 554867
76 46,97 53,03 -6,06 193297 218248 411545
100,00
90,00 ——RY]
80,00 —o—S |
70,00
60,00 -
§ 50,00 -
]
s 40,00 -
30,00 |
20,00 |
10,00
0,00 : ‘ T
0 20 40 60 80
t (min)
90000000
—e—R
80000000 £ H
/ \ —e—S
70000000 i
—A—R+S
s 60000000 -
> 50000000 -
40000000
30000000 |
< 20000000 |
10000000
0 ‘ :/f( ‘\ (o N
0 20 40 60 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 64

Selector: 6

Racémic: Warfarina 25 mg (0,08 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat so6dic 0,05 M
pH: 9

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 141 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 68 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
37 41,06 58,94 17,88 5515 7917 13432
42 5282 4718 5,63 699007 624485 1323492
47 51,70 48,30 3,39 2195917 2051779 4247696
52 5148 4852 2,95 4466980 4210857 8677837
62 50,60 49,40 1,21 9571738 9342993 | 18914731
72 50,10 49,90 0,20 13900891 = 13845562 = 27746453
82 4979 50,21 0,42 14694552 = 14819059 = 29513611
92 49,39 50,61 1,22 22321330 = 22871212 45192542
102 49,40 50,60 1,21 6239412 6391867 = 12631279
112 5242 4758 4,83 648129 588369 1236498
117 5334 46,66 6,69 141217 123507 264724
122 46,60 53,40 6,81 39996 45837 85833
126 47,96 52,04 -4,09 23051 25016 48067
130 42,13 57,87 15,74 10874 14936 25810
100,00
90,00 ——5S|]
80,00 —e—RH
70,00 -
60,00 |
E 50,00 .\’*--—- . -/0"\/‘\0/
T 4000 | ;S A
30,00 -
20,00 |
10,00 |
0,00 ‘ ‘ : : : : :
0 20 40 60 80 100 120 140
t (min)
50000000
45000000 A ——S |
40000000 A ——R
35000000 [ A SR
3 30000000 /A
§25oooooo /A \
= 20000000 /A
£ 15000000 / /_/ \&
10000000
5000000
0 e \
50 100 150
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 65
Selector: 6

Racémic: Naproxen 18,5 mg (0,08 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat so6dic 0,05 M
pH: 9
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 141 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio6: 68 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
22 55,63 44 37 11,26 30996 24724 55720
30 43,46 56,54 -13,07 1529273 1989157 3518430
34 49,48 50,52 -1,04 34358833 35080812 69439645
39 48,76 51,24 -2,47 74549968 78328701 152878669
44 48,23 51,77 -3,54 82008405 88030127 170038532
49 47,60 52,40 -4,81 92655007 102010224 | 194665231
54 47,59 52,41 -4,81 89605866 98661680 188267546
58 45,56 54,44 -8,88 108759834 @ 129970552 @ 238730386
64 49,88 50,12 -0,24 3786011 3803849 7589860
67 50,50 49,50 1,01 1253735 1228766 2482501
70 49,91 50,09 0,17 580895 582888 1163783
100,00
90,00 —e—FE1 1
80,00 ——E2 1
70,00 -
m 60,00
© 50,00 ><><s::—_*,::::>=.=-
«©
© 40,00 -
30,00
20,00
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
300000000
—e—E1
250000000 — E2
—a— E1+E2
< 200000000
=
_‘.‘: 150000000
8 100000000 / .+ A\
) Vathl|
50000000
0 ‘ — A ‘ ‘ ‘ -
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 66 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 141 mL
Selector: 6 pH: 9 UV: 254nm (CPC)
Racémic: DNB-leucina 26 mg (0,08 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressi6: 72 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
25 79,75 20,25 59,49 6497 1650 8147
27 54,03 45,97 8,07 18032 15340 33372
35 49,86 50,14 -0,29 953215 958693 1911908
40 49,91 50,09 -0,17 2585212 2594151 5179363
45 50,05 49,95 0,09 2936461 2931038 5867499
50 50,48 49,52 0,95 642710 630585 1273295
55 50,44 49,56 0,88 113742 111761 225503
60 50,16 49,84 0,32 33872 33655 67527
65 53,67 46,33 7,34 13284 11467 24751
70 51,16 48,84 2,31 10451 9979 20430
73 51,91 48,09 3,82 8659 8022 16681
76 50,16 49,84 0,32 6800 6757 13557
100,00
90,00 ——R
80,00 —»—S
70,00 - \
o 60,00
'g 50,00 -
s 40,00 A
30,00 -
20,00 -
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
7000000
—e—R
6000000 —e-S H
_ 5000000 /\ —4&—R+S ||
>
a 4000000

el
< 3000000
©

o
. 2000000 -

1000000 -

0 PY bt &
T T | T T n al e

t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 67 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 168 mL
Selector: 7 pH:7 UV: 254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressié: 65 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
25 0,00 0,00 0,00 0 0 0
28 51,83 48,17 3,67 83185 77297 160482
31 56,41 43,59 12,81 241694 186800 428494
34 50,37 49,63 0,74 116839 115120 231959
37 52,21 47,79 4,42 167833 153618 321451
40 48,92 51,08 -2,17 269845 281803 551648
43 49,66 50,34 -0,68 91934 93187 185121
46 46,83 53,17 -6,33 31437 35686 67123
49 40,94 59,06 -18,13 16494 23799 40293
52 42,73 57,27 -14,53 13023 17452 30475
55 26,05 73,95 -47,90 9507 26989 36496
58 40,11 59,89 -19,78 5875 8773 14648
61 25,65 74,35 -48,70 5465 15840 21305
64 28,36 71,64 -43,28 3947 9971 13918
67 24,62 75,38 -50,77 4795 14684 19479
100,00
90,00 ——RH
80,00 —o— S H
70,00 | /\/\/’
:u 60,00 ¥
@ 50,00
< 40,00 | A
30,00 Vo~
20,00 +
10,00 -
0,00 ‘ ‘ : ‘ ‘ T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t (min)
600000
500000
g 400000 -
f% 300000 -
8 200000 |
<
100000 -
0 T
0 10
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 68
Selector: 7

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH:7

Racémic: DNB-leucina 52 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Flux: 3mL/min

Vol. f. estacionaria: 168 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressio: 65 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
32 64,92 35,08 29,85 6961 3761 10722
35 55,52 44,48 11,03 60012 48088 108100
38 50,64 49,36 1,28 24283 23669 47952
41 61,56 38,44 23,13 32499 20290 52789
44 54,29 4571 8,58 89320 75204 164524
47 68,46 31,54 36,92 47678 21965 69643
50 52,50 47,50 5,00 580677 525325 1106002
53 4593 54,07 -8,14 266432 313675 580107
56 46,84 53,16 -6,33 43873 49802 93675
59 40,23 59,77 -19,53 36973 54923 91896
62 39,68 60,32 -20,63 39847 60565 100412
65 24,79 75,21 -50,42 10001 30340 40341
68 4,39 95,61 -91,21 442 9620 10062
71 0,00 100,00 -100,00 0 4617 4617
74 0,00 100,00 -100,00 0 4092 4092
100,00 -
90,00 ——R
80,00 - s
70,00
tu 60,00
@ 50,00 -
S 40,00 ~ ,/'\v
30,00
20,00 4
10,00 +
0,00 ‘ T \ T \ ro—o
0 10 20 30 40 50 70 80
t (min)
1200000
1000000
g 800000
f:; 600000
S 400000
<
200000
0 T T
10 20

t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 69 Sistema: MIBK/fosfat sddic 0,05 M Vol. f. estacionaria: 152 mL
Selector: 16 pH:7 UV:254nm (CPC)
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Pressio: 75 bar
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm Mode: descendent
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
20 0 0 0 0 0 0
25 17,77 82,23 -64,46 3,55 16,43 19,98
30 18,13 81,87 -63,74 36,15 163,23 199,38
35 49,00 51,00 -2,00 2114 220,03 431,43
40 43,70 56,30 -12,60 105,55 135,99 241,54
45 31,88 68,12 -36,25 30,69 65,59 96,28
50 41,65 58,35 -16,70 22,97 32,18 55,15
55 52,19 47,81 4,39 41,88 38,36 80,24
60 30,11 69,89 -39,78 12,98 30,13 43,11
65 47,65 52,35 -4,69 13,2 145 27,7
80 33,21 66,79 -33,57 7,46 15 22,46
85 35,05 64,95 -29,89 9,03 16,73 25,76
90 56,97 43,03 13,95 15,36 11,6 26,96
95 24,12 75,88 -51,76 9,13 28,72 37,85
100 34,20 65,80 -31,60 27,24 52,41 79,65
105 9,47 90,53 -81,05 24 22,93 25,33
110 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 p | ——R
80,00 - / ——3S
70,00 - \ N
S 000 N vAS
@ 50,00
S 40,00 |
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120
t (min)
500
450 ——R
400 A ——S5
350 [ RS
3 300 |
§ 250 1
® 200 -
o
< 150
100 -
50
0 o ‘ ‘ : ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 70
Selector: 16

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH:7

Racémic: DNB-leucina 81 mg (0,25 mmol) Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Flux: 3mL/min

Vol. f. estacionaria: 152 mL
UV: 254nm (CPC)

Pressi6: 72 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
26 0 0 0 0 0 0
30 59,11 40,89 18,22 117,11 772,84 1889,95
34 68,18 31,82 36,37 6418,62 29951 9413,72
38 70,18 29,82 40,37 159871 6791,76 2277886
42 60,18 39,82 20,37 26709,7 17671,3 44381
46 66,45 33,55 32,89 37322 18846,2 56168,2
50 65,63 34,37 31,26 463465 242723 70618,8
54 6224 37,76 24,48 490469 29755,9 78802,8
58 63,82 36,18 27,63 29200,2 16556,3 45756 5
64 63,02 36,98 26,04 1641,69 963,32 2605,01
68 63,12 36,88 26,24 451,57 263,85 71542
72 56,50 43,50 12,99 304,48 234,47 538,95
76 58,94 41,06 17,88 231,75 161,46 393,21
82 59,33 40,67 18,65 129,14 88,54 217,68
90 62,92 37,08 25,84 48,63 28,66 77,29
98 50,36 49,64 0,73 11,79 11,62 23,41
106 15,79 84,21 -68,42 7,61 40,59 482
114 4926 50,74 1,48 4,65 4,79 9,44
124 4147 58,53 17,07 43 6,07 10,37
100,00
90,00 ——R|
80,00 A l——s
70,00 |
, 60,00 -
® 50,00 1
S
40,00 -
30,00 |
20,00 1
10,00
0,00 ‘ ‘ : : : :
0 20 40 60 80 100 120
t (min)
90000
80000 —R
70000 A s
—4— R+S
gaoooof
50000 -
® 40000 |
8 30000 -
= 20000 - //\
10000
0 .4 AV
0 20 40 60 80 100 120
t (min)

358



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 71
Selector: 16

Racémic: Diclorprop 59 mg (0,25 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK/fosfat sodic 0,05 M

pH:7

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Vol. f. estacionaria: 152 mL

UV: 254nm (CPC)
Pressio: 69 bar
Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
20 0 0 0 0 0 0
24 52,74 47,26 5,48 2084,08 1867,36 3951,44
26 51,56 48,44 3,12 7131,84 6700,93 13832,77
28 51,28 48,72 2,57 14353,5 13634,9 279884
30 51,06 48,94 2,13 22783,2 218331 44616,3
34 50,87 4913 1,74 36980,5 35713,8 72694,3
38 50,58 49,42 1,15 48802,7 47692,9 96495,6
42 50,77 49,23 1,54 36273,3 35171,9 714452
44 51,27 48,73 2,54 9407,33 8941,82 18349,15
46 52,24 47,76 4,48 1072,16 980,15 2052,31
48 52,47 47,53 4,94 170,6 154,55 325,15
52 58,02 41,98 16,03 42,23 30,56 72,79
100,00
90,00 —e—F1
80,00 —— 2
70,00 -
m 60,00
50,00 1 :3:z:a=a=a=c::$<
S
° 40,00 -
30,00 -
20,00
10,00 -
0,00 : ‘ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
120000
—e—E1
100000 ——BE2
o E1+E2
g 80000 -
é 60000 -
©
@ 40000 +
<
20000 |
0 ‘ * ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 72
Selector: 16

Racémic: TSO 31 mg (0,16 mmol)

Flux: 2mL/min

Sistema: Hepta/butanol/ACN (40:19:41)
pH: -
Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 900 rpm

Vol. f. estacionaria: 102 mL
UV:254nm (CPC)

Pressio6: 10 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
48 0 0 0 0 0 0
51 46,01 53,99 -7,99 192427 225838 418265
53 42,66 57,34 -14,67 2643147 3552154 6195301
55 43,80 56,20 -12,41 12332216 15825630 28157846
57 43,79 56,21 -12,42 23699595 30420709 54120304
61 44,03 55,97 -11,94 13802099 17545251 31347350
67 4420 55,80 -11,61 2546248 3214886 5761134
72 44,09 55,91 -11,83 1122982 1424303 2547285
77 44,30 55,70 -11,39 602497 757455 1359952
82 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 —e—FE1
80,00 ——B2
70,00
60,00
g 50,00
“© Qo000 o0
© 40,00
30,00
20,00
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
t (min)
60000000
—e—F1
50000000 A —— B2
s E1+E2
s 40000000
5
_‘.2 30000000
S 20000000
<
10000000 M
10 20 30 40 50 60 70 80 90
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 73
Selector: 16

Racémic: TFAE 44 mg (0,16 mmol)

Flux: 2mL/min

Sistema: Hepta/butanol/ACN (40:19:41)

pH: -

Volum d' injecci6: 2,4 mL
Revolucions: 900 rpm

Vol. f. estacionaria: 102 mL
UV:254nm (CPC)

Pressio6: 10 bar

Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
46 0,00 0,00 0,00 0 0 0
48 49,06 50,94 -1,87 454683 472036 926719
49 49,44 50,56 -1,11 3146666 3217467 6364133
51 48,06 51,94 -3,89 23587313 25495314 49082627
55 48,03 51,97 -3,95 24433989 26441324 50875313
63 49,58 50,42 -0,85 2484876 2527472 5012348
71 49,82 50,18 -0,35 946941 953678 1900619
79 49,91 50,09 -0,18 302879 303978 606857
87 50,04 49,96 0,09 61388 61283 122671
95 52,47 47,53 4,94 25007 22654 47661
103 47,03 52,97 -5,95 12949 14586 27535
111 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 —e—E1
80,00 ——E2
70,00 -
tu 60,00
® 50,00 | . —— T
©
40,00 |
30,00
20,00
10,00 +
0,00 : ‘ ‘ T \
0 20 40 60 80 100 120
t (min)
60000000
—e—F1
50000000 - —— P2
—a E1+E2
s 40000000 4
5
& 30000000 1
& 20000000 |
<
10000000 -
0 ; ; ; ! a o o
0 20 40 60 80 100 120
t (min)

361



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 74
Selector: 1

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK+DEA 10mM/H,O+HCI 20mM UV:254nm (CPC)
Vol. f. estacionaria: 140 mL Pressio: 72 bar

Volum d' injeccio: 2,4 mL Mode: descendent

Revolucions: 1200 rpm

temps (min) Al A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
17 0 0 0 0 0 0
19 0,00 0,00 0,00 0 0 0
21 71,23 28,77 42,47 1208181 487887 1696068
23 56,13 43,87 12,26 499418 390351 889769
25 42,91 57,09 -14,19 465675 619648 1085323
27 50,72 49,28 1,43 161915 157348 319263
29 59,00 41,00 17,99 113525 78902 192427
39 51,74 48,26 3,49 64166 59841 124007
temps (min) pH
17 10,94 100,00
19| 10,92 90,00 ——R||
21 10,65 80,00 —e— S|
23 4,01 70,00 A
;; 1,66 $ 50,00
1,62 ' N —
: < 40,00
o o /
! 20,00
35 1,64 1000
37 1,63 o’oo i
39 1,63 ’ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50
t (min)
1400000 12
—e—R
1200000 n) o5 410
1000000 pH
S 18
= 800000 -
[7}]
o -6
£ 600000 -
©
o 14
& 400000 |
200000 - 12
0 T = T T T O
0 10 20 30 40 50
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 75 Sistema: MIBK+DEA 10mM/H,O+HCI 10mM UV:254nm (CPC)
Selector: 1 Vol. f. estacionaria: 150 mL Pressio: 72 bar
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm
temps (min) Al A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
36 0 0 0 0 0 0
37 0,00 0,00 0,00 0 0 0
38 81,25 18,75 62,49 2612377 602977 3215354
39 80,80 19,20 61,59 1813804 431115 2244919
40 61,61 38,39 23,23 1236951 770644 2007595
41 35,48 64,52 -29,05 977619 1778082 2755701
42 22,90 77,10 -54,20 817282 2751500 3568782
43 39,28 60,72 -21,43 570418 881646 1452064
44 20,77 79,23 -58,45 29059 110827 139886
temps (min) pH 100,00
36 11,35 90,00 {|——R
37 11,26 80,00 {——5S e
38 & 70,00 |
39 8,07 60,00 -
40} 776 S 5000 |
41 604 B 40,00 -
42 2,9 °
43| 206 30,00 1
44| 203 20,00 4
45| 202 10,00
0,00 ‘ T
20 30 40 50
t (min)
3000000 1,2
—e—R
2500000 1o s n [ 14
< 2000000 { P 0.8
S )
8 1500000 106
& 1000000 | 104
<<
500000 - 40,2
0 ‘ : ‘ 0
20 30 40 50
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 76
Selector: 1

Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MIBK+DEA 10mM/H,0+HCI 5mM
Vol. f. estacionaria: 143 mL

Volum d' injeccio: 2,4 mL

Revolucions: 1200 rpm

UV:254nm (CPC)

Pressio: 72 bar
Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
38 0 0 0 0 0 0
39 88,31 11,69 76,61 874922 115861 990783
40 90,97 9,03 81,95 2451660 243233 2694893
41 91,63 8,37 83,25 1658694 151578 1810272
42 86,61 13,39 73,22 997647 154241 1151888
43 66,96 33,04 33,92 594820 293506 888326
44 31,44 68,56 -37,12 167478 365178 532656
45 15,01 84,99 -69,98 119744 677919 797663
46 12,76 87,24 -74,49 284936 1948606 2233542
47 11,34 88,66 -77,33 337316 2638336 2975652
48 29,65 70,35 -40,69 567116 1345276 1912392
49 50,22 49,78 0,45 178445 176857 355302
50 50,72 49,28 1,45 70000 68000 138000
temps (min) pH
37 10,62 100,00
38 10,41 90,00 {|——R N
39 9,38 80.00 | —o—s N
40 7,86 70,00 \ /o
41 7,68 o 60,00 i
42 747 g 50,00 |
R
! 30,00
45 5,92 20,00 [\ ]
46 6,48 10'00 \/ \.‘J
47 6,31 S
48 2,61 0,00 ‘ ‘ ‘
49 2,33 20 30 40 50 60
50 2,33 t (min)
3000000 12
—e—R
2500000 1o g N\ A 10
e pH
=~ 2000000 18
5
é 1500000 L 6
©
@ 1000000 H 4
<
500000 H2
0 T T T 0
20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 77 Sistema: MIBK+DEA 10mM/H,O+HCI 5mM  UV:254nm (CPC)
Selector: 1 Vol. f. estacionaria: 145 mL Pressio: 72 bar
Racémic: Pindolol 80 mg (0,32 mmol) Volum d' injeccio: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
33 0 0 0 0 0 0
34 100 0 100 51010 0 0
35 96,50 3,50 93,00 6753673 244857 6998530
36 96,96 3,04 93,92 7393822 231995 7625817
37 95,56 444 91,13 5064761 235080 5299841
38 86,57 13,43 73,14 2876539 446240 3322779
39 73,71 26,29 47,42 1186863 423278 1610141
40 34,25 65,75 -31,49 505732 970645 1476377
41 13,33 86,67 -73,34 281566 1831089 2112655
42 5,04 94,96 -89,93 144628 2727200 2871828
44 3,52 96,48 -92,96 146161 4005318 4151479
45 8,64 91,36 -82,72 386289 4084854 4471143
48 52,73 47,27 5,46 559804 501839 1061643
49 57,29 42,71 14,58 447063 333258 780321
temps(min) pH 100 -
33 11,25 o ——R
34 11,05 80 o5 \‘\ /—\
o
37 7,85 s 28 i
38 769 | & 1
39 749 | & 40
40 743 30 1
41 7,27 20
42 71 10 4
43 7,02 0 T ‘ T
44 6,99 20 30 40 50 60
45 28 t (min)
46 2,17
47 2,13
48 2,12 8000000 12
49 2,11 7000000 || "R A
50 2,11 ——S \T \ 110
6000000 - ___ .,
< + 8
:>) 5000000 -
8 4000000 1 16
§ 3000000 1 14
< 2000000
1000000 - JMU +2
0 ‘ ‘ ‘ 0
20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 78 Sistema: MIBK+DEA 10mMH,O+HCI 5mM | UV:254nm (CPC)
Selector: 1 Vol. f. estacionaria: 150 mL Pressio: 70 bar
Racémic: Pindolol 120 mg (0,48 mmol) Volum d' injeccio: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)

33 0 0 0 0 0 0

34 100 0 100 56356 0 0

35 84,93 15,07 69,86 2587945 459172 3047117

36 74,32 25,68 48,63 5748180 1986524 7734704

38 66,97 33,03 33,95 4480850 2209503 6690353

40 60,99 39,01 21,98 2930085 1874245 4804330

42 55,33 4467 10,65 1634865 1320061 2954926

44 41,62 58,38 -16,75 1152351 1616151 2768502

46 33,21 66,79 -33,58 1239359 2492792 3732151

48 26,92 73,08 -46,16 1055603 2865948 3921551

49 29,23 70,77 -41,55 1373312 3325576 4698888

50 37,97 62,03 -24,06 427091 697753 1124844

51 43,74 56,26 -12,51 225969 290595 516564

52 45,49 54,51 -9,03 347882 416936 764818

54 51,37 48,63 2,74 288545 273144 561689

57 50,47 49,53 0,94 231210 226882 458092

60 51,84 48,16 3,68 157736 146548 304284

temps (min) |pH
29 11,39 100 1
33 11,14 90 {——R
34 10,79 80 [l——s \
35 8,38 70 |
36 7,68 . 60
37 767 | § 50 |
“©
38 7,57 S 40
—
41 7.23 20 1
42 71 10 1
43 6,72 0 ‘ ‘ ‘ ‘
44 6.79 10 20 30 40 50 60
45 6,73 t (min)
46 6,64
47 6,58 7000000 12
48 6,51
——R
49 3,04 6000000 || S \ 1 10
50 248 — \}’\
51 2,39 5000000 1 pH 8
3 \}‘AR 1
52 238 | 5 4000000
53 238 | 2 le
55 237 % 3000000 -
o 14
57 23 & 2000000 |
59 2,31
1000000 - 12
0 T T @ T T 0
10 20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 79

Selector: 1

Racémic: Pindolol 25 mg (0,10 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE+DEA 10mMH,0+HCI 5mM |UV:254nm (CPC)
Vol. f. estacionaria: 151 mL Pressio: 65 bar
Volum d' injeccio: 2,4 mL Mode: descendent
Revolucions: 1100 rpm

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
46 0 0 0 0 0 0
47 94,74 5,26 89,48 2908788 161530 3070318
48 87,89 12,11 75,78 470093 64774 534867
49 2,45 97,55 -95,10 34651 1380536 1415187
50 15,06 84,94 -69,87 74040 417451 491491
51 16,31 83,69 -67,37 28721 147322 176043
52 15,65 84,35 -68,69 20263 109174 129437
53 23,31 76,69 -53,38 23889 78584 102473
54 26,16 73,84 -47,67 18076 51012 69088
55 29,35 70,65 -41,31 21242 51141 72383
56 21,05 78,95 -57,89 10275 38526 48801
60 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 —e—R ha¥ r\
80,00 {{——S T / L”'\
70,00 | ~/
60,00
©
2 50,00
©
© 40,00 |
30,00
20,00 ” )'/./\
10,00 1 /l V*/
0,00 T T
30 40 50 60
t (min)
3000000
2500000 | | >R A
= H
s 2000000 ’ \
5
[}
2 1500000
8
©
© 1000000 -
<
500000 -
0 T T -
30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 80
Selector: 1

Sistema: MIBK+DEA 10mMH,0+HCI 10mM |UV: 254nm (CPC)

Vol. f. estacionaria: 134 mL

Racémic: Propranolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL
Revolucions: 1200 rpm

Flux: 3mL/min

Pressi6: 70 bar
Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
36 0 0 0 0 0 0
37 52,26 47,74 4,53 110180 100636 210816
38 52,61 47,39 5,22 114847 103453 218300
39 50,77 49,23 1,55 14969744 14513809 29483553
40 51,33 48,67 2,66 110703242 104974101 215677343
41 50,10 49,90 0,20 97133663 96742705 193876368
42 48,31 51,69 -3,39 99965776 106980675 @ 206946451
43 46,72 53,28 -6,55 95987003 109451060 & 205438063
44 47,78 52,22 -4.44 60440223 66051893 126492116
45 48,34 51,66 -3,33 5256883 5618749 10875632
46 49,22 50,78 -1,57 1994875 2058509 4053384
100
temps pH 90 I o R
36 11,14 80 | . s
37 11,1 20 |
38 956 | oo
39 734 |8
40 7 og 20 e A SO
41 5,61
42 4,79 30 1
43 2,17 20 -
44 1,85 10 4
45 1,83 0 ‘ : ‘ \ T
46 1,88 20 25 30 35 40 45 50
48 1,88 t (min)
120000000
—e—R
100000000 —e—S
= ——pH
> 80000000 -
5
0
‘& 60000000 -
H
§<- 40000000 +
20000000 -
0 T T
20 25 30 40 45 50
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 81 Sistema: MIBK+DEA 10mM/H,O+HCI 5mM  UV:254nm (CPC)
Selector: 1 Vol. f. estacionaria: 130 mL Pressio: 70 bar
Racémic: Propranolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
37 0 0 0 0 0 0
39 52,93 47,07 5,87 14862 13215 28077
41 53,26 46,74 6,51 2452758 2152850 4605608
42 50,67 49,33 1,34 113514979 110509468 224024447
43 49,75 50,25 -0,49 125109923 126345989 @ 251455912
44 49,18 50,82 -1,65 126561309 130797851 257359160
45 48,79 51,21 -2,41 126225259 132469797 @ 258695056
46 48,48 51,52 -3,05 126100586 134028061 260128647
47 47,84 52,16 -4,32 124907978 136196500 @ 261104478
48 47,35 52,65 -5,29 116257486 129252109 | 245509595
49 47,01 52,99 -5,98 99295439 111925532 211220971
50 48,35 51,65 -3,29 11523788 12309024 23832812
51 47,74 52,26 -4,53 2172019 2378111 4550130
56 46,54 53,46 -6,92 339778 390325 730103
66 48,36 51,64 -3,27 107426 114691 222117
temps pH 100
35 11,35 90 | _e—R
36 11,32 80 L s
38 11,55 70
39 1183 | g |
40 1147 | @
e
41 10,79 °
X 40 A
42 4,89
43 5,51 30 1
44 5,85 20
45 6,06 10
46 6,31 0 w w w ‘
47 6,56 20 30 40 50 60 70
48 6,88 t (min)
49 4,98
:‘1’ f’g; 140000000 12
s —e—R 5: \*
61 1,96 120000000 + s f\* l 1 10
~ 100000000 -+ pH
> 1+ 8
=
o 80000000 -
K]
s + 6
« 60000000 -
< 14
< 40000000
20000000 | } h T2
0 T oy’ T T 0
20 30 40 50 60 70
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 82 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,0+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 1 Vol. f. estacionaria: 154 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Propranolol 25 mg (0,10 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
40 0,00 0,00 0,00 0 0 0
45 0,00 0,00 0,00 0 0 0
46 61,79 38,21 23,57 698570 432074 1130644
47 57,94 42,06 15,87 58229192 42278201 100507393
48 54,63 45,37 9,26 71954185 59753821 131708006
49 51,44 48,56 2,88 75422084 71198869 146620953
50 49,46 50,54 -1,07 70553656 72080049 142633705
51 46,82 53,18 -6,36 49019448 55674076 104693524
52 44,59 55,41 -10,82 47780029 59369148 107149177
53 43,56 56,44 -12,88 68882703 89246515 158129218
54 40,36 59,64 -19,29 3293859 4868125 8161984
55 41,11 58,89 17,77 587006 840723 1427729
56 41,50 58,50 -17,00 402053 566758 968811
57 41,83 58,17 -16,35 300418 417845 718263
58 41,69 58,31 -16,62 321014 448968 769982
64 45,63 54,37 -8,74 139921 166728 306649
temps (min) pH 100
40 11,01 90 —{——R
45 11,04 80 | . s
46 10,75 70 |
47 795 | g0 -
48 766 |8 0|
49 7,39 2 a0
50 7,31
51 7,14 30 4
52 7,16 20
53 6,92 10 -
54 2,54 0 T T T T
58 2,36 20 30 40 50 60 70
68 2,36 t (min)
100000000 12
—e—R
80000000 | —*—S ‘ + 10
N e 1s
~ 60000000 -
s 16
S 40000000 -
2 +4
20000000 - |,
0 ‘ o ‘ L... — e 0
20 30 40 50 60 70
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 83 Sistema: MIBK+TFA10mMNH,OH 10mM  UV:254nm (CPC)
Selector: 1 Vol. f. estacionaria: 140 mL Pressio: 71 bar
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
35 0 0 0 0 0 0
36 100 0 100 398057 188287 586344
37 77,30 22,70 54,60 1449749 425793 1875542
38 96,38 3,62 92,77 1401317 52579 1453896
39 97,81 2,19 95,63 1341855 30000 1371855
40 79,73 20,27 59,45 1092335 277784 1370119
41 67,19 32,81 34,37 672535 328452 1000987
42 53,83 46,17 7,65 542091 465013 1007104
43 29,21 70,79 -41,59 405912 983953 1389865
45 21,31 78,69 -57,39 374248 1382224 1756472
47 26,01 73,99 -47,97 437962 1245574 1683536
49 45,20 54,80 -9,60 540154 654912 1195066
51 44,37 55,63 -11,26 398797 499952 898749
53 46,91 53,09 -6,19 171198 193782 364980
56 54,54 45,46 9,09 92215 76852 169067
59 54,32 45,68 8,65 23006 19343 42349
62 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100 .
: 90 1| —e—S \ ﬂ
temps (min) pH ” \
33 1,87 80 1 ——R ¥
34 2,01 70 -
35 195 | g 60 -
(]
36 711 | 5 50
37 834 | 40 |
38 8,43 30 |
o ow| 2 *
53 9,11 101 ] U
58 9,53 0 ‘ ‘ ‘ ‘
63 9.86 20 30 40 ¢ (min) 50 60 70
min
1600000 12
1400000 S
| R \ /&’\/ T 10
1200000 - oH
> 1000000 - I
7]
S 800000 - 6
S 600000 - A
<L T
400000 A
200000 [ U \ + 2
0 T T T T 0
20 30 40 50 60 70
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 84 Sistema: MIBK+TFA 10mMWNH,OH 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 1 Vol. f. estacionaria: 145 mL Pressio: 71 bar
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1200 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
37 0 0 0 0 0 0
38 73,04 26,96 46,08 2618994 966707 3585701
39 85,63 14,37 71,26 3442716 577854 4020570
40 73,73 26,27 47 47 4487664 1598721 6086385
41 73,07 26,93 46,13 2803848 1033585 3837433
42 81,91 18,09 63,81 2633505 581722 3215227
44 65,49 34,51 30,98 2610970 1375818 3986788
46 65,88 34,12 31,77 1737850 899894 2637744
48 60,28 39,72 20,56 1673630 1102863 2776493
50 27,72 72,28 -44,56 788621 2056320 2844941
52 39,33 60,67 -21,35 969417 1495707 2465124
55 37,99 62,01 -24,01 1386231 2262328 3648559
58 26,07 73,93 -47 87 862339 2445792 3308131
61 53,54 46,46 7,08 1170340 1015562 2185902
65 52,37 47,63 4,74 194515 176893 371408
69 48,85 51,15 -2,29 96022 100530 196552
73 88,19 11,81 76,38 82513 11048 93561
77 65,23 34,77 30,47 65649 34986 100635
100
90 1/——S
80 H—-—R R o f\
] gy, \
S 60 -
& 50 -
X 40
30 -
20 -
10 -
0 T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
t (min)
5000000

4500000 {|—*—S »
4000000 {——R J l
3500000

S
23000000 -
S 2500000
§ 2000000 \ 0
2 S VAVARR!
< 1500000 " v
1000000 - \/\)\/\)\
500000 \
0 T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 85 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,O+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 2 Vol. f. estacionaria: 157 mL Pressié: 77 bar
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
41 0,00 0,00 0,00 0 0 0
42 62,56 37,44 25,12 72987 43683 116670
43 78,47 21,53 56,94 394947 108349 503296
44 73,69 26,31 47,37 123637 44153 167790
45 42,25 57,75 -15,49 201808 275804 477612
46 28,69 71,31 -42,63 144057 358130 502187
47 4494 55,06 -10,13 248211 304150 552361
48 62,19 37,81 24,38 44986 27349 72335
49 49,48 50,52 -1,04 22703 23179 45882
56 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 ——R|
temps pH 80,00 ——S
39 1085 | 7000 -
40 108 | 6000 -
41 109 |8 0
42 1059 |5 "
43 7,82 | 40,00
44 7,47 30,00 4
45 6,74 20,00
46 6,65 10,00
47 1,23 0,00 | ‘ w
48 1,14
! 30 35 .+ 40 45 50
58 1,01 t (min)
450000 12
400000 — ——R |
| s [ 10
350000 “ /' e
S 300000 —PH|l g
£ 250000 |
< + 6
< 200000 -
£ 150000 14
100000 -
12
50000 -|
0 T T T N\‘ 0
30 35 40 45 50 55 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 86 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,0+HCI 2,5mM UV: 254nm (CPC)
Selector: 2 Vol. f. estacionaria: 151 mL Pressié: 77 bar
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccioé: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
527 #DIvol | #DIvVol T #DIVIO! 0 0 0
53 100,00 0,00 100,00 292263 0 292263
54 100,00 0,00 100,00 191794 0 191794
55 81,56 18,44 63,13 159851 36130 195981
56 79,94 20,06 59,88 118054 29624 147678
58 49,00 51,00 -2,00 87115 90666 177781
60 38,57 61,43 -22,85 56188 89473 145661
62 18,23 81,77 -63,54 42797 191984 234781
63 15,02 84,98 -69,96 42297 239304 281601
64 16,88 83,12 -66,23 58152 286252 344404
66 50,61 49,39 1,22 60591 59135 119726
68 53,04 46,96 6,09 31429 27822 59251
70 52,95 47,05 5,90 32369 28763 61132
75 57,95 42,05 15,91 18097 13130 31227
100,00 -\
temps oH 90,00 1/ ——R -
51 11,61 80,00 H—w—S \ / \
52 10,98 70,00
53 6,71 « 60,00 -
55 7,02 ,g 50,00 -
57 694 | = 4000 -
o eer| 09
63 6,79 20,00
64 5,58 10,00 ]
65 2,87 0,00 \ \ \ \ \
67 2,65 20 30 40 50 60 70 80
71 276 t (min)
75 2,69
350000 14
—e—R
300000 —+ 12
—e—3S ﬁ
g 250000 pH \ /\ 10
é 200000 8
o 150000 + — 6
g
< 100000 4
50000 - - 2
0 \ ‘ ‘ ‘ ‘ 0
20 30 40 50 60 70 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 87 Sistema: MTBE+DEA 10mMMH,O+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 2 Vol. f. estacionaria: 149 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Propranolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) Al A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
50 #DIVI0! | #DIVO! | #DIVIO! 0 0 0
52 51,38 48,62 2,76 22557029 21344360 43901389
53 51,41 48,59 2,83 67368840 63662640 131031480
54 51,23 48,77 2,47 71455591 68011003 139466594
55 50,42 49,58 0,85 68055013 66909492 134964505
57 50,35 49,65 0,70 64376727 63477653 127854380
59 49,89 50,11 -0,22 69143727 69450590 138594317
63 50,29 49,71 0,58 68204304 67415251 135619555
65 50,11 49,89 0,21 65993971 65715781 131709752
67 50,03 49,97 0,06 61259576 61182950 122442526
68 50,66 49,34 1,33 2604806 2536605 5141411
70 50,79 49,21 1,59 1433904 1389101 2823005
75 50,79 49,21 1,57 631158 611588 1242746
82 49,48 50,52 -1,05 288281 294389 582670
100,00
temps pH 90,00 j ——R
29 1114 80,00 +{—»—S
52 10,48 70,00 +
53 8,26 | ¢ 60,00
54 8,3 ,% 50,00 - %590 —0-0 00 8—8—¢
55 8 | 40,00 4
w1 o
63 7,63 20,00 -
64 5,92 10,00 +
65 5,57 0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
67 3,53 20 30 40 50 60 70 80 90
69 2,7 t (min)
71 2,58
75 2,6 80000000 12
88 257 | 70000000 L 8 S
—-—S + 10
_ 60000000 —pH
3 50000000 - \——\ T8
[72]
S 40000000 6
E 30000000 - \
< + 4
20000000 + \
10000000 - T2
0 ‘ ‘ 4 ‘ Lﬁ *— 0
20 30 40 50 60 70 80 90
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 88
Selector: 2

Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol)
Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE+TFA 10mMWNH,OH 10mM
Vol. f. estacionaria: 134 mL

Volum d' injeccié: 2,4 mL

Revolucions: 1100 rpm

UV:254nm (CPC)

Pressio: 77 bar
Mode: descendent

temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
49 59,82 40,18 19,64 3549 2384 5933
50 58,64 41,36 17,27 465286 328233 793519
51 93,13 6,87 86,26 14549964 1073085 15623049
52 98,22 1,78 96,44 16307258 295451 16602709
53 89,16 10,84 78,31 3527402 429019 3956421
54 2,77 97,23 -94 47 230040 8085174 8315214
55 1,16 98,84 -97,68 177495 15099417 15276912
56 13,66 86,34 -72,67 761375 4810587 5571962
57 41,61 58,39 -16,77 2733606 3835457 6569063
58 39,64 60,36 -20,71 1070516 1629742 2700258
59 37,27 62,73 -2547 624941 1052003 1676944
60 37,13 62,87 -25,75 29382 49761 79143
62 45,37 54,63 -9,27 17952 21619 39571
64 44,69 55,31 -10,63 9907 12263 22170
67 44,08 55,92 -11,85 4936 6263 11199
100,00
90,00 1. ——S AN
temps pH 80,00 ——R l T‘ *
48 1,96 20,00 |
49 1,97 60’00 l \
50 198 | g 0 .4 R N
51 568 |.& 50,00
X
52 7,38 40,00 o PNl
53 7,84 30,00 -
54 7,95 20,00 -
55 8,62 10,00 -
56 9,97
57 104 0,00 ‘ ‘ ‘
58 10,44 30 40 50 60 70
59 10,51 t (min)
60 10,53
63 10,43 18000000 12
68 10,51 16000000 -] —*—S » o
14000000 | R oy 1
— e pH
S 12000000 P { \ M 8
£ 10000000 +
© -6
; 8000000 -|
()
. 6000000 - 4
4000000 )
2000000 - m 1
0 T T —o—o o 0
30 40 50 60 70
t (min)

376



Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 89 Sistema: MTBE+TFA 10mMNH,OH 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 2 Vol. f. estacionaria: 143 mL Pressio: 78 bar
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injecci6é: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
52 100,00 0,00 100,00 9844 0 9844
53 60,76 39,24 21,51 755642 488102 1243744
54 100,00 0,00 100,00 15684528 0 15684528
55 100,00 0,00 100,00 15966177 0 15966177
56 100,00 0,00 100,00 13805444 0 13805444
57 100,00 0,00 100,00 9002495 0 9002495
58 100,00 0,00 100,00 7346261 0 7346261
59 90,21 9,79 80,42 5910098 641505 6551603
60 60,83 39,17 21,65 2110224 1359013 3469237
61 15,71 84,29 -68,57 855223 4586914 5442137
62 2,54 97,46 -94.92 192312 7374464 7566776
63 0,93 99,07 -98,13 140744 14921802 15062546
64 0,54 99,46 -98,91 105701 19313139 19418840
65 0,58 99,42 -98,84 105225 18114225 18219450
66 41,49 58,51 -17,03 2804069 3954979 6759048
67 4412 55,88 -11,75 818678 1036684 1855362
70 44,96 55,04 -10,08 329524 403377 732901
74 46,01 53,99 -7,98 133277 156407 289684
100,00 ¢ gooe
temps pH 90,00 ——3S X ] \ m
53 21
54 7,15 70,00 -
55 75 « 60,00
56 774 | § 50,00 e
57 794 |2 4000 o
7 1]
59 7,81 20,00 -
60 7,94
61 79 10,00 -
62 7,86 0,00 w —é—deees w
63 7,92 30 40 50 60 70 80
64 7,87 t(min)
65 8,52
66 10,03 12
67 10,08 20000000 || ——S
68 10,16 e R [v/ 410
69 10,17 | _ 16000000 + _—pH )
72 10,35 |3 T8
l":; 12000000 - le
(5]
' g 8000000 - 14
4000000 - J )
0 ‘ ‘ -L--- ‘ : 0
30 40 50 60 70 80
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 90 Sistema: MTBE+TFA10mMNH,OH 2,5mM  UV:254nm (CPC)
Selector: 2 Vol. f. estacionaria: 157 mL Pressio: 75 bar
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injecci6é: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
55 100,00 0,00 100,00 12082 0 12082
56 82,17 17,83 64,35 2560713 555547 3116260
58 98,21 1,79 96,42 4320618 78772 4399390
60 94,59 5,41 89,18 3638084 208055 3846139
63 96,31 3,69 92,62 2903762 111300 3015062
66 85,44 14,56 70,89 1503998 256213 1760211
69 34,75 65,25 -30,50 471397 885185 1356582
72 4,66 95,34 -90,68 151280 3094563 3245843
75 2,98 97,02 -94,05 131445 4285074 4416519
76 2,24 97,76 -95,52 133943 5844746 5978689
77 3,04 96,96 -93,93 119647 3821881 3941528
78 35,30 64,70 -29,40 919803 1685994 2605797
80 4542 54,58 -9,15 473751 569214 1042965
82 47,54 52,46 -4,93 346325 382222 728547
84 46,54 53,46 -6,92 205274 235791 441065
100,00 .
temps pH 90,00 1 ——S T M /
55 1,95 80,00 -/ ——R V \ / \
56 6,23 70,00 \ / \
57 7,14 \ f \
58 73 |8 60,00 v \\.,.
59 736 | 50,00 I o~
60 736/ | S 40,00
61 7.4 30,00 /\ f
62 7,41 20,00 |
64 7,41 10,00 -
66 7,48
69 745 0,00 ‘ ‘ - ‘ ‘ ‘
71 7.51 30 40 50 ) 60 70 80 90
74 747 t (min)
76 7,53
77 8,68 6000000 12
78 9,35 ——S H
79 9,66 5000000 { —»—R 10
o 2 S 4000000 || " 18
>
8
‘© 3000000 6
: \
< 2000000 4
1000000 - + 2
0 : : . ‘ ‘ 0
30 40 50 60 70 80 90
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 91 Sistema: MTBE+TFA 10mM/NH,OH 2,5mM  UV:254nm (CPC)
Selector: 2 Vol. f. estacionaria: 142 mL Pressio: 76 bar
Racémic: Warfarina 100 mg (0,32 mmol) Volum d' injeccié: 5,0 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
507 #DIV0! | #DNO! | #DIvio! 0 0 0
53 97,37 2,63 94,73 7706548 208404 7914952
54 96,54 3,46 93,08 9585090 343385 9928475
55 94,01 5,99 88,02 12489718 795943 13285661
58 95,23 4,77 90,46 9933296 497364 10430660
61 95,58 4,42 91,17 5814515 268647 6083162
64 89,92 10,08 79,84 3751324 420498 4171822
67 64,61 35,39 29,22 1265102 692988 1958090
70 16,41 83,59 67,18 527727 2688376 3216103
73 1,67 98,33 -96,65 121641 7149282 7270923
77 1,36 98,64 97,27 135766 9818342 9954108
79 0,66 99,34 98,67 83011 12442360 12525371
80 1,09 98,91 97,82 136213 12372749 12508962
82 4559 54,41 -8,82 2622311 3129687 5751998
84 48,90 51,10 -2,20 2245142 2346194 4591336
89 4949 50,51 -1,02 1870137 1908742 3778879
94 50,05 49,95 0,10 1446317 1443309 2889626
100,00
90,00 || —*—S hada N |
temps pH 80,00 - R A\
47 23 70,00 \ / \
52 218 | 60,00 -
53 7,68 g 50,00
54 794 | e
55 g | 40,00 -
56 7,93 30,00 -
57 7,88 20,00 -
62 7,89 10,00 A
67 7,88 0.00 | | | ‘ | T |
72 7,99 20 30 40 50 60 70 80 90 100
77 7,94 t (min)
78 7,86
79 7,86
80 8.97 14000000 S 12
81 9.77 12000000 1 o 1 10
82 10,01 ——R \ / X_
87 10,02 | — 10000000 -} pH
92 1002 |3 18
@ 8000000 -
J 16
3 6000000 |
< 4000000 - 4
2000000 | T2
0 : : g 0
20 40 60 80 100
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 92 Sistema: MTBE+TFA10mMNH,OH 2,5mM |UV:254nm (CPC)
Selector: 2 Vol. f. estacionaria: 130 mL Pressio: 75 bar
Racémic: Warfarina 150 mg (0,48 mmol) Volum d' injeccié: 7,5 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) Al A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
51 54,93 45,07 9,85 60962 50025 110987
53 100,00 0,00 100,00 17883 0 17883
54 78,95 21,05 57,90 1904536 507775 2412311
55 77,73 22,27 55,46 3160680 905638 4066318
56 80,60 19,40 61,19 4032073 970742 5002815
58 95,45 4,55 90,89 4285556 204429 4489985
60 93,95 6,05 87,89 3808965 245497 4054462
65 83,86 16,14 67,73 2938798 565468 3504266
70 82,77 17,23 65,53 1902726 396176 2298902
75 72,55 27,45 45,09 1485927 562341 2048268
80 67,62 32,38 35,24 1620015 775728 2395743
85 63,36 36,64 26,71 1615249 934224 2549473
90 59,28 40,72 18,56 1696523 1165322 2861845
95 62,17 37,83 24,35 1069902 650910 1720812
100 57,32 42,68 14,64 1682642 1252924 2935566
105 58,02 41,98 16,05 996887 721154 1718041
110 52,01 47,99 4,01 1252350 1155687 2408037
115 48,18 51,82 -3,65 674109 725143 1399252
120 42,72 57,28 -14,56 829923 1112775 1942698
125 30,76 69,24 -38,47 465789 1048272 1514061
130 24,80 75,20 -50,40 551414 1671898 2223312
135 7,05 92,95 -85,89 197089 2596882 2793971
140 3,39 96,61 -93,23 164187 4685312 4849499
143 3,58 96,42 -92,84 231660 6237069 6468729
144 9,76 90,24 -80,48 510598 4720817 5231415
145 21,15 78,85 -57,70 468319 1745866 2214185
150 47,75 52,25 -4,51 564663 617989 1182652
155 50,41 49,59 0,82 439027 431844 870871
165 54,35 45,65 8,71 287720 241634 529354
175 53,53 46,47 7,07 321442 278998 600440
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 92 Sistema: MTBE+TFA10mMNH,OH 2,5mM  UV:254nm (CPC)
Selector: 2 Vol. f. estacionaria: 130 mL Pressioé: 75 bar
Racémic: Warfarina 150 mg (0,48 mmol) Volum d' injeccio: 7,5 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps oH 100,00
51 249 90,00 —*—S A\ 1
53 2,46 80,00 +{——R ,l \‘\ / \
54 4,37 70,00 -
sl sa |5 %] 4 .
: 5 50,00
57 829 | 40,00 - .
58 8,21 *
60 8,22 30,00 -
66 8,26 20,00 1
71 8,24 10,00 -
76 8,31 0.00 S e | | | ‘ |
81 8,25 20 40 60 80 100 120 140 160
86 8,16 t (min)
96 8,24
106 8,26
111 8.26 7000000
116 8.4 6000000 -
121 8,26
126 8,17 | _ 5000000 -
131 827 |3
136 833 | @ 4000000 -
141 822 | T 3000000 -
142 8,68 o
144 909 | 2000000 -
145 10,05
126 103 1000000 |
151 10,43 0 | ‘ | | | ‘ i
161 10,58 20 40 60 80 100 120 140 160
172 10,63 t (min)
175 10,66
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 93 Sistema: MTBE+DEA 10mMMH,O+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Vol. f. estacionaria: 154 mL Pressio: 76 bar
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
40 0 0 0 0 0 0
41 100,00 0,00 100,00 85303 0 85303
42 100,00 0,00 100,00 2958981 0 2958981
43 100,00 0,00 100,00 1325981 0 1325981
44 90,24 9,76 80,48 361810 39124 400934
45 24,64 75,36 -50,71 192464 588500 780964
46 20,96 79,04 -58,07 271111 1022185 1293296
47 8,85 91,15 -82,31 128957 1328755 1457712
48 27,46 72,54 -45,08 159040 420155 579195
49 34,15 65,85 -31,69 79422 153116 232538
52 43,94 56,06 -12,11 65530 83593 149123
55 41,02 58,98 -17,97 33615 48339 81954
59 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00 >og
temps pH 90,00 | ——R \ A
40 11,03 80,00 — ——3S ‘ /
41 10,69 70,00
o sor 300
46 7:64 i 50,00
47 529 |° 4000 A
48 2,07 30,00 -
49 1,86 20,00
51 1,97 10,00 -
59 2,04 0,00 ‘ oo ‘
20 30 40 50 60
t (min)
3500000 12
——R N
3000000 || o n 1 10
. 2500000 pH
> h + 8
=)
2 2000000
c + 6
o 1500000 -
e
< 1000000 - T4
500000 - T2
0 ‘ odee ‘ 0
20 30 40 50 60
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 94 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,O+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Vol. f. estacionaria: 150 mL Pressi6: 75 bar
Racémic: Pindolol 80 mg (0,32 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
41 0 0 0 0 0 0
42 100,00 0,00 100,00 3336298 0 3336298
43 97,28 2,72 94,55 3069990 85929 3155919
44 100,00 0,00 100,00 1089412 0 1089412
45 87,17 12,83 74,35 668788 98403 767191
47 46,61 53,39 -6,79 203574 233218 436792
48 21,09 78,91 -57,82 93473 349773 443246
49 7,76 92,24 -84,48 38818 461463 500281
50 14,74 85,26 -70,53 147388 852863 1000251
51 6,16 93,84 -87,68 51216 780092 831308
52 0,00 100,00 -100,00 0 785220 785220
53 1,81 98,19 -96,39 20431 1110963 1131394
56 45,26 54,74 -9,49 185244 224079 409323
59 48,69 51,31 -2,63 113712 119844 233556
62 44,66 55,34 -10,69 124201 153919 278120
67 36,65 63,35 -26,69 61881 106946 168827
77 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00
90,00 -|——R MUY
temps pH 80,00 || ——S \ /V \
37 10,25 70,00 |
40 10,26 o 60,00
41 101 | o
42 778 | ® 50,00
44 7,74 |° 40,00
49 7,51 30,00
50 7,31 20,00
A NaLY.
56 243 0.00 ‘ ‘ ‘ ‘
66 236 20 30 40 _ 50 60 70
t (min)
3500000
—e—R
3000000 -
—.—S
. 2500000 pH
3
@ 2000000 -
)
Té' 1500000 -
< 1000000 -
500000 -
0 T
20 30
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 95 Sistema: MTBE+DEA 10mMMH,O+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Vol. f. estacionaria: 145 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Pindolol 160 mg (0,64 mmol) Volum d' injeccié: 5,0 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
A1 A2 Area 1 Area 2 E1+E2
temps (min) (%) (%) (ee) (UV*sec) (UV*sec)
45 0 0 0 0 0 0
46 100,00 0,00 100,00 2920582 0 2920582
47 100,00 0,00 100,00 2255655 0 2255655
48 100,00 0,00 100,00 1334009 0 1334009
50 100,00 0,00 100,00 641470 0 641470
52 100,00 0,00 100,00 377303 0 377303
55 70,14 29,86 40,28 170583 72628 243211
58 67,81 32,19 35,62 146655 69625 216280
59 59,41 40,59 18,82 113525 77560 191085
60 62,35 37,65 24,71 128007 77286 205293
61 65,60 34,40 31,20 119054 62430 181484
64 53,63 46,37 7,25 91225 78890 170115
67 37,60 62,40 -24,80 49659 82415 132074
70 15,60 84,40 -68,81 56614 306380 362994
72 17,40 82,60 -65,20 113061 536806 649867
74 0,00 100,00 -100,00 0 484441 484441
76 14,62 85,38 -70,76 190651 1113226 1303877
78 9,43 90,57 -81,15 121986 1172047 1294033
80 37,15 62,85 -25,71 187341 316986 504327
82 55,63 4437 11,25 143882 114774 258656
84 53,24 46,76 6,49 133457 117199 250656
94 61,33 38,67 22,67 64417 40611 105028
104 63,48 36,52 26,95 27466 15804 43270
100,00 -
90,00 |——R \ ﬂ P
80,00 {——S \ fJ
temps pH 70,00 +
41 113 | g 60,00~
44 11,3 |& 50,00 -
45 10,97 | 40,00 -
46 8,43 30,00
47 8,39 20,00
51 8,04 10,00 -
61 7’8 0,00 T -6 T Ad T T
;; ;;; 20 40 60 t(min) 80 100 120
78 7,51 12
79 3,63 3000000 —e—R [
80 44 110
81 2,41 2500000 ——S
83 233 | —PH|| 4
93 2,31 5 2000000 4
2
= 1500000 - 16
3
< 1000000 - T4
500000 - + 2
0 T i T T —0 0
20 40 60 t (min) 80 100 120
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

Assaig n°: 96 Sistema: MTBE+DEA 10mM/H,O+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Vol. f. estacionaria: 155 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Pindolol 200 mg (0,80 mmol) Volum d' injeccié: 5,0 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
42 0 0 0 0 0 0
43 100,00 0,00 100,00 1477547 0 1477547
44 100,00 0,00 100,00 3903521 0 3903521
45 100,00 0,00 100,00 4673555 0 4673555
46 100,00 0,00 100,00 4572486 0 4572486
47 100,00 0,00 100,00 2123073 0 2123073
48 100,00 0,00 100,00 1090955 0 1090955
50 100,00 0,00 100,00 392589 0 392589
55 77,95 22,05 55,90 165090 46702 211792
60 52,56 47 44 513 159508 143942 303450
65 48,22 51,78 -3,56 226335 243065 469400
70 29,76 70,24 -40,48 172048 406113 578161
75 15,97 84,03 -68,05 91051 478973 570024
78 3,03 96,97 -93,94 23668 757704 781372
80 1,78 98,22 -96,43 16355 900996 917351
82 0,48 99,52 -99,05 5420 1134967 1140387
84 2,34 97,66 -95,32 38091 1589589 1627680
86 39,13 60,87 -21,74 265710 413296 679006
88 4234 57,66 -15,32 281934 383959 665893
90 44 11 55,89 -11,78 230547 292094 522641
95 47,88 52,12 -4,25 199979 217727 417706
105 46,18 53,82 -7,63 136506 159068 295574
115 48,32 51,68 -3,37 86418 92437 178855
125 4557 54,43 -8,86 58402 69758 128160
135 45,95 54,05 -8,10 53469 62890 116359
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

Assaig n°: 96 Sistema: MTBE+DEA 10mMMH,O+HCI 5mM |UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Vol. f. estacionaria: 155 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Pindolol 200 mg (0,80 mmol) Volum d' injeccié: 5,0 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps pH
35 10,59 100,00
43 9,77 90,00 —\ ﬂ ——R]|
45 8,26 80,00 \ / \ ——3S ||
::’, 8'2; 70,00 -
67 786 | 3 60,00 4
70 779 |® 50,00
75 7,69 | 40,00 -
80 7.6 30,00
82 5,87 20,00
83 6,12 10,00 -
84 5,66 0,00 — ‘ ‘ ‘ ‘
85 267 30 50 70 90 110 130
88 24 t (min)
105 2,3
108 2,2
118 221 5000000 12
4500000 ——R |
4000000 | ——8 |+ 10
< 3500000 —pHp g
a 3000000
S 2500000 - 16
@ 2000000 -
< 1500000 T4
1000000 - 1,
500000 -
0 J— = SeWa —e—- 0
30 50 70 90 110
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 97 Sistema: MTBE+DEA 10mM/H,O+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Volum de fase estacionaria: 145 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Pindolol 240 mg (0,96 mmol) Volum d' injeccié: 5,0 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
41 0 0 0 0 0 0
42 100,00 0,00 100,00 20646 0 20646
43 99,00 1,00 98,00 3881543 39233 3920776
44 99,48 0,52 98,97 3263180 16907 3280087
45 100,00 0,00 100,00 1721678 0 1721678
46 95,73 4,27 91,46 932547 41599 974146
47 78,65 21,35 57,31 839080 227736 1066816
50 63,42 36,58 26,85 420533 242524 663057
53 56,67 43,33 13,34 311052 237828 548880
56 52,50 47,50 5,00 248972 225256 474228
59 53,54 46,46 7,07 304003 263853 567856
62 50,24 49,76 0,48 198523 196644 395167
65 52,47 47,53 4,94 199985 181172 381157
68 53,01 46,99 6,02 207577 184016 391593
4l 47,95 52,05 -4,11 184833 200659 385492
74 38,76 61,24 -22,49 158463 250419 408882
77 26,80 73,20 -46,40 118407 323391 441798
80 2,68 97,32 -94,65 12034 437416 449450
83 11,22 88,78 -77,56 80624 638027 718651
86 5,46 94,54 -89,08 52101 902292 954393
89 40,71 59,29 -18,57 338937 493569 832506
92 45,39 54,61 -9,22 328655 395436 724091
95 47,28 52,72 -5,43 297295 331456 628751
105 49,34 50,66 -1,32 206682 212226 418908
115 49,79 50,21 -0,42 177918 179422 357340
125 48,59 51,41 -2,82 119088 125994 245082
135 50,00 50,00 0,00 95208 95199 190407
155 48,38 51,62 -3,24 77881 83102 160983
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 97 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,O+HCI 5mM |UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Volum de fase estacionaria: 145 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Pindolol 240 mg (0,96 mmol) Volum d' injeccio: 5,0 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
40 10,38 90,00 Val ——R|]
42 10,38 80,00 \ / \ ——S ||
44 8,34 70,00 |
45 7.9 60,00
(5] )
46 7.8
47 733 ,% 50,00 M /\'\*/ﬁ —p——o—
! X
57 7,61 40,00
67 7,63 30,00 A
77 7,61 20,00 -
80 6,32 10,00
L g e
6’66 30 50 70 90 110 130
85 ' t (min)
86 6,87
87 6,87
88 282 4000000 12
—e—R
90 2,35 3500000 i
92 2,37 ——S§ |1 10
97 238 | _ 3000000 oH .
105 238 |3 2500000 - T
117 249 | 8
® 2000000 - -~ 6
©
@ 1500000 -
< + 4
1000000 -
500000 - T2
0 : ‘ : ‘ "o
30 50 70 90 110
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 98 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,O+HCI 10mM UV: 254nm (CPC)
Selector: 13 Vol. f. estacionaria: 150 mL Pressi6: 76 bar
Racémic: Propranolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injecci6: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
39 0 0 0 0 0 0
40 51,84 48,16 3,69 131367083 | 122027399 | 253394482
41 54,72 45,28 9,44 114220217 94514784 208735001
42 49,85 50,15 -0,29 105826047 | 106449001 @ 212275048
43 46,06 53,94 -7,87 96965033 113536824 210501857
44 42,81 57,19 -14,38 89517585 119581380 209098965
45 44,03 55,97 -11,94 13847389 17602911 31450300
46 44 .46 55,54 -11,07 2441321 3049353 5490674
47 4443 55,57 -11,14 1345627 1683031 3028658
48 43,96 56,04 -12,07 974914 1242567 2217481
49 46,23 53,77 -7,54 749031 871232 1620263
50 45,50 54,50 -9,01 768547 920700 1689247
54 45,10 54,90 -9,80 542689 660594 1203283
58 46,54 53,46 -6,92 124533 143060 267593
61 49,47 50,53 -1,07 104477 106733 211210
100,00
temps pH 90,00 ——Rl
37 10,85 —»—8S
39 10,83 80,00 |
40 8,38 70,00 +
42 791 | ¢ 60,00
45 191 | 40,00 -
46 2,01
49 1,83 30,00 -
59 1,89 20,00
10,00
0,00 ‘ ‘ ‘
30 40 t(min) 50 60 70
140000000 12
1 ——R
120000000 /\\ —»—S [+ 10
100000000 ——pH
s - 8
z 80000000 -
© + 6
® 60000000 -
< 40000000 - T4
20000000 T, T2
0 J ‘ L . o—ro 0
30 40 t(min) 50 60 70
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 99 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,O+HCI 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Vol. f. estacionaria: 145 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Propranolol 41,5 mg (0,16 mmol) Volum d' injecci6: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
44 0 0 0 66021 21078 87099
45 53,49 46,51 6,98 76704047 66693792 143397839
46 52,57 47,43 515 71066277 64105314 135171591
47 50,93 49,07 1,86 61488982 59245995 120734977
48 50,00 50,00 0,01 61419563 61410445 122830008
50 48,50 51,50 -3,00 65738262 69810381 135548643
51 47,03 52,97 -5,94 58801696 66233325 125035021
52 45,71 54,29 -8,58 71295254 84680104 155975358
53 43,67 56,33 -12,67 63882405 82414573 146296978
54 43,76 56,24 -12,48 2198747 2825573 5024320
55 44,20 55,80 -11,61 744607 940167 1684774
58 45,83 54,17 -8,34 281237 332391 613628
63 48,34 51,66 -3,32 108178 115605 223783
73 49,89 50,11 -0,21 27684 27802 55486
83 54,11 45,89 8,23 31775 26944 58719
100,00
temps pH 90,00 ——R]
35 10,88 80,00 ——3S ||
39 10,77
41 10,76 70,00 4
44 10,61 s 60,00 -
45 783 |5 50,00 - :).4"":>>.<:
47 7,78 e\° 40’00 i
49 7,49
52 7,24 3000 1
53 3,79 20,00
54 1,92 10,00
57 1,97 0100 T T T T T
67 1,82
' 30 40 50 in) 60 70 80 90
77 1,88 t (min)
90000000 12
80000000 —_— I ——R
T\ / —o—S 10
70000000 P | H
i —
S 60000000 - + 8
>
£ 50000000 -
s + 6
< 40000000 -
o
< 30000000 4
20000000 - \
+ 2
10000000 -
0 T T — - 0
30 40 t(min) 50 60 70
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 100 Sistema: MTBE+TFA10mMNH,OH 5mM UV:254nm (CPC)
Selector: 13 Vol. f. estacionaria: 150 mL Pressio: 78 bar
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
50 0 0 0 0 0 0
51 64,06 35,94 28,12 3326191 1866290 5192481
52 100,00 0,00 100,00 9550380 0 9550380
53 99,39 0,61 98,78 7517931 46015 7563946
54 91,16 8,84 82,32 5503541 533526 6037067
56 60,95 39,05 21,91 1460013 935234 2395247
58 5,64 94,36 -88,72 266844 4464382 4731226
59 2,21 97,79 -95,59 158656 7034698 7193354
60 1,94 98,06 -96,11 166671 8408612 8575283
61 48,69 51,31 -2,62 1665562 1755124 3420686
64 49,80 50,20 -0,41 98317 99121 197438
67 48,39 51,61 -3,21 49896 53207 103103
77 0,00 0,00 0,00 0 0 0
100,00 7“.\ ﬂ
temps pH 90,00 + —*—S
49 1,68 80,00 | —— R l \ / |
50 1,65 70,00
51 1,98
52 734 | g 6000 -
54 6,78 |.& 50,00 —2
57 751 | & 40,00 A
59 7,38 30,00
60 8,37
62 9,83 20,00 -
64 9,88 10,00 -
69 9,8 0,00 ‘ \ \
89 9,89 30 40 t(min)50 60 70
10000000 12
9000000 | —*—3S A
——R {\ R + 10
8000000 -+ * jyl —
_ 7000000 - —PH
> + 8
a 6000000 -
S 5000000 - L6
8 4000000
< 3000000 - T4
2000000 - 1,
1000000 -
0 T b T . 0
30 40 ¢(min) 50 60 70
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 101 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,0+HCI 5mM UV: 254nm (CPC)
Selector: 14 Vol. f. estacionaria: 152 mL Pressio: 78 bar
Racémic: Pindolol 40 mg (0,16 mmol) Volum d' injeccié: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area 1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
42 0 0 0 0 0 0
43 0,00 0,00 0,00 0 0 0
44 100,00 0,00 100,00 920681 0 920681
45 100,00 0,00 100,00 4450358 0 4450358
46 100,00 0,00 100,00 2932624 0 2932624
47 87,69 12,31 75,39 770790 108158 878948
48 19,63 80,37 -60,73 128360 525441 653801
49 1,62 98,38 -96,75 20621 1249149 1269770
50 0,77 99,23 -98,45 15586 2000034 2015620
51 12,20 87,80 -75,59 332229 2390200 2722429
52 26,24 73,76 -47,52 234300 658611 892911
53 27,40 72,60 -45,21 134357 356051 490408
54 32,28 67,72 -35,45 134974 283201 418175
57 28,59 71,41 -42,82 76136 190175 266311
59 47,73 52,27 -4.55 72912 79861 152773
64 35,87 64,13 -28,26 53035 94813 147848
100,00 ooa
90,00 {—*R AWA
80,00 | S 1A
temps pH 70,00 - \\/\
39 10,32
41 1041 | 3 60.00 \'//.
44 961 |® 50,00
45 8,03 | = 40,00 / <
46 7,98 30,00 At
49 7,85 20,00 / K fJ
50 779 oo /
51 3,3
52 2,55 0,00 r—ees—4 ‘
54 2,49 30 40  t(min) 50 60 70
64 24
74 2,38 5000000 12
——R
4000000 /\n ——S (10
R pH
s <8
a 3000000 +
s 16
@ 2000000 -
< -4
1000000 ] ' 1,
0 T eses -y T 0
30 40 ¢(min) 50 60 70
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 102 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,0+HCI 5mM UV: 254nm (CPC)
Selector: 14 Vol. f. estacionaria: 152 mL Pressio: 73 bar
Racémic: Pindolol 200 mg (0,80 mmol) Volum d' injecci6: 4,8 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
A1 A2 Area 1 Area 2 E1+E2
temps (min) (%) (%) (ee) (UV*sec) (UV*sec)
43 0 0 0 0 0 0
44 100,00 0,00 100,00 3224541 0 3224541
45 100,00 0,00 100,00 7014779 0 7014779
46 100,00 0,00 100,00 5244970 0 5244970
48 100,00 0,00 100,00 2056430 0 2056430
50 100,00 0,00 100,00 613344 0 613344
54 100,00 0,00 100,00 279089 0 279089
58 49,89 50,11 -0,23 185562 186400 371962
62 52,91 47,09 5,82 132908 118277 251185
66 45,44 54,56 -9,12 79416 95364 174780
70 19,16 80,84 -61,69 93932 396434 490366
72 1,45 98,55 -97,10 10668 725955 736623
74 2,06 97,94 -95,88 26218 1245716 1271934
76 0,00 100,00 -100,00 0 1554653 1554653
78 0,00 100,00 -100,00 0 2217152 2217152
80 28,28 71,72 -43,45 493282 1251235 1744517
82 37,32 62,68 -25,35 377438 633831 1011269
87 41,09 58,91 -17,82 345758 495736 841494
92 43,93 56,07 -12,13 227530 290351 517881
97 45,64 54,36 -8,73 204563 243691 448254
100,00 sov-o-o
temps pH 90,00 1 —*R \ /"ﬂ\
40 10,72 80,00 1| ——S \ / \
43 10,65 70,00 -
44 9,36 s 60,00 -
45 8,12 ,% 50,00 -
50 776 | e
61 796 |- 40,00 -
65 7,66 30,00 -
70 7,57 20,00
75 5,8 10,00 |
76 6,39 0,00
79 3,85 30
80 2,97
90 2,71
95 2,68 7000000
100 2,63
6000000
. 5000000
3
2 4000000 -
&
g 3000000
"< 2000000 -
1000000 -
0
30
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 103
Selector: 14

Racémic: Pindolol 240 mg (0,96 mmol)

Flux: 3mL/min

Sistema: MTBE+DEA 10mMH,0+HCI 5mM UV: 254nm (CPC)

Vol. f. estacionaria: 147 mL

Volum d' injeccié: 4,8 mL
Revolucions: 1100 rpm

Pressio: 73 bar
Mode: descendent

A1 A2 Area 1 Area 2 E1+E2
temps (min) (%) (%) (ee) (UV*sec) (UV*sec)
42 0 0 0 0 0 0
43 100,00 0,00 100,00 123,561 0 123,561
44 100,00 0,00 100,00 4002,74 0 4002,74
45 100,00 0,00 100,00 4370,2 0 4370,2
46 96,85 3,15 93,70 3139,79 102,054 3241,844
48 93,30 6,70 86,60 1219,88 87,5878 1307,4678
50 72,65 27,35 45,30 979,08 368,572 1347,652
53 67,05 32,95 34,10 437,581 215,057 652,638
57 66,37 33,63 32,74 145,032 73,4878 218,5198
61 54,94 45,06 9,89 289,376 237,296 526,672
65 56,11 43,89 12,22 316,31 247,405 563,715
69 50,50 49,50 1,00 230,808 226,256 457,064
73 41,17 58,83 -17,67 416,83 595,709 1012,539
77 19,64 80,36 -60,72 168,6 689,751 858,351
79 27,77 72,23 -44 45 373,582 971,549 1345,131
82 16,24 83,76 -67,53 226,521 1168,73 1395,251
83 15,09 84,91 -69,83 236,396 1330,62 1567,016
85 1,54 98,46 -96,92 18,9974 1216,15 1235,1474
87 38,15 61,85 -23,70 1216,44 1972,04 3188,48
89 38,33 61,67 -23,34 344,919 554,911 899,83
91 31,04 68,96 -37,92 107,704 239,261 346,965
93 31,53 68,47 -36,93 105,054 228,083 333,137
97 46,69 53,31 -6,62 372,409 425172 797,581
101 46,73 53,27 -6,54 155,252 176,979 332,231
105 51,48 48,52 2,95 147,495 139,036 286,531
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 103 Sistema: MTBE+DEA 10mMH,0+HCI 5mM UV: 254nm (CPC)
Selector: 14 Vol. f. estacionaria: 147 mL Pressio: 73 bar
Racémic: Pindolol 240 mg (0,96 mmol) Volum d' injecci6: 4,8 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm

100,00 -
9000 |—*Rl__% A
+S
80,00 1
70,00 1
temps pH
39 1035 | @ 60,00
41 10,33 | 5 50,00 - >:>< >:><:
44 8,16 | X
, 40,00
46 8,04
51 7.88 30,00 /'“/ \ W
56 743 20,00 1
66 7.19 10.00
76 73
86 713 0,00 ‘ ' w ‘ : : :
87 2,68 30 40 50 6q: (minfo 80 90 100
88 2,28
96 2,1 5000 12
106 2,03
4500
4000
3500 1
3 3000 -
4
S 2500 -
(3]
@ 2000 |
<
1500 1
1000
500
0
30 40 50 60 70 80 90 100
t (min)
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Annex II, cromatografic. Perfils d’elucio de CPC

n°: 104 Sistema: MTBE+TFA 10mMNH,OH 5mM |UV:254nm (CPC)
Selector: 14 Vol. f. estacionaria: 146 mL Pressio: 74 bar
Racémic: Warfarina 50 mg (0,16 mmol) Volum d' injecci6: 2,4 mL Mode: descendent
Flux: 3mL/min Revolucions: 1100 rpm
temps (min) A1 A2 (ee) Area1 Area 2 E1+E2
(%) (%) (UV*sec) (UV*sec)
45 0 0 0 0 0 0
46 78,71 21,29 57,42 137665 37231 174896
47 76,30 23,70 52,61 21404323 6647112 28051435
48 69,09 30,91 38,19 23524775 10522950 34047725
49 65,02 34,98 30,04 19953444 10734852 30688296
51 56,35 43,65 12,71 21234274 16446822 37681096
53 48,82 51,18 -2,36 14054695 14732730 28787425
55 39,93 60,07 -20,14 13950832 20989358 34940190
56 34,14 65,86 -31,72 12566029 24239052 36805081
57 16,59 83,41 -66,82 3135185 15762250 18897435
58 37,74 62,26 -24,52 5245411 8653452 13898863
59 47,05 52,95 -5,91 3258693 3667933 6926626
61 49,62 50,38 -0,76 1966223 1996204 3962427
63 51,28 48,72 2,57 1529936 1453334 2983270
69 51,47 48,53 2,95 1099565 1036592 2136157
79 53,33 46,67 6,65 639765 559975 1199740
100,00
temps pH 90,00 - —*—S
39 2,16 80,00 - R A
44 2,07 70,00 ‘\ H
46 2,29 o 60,00 -
47 6,82 | o 0.00
49 703 | 0007
52 744 |° 40,00 -
55 7,52 30,00
57 8,02 20,00 -
58 9.4 10,00 -
59 9,69 0.00 | | | |
o4 277 30 40 50 60 70 80
74 9,88 t (min)
94 9,9
25000000
20000000 {4
s
2 15000000 -
8
K
@ 10000000 -
<
5000000 -
0
30 40 50 t (min) 60 70
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