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La cromatografia liquida en la separacio d'enantiomers
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Ja fa més de cent cinquanta anys que Pasteur va realitzar la coneguda separacio dels cristalls del tartrat sodic amonic,” tot
marcant aixi el comencament de I'estereoquimica moderna en realitzar la primera separacid dels enantiomers d'un compost.

Durant molts anys, els procediments de cristal-litzacid dels mateixos enantiomers, o dels seus derivats, i els de resolucio

cinética, sovint utilitzant enzims, han estat els métodes més emprats en la separacid i la purificacié d'aquest tipus d'isomers.

No obstant aixo, multiples esforcos han anat encaminats a dissenyar procediments cada cop més eficients per a la separacio

d'enantiomers. Avui dia, trenta anys després dels seus inicis, la cromatografia liquida emprant fases estacionaries quirals s'ha

consolidat com la metodologia analitica més eficient de control del contingut enantioméric d'una barreja d'isobmers, aixi com
una de les més versatils per a la produccio de compostos quirals com a un sol enantiomer.

More than 150 years ago Pasteur performed the known separation of the sodium ammonium tartrate,’ thus marking the
starting point in the era of modern stereochemistry while performing the first enantioseparation. Crystallization, applied to
enantiomers or to their derivatives, and kinetic resolution procedures, often involving enzymes, have been the most used
methods in the separation and purification of this kind of isomers for long time. Nevertheless, huge efforts have been ad-
dressed to the design of more efficient procedures leading to the separation of enantiomers. Nowadays, thirty years from the
first studies on the subject, liquid chromatography using chiral stationary phases has been consolidated as the most efficient

analytical methodology to control the enantiomeric content of a mixture of isomers, and one of the most versatile procedures

for the production of chiral compounds as single enantiomers.

Introduccio

Is enantiomers sGn compostos quimics amb la
mateixa formula empirica —isomers— que guar-
den entre ells una relacid de simetria, de la ma-
teixa manera que un objecte i la seva imatge en
un mirall, tot i que no son iguals i, per tant, no
son superimposables. Son idéntics pel que fa a la
seva constitucio i propietats fisicoquimiques, i
diferents en l'orientacio tridimensional dels seus atoms i en el
comportament optic. Els compostos que poden presentar
aquesta mena d'isomeria s'anomenen quirals. Tot i que no és
una condicio exclusiva, I'existéncia de quiralitat esta tot so-
vint lligada a la preséncia d'atoms de carboni enllacats a qua-
tre substituents diferents, distribuits tridimensionalment cap
als vertexs d'un tetraedre, del qual I'atom de carboni ocupa el
centre.

Malgrat la seva semblanca, els enantiomers poden resultar re-
coneguts per les molecules diana —proteines receptores, en-
zims, acids nucleics— en actuar sobre sistemes biologics, tot
originant-se diferéncies de comportament farmacologic, far-
macocineétic o toxicologic entre els dos enantiomers. En el

1. PASTEUR, L. (1848). Ann. Chim. Phys., 24: 442.

passat, tot i el coneixement de |a seva existéncia, la preséncia
d'enantiomers en els principis actius de medicaments havia
estat majoritariament negligida. Els principis actius quirals
procedents de processos de sintesi quimica s'utilitzaven fins
fa ben poc en la seva forma racémica —barreja 1:1 dels dos
possibles enantiomers— atés I'idéntic comportament fisico-
quimic dels enantiomers i la inexisténcia de técniques gene-
rals per obtenir-los de manera aillada.

Actualment, el fenomen de la quiralitat esta plenament inte-
grat en el procés de recerca i de desenvolupament de nous
farmacs. La inherent diferéncia d'activitat que els enantio-
mers d'una nova entitat quimica (NCE, new chemical entity)
quiral poden presentar en actuar sobre els sistemes biologics? 3
ha donat lloc a la introduccid, per part de les autoritats com-
petents, d'estrictes reglamentacions al respecte. Aixi, les bar-
reges d'enantiomers es consideren barreges de compostos i,
per tant, cal aportar dades farmacologiques, farmacocinéti-
ques, toxicologiques i de metabolisme que justifiquin el des-

2. ABouL-ENEIN, H. Y.; WAINER, I. W. [ed.] (1997). The impact of stereochemistry on
drug development and use. Nova York: John Wiley and Sons. (Chemical Analysis Se-
ries; 142).

3. FrancotTE, E.; LINDNER, W. [ed.] (2006). Chirality in drug research. Wienheim: Wi-
ley-VCH. (Methods and Principles in Medicinal Chemistry; 33).
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FIGurA 1. Farmacs que, després de sortir al mercat com a barreja racémica, es co-

mercialitzen ara com a enantiomer Unic.

envolupament del nou farmac com a barreja d'enantiomers o
com a enantiomer aillat. A més, en cas de desenvolupar-se per
a la comercialitzacio una sola forma enantiomérica, 'altra
forma rep la consideracio d'impuresa.* > En aquest context,
els principals avencos en el desenvolupament de productes
enantioméricament purs s'han produit en els darrers vint o
trenta anys amb la introducci6 de noves metodologies de sin-
tesi asimetrica, conduent a la formacié majoritaria d'un sol
enantiomer, i el desenvolupament de técniques eficients per
al control analitic de la composicié enantiomerica dels com-
postos quirals. Aquests avengos han permes que la comercia-
litzacio de farmacs com a enantiomers unics s'hagi incremen-
tat significativament en els darrers anys i que la tendéncia
segueixi en aquesta linia® (figura 1).

D'entre les diverses tecnologies que s'han utilitzat per a
aquesta finalitat, la separacid directa d'enantiomers per cro-
matografia liquida (HPLC) emprant fases estacionaries quirals
(FEQ) és, en I'actualitat, el métode més popular i general per a
la separacié d'enantiomers. Enfront de la cromatografia de
gasos (CG) o de les diferents variants d'electroforesi capil-lar
(EC),” la cromatografia liquida s'ha imposat en la separacio
d'enantiomers gracies a la seva major versatilitat i

4. BRANCH, S. K. (2001). «International regulation of chiral drugs». A: SUBRAMANIAN, G.
[ed.]. Chiral separation techniques. 2a ed. Wienheim: Wiley-VCH, cap. 13.

5. International Conference on Harmonisation (ICH) (<http://www.ich.org>). Q6A:
«Test procedures and acceptance criteria for new drug substances and new drug pro-
ducts: Chemical substances».

6. CANER, H.; GRONER, E.; LEVY, L.; AGRANAT, |. (2004). Drug Discov. Today, 9: 105.

7. CHANKVETADZE, B. (1997). Capillary electrophoresis in chiral analysis. Chichester:
John Wiley and Sons.

robustesa.t L'enorme oferta de FEQ existent permet el desen-
volupament de metodes analitics eficients per a la separacid
d'analits amb pronunciades diferéncies fisicoquimiques, des
dels molt polars fins a aquells que tenen una carrega perma-
nent, o bé neutres i apolars, i amb una gran diversitat estruc-
tural. Un altre dels avantatges de I'HPLC sobre la CG o I'EC en
aquest camp ¢€s la seva capacitat per a I'escalat. Aixi, les con-
dicions utilitzades en la separacié analitica poden ser facil-
ment transformades per aconsequir una certa quantitat d'e-
nantiomers per separat. Aixo resulta molt convenient en les
primeres etapes del desenvolupament d'un nou principi actiu,
en qué es requereix fer els assaigs que han de portar a la deci-
si6 de comercialitzar un enantiomer, |'altre o la barreja. En
aquest context, I'aplicacio de la tecnologia de Ilit mobil simu-
lat (SMB, simulated moving bed), una tecnologia de procés en
continu, ha experimentat un gran desenvolupament en la
seva aplicacid a la separacié d'enantiomers, des de grams fins
a tones, a preus competitius respecte d'altres tecnologies més
classiques de separacio i, fins i tot, de les sintetiques.®

Separacio d'enantiomers

En medis isotropics convencionals, els enantiomers exhibei-
xen propietats fisicoquimiques ideéntiques i son, per tant, in-
distingibles. Cal acudir a una de les dues alternatives seglients
per tal d'aconseguir-ne la separacid. Aixi, com en el cas de la
separacio utilitzant técniques de cristal-litzacio, es poden pre-
parar derivats diastereomerics dels enantiomers per reaccio
amb compostos quirals enantiomeéricament purs. O bé, alter-
nativament, sotmetre la barreja d'enantiomers a un entorn
asimetric. Aquest ambient asimetric s'indueix per la preséncia
d'una molécula quiral que s'anomena selector quiral (SQ)
quan s'apliquen técniques de separacio cromatografiques o
relacionades. Aquesta molécula quiral és capac d'interaccio-
nar i associar-se, amb diferent estabilitat, amb els dos enan-
tiomers. La diferéncia d'estabilitat dels dos adsorbats
SQ/enantiomer és la que determina la separacio. Les estrate-
gies per a la separacid d'enantiomers que tenen present la
formacio de diasteredmers es consideren indirectes, mentre

8. MAaIer, N. M.; LINDNER, W. (2006). «Stereoselective chromatographic methods for
drug analysis». A: FRANCOTTE, E.; LINDNER, W. [ed.]. Chirality in drug research. Wien-
heim: Wiley-VCH. (Methods and Principles in Medicinal Chemistry; 33), cap. 7.

9 PerRrIN, S. R.; Nicoup, R. M. (2001). «The use of SMB for the manufacture of enan-
tiopure drug substances: From principle to cGMP compliancen. A: SUBRAMANIAN, G.
[ed.]. Chiral separation techniques. Weinheim: Wiley-VCH, cap. 10.
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FIGURA 2. Representacio esquematica del principi de reconeixement enantioselectiu.

que es parla de separacid directa dels enantiomers quan la in-
teraccio entre enantiomers i SQ és transitoria (figura 2).

La separacio indirecta d'enantiomers implica la formacio de
derivats diastereomeérics covalents entre els enantiomers i un
agent de derivatitzacié quiral sequida de la separacié per me-
todes cromatografics dels derivats formats. Un dels avantat-
ges d'aquesta aproximacio és la possibilitat d'utilitzar fases
estacionaries cromatografiques convencionals. Per a molécu-
les de dificil deteccid, aquesta alternativa resulta util, ja que
permet la incorporacid de grups cromofors per facilitar la de-
teccid o incrementar la sensibilitat d'aquesta. No obstant
aixo0, aquest métode presenta algunes limitacions. D'una ban-
da, la seva aplicacié es limita a compostos que presentin un
grup funcional derivatitzable. D'altra banda, cal assegurar que
la derivatitzacio és completa per part dels dos enantiomers i
que, en les condicions en qué es realitza, no es produeix cap
alteracio de la composicio enantiomérica de la mostra origi-
nal, fet que desvirtuaria la determinacié. Avui dia, la populari-
tat d'aquests metodes ha disminuit, ja que es consideren mas-
sa elaborats i la seva posada a punt requereix molt de temps
respecte als metodes directes.

Els metodes de separacio directa, en canvi, exploten les subtils
diferéncies energétiques existents en la formacio dels com-
plexos diastereomerics reversibles, no covalents, entre el SQ i
cadascun dels enantiomers. Aquests complexos es poden for-
mar en la fase mobil liquida, si és aqui on es troba el SQ. Aixi,
es pot realitzar la separaci6 cromatografica directa d'enantio-
mers addicionant un additiu quiral a la fase mobil i utilitzant
una fase estacionaria convencional. L'atractiu d'aquesta apro-
ximacio rau en la seva simplicitat, tot i que no esta exempta

d'inconvenients. Aixi, I'Us d'additius quirals que no siguin es-
pectroscopicament transparents pot comprometre la sensibi-
litat de la deteccid. A més, la quantificacio de I'analit no és
directa, ja que els enantiomers, que elueixen en forma d'ad-
sorbats SQ/enantiomer, poden presentar diferent resposta en-
front de la deteccid. Tot i aix0, diversos compostos quirals,
com ara les ciclodextrines, han estat emprats en la separacié
de compostos de rellevancia farmacologica.' ™

Cromatografia liquida emprant
fases estacionaries quirals

El procediment més estés per a la separacio cromatografica
d'enantiomers passa per la utilitzacio de fases estacionaries
quirals. El que s'anomena fase estaciondria quiral (FEQ) con-
sisteix en una matriu cromatografica inert que incorpora un
selector quiral (SQ) quimicament o fisica immobilitzat. Es
molt amplia la varietat de molécules i de materials quirals que
han estat utilitzats com a potencials SQ cromatografics.
Aquest esforc i interés pel desenvolupament de noves FEQ es
veu reflectit en el gran nombre de FEQ comercialitzades. En
|'actualitat se'n comercialitzen més de cent de diferents, la
qual cosa complica la feina dels cromatografistes, acostumats
al caracter general de les fases estacionaries convencionals. El
confinament del SQ a la fase estacionaria permet certs avan-
tatges respecte a |'us d'additius quirals en la fase mobil. Aixi,
es facilita la deteccid i la quantificacio dels enantiomers, ja
que ambdos presenten la mateixa resposta als detectors con-
vencionals, alhora que augmenta la sensibilitat i el limit de
deteccid per part d'aquests. D'altra banda, I'ancoratge de les
molécules de SQ sobre la matriu cromatografica, quan aquest
€s permanent, converteix la fase estacionaria en una eina ro-
busta que permet operar sota un ampli ventall de condicions
cromatografiques diferents.

La diversitat de FEQ respon a la necessaria complementarietat
estructural que ha d'existir entre analit i SQ per tal que hi

hagi reconeixement i que aquest sigui enantioselectiu. Els SQ
que presenten un camp d'aplicacié més ampli son els de natu-

10. HaN, S. M. (1997). Biomed. Chromatogr., 11: 259.

11. Pettersson, C.; Heldin, E. (1994). «lon-pair chromatography in enantiomer sepa-
rationn. A: SUBRAMANIAN, G. [ed.]. A practical approach to chiral separations by liquid
chromatography. Weinheim: Wiley-VCH, cap. 9.
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ralesa proteica i els derivats de polisacarids. Algunes de les
proteines utilitzades amb aquesta finalitat son la glicopro-
tefna acida-o; (AGP), I'albumina sérica humana (HSA) i la bo-
vina (BSA) i I'albiimina de clara d'ou (OVM). També un enzim,
la celobiohidrolasa | (CBH-I), s'utilitza amb aquesta finalitat.
Aquestes fases estacionaries, a més de la seva amplia aplica-
bilitat, presenten |'avantatge de ser altament compatibles per
aplicacions bioanalitiques, ja que s'utilitzen amb fases mobils de
caracter aquos —fase inversa— amb baixes concentracions

de modificadors organics.’ Per modificar la selectivitat es pot
actuar sobre nombroses variables, com el pH, la concentracié i
la naturalesa del tampd, aixi com la concentracio i la natura-
lesa del modificador organic. No obstant aixo, I'optimitzacié
del meétode d'analisi no resulta sempre de facil racionalitzacid,
ja que petites variacions en les condicions poden afectar con-
siderablement la separacio. L'aplicabilitat d'aquestes FEQ ve
orientada pel punt isoelectric de la proteina. Aixi, les que con-
tenen CBH son més adients per a compostos basics, i les que
contenen HSA, per a compostos acids. La FEQ que resulta més
versatil és la que conté AGP, que presenta enantioselectivitat
per a nombrosos farmacs de caracter neutre, acid ifo basic."
Simultaniament a la seva gran aplicabilitat, aquestes colum-
nes també presenten certs desavantatges. Atesa la seva extre-
mament baixa capacitat de carrega, cal utilitzar mostres de
concentracid més baixa que la convencional, la qual cosa pot
afectar la deteccio. Pero el seu principal inconvenient és el
risc de desnaturalitzacio irreversible i la susceptibilitat a la
biodegradacio de la proteina que actua com a SQ.

Els polisacarids son els biopolimers més abundants a la natu-
ra, en la qual tenen funcions de tipus estructural i també com
a font d'energia en els sistemes vius. Els polisacarids més uti-
litzats en cromatografia son la cel-lulosa i I'amilosa. Si bé son
quirals en si mateixos, els seus derivats, ésters i carbamats,
mostren una enantioselectivitat molt més elevada i son
aquests els que s'han utilitzat com a SQ. Els primers a aparéi-
xer en el mercat van ser |'acetat i el benzoat de cel-lulosa mi-
crocristal-lina sense cap tipus de matriu cromatografica, ja
que la perdua d'aquesta estructura cristallina condueix a la
supressio de I'enantioselectivitat. Per aquest motiu només es

12. Chiral-AGP, Chiral-HSA, Chiral-CBH®: Chiral Technologies Europe
(<http://www.chiral.fr>; Regis Technologies Inc. (<http://www.registech.com>); Re-
solvosil-BSA®: Macherey-Nagel (<http://www.mn-net.com>); ULTRON® ES-BSA,
ES-OVM, ES-PEPSIN, ES-BSA: Shinwa Chemical Industries Ltd. (<http://shinwa-
cpe.co.jp/eng/lc/main.html>).

13. HERMANSSON, J. (1989). Trends. Anal. Chem., 8: 251.

poden utilitzar en cromatografia de baixa pressié amb una fi-
nalitat preparativa. La seva utilitzacio en HPLC ve limitada per
les pobres propietats mecaniques d'aquests materials —baixa
resisténcia a la pressio i als canvis de volum produits pel canvi
de fase mobil.

El gran avenc en aquest camp es va produir amb les fases
estacionaries en les quals el derivat de polisacarid recobreix
una matriu de silice. Aixi van aparéixer al mercat les fases
Chiralcel® i Chiralpak®, comercialitzades per Daicel Chemi-
cal Industries.’ Els selectors quirals d'aquestes fases esta-
cionaries son eésters o carbamats de cel-lulosa o carbamats
d'amilosa —els ésters d'amilosa no resulten enantioselecti-
us. Entre ells, els de més amplia aplicabilitat son els 3,5-di-
metilfenilcarbamats de cel-lulosa i amilosa. La utilitzacio de
I'eluent correcte en la fase mobil és d'una gran importancia
en aquestes fases, ja que, en estar el selector quiral simple-
ment dipositat sobre la matriu, nombrosos dissolvents po-
den produir la seva dissolucié i I'elucié de la columna, amb
la corresponent pérdua d'enantioselectivitat. Les fases mo-
bils més utilitzades amb aquest tipus de fases estacionaries
consisteixen en barreges d'un hidrocarbur, hexa o hepta,
amb un alcohol, 2-propanol, metanol o etanol. Tot i que
també es poden utilitzar amb fases mobils de composicio
aquosa, amb un dissolvent com I'acetonitril o el metanol, en
aquestes condicions acostumen a produir valors d'enantio-
selectivitat més baixos. Darrerament, la limitacié imposada
per la solubilitat del SQ s'ha resolt amb la fixacié quimica
del derivat de polisacarid sobre la matriu cromatografica.
Aixo ha originat les fases estacionaries que es coneixen
amb els noms comercials de Chiralpak® IA, IB i IC. Aquestes
fases estacionaries més estables es poden utilitzar amb un
ampli ventall de dissolvents en la fase mobil, fet que incre-
menta les possibilitats de separacio, ja que el canvi en la
composicid de la fase mobil modifica I'enantioselectivitat.
No obstant aixo, cal tenir en compte que, malgrat els evi-
dents avantatges, el procés d'immobilitzacié altera les ca-
racteristiques d'enantioselectivitat del material resultant
respecte als que contenen el SQ com a simple recobriment
de la matriu cromatografica. Aixi, es pot donar el cas que
els enantiomers d'un compost, que préviament se separaven
en una fase amb el SQ dipositat, no se separin en una que el

14. Daicel Chemical Industries
(<http://www.daicelchiral.com/en/contents/index.html>). Chiral Technologies Europe
(<http://www.chiral.fr>).
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té fixat, encara que es tracti del mateix tipus de derivat de
polisacarid.’®

El venciment de les primeres patents sobre les fases estaciona-
ries contenint el derivat de polisacarid dipositat sobre la matriu
ha portat al mercat nombrosos suports cromatografics analegs
produits per diversos fabricants. Majoritariament contenen 3,5-di-
metilfenilcarbamat de cel-lulosa o d'amilosa com a SQ dipositat
sobre gel de silice —Amycoat/Cellucoat, Nucleocel, Europak/
Eurocel, etc.—."8 Aquestes FEQ presenten unes caracteristiques
similars a les originals, tant pel que fa a les seves propietats en-
antioselectives com pels inconvenients —solubilitat del selector
(figura 3).

A més dels derivats de polisacarids, diversos polimers quirals
sintetics s'utilitzen com a SQ en cromatografia per a la sepa-
racio d'enantiomers. La polimeritzacid d'acril o de metacrila-
mides quirals, en preséncia d'agents de reticulacio, condueix a
poliacril o polimetacrilamides, algunes de les quals, covalent-
ment ancorades sobre gel de silice, han estat comercialitzades
com a fases estacionaries cromatografiques. Una de les més
conegudes és I'anomenada ChiraSpher®, manufacturada per
Merck,'® el SQ de la qual consisteix en un polimer de I'éster
etilic de la (S)-fenilalanina. La polimeritzacio de les diacrila-
mides de I'1,2-diaminociclohexa i de la 1,2-difeniletilendia-

15. GHANEM, A.; ABOUL-ENEIN, H. (2005). J. Lig. Chromatogr. Relat. Technol., 28: 2863.
16. Kromasil® AmyCoat™/CelluCoat™ (EkaNobel, <http://www.kromasil.com/
kromasil/opencms/>); Nucleocel alpha/delta (Macherey-Nagel, <http://www.mn-
net.com>); Europak/Eurocel (Knauer, <http://www.knauer.net/e/e_index.html>).

17. Sepapak-2, -3 (<http://www.sepaserve.defenglish/index.htm>), actualment comer-
cialitzades per Phenomenex® amb el nom comercial de Lux™-cellulose-2 i Lux™-amylo-
se-2 (<http://www.phenomenex.com/cms400min/chiralhplc.aspx> i per Chiral Techno-
logies amb el nom comercial de Chiralcel-OZ i Chiralpak-AY (<http://www.chiral.fr>).
18. Merck Chemicals (<http://www.merck-chemicals.com>); Seguir: Enlaces Répi-
dos>Manual de comatografia.

19. GASPARRINI, F.; Misimi, D.; RompiETTl, R.; ViLLani, C. (2005). J. Chromatogr. A, 1064: 25.
20. P-CAP™ i P-CAP-DP™ d'Astec/Supelco/Sigma-Aldrich (<http://www.sigmaaldrich.

com/analytical -chromatography/chiral-chromatography.html>).
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FIGURA 4.  Principals estructures de les FEQ polimériques.

mina han originat també fases d'aquest tipus.'% 20 També
al-lilamides quirals originen polimers quirals d'utilitat, com
ara els polimers de tartradiamida amb substituents 3,5-dime-
tilbenzoil i 4-tert-butilbenzoil, que es comercialitzen amb el
nom de Kromasil® CHI-DMB i CHI-TBB,?' respectivament.
Aquestes FEQ s'utilitzen en condicions de fase normal amb
dissolvents organics com a fase mobil (figura 4).

Entre les FEQ que presenten un SQ poliméric mereixen una
mencio especial per la seva particular selectivitat les que con-
tenen politrifenilmetacrilats (PTrMA). Es tracta de polimers qui-
rals procedents de la polimeritzacio, en preséncia d'un catalit-
zador quiral, de mondmers que no ho son. La quiralitat, en
aquest cas, ve determinada per la preséncia del voluminds grup
trifenilmetil, que indueix una estructura secundaria helicoidal
al polimer que en resulta. Malauradament, es tracta de poli-
mers amb una certa sensibilitat a la hidrolisi i, ates que s'incor-
poren sobre la matriu de silice com un simple recobriment, el
tipus de fases mobils que admeten es limita a barreges hidroal-
coholiques. Les FEQ comercialitzades amb el nom de CHIRAL-
PAK® OT(+) i CHIRALPAK® OP(+) contenen aquest tipus de poli-
mer [14]. Els analits dotats de quiralitat helicoidal i mltiples
grups aromatics, compostos que sén dificils de resoldre utilit-
zant altres tipus de FEQ a causa de la seva manca de funciona-
litat, son excepcionalment ben resolts per part d'aquestes.

En el cas dels polimers sintétics o dels derivats de polisacarids,
és entenedor el fet de considerar que per a una unica «mole-
cula» de SQ poden existir diversos llocs d'interaccié amb
I'analit que poden actuar independentment o cooperativa en
el reconeixement d'una unica molécula d'analit. De fet,

21. Kromasil® CHIRAL-DMB i Kromasil® CHIRAL-TBB d'EKA Chemicals,

(<http://www.kromasil .com/kromasil/opencms/common/what/product_overview/>).
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aquesta multivaléncia és la que es busca quan es vol donar una
aplicacié preparativa a la FEQ considerada, ja que aixi s'aconse-
gueixen materials d'una elevada capacitat de carrega —quanti-
tat d'analit que es pot processar en una Unica operacio per
unitat de FEQ. No obstant aix0, son també nombrosos els com-
postos quirals que, amb un pes molecular relativament baix,
s'han utilitzat com a SQ. En aquests casos, sembla més raonable
entendre el reconeixement enantioselectiu com a interaccid
d'una tnica molecula del SQ amb una molécula de I'analit.

En ocasions, els SQ formen complexos d'inclusié amb I'analit
que reconeixen. Aquest és el cas de les FEQ que contenen com
a SQ ciclodextrines o els seus derivats. Existeix un gran nom-
bre de FEQ d'aquest tipus disponibles en I'ambit comercial
—Cyclobond, Nucleodex, Chiradex, etc.—.2? Les ciclodextrines
presenten una cavitat lipofila que contrasta amb el caracter
hidrofil de I'exterior de la molécula. Aquesta estructura per-
met la possibilitat d'operar de manera multimodal, la qual
cosa n'ha afavorit I'amplia implementacié en cromatografia.
Aixi, admeten diversos tipus de condicions d'eluci6 que orien-
ten el mecanisme de reconeixement pel que actuen. Mentre
que en condicions de fase inversa s'afavoreix el reconeixe-
ment enantioselectiu per inclusié de I'analit a I'interior del
macrocicle, en utilitzar dissolvents lipofils com a fase mobil
s'afavoreixen les interaccions polars amb I'exterior de la cavi-
tat, estigui la ciclodextrina derivatitzada —interaccions amb
carbamats— o no —interaccions amb els grups hidroxil.
Aquestes FEQ també admeten fases mobils polars no aquoses
que poden ser d'interes per a algunes aplicacions.

Es conegut que els eters corona formen també complexos
d'inclusio. Pero, contrariament al que passa amb les ciclodex-
trines, ara la cavitat és fortament polar. Els atoms d'oxigen
poden actuar com a lligands donadors d'electrons i, aixi, com-
plexar cations. El principal mecanisme de reconeixement que
regeix la formacio d'aquests complexos rau en I'establiment
de multiples ponts d'hidrogen entre grups amino primaris pro-
tonats de I'analit i els atoms d'oxigen de I'esquelet de I'éter
corona. Aquest tipus de reconeixement limita el camp d'apli-
cacio de les FEQ que contenen éters corona quirals a compos-

22. Cyclobond (Astec/Supelco/Sigma-Aldrich); Nucleodex (Macherey-Nagel); Chira-
dex (Merck); ULTRON ES-CD i ES-PhCD (Shinwa Chemical Industries Ltd.); Sumichi-
ral 0A-7000 (Sumika Chemical Analysis Service Ltd., <http://www.scas.co.jp/
english/index.html>, distribuit per Phenomenex,
<http://www.phenomenex.com/cms400min/spain.aspx>; Shodex ORpak-CD (Showa

Denko Group, <http://www.shodex.com/>).

tos que presentin grups amino primaris proxims a centres es-
tereogeénics, com, per exemple, aminoacids i alguns dels seus
derivats, amines primaries o aminoalcohols. No obstant aixo,
també s'ha descrit |a resolucié de compostos quirals contenint
amines secundaries, com ara els farmacs f—blocants albute-
rol, atenolol, pindolol o propanolol.2® Aquestes FEQ?* operen
preferentment en condicions de fase inversa en presencia
d'additius acids que assegurin la protonacio del grup funcio-
nal amino de I'analit.

També determinats antibiotics de naturalesa glicopeptidica,
com la vancomicina, la teicoplanina i la ristocetina, formen
complexos d'inclusié amb certes molécules. Les FEQ que

els contenen —Chirobiotic™— resulten molt versatils, aplica-
bles a un ampli ventall de compostos.?® Aquests macrocicles
de considerable complexitat estructural presenten com a ca-
racteristica comuna un esquelet en forma de cistella. L'alta
rigidesa conformacional, juntament amb I'elevat grau de
funcionalitzacid, afavoreix I'establiment d'un gran nombre

de possibles interaccions amb els analits a separar i justifica
I'ampli camp d'aplicacié que presenten. A més, com les ciclo-
dextrines, aquests SQ posseeixen la capacitat de poder operar
de manera multimodal, tot i que el correcte ajustament de la
fase mobil desenvolupa un paper important en la capacitat
d'enantioreconeixement. En condicions de fase inversa, s'ha
descrit la importancia del fenomen d'inclusio en la butxaca li-
pofila. D'altra banda, en condicions de fase organica polar, les
interaccions electrostatiques i les interaccions per pont d'hi-
drogen i dipolars desenvolupen un paper més destacat. Final-
ment, en condicions de fase normal, les interaccions que faci-
liten I'enantioreconeixement son unions dipol-dipol i també
interaccions per transferéncia de carrega (figura 5).

Altres FEQ contenen SQ de baix pes molecular que ofereixen
certs avantatges sobre les FEQ derivades de compostos més
complexos. La principal és que es tracta de suports cromato-
grafics molt robustos, d'una gran estabilitat quimica. Malau-
radament, excepte en comptades ocasions, presenten un
camp d'aplicacid restringit. En general, si el SQ és d'origen
sintetic, és facil de poder disposar de les dues formes enantio-
meriques, fet que possibilita d'aconseguir FEQ amb perfils de

23. STEFFECK, R. J.; ZELECHONOK, Y.; GAHM, K. H. (2002). J. Chromatogr. A, 947: 301.
24. Crownpak® CR (Daicel), SQ dipositat sobre silice. Chirosil® (Regis Technologies)
SQ fixat a la matriu cromatografica, Sumichiral OA 8000 (Sumika Chemical Analysis
Service Ltd.).

25. Chirobiotic™ (Astec/Supelco/Sigma-Aldrich).



FIGURA 5. SQ que formen complexos d'inclusié amb els analits: a) ciclodextrines;

b) éter corona present en CROWNPAK® CR [24], i ¢) vancomicina [25].

reconeixement enantioselectiu idéntics pero oposats ordres
d'elucio. Aquest fet representa un avantatge per a I'analisi
d'impureses en qué resulta més convenient que el pic de I'e-
nantiomer minoritari elueixi abans que el del majoritari, i aixi
evitar la «cua» d'aquest darrer. A més, la seva senzillesa es-
tructural els fa utils en estudis del mecanisme de reconeixe-
ment enantioselectiu.

Atenent al mecanisme de reconeixement pel qual actuen, fet
que determina el tipus de compostos quirals que poden resol-
dre, en aquest grup podem considerar tres tipus de FEQ. D'una
banda, tenim les fases anomenades de «Pirkle» o de emultiple
interaccion, en les quals sovint la interaccio que dirigeix el re-
coneixement entre el SQ i I'analit és de tipus «t-stacking. Per
tant, cal una complementarietat entre les dues espécies que
han d'interaccionar, de manera que, si una d'elles disposa
d'anells t-donadors rics en electrons, I'altra ha de presentar
anells st-acceptors pobres en electrons. El nombre de FEQ
comercials d'aquest tipus és molt elevat.? En la figura 6 es
mostren els selectors d'algunes de les més populars. S'utilitzen
en condicions de fase normal i s6n escasses les ocasions en
queé s'aconsegueixen separacions en fase inversa, amb tam-
pons aquosos com a components de la fase mobil. Una de les
més versatils és la que comercialitza Regis Technologies amb el
nom de Whelk-0, que disposa d'anells aromatics dels dos tipus.

Determinats alcaloides com la quinina i el seu diastereomer
quinidina, bastament utilitzats en sintesi asimétrica, s'usen

26. DNBPG, DACHDNB, ULMO, Whelk-0 (Regis Technologies Inc.); Chirex (Pheno-
menex); Nucleosil Chiral (Macherey-Nagel); Sumichiral OA 2000, 3000, 4000 (Su-

mika Chemical Analysis Service Ltd., distribuit per Phenomenex).
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FiGura 6. Algunes de les FEQ de tipus «Pirkle» més populars.

també com a SQ en cromatografia.?’ Els suports cromatogra-
fics que els contenen actuen com a bescanviadors anionics
febles (WAX, weak anion exchangers). L'amina del bicicle de
quinuclidina actua protonada formant parells idnics amb con-
traions anionics. Per tant, aquestes fases resolen un ampli
ventall de compostos acids, tant carboxilics com sulfonics o
fosfonics. Entre els compostos d'aquestes caracteristiques
amb rellevancia farmacologica, es troben el acids 2-arilpro-
pionics de caracter antiinflamatori.?® Aquestes FEQ s'acostu-
men a utilitzar en condicions de fase inversa o bé polar orga-
nica. Una caracteristica del parell quinina/quinidina que
també s'observa en cromatografia és que, malgrat tractar-se
de compostos que guarden entre ells una relacio de diaste-
redmers, sovint originen ordres d'elucid inversos pels enantio-
mers.

Finalment, tot i que varen ser de les primeres existents,? cal
considerar les FEQ el mecanisme de reconeixement de les
quals implica un bescanvi de Iligands. Aquest té Iloc sobre un
complex metal-lic establert entre un metall, que s'incorpora
en la fase mobil, el SQ i I'analit. Per tant, la presencia de fun-
cions susceptibles de quel-lar metalls, tant en I'analit com en
el SQ, és un requeriment essencial per a I'aplicabilitat de la
cromatografia de bescanvi de lligands. Els analits han de pre-
sentar motius estructurals que puguin oferir grups bidentats o
tridentats, com les funcions hidroxil, amino i acid presents en
els a- i B-aminoacids, aminoalcohols, a-hidroxiacids i els
seus derivats. Com a ions metal-lics, s’han emprat preferent-
ment Cu (I1) i Ni (I1). S'han comercialitzat diverses FEQ basa-
des en el bescanvi de Iligands. Entre elles, les que tenen un SQ

27. Quinina i quinidina, CHIRALPAK® QN-AX, QD-AX (Daicel Chemical Industries /
Chiral Technologies Europe).

28. MAIER, N. M.; NicoLeTi, L.; LAMMERHOFER, M.; LINDNER, W. (1999). Chirality, 11: 522.
29. KureaNov, A. (2001). J. Chromatogr. A, 906: 51.
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FiGura 7. Algunes FEQ de bescanvi ionic i de lligands.

derivat de prolina o hidroxiprolina han demostrat ser les més
eficients,3® tot i que la N,N-dioctil-L-alanina o la penicil-lami-
na també s'utilitzen considerablement (figura 7).

Paper de la fase mobil
en la separacio

En la separaci6 d'enantiomers per cromatografia liquida, la
fase mobil no només és util a I'hora de modular el temps de
retencio dels analits, sind que també participa de manera
molt important en el procés de separacio. Aixo ha determinat
que es popularitzessin practiques que no eren comunes en la
cromatografia liquida més convencional. Una d'aquestes
practiques consisteix en la utilitzacié de procediments isocra-
tics d'elucio en lloc de gradients de polaritat. Cal tenir en
compte que ambdds enantiomers presenten la mateixa polari-
tat i, per tant, que el canvi en la fase mobil els afecta per igu-
al, sense afavorir i, fins i tot, perjudicant la separacio, en re-
duir I'afinitat de I'analit per la fase estacionaria. L'elucid
isocratica permet accentuar les diferéncies en I'associacid
dels enantiomers amb el SQ. Aixi, en aquestes condicions, la
separacio que es produeix (o) és només funcio de la diferent
estabilitat dels adsorbats SQ/enantiomers. No obstant aixo,
quan es procedeix a la recerca d'unes condicions per a una
separacio, es pot recdrrer a la utilitzacié de gradients per tal

30. Prolina, CHIRALPAK® WA (Daicel Chemical Industries / Chiral Technologies Euro-
pe). Hidroxiprolina, NUCLEOSIL CHIRAL-1 (Macherey-Nagel). N,N-dioctil-L-alanina
(recobriment sobre la matriu cromatografica) CHIRALPAK MA (+). Penicil-lamina, Chi-
rex (Phenomenex), SUMICHIRAL OA 5000 (Sumika Chemical Analysis Service Ltd.).

de guanyar temps, tot i ser conscients que la separacio optima
s'aconseguira utilitzant condicions isocratiques.

Una altra de les practiques cromatografiques poc convencio-
nals fora del camp de la separacid d'enantiomers és |'extensi-
va utilitzacié de dissolvents organics poc polars com a com-
ponents de la fase mobil. Malgrat que, pel fet de contenir un
cert percentatge de materia organica, les FEQ s'assemblen
més al que seria una fase C8-C18 o fenil que no pas al gel de
silice sense derivatitzar, la utilitzacio de condicions d'elucid
en fase normal és molt freqlient. La fase mobil determina la
disposicié conformacional del SQ i dels analits i també, a cau-
sa del procés de solvatacid de les dues entitats, competeix per
la interaccié amb els llocs de reconeixement. Aquesta és la
rad per la qual diversos tipus de FEQ perden totalment o par-
cial la seva capacitat de reconeixement enantioselectiu en
utilitzar aigua com a component de la fase mobil. Aquest dis-
solvent és un eficient formador de ponts d'hidrogen, un tipus
d'interaccié que desenvolupa un paper molt important en el
reconeixement d'analits per part de diversos tipus de SQ.

En I'actualitat, a més dels dos modes d'elucio classics, fase in-
versa i fase normal, es parla també d'altres modes d'elucio al-
ternatius, com el polar organic, en qué la fase mobil esta
constituida per dissolvents com I'acetonitril o diversos alco-
hols o barreges d'aquests pero sense aigua, condicions ade-
quades quan es vol fer una separacio preparativa, i el polar io-
nic, en queé s'utilitza un alcohol amb un acid, una base o una
sal volatils i també sense aigua. Aquestes condicions son
compatibles per a I'acoblament a un espectrometre de masses
com a detector. Aixi, doncs, en |'eleccid de la fase mobil més
adient per dur a terme una separacid d'enantiomers, a més de
la compatibilitat amb el material que constitueix el suport
cromatografic, la polaritat de I'analit o I'aplicacio concreta
que es vol donar a la separacio, cal considerar el mecanisme
de reconeixement quiral de cada FEQ. La correcta optimitza-
ci6 d'aquesta pot determinar I'éxit de la separacio i no sempre
sera possible triar entre diverses opcions.

Alternatives a la cromatografia
liquida

La cromatografia de gasos (CG) es va aplicar a la determinacio
de la puresa enantiomerica amb anterioritat a la cromatogra-



fia liquida.®' Ciclodextrines i derivats d'aminoacids han estat
els SQ més utilitzats en CG. Ara bé, encara que es tracta d'una
técnica analitica molt ben establerta, presenta avantatges
perd també limitacions. D'una banda, I'eficacia dels pics que
s'obtenen sol ser molt més elevada que en HPLC, la qual cosa
resulta en una molt bona resolucié dels pics. No obstant aixo,
I'aplicabilitat es troba fonamentalment circumscrita a mos-
tres volatils i termostables. Aixi, resulta particularment ade-
quada per a anestésics, feromones o terpens, entre d'altres. En
aquests casos, la CG resulta una alternativa convenient a
I'HPLC, si més no amb caracter analitic, ja que la limitada ca-
pacitat de carrega de la CG constitueix una limitacio addicio-
nal per a la seva aplicacié amb una finalitat preparativa.

La utilitzacid de fluids supercritics com a fase mobil cromato-
grafica (SFC) també ha estat objecte d'atencio.32 Aquesta técni-
ca presenta diverses caracteristiques que la fan avantatjosa per
a la separacio d'enantiomers en I'ambit preparatiu respecte de
I'HPLC, la principal de les quals és el menor consum de dissol-
vents. D'altra banda, pero, la baixa solubilitat de molts compos-
tos en el dioxid de carboni que s'acostuma a utilitzar com a fase
mobil en limita I'aplicacid. Per compensar-ho, s'afegeixen a
aquesta quantitats considerables d'alcohols fins a treballar tot
sovint en condicions que estarien més proximes a la fase liquida
que a la supercritica. La majoria de les FEQ utilitzades en HPLC
en condicions de fase normal es pot utilitzar també en SFC.

L'aparicio de I'electroforesi capil-lar (EC) a mitjan anys vuitanta
[7] coincidi amb una época de gran expansio de les tecniques
per a la separacid d'enantiomers. Les separacions en EC es ba-
sen en la diferent mobilitat electroforética que presenten les
especies amb carrega, analits o adsorbats d'aquests amb diver-
sos tensioactius, tant en solucions electrolitiques aquoses com
en no aquoses. L'elevada eficiéncia i flexibilitat que presenta
pel que fa al rang d'analits i de condicions analitiques, junta-
ment amb un baix consum en reactius i dissolvents, n'ha afavo-
rit la rapida expansio. No obstant aixo, tot i els molts metodes i
aplicacions descrits per a aquesta tecnica, no s'acaba d'imposar
a la cromatografia liquida convencional en la industria farma-
ceutica.®® L'addicio d'un SQ dissolt a la solucio electrolitica és la

31. SCHURIG, V. (2001). J. Chromatogr. A, 906: 275.

32. PHINNEY, K. W.; STRINGHAM, R. W. (2007). «Chiral separations using supercritical
fluid chromatography». A: SUBRAMANIAN, G. [ed.]. Chiral separation techniques. 3a ed.
Weinheim: Wiley-VCH, cap. 4.

33. WaRrp, T. J.; BAKER, B. A. (2008). Anal. Chem., DOI: 10.1021/ac800662y.

manera més popular de dur a terme una separacio d'enantio-
mers, encara que també es pot tenir en compte la utilitzacié
d'un rebliment quiral pel capil-lar —electrocromatografia. Pel
que fa als SQ, s'ha utilitzat amb aquesta funcié un ampli ventall
d'estructures que van des d'oligosacarids, ciclodextrines, prote-
ines, eéters corona o glicopéptids a tartrats, entre d'altres. Les
aplicacions majoritaries d'aquesta técnica se centren en I'anali-
si d'aminoacids, de pesticides i de compostos amb interés far-
maceutic, ja que, com en el cas de la CG, la reduida capacitat
de carrega en limita l'aplicabilitat amb una finalitat preparativa.

Tendéencies en el camp
de la discriminacio d'enantiomers

Tot i que avui dia el procés de reconeixement d'enantiomers i,
sobretot, la seva aplicacio en la separacio d'aquests compostos
ha assolit alts nivells, queden encara camps en qué es requerei-
xen nous materials i tecnologies per cobrir necessitats especifi-
ques. La necessitat de poder determinar traces d'analits enan-
tiomérics continua sent tot un repte en camps com ara la
metabolomica. Com també ho és el control rapid de I'enantio-
selectivitat en qualsevol procés de screening en el qual s'hagin
utilitzat aproximacions combinatories. Per aix0 calen técniques
d'una molt elevada sensibilitat. El disseny de biosensors enan-
tioselectius pot convertir-se en una possible alternativa perala
monitoritzacio de la puresa enantiomérica on-/ine amb una
elevada sensibilitat.3* Per aix0 caldra disposar de materials que
permetin una rapida deteccio-quantificacio de la puresa enan-
tiomerica mitjangant canvis colorimeétrics o fluoromeétrics, o bé
que produeixin la transformacio del senyal quimic en eléctric
com a conseqiiencia de I'associacio del SQ amb I'analit.

Els SQ preferents per ser utilitzats en aquestes tecnologies hau-
rien de presentar una elevada enantioselectivitat. No obstant
aixo, generalment els SQ que presenten un ampli camp d'aplica-
ci6 acostumen a presentar també valors d'enantioselectivitat (o)
moderats, essent excepcionals els valors superiors a 4 —quatre
vegades més estable 'adsorbat del SQ amb un dels enantiomers
que amb ['altre. L'elevada enantioselectivitat, que acostuma a
ser el resultat d'una molt bona complementarietat estructural

34. STEFAN-VAN STADEN, R. I.; STADEN, J. F. van; ABouL-ENEIN, H Y. (2007). «Enantiose-
lective biosensors». A: SUBRAMANIAN, G. [ed.]. Chiral separation techniques. Weinheim:
Wiley-VCH, cap. 13.
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FiGURA 8. Esquema de I'obtencio d'un polimer per la técnica d'impressiéo molecular.

entre SQ i analit, s'associa amb una elevada especificitat del SQ.
Aquesta qualitat, que hauria de permetre uns alts nivells d'enan-
tioselectivitat, es pot aconseguir amb la utilitzacié de biomoleé-
cules, com ara anticossos®® o oligonucleotids,*® com a SQ.

En aquest context, I'aplicacio de la técnica d'impressio mole-
cular en la preparacio de polimers sintetics, que s'ha utilitzat
també en el camp de la separacio cromatografica d'enantio-
mers,37 pot resultar també d'interes. Les caracteristiques que
fan atractius els materials que s'originen és la seva facil pre-
paracio i la seva robustesa quimica, aixi com el baix cost dels
materials emprats. D'altra banda, |a seva selectivitat per la
molécula que ha actuat com a motlle o altres d'estructural-
ment relacionades, que es considera una limitacio pera la
seva aplicacié cromatografica, es torna un avantatge per

la seva aplicabilitat a aquestes noves tecnologies (figura 8).

En l'altre extrem de I'escala, podem considerar la separacio pre-
parativa d'enantiomers. Malgrat la seva reputacio de técnica
cara, la cromatografia liquida s'esta imposant per a I'obtencioé de
compostos enantiomericament purs tant en les primeres etapes
del desenvolupament d'un farmac, en qué es requereixen els
dos enantiomers, com en la purificacio final de processos sinte-
tics enantioselectius. Els avencos recents en |'enginyeria de pro-
cessos han fet possible la incorporacit de la tecnologia anome-
nada /lit mobil simulat (SMB) a la separacio d'enantiomers.38
Aquest metode d'operacio en continu, en el qual una série de
columnes cromatografiques es connecten cap-cua, permet la
separacid d'enantiomers a escala multitona. Tot i I'elevada des-
pesa inicial en equipament, la possibilitat d'estalviar grans

35. HOFSTETTER, H.; HOFSTETTER, 0. (2005). Trends Anal. Chem., 24: 869.

36. ToMmBELLI, S.; MINUNNI, M.; Mascini, M. (2005). Biosens. Bioelectron., 20: 2424.
37. SELLERGREN, B. (2007). «Separation of enantiomers using molecularly imprinted
polymersn. A: SUBRAMANIAN, G. [ed.]. Chiral separation techniques. Weinheim: Wiley-
VCH, cap. 12.

38. GOMEs, P. S.; MINCEVA, M.; Pars, L. S.; RoDRIGUES, A. E. (2007). «Advances in simu-
lated moving bed chromatographic separations». A: SUBRAMANIAN, G. [ed.]. Chiral se-
paration techniques. Weinheim: Wiley-VCH, cap. 6.

quantitats de fase estacionaria i de fase mobil, d'operar en mode
continu, juntament amb un elevat augment en la productivitat,
ajuden a una reduccid global dels costos respecte a la cromato-
grafia liquida convencional. No obstant aixo, la recerca de noves
tecnologies econdmicament més avantatjoses continua.

L'aplicacio de la tecnologia de membranes, processos perfecta-
ment implementats com a tecnologies industrials, resulta molt
prometedora.®® No obstant aixo, malgrat el potencial que re-
presenta l'aplicacid en la separacio d'enantiomers, aquest camp
de recerca es troba encara en un estat incipient. Diferents se-
lectors quirals —ciclodextrines, tartrats, derivats d'aminoacids,
entre d'altres— i diferents configuracions de membrana han es-
tat utilitzats per a la separacio d'enantiomers d'ambit experi-
mental. Fins al present, I'aplicacié de membranes solides qui-
rals, la configuracio més estable i de preferible escalat
industrial, presenta com a major limitacio els baixos fluxos ob-
tinguts juntament amb una moderada enantioselectivitat.

La cromatografia en contracorrent (CCC) és una altra de les
técniques de separacio que també es tenen presents en aquest
moment amb una finalitat preparativa. Es tracta d'un tipus de
cromatografia liquid-liquid sense suport solid en que la separa-
cio té lloc entre dos liquids immiscibles. Existeixen en el mercat
diversos sistemes que permeten mantenir una de les fases com
a estacionaria mentre es bombeja la fase mobil a través. Els
principals avantatges de la CCC respecte a la cromatografia
més convencional ralinen en |'abséncia de suport solid. La ma-
jor relacio entre fase estacionaria/fase mobil respecte a I'HPLC i
I'ampli ventall de dissolvents que es poden emprar fan de la
CCC una técnica molt versatil.*® Per convertir la técnica en
enantioselectiva cal afegir un SQ en la fase estacionaria. La
necessitat de retenir el SQ en |a fase estacionaria, alhora que es
permet la distribucid del racémic en ambdues fases liquides, és
una de les principals dificultats que presenta aquesta técnica.

Conclusions

En els darrers anys, I'impacte que el fenomen de la quiralitat
ha tingut sobretot en I'ambit farmacologic i les seves impor-
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tants conseqiiéncies economiques han resultat en grans
avencos tecnologics. En I'actualitat, la disponibilitat comer-
cial de més de dos-cents tipus de selectors quirals en combi-
nacio amb tecniques enantioselectives altament eficaces,
com la cromatografia liquida, I'electroforesi capil-lar o la cro-
matografia de fluids supercritics, assegura la separacio de la
practica totalitat dels compostos problema. Malgrat tot, I'op-
timitzacié d'una metodologia adient per a cada separacio
continua sent un factor limitant a causa de la dificultat per
predir les interaccions SQ-analit.

Unitat de Separacid d'Enantiomers
i reconeixement molecular enantioselectiu

El nostre grup de recerca forma part en I'actualitat del grup
BIOSYNER, un dels grups de recerca, ubicats al Parc Cientific de
Barcelona. Des del 1991, hem estat treballant en la preparacid i
I'estudi de fases estacionaries quirals per HPLC de diversos tipus
—multiple interaccid, polimériques, etc.—, pero sobretot hem
estudiat suports cromatografics derivats de polisacarids, pels
quals varem desenvolupar un procediment de fixacio sobre la
matriu cromatografica. En I'actualitat, diverses linies de recerca
estan obertes en relacio amb el desenvolupament de tecnolo-
gies enantioselectives.

Aixi, ens interessem per la tecnologia de membranes. Hem
realitzat la sintesi de nous materials quirals per a la prepara-
ci6 de membranes solides que puguin ser aplicades a la sepa-
racié d'enantiomers. Hem estudiat diferents metodologies
per a I'obtencio de polimers quirals, des de la derivatitzacio
quiral d'un polimer existent, la polimeritzacio d'un monomer
quiral o la utilitzacio de la técnica de la impressié molecular.
En paral-lel, I'eleccio dels selectors quirals idonis per a la pre-
paracio d'aquests materials es duu a terme mitjancant l'ava-
luacio de la seva capacitat d'enantioreconeixement en dispo-
sitius de membranes liquides, en que el selector quiral es
troba en dissolucid. S'estudien els diferents factors que po-
den afectar tant I'enantioselectivitat com el transport dels
analits a través de les membranes. A més, els experiments de
transport a través de membranes liquides permeten fer un
rapid screening del comportament de diferents selectors qui-
rals. Aquest coneixement es pot aplicar després en cromato-
grafia en contracorrent, atés el paral-lelisme entre ambdues
técniques.

La cromatografia en contracorrent és una técnica particu-
larment adaptada a la separacid preparativa que no ha estat
gaire explotada des del punt de vista de la separacio d'enan-
tiomers. El nostre grup ha adaptat diversos tipus de selectors
quirals, entre ells, derivats de prolina, de quinina o de poli-
sacarids, per fer-los aptes per a aquesta técnica. Estudiem
les possibilitats que ofereix aquesta metodologia tot cen-
trant I'atencio en la recerca de nous selectors quiralsien la
seva optimitzacid, aixi com en la recerca de nous sistemes
de dissolvents en els quals I'enantioselectivitat es vegi po-
tenciada.

El nostre grup ha introduit nous selectors quirals basats en
una estructura de poliprolina per al seu Us en cromatografia
liquida enantioselectiva. Les fases estacionaries que els con-
tenen han demostrat tenir una elevada capacitat de carrega.
La conformacio helicoidal que adopten aquests polimers, si-
milar a la presentada pels derivats polisacaridics, permet la
preséncia de multiples microentorns de reconeixement idén-
tics. Aquesta caracteristica permet explicar la propietat que fa
adients aquests materials per ser utilitzats amb finalitats pre-
paratives.

L'interés per coneixer el mecanisme de reconeixement dels se-
lectors quirals rau en el fet que aquest coneixement pot ésser
emprat posteriorment per a I'obtencié de nous selectors qui-
rals amb caracteristiques estructurals millorades. En aquest
sentit, la comprensié més fonamental del fenomen de reco-
neixement enantioselectiu es basa en I'estudi de I'associacio
selector quiral/enantiomer. La ressonancia magnética nuclear
(RMN) utilitzant diferents técniques, entre elles, experiments
de diferéncia de transferéncia de saturacio (STD) entre molé-
cules petites i grans, o técniques calorimétriques (ITC) es tro-
ben entre les metodologies utilitzades en el grup de recerca
per aprofundir en I'estudi del mecanisme de reconeixement
enantioselectiu.

A més d'aquesta recerca fonamental, considerem important el
fet de fomentar la transferéncia de coneixement impartint se-
minaris i cursos en técniques enantioseparatives, aixi com
oferint suport técnic en aquesta materia, sigui per al desenvo-
lupament de métodes analitics —ifo semipreparatius— perala
separacio cromatografica d'enantiomers, sigui per a la deter-
minaci6 de la puresa enantiomérica en mostres de diferent
origen.

.17



