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compuestos hidroxilicos en sistemas intercambiadores catid-
nicos, estéd relacjionado con la facilidad de formacién del
complejo catidénico por parte de los grupos hidroxilos de la
molécula. Si se observa la conformacidn que han de adquirir
ambos azlcares en su forma lineal abierta para poder aso-
ciarse al catidén Ca2+, se aprecia que para la formacién del
complejo a partir de la eritrosa se producen eclipsamientos
C-C, mientras que para la treosa son del tipo C~H. El com-
plejo que para su formacibédn implica eclipsamientos C-H en
vez de C-C, es energéticamente mas favorable, y segun
Goulding, daré& lugar a un complejo mas estable por lo que
cabe esperar que el tiempo de retencidén sea mayor. Es decir,
la treosa tendria que quedar mas retenida que lé eritrosa en
una cromatografia sobre intercambiadores catidénicos, al

contrario de lo observado experimentalmente (Figura 2-1).
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FIGURA 2-1
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FIGURA 2-1 continuacion

Consideremos ahora las posibles formas ciclicas de
la treosa y la eritrosa; en una de las formas hemiacet&licas
de la treosa, no existe ninguna relacidén sin entre hidroxi-
los contiguos, existiendo solamente una relacién sin entre
dos grupos hidroxilos vecinos en la otra posible forma
hemiacetélica. En cambio, en una de las formas hemiacetali-
cas de la eritrosa existen dos hidroxilos en sin y en la
otra posible forma hemiacetd&lica, 1los tres hidroxilos se
hallan en sin (Figura 2-2); ello implica una mejor disposi-
cién de la eritrosa para complejarse con el catidén y por 1lo
tanto mostrar una retencidén superior a la treosa tal como se
observa experimentalmente. Asi pues, los tiempos de reten-
cién relativos encontrados para los azlcares eritrosa vy
treosa en una cblumna de intercambio ibnico y con fase moévil
agua, concuerdan con los resultados publicados sobre las
composiciones de las soluciones acuosas de dichos azlcares:
a) No se presentan en formas diméricas. b) Se presentan

fundamentalmente en formas furandsicas.
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FIGURA 2-2

Resumiendo todo lo anterior, en la cromatografia

sobre columnas Sugar Pak-1, se observa:

a.- los disacaridos eluyen antes que los
monosacéaridos,

b.- las aldosas eluyen antes que las
respectivas cetosas,

c.- tr hexosas { ty pentosas { t, tetrosas
{ tr gliceraldehido ( ty glicolaldehido
{ tr formaldehido.

d.- excepto en el caso de las tetrosas, 1la
técnica no permite la elucidacidén

diastereomérica.
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B) APLICACION AL ESTUDIO DE MEZCLAS DE AZUCARES. REAC-

CION DE LA FORMOINA.

Dentro del tema de la reaccidén de la formoina,
autocondensacién del formaldehido en condiciones de conden-
sacién benzoinica,l4,131 se estudid el efecto producido
sobre la composicidon de la mezcla final de carbohidratos al
utilizar el catalizador, sal de tiazolio, anclado sobre un
soporte polimérico y someterlo posteriormente a un trata-

miento alcalino.

El estudio se realiz6l32 utilizando como soporte
polimérico las resinas de Merrifield con distintas funciona-
lizaciones (0.89, 1.04, 2.30, 3.50, meq.Cl g‘l) y reticula-
ciones (1 vy 2 % en DVB), asi como anillos de tiazol diferen-
temente sustituidos; especificamente, se estudiaron las
sales de tiazolio correspondientes al 4,5-dimetiltiazol y al
5-hidroxietil-4-metiltiazol. Todas las pruebas efectuadas y
segln analisis por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) wutilizando las denominadas columnas Sugar Pak-1 en
las condiciones expuestas anteriormente (50 ©C, 0.5 mL/min),
mostraron un esquema similar de cromatograma, variando Uni-
camente en la intensidad relativa de los picos resultantes
de los distintos compuestos. Una mayor funcionalizacidn
repercutia directamente en un mayor rendimiento de reaccién
pero sin alterar la composicién cualitqtiva de la mezcla de

azlcares finales.

las mezclas de azlcares asi obtenidas muestran un

mismo esquema cromatografico, estando constituidas fundamen-

71



talmente por cuatro compuestos. En fase homogénea, con apor-
tes sucesivos de formaldehido, se llega a obtener mezclas de
hasta 125 azicares distintos. En este estudio nos cefiimos al
esfudio de las mezclas sencillas obtenidas en fase hetero-

génea.

En las figuras siguientes (Figuras 2-3/2-5), se
muestran tres diferentes andlisis cromatograficos para tres
diferentes ensayos sintéticos, en fase heterogénea, segtn lo
expuesto anteriormente, con un unico aporte de formaldehido.
A pie de figura se especifican los catalizadores anclados,

junto con la funcionalizacién y reticulacién de la resina y

condiciones de reaccién.
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CATALIZADOR ANCLADO SOBRE POLIMERO: 4.5-dimetil-3-(poliesti-
rilmetil)tiazolio. Funcionalizacidbn 1.04 meq Cl/g. Reticula-
ciébn 1% DVB. REACCION DE LA FORMOINA: 500 mg de catalizador
polimérico, 3 g (103,4 mmol) de paraformaldehido, 3 mL de
DMF; Tinicial = 120°C, durante 1 hora, Tfinal = 609C, duran-
te 8 dias.

FIGURA 2-3
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CATALIZADOR ANCLADO SOBRE POLIMERO: 4.5-dimetil-3-(poliesti~
rilmetil)tiazolio. Funcionalizacidén 0.89 meq Cl/g. Reticula-
cibén 1% DVB, REACCION DE LA FORMOINA: 500 mg de catalizador
polimérico, 3 g (103,4 mmol) de paraformaldehido, 6 mL de
DMF; Tipjcial = 110°C, durante 3 horas, Tgipa; = 60 °C,

durante 7 dias.

FIGURA 2-4
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CATALIZADOR ANCLADO SOBRE POLIMERO: 5-hidroxietil-4-metil-3-
(poliestirilmetil)tiazolio. Funcionalizacidn 0.89 meg Cl/g.
Reticulacién 1% DVB, REACCION DE LA FORMOINA: 500 mg de
catalizador polimérico, 3 g (103,4 mmol) de paraformaldehi-
do, 6 mL de DMF; Tinicial = 110°C, durante 3 horas, Tfipal =

60°C,‘durante 4 dias. -

FIGURA 2-5
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Las condiciones cromatograficas obtenidas para los
azlOcares patrdén se ensayaron sobre las mezclas de azUcares
anteriores. El anédlisis se realizbé utilizando dos columnas
Sugar Pak-1 dispuestas en serie. El1 método de detecciébn fue
por indice de refraccién; eluyente: H70; flujo : 0.5 mL/min;
temperatura: 50 ©C; velocidad de registro de papel: 0.5
cm/min. Se tomaron fracciones representativas de cada uno de
los picos del cromatograma. Dichas fracciones se recromato-
grafiaron para constatar su pureza. Se procedidé a una deri-
vacidén posterior en las condiciones de derivacidén de azu-
cares para obtencibdn de los correspondientes derivados PAAN

y PAKO.

La informacién estructural de las anteriores frac-
ciones la hemos obtenido aplicando el tandem cromatografia
de gases / espectrometria de masas. Esta estrategia fue
necesaria al observar que algunas de las fracciones colecta-
das de 1la cromatografia ligquida no eran totalmente puras
mostrando trazas de los compuestos que eluian préximos a
ellas. Mediante el estudio de los espectros de masas hemos

obtenido la siguiente informacién:

l.- La fraccién que eluia en primer lugar corres-
pondia, segin su peso molecular, a una aldosa de cuatro
atomos de carboﬁo, presentando un espectro de masas similar,
aungue no idéntico, a los registrados para los correspon-
dientes derivados de la eritrosa y la treosa. Asi pues, la
inica alternativa existente era que fuese el espectro de

masas correspondiente al aldononitrilo peracetilado proce-
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dente del 2-hidroximetilgliceraldehido, aldosa ramificada de

cuatro a&tomos de carbono (Figura 2-6).

2.- La siguiente fraccién correspondid, tanto al
estudiar el espectro de masas por ionizacién quimica (NH3)
como por impacto electrdnico, a una cetoxima peracetilada
de cinco &tomos de carbono en su esqueleto principal, de la
que no se ha determinado la estereoquimica correspondiente a

los diferentes centros quirales que posee.

3.- En tercer lugar eluye la cetoxima peracetilada

de cuatro adtomos de carbono, derivada de la eritrulosa.

4.- En UGltima posicién, la sefial obtenida en el
cromatograma corresponde a la cetoxima peracetilada de tres

dtomos de carbono, es decir la dihidroxiacetona.

Si se observa el espectro de masas de la primera
fraccibn colectada y se compara con los espectros de masas
de 1los aldononitrilos peracetilados de la treosa y la eri-
trosa, destaca como principal diferencia la existencia en el
primero, de la séﬁal a masa 213. Podriamos pensar que esta
masa corresponde al fragmento representado en la figura 2-7,
proviniente del PAAN-2-hidroximetilgliceraldehido por
ruptura similar a la descrital® para el PAAN-gliceraldehido.
Dicha ruptura implica 1la pérdida de 30 unidades de masa
correspondientes al fragmento CH0. Posteriormente se ha
confirmado la existencia real del azucar ramificado de cua-

tro &tomos de carbono mediante otros tipos de analisis:
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E.M. correspondiente ol aidononitriio perocetilado C4
eritrosa
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E£.M. correspondiente al aidononitrilo peracetilado C4
treosa :
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100
E.M. correspondiente al aldononitrilo peracetilado C4
ramificado

FIGURA 2-6

61 73 87 103 116 129 141 145 158 170 171 184 213 244 m/e
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CN -30 CN
AcO—}-H ad-4-n
CH2 OAc CHz =0 O= CH3

PAAN-gliceraldehido

CN -30 + SN
AO—-CH0Ac  ———=  AdG-cry0ac
CH Ohe CH,=0 O=C-CH,

m/e = 243 m/e = 213

PAAN-2-hidroximetilgliceraldehido

FIGURA 2-7

a) Por cromatografia de gases comparativa de las
oximas persililadas de todos los compuestos C4 (eritrosa,
treosa, eritrulosa). En el cromatograma aparecen picos no
asimilables a estos compuestos y con masa molecular corres-
pondiente a la de un compuesto C4 y espectro de masas muy
similar a ellos, lo que una vez mas evidencia a favor de su

existencia.

b) Estudios realizados paralelamente en nuestro
laboratoriol33 sobre iododerivados obtenidos por reduccién

con IH/P de mezclas obtenidas de la reaccién formoinica,
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mostraron la existencia por anélisis CG-EM, del iododerivado

procedente del producto ramificado Cy4.

c) Por Gltimo, se procedidé a un analisis cromato-
grafico por HPLC en las condiciones comentadas, a nivel
semipreparativo para obtener un minimo de sustancia que
posteriormente pudo derivatizarse en forma de aldononitrilo
peracetilado. Este derivado es estable y puede estudiarse
mediante las técnicas usuales de determinacibén estructural.
Su espectro de RMN-HI permitié identificarlo como el PAAN-

derivado del 2-hidroximetilgliceraldehido.

Con el andlisis de esta mezcla séncilla de carbohi-
dratos se puso punto final a la idea de separacidén cromato-
grafica directa de los azlcares libres, sin previa deriva-
ciébn y wutilizando las columnas de intercambioc catiédénico
Sugar Pak-1l. Las razones las podemos sintetizar de la forma

siguiente:

l.- para su manipulacién e identificacidédn es prefe-
rible gque los azlcares se encuentren en forma derivada y no
con los grupos hidroxilos libres. Siendo asi, se consigue su
solubilidad en disolventes organicos, se aumenta su volati-
lidad (necesaria para su anélisis por cromatografia de
gases) y se pueden conseguir derivados més estables que los
propios azlcares, susceptibles de ser estudiados mediante

técnicas diversas.

2.- las columnas Sugar Pak-1l, si bien se han mos-
trado Utiles para el trabajo con mezclas de azlUcares senci-

llas, a 1la vista de los resultados que acabamos de descri-
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bir, hemos de considerarlas inadecuadas para la resolucidn

de problemas complejos, por ejemplo, separacién de aldohexo-

sas diastereoisoméricas.

5.2 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS DERIVADOS

PAAN/PAKO SOBRE UNA FASE ESTACIONARIA POLAR: FASE SILICE.

La polaridad de los derivados de azlcares tipo
PAAN/PAKO podemos considerarla como intermedia. Por ello, en
principio, podemos plantearnos su andlisis cromatogréafico

utilizando indistintamente un lecho apolar o polar.

La cromatografia de los aldononitrilos peracetila-
dos (PAAN) y de las cetoximas peracetiladas (PAKO) sobre
gel de silice, utilizando n-hexano como Unico componente de
la fase m6vil, dio como resultado una retencidn total de los
mismos por parte de la fase estacionaria y el uso de cloruro
de metileno o cloroformo en distintos porcentajes como modi-
ficadores de polaridad del eluyente no modificaron el re-
sultado, gquedando los productos retenidos y por 1lo tanto
impidiendo su cromatografia. Como sistema de deteccién se
eligid® el indice de refraccidén, punto que mas adelante

discutiremos con mas detalle.

En nuevos ensayos cromatogradficos se obtuvieron

resultados positivos al utilizar acetona como componente
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CROMATOGRAFIA FASE NORMAL. HCXANC~ACETONA.

1.manosa
2.dha
3.xilosa

4.glucosa

5 T T T T T T T

9 10 " 12 13 14 15

% acetona

Cromatografia de los derivados PAAN y PAKO

L 1 1 L
17 18 19 20

de los azlcares especificados

FIGURA 2-8
FASE NORMAL. HEXANO-12.5 X ACETONA.
K
15+
\/4 ' glucosa
14
134
. xilosa
124 W
— 4 ; —+ manosa
10 T T T T T T 1 T T T )
.40 .50 .60 .70 80 .90 1.00 110 1.20 1.30 1.40 150 1.60
flujo

Cromatografia de los derivados PAAN y PAKO de los azlcares especificados

FIGURA 2-9
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polar del eluyente. De todas las pruebas realizadas, con
distintas proporciones de hexano y acetona y a diferentes
flujos de elucidn, las mejores condiciones obtenidas fueron:
n-hexano 89% - acetona 11% a un flujo de 1.0 mL/min y de 2.0
mL/min. En la tabla 2-3 se recogen las pruebas realizadas,
representéndose en la figura 2-8 los factores de capacidad
frente al porcentaje de acetona presente en la mezcla elu-
yvente para las condiciones de flujo subrayadas en la tabla
2-3. En la figura 2-9 se representa los factores de capaci-
dad frente a los flujos empleados en la cromatografia con

hexano/acetona al 12.5 % en acetona.

Como se deduce del anélisis de los valores de la
tabla 2-3, los diferentes compuestos eluyen aparentemente
sin orden. Asi encontramos gue el primer compuesto gue se
eluye es la PAAN-manosa, aldononitrilo peracetilado de seis
dtomos de carbono, seguido del PAKO de tres atomos de carbo-
no; posteriormente eluye otro aldononitrilo de cinco &tomos
de carbono (xilosa) que precede en la elucidédn a un segundo
aldononitrilo de seis atomos de carbono (glucosa). El prime-
ro y el ultimo compuesto que se eluyen en la mezcla analiza-
da son compuestos pertenecientes a la misma familia Cg, con
igual peso molecular, eluyéndose con un tiempo intermedio un

aldononitrilo Cg.

La falta de selectividad en la elucidén y 1la poca
amplitud del espectro cromatogréafico, junto con los inconve-
nientes intrinsecos de trabajo en cromatografia de adsorciédn

sobre silice, entre los que podemos citar una vida corta de
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las columnas como consecuencia de adsorciones irreversibles,
que originan picos no simétricos con colas, largos tiempos
de acondicionamiento y reequilibracidén de la fase estaciona-
ria para evitar las derivas de la linea de base y lograr
reproducibilidad en los cromatogramas, nos obligaron al
estudio de otras fases estacionarias como lecho cromatogréa-

fico.

5.3 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS DERIVADOS

DE AZUCARES TIPO PAAN/PAKO SOBRE UNA FASE ESTACIONARIA AMI-

NOSILICE.

En el camino a recorrer en cuanto a la polaridad de
la fase estacionaria cromatogréfica, encontramos que un
punto de partida es la que se suele llamar fase normal u
ordinaria, es decir, la fase polar contituida por gel de
silice activada. Si en el extremo de méxima polaridad de
fase estacionaria se halla la silice, en el extremo opuesto
encontramos las fases apolares gque se suelen denominar fases
reversas por su comportamiento cromatografico completamente
opuesto a la aceptada como fase normal. Tal denominacidn es
la traduccién directa del término inglés "reverse phase" vy
probablemente debe considerarse incorrecta, pues tal vez
seria mejor denominarlas, por ejemplo, fases apolares, hi-~
drofdébicas, 1lipofilicas o algin término anadlogo. Con este
tipo de lecho cromatografico se utilizan fases mbéviles mas

polares gque la fase estacionaria. Las principales fases
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apolares estan constituidas por cadenas hidrocarbonadas de

diferente longitud (C3, Cg, Cig, C22,...) ancladas gquimica-

mente sobre la gel de silice.

Entre estos dos casos extremos de polaridad exis-
ten, y cada dia surgen méds, tipos alternativos de fases
cromatograficas de polaridad intermedia y de distintas ca-
racteristicas quimicas. Una de estas fases de polaridad
intermedia y que podriamos situar dentro de los denominados
lechos cromatogréficos "clasicos", son las llamadas aminosi-

lices.

Dichas fases se hallan mas cercanas al comporta-
miento polar de la silice que al apolar de las fases alqui-
licas. Se trata de fases estacionarias preparadas anclando
mediante enlace quimico covalente aminas sobre 1la silice
siendo la unién por el extremo de la cadena carbonada opues-
to al que soporta el &tomo de nitrdégeno. Normalmente, estos
grupos amina libres se hallan unidos a una cadena carbonada
de tres Atomos de carbono, tratandose, pues, de aminopropil-
silices que se pueden sintetizar por reaccidén de la silice
con 3-aminopropiltriclorosilano o bien con 3-aminopropil-
trietoxisilanol34., También existen trabajos de separacién
cromatografica de azlcares realizados sobre diamino-fases o
triamino-fases sintetizadas a partir de 3-etilendiaminopro-
piltrietoxisilano y 3-dietilentriaminopropiltrimetoxisilano

respectivamentel34

Como ya hemos indicado anteriormente, en la litera-

tura se puede encontrar estudios realizados sobre la separa-
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cién de azUcares libres con aminosilices como soporte croma-
tografico. No obstante, 1los resultados publicados no se
ajustan al objetivo perseguido por nuestra linea de trabajo,
ya que en su mayoria son separaciones entre pocos monosacéa-

ridos frente a di- o polisacéaridos.

Por nuestra parte, dentro del estudio de aztcares
via sus derivados correspondientes PAAN/PAKO, trabajamos en
la cromatografia de estos mismos sobre una aminosilice co-
mercial, CARBOHYDRATE ANALITICALI35, Las fases méviles ensa-
vadas estaban constituidas por mezclas binarias y ternarias
de n-hexano, cloroformo y acetona. De todas las combina-
ciones ensayadas, el eluyente para el gue se obtuvo una
mejor separacidén de todas las sustancias estudiadas (manosa,
dihidroxiaéetona, Xilosa, glucosa) fue también'aqui, una
mezcla binaria formada por n-hexano y acetona, si bien en
este caso el eluyente que permite wuna mejor resolucidn
cromatografica es ligeramente mds rico en acetona (n-hexano
86% / acetona 14%) que el empleado en la cromatografia sobre
gel de silice, y también varian algo los flujos de trabajo,
obteniéndose buenas resoluciones, para este conjunto de
compuestos, con flujos menores del orden de 0.6 y 0.8 mL/min

(Tabla 2-4), menores gue en la columna convencional.
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5.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS DERIVADOS DE

AZUCARES TIPO PAAN/PAKO SOBRE UNA FASE ESTACIONARIA DE TRIA-

CETATO DE CELULOSA MICROCRISTALINA.

La siguiente etapa en el estudio cromatografico de
estos derivados de azucares fue la utilizacién de otras
fases estacionarias comerciales de carécter quiral. La fina-
lidad no era conseguir la resolucidén de enantidmeros sino la
utilizacién de la quiralidad del soporte como factor adicio-

nal en la separacién de diastereoisdémeros.

Una de estas fases quirales estudiadas para 1la
separacién de enantidmeros es el triacetato de celulosa
microcristalina preparada por vez primera por Hesse and
Hagell36 mediante acetilacidn heterogénea de la celulosa en
suspensidén en fase bencénica, de tal manera que la es-
tructura fibrosa con las areas cristalinas gqgueda inalterada
durante el proceso de acetilacidén. Segun Hessel37 1a dispo-
sicién de estas fibras quirales acetiladas origina unas
cavidades donde es posible la inclusidén de diferentes molé-
culas. La resolucidn cromatogréfica, siempre segun Hesse, se
basa en los diferentes grados de "acoplamiento" de las
moléculas en estas cavidades; por esta razén Hesse denomina
a este proceso cromatografia de inclusidén. De esta propues-
ta, se desprende gue no serd necesario un drupo funcional
determinado para producir la adsorcién del racémico a sepa-
rar sobre la matriz quiral; asi pues, se trataria de . una
columna “"universal". Con ello gqueremos significar gue, en

principio, puede ser Util en la separacidén de cualquier
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racémico, independientemente del tipo o familia a la que
pertenezca. Hesse y Hagel afirmani36,137 gque la capacidad de
reconocimiento gquiral o discernimiento entre diferentes
enantibmeros queda reducida substancialmente por la diso-
lucién de la fase triacetato de celulosa en cualquier disol-
vente orgé&nico, pues su posterior precipitacidédn no causa la
recuperacién de su anterior comportamiento quiral. No obs-
tante, mas recientemente Okamotol38,139 describe que el
triacetato de celulosa adsorbido sobre silica gel a partir
de una solucidén del mismo, muestra una capacidad de recono-
cimiento gquiral completamente diferente a la mostrada en
forma microcristalina, incluso produciendo 6rdenes de e-

lucibén inversos.

El triacetato de celulosa microcristalina, ha sido
empleado especialmente en la separacidén enantiomérica de
compuestos aromaticosl40-142 g1 sistema estandar de elucién
para la cromatografia sobre dicha fase estacionaria es al-
cohol etilico al 95% 143, En estas condiciones el adsorbente
se impregna de la fase liquida, siendo escasa su solubiliza-
cién.

El estudio cromatogradfico tanto de los azucares
libres como de sus derivados peracetilados correspondientes
(PAAN/PAKO) muestra que este lecho cromatografico es comple-
tamente inadecuado. Las pruebas realizadas con variacibén de
flujo (0.6 mL/min hasta 1.3 mL/min) y variacién de 1los
disolventes constituyentes de la fase mévil (EtOH/H,0 96%,

EtOH/hexano 90-10, EtOH/hexano 50-50, EtOH/hexano 20-80),

86



muestran una réapida elucidén de los productos sin indicar una
minima selectividad, ya que todos son eluidos en el volumen
muerto de la columna, sin sufrir ningGn tipo de retencién o

interaccién.

5.5 ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS DERIVADOS DE

AZUCARES TIPO PAAN/PAKO SOBRE UNA FASE ESTACIONARIA DE PO-

LI(TRIFENILMETILMETACRILATO).

Las mismas razones gque justificaban ensayar el
comportamiento del triacetato de celulosa microcristalina,
nos llevaron a probar la cromatografia sobre polimeros qui-
rales, especificamente sobre (+)-poli(trifenilmetilmetacri-
lato) cuya quiralidad es debida Unicamente a la disposicidn
helicoidal de- sus moléculas, 144 impregnado sobre gel de
silicel45 (Figura 2-10). Para esta fase se han descrito
separaciones enantioméricas de distintos grupos funcionales,

en concreto para alcoholes previamente derivados en forma de

ésteres.l145-147

Esta fase quiral normalmente muestra mayor reso-
lucidén para compuestos no polares que para polares, en
condidiones cromatograficas de fase reversa, eluyendo con

|
disolventes polares, tales como el metanol. El mecanismo de
reconocimiento gquiral que parece operar en dicha fase son
interacciones de tipo no polar147 o interacciones n-n prefe-

rentemente sobre las interacciones polares.

Los tipos de ésteres cromatografiados son princi-
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palmente benzoatos o derivados de los mismos (clorobenzoa-
tos).147 Las condiciones cromatogréficas en las que estas
columnas muestran mejor resolucién son utilizando metanol
como eluyente o bien una mezcla de hexano/2-propanol, gene-
ralmentel48 en proporcidén 9:1. Un factor importante en la
cromatografia es la temperatura de trabajo, 146 ya gque los
grupos ésteres pueden lentamente ir solubiliz&ndose en meta-
nol por formacién del trifenilmetil-metil éter, provocando
una pérdida de fase quiral. La formacidén del éter por solvd-
lisis es minima al trabajar en un intervalo de temperatura

de 5 - 10 °C. A 15 ©°C, 1 L de metanol arrastral46 8 mg de
trifenilmetilmetil éter ocasionando una pérdida del 30 % de

la fase al cabo de 1000 horas de trabajo a 1 mL/min.
Las condiciones ensayadas han sido:

a) Eluyente, metanol. Flujo, 0.5 mL/min o bien 1.0
mL/min. Los derivados de cinco &tomos de carbono eluyen con
tiempos de retencidén prodoximos a 4 minutos, si se trabaja con
flujos de 1.0 mL/min y a tiempos prdéximos a 8 minutos, si se
trabaja a flujos de 0.5 mL/min. Siendo las diferencias de
tiempos de retencidén entre isdmeros del orden de las centé-
simas y las anchuras de pico de 1 minuto por lo gue 1los
distintos isbmeros no se resuelven. Los derivados de seis
dtomos eluyen a tiempos de retencidédn asimismo prbéximos a los
de los de cinco atomos, por ejemplo el nitrilo peracetilado
de la manosa eluye a 8.15 min frente a los 7.82 min de

elucidén del derivado de la lixosa al eluir a 0.5 mL/min.

b) Eluyente, hexano/2-propanol 90:10. Flujo 0.5 vy
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1.0 mL/min. Igualmente no se observa separacién entre isdme-
ros siendo los tiempos de elucién entre 11 y 21 minutos al

trabajar con flujos de 0.5 y 1.0 mL/min respectivamente.

Es decir, esta fase estacionaria ha demostrado ser

inadecuada para el problema planteado.

5.6 ESTUDIO CROMATOGRAFICO SOBRE FASES APOLARES.

Un breve repaso de la literatura nos muestra que
las fases reversas o apolares son las fases estacionarias
mas empleadas en los procesos cromatograficos. Ya en
1976149,150 gse estimaba que un 60-80% de las separaciones
analiticas tenian lugar utilizando dicha técnica,  con ten-

dencia a aumentar dicho porcentaje.150

Los principiosl4? de la cromatografia ligquida sobre
fases estacionarias no polares datan de 1948, cuando
Boldingh151 separé por primera vez &acidos grasos de cadena
larga usando wuna columna formada por polvos de caucho vy
eluyendo con una solucibdn acuosa de metanol y acetona.
Posteriormente en 1950, Howard y Martinl52 descubrieron el
uso de aceite de parafina (parafina liquida) y n-octano como
fases estacionarias para la cromatografia liquida de éacidos
grasos, bautizando la técnica como cromatografia de fase
reversa. A mediados de los sesenta, Stewart Yy Perry153
obtuvieron fases estacionarias reversas por enlace covalente
de un compuesto organico con un soporte poroso rigido,

mediante la adaptacidén del proceso descrito dos afios antes

89




por Pollardl>4 para la preparacién, para uso en cromatogra-
fia de gases, de una fase apolar quimicamente enlazada.
Stewart y Perry sintetizaron la nueva fase a partir de un
soporte de silice y octadecilclorosilano. No obstante, hasta
principios de los setenta, con los trabajos de J.J.
Kirklandl55,156 Yy R.E. Majorsl57 la cromatografia liguida en

fase reversa no adquiridé la actual relevancia y popularidad.

El estudio experimental de la fase reversa como
fase estacionaria para el analisis de los derivados
PAAN/PAKO se ha realizado utilizando cartuchos de compresién
radial y columnas met&dlicas convencionales; las columnas
metélicas presentan mayores eficacias (alrededor de 10.000
platos tebricos por metro) que los cartuchos (unos 3.000
platos por metro). Otra variable a tener en cuenta es el
tamafio de particula. El mas usado en la escala analitica es
el de 10 micras y de esta caracteristica son los cartuchos
mencionados. Actualmente se dispone de columnas metédlicas
para escala analitica de tamafio de particula igual o menor a
5 micras, lo gque produce un aumento del nimero de platos
tedbricos aunque ello lleve aparejado mayores presiones de
trabajo. Otros aspectos como la forma de la particula (irre-
gular o esférica), el tamafio de poro, la superficie de las
particulas por gramo, la cantidad de fase reversa por gramo
total, realizacién o no del proceso de "capping"134rl58’16o,
etc. tienen gran influencia en el proceso cromatografico. La
columna metdlica utilizada en nuestro estudio estaba rellena

de una fase reversa C-18 de 5 micras de tamafio de particula
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y de forma esférica.

Con el fin de constatar la posible utilidad del
detector de UV como sistema de deteccidn para la cromatogra-
fia de los PAAN/PAKO, se registraron sus espectros de
absorcién UV. Los aldononitrilos peracetilados muestran un
maximo de absorcidén a longitud de onda de 273 nm, con un
valor de coeficiente de extincidén molar alrededor de 50; - su
mayor absorciébn tiene lugar a longitudes de onda de 207 nm,
pero aun asi muestran coeficientes de extincidn molar muy
bajos, del orden de 500. Como ejemplo, el aldononitrilo
peracetilado de la arabinosa presenta el maximo de absorcién
a 193.3 nm con un valor de e€e= 844 y el aldononitrilo
peracetilado correspondiente a la galactosa tiene su maximo
a 206.9 nm con un valor de €= 420.3. Los espectros de
ultravioleta registrados para las oximas peracetiladas deri-
vadas de los correspondientes azlcares (cetosas), presentan
el maximo de absorcidén a longitudes de onda también muy
bajas, del orden de 200 nm con coeficientes de extincién
también pequefios, si bien algo superiores a los mostrados
por los aldononitrilos acetilados. Las cetooximas peraceti-
ladas de la sorbosa tienen un coeficiente de extincidén molar
de 74, pero en algin otro derivado llega a tener hasta un

valor de 6000.

Por otra parte, la absorcibén ocurre a longitudes de
onda donde absorben la mayoria de los productos orgénicos y
entre ellos los que pueden aparecer como subproductos de los

procesos de sintesis o de derivacidén, de manera que incluso
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trazas de estas impurezas, por poseer coeficientes de extin-
cidén molar de ordinario mayores que los de nuestros compues-—
tos dificultan la comprensiéon del éspectro cromatografico.
Asimismo los disolventes a utilizar como eluyentes también
suelen absorber a estas longitudes de onda lo que impone de
entrada una severa restriccién: la limitacidén de la natura-
leza de la fase eluyente, factor que es el ma&s importante en
las variables que influyen en la resolucidén cromatografica,
de tal modo que nos tendriamos que cefiir al acetonitrilo
como modificador orgénico, y autn asi de alto grado de pureza

para andlisis por UV.

En resumen, el detector de UV no es un medio de
deteccién adecuado para los derivados PAAN / PAKO de los
azlcares vy se decidid la utilizacidén del indice de refrac-

cién diferencial como sistema de detecciédn.

Hemos realizado con una considerable extensién el
estudio de 1las posibilidades que puede ofrecer 1la fase
reversa como fase estacionaria para el andlisis de PAAN/

PAKO.

El estudio se ha realizado buscando los tiempos de
retencidén de los diferentes derivados utilizando muy diver-
sas mezclas de disolventes como fase mbévil, con la idea no
s6lo de variar la polaridad de la fase eluyente sino también
de introducir diferentes disolventes que debido al tipo de
sus grupos funcionales, pudieran interaccionar con los so-
lutos. Con este fin se han usado disolventes gue poselian

funciones alcohol, éter, carbonilo (de cetona o amida),
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nitrilos... En resumen, los principales eluyentes ensayados
han sido mezclas binarias o ternarias de agua, metanol, éter
etilico{ tetrahidrofurano, dioxano, acetona, dimetilformami-
da y acetonitrilo. En general, al aumentar la proporcién de
disolvente organico, sea cual sea, frente al agua de la
fase mbévil se consigue una disminucidén de la retencién de
los solutos por parte de la fase estacionaria como era de
esperar, hecho que se puede explicar por el modelo del
proceso cromatogréfico propuesto por Horvatnll,22,23 y deno-

minado teoria solvofdbica.

RESULTADOS Y DISCUSION DE LA CROMATOGRAFIA EN FASE

APOLAR.

A) CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA. PARTICULA 10 um,

El estudio cromatogréafico de los derivados PAAN vy
PAKO en fase reversa lo hemos realizado principalmente uti-
lizando como eluyentes mezclas de distintos disolventes
orgénicos y a distintos flujos. Los primeros estudios se
realizaron en cartuchos Rad-Pak C-18 (Waters) de tamafio de
particula de 10 um, de nuamero de platos tebricos por mZ de
3000 y un volumen muerto de 2.5 mL. Su comportamiento frente
a una fase mévil THF/H0 se indica en la tabla 2-5 y en 1la
figura 2-11 y como aspecto a destacar se observa la elucidn
mas rapida de las oximas peracetiladas frente a los nitrilos

peracetilados. En cada uno de los dos grupos la elucién
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sigue el crden de peso molecular. Asi observamos la elucidn
primera del derivado correspondiente a la dihidroxiacetona
frente a los correspondientes de la fructosa, sorbosa vy
galactosa. M&as tarde, vy con diferencias de tiempos de e-
lucién aceptables (dos minutos a flujo de 1.0 mL/min para
una mezcla de THF/H;0 al 40 %) eluye el PAAN-xilosa, cerca
de él1 eluye le PAAN-ribosa y a tiempos de retencién mayores
(dos minutos para el mismo eluyente anterior) eluye el PAAN-

glucosa seguido del PAAN-manosa.

CROMATOGRAFIA FASE REVERSA C-18, THF—H20

6
51
4] ——
357
4
4%
2
e
0] L L I L 7 ! 1 I
PAKO -5 DHA  goioc.  fruct. sorb.  xilo ribo gluco mano , €— paAN

Cromatografia de los derivados PAAN Y PAKO de los azUcares especificados

FIGURA 2-11

El problema gque se encuentra al trabajar con wuna
fase mévil de este tipo con tetrahidrofurano en proporciones
relativamente grandes, es la obtencidén de un sistema croma-
tografico equilibrado, cuestién dificil y que se refleja en

la obtencién de una linea de base oscilante, lo que por
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En general, 1la anchura de pico, medida a nivel de
linea de base, es del orden de uno a dos minutos de cromato-
grama, (entre 1 y 2 mL), pero la anchura de pico a media
altura acostumbra a ser entre 20y 30 s ( 0.5 mL). El
perfil de pico mostrado por los derivados PAKO acostumbra a
ser menos simétrico, debido fundamentalmente a la elucibén de

las dos posibles oximas isbmeras sin y anti gque eluyen,

segin los casos, en una Unica sefial global cromatografica o

bien mostrando dos méximos que no llegan a resolverse.

La sustitucién del tetrahidrofurano por metanol, en
proporcién 1ligeramente distinta para obtener una fase mévil
de andlogo poder elutivo, produce un cambio en el orden de
elucidén de los productos, con desaparicién de los problemas
de linea de base comentados anteriormente, perc con pérdida
de la selectividad mostrada por el tetrahidrofurano (elucidn
mas rapida de los PAKO-derivados frente a los PAAN-deriva-
dos). La proporcién encontrada experimentalmente de tetrahi-
drofurano de una misma fuerza elutiva que el metanol para
los derivados PAAN/PAKO, coincide con la publicada poste-
riormente por Dolanl6é3 donde relaciona la fuerza de elucién,
en términos generales, para los disolventes tetrahidrofura-
no, metanol y acetonitrilo (HpO/THF 85:15 = %20/MeOH 60:40 =
HpO0/CH3CN 70:30). En este sistema (MeOH-H70) los productos
eluyen de acuerdo con su peso molecular. Los factores de
capacidad se muestran en la tabla 2-6. Simultaneamente se
realizaron pruebas cromatograficas para poner de manifiesto

el efecto de la variacidén del flujo en la resolucidén croma-
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tografica. Para ello se estudidé la cromatografia de cuatro
compuestos, los derivados PAAN/PAKO correspondientes a los
azucares dihidroxiacetona, xilosa, glucosa y manosa, en una
mezcla eluyente de MeOH/H70 40:60, a los flujos de 1.0, 1.5,
2.0 y 2.5 mL/min., En la tabla 2-7 se recogen los resultados
obtenidos. Vemos gue se mantiene constantes el volumen de
elucidén y por lo tanto los factores de capacidad correspon-
dientes. Existe variacién de anchura de pico, aumentando al
disminuir el flujo. No obstante, la resolucidén obtenida en
todos 1los casos es del mismo orden, pues los tiempos de
retencién son 1lo suficientemente distintos como para que

tenga lugar una resolucién hasta la linea de base.

El estudio de fases mbéviles ternarias constituidas
por H»O0/THF/MeOH muestra que se conservan los efectos in-
ducidos por la presencia de tetrahidrofurano, el orden de
elucién de los PAAN/PAKO y una linea de base irregular

(Tabla 2-8).

El estudio de la amplitud del espectro cromatogra-
fico para dichos compuestos usando otras fases mdviles se
presenta en la tabla 2-9 y figura 2-13; en ellas se muestra
las retenciones experimentadas por los derivados correspon-
dientes a la dihidroxiacetona, xilosa, dglucosa y manosa
utilizando como eluyente mezclas de acetonitrilo-agua vy

acetona-agua en distintas proporciones.
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sistemas elutivos

Columna Rad Pak C-18. Flujo = 1.0 mL/min.

. THF 40 : H,0 60

. MeOH 40 : H50 60

. MeOH 45 : H,0 55

. CH3CN 30 : H,0 70

. CH3CN 35 : H,0 65

. CH3CN 40 : H50 60

. CH3COCH3 30 : H50 70
. CH3COCH3 40 : H>0 60

W 3 O U W N s

FIGURA 2-13

En la tabla 2-10 se muestra la variacidén del tiempo
de retencién frente al flujo para la fase mdvil CH3CN/H30
30:70 al igual que habiamos realizado para la mezcla MeOH
/Hzé 40:60. Del mismo modo se demuestra la casi nula in-
fluencia de la variacién del flujo en la selectividad vy
resolucién del sistema. En la figura 2-14 se muestra la
correspondencia del Ln K' frente al tanto por uno de modifi-

cador organico (CH3CN) a fin de comprobar si se ajusta a la
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expresién propuesta segn la teoria solvofébical64-167;
Ln K'= Ln K'y, - SO®p

La ecuacidén de la recta asi definida para cada uno
de los compuestos estudiados nos define un valor de K'y, que
es el factor de capacidad especifico para cada soluto utili-

zando agua como Unico componente de la fase moévil.

Los parametros S obtenidos, nos proporcionan una
medida de la fuerza elutoria del componente organico, en
este caso acetonitrilo, dependiente asimismo de la naturale-

za del soluto.

CROMATOGRAFIA FASE REVERSA, C-18
ACETONITRILO-AGUA

Ln K'
3.00
2.50
2.00
~>— DHA
i ~—t— xilosa
1.50
—&— glucosa
1.00 — -8~ manosa
0.50 A \
.00 T T T L

Componente Organico

ECUACIONES DE LAS RECTAS DE REGRESION.

MANO y = -10.498x + 5.911
GLUCO y = -10,099x + 5.614
XILO y = -8.000x + 4.830
DIHIDROXIACETONA y = -5.900x + 2.630

FIGURA 2-14
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Tanto al wutilizar acetonitrilo como acetona como
modificadores orgénicos se obtienen lineas de base cromato-
graficas aceptables. Ninguno de los dos disolventes citados
muestran la selectividad hallada para el tetrahidrofurano,
aunque no obstante la elucidén de los compuestos tipo PAKO
tiene lugar anteriormente a los compuestos PAAN de la misma
longitud de cadena. No existen grandes diferencias en la
elucibébn de estos compuestos utilizando metanol, acetona o
acetonitrilo como componente organico y el orden de elucibdn
es el mismo, en general, observandose pequefias diferencias
entre los tiempos de retencidén relativos; asi, por ejemplo,
los derivados correspondientes a la glucosa y la manosa
muestran mayor diferencia en tiempo de retencién al cromato-
grafiarlos en acetona/agua que en acetonitrilo/agua, al
igualique sucede con la pareja xilosa-fructosa, aungque una
buena separacidén entre estos dos compuestos s6lo tiene lugar
al usar como fase mévil metanol/agua 45:55 obteniéndose

diferencias de dos minutos en sus tiempos de retenciédn.

En este punto del trabajo se disponia de condi-
ciones en las gue se podian separar entre si derivados de
algunos azlcares, pero el espectro cromatogréfico, es decir
la diferencia de volumen de elucidn entre el primer y el
tltimo compuesto era pequeiia, por lo que en tales condi-
cionesv y teniendo en cuenta las considerables anchuras de
pico registfadas, el siguiente paso era intentar obtener un
aumento de dicho espectro cromatogréfico, bien wutilizando

otras fases mdéviles, bien aumentando el factor de resolucidn

100




fisico del sistema, es decir el nUmero de platos tebricos de
la columna cromatografica. Para esto altimo pasamos a traba-
jar con columnas meté&licasl68 p-Bondapak de tamano de parti-
cula menor, 5 um. El nimero de platos tedricos que ofrecen
dichas columnas oscila entre los 10.000 y 13.000. A partir
de este momento todos nuestros ensayos se realizaron con

este nuevo tipo de columnas.

B) CROMATOGRAFIA EN FASE REVERSA. PARTICULA 5 um.

Alipasar a las nuevas fases reversas C-18 con mayor
nimero de platos tebdricos, se ensayaron las mejores condi-
ciones de eluciébn ya estudiadas con los cartuchos cromato-
graficos Rad-Pak C-18 de menor resolucidn y se probaron
nuevos eluyentes y nuevas mezclas de elucidn, varias de
ellas ternarias. Entre 1los nuevos eluyentes probados se
pueden citar el éter etilico, el dioxano y la dimetilforma-
mida, principalmente. En todos estos énsayos se continud
trabajando con detector de indice de refraccidén. La compara-
cién de los resultados obtenidos con las dos cromatografias,
columna wm-Bondapak C-18 y Rad-Pak C-18, realizados con la
mezcla eluyente MeOH/H20, es significativa (Tabla 2-11).
Para resoluciones de igual magnitud, el trabajo con columnas
u-Bondapak tiene lugar en la mitad de tiempo con un gasto
aproximado de una cuarta parte del disolvente necesario para
la cromatografia con una Rad-Pak C-18. Otro factor a sefialar

es la mayor resolucidn entre pares de oximas. Las dos oximas
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derivadas de la sorbosa muestran R=1.2 en 1la u-Bondapak
frente a R = 0.7 en la Rad-Pak. Las dos oximas de la fructo-
sa no se resuelven en la columna Rad-Pak, pero se obtiene
una resolucién de 0.9 con la columna u-Bondapak, 1llegando a
mostrar una resolucién completa hasta linea de base al
utilizar una mezcla del 30 % en MeOH. Todos los cromatogra-
mas realizados con metanol-agua muestran buenas lineas de

base.

Otro eluyente probado fue la mezcla de agua y
dimetilformamida, pero esta mezcla de disolventes se mani-
fest6 como la peor de las ensayadas. La mayor viscosidad de
la dimetilformamida ocasiona presiones de trabajo més eleva-
das por 1lo gque es necesario trabajar a flujos menores.
Nuestros compuestos, en estas condiciones gquedan muy reteni-
dos dando picos muy anchos y de perfil irregular. El uso de
una mezcla ternaria de disolventes (H20 65 / DMF 10 / CH3CN
25) con el fin de disminuir las presiones de trabajo vy
adelantar el tiempo de elucidn de los distintos compuestos
se mostrd igualmente inadecuada pues, por ejemplo, a un
flujo de 1.0 mL/min, 1los derivados de la xilosa, ribosa,
fructosa y sorbosa, eluian conjuntamente entre los 10 y 11
minutos, es decir no existia una buena resolucidn entre

ellos.

Dentro del grupo de disolventes con grupo funcional
éter hemos probado el tetrahidrofurano, el dioxano y el éter
etilico, con una clara diferencia de comportamiento cromato-

grafico entre el dioxano por un lado y el tetrahidrofurano y
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el éter dietilico por otro. Mientras que en éter dietilico y
en tetrahidrofurano eluyen primero los PAKO y después 1los
PAAN vy, simulténeamente, dan lugar a una linea de Dbase
irregular y oscilante; el dioxano tiene un comportamiento
més similar a los otros disolventes estudiados (metanol,
acetonitrilo, acetona...), produciendo lineas de base buenas
Yy un orden de elucidn relacionado con el peso molecular de
los mismos, no con el tipo de derivado (Tabla 2-12). La
mezcla ternaria con dioxano no muestra ningin efecto positi-
vo frente a las mezclas binarias de MeOH/H»0, por lo que no
seguimos trabajando con dioxano ya que es un disolvente de
manejo mas engorroso que el metanol y en general, (siempre
son més reproducibles las condiciones de trabajo al wusar
mezclas binarias gque ternarias. Por otro lado, tanto las
mezclas ternarias formadas con éter dietilico como con te-
trahidrofurano producen efectos semejantes, viéndose ligera-
mente incrementada la separacién entre picos al trabajar con
tetrahidrofurano. Asi pues, a pesar de la mala linea de base
obtenida en general, se continud trabajando con las mezclas
ternarias constituidas por agua-metanol-tetrahidrofurano. En
la tabla 2-13 se muestran los tiempos de retencidén, volu-
menes de elucidén y factores de capacidad para un conjunto de
derivados de siete azlcares: dihidroxiacetona, fructosa,
sorbosa, xilosa, ribosa, glucosa y manosa, para distintos
porcentajes de estos disolventes en dichas mezclas terna-
rias. La consecucidén de una buena miscibilidad de la mezcla
necesaria para tener lineas de base aceptables, y no irre-

gulares y con derivas, tiene lugar al trabajar con una
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proporcidén de tetrahidrofurano relativa al metanol del orden
de 0.4, es decir con una proporcién maxima de cuatro partes
de tetrahidrofurano por cada diez de metanol. Las mezclas
mas ricas en tetrahidrofurano dan lugar a malas cromatogra-
fias con grandes derivas de lineas de base; éste es el caso

de las mezclas mostradas en la tabla 2-13.

En la tabla 2-14 se muestran los tiempos de reten-
cién, 1las anchuras de pico en la linea de base y la reso-
lucién entre picos proOximos para las mezclas ternarias més
significativas. Las condiciones cromatograficas mejores son
las correspondientes a las condiciones H;0 65 / THF 10 /
MeOH 25 a un fluijo de 0.8 mL/min, consiguiéndose una comple-
ta resolucidbn entre 1los derivados correspondientes a la
dihidroxiacetona, fructosa, xilosa, ribosa, glucosa y mano-
sa. En estas condiciones no se puede distinguir entre 1los
derivados de la fructosa y sorbosa, no obstante tiene lugar
una cierta resolucidén entre las dos oximas de la fructosa.
Los ensayos llevados a cabo a partir de las mencionadas
condiciones cromatograficas manteniendo fija la proporciédn
de tetrahidrofurano vy variando el porcentaje de metanol
(condiciones III, tabla 2-14 y IV de la tabla 2-13) dan
lugar, por un lado (condiciones IV, tabla 2-13) a un empeo-
ramiento de linea de base que impide los analisis de com-
puestos en pequefia proporcibén pues quedan enmascarados por
las oscilaciones de la linea de base y por otro lado (condi-
ciones III, tabla 2-14), a una pé;dida de resolucidn causada

por el aumento de la proporcién de metanol. Igualmente
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existe pérdida de resolucién al disminuir el flujo de traba-
jo (condiciones II, tabla 2-14). 8i a partir de las condi-
ciones H»0 65 / THF 10 / MeOH 25, flujo 0.8 mL (condiciones
I, tabla 2-14), hasta el momento las mejores encontradas
para esta mezcla ternaria, aumentamos la proporcién de meta-
nol, pero ahora a costa de bajar la.proporcién de tetrahi-
drofurano (condiciones IV, tabla 2-14), obtenemos una gran
disminucién en la resolucidn entre sefiales y si disminuimos
el porcentaje de metanol aumentando el porcentaje de tetra-
hidrofurano, la resolucién disminuye y empeora la linea de
base. Solamente con las condiciones V, tabla 2-14, se
obtienen resoluciones del mismo orden que con las condi-
ciones I, tabla 2-14, no obstante, para ello hay que inver-
tir casi el doble de tiempo de cromatografia, vy gastar casi
un tercio mas de eluyentes; ademéds, la relacidén entre
THF/MeOH es demasiado elevada, originando peor linea de

base.

Otra mezcla binaria que se ha estudiado es 1la
constituida por agua y acetonitrilo (Tabla 2-15). Con esta
mezcla se puede resolver aceptablemente una mezcla de seis
de los siete derivados de azlcares estudiados. Presenta
mejor resolucién la mezcla al 30 % en acetonitrilo que 1la
del 25 %. Un aspecto a resaltar es la anchura de las
sefilales, siendo la menor observada de todos los casos vis-

tos.

Los disolventes que se han mostrado mas adecuados

en la cromatografia de los derivados PAAN / PAKO, bien por
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el aspecto de los picos eluidos,  bien por la amplitud del
espectro cromatografico, bien por la selectividad en la
elucidébn de los distintos tipos de sustancias, han sido el
metanol, el tetrahidrofurano y el acetonitrilo. Al igual que
se han estudiado las mezlas ternarias de H;O0/MeOH/THF, tam-
bién se han ensayado las mezclas elutivas H0/CH3CN/THF vy
HyO/CH3CN/MeOH, cubriendo asi 1las tres posibles combina-

ciones de los disolventes citados.

Las mezclas ternarias HO0/CH3CN/MeOH ensayadas no
han resultado adecuadas, pues aun trabajando en condiciones
gue favorezcan 1la retencidén de los distintos compuestos,
eluyen en un estrecho madrgen de volumen. Asi por ejemplo, la
mezcla HpO 75 / CH3CN 15 / MeOH 10 a un flujo de 1.0 mL/min
produce 1la elucidén del derivado de la xilosa a 23.5 min
frente a los 24.5 min en gque eluye el correspondiente de la
manosa; la separacidén entre picos es poca en relacidn con el
gran tiempo vy volumen invertido. En estas condiciones 1la
fructosa da lugar a dos sefiales separadas correspondientes a
las dos oximas a 38 y 43 min, pero cada uno de estos dos
cqmpuestos eluyen a lo largo de 3 y 4 minutos, es decir son
sefiales ampliés debido al efecto de difusidén. En los ensa-
yos con mezclas gque acortan algo los tiempos de cromatograma
(como, por ejemplo, HpO 70 / CH3CN 20 / MeOH 10, a flujo de
1.0 mL/min) se observa la elucidn simulténea al cabo de 19
min de los derivados de fructosa, sorbosa y manosa. A pesar
de los tieﬁpos de elucién elevados, los productos eluyen en

un estrecho margen provocando pobres o nulas resoluciones.
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Al igual que sucedia al trabajar con MeOH/THF/H7O,
al eluir con CH3CN/THF/H70 eluyen primeramente los derivados
PAKO frente a los PAAN. En la tabla 2-16 se muestran diver-
sas condiciones ensayadas para estas mezclas ternarias. Como
comentario general a estas mezclas elutivas podemos sefalar
el estrecho margen de volumen de elucidén, 1lo que conlleva

pobres resoluciones.

C) GRADIENTES DE ELUCION.

Las condiciones encontradas en régimen isocréatico
para las mezclas binarias MeOH/H70 y CH3CN/H20 que mostraban
mejor resolucibn, sirvieron de punto de partida para 1los
intentos de mejora de resolucidén al emplear gradientes de
polaridad en la cromatografia. Los gradientes de polaridad
facilitan el poder trabajar en condiciones tales gue aungue
los productos que eluyan primero tengan valores de tiempos
de retencidén relativamente elevados por su interaccidén con
la fase estacionaria, los Gltimos productos de la cromato-
grafia no queden excesivamente retenidos ocasionando efectos
de difusidén y por lo tanto ensanchamientos de bandas. Para
poder 1llevar a cabo estos gradientes de polaridad es
necesario un sistema de deteccidn invariante a tal magnitud.
El cambio de polaridad de la fase mdévil es consecuencia de
una variacién en la proporcidn relativa de los disolventes
componentes de ella, lo que se traduce en una variacién del
indice de refraccidén y, en consecuencia, hace imposible usar

esta técnica de deteccibén. Se plantea por tanto, de nuevo,
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el tema de la deteccién mediante la observacién de la absor-
cién al UV, que es independiente de la composicién en la
fase mdévil, siempre y cuando esté formada por disolventes
gue no presenten absorcién en la longitud de onda observada
durante el andlisis. Recuérdese gue hemos sefialado al co-
mienzo del estudio cromatogréafico lo inadecuado del detector
de UV como sistema de deteccidn para nuestro analisis. La
causa principal de ello es la existencia en los compuestos
PAAN / PAKO de cromdéforos con maximos de absorcidén a bajas
longitudes de onda y con coeficientes de extincién pequeifios.
Estas dos caracteristicas comportan como ya hemos visto dos
limitaciones: el tipo de disolvente empleado en la fase
moévil y la exigencia de muestras de elevada pureza cromato-
grafica a fin de que no se vean enmascarados los productos
principales de analisis por la presencia de impurezas. Con
respecto a estos dos problemas podemos hacer ahora 1las

siguientes consideraciones:

a) A la vista del estudio isocfético usando detec-
tor de indice de refraccién, hemos eliminado toda una serie
de disolventes. En la Tabla 2-17 se muestran las longitudes
de ondal69 a partir de las cuales se puede, en condiciones
extremas, trabajar siempre gque sean disolventes de alta
pureza. Con los datos de dicha tabla y los de la tabla 2-18
sobre las longitudes de maxima absorbancia de los crombéforos
presentesl70 en los derivados estudiados vemos gue Unicamen-
te se puede utilizar metanol (Apax = 205 nm ) y acetonitrilo

(Amax = 190 nm ) ya que son los que presentan sus maximos de
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absorbancia a longitudes menores y que los hacen compatibles

con los derivados PAAN / PAKO (Tabla 2-19).

b) En cuanto a la pureza de las muestras, continla
siendo un requisito previo a su andlisis, pero las impurezas
debidas a la propia derivacién no causan excesivos problemas
pues los posibles restos de los reactivos eluyen en el

volumen muerto o préximo a él.

Las mezclas binarias metanol-agua y acetonitrilo-
agua ensayadas en condiciones isocraticas, que presentan una
mayor resolucién entre los distintos compuestos probados,
corresponden a las mezclas MeOH / H20 40:60 y CH3CN / H0
30:70. Los gradientes de polaridad estudiados se basan en
estas mezclas como punto de partida. - En la tabla 2-20 se
muestran los tiempos de retencidén para todos los aldononi-
trilos peracetilados Cg y Cg, indicéandose las anchuras de
banda en la linea de base, para distintos gradientes de las
mezclas anteriores. En la tabla 2-21 se muestran algunas de
las cromatografias usando distintos gradientes de polaridad
realizadas con los PAAN-derivados de los compuestos ribosa y
arabinosa, tomados como referencia pues sus tiempos de re-

tencién son siempre muy semejantes.

El estudio de la elucidn de estos compuestos usando
detector de UV se ha llevado a cabo observando la respuesta
de los compuestos a distintas longitudes de onda. Incluso se
ha 1llegado a registrar el cromatograma observando a A= 195
nm, al trabajar con acetonitrilo-agua. La comparacidn de la

respuesta que ofrecen los PAAN-derivados frente a los PAKO-
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derivados a distintas longitudes de onda, nos puede informar
"a priori" de la naturaleza quimica del producto eluido. En
las figuras 2-15/2-20 se observa la respuesta del PAAN-
derivado de la lixosa (Figuras 2-15/2-17) y del PAKO-deriva-
do de la fructosa (Figuras 2-18/2-20) a diferentes longi-
tudes de onda, 195, 207 y 215 nm. Mientras que la variacién
en intensidad para la sefial del PAAN-derivado es minima
puesto que estamos observando en todo momento principalmente
la absorcidén del cromdéforo éster Gnicamente y al pasar de
A=195 a A=207 existe incluso un aumento en la absorcidn pues
estamos mé&s proximos al maximo de absorbancia del grupo
éster, 1la sefial cromatografica del PAKO-derivado muestra un
cambio en su intensidad en sentido inverso, pues pasamos de
observar el croméforo oxima a 195 nm a observar el croméforo
éster, cuyos coeficientes de extincidén molar son muy dife-
rentes, mucho menores para el cromdforo éster (Tabla 2-18).
La variacidn del area de la sefal cromatogréfica para ambos
compuestos se muestra en la tabla‘ 2-22, tomandose como
unidad relativa el 4rea que presentan dichos productos al
ser registrados a A= 195 nm. Este comportamiento es general

para todos los compuestos estudiados de ambas familias.
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6. CONCLUSION.

La cromatografia liquida de alta resolucidén, de
innegable interés general, ha demostrado ser capaz de sepa-
rar mezclas de aldononitrilos y cetoximas peracetiladas a
cbndicién de que su numero sea limitado y sus diferencias

estructurales significativas.

Entre las mejores condiciones encontradas hemos de
citar la cromatografia en fase reversa C-18 con los siguien-

tes sistemas de eluyentes:
I. H)O 65 / THF 10 / MeOH 25. Flujo 0.8 mL/min.

II. Hp0 / CH3CN, realizando un gradiente lineal en
20 minutos desde un porcentaje inicial del 30 % en acetoni-

trilo a un valor final del 40 %. Flujo 1.0 mL/min.

III. H»0 /MeOH, realizando un gradiente lineal en
10 minutos desde un porcentaje inicial del 40 % en metanol a

un valor final del 50 %. Flujo 1.0 mL/min.

Con todo, 1la utilidad de la técnica es limitada en
un problema de la complejidad del planteado por nosotros vya

sea empleando fases ordinarias convencionales o quirales.
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7. TABLAS.
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500C 700C 909cC
COMPUESTO k' k! k'
GLUCOSA 1.26 1.26 1.26
GALACTOSA 1.47 1.42 1.42
FRUCTOSA 1.53 1.42 1.42
XILOSA 1.47 1.42 1.42
Columna: Sugar Pak-1. Flujo: 0.6 mL/min. Eluyente:
TABLA 2-1
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L CONDICIONES

r
(min) 1 2 3 4 5 6 7
7 glucosa glucosa glucosa
galactosa galactosa galactosa
xilosa xilosa xXilosa
fructosa
8 fructosa
treosa
9 treosa glicolaldehido
10 dglucosa
11 eritrosa dihidroxiacetona galactosa
xilosa
fructosa

12 glicolaldehido

formaldehido
13
14 dihidroxiacetona glucosa
15 xilosa

fructosa

21 gliceraldehido
22 glicolaldehido
23 formaldehido
29 dihidroxiacetona
CONDICIONES:
1. Columna Sugar Pak-1. Eluyente: agua. Temperatura: 50°C. Flujo: 0.5 mL/min.
2. Columna Sugar Pak-1l. Eluyente: agua. Temperatura: 50°C. Flujo: 0.6 mL/min.
3. Columna Sugar Pak-1. Eluyente: agua. Temperatura: 709C. Flujo: 0.3 mL/min.
4. Columna Sugar Pak-1. Eluyente: agua. Temperatura: 70°C. Flujo: 0.6 mL/min.
5. Columna Sugar Pak-1. Eluyente: agua. Temperatura: 90°C. Flujo: 0.4 mL/min.
6. Columna Sugar Pak-1. Eluyente: agua. Temperatura: 90°C. Flujo: 0.6 mL/min.
7.2 Columnas en serie Sugar Pak-1. Eluyente: agua. Temperatura: 50°C. Flujo:

0.5 mL/min.
T
ZABLA 2-2
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$ B FLUJO MANOSA DIHIDROXIACETONA XILOSA GLUCOSA

(mL/min) tr(min) te(min) tyo(min) tr(min)
20 0.5 22.15 24,00 - 27.00
1.0 11.30 12.00 - 13.70
17 0.6 22.45 25.00 25.00 28.15
0.7 18.00 20.40 ' 20.40 22.30
0.8 13.60 18.30 18.30 20.70
0.9 15.00 15.15 16.15 18.40
2.0 7.30 8.00 8.30 9.40
14.5 0.4 43.70 46.70 49,15 57.00
0.7 28.70 30.70 32.30 37.30
0.8 21.30 22.50 24.00 27.70
12.5 0.5 42.50 45.70 49,00 57.50
0.8 26.50 27.80 30.20 35.50
1.0 21.20 22.30 24.30 28.60
1.5 14.30 14.80 16.30 19.15
11 1.0 23.80 26.30 28.30 33.00
2.0 12.30 13.50 14.30 17.00
2.5 10.15 11.15 12.10 14.30
10 2.0 15.00 17.30 17.30 20.50
9 1.5 25.15 30.00 30.00 36.70
2.0 15.70 18.30 18.30 22.15
3.0 10.30 12.00 12.00 14.70
NOTA.

Cromatografia de los aldononitrilos peracetilados y cetooximas
peracetiladas de los azlcares especificados.

Columna: Silica 10 um. Eluyente: A = Hexano, B = Acetona

TABLA 2-3
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COMPUESTO 0.6 mL/min 0.8 mL/min

DE REFERENCIA

tr (min) tr (min)
MANOSA 12.00 9.15
DIHIDROXIACETONA 13.00 10.00
XILOSA 14.50 11.20
GLUCOSA 16.00 12.00

NOTA.,

Columna: Carbohydrate Analytical (aminosilice).
Eluyente: Hexano/Acetona 6:1.
Temperatura ambiente. Volumen muerto de la columna 1.6 mL.

TABLA 2-4
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I II

COMPUESTO DE t_(min) v (mL) K' t_(min) v (mL) XK'
REFERENCIA
DHA 3.80 3.80 0.52
galactosa(paKo) 5.00 5.00 1.00
fructosa 6.20 6.20 1.48 5.70 5.70 1.28
6.70 6.70 1.68
sorbosa 5.50 5.50 1.20
6.00 6.00 1.20
xilosa 8.00 8.00 2.20
ribosa 8.70 8.70 2.48
glucosa 13.00 13.00 4.20 10.00 10.00 3.00
manosa 16.00 16.00 5.40 11.30 11.30 3.60

NOTA, I. Columna Rad-Pak C-18. Eluyente: THF-agua 35:65. Flujo:
II. Columna Rad-Pak C-18., Eluyente: THF-agua 40:60. Flujo:

mL/min.
mL/min.

o O

TABLA 2-5
COMPUESTO DE THF 40 MeOH 45
REFERENCIA HZO 60 H20 55
Kl
Vr(mL) X' Vr(mL)
DHA 3.8 0.52 6.0 1.40
fructosa 5.7 1.28 12.7 4.08
sorbosa 5.5 1.20 11.3 3.52
6.0 1.40 12.3 3.92
xilosa 8.0 2.20 8.3 2.32
ribosa 8.7 2.48 10.0 3.00
glucosa 10.0 3.00 12.7 4.08

NOTA. Ambas cromatografias se han llevado a cabo en una columna
Rad-Pak C-18 con flujo: 1.0 mL/min.

TABLA 2-6
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COMPUESTO DE tr(min) Vr(mL) K’
REFERENCIA

DHA 4.0 4.0 0.6
fructosa 6.0 6.0 1.4
glucosa 10.0 10.0 3.0
manosa 11.7 11.7 3.7

NOTA. Columna Rad-Pak C-18. Flujo: 1.0 mL/min.
Eluyente : agua/THF/MeOH 60:30:10

COMPUESTO DE tr(min) Vr(mL) K!'

REFERENCIA

fructosa 7.0 7.0 1.8
7.5 7.5 2.0

sorbosa 7.3 7.3 1.9
8.3 8.3 2.3

arabinosa 8.0 8.0 2.2

NOTA. Columna Rad-Pak C-18. Flujo: 1.0 mL/min.
Eluyente : agua/THF/MeOH 65:25:10

TABLA 2-8
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