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CHIRAL STATIONARY PHASES FOR HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. The development of Chiral
Stationary Phases (CSPs) for high performance liquid chromatography has been studied by various researches around the world,

especially, since 1980. This simple interest has been transformed into a tool of great technological value for the industrial community

and scholars in general providing the existence of several CSPs, which act through different mechanisms of chiral discrimination.
This paper describes the main types of CSPs that are used for the resolution of the majority of chiral compounds.
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INTRODUCAO

O conceito basico de resolugdo quiral teve inicio em 1809, com
o cristalégrafo Hauy,' mas foi Pasteur, em 1848, que efetivamente
descobriu a diferenca de atividade entre dois enantidmeros, ao publi-
car que a enzima Penicillium glaucum consome mais rapidamente o
enantidmero (+)-tartarato de amonio do que o (-)-tartarato de aménio.>

Pasteur também foi responsdvel pela primeira resolug¢do de enan-
tiomeros. Apds observar que os cristais do racemato de tartarato de
amonio e sédio possuiam duas formas enantiomdrficas distintas, ele
os separou manualmente, com o auxilio de uma pinga e uma lente
de aumento, e demonstrou que os dois tipos diferentes de cristais
rotacionavam a luz polarizada em sentidos opostos.? Este experimento
de Pasteur € conhecido como o marco da resolugdo quiral.

A diferenca entre os coeficientes de adsor¢do de dois enantid-
meros em compostos com morfologia assimétrica mostrou ser uma
importante técnica de separa¢do desde o inicio do século XX. Em
1936, Nakamura et al.* utilizaram cristais enantiomorfos de quartzo
para separar pequenas quantidades de aminoclorobis(2,3-butano-
dionadioximato)cobalto(III), [CoCl(C,H,N,0,),(NH,)], propondo
que a morfologia assimétrica do quartzo € responsdvel por adsorver
mais fortemente um dos enantidmeros. Henderson e Rule,’ em 1939,
separaram o (+)-4-fenilenedi-iminocanfora utilizando lactose sdlida.
A mistura racémica foi depositada na parte superior de um tubo
contendo o adsorvente e, apds sucessivas lavagens com solvente, um
dos enantidmeros permaneceu adsorvido no topo do tubo enquanto
o outro foi encontrado na parte inferior do mesmo.

A primeira técnica de relativo sucesso na resolu¢io de enantiome-
ros foi a cromatografia em papel, tendo sido eficiente na separacéo de
alguns aminodcidos aromaticos.®’” Baseado nestes trabalhos, Dagliesh,
em 1952, propds o modelo de “interacdo de trés pontos” entre enanti-
omeros e o seletor quiral.® Segundo este modelo, séo necessarias trés
interagdes simultaneas entre um dos enantibmeros e o seletor quiral,
sendo que pelo menos uma delas deve ser dependente da estereoquimica
do analito. Além disso, as interagdes devem ser de sitios distintos tanto
no enantidmero quanto no seletor quiral® (Figura 1a). O outro enanti-
omero interage somente com dois sitios do seletor quiral (Figura 1b).

O modelo original considera que apenas as interacdes atrativas
sdo responsdveis pela discriminag¢@o quiral. Atualmente, porém, €
aceito que as interagdes repulsivas também participam do mecanismo
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Figura 1. Representagdo do modelo de “interagdo de trés pontos”

de resolugdo enantiomérica. Assim, por exemplo, duas interagdes
podem ser repulsivas se uma terceira for atrativa e forte o suficiente
para promover a formagdo de, no minimo, um dos complexos dias-
tereoisoméricos transitorios enantidmero/seletor quiral.® Se as trés
interacdes sdo atrativas, entdo o enantidmero na Figura la estard
mais fortemente ligado ao seletor do que o enantidmero na Figura 1b.

Os principais tipos de interagdes, responsaveis pela discriminagdo
entre os enantiomeros de um analito e o seletor quiral, no sentido
decrescente de intensidade, sdo:? interagdo couldmbica, ligagdo de
hidrogénio e interacdo estérica (muito fortes), interacio 7-m e {on-
dipolo (fortes), interagdo dipolo-dipolo (intermedidria), interagao
dipolo-dipolo induzido (fraca) e dispersao de London (muito fraca).
As interagdes couldombicas e do tipo m-1 podem ser atrativas ou re-
pulsivas, a estérica € repulsiva e as demais sao todas atrativas.

O modelo de “interagio de trés pontos” € bem aceito no meio cien-
tifico, principalmente para explicar a discriminacéo de aminodcidos
em fases estaciondrias quirais do tipo troca de ligantes. Entretanto,
esse mesmo modelo € frequentemente questionado para explicar as
separagoes em seletores quirais de proteinas. Devido a complexa
estrutura tridimensional das proteinas, o mecanismo de discriminacéo
quiral ndo € completamente conhecido, sendo considerado estéreo-
especifico para cada mistura racémica.”!

Pirkle e Pochapsky'' demonstraram que para sistemas com inte-
racdo T-T, a rigidez conformacional dos anéis aromdticos participa
da formacgado do complexo diastereoisomérico e, como consequéncia,
apenas dois grupos funcionais ligados ao centro estereogénico do
analito precisam interagir com os grupos funcionais do seletor qui-
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ral. Segundo esses autores, ocorrem trés interagdes entre o seletor
quiral da fase estaciondria, (S)-metil N-(2-naftil)alaninato (1), e o
enantidmero (S)-N-(3,5-dinitrobenzoil)leucina n-propilamida (2);
uma interac@io TT-7 entre os grupos aromaticos da fase estaciondria e
do (S)-enantidmero do analito e duas ligacdes de hidrogénio com os
grupos C=0 (Figura 2). Topiol e Sabio'> denominaram esse modelo
como uma “interacio pseudo-dois-pontos”.

OCH,CH

Figura 2. Reconhecimento quiral entre o seletor quiral (S)-metil N-(2-nafftil)
alaninato (1) e o enantiémero (S)-N-(3,5-dinitrobenzoil)leucina n-propilamida
(2). Adaptada da ref. 11

E importante salientar que o reconhecimento quiral ndo necessa-
riamente resulta em uma discriminacgio quiral dos enantidmeros. A
separacdo ¢ baseada na diferenca de energia livre (8AG) da formagéo
dos dois complexos diastereoisoméricos, a qual depende da entalpia
(8AH) e da entropia (T x 8AS). Normalmente a contribui¢do da
entalpia € mais efetiva, uma vez que os dois complexos diastereoi-
soméricos diferem no nimero de interagdes (duas ou trés). Algumas
vezes, porém, o que predomina € a grande diferenga na entropia de
formacdo dos dois complexos, situacdo que ocorre, por exemplo,
quando hd uma considerdvel diferenga no ntimero de moléculas do
solvente que participam da formacdo dos dois complexos. Em am-
bos os casos, quando hd predominancia da entalpia ou da entropia,
ocorre discriminagdo quiral.® Adicionalmente, o modo de eluigdo
e o modificador organico desempenham um papel importante na
resolucdo enantiomérica.

Entretanto, hd uma temperatura especifica onde a entalpia e a
entropia se anulam. Nesta temperatura hd formacdo dos complexos
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diasteroisoméricos e, portanto, reconhecimento quiral, mas nao
ocorre discriminac@o dos enantidmeros. Para que haja discriminacio
quiral sdo necessdrias temperaturas maiores ou menores do que esta
temperatura especifica.®

Os processos envolvidos na formacao dos complexos diastereoi-
soméricos transitdrios analito/fase estaciondria quiral ndo sio simples
e singulares, visto que vdrias intera¢des simultineas sdo requeridas
para discriminar um enantidomero do outro. Nos mecanismos enan-
tiosseletivos, muitas vezes as interagdes fracas podem desempenhar
um papel tdo decisivo quanto as interacoes fortes.!! Mesmo assim,
usualmente a escolha do seletor quiral € feita considerando as inte-
racdes mais fortes entre os enantidmeros e a fase estaciondria quiral
(CSP, Chiral Stationary Phase).?

Se, por um lado, o crescente niimero de fases estaciondrias quirais
desenvolvidas e comercialmente disponiveis possibilita a separagio
dos enantidmeros de uma ampla variedade de compostos, a0 mesmo
tempo dificulta a escolha da fase estaciondria mais apropriada para
cada tipo de separagdo. Em vista disto, Wainer' classificou as fases
estaciondrias em cinco diferentes grupos, de acordo com as intera-
¢des analito/CSP. Posteriormente, Berthod? reclassificou as CSPs
de acordo com o tipo de seletor quiral, natural ou sintético, da fase
estaciondria (Tabela 1).

As fases estaciondrias serdo apresentadas de acordo com essa
classificacao.

SELETORES QUIRAIS NATURAIS
Proteinas

As protefnas apresentam uma estrutura altamente complexa e
possuem diferentes sitios que podem interagir com analitos quirais.
Apesar do mecanismo de reconhecimento quiral nio estar totalmente
elucidado, € conhecido que as principais interacdes envolvidas na
discriminag@o quiral sdo eletrostdticas, hidrofébicas e ligacdes de
hidrogénio.'*

As fases quirais proteicas podem ser preparadas por dois métodos
distintos. Em um deles, o seletor quiral € adsorvido no suporte da
fase estaciondria, usualmente silica, enquanto no outro a proteina é
quimicamente ligada ao suporte cromatografico por meio de ligacdes
covalentes.'

As CSPs com proteinas quimicamente ligadas sdo as mais estaveis
e, portanto, as mais utilizadas.” O seletor pode ser covalentemente
ligado a silica derivada (aminopropilsilica) através dos grupos amino
ou carboxilico da proteina. No primeiro procedimento sdo utilizados
reagentes eletré6filos como espagadores, tais quais o suberato de
N,N-disuccinimidila'® e o glutaraldeido.'” Reagdes com reagentes

Tabela 1. Seletores quirais e principais interagdes com analitos quirais. Adaptada da ref. 2

Seletor quiral Fases estaciondrias quirais

Principais interagdes

Natural Proteinas
Ciclodextrinas
Polissacarideos

Glicopeptideos Macrociclicos

Cinchona
Sintético Tipo Pirkle
Troca de ligantes
Eteres de coroa

Polimeros sintéticos

Polimeros impressos molecularmente (MIPs)

Interagdes hidrofébicas e eletrostdticas
Complexo de inclusdo e ligacdo de hidrogénio
Complexo de inclusdo e interagdes atrativas
Complexo de inclusdo e interagdes idnicas
Interacdes eletrostdticas
Interagdo m-w e ligac@o de hidrogénio
Interacdes couldmbicas e fon-dipolo
Complexo de inclusdo e fon-dipolo
Interacdo m-m, ligagdo de hidrogénio e interag¢@o dipolo-dipolo

Especifico para cada analito




Vol. 33, No. 10

nucleofilicos como, por exemplo, o 1-etil-3-(3’-dimetilaminopropil)
carbodimida promovem a imobilizag@o da proteina por meio dos seus
grupos carboxilicos.'®

Diferentes proteinas sao utilizadas no preparo de colunas comer-
ciais e dentre elas destacam-se a albumina sérica bovina (BSA, Bovine
Serum Albumin), a albumina sérica humana (HSA, Human Serum
Albumin), a ovomucoide e a o,-glicoproteina dcida.'” Essas CSPs
sdo altamente sensiveis a variagdes nas condigdes cromatograficas,
uma vez que alteragdes no pH da fase modvel, solventes orginicos,
aditivos e temperatura podem modificar a conformagao espacial e os
sitios de discriminacdo quiral destes seletores. Desta forma, alteracdes
nestes pardmetros podem afetar a retencdo e a enantiosseletividade
dos analitos."

Devido a sua baixa capacidade de carga, decorrente da pequena
quantidade de seletor quiral que pode ser imobilizado por grama
de silica, as fases estaciondrias proteicas nio sdo utilizadas para a
separacdo de enantidmeros em escala preparativa.’ Entretanto, as
mesmas encontram grande aplicabilidade na drea biomédica, prin-
cipalmente em estudos de interagdo farmaco-proteina. Domenici
et al. investigaram as interacdes de alguns benzodiazepinicos e da
warfarina com os sitios ativos da HSA utilizada como fase estaciondria
quiral. Os resultados obtidos neste estudo confirmaram a existéncia
de interagdo alostérica entre os sitios ativos dos benzodiazepinicos e
da warfarina.?! A literatura também descreve estudos das interacoes
carbamazepina-proteina,* ibuprofeno/acetato de S-lorazepam, S-
oxazepam hemisuccinato/R-oxazepam hemisuccinato e L-triptofano/
fenitoina® em colunas de HSA e estudos das intera¢des de diversos
compostos 4cidos, basicos e neutros em coluna de o,-glicoproteina
dcida.®

Ciclodextrinas

Ciclodextrinas (CDs) sdo polissacarideos ciclicos constituidos
por unidades de D-(+)-glicopiranose conectadas por ligacdes o-(1,4).
As colunas de ciclodextrinas comercialmente disponiveis sdo as que
possuem seis, sete ou oito unidades de o-D-glicose, as quais sdo
denominadas o-, B- e y-ciclodextrina.”

A molécula de ciclodextrina possui uma estrutura estereoespecifi-
ca, na forma de cone truncado. A auséncia de grupos hidroxila livres
orientados para o interior da cavidade faz com que esta apresente
um cardter relativamente hidrofébico. Por outro lado, a superficie
externa € hidrofilica, devido a presencga de grupos hidroxila priméarios
e secunddrios.”

No processo de reconhecimento quiral, os enantidmeros entram,
pelo menos parcialmente, na cavidade das moléculas de ciclodextrina
formando complexos diastereoisoméricos. Estes complexos de inclu-
sdo sdo estabilizados por intera¢des dipolo-dipolo induzido, disper-
soes de London e estéricas entre os enantiomeros do analito e a fase
estaciondria. Interacdes secunddrias do tipo ligagdes de hidrogénio,
entre os grupos hidroxila da superficie externa da ciclodextrina e parte
da molécula do analito que ficou fora da cavidade, também contribuem
para a estabilizag@o dos complexos diastereoisoméricos.'>2

As colunas de CD sdao muito utilizadas no modo reverso de
eluigdo, sendo que o uso de tampdes, tais como fosfato e acetato de
trimetilamonio, pode melhorar a eficiéncia das fases e diminuir a
retengdo de analitos anidnicos e cationicos.'?

A derivag@o dos grupos hidroxila primdrios e secunddrios possi-
bilitou o desenvolvimento de novas fases com diferentes funciona-
lidades e polaridades e, consequentemente, com diferentes tipos de
interagdes.”” Dentre os derivados de CD, a fase naftiletilcarbamato de
B-ciclodextrina (NEC-B-CD), ilustrada na Figura 3, merece destaque
pois, além de propiciar as interagdes descritas anteriormente, um
novo centro estereogénico € adicionado a estrutura do seletor quiral.

Fases estaciondrias quirais para cromatografia liquida de alta eficiéncia 2157

Armstrong e colaboradores? relataram a separacao de 121 compostos
racémicos na fase estaciondria quiral (S)-(1-naftiletil)carbamato de
B-ciclodextrina (S-NEC-B-CD) e de 74 racematos na CSP R-NEC-f3-
CD, no modo normal de eluigéo. A NEC-B-CD também € conhecida
por ser uma das primeiras CSPs utilizada em eluicdo multimodal.?
Chang et al. descreveram a atuagdo complementar destes sele-
tores no modo polar organico em relaciio aos outros dois modos de
elui¢do. O uso de fases mdveis constituidas predominantemente por
acetonitrila, com pequenas porcentagens de metanol, dcido acético e
trietilamina, possibilitou a separa¢do enantiomérica de vérias misturas
racémicas que ndo foram resolvidas no modo normal ou reverso.*

o CHs

Figura 3. Seletor quiral naftiletilcarbamato de B-ciclodextrina (NEC-B-CD).
Adaptada da ref. 29

Apesar das fases quirais de ciclodextrinas serem utilizadas com
sucesso em separagdes analiticas,’ as mesmas ndo sdo usadas em
cromatografia preparativa devido a sua baixa capacidade de carga.

Polissacarideos

Os polissacarideos na sua forma nativa sdo capazes de discrimi-
nar enantidmeros e resolver misturas racémicas. Entretanto, as suas
habilidades de reconhecimento quiral nao sdo suficientes para serem
utilizados como CSP em cromatografia liquida.*

A primeira CSP derivada de polissacarideo, o triacetato de
celulose microcristalina, foi desenvolvida por Hesse e Hagel,*
em 1973. Essa fase quiral apresentou boa habilidade de separagdo
enantiosseletiva e foi usada para separacido de muitos compostos
alifiticos e aromdticos.**

Okamoto e colaboradores® solubilizaram o triacetato de celulose
e 0 adsorveram em silica macroporosa. Essa fase mostrou uma ca-
pacidade de reconhecimento quiral completamente distinta da fase
preparada por Hesse e Hagel, sendo observada inversdo na ordem
de elui¢io de enantidmeros.?” Desde entdo, diversas CSPs baseadas
em tris-benzoatos, tris-fenilcarbamatos e tris-benzilcarbamatos de
polissacarideos adsorvidos em 3-aminopropilsilica macroporosa
foram desenvolvidas pelo grupo do Okamato.*>36-3-4 Uma variedade
de polissacarideos, tais como celulose, amilose, quitosana, quitina e
xilan, foram eficientemente derivados e usados como seletores quirais
para separacdo de diferentes classes de compostos quirais.?*40:4243:45

A CSP tris(benzoato) de celulose (Chiralcel® OB) e especialmente
a tris(4-metilbenzoato) de celulose (Chiralcel® OJ), comercializadas
pela Daicel Chemical Industries, exibem excelentes habilidades de
reconhecimento quiral para diversos compostos racémicos.*° Nes-
tes derivados tris-benzoatos, os grupos carbonila dos ésteres podem
interagir com os enantiomeros por meio de ligacdes de hidrogénio
e interagdes dipolo-dipolo.?#424 Com base nas separag¢des de uma
série de alcodis arométicos*® e amidas*’ quirais na fase tris(benzoato)
de celulose, Wainer e colaboradores propuseram um mecanismo de
reconhecimento quiral similar. Ademais, Wainer ef al.*® explicaram
o mecanismo de formacdo dos complexos de inclusdo, decorrente
do encaixe da por¢do aromdtica do analito na cavidade quiral da
fase estaciondria. Os complexos diastereoisoméricos formados sio
estabilizados por interagdes estéricas e ligagdo de hidrogénio.
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Dentre as CSPs baseadas em tris-fenilcarbamatos, as fases
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose e amiloge3*3640444849 (Fj-
gura 4) sdo as mais estudadas e utilizadas, devido a elevada estabili-
dade e grande capacidade de discriminacdo e resoluciio de uma ampla
variedade de compostos. Nestes derivados, os enantidmeros podem
interagir com os grupos —-NH e C=0 da fase estaciondria, além de
interagdes dipolo-dipolo com os grupos C=0. Intera¢des mt-1 também
sdo importantes na resolugio quiral de racematos aromaticos.?*>° A
capacidade de enantiossepara¢do nos derivados tris-fenilcarbamatos,
assim como nos tris-benzoatos, € grandemente influenciada pela
posicdo e natureza dos substituintes nos grupos fenila.?4

OCONHR
OCONHR
0
o RHNOGCO
RHNOCO oﬁ\
n RHNOCO %
RHNOCO "/n
Celulose (1) Amilose (2)
R: H3CO//,,"“
HsC CHs

(a) (b)

Figura 4. Fases quirais derivadas de fenilcarbamatos de celulose e amilose
1(a): tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose, 2(a): tris(3,5-dimetilfe-
nilcarbamato) de amilose e 2(b): tris[(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose.
Adaptada da ref. 45

As CSPs tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose e tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose sdo comercializadas pela Daicel
Chemical Industries, com os nomes Chiralcel® OD e Chiralpak®
AD, respectivamente. Atualmente, a Phenomenex disponibiliza
trés tipos de colunas quirais baseadas em tris-fenilcarbamatos, a
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose (Lux® Cellulose-1), a
tris(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose (Lux® Cellulose-2) e
a tris(5-cloro-2-metilfenilcarbamato) de amilose (Lux® Amylose-2).

Cass e colaboradores** investigaram o uso de silica micro e me-
soporosa como suporte para os seletores quirais tris-fenilcarbamatos
de celulose e amilose. Essas CSPs sdo eficientes na discriminacdo de
compostos quirais, além de serem mais resistentes do que as similares
desenvolvidas com silica macroporosa.™!

Além dos benzoatos e fenilcarbamatos, alguns benzilcarba-
matos, particularmente a fase tris[(S)-1-feniletilcarbamato] de
amilose, #4252 comercializada pela Daicel com o nome Chiralpak®
AS (Figura 4), exibem excelentes enantiosseletividades para uma
variedade de racematos.*-

As CSPs de derivados de polissacarideos podem ser utilizadas
nos trés modos de elui¢do, normal, reverso e polar organico. 45 Em-
bora os fabricantes destas colunas recomendem colunas especificas
para cada modo de elui¢@o, Cass e colaboradores®6%7 investigaram
a utilizagdo das fases tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose e
amilose e tris[(S)-1-feniletilcarbamato] de amilose***>3? em elui¢do
multimodal. Os estudos mostraram que as mesmas podem ser usadas
nos trés modos de eluicdo sem perda do desempenho das colunas e
com alteragdes na capacidade de discriminagao quiral, por mudancas
do modificador organico ou do modo de elui¢do, o que aumenta ainda
mais a aplicabilidade destas colunas para separagdes quirais.

A fase tris(3,5-dimetoxifenilcarbamato) de amilose, ndo dispo-
nivel comercialmente,* apresentou excelente poder de discrimina-
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¢d0 quiral, no modo reverso de eluicdo, para os enantidmeros do
metirapol e metirapona® e para os enantiomeros do lansoprazol®
e do pantoprazol,® sendo utilizada com éxito em estudos farma-
cocinéticos.

Embora as CSPs de polissacarideos apresentem grande aplicabi-
lidade na resolu¢@o de misturas enantioméricas com vdrias estruturas
quimicas, alguns solventes cromatograficos pouco usuais, como
tetra-hidrofurano (THF), acetato de etila, acetona, cloroférmio,
dimetilsulféxido (DMSO), diclorometano e tolueno, ndo podem ser
usados como fases moéveis, uma vez que podem solubilizar o seletor
quiral adsorvido na silica.*!

A restri¢do em relacdo ao uso destes solventes foi solucionada
pela imobilizacdo dos derivados de polissacarideos nos suportes
cromatograficos. Okamoto e colaboradores desenvolveram as pri-
meiras CSPs imobilizadas de polissacarideo ao ligar covalentemente
o tris(3,5-dimetilcarbamato) e o tris(3,5-diclorofenilcarbamato) de
celulose a 3-aminopropilsilica®® (APS) e o tris(3,5-dimetilcarbamato)
de celulose e amilose regiosseletivamente imobilizados a APS.%
Desde entdo, varias CSPs de polissacarideos quimicamente ligadas
t&ém sido desenvolvidas.*%467

A literatura relata diversos métodos de preparo das CSPs de polis-
sacarideos imobilizadas por liga¢io covalente direta do seletor quiral
ao suporte®>93%¥ ou pela reticulacdo do polissacarideo, previamente
imobilizado no suporte, por ligacdes intercruzadas.®’> Algumas
técnicas de imobilizagdo combinam as duas estratégias.”"®

Recentemente, Ikai et al.”” desenvolveram um novo método de
imobilizacdo via policondensa¢do intermolecular dos grupos trieto-
xissilil introduzidos nos derivados de polissacarideos.

Trés tipos de CSPs quimicamente ligadas sdo comercializadas
pela Daicel: a Chiralpak® IA, tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
amilose, a Chiralpak® IB, tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose
e a Chiralpak® IC, tris(3,5-diclorofenilcarbamato) de celulose. Essas
fases estaciondrias apresentam excelente habilidade de reconhecimen-
to quiral para uma série de compostos com diferentes propriedades
fisico-quimicas.”®80

Devido ao alto poder de enantiorresolugdo e grande estabilidade,
as CSPs baseadas em derivados de polissacarideos, adsorvidos ou
quimicamente ligados ao suporte, tém sido utilizadas na quantificagdo
de enantidmeros em matrizes bioldgicas®'** e para separacdes em
escala semi-preparativa e preparativa.’>%8

Glicopeptideos macrociclicos

As fases quirais de glicopeptideos macrociclicos foram introdu-
zidas por Armstrong,* em 1994. Vancomicina, rifamicina B e tios-
treptona covalentemente ligadas a silica gel demonstraram excelente
enantiosseletividade para uma grande variedade de compostos quirais.

A Astec comercializa seis tipos de CSPs de antibidticos ma-
crociclicos: com fase de ristocetina A (Chirobiotic® R), fases de
vancomicina (Chirobiotic® V e Chirobiotic® V2), fases de teico-
planina (Chirobiotic® T e Chirobiotic® T2) e teicoplanina aglicona
(Chirobiotic® TAG).

As colunas Chirobiotic® V2 e Chirobiotic® T2 possuem os mes-
mos seletores quirais que as colunas Chirobiotic® V e Chirobiotic®
T, respectivamente. Entretanto, os seletores sdo ligados de formas
diferentes na superficie de silica, o que propicia diferentes sitios de
interacdo com os analitos.

A molécula de vancomicina possui 18 centros quirais, 3 cavidades
macrociclicas contendo 5 anéis aromadticos e 2 cadeias laterais; uma delas
€ um carboidrato dimero e a outra, um N-metil aminoécido. H4 também
diversos grupos funcionais: 9 grupos hidroxila, 2 amino, 7 amida e 2
dtomos de cloro substituintes em dois anéis aromaticos diferentes.*!

A estrutura da ristocetina A possui 38 centros estereogénicos e
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4 cavidades macrociclicas com 7 anéis aromdticos. Ha 22 grupos
hidroxila, 2 amino, 6 amida e um grupo metil éster. Vdrios acticares
estdo covalentemente ligados aos anéis aromadticos das cavidades.”!

A teicoplanina (Figura 5) apresenta 23 centros quirais, 4 cavi-
dades macrociclicas, diferentes grupos funcionais e 3 carboidratos;
D-manose, B-D-N-acetil glucosamina e uma unidade hidrofébica
B-D-N-acil glucosamina (com uma cadeia nonil). Desta forma, essa
fase quiral possui um cardter mais hidrofébico que a vancomicina e
aristocetina A.”%!

A teicoplanina aglicona ndo apresenta as trés unidades de
carboidratos presentes na teicoplamina, que sdo substituidos por
grupos —OH.*!
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Figura 5. Estrutura quimica da teicoplanina. Adaptada da ref. 90

Devido a presencga das cavidades quirais e de diversos tipos de
grupos funcionais, a enantiossepara¢do pode ocorrer por diferentes
mecanismos: formagdo de complexos de inclusio, ligacdo de hidroge-
nio, interagdes T-T, eletrostaticas, estéricas, dipolo-dipolo e dispersdo
de London. A fase mével determina quais interagdes irdo predominar
no mecanismo de reconhecimento quiral.***!

Um dos grandes atrativos das fases quirais de antibiéticos ma-
crociclicos € que elas podem ser usadas no modo normal, reverso,
polar orgénico e polar idnico. Entretanto, os modos reverso e polar
idnico sdo os mais eficientes para esse tipo de CSP.%?

A natureza complementar dessas fases € bem conhecida. Se, por
exemplo, uma separa¢ao parcial € obtida em uma dada CSP, separacao
com linha de base, nas mesmas condi¢des de andlise, pode ser conse-
guida trocando-se o seletor. Esta complementaridade, decorrente das
estruturas similares dos antibidticos macrociclicos, ocorre nos modos
reverso e polar idnico de elui¢do, mas raramente no modo normal.”>%

As CSPs de teicoplanina e de teicoplanina aglicona s@o as mais
utilizadas, principalmente para a resolugio de aminoécidos quirais.”**®
Porém, as CSPs de vancomicina e ristocetina também sdo tteis para
a separagdo destes compostos.®** Ademais, essas fases quirais apre-
sentam enantiosseletividade para uma grande variedade de classes
de compostos, tais como lactonas,* sulféxidos!® e alcaloides,'"! e
fazem parte do protocolo de separacdo de produtos racémicos de
corporagdes farmacéuticas.'%?

Alcaloides de cinchona

Dentre os alcaloides de cinchona, a quinina e a quinidina desta-

Fases estaciondrias quirais para cromatografia liquida de alta eficiéncia 2159

cam-se por serem fontes naturais de seletores quirais. A capacidade
de resolver enantidmeros € decorrente das caracteristicas estruturais
destes dois alcaloides diasterisoméricos que possuem um anel planar
quinolinico e um anel rigido de quinuclidina, além de cinco centros
estereogénicos em cada molécula.'®

Apesar de serem diastereoisdmeros, a quinina e a quinidina,
como seletores quirais, sdo considerados “pseudoenantiomeros”, uma
vez que a capacidade de discriminagdo quiral € atribuida a apenas
um centro quiral, que possui configura¢do espacial oposta nos dois
alcaloides. Este comportamento “pseudoenantiomérico’” propicia a
inversdo da ordem de elui¢do dos enantiémeros.'*

As CSPs de carbamatos de quinina e quinidina covalentemente
imobilizados em silica sdo muito eficientes na resolucéio de enantid-
meros de aminodcidos e outros compostos acidos,!*!% especialmente
no modo reverso, utilizando-se misturas de solventes orginicos
e tampdes aquosos.'” 17 Com fases méveis aquosas tamponadas
(pH entre 4 e 7), o grupo dcido do analito encontra-se ionizado
(negativamente carregado) e interage com a amina tercidria proto-
nada (positivamente carregada) do grupo quinuclidina. Além desta
interacdo idnica intermolecular, ligacdes de hidrogénio, interacdes
n-w, dipolo-dipolo e estérica também participam do processo de
discriminag@o quiral.'0>107:108

Atualmente, a Daicel Chemical Industries comercializa as CSPs
Chiralpak® QN-AX e Chiralpak® QD-AX preparadas com 9-O-tert-
butilcarbamato de quinina e quinidina, respectivamente.

SELETORES QUIRAIS SINTETICOS
Tipo “Pirkle”

Estas CSPs sdo preparadas com moléculas quirais sintéticas, geral-
mente aminodcidos modificados, covalentemente ligadas a superficie do
suporte. Em 1979, Pirke e House'” prepararam a primeira fase comercial
usando o 3,5-dinitrobenzoilfenilglicina imobilizado na silica (Figura 6a).
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Figura 6. Estruturas quimicas das fases estaciondrias do tipo “Pirkle”:
a) 3,5-dinitrobenzoilfenilglicina, b) naftilalanina e c) (S,S) Whelk-O® 1.
Adaptada da ref. 40

Os seletores quirais do tipo “Pirkle” caracterizam-se por possui-
rem unidades aromaticas que desempenham um papel fundamental na
formagao dos complexos diasteroisoméricos entre a fase estaciondria
e os enantidomeros da mistura racémica. Além da interacdo -7, estas
CSPs também podem interagir por meio de ligacdo de hidrogénio,
interagdo dipolo-dipolo e estérica.?

Existem trés tipos de CSP do tipo “Pirkle”, que sdo diferenciadas
pelas unidades aromadticas presentes em suas estruturas quimicas: -
dcidas (com grupos aceptores de elétrons ), t-basicas (com grupos
doadores de elétrons 1) e © dcido-bdsico (com grupos aceptores e
doadores de elétrons T).%°
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Enquanto as CSPs m-dcidas sdo adequadas para separar enantio-
meros contendo grupos doadores de elétrons 7, as m-bdsicas discri-
minam compostos que possuem grupos receptores de elétrons . As
CSPs wt 4cido-bdsico sdo tteis na resolugdo quiral de compostos com
grupos aceptores e/ou doadores de elétrons 7.'° Estas distintas CSPs
sdo utilizadas no modo normal de elui¢@o, apesar de apresentarem
poder de discriminagio quiral no modo reverso.'!!

Diversas CSPs do tipo “Pirkle” foram sintetizadas e estio
disponiveis comercialmente. As CSPs m-dcidas ja foram utilizadas
para separar compostos aromadticos, dcidos arilpropidnicos e aril-
succinamidas, enquanto alcodis, aminodcidos, aminas e tios foram
enantiorresolvidos com as CSPs mt-bdsicas.!?

A fase 3,5-dinitrobenzoilfenilglicina, DNBPG, (Figura 6a), uma
m-dcida, apresentou eficiéncia na separacio de diversas classes de
compostos quirais, como sulféxidos, aminas, aminodcidos, lactonas,
hidroxidcidos e mercaptanas.'” Um exemplo de CSP doadora de
elétrons 1 (m-bésica) € a derivada da naftilalanina (Figura 6b), que
contém um anel naftaleno em sua estrutura quimica.''’

Uma das fases mais eficientes é a Whelk-O® 1!!* (Regis Techno-
logies), caracterizada como 7 4cido-bésico (Figura 6¢). Essa CSP,
inicialmente desenvolvida para resolver o naxopreno,' também
mostrou excelente enantiosseletividade na separagdo de misturas
racémicas de derivados cetonicos, alcodis, flavononas, cumarinas,
epoxidos e sulféxidos.!!5:116

Muitos seletores quirais sintéticos, assim como as CSPs do tipo
“Pirkle”, possuem centro(s) esterogénico(s) definido(s), o que é uma
vantagem em relagdo aos seletores quirais naturais.''’” A inversio na
configuracdo espacial do centro quiral da fase estaciondria leva a in-
versdo da ordem de elui¢do dos enantidmeros, o que € uma importante
caracteristica para aplicagcdes em escala analitica e, principalmente,
em escala preparativa.”

Troca de ligantes

A primeira separa¢do de mistura racémica (aminodcidos) com
linha de base em cromatografia liquida foi realizada por Davankov
e Rogozhin,'® em 1971, usando como seletor quiral o aminodcido
L-prolina imobilizado em suporte de poliestireno e fons Cu?* na fase
movel. Este tipo de CSP sintética recebeu o nome de troca de ligantes.

O principio bdsico da cromatografia de troca de ligantes € a
coordenagdo reversivel de analitos quelantes com um fon metélico
que estd complexado com um seletor quiral, formando complexos
terndrios seletor quiral/fion metalico/analitos. Estes complexos diaste-
roisoméricos sdo estabilizados por interagdes dipolo-dipolo, estéricas
e ligagdes de hidrogénio.?®

As CSPs do tipo troca de ligantes sdo tteis para a resolu¢@o quiral
de analitos com dois ou trés grupos funcionais doadores de elétrons
(hidroxila, amino e carboxilicos), tais como aminoacidos e seus
derivados, peptideos, aminoalcodis e hidroxidcidos. O fon metalico
preferencialmente escolhido é Cu(Il) e os seletores quirais incluem
aminodcidos ciclicos como prolina e hidroxiprolina, aminodcidos
contendo enxofre derivados da cistina e penicilina.!*!120

Hyun ef al.™®' sintetizaram uma fase estaciondria baseada no sal
sodico (R)-N,N-carboximetilundecilfenilglicinol covalentemente
ligado em silica gel, usada na resolucdo de o- e B-aminodcidos.
Um novo tipo de microcoluna monolitica quiral quimicamente mo-
dificada foi desenvolvida por Chen et al..'* A silica monolitica foi
preparada por um processo sol-gel e quimicamente modificada com
os seletores L-prolinamida, L-alaninamida e L-fenilalaninamida.
Essas fases foram utilizadas com sucesso na enantiosseparacdo de
dansil aminoécidos e hidroxidcidos.

Seletores quirais que possuem grupos hidrofébicos podem ser
fisicamente adsorvidos em suportes s6lidos, geralmente silica alquil

Quim. Nova

derivada.'!*12%123 Diferentes CSPs preparadas com esse método foram
efetivas na enantiosseparaciio de aminodcidos. '+

As CSPs do tipo troca de ligantes apresentam aplicabilidade restri-
ta quando comparadas as outras colunas quirais, visto que conseguem
resolver um nimero limitado de classes de compostos quirais, tais
como aminoécidos, hidroxidcidos e aminoalcodis.'?

Algumas CSPs desse tipo sdo comercializadas pela Daicel Che-
mical Industries, Serva, Phenomenex, Macherey-Nagel, Astec, Regis
Technologies e Sumica Chemical Analysis Service.

Eteres de coroa

Os éteres de coroa, poliéteres macrociclicos sintéticos, possuem
cavidades de tamanhos especificos que atuam como uma barreira
quiral e, assim, propiciam a discriminacéo entre os enantiomeros. Nos
modos de elui¢do normal e reverso, com aditivos dcidos, os 4tomos
de oxigénio da cavidade interagem com grupos amino protonados dos
analitos, acarretando na formacao de complexos de inclusdo. Além
da interagdo fon-dipolo, ligagdes de hidrogénio, interacdes m-T e
estéricas também atuam na estabilizagdo dos complexos formados.?

Cram e colaboradores, na década de 70, prepararam as primeiras
CSPs por imobilizagdo do bis(1,1’-binaftil)-22-coroa-6 em silica
gel e poliestireno, as quais apresentaram razodvel resolucao dos
enantiomeros de o-aminodcidos e seus derivados.'?*!3 Posterior-
mente, em 1987, Shinbo er al."*' desenvolveram uma CSP usando
(3,3’-difenil-1,1’-binaft-2,2’-diil)-20-coroa-6 adsorvida em octadesil
silica. Essa CSP comercializada pela Daicel (Crownpak® CR) € qitil
para resolucdes cromatograficas de compostos quirais contendo gru-
pos amino primdrios.'**!33 Entretanto, devido ao tipo de imobilizacdo
do seletor quiral no suporte cromatografico, a sua utilizagdo nao é
compativel com fases méveis contendo mais do que 15% de metanol,
pois solubiliza o seletor quiral adsorvido. O uso de outros solventes
organicos também ndo € recomendado.

Desde entdo, diversas CSPs de éteres de coroa foram sintetiza-
das e avaliadas em relagdo as suas capacidades de reconhecimento
quiral. Hyun ef al.'* sintetizaram uma CSP ligando covalentemente
o (3,3’-difenil-1,1’-binaft-2,2’-diil)-20-coroa-6 na superficie da
silica. Essa CSP foi efetiva na separacdo de enantiomeros de varios
a-aminodcidos naturais e sintéticos e com este tipo de imobilizac¢do
quimica, fases méveis contendo metanol, etanol e acetonitrila (20-
80%) puderam ser utilizadas sem perda do desempenho da coluna.

As fases estaciondrias quirais preparadas com derivados de
(+)-(18-coroa-6)-2,3,11,12-4cido tetracarboxilico covalentemente
ligados a silica mostraram excelente reconhecimento quiral para
aminoécidos, aminoalcodis e aminas com grupos amino primérios'*
e B-substituidosB-aminoécidos.'*® Hyun er al.'*” ligaram os seletores
quirais no suporte por meio de duas ligacdes covalentes, tornando-
as mais robustas e Uteis para cromatografia de leito mével simulado
(SMB, Simulated Moving Bed)."*

Hirose et al.'*'** desenvolveram CSPs com pseudoéteres de co-
roa imobilizados na silica, as quais mostraram altas resolucdes para
a-aminodcidos, aminas lipofilicas e aminoalcodis, no modo normal
de eluicao com aditivos dcidos.

De maneira geral, as CSPs de éteres de coroa possuem aplicagido
restrita a misturas enantioméricas com carater eletrofilico. Compostos
como aminoamidas,'® aminas,'** aminodcidos,'*' aminoésteres,'*?
aminoalcodis'** e aminocetonas'* sdo bem resolvidos neste tipo de
fase quiral, particularmente com fases méveis dcidas.

Essas CSPs também foram utilizadas na determinagdo da pu-
reza enantiomérica de substincias biologicamente ativas como a
norefedrina'®® e a tocainida.'*® Em escala preparativa, a presenca
de aditivos 4cidos na fase mével pode dificultar o isolamento do
enantidmero puro.'*’
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Polimeros sintéticos

Em 1981, Okamoto et al.'*® sintetizaram o (+)-poli(trifenilmetil-
metacrilato), via catdlise assimétrica anidnica, e adsorveram este
polimero helicoidal quiral em silica gel macroporosa. Esta CSP,
comercializada pela Daicel com o nome de Chiralpak® OT(+), apre-
sentou eficiente enantiosseparagdo para compostos ciclicos trans-
dissubstituidos,'*® biciclicos' e policiclicos.!*

A CSP preparada com poli(N-acriloil-(S)-fenilalanina etil éster)
ligada a silica por copolimerizagido € outra importante fase quiral
polimérica.’s! Esta fase estaciondria, ChiraSpher® da Merck, foi
empregada na separagdo enantiomérica de derivados de benzotia-
diazepinicos, gantofiban e intermedidrios sintéticos e derivados de
benzotiazepinas.'>> 15+

Allenmark e colaboradores'*® desenvolveram novas CSPs polimé-
ricas preparadas a partir de derivados de O,0’-diarilol-N,N’-dialil-/-
tartardiamida covalentemente ligados a silica gel funcionalizada. As
CSPs preparadas a partir dos mondmeros tartarato de 0,0 ’-bis(3,5-
dimetilbenzoil)-N,N’-dialil-/-diamida e tartarato de O,0’-bis(4-
(tert-butil)benzoil)-N,N’-dialil-I-diamida demonstraram eficiéncia
na resolucdio de diversos compostos quirais,'> principalmente no
modo normal de elui¢do. Essas fases quirais sdo comercializadas pela
EKA Chemical com os nomes Kromasil® CHI-DMB e Kromasil®
CHI-TBB, respectivamente.

Armstrong e colaboradores imobilizaram diferentes homopo-
limeros quirais a superficie da silica. As CSPs preparadas com os
mondmeros frans-1,2-ciclo-hexanodiil-bis-acrilamida (P-CAP®;
Astec),® N,N*-[(1R,2R)-1,2-difenil-1,2-etanodil]bis-2-propenamida
(P-CAP-DP®; Astec)"’ e trans-9,10-di-hidro-9,10-etanoantraceno-
(118,128)-11,12-4cido dicarboxilico bis-4-vinilfenilamida (DEAVB)'®
apresentaram eficiéncia na separacdo de diversos compostos quirais
nos modos de eluigdo normal, normal clorado e polar organico.'31%

Recentemente, as colunas P-CAP®, P-CAP-DP® e DEAVB foram
empregadas na resoluc@o de uma série de 17 sulféxidos quirais.' A
DEAVB apresentou alto poder de discriminag@o quiral para os firma-
cos omeprazol, pantoprazol, lanzoprazol, rabeprazol e modafinil, no
modo multimodal. Pela primeira vez foi demonstrada a capacidade
de discriminagdo quiral dessa fase no modo reverso de eluigdo.'® Os
cromatogramas da Figura 7 mostram as diferencas na enantiorreso-
lugéo obtidas para o pantoprazol na coluna P-CAP® no modo normal
de eluic@o e na coluna DEAVB em elui¢do multimodal.'®

Para todas as CSPs poliméricas, interagdes 1-m, estéricas e ligagdo
de hidrogénio participam do mecanismo de discriminagéo.>

Polimeros impressos molecularmente

O preparo deste tipo de CSP emprega moléculas modelo (ge-
ralmente um dos enantidmeros da mistura que se deseja resolver)
para criar os sitios de intera¢des estereoquimicos entre o seletor e o
analito.'®! A cavidade quiral do MIP tem tamanho, forma e arranjo dos
grupos funcionais complementares ao da molécula modelo e, desta
forma, pode atuar como sitio de ligagdo altamente especifico.!¢>163
Diferentemente dos demais tipos de CSPs, as fases quirais de poli-
meros impressos molecularmente permitem prognosticar a ordem de
elui¢do dos enantidmeros.'**

De maneira geral, as CSPs de polimeros impressos molecularmen-
te (MIPs, Molecular Imprinted Polymers) sdo eficientes na separacio
de misturas racémicas que tiveram um de seus enantiomeros utilizados
como femplate. Porém, ao se resolver misturas enantioméricas de
compostos andlogos ha uma diminui¢do no fator de retencio e na
resolucdo cromatografica.'%

Embora os MIPs sejam usados em escala analitica e preparativa,
as CSPs possuem baixa eficiéncia quando comparadas as outras fases
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Figura 7. Separagdo cromatogrdfica dos enantiomeros do pantoprazol nas
colunas de polimeros sintéticos (1) P-CAP no modo normal de eluigdo e (2)
DEAVB em elui¢do multimodal. Concentragdo da amostra: 100 ug/mL; vazdo
da fase movel: 1,0 mL/min; \: 285 nm; volume de inje¢do: 10 uL

quirais devido a problemas de transferéncia de massa e heterogeneida-
de dos sitios de interagdo, o que causa bandas largas e assimétricas.'%
Outras limita¢des sdo a pequena capacidade de carga da coluna e o
baixo ntimero de pratos tedricos.'” Entretanto, devido ao baixo custo
de sintese e fécil preparo, uma grande variedade de CSPs tem sido
desenvolvidas e usadas na resolugdo quiral de diferentes farmacos,
tais como efedrina,'*® naproxeno, propanolol e timolol,'® de amino-
acidos!™!"! e peptideos.'"

CONCLUSAO

Esta revisdo discutiu os diferentes tipos de seletores quirais usa-
dos no preparo de diversas fases estaciondrias quirais (CSPs, Chiral
Stationary Phases) e suas interagdes com os analitos, as quais sdo
responsdveis pela discriminagdo quiral. Intimeras aplicacdes na re-
solu¢d@o de misturas enantioméricas dessas diferentes CSPs também
foram apresentadas.

Atualmente, hda mais de 100 colunas cromatograficas quirais
disponiveis comercialmente e a busca por maiores eficiéncias im-
pulsiona o desenvolvimento de novas CSPs. Se, por um lado, isto
propicia maior potencial para resolugdo de enantiomeros, por outro,
dificulta a escolha da coluna quiral a ser utilizada.

As fases quirais de polissacarideos e de antibidticos macroci-
clicos apresentam excelentes enantiosseletividades para uma ampla
variedade de classes de compostos e, assim, sdo as primeiras fases
avaliadas quando ndo se tem referéncias de separacdes enantioméricas
para a mistura. Dentre as CSPs de polissacarideos, as fases tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de celulose e a de amilose, e a tris[(S)-1-feni-
letilcarbamato] de amilose apresentam propriedades complementares
e devem ser avaliadas nos trés modos de elui¢do: normal, reverso
e polar organico. As fases quirais de antibiéticos macrociclicos,
Chirobiotic® R, Chirobiotic® V, Chirobiotic® T e Chirobiotic® TAG
também apresentam enantiosseletividades complementares e devem



2162

ser avaliadas preferencialmente no modo polar organico e polar
ionico seguido do reverso e normal, se necessario. A fase Whelk-O®
1, tipo “Pirkle”, também tem sido amplamente utilizada com essa
finalidade por apresentar interacdes m-dcido-bdsico e, portanto, ser
capaz de resolver uma grande variedade de misturas enantioméricas.

Espera-se que esta revisao sirva de guia na escolha das condi¢des

de separag@o.
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