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1. RESUMEN

La espectroscopia de dicroismo circular vibracional, VCD, es una técnica utilizada en
fases tempranas del desarrollo de farmacos que se emplea para la determinacion de
la configuracion absoluta y el exceso enantiomérico de productos finales e intermedios
de reaccion. En este estudio, se ha establecido una estrategia que implica el uso del
VCD y permite determinar el exceso enantiomérico de una mezcla problema de los
dos enantiomeros del a-pineno. Para este fin, se ha explorado el uso de las
variaciones de ciertas propiedades (altura, area y anchura a media altura) de distintas
bandas experimentales observadas en los espectros de mezclas de la misma especie
de composicion perfectamente conocida, como indicadoras del cambio en las
proporciones relativas de ambos enantidomeros. Se concluye que tanto la altura de pico
como el area resultan parametros convenientes, arrojando valores similares para el

exceso enantiomérico.

ABSTRACT

Vibrational circular dichroism spectroscopy, VCD, is a technique used in the early
stages of drug development to determine the absolute configuration and enantiomeric
excess of final and intermediate products. In this study, a strategy based in the use of
VCD spectroscopy, has been established to determine the enantiomeric excess in a
problem mixture containing the two enantiomers of a-pinene. For this task, we have
explored the potential use of the variations in certain properties (height, area and width
at half height) of selected experimental bands observed in the spectra of mixtures of
known composition, as indicators of the change in the proportion of both enantiomers.
It is concluded that both the peak height and the area are convenient indicators,

yielding similar values for the enantiomeric excess.



2,

INTRODUCCION

2.1.Definicidon del término quiralidad

El término quiral se deriva del griego keip (kheir), que significa “mano”. Fue
construyéndose y puliéndose a partir de los anos y de las investigaciones de cientificos
notables. Aunque el fildsofo Immanuel Kant fue quien puso la primera piedra con sus
disertaciones sobre objetos idénticos, pero no superponibles. Y afos después con los
estudios del quimico Louis Pasteur (1822-1895) sobre la actividad 6ptica de cristales
de tartrato y la acufiacidn del término disimetria molecular, no sera hasta anos
posteriores que se abordaria la quiralidad desde la vision estructuralde las moléculas

que componen las sustancias.

Los primeros estudios relevantes que encontramos sobre este tema son por parte de
los quimicos Joseph-Achilles Le Bel (1847-1930) y Jacobus Henricus Van’t Hoff
(1852-1911) siendo los de este ultimo los que adquiririan mas relevancia debido al
enfoque realista de su en contraposicion con la de su companero que tenia un punto
de vista mas abstracto. Ambos desarrollaron sus trabajos de forma separada, pero
basandose en los datos recogidos afos antes por el quimico Johannes Wislicenus
(1835-1902) el cual habia descubierto durante sus estudios del acido lactico lo que
él llamaria: “isdmeros geométricos”, es decir, dos sustancias con propiedades fisicas

diferentes, pero con idéntica estructura quimica. (Mauskopf et al., 2006)

Figura 2.1 Dibujo de Van't Hoff de dos enantiémeros. (Mauskopf et al., 2006)



Van't Hoff postulé un modelo estructural para los isdmeros. El quimico neerlandés
propuso que un carbono con cuatro sustituyentes univalentes diferentes presentaria
una forma tetraédrica en el espacio, y solo habria dos formas tetraédricas posibles

para la disposicidon de los sustituyentes de ese carbono.

Ademas de detallar su visén de enantiomeros en carbonos asimétricos también
establecio las estructuras de carbonos insaturados con dobles y triples enlaces.
Luego se concluiria que la quiralidad no es exclusiva de los compuestos cuyo centro
es un carbono, atribuyéndose estos descubrimientos a los estudios en quimica de la
coordinacion sobre amidas metalicas de la mano de Alfred Werner. (Mauskopf et al.,
2006)

La definicion de quiralidad mas proxima a la de nuestros dias sera establecida por el
Premio Nobel de Quimica, Vladimir Prelog y estara fundamentada en los elementos

de simetria que presentan ciertas moléculas. En palabras del propio Prelog:

“Un objeto es quiral si no puede ponerse en congruencia con su imagen en el
espejo mediante traslacion y rotacion. Tales objetos carecen de elementos de
simetria que incluyen reflejo: planos especulares, centros de inversion o ejes de

ejes de rotacion”. (Prelog, 1975)

Prelog puso en la mesa que una molécula quiral o aquiral no solo se rige por la
presencia de un carbono asimétrico como defendia Van’t Hoff, si no que la presencia
de ciertos elementos de simetria puede llegar a definir si una molécula presenta
quiralidad. Prelog defendia que para ser quiral un compuesto no debe presentar ejes
impropios entre sus operaciones de simetria, siendo un eje impropio una operacion
de simetria que consiste en la rotacion de 360°/n alrededor de un eje, seguida deuna
reflexién en un plano perpendicular a dicho eje, dejando a la molécula indistinguible.

Prelog sentd la idea de que la simetria de toda la molécula es lo que definia su
quiralidad, por ello y sus trabajos en estereoquimica seria galardonado con Premio
Nobel de Quimica en 1975.

Como resultado de afios de investigaciones y trabajos, la quiralidad quedo definida

como la cualidad de un objeto de no ser superponible con su imagen especular. Por
5



el contrario que un objeto sea aquiral significara que es superponible e indistinguible
de su imagen especular. El ejemplo mas sencillo para ilustrar este concepto, son las
manos. Nuestra mano izquierda tiene como imagen especular nuestra mano derecha,
si juntamos ambas, una encima de la otra, vemos que no son superponibles. En
cambio, si las enfrentamos palma con palma vemos, desde nuestra vista, que
coinciden, es decir que una es el reflejo de la otra y viceversa,pero siguen siendo

manos diferentes.

La quiralidad puede darse en moléculas de diferente tamafio, desde moléculas tan
pequefias como un carbono tetraédrico hasta moléculas de mayor tamafo y cierta
complejidad como pueden ser proteinas. Por ello podemos hablar de tres tipos de

quiralidad:

e Aquella causada por centros quirales. El termino centro quiral se usa para
designar un carbono asimétrico, es decir, un carbono con cuatro sustituyentes
diferentes y que presenta una hibridacion sp3. Pero no solo el atomo de carbono
puede ser un estereocentro, elementos muy similares como el Si o Ge

también pueden serlo, aunque son casos menos frecuentes en la naturaleza.

e Atropoisomeria. Se produce cuando una molécula presenta sustituyentes
voluminosos que originan un impedimento estérico. Este impedimento por parte
de los sustituyentes imposibilita que enlaces sigma especificos de la molécula
puedan rotar impidiendo la interconversién entre conférmeros, los cual produce
un par de enantiomeros. Esta isomeria da origen a los ejes quirales. Para
ilustrar el ejemplo tenemos la Figura 2.2. Lo que vemos es que esta isomeria
no tiene por qué tener presentes centros quirales, pero lo que si origina son

ejes quirales.



Figura 2.2 Conformaciones de un derivado del bifenilo.

e Quiralidad supramolecular. Es propia de moléculas de un tamano considerable
que son el resultado de la unién de estructuras mas basicas, originando una
estructura supramolecular que puede presentar su propiaimagen especular y
actividad optica. Como ejemplo tenemos la quiralidad helicoidal que presentan
ciertos polimeros, estos poseen lo que se denomina como, hélices P, que
expresan su giro hacia la derecha y en contraposicionse encuentra, las hélices

M, que el sentido de su giro es hacia la izquierda.

2.2. Conceptos basicos

La IUPAC define a los enantidmeros como “un par de entidades moleculares que son

imagenes especulares entre si y no superponibles entre si”. (IUPAC, 2019)

Los enantiomeros presentan las mismas propiedades fisicas, a excepcion de la
interaccion de cada isdmero con la luz polarizada en un plano. Si una molécula desvia
el plano de la luz hacia la izquierda se la conoce como levégira mientras que su
enantiomero, que desviara el plano de la luz polarizada hacia la derecha, sera
dextrégiro. A esta propiedad se le denomina actividad éptica. Los enantiomeros
también presentan las mismas propiedades quimicas, excepto en la forma de

interactuar con moléculas que presentan, a su vez, quiralidad. (Rielh, 2010)

Centrando la discusion en el caso de la quiralidad molecular causado por la presencia
de carbonos asimétricos, establecemos que la forma mas comun en quimica de
nombrar a un carbono asimétrico es usando las denominaciones R (rectus) y S
(sinister) que hace referencia a como se realiza el giro, si a favor de las agujas del
reloj o en sentido contrario, respectivamente, a la hora de conectar los grupos o
atomos unidos al carbono asimétrico por orden de prioridad segun las reglas de Cahn-

Ingold-Prelog. Siendo el de mayor prioridad el atomo con mayor numero atémico y
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siendo siempre el mas bajo el hidrogeno. Para ilustrar esta nomenclatura tenemos la
siguiente imagen.
3% 8§ w g

NH HsN
7y 2 25

Cl H H CI
1 4 4 1

Figura 2.3 Esquema de nomenclatura R y S para una molécula tetraédrica y su enantibmero.

Se dice que un carbono asimétrico dado tiene, por tanto, configuracién R o S. Por
su parte, se habla de diasterdmeros cuando nos referimos entidades moleculares
que tampoco son imagenes superponibles entre si, pero que no son imagenes
especulares. Los diasteromeros ocurren en moléculas con mas de un centro quiral
en las que cabe mas de una posible combinacién entre las configuraciones de cada
uno de los mismos. Asi, una molécula con dos centros quirales con la misma
configuracion, por ejemplo, SS, tendra en la molécula RR a su enantidmero, mientras
que la molécula RS sera otro diasterémero de la misma (y existira otro denominado
SR imagen especular de este ultimo). Por tanto, caben 2" diasteromeros posibles para
una molécula con “n” centros quirales. Se conoce la configuracion absoluta de una

especie cuando se conoce la configuracion R o S de todos sus centros quirales.

Cabe mencionar que no existe relacion a priori entre el caracter dextrogiro o levégiro

de una muestra y la configuraciéon R o S de sus centros quirales.

Una mezcla que presenta a partes iguales (50:50), los dos isémeros 6pticos de un
compuesto, recibe el nombre de mezcla racémica (o racemato). Cada uno de los
enantidmeros de la mezcla provocara la rotacion del plano de polarizacion de la luz en
sentido opuesto, por lo que, al ser una mezcla de igual proporcion de ambos

enantiomeros la rotacion se anulara y la mezcla sera épticamente inactiva.



Si en una mezcla alguno de los dos enantibmeros se encuentra en una proporcion
mayor que su contrario diremos que existe un exceso enantiomérico. El exceso

enantiomérico se calcula mediante:

(C4— Cp)
WEE = —x 100
(C4+ Cp)

Donde Ca y Cs son las concentraciones molares de ambos enantiomeros. Si

trabajamos con valores en porcentaje la ecuacion se reduce a una resta.

%EE = C4(%) — Cg(%)

2.3.Importancia de la quiralidad

Si bien sabemos que dos enantiomeros presentan las mismas propiedades fisicas
salvo su capacidad de interaccion con la luz polarizada, lo que cabe destacar son las
diferencias entre ambos en lo que a su actividad bilégica, toxicoldégica o incluso
metabdlica se refiere. Estas diferencias se deben al distinto comportamiento quimico
que dos enantiomeros presentaran al interactuar ante una determinada diana
biolégica (que generalmente son quirales). La estereoespecificidad de estas
interacciones puede verse reflejada en propiedades organolépticas de determinadas
especies. Por ejemplo, en la carvona, su enantiomero R emite un olor a hojas de menta
verde mientras que su forma S huele a semillas de alcaravea. Igualmente, el glutamato
de sodio, que es usado en cocina, es la sal sédica del acido L-glutdmico, mientras que

la forma D no presenta sabor. (Rielh, 2010)

Especialmente relevante es el caso de los farmacos y su actividad biolégica. Por
ejemplo, el ibuprofeno es un conocido antiinflamatorio no esteroideo cuya forma
comercial es una mezcla racémica aun cuando solo el enantidmero S presenta
actividad antiinflamatoria, siendo el enantidmero R inocuo. (Rielh, 2010)

Este no es siempre el caso, hay farmacos quirales en los que uno de sus enantiomeros
no solo no presenta la actividad biolégica deseada.

Este es el caso de la talidomida, que se comercializé a mediados de los afios 50 del
siglo pasado como inhibidor de nauseas para mujeres en estado de gestacion. El
farmaco fue comercializado como una mezcla racémica conteniendo sus dos isdmeros
opticos, pero, mientras que la R-talidomida produce un efecto sedante y calma las

nauseas, la S-talidomida tenia efectos teratogénicos. Su distribucion sin ningun tipo
9



de control produjo un elevado numero de defectos congénitos en recién nacidos cuyas

madres consumieron el farmaco. (Rielh, 2010)

La talidomida fue el precedente que llevo a las agencias de salud y farmacéuticas a
replantearse la comercializacion de mezclas racémicas como farmacos sin que
presentaran ni ningun control de la actividad de los isobmeros que la componen.
Aunque es verdad que hoy en dia se siguen comercializando mezclas racémicas en
farmacos, como es el caso que hemos hablado antes el del ibuprofeno, desde hace
mas de 20 afos la FDA (acréonimo de Food and Drugs Administration, entidad de los
Estados Unidos encargada de las regulaciones concernientes a alimentos y farmacos)
requiere, antes de autorizar la comercializacién de un farmaco quiral, el aislamiento
y completa caracterizacion de las propiedades farmacolégicas de los dos

enantiomeros. (Nguyen et al, 2006)

Por este motivo, en los ultimos afos se ha puesto mucho esfuerzo en el desarrollo de
técnicas experimentales que permitieran determinar de forma precisa tanto la
configuracion absoluta como la posible concurrencia de excesos enantioméricos y
en ultimo caso su cuantificacion y la resolucién de los mismos. Entre las técnicas mas
ampliamente extendidas para este fin destacan: la cromatografia de liquidos de alto
rendimiento (HPLC) con columnas de seleccién quiral, o técnicas hibridas; HPLC

junto con dicroismo circular electrénico (HPLC-CD), entre otras. (Leung et al., 2011)

También se han utilizado cristales liquidos nemateticos y coletésticos, usando
mediciones espectroscopicas, para la determinaciéon del exceso enantiomérico de
forma visual. Las fases nematicas estan compuestas de moléculas aquirales. Cuando
a esta se le afiade un dopador quiral, se genera una fase colestérica, que es una fase
nematica quiral en si misma. Las propiedades O6pticas de los cristales liquidos
dependen del exceso enantiomérico del dopador quiral, entonces si se miden estas

propiedades se podra determinar el exceso enantiomérico. (Leung et al., 2011)

La termografia infrarroja ha sido de ayuda para la determinacion del exceso
enantiomérico mediante el uso de camaras fotovoltaicas de infrarrojos con detectores
de matriz de plano focal. Estas maquinas producen imagenes donde se puede
observar el calor emitido durante las reacciones y en donde la radiacion infrarroja se

10



representa mediante un color. Las muestras se someten a reacciones exotérmicas.
Para controlar, se toman como valores de referencia las mezclas individuales
enantiomericamente puras y racémicas de los analitos, a los que se le afiade un
selector quiral. Este selector quiral se usara para controlar la reactividad que nos dé
con la muestra problema a la que le calcularemos su pureza enantiomérica. (Leung et
al., 2011)

Unos de los métodos también utilizados ha sido el MIP (acronimo en inglés de
Polimeros Impresos Molecularmente). Este método es altamente selectivo para un
enantiomero ya que se da un mecanismo de llave-cerradura entre los polimeros que
presentan una estructura tridimensional y las cavidades de las moléculas objetivo.
(Leunget al., 2011)

Debido a su quiralidad inherente y su alta selectividad, las enzimas y anticuerpos
también se usan para el calculo del exceso enantiomérico. El proceso en el que se
utilizan consiste en elegir dos enzimas o anticuerpos, uno presenta una predileccion
por uno de los enantiomeros por lo que se podra calcular la concentracion del
enantiomero al que se une, mientras que la otra enzima o anticuerpo se une a ambos

enantiomeros por lo que podremos calcular la concentracion total. (Leung et al., 2011)

Los métodos comentados han sido de gran ayuda para la determinacién del exceso
enantiomérico, pero presentan limitaciones. Desde los tiempos de elucion de las
técnicas cromatograficas, la derivacion de analitos o sustratos que requieren los
métodos con cristales liquidos, el método de polimeros impresos molecularmente
requiere conocimientos previos en sintesis de polimeros y analitos cromogénicos y las
técnicas de enzimas y anticuerpos pecan de ser especificas para un solo analito. Los
protocolos que siguen estas técnicas suelen estar compuestos de varios pasos de

derivacion.

Debido a todos estos inconvenientes, cada vez es mas frecuente el uso para estos
fines de la espectroscopia de dicroismo circular vibracional (VCD por su acrénimo en
inglés, Vibrational Circular Dichroism), cuyas caracteristicas seran descritas a

continuacion.

2.4.Dicroismo circular vibracional (VCD)
11



241. Fundamentos

El fundamento de la técnica VCD reside en la diferencia de absorbancia entre la luz
IR polarizada circularmente en sentido horario y en sentido antihorario, que presentara
una muestra quiral mientras experimenta una vibracién molecular.

AA = AL(v) — Ar(V)

En muestras que no presentan quiralidad las componentes de la luz circularmente
polarizada en sentido horario y antihorario se absorberan por igual, por lo que la
diferencia entre ellas sera cero. En cualquier otro caso, la delta de absorbancia
mostrada en la ecuacion anterior tendra valores distintos de cero, pudiendo estos ser
positivos 0 negativos dependiendo de la vibracién en cuestién y, por tanto, de la

zona de la region IR en la que nos encontremos.

Asi, mientras que si observamos los espectros infrarrojos (IR) de dos enantiomeros
vemos que son idénticos y superponibles, sus respectivos espectros VCD (que
estaran formados por bandas con valores de AA positivas 0 negativas distribuidas por

todo el rango de medida) seran imagenes especulares.

24.2. Ventajas de la espectroscopia VCD

La técnica VCD suma a la estéreo-sensibilidad de otras técnicas analogas como el
ECD (de su acrénimo en inglés Electronic Circular Dichroism, es decir, Dicroismo
Circular Electrénico) la especificidad estructural de la espectroscopia IR
caracteristicas que la convierten una herramienta potente para llevar a cabo la
determinacién de la configuracion absoluta de muestras quirales, asi como la

elucidacién del exceso enantiomérico en productos de reaccion.

Entre sus ventajas destaca el hecho de que las muestras no requieran de derivacion
quimica para poder hacer mediciones. Tampoco es necesario la presencia de
cromoforos (a diferencia de la anteriormente mencionada ECD), ya que esta basada

en la espectroscopia IR, todas las moléculas seran activas en el rango de trabajo.

Permite trabajar con compuestos en estado liquido (disolucién) y, también, aunque

con ciertas dificultades, en estado solido. Ademas, supera a otras técnicas para la
12



caracterizacion de la configuracidon absoluta de sélidos, como la SC-XRD (acrénimo
en inglés de Single Crystal X-Ray Diffraction, Difracciéon de Rayos X de Monocristales)
en el hecho de que no es necesario la obtencién de monocristales, no siempre

asequibles a la experimentacion.

Requiere de concentraciones entre 10 y 100 mM para mediciones, lo que se traduciria
en 2-5 mg de muestra para medidas en disoluciones de volumenes entre 100 y 200

microlitros. Es posible la recuperacion de la muestra después de la medicion.

Los disolventes que se requieren no deben establecer interacciones fuertes con la
muestra y tampoco deben presentar una absorcién intensa en rango de interés de la
region media del espectro infrarrojo. Ejemplos de este tipo de disolventes lo costituyen
el cloroformo-d1 (CDCIs), el tetracloruro de carbono (CCls), el acetronitrilo-ds (ACN-d3),

el dimetilsulfoxido-de y mezclas de estos disolventes. (Merten et al., 2019)

2.4.3. Instrumentacion

FT-IR,A Filtro Polarizador e Modulador O O Muestra Detector

optico fotoelastico
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Figura 2.4 Esquema de un espectrofotometro VCD con transformada de Fourier. (Nafie et
al.,2011)

La fuente de equipos de los espectrofotometros infrarrojos con transformada de
Fourier (FT-IR) pueden ser de ceramica, como las Globar que permiten trabajar en el
IR medio y lejano, o del tipo lampara de tungsteno que dan acceso al IR cercano y al
visible.

La luz IR que arroja la fuente pasa por un interferometro que modula su potencia
radiante a frecuencia, wr. La luz IR es policromatica por lo que es necesario utilizar

un filtro 6ptico para eliminar la luz con una longitud de onda (A) fuera del rango de
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interés.

El polarizador lineal se configura para que el plano de polarizacién de la luz adopte un
angulo de 45° con respecto al eje del, siguiente elemento, el modulador fotoelastico
(PEM, acrénimo en inglés de Photo-Elastic Modulator). Los polarizadores mas usados

en VCD estan formados de BaFzy los de KRS-5 (bromoyoduro de talio).

El PEM suelen estas formados por materiales como el ZnSe o CaF2 que presentan
propiedades fotoelasticas. Cuando se aplica un voltaje en ellos se provoca un estrés
mecanico que produce la deformacién del material comprimiéndolo o extendiéndolo.
El PEM oscila sinusoidalmente con un angulo de fase amy con una frecuencia ww, en
el rango de los kilohercios (kHz). Las dos componentes perpendiculares del vector
campo eléctrico de la radiacion polarizada atraviesan el material a distinta velocidad
dependiendo del estado de deformacién en el que se encuentre lo que dara lugar,

alternativamente a radiacién circularmente polarizada a izquierdas o derechas.

La muestra se coloca después del PEM y el haz de luz polarizada (doblemente
modulada) que la atraviesa se dirige directamente al detector. La composicién del
detector la determinara él rango de trabajo, siendo habitual el uso de InSb para la
region de 4000- 2000 cm™'y de telururo de cadmio y mercurio (MCT) para el rango de
trabajo entre 2000 y 800 cm'. El haz de la luz que llega al detector es separado
electronicamente dependiendo de su intensidad. Utilizando como criterio el rango de
frecuencia, se separa en dos vias, alta (lac) y baja (loc), dando lugar a dos

interferogramas.

La ruta de baja intensidad (DC) transporta el interferograma, lpc(d), que solo se
encuentra modulado por la frecuencia del interferometro, wr. Una vez que se le
aplique la transformada de Fourier el interferograma resultante, loc (v), dara lugar al
espectro IR, A (V). En la ruta de alta intensidad (AC) el interferograma que sale del
detector se encuentra doblemente modulado por la frecuencia del interferémetro, wry
la del PEM, ww. Este interferograma pasa a través de un LIA (amplificador Lock-in),
un componente electronico que tiene como funcién detectar y medir senfales muy
débiles en entornos de mucho ruido. Selecciona la componente de la sefal a una fase

y frecuencia especifica y rechazan todas las demas sefales de ruido a diferentes
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frecuencias. El interferograma saliente del LIA, lac(d), estara unicamente modulado
por la frecuencia del PEM. Al aplicar latransformada de Fourier al interferograma sera
resultante, loc (V). Al dividir las intensidades transmitidas en ambas rutas obtenemos
el espectro VCD. (Nafie et al., 2011)

I (7
AA (@) = ac (V)
Ipc (V)

244, Espectros VCD. Caracteristicas y construccion.

Las bandas que observamos en el espectro VCD, al igual que en el espectro IR,
corresponden a los movimientos vibracionales de los diferentes grupos funcionales

que presenta una molécula y que absorberan radiacion a diferente longitud de onda.

veD
ol s < (+)-Camphor

10 L o

AAX10°
o

(+)-Camphor
—— (-)-Camphor

1500 1400 1300 1200 1100 1000

Wavenumber (cm™)

Figura 2.5 Espectros VCD (cuadro superior) e IR (cuadro inferior) observados de (p)-y (-) alcanfor en
CCl4 (0,8 M), célula de 98 Im de longitud de recorrido con ventanas de BaF2; 20 min de recogida

para ambos enantiomeros, instrumento optimizado a 1400 cm -1 con 4 cm -1 de resolucion. Se
muestran losespectros IR sustraidos por el disolvente y VCD sustraidos por el enantimero. (He et
al., 2011)
Los espectros VCD a diferencia de del IR presenta tanto bandas positivas como
negativas que van asociados al enantiomero R o S de la molécula de estudio.
Si observamos los espectros de los enantiomeros del alcanfor (Figura 1.5)

apreciamos bandas que presentan igual intensidad, pero signo opuesto. Debido a
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ello el espectro VCD de un enantiémero serda la imagen especular de su opuesto, y su
suma daria como resultado cero. Las intensidades del VCD son aproximadamente 4

ordenes de magnitud mas pequefas que el IR.

2.4.5. Usos de la espectroscopia VCD

La espectroscopia VCD juega un papel importante en las fases tempranas del
desarrollo de farmacos. Debido al gran numero de configuraciones en la disposicion
de los atomos una molécula presentara un gran numero de conférmeros y aqui es
donde el VCD actua como una herramienta de cribado donde nos permite reducir el
numero de conformeros a una cantidad aceptable lo que facilita los esfuerzos en el
estudio e investigacion de estas en fases mas avanzadas del desarrollo del futuro

farmaco.

Adicionalmente, hace pocos afios se ha estandarizado el uso de la espectroscopia
VCD en la industria farmacéutica a raiz de que la Farmacopea de Estados Unidos
declarara, en 2016, la espectroscopia VCD como método estandar para la
determinacién de configuraciones absolutas, por lo que su uso pas6 de opcional a
obligatorio. (Merten et al., 2019)
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3. OBJETIVOS
El objetivo de este proyecto es establecer un procedimiento para determinar con

exactitud el exceso enantiomérico en una mezcla problema de los dos enantiomeros

del a-pineno mediante el uso de la espectroscopia de dicroismo circular vibracional.
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4, DETALLES EXPERIMENTALES

4.1. Muestras y disolventes

Las muestras de (+)-a-pineno y (-)-a-pineno fueron adquiridas a la casa comercial TCI.
La pureza de las mismas es > 97% y fueron empleadas sin llevar a cabo ningun tipo
de purificacion adicional. En el proceso de adquisicion de espectros se empled

también tetracloruro de carbono (ABCR, 99%) (ver explicacion debajo).
4.2.Instrumental, equipos y software.

Para el registro de los espectros VCD se utilizé6 un espectropolarimetro de dicroismo
circular vibracional modelo FVS-6000 de la casa comercial JASCO, perteneciente al
Centro de Instrumentacion Cientifico Técnica (CICT) de la Universidad de Jaén. Su
rango de medida estandar es de 3200~850 cm™', en la que cuenta con una resolucién
de 4 cm™'. Esta equipado con: (i) una fuente ceramica de alta intensidad; (ii) detector
para la region de trabajo en este estudio de telururo de mercurio y cadmio (MCT-V)
(aprox. 1700 a 950 cm-1); (iii) polarizador es de KRS-5(bromuro de talio); (iv)
modulador fotoelastico de ZnSe PEM-100 de la casa comercial Hinds centrado a 1250

cm™.

Se promediaron 4000 espectros (acumulaciones) para obtener los espectros IRy VCD
con una buena relacion sefal/ruido. Adicionalmente, a todos los espectros VCD que
se recogen en la memoria se les corrigié la linea base mediante la sustraccion de la
sefal producida en el equipo por una muestra aquiral, en este caso tetracloruro de
carbono de acuerdo con lo descrito en la bibliografia (Stephens et al., 2012). La
manipulacion espectral fue llevada a cabo con el software del fabricante del equipo

Spectral Manager II.
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5. RESULTADOS

5.1.Muestra problema e hipétesis de trabajo

Se conoce que la disolucién problema esta formada por una mezcla de los dos
enantidmeros de a-pineno en proporcidn desconocida. De este modo, el exceso
enantiomérico puede ser debido a la presencia de una mayor concentracion de (+)-o-

pineno o (-)-a-pineno.

El procedimiento que se plantea se basa en el estudio de la intensidad de la sefal
VCD para ciertas bandas seleccionadas dentro de todas las observadas en el espectro
de una mezcla problema de dos enantibmeros como indicador del exceso
enantiomérico de uno de ellos. (Leung et al., 2011; Quesada et al., 2018). Como
indicador se trabajara considerando de forma separada la altura de las bandas, sus
areas y sus anchuras a media altura y se comparara el resultado obtenido con cada

procedimiento.

Para llevar a cabo esta tarea de una forma sistematizada se planted la preparacion de
una serie de mezclas de los dos enantiomeros en las que sus concentraciones son
perfectamente conocidas y varian secuencialmente. Especificamente, se prepararon
5 disoluciones de 100 yL de volumen en las que se fue incrementando gradualmente
la concentracion de (+)-a-pineno. Los porcentajes en volumen de estas mezclas se

recogen en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Mezclas empleadas de (+)-a-pineno y (-)-a-pineno.

% vol. % vol.
Punto 1 100 0
Punto 2 a0 10
Punto 3 80 20
Punto 4 70 30
Punto 5 60 40

Se seleccionaran una serie de bandas que se puedan considerar de interés y se construiran
rectas de calibrado con sus propiedades (como hemos mencionado, alturas, areas y
anchuras a media altura) en las que, por interpolacion, al introducir los valores para las

mismas observadas para el problema se podra estimar su composicion.
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5.2.Espectros experimentales obtenidos

En las figuras que se presentan en las siguientes paginas, se representa la region
comprendida entre 1300-950 cm™' de los espectros IR y VCD de todas las mezclas
preparadas (Figuras 5.1 a 5.6) y de la muestra problema (Figura 5.7) junto con el nivel de
ruido del espectro VCD. Al tratarse de una técnica diferencial y del orden de 10 veces
menos intensa que el IR, es recomendable mostrar la curva de ruido como muestra de la
fiabilidad de la medida y de la ausencia de artefactos. En nuestro caso, observamos que el

ruido es siempre un orden de magnitud mas bajo que las sefales, indicando la fiabilidad de

las mismas.
2,0+ — IR
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Figura 5.1 Espectros IR y VCD de una disolucién con una composiciéon de 60% de (+)-a-pineno y 40% de (-)-a-
pineno correspondiente al punto 5 de la recta de calibrado.
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Figura 5.2 Espectros IR y VCD de una disoluciéon con una composicion de 70% de (+)-a-pineno y 30%
de (-)-a-pineno correspondiente al punto 4 de la recta de calibrado.
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Figura 5.3 Espectros IR y VCD de una disolucién con una composicion de 80% de (+)-a-pineno y 20%
de (-)-a-pineno correspondiente al punto 3 de la recta de calibrado.
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Figura 5.4 Espectros IR y VCD de una disolucion con una composicion de 90% de (+)-a-pineno y 10% de (-)-a-
pineno correspondiente al punto 2 de la recta de calibrado.
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Figura 5.5 Espectros IR y VCD de una disolucién con una composicion de 100% de (+)-a-pineno y 0% de (-)-a-
pineno correspondiente al punto 1 de la recta de calibrado.
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Figura 5.6 Espectros IR y VCD de una disolucioén problema con una composicion desconocida de (+)-
a-pineno y de (-)-a-pineno.
Con respecto al espectro de la muestra problema, al representarlo en conjunto con los

espectros anteriores, por comparacion, podemos deducir que la mezcla de
concentraciones desconocidas de (+)-a-pineno y de (-)-a-pineno es mas rica en este
ultimo enantiomero, debido a que las bandas en su espectro VCD son de signo
opuesto a aquellas observadas en los espectros de las disoluciones preparadas de
concentracion conocida, mas ricas en (+)-a-pineno. Esto queda evidenciado en la
Figura 5.7 donde se representan superpuestos todos los espectros.

4+ —— Punto 1 (100-0)
5 —— Punto 2 (90-10)
—— Punto 3 (80-20)
—— Punto 4 (70-30)
Punto 5 (60-40)
Muestra problema

*
T Y T " T ¥ 1
1000 1100 1200 1300

numero de onda (cm™)

Figura 5.7 Presentacion conjunta de todos los espectros VCD de la recta de calibrado y el espectro VCD de la
muestra problema. Las bandas marcadas son las que se utilizaran en este trabajo: 1101 cm-', 1125cm™ y 1214
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cn.’

La mera comparacion nos aporta muy poca informacién cuantitativa, aunque si nos
da informacion cualitativa de gran importancia: conocer cual es el enantiomero
mayoritario.

Nuestro objetivo final es calcular el porcentaje de exceso enantiomérico del (+)-a-
pineno y de (-)-a-pineno de nuestra muestra problema, pero para seleccionar las
bandas a estudiar se nos abre un abanico de posibilidades. El primer criterio seguido
para la seleccion de aquellas que puedan resultar utiles es la posicién de linea base,
que debe delimitar una banda a la misma altura en los espectros de todas las mezclas
para proporcionar unos resultados comparables en lo que se refiere al valor de su
area tras la integracion. La linea base de integracion se plantea como un criterio de
seleccion porque no todas las bandas tendran la misma en todos los espectros para
las distintas mezclas. Por ejemplo, vemos que el principiode una banda presenta un
valor de delta de absortividad en torno a 0.5 (x10%) y establecemosla linea base en
este valor. La banda que cortaba en esta altura quedara bien representada, pero habra

bandas que la linea base corte mas arriba de su inicio o mas abajo.

Tras la integracién, como parte del proceso, se obtienen valores de diferentes
parametros: area, altura de pico, la anchura a media altura, etc. En este proyecto se
trabajara con los tres, para comparar los resultados. Como se ha dicho, si se trabaja
con las areas hay que ser preciso a la hora de elegir la linea base para cada banda
ya que esta repercutira en el valor del area alterando su exactitud. En cambio, la
altura de picos o la anchura a media altura abreviada FWHM (del inglés Full Width
at Half Maximum), no son dependientes de la linea base por lo que el valor de esta

sera 0 para cualquier banda que se elija.

De este modo, con la informacién obtenida al comparar los espectros, se decide

trabajar sobre cuatro bandas localizadas a: 1101 cm™', 1125 cm™ y 1214 cm™'.

Los resultados para los distintos parametros seleccionados para las bandas

escogidas, en diferentes condiciones, estan recogidos en la Tabla 5.2.
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Tabla 5.2 Valores de area, altura de pico y anchura a mitad de altura (FWHM) para diferentes picos a

una linea base (LB) especifica para cada espectro integrado.

Pico a 1101 cm!

Altura de

LB (Abs Espectro Area . FWHM (cm"*
() P (u.a) pico (Abs) ( )
5,30E-06 | Punto 1 (100% (+)-a-pineno) -2,12E-03 | -1,65E-04 12,07
5,30E-06 | Punto 2 (90% (+)-a-pineno) -1,60E-03 | -1,29E-04 11,95
5,30E-06 | Punto 3 (80% (+)-a-pineno) -1,11E-03 | -9,33E-05 12,06
5,30E-06 Punto 4 (70% (+)-a-pineno) -6,12E-04 | -5,79E-05 11,75
5,30E-06 Punto 5 (60% (+)-a-pineno) -1,50E-04 | -2,55E-05 8,76
5,30E-06 Muestra problema 4,40E-04 5,33E-05 9,62
Pico a 1125 cm™'
LB (Abs) Espectro Area A't”rige FWHM (cm)
(u.a) pico (Abs)
-1,17E-05 | Punto 1 (100% (+)-a-pineno) 2,14E-03 | 2,12E-04 7,98
-1,17E-05 | Punto 2 (90% (+)-a-pineno) 1,72E-03 1,70E-04 7,81
-1,17E-05 | Punto 3 (80% (+)-a-pineno) 1,32E-03 1,22E-04 8,00
-3,56E-06 | Punto 4 (70% (+)-a-pineno) 9,38E-04 9,73E-05 7,96
-4,52E-06 | Punto 5 (60% (+)-a-pineno) 5,86E-04 5,25E-05 8,76
-2,30E-05 Muestra problema -3,34E-04 | -5,73E-05 15,12
Pico a 1214 cm’
LB (Abs) Espectro Area | Alturade | vy (em)
(u.a.) pico (Abs)
0,00 Punto 1 (100% (+)-a-pineno) -2,565E-03 | -2,56E-04 9,67
0,00 Punto 2 (90% (+)-a-pineno) -1,95E-03 | -1,99E-04 9,66
0,00 Punto 3 (80% (+)-a-pineno) -1,33E-03 | -1,38E-04 9,50
0,00 Punto 4 (70% (+)-a-pineno) -8,00E-04 | -8,60E-05 9,25
0,00 Punto 5 (60% (+)-a-pineno) -2,70E-04 | -3,47E-05 7,95
0,00 Muestra problema 1,01E-03 9,43E-05 10,40

Con estos valores de area, altura de pico y anchura a media altura podemos construir
rectas de calibrado que enfrenten los valores de estos parametros frente a la
composicion (referida la % de (+)-a-pineno) en cada disolucién. El fin ultimo sera
interpolar los valores de estos parametros para la muestra problema con el fin de

obtener su composicion exacta.

En la Figura 5.8 se recogen los resultados para el area de las bandas.
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Figura 5.8 Representacion de area de pico frente al porcentaje en volumen de (+)-a-pineno.

Los resultados de la interpolacién de los valores observados para el area de las distintas
bandas en la muestra problema en la recta de calibrado estan recogidos en la Tabla

5.3 justo bajo estas lineas.

Tabla 5.3 Valores de porcentaje en volumen de la disolucién problema para cada uno de los enantiomeros del a-
pineno obtenidos tras interpolar con valores de area de banda para diferentes bandas.

53
63
63
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En la Figura 5.9 se recogen los resultados para la altura de pico de las bandas.

Figura 5.9 Representacion de la altura de pico frente a porcentaje en volumen de (+)-a-pineno.
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Los resultados de la interpolacion de los valores observados para la altura de pico de

las distintas bandas en la disolucion problema en la recta de calibrado estan recogidos

en la Tabla 5.4 justo bajo estas lineas.

Tabla 5.4 Valores de porcentaje en volumen de la disolucién problema para cada uno de los enantiémeros del a-

pineno obtenidos tras interpolar con valores de altura de pico para diferentes bandas.

1101 49 51
1125 36 64
1214 34 66
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Por ultimo, en la Figura 5.10 se recogen los resultados para la anchura a mitad de altura

de las bandas.
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Figura 5.10 Representacion de la anchura a mitad de altura frente a porcentaje en volumen de (+)-a-pineno.

Los resultados de la interpolacion de los valores observados para la anchura a mitad de

altura de las distintas bandas en la disolucion problema en la recta de calibrado estan

recogidos en la Tabla 5.5 justo bajo estas lineas.

Tabla 5.5 Valores de porcentaje en volumen de la disolucion problema para cada uno de los
enantiomeros del a-pineno obtenidos tras interpolar con valores de anchura a mitad de altura para

diferentes bandas

1101 55 45
1125 -331 431
1214 111 -11
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6. DISCUSION

Tras observar los resultados finales de composicion de la disoluciéon problema recogidos

en la Tabla 5.3, Tabla 5.4 y Tabla 5.5, podemos discutir varias cuestiones.

En primer lugar, la eleccidén del parametro que escojamos para construir los calculos sera
un factor importante a tener en cuenta. Si observamos los valores de porcentaje en
volumen para ambos enantidmeros tanto en area y altura de pico vemos que son
coherentes, es decir, existe una correlacion lineal entre el valor del parametro en cuestion
y la concentracion relativa de cada enantidmero en la muestra, y, ademas, hay cierta
similitud entre los resultados obtenidos a partir de cada parametro. En el caso la anchura
a media altura, observamos que no existe la mencionada correlacion lineal y se obtienen
resultados incoherentes, indicando que este parametro no es conveniente para los fines

perseguidos.

Tras descartar la anchura a media altura nos centraremos en el areay la altura de pico. En
el caso de dos bandas, ambos parametros permiten obtener valores muy similares para la
composicion de la muestra problema: una proporcién de aproximadamente 35:65 entre el
enantiomero (+) y el (-), como puede verse en las Tablas 5.3 y 5.4. Pero el valor obtenido
en el caso de las propiedades de la banda a 1101 cm™' difiere considerablemente del
obtenido con los otros dos, arrojando una composicién de aproximadamente 50:50 de cada

uno de los enantidmeros.

Este resultado claramente es erréneo, puesto que en el caso de una mezcla con un exceso
enantiomérico bajo o cercana al 50% de composicion de cada uno de los enantidmeros,
no deberia haberse observado sefial alguna (las contribuciones de los dos enantidmeros
se habrian cancelado). Esta deficiencia puede atribuirse a deficiencias en la estimacion del
area del pico en la muestra problema derivada de la seleccién de la linea base. Con la
banda a 1125 cm™ se ha seleccionado un valor de linea base distinto en funcion del
espectro con el que se trabajaba (Tabla 5.2) y con la banda a 1214 cm™' se ha seleccionado
el valor O, puesto que como puede verse en la Figura 5.7 esta es una eleccion acertada
en este caso. No obstante, con la banda a 1101 cm-1 se ha decidido trabajar con el mismo
valor para todos los espectros. Este valor es positivo (5x10) lo que puede haber conducido

a ligera sobreestimacion de las areas de las bandas en los espectros de la curva de
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calibrado (de signo negativo) y subestimacion en el area de la banda de la muestra

problema (de signo positivo) conduciendo a un resultado erréneo.

Lo anterior refleja que la eleccidon de esta banda y el modo de manipular los espectros no

fue acertada para el calculo de la composicion de la disolucion problema.

Con los valores que no hemos descartado, el valor medio de porcentaje en volumen es de
un 37% de (+)-a-pineno y 63 % (-)-a-pineno en el parametro del area. Y el exceso

enantiomérico tendria un valor del 26 %.

%EE = 63% — 37% = 26%

Con respecto al parametro de altura de pico, el valor medio de porcentaje en volumen es

de un 35% de (+)-a-pineno y 65 % (-)-a-pineno. Y el exceso enantiomérico seria del 30%.

%EE = 65% — 35% = 30%

Ambos valores de exceso enantiomérico son muy similares, diferenciandose en pocas

unidades por lo que podriamos dar como valor de exceso enantiomérico la media de

ambos, 28% de exceso enantiomérico en la disolucion problema.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se puso como objetivo la determinacion del exceso enantiomérico de
una disolucién problema que contenia los dos enantidmeros del a-pineno usando la
espectroscopia VCD. Para este fin, se obtuvieron los espectros de mezclas con
proporciones perfectamente conocidas de los dos enantidmeros del a-pineno y se
estudiaron diferentes parametros de tres bandas presentes en los mismas y
consideradas significativas, que pudieran correlacionarse con la composicion de las
disoluciones. Dichos parametros fueron: altura de pico, area de la banda y anchura a

media altura de la misma.

La construccion de las curvas de calibrado correspondientes y la interpolaciéon en las
mismas de los valores de estos parametros observados para las mismas bandas
presentes en el espectro de la muestra problema, permitié obtener conclusiones

acerca de la idoneidad de las mismas.

Los parametros altura de banda y area integrada de la misma parecen mantener una
relacién lineal con la composicion de la disolucion, pero el parametro anchura a media

no. De este modo este parametro quedoé descartado para el estudio posterior.

Ademas, se ha observado que es crucial para obtener buenos resultados elegir
correctamente la linea base de las bandas. En este sentido seleccionar como linea
base 0, si la banda en cuestion lo permite, da buen resultado. El resultado también es
bueno si la linea base se elige individualmente para cada uno de los espectros
tratados. Sin embargo, elegir un valor arbitrario usando como referencia uno de los

espectros, conduce a la obtencién de resultados erréneos.

Finalmente, la concentracion de especies presentes en la muestra problema se ha
determinado como el valor medio del obtenido por el procedimiento de considerar la
altura de pico y el area de la banda, valores semejantes. Concretamente, se propone
que la composicion de dicha muestra es de 64 % en vol de (-)-a-pineno y 36 % en vol

de (+)-a-pineno, lo que se traduce en un 28% de exceso enantiomérico.
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