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@Resumen:

La presente invencién se refiere a un CIL no prético
basado en ésteres de la L-carnitina de estructura

general |

en la que
- la parte catidnica es asimétrica formada por un
cation amonio diferentemente sustituido, en el que los
sustituyentes no son todos iguales, derivado del
correspondiente éster (-COOR) del aminoécido quiral
L-carnitina,

- R estéa seleccionado entre alquilo de 1 a 5 &tomos
de carbono, lineal o ramificado, sustituido o no
sustituido, bencilo, fenilo sustituido o no sustituido,
heterociclos asi como heteroarilos,

- la parte aniénica (A-) esta formada por un anién
inorgénico u organico.

Su procedimiento de obtencion y uso en la separacion
de compuestos, mas concretamente, de enantibmeros
mediante EKC.
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DESCRIPCION
LIQUIDOS IONICOS QUIRALES BASADOS EN ESTERES DE L-CARNITINA Y SU
USO COMO SELECTORES QUIRALES EN SISTEMAS DUALES PARA LA
SEPARACION DE ENANTIOMEROS POR ELECTROFORESIS CAPILAR

SECTOR DE LA TECNICA
La presente invencion se enmarca en el campo de la obtencion de liquidos iénicos y su
uso en sistemas duales de selectores quirales para la separacion de enantiomeros por

Electroforesis Capilar.

ESTADO DE LA TECNICA

La Electroforesis Capilar (CE) es una técnica analitica con enorme potencial para la
separacion de enantiomeros debido a sus interesantes caracteristicas como son su
elevada eficacia, bajo consumo de disolventes y muestras, y posibilidad de afadir un
selector quiral a la fase movil para llevar a cabo una separacion enantiomérica. El
analisis quiral tiene en la actualidad un enorme interés debido a la distinta actividad
bioldgica que pueden presentar los enantiomeros de un compuesto quiral. La necesidad
de controlar la presencia de los diferentes enantidmeros en muestras de interés
farmacologico, clinico, alimentario o medioambiental requiere del desarrollo de
metodologias analiticas avanzadas sensibles que permitan determinar de forma

individual dichos enantiomeros.

La Cromatografia Electrocinética (EKC) es un modo de separacion en el formato de la
CE en el cual se anade un selector quiral a la fase mévil con el fin de que interaccione
de forma diferencial con cada uno de los enantidmeros de un compuesto quiral dando
lugar a su separacion. Existe un gran numero de selectores quirales que se pueden
utilizar en EKC como son las ciclodextrinas, los antibiéticos macrociclicos, las proteinas,
micelas poliméricas, éteres corona, etc. Ello confiere a EKC una extraordinaria
versatilidad a la hora de llevar a cabo una separaciéon quiral por esta técnica. La
prediccion del selector quiral mas adecuado para llevar a cabo una separaciéon quiral es
dificil todavia a pesar del gran numero de estudios que se han llevado a cabo para
estudiar las interacciones analito-selector quiral por distintas técnicas. Por ello, en

ocasiones, cuando no es posible encontrar un selector quiral adecuado para llevar a
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cabo una separacion enantiomérica, puede ser de gran utilidad el uso de mezclas de
selectores quirales constituyendo sistemas duales. En este sentido, los liquidos idnicos
han demostrado un gran potencial como agentes que son capaces de originar
importantes efectos sinérgicos cuando se utilizan en combinaciéon con otros selectores
quirales. De hecho, aunque los liquidos idnicos se han empleado como selectores
quirales unicos en el medio de separacion en EKC [1,2], la mayor parte de los trabajos
llevados a cabo se han basado en el empleo de mezclas de liquidos ibnicos con otros
selectores quirales, principalmente con ciclodextrinas y antibiéticos macrociclicos [1, 2,
3].

Los liquidos iénicos son sales organicas con puntos de fusion por debajo de 100 °C.
Estan formados por cationes organicos y voluminosos entre los cuales se encuentran
cationes amonio, fosfonio, alquilimidazolio, piridinio, pirrolidinio y por aniones organicos

o inorganicos tales como hexafluorofosfato, tetrafluoroborato, triflato, etc.

Dentro de los liquidos i6nicos se pueden destacar aquellos en los que o bien la parte
cationica, o la parte anidnica o0 ambas, son quirales, en cuyo caso se denominan liquidos
idnicos quirales (CILs). Dentro del grupo de los CILs, se pueden mencionar aquellos
cuya parte catidnica es un aminoacido quiral habiéndose descrito en la bibliografia la

sintesis de diferentes ClILs dentro de este grupo [2,4, 5].

Sin embargo, solo algunos de los ClILs sintetizados y cuya parte catidnica es un
aminoacido quiral, se han empleado en EKC como selectores quirales unicos o en
sistemas duales con otros selectores quirales dando lugar a la separacién enantiomérica

de distintos compuestos (Tabla 1).

Tabla 1. ClLs cuya parte catidnica es un aminoacido quiral y que han sido empleados
como selectores quirales unicos o en sistemas duales de selectores quirales en EKC, o

como ligandos quirales en CE de intercambio de ligandos.

Clasificacion CIL Analito Ref.

1,1-binaftil-2,2- | [6]

Q 0]
CIL como selector \HL?‘\ \(lLO' diilhidrogenofosf
.
H/N\H OH

Gnico ato (BNP)

[L-AlaC ][Lac]
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CIL en sistema dual
con otros

selectores quirales

N+
H” 1 H
H

[D-AlaC,J[NTf]

ol A28
>0 F—S-N=S—F
F o o F

FMOC-Acido

pipecolico

[7]

Naproxeno, [8]
\(ng\ F%_é NZ S—éF Pranoprofeno,
Warfarina
ThH [L-AlaC,][NTE,]
J\ II I
)\HL F%—§ N= S_é
o F
[L-ValC,][NTF)]
Naproxeno, [9]
\(ng\ F%—S NZ S_éFCarprofeno,
R Ibuprofeno,
H [LAIaC4][NTf] Pranoprofeno,
Ketoprofeno
Mﬂ\ F%—s N= S—éF
[L-ValC,J[NTf]
Ibuprofeno, [10]
e} o Ketoprofeno,
\HLOBI\ \(lLO_ Carprofeno,
H/N\H OH Indoprofeno,

Flurbiprofeno,

[L-AlaC,][Lac]
Naproxeno,
Fenoprofeno
o) 0 Huperzina A, | [11]
\/lLO>‘\ \([LO_ Warfarina,
o+
H,E\H OH Cumacloro
[D-AlaC,][Lac]
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') o Nefopan, [12]
\K[L(Pl\ \(lLO_ Fexofenadina,
H’NjH OH Cumacloro,
H Warfarina
[L-AlaC,][Lac]
OH 0 Ala, Asn, Asp, lle, | [13]
CIL como ligandos NT T FCJ\O_ Met, Ser, Phe,
7 O 3
quirales HH Thr, Tyr
[L-ProJ[CF,CO,] (derivatizados
con CI-Dns)
0 o lle, Tyr, Ala, GIn, | [14]
N:rH J\ ) Ser, Met, Asn,
N+ |_'| H F3C (@] Phe
H™ 1 H
H j\ (derivatizados
FsC” O con Dns)
[L-Phn][CF,CO,],

Abreviaturas: Ala: Alanina; Asn: Asparagina; Asp: Acido aspértico; CF3COj:
trifluoroacetato, Cl-Dns: cloruro de dansilo; lle: Isoleucina; Met: Metionina, NTf.:
bis(trifluorometilsufonil)imida; Lac: Lactato; Phe: Fenilalanina, Phn: Fenilalaninamida ,

Pro: Prolina, Ser: Serina; Thr: Treonina, Tyr: Tirosina, Val: Valina.

Las patentes CN105152950, CN105152949 y CN105061236 tratan de la sintesis de
liquidos i6nicos en los que la parte catibnica es un aminoacido, tal como tirosina,
fenilalanina, lisina, leucina o alanina, que no coincide con el de la presente invencion
(éster de L-carnitina). En la solicitud de patente US2009145197 se citan otros
aminoacidos como parte catidnica siendo uno de ellos la D-carnitinanitrilo que tampoco

coincide con el éster de L-carnitina.

Uno de los problemas resueltos por la presente invencidn es proporcionar un proceso
de obtencién de ClLs derivados de ésteres de L-carnitina como selectores quirales, cuya
sintesis no habia sido previamente descrita, a partir de disoluciones acuosas de dichos
ésteres con sales de plata, sddicas o potasicas derivadas de los correspondientes

aniones inorganicos u organicos de una manera sencilla y econémica.
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Los ClLs de la invencién son utiles en la separacion de enantiomeros de compuestos
quirales de interés alimentario, farmacéutico, cosmético, agroquimico o medioambiental,

y en el control de calidad de productos de estos sectores.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Un primer aspecto de la presente invencién se refiere a un liquido idnico quiral (CIL) no

prético basado en ésteres de la L-carnitina de estructura general |

en la que:

- la parte catidnica es asimétrica formada por un cation amonio diferentemente
sustituido, en el que los sustituyentes no son todos iguales, derivado del correspondiente
éster (-COOR) del aminoéacido quiral L-carnitina. - R esta seleccionado entre alquilo de
1 a 5 atomos de carbono, lineal o ramificado, sustituido o no sustituido, bencilo, fenilo
sustituido o no sustituido, heterociclos asi como heteroarilos,

- la parte anidnica (A-) esta formada por un anién inorganico u organico.

El grupo R segun realizaciones particulares esta seleccionado entre metilo, etilo, propilo,
isopropilo, tert-butilo, n-butilo, pentilo, bencilo, fenilo, un grupo fenilo substituido
mediante la introduccion de un sustituyente o dos, iguales o diferentes, seleccionados
entre, nitro, halo, alquil, alcoxi, hidroxi, trifluorometil, cianuro, heterociclos y heteroarilos.
Entre los aniones inorganicos el liquido idnico quiral puede estar seleccionado entre
haluros (cloruros (Cl-), bromuro (Br-), loduro (I-)), hexafluorofosfato (PFes) y

tetrafluoroboratos (BFy).

Entre los aniones organicos el liquido idnico quiral puede ser acetato (AcO-), triflato(TfO-
), taurinato, tetracianoborato (B(CN)s-), n-octil sulfato, docusato, L-lactato, amino acidos,
bis(trifluorometilsufonil)imida  (NTfz), bis(pentafluoroetilsulfonil)imida, anién de
tricianometano, tris(pentafluoroetil)trifluorofosfato (FAP), asi como otros aniones
organicos descritos en las referencias [5] (Chiral lonic Liquids: A compendium of

synthesis and applications) y [20] (lonic liquids in analytical chemistry).

Segun realizaciones particulares, la parte anidnica comprende un anién seleccionado

entre un haluro, hexafluorofosfato o tetrafluoroborato, acetato, triflato, tetracianoborato,
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n-octil sulfato, docusato, L-lactato, amino acidos, bis(trifluorometilsufonil)imida (NTf2) o

bis(pentafluoroetilsulfonil)imida.

Como es bien conocido, la polaridad y los caracteres hidrofébicos e hidrofilicos,
propiedades fisico-quimicas, como conductividad, volatilidad, presién de vapor,
estabilidad térmica, y su correspondiente miscibilidad en disolventes organicos como en
agua de los diferentes liquidos idnicos reside fundamentalmente en la combinacion que
existe entre el cation y el anion seleccionado. De dichas combinaciones se obtienen
diferentes CILs con diferentes propiedades como selectores quirales o como

componentes de sistemas duales de selectores quirales [2].

En una realizacion preferida de la presente invencion, la parte catiénica del CIL es el
éster metilico de L-carnitina y la parte anidnica es uno cualquiera de los aniones

inorganicos u organicos descritos anteriormente.
En otra realizacién preferida, el anion es bis(trifluorometilsufonil)imida (NTf.).

La presente invencion también se refiere a un compuesto intermedio de férmula general
Il

w-oNT A R

T T 0

en la que X es un anién haluro y “R” tiene el mismo significado que el indicado
anteriormente para los compuestos de formula |. Preferentemente el anién X- es un

cloruro.

La presente invencién también se refiere a un sistema dual para la separacién de
compuestos quimicos que comprende un liquido idnico quiral definido anteriormente y
un segundo componente que es un selector quiral. De mantera preferente, el selector

quiral es una ciclodextrina.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento de obtencién de los ClLs

descritos y que comprende los siguientes pasos:
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a) formacion del compuesto intermedio de féormula general || mediante una
reaccion de un haluro de L-carnitina (lll), en medio acido alcohdlico a 40- 120°C
hasta la desaparicion del material de partida, durante un tiempo comprendido
entre 3 a 24 horas y posterior eliminacién del medio alcohdlico,

| oH O | 'C_]H 0

+

\,v.-"’hm,___.-' ‘(0 H » W #N "-n_,--"';"“‘n_,-"f ~0 H

b) opcionalmente, un intercambio del correspondiente anién haluro,
preferentemente cloruro, en el derivado Il obtenido en el paso (a) en medio
acuoso, con una sal seleccionada entre una sal de plata, sales sddicas, sales
potasicas y sales de litio derivadas del correspondiente anion inorganico u
organico representado como A-en la férmula |, o con el acido correspondiente a

dicho anion.

A efectos de la presente invencion, la reaccién de intercambio anidnico se lleva a cabo
mediante un proceso denominado metatesis aniénica, generando, de esta forma los
correspondientes CILs. Esta etapa comprende el tratamiento de cantidades
estequiométricas de la correspondiente sal de haluro (lI) con una sal seleccionada entre
sales de plata, sales sodicas, sales potasicas y sales de litio derivadas del
correspondiente anion inorganico u organico representado como A-en la férmula |
derivadas de los correspondientes aniones inorganicos u organicos representados como
A en la férmula |, tales como sales derivadas de bromuro (Br-), ioduro (I-)),
hexafluorofosfato (PFe)[16], derivados de tetrafluoroborato (BF4°), acetato (AcO"), triflato
(TfO"), tetracianoborato (B(CN)s), n-octil sulfato, Docusato, L-lactato, aminoacidos,
bis(trifluorometilsufonil)imida (NTfz) [17], bis(pentafluoroetilsulfonil)imida, acetato
(CH3COy), trifluoroacetato (CF3COy),

- 0 con el correspondiente acido libre del apropiado anion.

En la etapa a) el haluro de L-carnitina (lll) puede ser de origen comercial, y es

preferentemente cloruro.

“Medio acido alcohdlico” significa que se utiliza un alcohol, que puede ser cualquiera, y

preferentemente esta seleccionado entre metanol, etanol, isopropanol, n-butanol, tert-
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butanol, preferentemente metanol, y un acido, que es preferentemente, &acido

clorhidrico.

El alcohol utilizado en el medio alcohdlico en la etapa a) se elimina a presion reducida,

comprendida entre 20 y 200 mbares, después de terminar la reaccion.

Segun realizaciones particulares, la temperatura de la reaccion de la etapa a) esta
comprendida entre 40 y 100°C. Segun realizaciones particulares adicionales, la

temperatura de la reaccién de la etapa a) esta comprendida entre 40 y 90°C.

Segun realizaciones particulares el tiempo de reaccién de la etapa a) esta comprendido
entre 3 y 15 horas. Segun realizaciones particulares adicionales, el tiempo de reaccion

de la etapa a) estd comprendido entre 3 y 8 horas.

La reaccion de metatesis anidnica de la etapa b) se lleva a cabo en medio acuoso por
tratamiento de un equivalente del compuesto de férmula general Il con un equivalente
de una sal de plata, sales sddicas, sales potasicas y sales de litio derivadas del
correspondiente anién inorganico u organico, preferentemente con sales de litio, a
temperaturas comprendidas entre 15 y 50°C, mas preferentemente entre 15°C y 30°C,
aun mas preferentemente a 20°C, generandose como subproducto de reaccién agua o

las correspondientes sales de haluro.

Realizaciones particulares del procedimiento se muestran representadas en el esquema

siguiente:
. o OH O
| OH O i) Esterificacion | OH O ii) Metatesis U
NNt o ) A NN _— - °N - R
Cl /N\/\/U\OH I > Cl /N\/\/U\O,R X e \/\/U\O’
MA
1l 1} |
M: Ag, Na, K, Li

A: NO,-, BF -, NTF -,
CH,COO", CH,CH,OHCO,-, etc...

Algunas alternativas adicionales para la sintesis de liquidos idnicos quirales se

describen por ejemplo en [15].

La presente invencién se refiere también al uso de los liquidos idnicos quirales definidos

anteriormente en la industria quimica, médica o farmacéutica. De forma preferente se
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refiere al uso de los ClLs en separacion de productos quirales. De forma mas preferente
se refiere al uso de los ClLs como selectores quirales, y mas preferentemente como
componentes de sistemas duales de selectores quirales en EKC para mejorar la
resolucion obtenida de los enantiomeros de compuestos quirales de interés. Los ClLs
se usan como componentes de un sistema dual constituido por otro selector quiral como
segundo componente para la separacion de compuestos quirales, mas preferiblemente
de aminoacidos. Los sistemas duales estan constituidos por un CIL y otro selector quiral

como puede ser una ciclodextrina.

Segun realizaciones particulares, la separacion es una separacion enantiomérica de
aminoacidos por Electroforesis Capilar. Una realizacidon concreta se refiere a la

separacion de los aminoacidos homocisteina y cisteina.

Segun realizaciones particulares adicionales, el liquido idnico es [L-carnitina][NTf,] y se
encuentra a una concentracién comprendida entre 1 y 20 mM en el proceso de

separacion.

Segun realizaciones particulares adicionales el sistema dual comprende gamma-

ciclodextrina en una concentracion 2 mM.

Segun realizaciones particulares adicionales en el procedimiento de separacién el
sistema dual comprende tampén acetato pH 5,0, fosfato a pHs 6,0 y 7,0, o tampdn borato
a pH 9,0.

La CE es una técnica de separacion conocida por cualquier experto en este tema que
permite la separacion de gran numero de moléculas de distintas caracteristicas y
naturaleza. La separacion se lleva a cabo en un capilar que contiene un medio
electrolitico o tampdn de separacion, asi como las moléculas a separar, por ejemplo,
aminodcidos. La separacién se basa en la distinta movilidad de los analitos con distinta
relacién masa/carga bajo la aplicacién de un campo eléctrico que se origina al establecer
una diferencia de potencial entre los extremos del capilar. La separacion de los analitos
se puede mejorar optimizando distintas variables experimentales como son la
temperatura, el voltaje aplicado, el tampdn de separacion, entre otras. Esta técnica se
caracteriza por un consumo muy reducido de reactivos, disolventes y muestras en

relacion a otras técnicas de separacion. Por ello, se considera una técnica analitica

10
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limpia y respetuosa con el medioambiente. Los analitos se pueden detectar mediante

distintos sistemas como son UV-Vis, fluorescencia, Espectrometria de Masas, etc.

En el caso en el que los analitos se separan en base a su interaccién diferencial con un
selector quiral presente en el medio de separacién, el modo de CE se denomina

Cromatografia Electrocinética (EKC).

En una realizacion preferida de la presente invencién, el liquido iénico es [L-
Carnitina][NTf,] y se encuentra a una concentracion entre 1 mM y 20 mM en el tampoén
de separacion en EKC, mas preferiblemente la concentracion es entre 1mMy 10 mM y

mas preferiblemente es de 5 mM.

En una realizacién preferida de la presente invencion, la separacion por EKC se lleva a
cabo en las condiciones experimentales siguientes: utilizando un voltaje de 20 kV, a una
temperatura de 20°C; la muestra preferiblemente se inyecta mediante presién (inyeccién
hidrodinamica), mas preferiblemente a una presién de aproximadamente 50 mbar, y aun
mas preferente durante unos 4 segundos; ademas preferiblemente se emplea un capilar

de 50 uym de diametro interno y de 50 cm de longitud total con un tampén neutro.

El tampdn utilizado en la presente invencion es cualquiera a un pH superior al pKa de
los aminoacidos y conocido por cualquier experto en electroforesis capilar,
preferiblemente a pH de entre 7,0 y 9,0 y mas preferiblemente se emplea un tampén

fosfato.

Los analitos a separar en la presente invencién podrian ser aminoacidos proteicos y no

proteicos.

Mediante la separacién, se pueden determinar individualmente los enantiomeros de un
compuesto quiral, con aplicacién al control de calidad de farmacos, alimentos u otras

muestras.

En la descripcion y reivindicaciones de la presente invencion, la palabra “comprende” y
sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes
0 pasos. Para los expertos en este tema, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la

invencion se desprenderan en parte de la descripcidn y en parte de la practica de la

11
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invencién. Con caracter ilustrativo se presentan a continuacién las siguientes figuras y

ejemplos que no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. Separacién enantiomérica del aminoacido homocisteina (Hcy) empleando el

sistema gamma-ciclodextrina + [L-Carnitina][NTf;] como selector quiral.

Figura 2. Separacion enantiomérica del aminoacido proteico cisteina (Cys) empleando

gamma-ciclodextrina como selector quiral.

Figura 3. Separacién enantiomérica del aminoacido homocisteina (Hcy) empleando el

sistema gamma-ciclodextrina + [L-Carnitina][NTf,] como selector quiral.

Figura 4. Separacion enantiomérica del aminoacido proteico cisteina (Cys) empleando

el sistema gamma-ciclodextrina + [L-Carnitina][NTf.] como selector quiral.

EJEMPLOS

Reactivos, materiales y métodos instrumentales generales

Hidrocloruro de L-carnitina (98%, CAS: 6645-46-1), sal de litio derivada de
bis(trifluorometano)sulfonamida (99,85%, CAS: 90076-65-6), Disolucion 1,25 M de HCI

en metanol y Metanol. Todos los reactivos se adquirieron en la compafia Sigma —

AldrichQuimica. Todos los reactivos empleados se usaron sin ninguna purificaciéon extra.
Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se registraron empleando los
disolventes deuterados (DMSO-ds o CD3;0D), como se indica en cada caso, en un
espectrémetro Varian — 300 MHz o 500 MHz. Como patrén interno se empled
tetrametilsilano (TMS). Los desplazamientos quimicos (d) se indican en partes por millén
(ppm) y los disolventes no deuterados residuales se emplean como referencias internas
para el proton (3,36 ppm para CD3;0OD y 2,49 para DMSO-ds) y para el carbono (39,9
ppm para el DMSO-dg). En "H-RMN las constantes de acoplamiento (J) se indican en
Hercios (Hz) y las multiplicidades se representan como se indica a continuacion: s
(singlete), d (doblete), t (triplete), m (multiplete), y br (como senal ancha). Los espectros
de masas de baja resolucion se obtuvieron empleando Agilent Technologies 6120
Quadrupole LC-MS con ionizacién mediante electrospray (ESI) con el sistema Agilent
Technologies 1260 Infinity LC empleando la columna SeQuantZic-Hilic (Merck-Millipore)

de dimensiones 150 mm x 4.6 mm, 5 um. Se empled el software de Agilent Technologies
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para procesar los datos. El espectro de masas (MS) se indica como la relacién de
unidades de masa /carga (m/z). El analisis se llevd a cabo empleando un flujo de
1mL/min manteniendo la temperatura de la columna a 25°C. El detector se fij¢ a 277,4
nm £ 16 nm. La fase mévil esta formada por la fase mévil A (200 mM de acetato aménico,
pH 5,2, sin EDTA) y fase mévil B (Acetonitrilo al 80% y una disoluciéon de acetato

amonico al 20%), empleando un método isocratico.

El hidrogeno fosfato de sodio se obtuvo en Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espana).
El hidréxido de sodio, acido bodrico, pentano, los aminoacidos DL-homocisteina (Hcy),
L-homocisteina y el agente de derivatizacién cloruro de 9-fluorenilmetoxicarbonilo
(FMOC) se adquirieron en Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Espafia). El Acetonitrilo
grado HPLC se obtuvo en Scharlau (Barcelona, Espana). El selector quiral gamma-
ciclodextrina, asi como los aminoacidos DL-cisteina (Cys) y L-cisteina obtuvieron en
Fluka (Buchs, Suiza). Las disoluciones se realizaron con agua ultrapura purificada a
través de un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, MA, USA). Todas las disoluciones se
filtraron antes de ser inyectadas en el sistema de electroforesis capilar con filtros de
jeringa de nylon de 0,45 pm de diametro de poro adquiridos de Scharlau (Barcelona,

Espana).

Preparacion de las disoluciones de aminoacidos

Los aminoacidos se derivatizan para su posterior deteccion UV siguiendo un
procedimiento descrito anteriormente [18]. De manera resumida, se mezclaron 200 uL
de una disolucion del agente derivatizante disuelto en Acetonitrilo (30 mM) con 200 pL
de una disolucién del aminoacido a estudiar (10 mM). La reacciéon se mantuvo a
temperatura ambiente durante 2 minutos. El exceso del agente derivatizante se elimino
anadiendo 500 pL de pentano y la disolucion final se diluy6é 10 veces con agua Milli-Q

antes de inyectarla en el sistema.

Electroforesis Capilar

Los analisis se llevaron a cabo en un equipo de electroforesis capilar Agilent 7100
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) con un detector UV-DAD. Se emplearon
capilares de silice fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) con un diametro
interno de 50 ym y de 50 cm de longitud efectiva (58,5 cm longitud total). Entre
inyecciones se realizd un acondicionamiento con 0,1M hidréxido de sodio (1 bar) durante

2 minutos, agua Milli-Q (1 bar) durante 1 minuto y tampén de separacion (1 bar) durante
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3 minutos. La separacion se llevo a cabo utilizando una temperatura de 20 °C, aplicando
un voltaje de 20 kV y deteccién UV a una longitud de onda de 210 nm con un ancho de
banda de 4 nm. La muestra se inyectd por presién 50 mbar durante 4 s. Se utilizé un

tampdn fosfato 50 mM (pH 7,0) para la separacién enantiomérica de los aminoacidos.

Sintesis y caracterizacion de liquidos idnicos

A modo de empleo se describen los siguientes ejemplos ilustrativos, que no pretenden
ser limitantes:
a) La preparacion de haluros del éster metilico derivado de L-carnitina de acuerdo
con el paso (a) del procedimiento de la presente invencion (Ejemplo 1).
b) La preparacion del correspondiente CIL que contiene como anion
bis(trifluorometilsulfonil)imida (NTf.) (Ejemplo 2) a partir del cloruro del éster

metilico de L-carnitina, obtenido en el paso a).

Los CILs sintetizados se han caracterizado por distintas técnicas entre las que se
encuentran Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y 3C, HPLC-MS y analisis

elemental.

EJEMPLO 1. Cloruro de (S)-2-hidroxi-4-trimetilamonio-butirato de metilo

Una disolucion de cloruro de L-carnitina (I1l) (0,40 g; 2,00 mmol, 1,0 eq.) en metanol (3
mL) se traté con una disolucién 1,25 M de HCI en metanol (1 mL). La mezcla resultante
se calento a 80°C durante 3 horas. Cuando la reaccion termind, el disolvente se evaporo
a vacio proporcionando el derivado cloruro de (S)-2-hidroxi-4-trimetilamonio-butirato de
metilo (420 mg, 98%) como un sélido blanco. "H-NMR (CD3OD) & (ppm): 4,25 (m, J =
6,0 Hz, 1H); 3,42 (s, 3H); 3,18 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 2,95 (s, 9H); 2,30 (d, J = 8,5 Hz, 2H).
13C-RMN (CDsOD) d (ppm): 176,8; 62,5; 53,6; 53,5; 53,4; 50,9; 39,6. Analisis mediante
HPLC-MS (modo positivo): tr = 1,023 min (m/z 176,2 (M+H)").

EJEMPLO 2. CIL derivado del éster metilico de L-carnitina con el anién
Bis(trifluorometano) sulfonamida [L-Carnitina][NTf.].

Una disolucién de cloruro de (S)-2-hidroxi-4-trimetilamonio-butirato de metilo (358 mg;
1,68 mmol; 1,0 eq.) en agua destilada (2 mL) se traté con una disolucién equimolar de
la sal de litio derivada de bis (trifluorometano) sulfonamida ((Tf).NLi) (482,8 g; 1,68
mmol, 1,0 eq.) en agua destilada (1 mL). La correspondiente mezcla de reaccion se

agitdé a temperatura ambiente (25 °C) durante 3 horas. Después de este tiempo, en la
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mezcla de reaccion se observé la formacioén de dos fases que se separaron mediante
un embudo de extraccion y se recogio la fase de abajo y se seco a vacio durante toda
una noche (45°C, 150 mbar), proporcionando 361 mg (47%) de [L-Carnitina][NTf,] como
un aceite denso e incoloro. '"H-NMR (CD30D) & (ppm) 4,25 (m, J = 6,0 Hz, 1H); 3,42 (s,
3H); 3,18 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 2,95 (s, 9H); 2,30 (d, J = 8,5 Hz, 2H). Analisis mediante
HPLC-MS (modo positivo): tr = 1,023 min (m/z 176,2 (M+H)*). Anal. Calcd. para
C10H1sN207S,Fe: C, 26,3;: H, 4; F, 25; N, 6,1; S, 14,1. Encontrado: C, 25,29; H, 4,14; N,
6,20; S, 14,40. Los ensayos de andlisis elemental se realizaron empleando una dosis

de oxigeno de 30.

Uso de los CiLs basados en el éster metilico de la L-carnitina para la separacion

enantiomérica de aminoacidos por electroforesis capilar

Se evalud el uso de los ClLs basados en el éster metilico de la L-carnitina en un sistema
dual junto a la gamma-ciclodextrina para la separacion enantiomérica de aminoacidos
proteicos y no proteicos, mas preferiblemente para los aminoacidos homocisteina y
cisteina. Se obtuvo una mayor Rs enantiomérica con la adicién de estos nanoaditivos al
medio de separacion. Las condiciones experimentales empleadas fueron las siguientes:
capilar de 50 ym de diametro interno y 50 cm de longitud efectiva (58,5 cm de longitud
total); temperatura del capilar, 20 °C; voltaje aplicado, 20 kV; inyeccién por presion, 50
mbar durante 4 s; deteccién UV a 210 nm (4 nm de ancho de banda) y tampdn de
separacion fosfato 50 mM a pH 7,0. Las concentraciones de los selectores quirales
fueron de 2 mM para la gamma-ciclodextrina y 5 mM para el liquido iénico. En estas
condiciones se obtuvieron dos picos correspondientes a los enantidmeros de los
aminoacidos. Para intentar mejorar la separacion de optimizaron algunas condiciones
electroforéticas. Asi, se probaron diferentes pH y tampones de separacion. Se probaron:
tampédn acetato pH 5,0, fosfato pH 6,0 y 7,0 y tampén borato pH 9,0. La mejor separacion
se obtuvo para el tampdén fosfato a pH 7,0. Ademas, se probaron diferentes
concentraciones de la gamma-ciclodextrina en un rango de 1-15 mM obteniéndose la
mejor separacién a una concentracion de 10 mM para la homocisteina y de 2 mM para
la cisteina (Figuras 1 y 2). Con el objetivo de obtener una mayor resolucion
enantiomérica se afiadié al medio de separacion el liquido iénico [L-Carnitina][NTf,]. Se
probaron diferentes concentraciones de liquido ionico (1-20 mM) fijando la
concentraciéon de la gamma-ciclodextrina a 2 mM. Una concentracion de 5 mM de [L-

Carnitina][NTf,] permitié la mejor separacion de los aminoacidos (Figuras 3 y 4).
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REIVINDICACIONES

1. Un CIL no prético basado en ésteres de la L-carnitina, [L-Carnitina][NTf.], de

estructura general |

en la que:

- la parte catidnica es asimétrica formada por un cation amonio diferentemente
sustituido, en el que los sustituyentes no son todos iguales, derivado del correspondiente
éster (-COOR) del aminoacido quiral L-carnitina,

- R esta seleccionado entre alquilo de 1 y 5 atomos de carbono, lineal o ramificado,
sustituido o no sustituido, bencilo, fenilo sustituido o no sustituido, heterociclos asi como
heteroarilos, y

- la parte anionica (A-) esta formada por un anién inorganico u organico.

2. Un CIL no prético segun la reivindicacion 1, en el que R estd seleccionado entre
metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, tert-butilo, pentilo, un grupo fenilo, bencilo, un
grupo fenilo substituido mediante la introducciéon de un sustituyente o dos, iguales o
diferentes, seleccionados entre, nitro, halo, alquil, alcoxi, hidroxi, trifluorometil, cianuro,

heterociclos y heteroarilos.

3. Un CIL no proético segun la reivindicacion 1, en el que el anion A- esta seleccionado
enre haluros, hexafluorofosfato, tetrafluoroborato, acetato, triflato, tetracianoborato, n-
octil sulfato, docusato, L-lactato, amino acidos, bis(trifluorometilsufonil)imida (NTf.),
bis(pentafluoroetilsulfonil)imida, anion de tricianometano y

tris(pentafluoroetil)trifluorofosfato (FAP).

4. Un CIL no prético segun la reivindicacion 1 de estructura
FF &SS_N_('S)' FF /NNLO/

y féormula molecular C1oH1sN207S2Fs.
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5. Un compuesto intermedio de férmula general Il

| oW O

-NT R
K - e "H,_\_\___.-" *-uO -
]

en la que:

- la parte catidnica es asimétrica formada por un catiébn amonio diferentemente
sustituido, en el que los sustituyentes no son todos iguales, derivado del correspondiente
éster (-COOR) del aminoacido quiral L-carnitina,

- R esta seleccionado entre alquilo de 1 a 5 atomos de carbono, lineal o ramificado,
sustituido o no sustituido, bencilo, fenilo sustituido o no sustituido, heterociclos asi como
heteroarilos, y

- la parte anidnica (X°) es un anién haluro.

6. Un sistema dual para separacion de compuestos quimicos que comprende un liquido
idnico quiral definido en una de las reivindicaciones anteriores 1 a 4 y un segundo

componente que es un selector quiral.

7. Un sistema dual segun la reivindicacion 6, en el que el segundo componente, selector

quiral, es una ciclodextrina.

8. Un procedimiento de obtencién de los ClLs definidos en las reivindicaciones 1 a 4 que
comprende:

a) formacion de un éster del aminoacido L-carnitina, compuesto de férmula general

II, mediante una reaccion de un haluro de L-carnitina (lll), en medio acido

alcohdlico a 40- 120°C hasta la desaparicion del material de partida, durante un

tiempo comprendido entre 3 a 24 horas y posterior eliminacion del medio

alcohdlico,
oy, oA JGL | OH O
A - -_d___N h'\-\.\,-"'-;\-\“""'-\.\,-"" |:| H S — x N -'N 'H_,-”'H;H‘v"'u""[:l "H

b) opcionalmente, un intercambio del anién haluro del derivado Il obtenido en el
paso (a) en medio acuoso, por el anién representado como A-en la férmula |, de

una sal seleccionada entre sales de plata, sales sddicas, sales potasicas y sales
19
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de litio, obteniendo un CIL de formula |, o con el acido correspondiente a dicho

anion.

9. Un procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que la etapa a) de formacion de los
compuestos intermedios de formula Il, ésteres del aminoacido L-carnitina, se lleva a
cabo mediante reaccion del cloruro de L-carnitina, de féormula 1ll, en medio acido

alcohdlico.

10. El procedimiento segun la reivindicacién 8, en el que la metatesis anionica se realiza
en medio acuoso y comprende el tratamiento de cantidades estequiométricas del
derivado Il con las correspondientes sales de plata, sddicas, potasicas o de litio de
aniones seleccionados entre bromuro (Br-), loduro (I-)), hexafluorofosfato (PFs’)[16],
derivados de tetrafluoroborato (BFy4), acetato (AcO-), triflato (TfO"), tetracianoborato
(B(CN)s), n-octil sulfato, Docusato, L-lactato, aminoacidos, bis(trifluorometilsufonil)imida
(NTf,), bis(pentafluoroetilsulfonil)imida, acetato (CH3COy), trifluoroacetato (CF3COy).

11. El procedimiento segun la reivindicacién 8, donde la reaccién de metatesis, etapa
b), se lleva a cabo seleccionando Ila sal de litio derivada de

bis(trifluorometano)sulfonamida.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 8:

i. en el que la etapa b) comprende un tratamiento de una disolucién del éster
metilico de L-carnitina con cantidades estequiométricas de sal de litio de
bis(trifluorometano)sulfonamida en medio acuoso a temperatura ambiente
durante 5 horas; y

ii. separacion del CIL de la fase acuosa mediante decantacion, obteniéndose el CIL
[L-carnitina][NTf2].

13. Uso de los ClLs de férmula general | definidos en una de las reivindicaciones 1 a 4,

en un procedimiento de separacion de compuestos quirales.
14. Uso segun la reivindicacién 13, en el que el procedimiento de separacion es

Electroforesis Capilar y los ClLs son componentes de un sistema dual de selectores

quirales.
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15. Uso segun la reivindicacion 13 o 14, en el que de los CILs comprenden aniones
seleccionados entre bromuro (Br-), loduro (I-)), hexafluorofosfato (PFs’), derivados de
tetrafluoroborato (BF4), acetato (AcO), triflato (TfO-), tetracianoborato (B(CN)s), n-octil
sulfato, Docusato, L-lactato, aminoacidos, bis(trifluorometilsufonil)imida (NTf.),

bis(pentafluoroetilsulfonil)imida, acetato (CH3COy), y trifluoroacetato (CF3;COy).

16. Uso segun una de las reivindicaciones 13 a 15, donde el anion es el NTf,.

17. Uso segun una de las reivindicaciones 13 a 16 para llevar a cabo separaciones

enantioméricas en Electroforesis Capilar.

18. Uso segun la reivindicacién anterior, en el que la separacidén es una separacion

enantiomérica de aminoacidos en Electroforesis Capilar.

19. Uso segun la reivindicacion anterior, en el que los aminoacidos son homocisteina y

cisteina.

20. Uso segun una de las reivindicaciones 13 a 19 en el que el liquido i6nico es [L-

carnitina][NTf;] y se encuentra a una concentracion entre 1 y 20 mM.

21. Uso segun la reivindicacion 14, en el que el sistema dual comprende gamma-

ciclodextrina en una concentracion 2 mM.

22. Uso segun la reivindicacion 14 en el que el sistema dual comprende tampdn acetato

pH 5,0, fosfato a pHs 6,0 y 7,0, o tampén borato a pH 9,0.
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