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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo la sintesis y caracterizacion de
resorcinarenos tipo corona para modificar una superficie polimérica con base en
metacrilatos y evaluar la interaccion molecular y su capacidad de preconcentracion con

L-carnitina.

La investigacién se realizé en cinco etapas: En la primera etapa se desarroll6 la sintesis
de los resorcinarenos de partida entre el resorcinol y propanal y/o heptanal obteniendo
como resultado los  productos  C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno  (1A) vy
C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (1B), los cuales fueron caracterizados por diferentes
técnicas instrumentales tales como IR-ATR, RMN-'H, RMN-3C y espectrometria de
masas obteniendo como un Unico conférmero el tipo corona de gran utilidad por su

facilidad de formar sistemas tipo host-guest.

En la segunda etapa se evalu6 la interaccion host-guest (huésped-hospedero) en
solucion entre los resorcinarenos C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A) y C-tetra(hexil)
calix[4]resorcinareno (1B) con L-carnitina (1C),este se realizé en disolucion acuosa
donde se evalu6 mediante RMN-'H y espectrometria de masas evidenciando una
interaccion entre ellos debido a la cavidad existente entre los resorcinarenos gracias a

Sus interacciones tipo .

La tercera etapa consisti6 en la copolimerizacién entre el butilmetacrilato (BMA) vy
etilendimetacrilato (EDMA) y su modificacion fisica con los resorcinarenos (1A y 1B) el

material polimero se caracteriz6 a través de IR y SEM — MEB



VIII

En la cuarta etapa se evallan las variables de tiempo, solvente, volumen de carga,
concentracion y pH. Elegidas las mejores condiciones estas se aplican en la Ultima etapa
para la cuantificacion de la L-carnitina (1C) partiendo del material polimero modificado

con resorcinarenos (1A y 1B) mediante cromatografia liquida acoplada a masas.

Palabras clave: Resorcinarenos, Sistemas huésped-hospedero, Interacciones

moleculares, L-carnitina, Cuantificacion.
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Abstract

This research work aims to synthesize and characterize corona-type resorcinarenes to
modify a methacrylate-based polymeric surface and to evaluate the molecular interaction
and their preconcentration ability with L-carnitine.

The research was carried out in five stages: In the first stage, the synthesis of the starting
resorcinarenes between resorcinol and propanal and/or heptanal was developed
obtaining as a result the products C-tetra(ethyl)calix[4]resorcinarene (1A) and C-
tetra(hexyl)calix[4]resorcinarene (1B), which were characterized by different instrumental
techniques such as IR-ATR, H-NMR, *C-NMR and mass spectrometry obtaining as a

single conformer the crown type of great utility for its ease of forming host-guest systems.

In the second stage, the host-guest interaction in solution between the resorcinarenes C-
tetra(ethyl)calix[4]resorcinarene (1A) and C-tetra(hexyl)calix[4]resorcinarene (1B) with L-
carnitine (1C) was evaluated, This was performed in agueous solution where it was
evaluated by 1H-NMR and mass spectrometry evidencing an interaction between them

due to the existing cavity between the resorcinarenes thanks to their T-type interactions.

The third stage consisted of the copolymerization between butylmethacrylate (BMA) and
ethylenedimethacrylate (EDMA) and its physical modification with resorcinarenes (1A and

1B) the polymer material was characterized by IR and SEM-MEB.

In the fourth stage, the variables of time, solvent, loading volume, concentration and pH
are evaluated. Once the best conditions are chosen, these are applied in the last stage
for the quantification of L-carnitine (1C) from the polymer material modified with

resorcinarenes (1A and 1B) by mass-coupled liquid chromatography.



Keywords: Resorcinarenes, Host-guest systems, Molecular interactions, L-carnitine,

Quantification.
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Introduccioén

Los resorcinarenos son macromoléculas ciclicas fendélicas que son obtenidas a través de
reacciones de condensacién a partir de resorcinol con infinidad de aldehidos tanto
aromaticos como alifaticos, donde en una mezcla de etanol y 4cido se obtienen altos
rendimientos. Estos a su vez pueden ser modificados con multiples sustituyentes en su
borde tanto inferior como superior por medio de reacciones de metilacion, aminacion,
diazotacién, nitracion entre otras, como resultado de esta variedad de grupos funcionales
con los que estas moléculas pueden ser derivatizadas ha despertado el interés de
muchos quimicos. Las muchas variaciones estructurales que poseen estas moléculas
macrociclicas conducen a un numeroso potencial de aplicaciones como lo son:
(contenedores de reaccion a nhanoescala, agentes de extracciébn de iones metdlicos,
agentes de reconocimiento supramolecular, agentes solvatantes quirales RMN,
catalizadores reacciones tipo-Mannich, reaccion de Heck, derivados de colina y oxidacion
C-H, sitios de intercambio en separaciones cromatograficas, agentes de proteccion y
liberacion de farmacos y en técnicas de separacion) 3. El uso de derivados de
resorcinarenos para separaciones quimicas aun continua en estudios iniciales
comparado con las aplicaciones de otros macrociclos como lo son, calixarenos y éteres
de corona, sin embargo, multiples estudios que implican resorcinarenos y sus derivados
ofrecen una promesa significativa en esta area. Los resorcinarenos pueden servir como
huéspedes para el reconocimiento molecular de iones de amonio organicos en solventes
proticos. Esta afinidad es alta e implica interacciones simultdneas como -catién. Estos
receptores han sido usados en el disefio de sistemas binarios fluorescentes para la
sefalizacibn de cationes amonio bioldgicamente importantes tales como, colina,
acetilcolina, y carnitina. En la literatura se encuentran varios métodos para la detecciéon
de carnitina, dada su gran importancia en la dieta humana #°. Entre los diversos métodos
gue se pueden encontrar para la deteccion de este catién organico, destacan: el andlisis
con biosensores °, los marcadores radiactivos 78, los métodos cromatograficos °*?, la
electroforesis capilar 3, los métodos fluorescentes #1¢y en las Ultimas décadas se han

reportado avances en la deteccion de carnitina a través de la quimica supramolecular

17,18
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De estos métodos, el HPLC-MS es actualmente el mas utilizado para el andlisis de
carnitina y sus derivados, sin embargo, una de las grandes dificultades es el efecto matriz
gue impide una adecuada deteccidon del analito *?°, Una posible solucién a los
problemas derivados de los efectos de matrix podria ser la aplicacion de la técnica de
SPE como pretratamiento de la muestra. La SPE se emplea para enriquecer el analito y
desalinizar las muestras, pero en el caso de los analitos polares no se retienen
suficientemente en la extraccion en fase sélida de la SPE 2. Una solucion reciente a este
problema ha sido el desarrollo y la aplicacion de sorbentes con mayor selectividad hacia
la carnitina, por ejemplo, utilizando superficies poliméricas modificadas con macrociclos

de éter corona 2223y otros sistemas macrociclicos como los resorcinarenos 2425,

Los resorcinarenos, como ya se ha mencionado, se han utilizado como modificadores de
materiales poliméricos mediante impregnacién fisica. En este proceso, el sistema
macrociclico se fija al polimero por fisisorcion, que puede ser eficiente dependiendo de la
longitud de la cadena alquilica en el borde inferior del macrociclo. En este contexto, este
trabajo describe el uso de un procedimiento de extraccion en fase sélida basado en el
uso de sorbentes poliméricos modificados para la extraccion selectiva de carnitina. Para
ello, se utilizaron polimeros a base de metacrilato, ya que presentan un alto grado de
porosidad, area superficial, estabilidad quimica y una baja resistencia mecanica. La
modificacion fisica del polimero se realizé con C-tetra(etil)calix(4)resorcinareno y C-
tetra(hexil)calix(4) resorcinareno. Se evalué la eficacia de la retencién de carnitina en las
superficies modificadas examinando los efectos del tiempo de contacto, solvente,

concentracion, el pHy el volumen de la muestra en la sorcién efectiva.
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1. Marco Referencial

1.1 Generalidades de los resorcinarenos

Los resorcinarenos son macromoléculas polifendlicas, las cuales se componen
basicamente de anillos aromaticos unidos por medio de puentes metino, los cuales se
encuentran sustituidos segun la naturaleza de aldehidos de partida usados. La primera
sintesis reportada de los resorcinarenos, ocurrié en 1872 por Adolf Von Beayer %5, al
obtener un material cristalino, de la condensacién de resorcinol y varios aldehidos. En
1884, Michael reporta que dichos compuestos se forman por la combinacién igual de
namero de moléculas de aldehido y resorcinol, gracias a la pérdida de un namero igual
de moléculas de agua. Niederl y Vogel %" en 1940 demostraron mediante
determinaciones de peso molecular, que la relacion entre aldehido y resorcinol en estos
productos es 4:4, proponiendo una estructura de tetramero ciclico. Hasta 1968, méas de
un siglo después de la primera sintesis hecha por Beayer, Erdtman 22 demuestra su
estructura mediante rayos X.

Los resorcinarenos son calixarenos derivados de resorcinol (Esquema 1-1), la palabra
calixareno se refiere a la forma de cuenco que tiene estos compuestos (del latin calix,
copa) 2° Gutsche 3 y Vicens 3 también Illamaron estos compuestos como
calix[4]resorcinarenos o calix[4]arenos derivados de resorcinol. Otros nombres como
compuestos de Hogberg %2 y octoles 2 también se pueden encontrar. En ausencia de un
nombre trivial, Schneider y Schneider 3*3° sugieren el nombre de resorcinareno en 1994.
Un ejemplo de nombrar estas estructuras es de la forma de C-metilcalix[4]resorcinareno,
donde el sustituyente introducido desde el aldehido de partida es indicado con el prefijo
“C-sustituyente”, en este caso C-metil, y el nimero entre corchetes indica el nimero del

tamafio del macrociclo, el cual comunmente es de 4 miembros.
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Esquema 1-1. Familia del calixareno con sus respectivos precursores

Calixareno Pirogalolareno Resorcinareno

A

OH
o HO\©/OH o) HO OH o
; <:> o HJ\H RJ\H \©/ RJ\H

p-terbutilfenol + Formaldehido Pirogalol Aldehido Resorcinol Aldehido

1.2 Sintesis de resorcinarenos

1.2.1 Sintesis de resorcinarenos promovidos por acidos de Lewis

Los acidos de Lewis también han demostrado ser mediadores en la formacion de
resorcinarenos 3. En casos donde el fenol reacciona con acidos de Lewis, éteres de
resorcinol 3" y pirogalol son usualmente usados en lugar de fenoles libres. Unas gamas
de &cidos de Lewis han sido usadas para mediar la reaccién incluyendo BFs.OEt,, SnCls
yA|C|3 36.

El tratamiento de una mezcla de 3-metoxifenol y un aldehido alifatico con BF3;.OEt; en
diclorometano a 25 °C produce resorcinarenos quirales, estos en su forma racémica con

rendimientos *® entre 74% - 80% (Esquema 1-2).
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Esquema 1-2. Sintesis de resorcinarenos quirales partiendo de materiales aquirales.

e OH

MEO OH O
J BF,.OEt,
* R CH,Cl,, 25 °C
74-80%
R=C;;Hy; Me—Q

R=C;H,5

+ |
- Me
Unico regioisomero observado

1.2.2 Sintesis de resorcinarenos promovidos por acidos de
Bragnsted

El método mas comun para sintetizar un resorcinareno es la condensacion promovida por
acido entre resorcinol y un aldehido. La reaccién trabaja bien con un rango amplio de
aldehidos aromaticos 32343y alifaticos 44-4’. Varios factores estereoquimicos contribuyen
al resultado de la reaccion: (a) las estructuras del aldehido y del fenol; (b) el tiempo de
reaccion; y (c) el solvente. Dado que la reaccién catalizada por acido es reversible,
tiempos de reaccion corto favorecen una distribucién cinética de los productos, mientras
tiempos de reaccion mas largos favorecen productos termodinamicos. No obstante, si un
estereoisdmero es considerablemente menos soluble que los otros, la precipitacion de la
mezcla de reaccién puede provocar que se convierta en el producto mayoritario 6. Una
serie tipica de condiciones estequiométricas 1:1 resorcinol y butanal en una mezcla 2:2:1
etanol, agua y acido clorhidrico, se calienta a 25 °C por 6 dias (Esquema 1-3). Estas
condiciones resultan en la precipitacion del C-propilresorcin[4]areno como el isémero rccc

con un rendimiento del 92% “°.

La reaccion de condensacion promovida por acido en términos generales se da por el
componente del aldehido. Sin embargo, la reaccién no exhibe el mismo amplio alcance
para reactivos fendlicos. La condensacion funciona bien con fenoles ricos en electrones

(donde la sustitucion en la posiciéon 2 del anillo aromatico sea = Me, OH, H).
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Esquema 1-3. Condiciones tipicas para la reaccion de ciclocondensacion promovidas por

acido de Brgnsted entre el resorcinol y butanal.
HO l OH
HO OH

HO OH (@)
/\J H,O:EtOH, HCI (conc.)
+
25 °C, 6 dias

92 %

La presencia de grupos electro atrayentes (NO,, COOH, Br) en la posicion C-2 del
resorcinol inhibe la reaccion de ciclocondensacion. Afortunadamente, la reactividad
reducida de los resorcinoles pobres en electrones puede ser compensada mediante el
uso de acidos fuertes de Brgnsted. Por ejemplo, el 4cido triflico en acetonitrilo cataliza
con éxito la reaccion de ciclocondensacion entre el 2-bromoresorcinol relativamente
pobre en electrones en una variedad de aldehidos aromaticos y alifaticos *°. (Esquema
1-4).

Esquema 1-4. Reaccion de ciclocondensacion mediada por el acido triflico entre el
2-bromoresorcinol y acetaldehido.

Br

HO OH
MeCN/TfOH (9:1)

o)
Me 70 °C, 3 horas
56 %

1.2.3 Sintesis de resorcinarenos promovidos por bases

Hay uUnicamente tres ejemplos publicados de resorcinarenos sintetizados mediados por
base. La literatura sobre la sintesis de resorcinarenos contrasta con la de los calixarenos,

los cuales en su mayoria son preparados con mayor frecuencia bajo condiciones
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béasicas®!. Los derivados de resorcinol pobres en electrones se someten facilmente a la
ciclocondensacion en condensaciones mediadas por bases, con paraformaldehido
también funcionan mejor en condiciones basicas. Los resorcinoles mas reactivos bajo
condiciones mediados por bases son aquellos que tienen el peor rendimiento en
ciclocondensaciones promovidas por Aacido. Esta caracteristica de la sintesis de
resorcinarenos mediados por bases se resalta en el Esquema 1-5, donde se obtiene un
rendimiento bajo cuando se usa resorcinol con paraformaldehido (16%), mientras un
rendimiento alto se obtiene usando 2-nitroresorcinol (60%). Posiblemente, las mejoras en
los rendimientos para los derivados del resorcinol pobres en electrones se deben a una

mayor facilidad de generar reactivos intermedios desprotonados.

Las reacciones controladas por bases funcionan mejor con paraformaldehido, pero
también procede con otros aldehidos, aunque con rendimientos muchos mas bajos. El
tratamiento del 2-nitroresorcinol con acetaldehido en NaOH acuoso permite un
rendimiento del 8,2% del C-metiltetranitroresorcin[4]areno en su forma de diastereémero
rcct (Esquema 1-5). El producto de la mezcla también contiene el dimero del 2-

nitroresorcinol y ciclooligomeros mas grandes, asi como el tetramero ciclico diana 2.

Esquema 1-5. Sintesis de resorcinarenos bajo condiciones mediadas por bases.

1.2.4 Mecanismos de macrociclaciéon

La sintesis de los resorcinarenos se da a partir de la cicloadicién acida de resorcinol y un
aldehido, el cual puede ser alifatico o aromatico. El producto mayoritario obtenido
mediante esta ruta sintética es del macrociclo de cuatro miembros, aunque se ha

reportado la presencia del pentdmero y el hexamero variando las condiciones de
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reaccion 2°, Esto se da gracias a la protonacién del aldehido, seguido de una sustitucién
electrofilica en la posicion orto del resorcinol con posterior pérdida de agua, lo que
genera a su vez la formacioén de un carbocation que promueve una segunda sustitucion
electrofilica sobre la posicién orto de otra unidad de resorcinol, dando la formacién del
dimero. Las sustituciones orto electrofilica se repiten para asi formar los trimeros y
tetrAmeros, para después la ciclaciéon de este Ultimo, formando asi el resorcinareno, o la

propagacioén de la cadena para la obtencion de oligémeros ** (Esquema 1-6).

Esquema 1-6. Ciclocondensacion acida general entre el resorcinol y aldehido para la
formacion de resorcinarenos y oligémeros de distintos miembros.

+ HO OH

0 H+ (OH HO OH HO OH H+
)L _— )k £ — § oH P— OH
R H R Nu 7

HO. OH HO OHH HO. OH HO OH
X\ | -H,O
e Yo~ ([ZOH
Ho T ’ NI
R R
HO. OH HO OH
HO OH HO OH j[:j/ HO OH HO OHHO OH \[::r
D — —eeeeeeeee M.
‘ C RCHO ‘ ‘ O RCHO
H* "
R

Oligomeros lineales
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Weinelt y Schneider %® demuestran mediante un estudio cinético que la presencia del
tetrAmero es mas comuln gracias a las velocidades de adicion que se dan entre el
aldehido protonado y el resorcinol. Dicho estudio concluye que la apertura y cierre del
macrociclo de cuatro miembros se da de manera mas rapida que la propagacion de la
cadena para la formacion de oligdbmeros lineales de cinco y seis miembros, a su vez la
formacion de los oligbmeros lineales de mas de cuatro miembros es mas rapida que la
apertura del macrociclo, lo que promueve en su mayoria la formacién de los ciclos de
cuatro miembros. (Esquema 1-7.)

Esquema 1-7. Aspectos estructurales.
OMe
2 O + CH3CH/
l r \OMe

g{s
- S NN

3,0, 0,0 Q00,0 T LLOLO)

H;C H HC H H;C = H4C “H HC H H;C “H H CH;H;C H
rcc/ rect rett rect rtct
D

1.2.5 Aspectos estructurales de los resorcinarenos

Los resorcinarenos al ser moléculas no planares pueden en principio, existir en diferentes
formas isoméricas. La estereoquimica esta definida generalmente como una combinacién

de los siguientes tres elementos estereoquimicas:
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1. Los resorcinarenos pueden adoptar varias conformaciones macrociclicas, sin
embargo, la mas comudn es la del tipo corona. La configuracién es clasificada de acuerdo
a la orientacién de los sustituyentes del borde inferior, estos pueden ser ya sea axial-
ecuatorial o endo-exo, con respecto a la cavidad del resorcinareno. Por tanto, cuando
todos los sustituyentes del borde inferior estdn en posicion endo se presentan las
conformaciones corona, bote y cuchara, que son las mas estables ***° (Figura 1-1). El
conférmero corona presenta todos los hidroxilos hacia arriba formando un anillo de
puentes de hidrégeno intramoleculares que estabilizan dicha conformacién 4, mientras
gue la conformacién bote presenta dos anillos opuestos cara a cara, y los otros dos estan
casi paralelos con el puente metino ®*. La configuracién cuchara se presenta como una

hibridacién de los conférmeros corona y silla °.

Figura 1-1. Conformaciones mas estables de los resorcinarenos gracias a su orientacion
endo de todos los sustituyentes en el borde inferior.

0 o O O
HO O._ HO O+ _OH OH o HO OH 0
\ / HO~ X =~"~0H
R
R R R
Corona (rccc) Bote (rccc)
o)
HO R 1O\ oH

\ /

0 (0]
HO OH

Silla de montar (rtct)

Otro tipo de configuraciones es dado cuando al menos uno de los sustituyentes se
encuentra en la orientacion exo, de esta manera se hacen presentes las conformaciones
silla y diamante de las cuales los hidroxilos de uno o dos anillos del macrociclo apuntan
hacia abajo del plano %57 (Figura 1-2). Sin embargo, las conformaciones que presentan

todos sus sustituyentes en orientacion endo (corona, bote y montura), aportan una
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cavidad en forma de cuenco, cualidad que favorece los acomplejamientos huésped-
hospedero.

Figura 1-2. Conformaciones donde al menos un sustituyente se presenta en la
orientacion exo.

o
(@]
o

HO

X O

R HO oH HO

Silla (rctt) Diamante (rcct)

2. La configuracion relativa de los sustituyentes del puente metileno, da cualquiera de los
siguientes ordenamientos, todos cis (ccc), cis-cis-trans (cct), cis-trans-trans (ctt) y trans-

cis-trans (tct) (Figura 1-3).

Figura 1-3. Configuraciones relativas de los puentes metileno que pueden adoptar los
resorcinarenos.

R R R
rccc

rcct rett rtct

3. La configuracion individual de los sustituyentes en los puentes metileno la cual, en

conformaciones del macrociclo con simetria C, pueden ser axiales o ecuatoriales®’.

1.3 Funcionalizacion de resorcinarenos

1.3.1 Sitios claves de los resorcinarenos

Los resorcinarenos se muestran desde varias conformaciones, siendo el tipo corona la
mas comun, en la figura 1-4 y 1-5, Se muestran caracteristicas claves estructurales de

este tipo de conformacion: el borde superior incluyendo la posicibn mas comun de los
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sustituyentes, es decir la posicion del C-2 (carbono 2) del anillo del resorcinol, las cuatro
cadenas laterales equivalentes y uno de los cuatro puentes carbono. Los resorcinarenos
sustituidos en el borde superior (i.e, funcionalizados) se consiguen por uno de dos
métodos: bien sea por ciclocondensacion de un sustituyente del C-2 de un resorcinol con

un aldehido o por funcionalizacién después de haber sintetizado *’.

Figura 1-4. Representacion estructural clave de los sitios de un resorcinareno tipo
corona.

BORDE SUPERIOR

Sitio de funcionalizacion

Cadenas laterales
R: Alifatico o Aromatico

R
BORDE INFERIOR \/

Figura 1-5. Vista superior, representacion comun de un resorcin[4]areno

Puente Metino \lio oi/ Puente Metino
HO I OH

Puente Metino H ‘ O;\

1.3.2 Funcionalizacién de resorcinarenos en el borde inferior

0]

Puente Metino

Los resorcinarenos presentan una gran versatilidad con respecto a la quimica

supramolecular, puesto que pueden ser funcionalizados en distintas partes de su
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estructura, dando asi una gran variedad de moléculas hospederas . Los sustituyentes
en el borde inferior se dan a partir del aldehido de partida, cominmente se presenta

sustituciones alifaticas y aromaticas.

Se pueden evidenciar varios ejemplos de resorcinarenos con sustituyentes en el borde
inferior de distintas clases, donde las modificaciones sobre el resorcinareno dependen de
la longitud de la cadena alifatica del aldehido empleado °%°°. También cabe resaltar
estudios de sustituyentes aroméaticos en el borde inferior evidenciado en la
ciclocondensacion acida entre p-hidroxibenzaldehido y resorcinol, para la obtencién del
tetra(4-hidroxifenil)calix[4]resorcinareno (Esquema 1-8), de la cual se evidencid la

mezcla entre conférmeros corona y silla (54% y 46% respectivamente).

Esquema 1-8. Obtencién del tetra(4-hidroxifenil)calix[4]resorcinareno y los rendimientos
conformacionales obtenidos.

HO OH .
HCI / Reflujo
+ EtOH:H,0 (1:1)

OH

Corona
54%

R= p-Hidroxifenil

1.3.3 Funcionalizacién de resorcinarenos en el borde superior

Los resorcinarenos también pueden ser funcionalizados en el borde superior con varios
grupos funcionales como lo son aminas, iminas, azufre, grupos alquilo y azo entre otros,
generando una amplia variedad de compuestos macrociclicos con diferentes propiedades
de reconocimiento, selectividad, solubilidad y grado de hidrofobicidad. Este udltimo
aspecto es muy importante, porque con la introduccion de los grupos polares a los
resorcinarenos, es posible disefiar macrociclos anfifilicos con una cabeza hidrofilica y
una cola hidrofébica que pueden auto ensamblarse en micelas y otros agregados Utiles
para el transporte de farmacos ®°. Los sitios para la modificacion quimica de los

resorcinarenos son de los grupos hidroxilo en la posicion 2 del anillo de las unidades de
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resorcinol. Las funcionalizaciones de los resorcinarenos con diferentes grupos pueden

dar lugar a varias estructuras como se muestran en el esquema 1-9.

Esquema 1-9. Diferentes funcionalizaciones del borde superior de los resorcinarenos.

1.4 Uso de resorcinarenos

Las aplicaciones de los derivados de resorcinarenos en técnicas de separacion
modernas incluyen la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia de

gases (GC), electroforesis capilar (EC), y extraccion en fase solida (SPE).
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1.4.1 Resorcinarenos como modificadores de polimeros

En los ultimos 15 afios, la entrada de los polimeros en campos avanzados de aplicacién
ha sido eficaz gracias a su creciente capacidad de adaptarse a necesidades especificas,
gue a menudo implican la modificacion de sus propiedades de superficie, por lo tanto,
como lo revela un andlisis de la produccion cientifica del afio 2000 al 2016, los métodos
de modificacién de superficies han ganado mas y mas atencion y representan mas de la
mitad de la produccién cientifica global que abarca polimeros y modificaciones

poliméricas °%.

El objetivo en comun del tratamiento de superficies, es modificar la capa externa de un
polimero, insertando algunos grupos funcionales sobre la superficie con el fin de mejorar
sus propiedades de barrera, humectabilidad, capacidad de sellado, impresion y absorcién
de colorantes, su resistencia a cristalizarse, su adhesién a otros materiales o su
interaccion con un ambiente biolégico, mientras se mantienen sus propiedades masivas

del polimero.

Tradicionalmente, los métodos de modificacion de superficie de polimeros han sido divido
entre métodos quimicos y métodos fisicos, pero los avances recientes mencionados
anteriormente en la aplicacion de polimeros en biomateriales, ahora abre el camino a la
insercion de una nueva categoria de métodos de modificaciébn de polimeros, estos
basados en rutas biol6gicas. Todos o la gran mayoria de estos enfoques sufren (al
Menos uno), ser costosos, restringidos a procesamientos de lotes, procesos riesgosos o

la produccién de grandes volimenes de residuos 2.

1.4.2 Métodos Fisicos

Aunque las superficies de materiales poliméricos han sido modificadas mediante
métodos quimicos durante afios de una manera efectiva para diversidad de aplicaciones,
se han desarrollado métodos de tratamiento de superficies basados en principios fisicos
para introducir grupos funcionales que contienen oxigeno en las superficies de los
polimeros, principalmente para mejorar la adhesioén, la humectabilidad y la capacidad de
impresion para superar los principales inconvenientes relacionados con los métodos
guimicos, que a menudo necesitan un control riguroso del proceso, pueden causar

problemas ambientales debido a los agentes quimicos utilizados y pueden implicar
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cambios indeseables en la morfologia de la superficie del polimero. Algunos de los
métodos fisicos mas comunes, como la descarga de llama y corona, son hoy en dia
ampliamente explotados a nivel industrial, pero la desaparicion de las funcionalidades

impartidas en el tiempo es el principal inconveniente °.

En este sentido y teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado de la capacidad que
poseen los resorcinarenos de moléculas hospederas para diferentes tipos de moléculas
tipo tetraalquilamonio, el presente estudié se evalu6é las posibles interacciones en la
formacion de complejos tipos Host-Guest de dos resorcinarenos modificados y sin

modificar y su respectiva cuantificacion con L-carnitina.

1.4.3 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Los derivados de los resorcinarenos han sido empleados como fases estacionarias y
moviles ® en HPLC. Los resorcinarenos usados como fases estacionarias en HPLC
pueden dividirse en dos tipos: (1) el borde inferior del resorcinareno unido
covalentemente a particulas de silice; (2) El borde inferior modificado con largas cadenas
alquilo, para una adsorcion efectiva sobre gotas de resinas de poliestireno. En cualquier
caso, el borde superior de los resorcinarenos puede o no modificarse con varios grupos
funcionales para propositos especificos de separacion. Si bien adicionando derivados de
resorcinareno a las fases maviles podria ser una opcién para ofrecer una selectividad
especifica para los analitos, ciertas caracteristicas de estas moléculas limitan su

aplicacion, incluyendo su solubilidad, su absorcion UV, costos y toxicidad.

En un ejemplo, Torsten et al ®*. Modifica el borde inferior de un resorcinareno para
incrementar la hidrofobicidad del ligando, mientras el borde superior permanecié sin
cambios. El ligando resultante C-tetra-n-undecilcalix[4]resorcinareno se disolvié en
acetonitrilo y se pasé a través de una columna de fase reversa C18 (RP-18), para
recubrir la superficie de la columna, como se muestra en la Figura 1-6. La columna
demostré buena estabilidad durante un uso amplio durante 5 meses, incluso cuando se

afiadié metanol al 40% a la fase mévil acuosa.

Figura 1-6. Fase estacionaria RP-18 recubierta con C-tetra-n-undecilcalix[4]
resorcinareno.
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Fase RP-18
Calix[4]resorcinareno

Ruderisch et al® preparo una fase estacionaria HPLC uniendo mediante enlaces
covalentes un derivado de un resorcinareno con grupos polares carbonato en el borde
superior sobre un sustrato de silice. Los grupos de resorcinarenos de fase estacionaria
con una alta polaridad proporciona varias ventajas, tales como mayor estabilidad
hidrolitica de la fase estacionaria en condiciones altamente acuosas, alta eficiencia para

analitos polares y selectividad para acidos de bajo peso molecular .

La ruta sintética para las particulas de silice basadas en resorcinareno se muestra en el
Esquema 1-10. La separacion de cuatro compuestos que incluyen uracilo, fenol,
naftaleno y antraceno fueron desarrollados con esta fase estacionaria y se compar6 con
la obtenida (C18) n-octadecilo de uso comin, menos comun n-octil (C8) y fases
estacionarias C8 Nautilus, la ultima de las cuales contenia un grupo polar dentro de su
cadena alquil. Los cuatros compuestos fueron separados bajo las mismas condiciones
cromatogréaficas. A diferencia de la columna C18, la fase estacionaria basada en
resorcinarenos retuvo el analito polar mas fuerte. Uno podria esperar que naftaleno
hidrofébico y el antraceno fueran atrapados en la cavidad hidrofébica del resorcinareno.

Sin embargo, los resultados experimentales indican que esta interaccion fue débil en el

mejor de los casos.
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Esquema 1-10. Ruta sintética de resorcinarenos funcionalizados con amida unida a silice

en fase estacionaria tipo-RP

NCO
TEA

Toluene, 70 °C

R= -(CH,)3CH=CH,

I
%—o Sli * (CHy);SH

o

Tolueno, AIBN, 70 °C ‘

En otro ejemplo, Aghazadeh-Habashi et al 3%, hizo dos columnas de silice basadas en

resorcinarenos para separaciones HPLC empleando particulas de silice (3-(C-

metilcalix[4]resorcinareno)-2-hidroxipropoxi)-propilsilii (MCR-HPS) y MCR-HPS sustituido

con acetato de bromo (BAMCR-HPS) (Figura 1-7.) Estas dos columnas fueron usadas

para separar derivados de benceno. Ademéas, BAMCR-HPS fue usado para separar una

serie de farmacos quirales.
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Figura 1-7. Estructuras de particulas de silica (3-(C-metilcalix[4]resorcinareno)-2-
hidroxipropoxi)-propilsilil (a) MCR-HPS y MCR-HPS sustituidos con acetato de bromo, (b)
BAMCR-HPS

- HO OH (—0
0 H,C
—0——S8i—(CH,);0CH,CH(OH)CH,0 OH —0—S8i—(CH,);0CH,CH(OH)CH,
—0 —0
MCR-HPS BAMCR-HPS

En otro ejemplo, Lipkowski et al %8, afiadié resorcinarenos a una fase mévil para separar
una serie de derivados de benceno incluyendo: benceno, etilbenceno, p-xileno, p-cresol y
tolueno en una columna fase reversa empaquetada con LiChrosorb RP-18 (250 x 1 mm
i.d.). Multiples derivados de resorcinarenos (Figura 1-8.) fueron agregados a la fase
movil acetonitrilo-agua (86:14 v/v) para investigar el efecto que tienen los resorcinarenos
macrociclicos en la eficiencia de separacién. Primero, se estudio el efecto que provoca el
aumento constante en la longitud de la cadena alquilica en los bordes inferiores de los

resorcinarenos en el tiempo de retencion.

Los resorcinarenos con longitudes de cadenas mas largas (Cis) fueron retenidos en la
columna por mas tiempo que los resorcinarenos de cadenas corta (C,); especificamente,
el tiempo de retenciébn de Cis, fue >80.0 min mientras el tiempo que el uso del

resorcinareno C; fue de 3.67 min.
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Figura 1-8. Estructuras de derivados de resorcinarenos usados como aditivos eluyentes

1.Alg=CH; A=B=C=D=H
2.Alg=C;H, A=B=C=D=H
3.Alg=CsH, A=B=C=D=H
4Alg=C;H;5 A=B=C=D=H
5.Alg=C,;sH;; A=B=C=D=H

6.Alg=CH; A=Ts,B=C=D=H
7.Alg=CH;  A=p-CIC4H,SO,, B=C=D=H
8.Alg=CH;  A=Ts,B=C=H,D=CH,N(C,Hy),
9.Alg=CH;  A=B=H,C=D=CH,N(C(H,3),
10.Alg=CH; A=B=Ts,C=D=H

11.Alg=CH;  A=P(0)(OC;H;), B=C=H,D=CH,N(C,Hj),
12.Alg=CH;  A=P(0)(OC;H;), B=C=D=H

1.4.4 Cromatografia de gases (GC)

Los derivados de resorcinarenos se han recubierto o unido covalentemente a la pared
interna de columnas capilares de silice fundida en GC. En esta aplicacion, la estabilidad
térmica de los derivados de resorcinarenos es un factor el cual debe abordarse. Un
ejemplo de este enfoque, Zhang et al . modifica un resorcinareno en su borde inferior
con grupos fenilo y el borde superior con n-CsHi; (Figura 1-9). En donde la columna se
usa para separar alcanos, fenoles e hidrocarburos,

alcoholes, especialmente

clorotolueno, cresol e isdbmeros de xilenol.

Figura 1- 9. Estructura del fenil-pentiloxi-resorcinareno.

R'O OR'

R
R'O

R'O

OR'

R= Fenil, R’ H-C5H11
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1.4.5 Cromatografia electrocinética (EKC) y electroforesis capilar
(CE)

La electroforesis capilar separa especies ionicas por distinta movilidad electroforética.
Por lo general, CE no separa especies neutras, ya que se mueven hacia el detector a la
misma velocidad que el flujo electrosmético. Agregar derivados de resorcinarenos es una
opcion para separar especies neutras en CE. Los resorcinarenos sirven como fases
pseudo-estacionarias, dos factores principales deben ser considerados: (1) la solubilidad
de los derivados de resorcinarenos en una solucion buffer acuosa, en la mayoria de los
casos, solventes organicos como CHsOH, CH3sCN o DMSO son agregados para mejor la
solubilidad de estos. (2) Los derivados de resorcinarenos pueden interferir con la
deteccién de analitos, especialmente cuando sus absorciones UV estdn muy cerca a las

de los analitos.

Bachman et al "™ aplicaron una serie de derivados de resorcinarenos como fases
pseudo-estacionarias en EKC para la separacidbn de especies no cargadas. En un
estudio, los resorcinarenos fueron modificados en su borde inferior con diferentes
cadenas alquilo (Figura 1-10 (a)) . La separacion de 12 hidrocarburos aromaticos poli-
ciclicos (PAHSs), incluyendo naftaleno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
trifenileno, criseno, benzofluoranteno entre otros, fueron realizados con fases pseudo-

estacionarias.
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Figura 1-10. Estructuras derivadas de resorcinarenos usadas en sistemas
cromatograficos.

(a) HO OH (b)

R R R
HO OH CH
4
H,C CH,
HO OH
R COOH COOH
HO OH
R= CHj; CsH;;C;1H,3; p-clorofenil R=CHj3; CsHy;Cy 1 Hy;

Los resorcinarenos son considerados como una “plataforma” con hidrofobicidad ajustable
y como portadores de cargas negativas. Sin embargo, la longitud de las cadenas alquilo
en el borde superior de los resorcinarenos tienen un efecto significativo en la eficacia de
separacion y selectividad entre PAHs. De los cuatro resorcinarenos estudiados
(Figura 1-10 (a)) el dnico con la cadena alquilo mas larga mostré una selectividad
apropiada para la separacién de los 12 PAHs. Los resorcinarenos de Cs y grupos
clorofenilo mostraron una eficacia de separacion mejor que la de los grupos Ci pero
fueron inferiores a los de grupos Cii:. Los resorcinarenos por si mismos tienen

absorciones UV debido a su anillo aromatico en el andamio.

En otro estudio "2, el borde superior del resorcinareno fue modificado con ocho grupos
acidos carboxilicos y el borde inferior con cadenas alquilo de diferentes longitudes. Los
acidos resorcinarenos-octacarboxilicos (Figura 1-10 (b)) tenian una buena solubilidad y
movilidad electroforética en electrolitos. Estos se utilizaron como fases pseudo-

estacionarias en EKC para la separacion de trece aminas isoméricas .
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1.4.6 Extraccion en fase sélida (SPE)

La extraccion en fase soélida (SPE) es una técnica muy comun de preparacion de muestra
para cromatografia. Donde soluciones liquidas son aplicadas, esta técnica tiene grandes
similitudes con la cromatografia liquida (LC). Uno de los procedimientos comunes para
usar los materiales en fase-sélida es poner el sorbente en una pequefia columna (tubo de
jeringa), generalmente esta hecho de un material inerte como polipropileno o vidrio donde
pasa una solucién contiene el compuesto de interés a través de esta columna. El
sorbente de la columna es seleccionado especificamente para retener compuestos de
interés "4, Esta técnica ya ha sido empleada en el grupo de investigacién por Castillo 2* et

al para la evaluacion de resorcinarenos quirales con norepinefrina

1.4.7 Interacciones Host-Guest de los resorcinarenos

Las caracteristicas estructurales mas importantes de los resorcinarenos son su forma de
cuenco, su cavidad aromatica hospedera, los ocho grupos hidroxilo en el borde superior
de la cavidad del resorcinareno y los sustituyentes alifaticos o aromaticos unidos a los
puentes metino en el borde inferior . Dadas estas particulares, una cualidad de estos
compuestos es la capacidad de alojar dentro de si una gran variedad de iones y
moléculas para la formacién de complejos, lo que convierte a estos macrociclos en

atractivos receptores para numerosos grupos funcionales.

Las interacciones que son mas habituales son las llevadas a cabo en el borde superior,
gracias a la complementariedad que puede presentarse entre la cavidad y el tamafo del
huésped y que son estabilizadas, en gran mayoria, por interacciones del tipo CH-1T y
catiéon-r . Dada su facilidad de interaccionar gracias a su ambiente quimico rico en
electrones, los resorcinarenos tienen una amplia gama de acomplejamientos, entre las
que cabe resaltar las dadas con cationes metalicos y cationes del tipo alquilamonio, las

cuales han sido estudiadas tanto en solucién como directamente en forma sélida “®.

La cavidad hospedante puede ser modificada en los dos bordes del macrociclo, lo que
induce a cambios conformacionales, las cuales pueden ser cuidadosamente disefiadas
para la interaccion especifica con un analito, lo que convierte a los resorcinarenos en una

plataforma atractiva en cuanto a interacciones huésped-hospedero. Un claro ejemplo fue
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la interaccion entre varios aminoacidos (L-Lisina, L-Arginina, D y L- Fenilalanina y L-
Triptéfano) y un resorcinareno tetrametilsulfonado, los cuales formaban complejos tipo
huésped-hospedero en agua ’’. (Esquema 1-11)

Esquema 1-11 Sulfometilacion de resorcinarenos para interacciones huésped-hospedero
con distintos aminoacidos.

HCHO, Na,S0; H,0

| R= CHj, CoHyo, CeHa(CH2)11CH; |

le) HN
j\jl\H i 9 wo ~
H.N OH (o]
H,N H/\/\HkOH 2 \/MOH N OH NH, H,N
NH, ) H OH

NH

L-Arginina L-Lisina L-Prolina D,L-Fenilalanina L-Triptofano

Un caso destacado se da en las interacciones huésped-hospedero con resorcinarenos
funcionalizados, es la Sulfometilacion (Esquema 1-12) que fue llevada a cabo por
Sanabria et al *8, a través de la reacciéon de formaldehido y sulfito de sodio en presencia
de una mezcla de agua y etanol, donde se usaron distintos resorcinarenos con
sustituciones de diferentes sustituyentes alifaticos en el borde inferior, obtuvo buenos

resultados en lo que respecta a la interaccion huésped-hospedero con colina.
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Esquema 1-9. Sulfometilacion de resorcinarenos con sustituyentes en el borde inferior de
distintas cadenas alifaticas, usados para la interaccién con colina.

1.4.8 Interacciones Host-Guest con L-carnitina

En el caso especifico de los resorcinarenos, existe una afinidad muy destacada con las
sales de amonio, y aunque presenta interacciones con otro tipo de moléculas con
distintos grupos funcionales, esta interacciébn es de gran interés para los complejos
huésped-hospedero del presente trabajo. Una de estas posibles interacciones se puede
presentar con la carnitina (Figura 1-11), este es un nutriente esencial derivado de dos
aminodacidos esenciales; lisina y metionina es un componente importante para el cuerpo
humano "8 ya que funciona como transportador de &cidos grasos hacia la mitocondria, la
cual genera energia para el cuerpo y sus dOrganos puedan realizar sus funciones
naturales y desechar toxinas, su déficit puede conllevar a sufrir de hipoglucemia
hipoceotica y encefalopatia hepatica, o mas adelante en la vida con miopatia esquelética
y cardiaca o muerte subita por arritmia cardiaca. En la actualidad existen distintos
métodos para la deteccion de carnitina, que van desde quimioluminiscentes *°,
enzimaticos 8, voltamperométricos 8!, entre otros; pero aun asi presentan problemas de
sensibilidad e interferencia. Sin embargo, se ha presentado una afinidad particular de los
resorcinarenos por huéspedes con las caracteristicas estructurales de la carnitina, por lo
gue se puede plantear que con una adecuada funcionalizacién tanto en el borde superior
e inferior, se podria mejorar la sensibilidad de deteccion con respecto a los métodos

usados hasta la actualidad.
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Figura 1-11. Estructura de la L-Carnitina.

OH o

+

\N
~

1.4.9 L-carnitina

La L-carnitina® es un compuesto natural que se encuentra en la mayoria, si no en todos,
los tejidos de mamiferos, incluido el cerebro &. Aunque la carnitina puede ser obtenida
en la dieta y sintetizada en el higado, rifibn y cerebro, esta es considerada un nutriente
“condicionalmente esencial” para los humanos bajo ciertas circunstancias especificas
cuando los niveles intracelulares son bajos (E.g. infantes prematuros, pacientes de edad
avanzada, diabetes y condiciones genéticas que resultan en una deficiencia primaria o

secundaria de carnitina) 8485,

La L-carnitina funciona principalmente en el transporte activo de acidos grasos de cadena
largas (Acil-CoAs de cadena larga) en la mitocondria para su degradaciéon mediante [3-
oxidacion 8%, El plasma y tejidos humanos, incluyendo cerebro, contienen L-carnitina
libre, asi como sus derivados acilados con variedad de cadenas de carbono, incluyendo

derivados acetilados y palmitoilados 8

En los dltimos afos, ha habido un interés considerable en el potencial terapéutico de la L-
carnitina y el acetil-L-carnitina (ALCAR) para la neuroproteccion 8-°, Se ha reportado la
eficacia terapéutica de la L-carnitina en tratamiento para infantes con algunos errores
congénitos de metabolismo %192 Un nimero de ensayos clinicos y estudios de caso
han reportado la eficacia de ALCAR para la neuroproteccién in condiciones que
conducen a lesiones del sistema central o periférico en adultos. Aunque relativamente
pocos estudios han determinado la eficiencia del acetil-L-carnitina para el desarrollo de la
neuroproteccion en lesiones del cerebro, los resultados de estos estudios son

prometedores 103-10°,
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2.Metodologia

El trabajo se desarroll6 en cinco etapas que se describen a continuacion:

Etapa 1. Sintesis de dos resorcinarenos C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A) y C-

tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (1B)
Etapa 2. Interaccion molecular (Host-Guest) entre los resorcinarenos (1A y 1B) con (1C)

Etapa 3. Sintesis del copolimero: poli(BMA-co-EDMA) y su posterior modificacion fisica
con los resorcinarenos (1A y 1B)

Etapa 4. Evaluacion de las variables del proceso de sorcion: tiempo, solventes, volumen

de carga, concentracion y pH.

Etapa 5. Evaluaciéon de la interaccion del copolimero modificado con L-carnitina por
medio de HPLC-MS.

A continuacién, se describen los métodos empleados en cada una de las etapas del

trabajo

2.1 Técnicas generales utilizadas

Para el desarrollo de este trabajo se emplearon las siguientes técnicas y metodologias.
Todos los reactivos quimicos fueron adquiridos comercialmente y usados sin purificacién

previa.

2.1.1 Cromatografia en capa delgada (CCD)

Se usaron cromatoplacas (Merck, Kieselgel 60 PF254) de 0,25 mm de espesor y
diametro de particula de 10 um de la casa Merck®. Como eluyente se empleé mezcla de
solventes benceno: &cido acético: agua en relacion 10:4:0.1 respectivamente y como

agente revelador luz ultravioleta y camara de yodo.
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2.1.2 Tamiz Molecular

Para la reduccion de particula de los polimeros sintetizados se empled un tamiz analitico
de 0.8" x alto 2" ASTM E11 con una abertura de 106um, malla 140 Mesh de la casa
Endecotts.

2.1.3 Punto de fusioén

Los puntos de funcibn de los resorcinarenos fueron tomados en un fusibmetro
Electrothermal 9100 SMP11 con una velocidad de calentamiento de 1 a 10 °C por min de

la casa Stuart-Equipment y se reportan sin corregir.

2.1.4 Infrarrojo IR-ATR

Los espectros IR fueron tomados en un espectrémetro ThermoFisher Scientific iD1
Nicolet iS5 IR con accesorio ATR de seleniuro de zinc (ZnSe) y dado en cm™ (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA)

2.1.5 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN-'H y RMN-13C se tomaron en un espectrometro Bruker Avance
400 (400 MHz para *H y 100 MHz para **C), usando DMSO-ds y DO como solventes; los
desplazamientos quimicos se dan en unidades & (ppm) utilizando la sefial de disolvente

como referencia.

2.1.6 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

La caracterizacion morfolégica del copolimero y la modificacién fisica de los
resorcinarenos se realizo utilizando un microscopio electronico de barrido QUANTA 200
marca FEI con detectores de electrones secundarios y de electrones retrodispersados y
una sonda EDAX. Las muestras, al no ser conductoras, fueron pretratadas con un equipo

de recubrimiento metdlico de oro y de evaporacion de carbono.
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2.1.7 Cromatografia liguida acoplada a espectrometria de masas

La reaccion de la mezcla se centrifugd a 15.000 rpm durante 3 minutos a temperatura
ambiente, el sobrenadante se diluyé 1000 veces y se analizaron 2 pL en un Bruker Impact Il
LC Q-TOF MS equipado con ionizacion por electrospray (ESI) en modo positivo. Las
condiciones cromatograficas fueron, columna Intensity Solo C18 (2,1 x 100 mm, 1,8 ym)
(Bruker Daltonik), a una temperatura de 40 °C y un caudal de 0,250 mL min. Se utilizaron
las fases maviles de agua (A) y acetonitrilo (B), cada una con un 0,1% de &cido férmico.
Elucion isocrética 5 %B a 2 min. Condiciones de la fuente ESI: desplazamiento de la placa
final 500 V, capilar 4500 V, nebulizador 1,8 bar, gas seco nitrégeno 8,0 L/min, temperatura
seca 220 °C.

2.2 Sintesis de Resorcinarenos

La sintesis de resorcinarenos se llevé a cabo segun los mdltiples protocolos establecidos en
los trabajos de investigacion del grupo de Aplicaciones Analiticas de Compuestos Organicos
(AACQ) 58595963106 5 través de los afios, donde la reaccién de condensacion se realiz6 en
una mezcla agua:etanol variando los sustituyentes del borde inferior del resorcinareno

mediante los aldehidos de partida. La relacién estequiométrica usada fue 4:4.

2.2.1 Sintesis de C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A)

Se afiadi6 cuidadosamente &cido clorhidrico (3 mL) a una solucién de resorcinol (10 mmol)
y el aldehido (10 mmol) respectivamente, en una mezcla de etanol/agua 1:1 (50 mL) en un
balén de reaccidn, se enfria la mezcla hasta alcanzar los 0° grados, seguido a esto se hizo
reaccionar a reflujo con agitacién constante durante un tiempo de 6 a 12 h, se hace el
respectivo seguimiento por CCD posteriormente se lleva a temperatura ambiente, se filtr6 y
lavo con agua. Finalmente, el filtrado se seco al vacio y se caracterizé mediante técnicas
espectroscopicas IR, RMN-'H y RMN-13C.

2.8,14,20-Tetraquis(etil)calix[4]resorcinareno: fue obtenido como un sélido amarillo con un

rendimiento de 89%, un punto de fusién (descomposicién) >250 °C. IR (ATR-ZnSe/cm™):
3400 (O-H), 2980 (ArC-H), 2920 (alifatico C-H), 1610 (C=C), 1500 (O-H), 1290 (C-O);
(Anexo 1) RMN-'H, DMSO-ds, d (ppm): 0.79 (t, 12 H, CHs), 2.09 (q, 8H, CHy), 4.09 (t, 4H,
CH), 6.15 (s, 4H, orto a OH), 7.21 (s, 4H, meta a OH), 9.00 (s, 8H, OH) (Anexo 2); RMN-
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13C, d (ppm): 12.6, 26.6, 35.1, 102.3, 123.1, 125.0, 151.6 (Anexo 3); masa tedrica calculada
600.3 m/z: 601.3 [M+1] (Anexo 4)

2.2.2 Sintesis de C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (1B)

Se afiadi6 cuidadosamente &cido clorhidrico (3 mL) a una solucién de resorcinol (10
mmol) y el aldehido (10 mmol) respectivamente, en una mezcla de etanol/agua 1:1 (50
mL) en un balén de reaccion, se enfria la mezcla hasta alcanzar los 0° grados, seguido a
esto se hizo reaccionar a reflujo con agitacion constante durante un tiempo de 18 h a 24
h, se hace el respectivo seguimiento por CCD posteriormente se lleva a temperatura
ambiente, se purifica mediante rotaevaporacion. Finalmente, el filtrado se sec6 al vacio y

se caracterizé mediante técnicas espectroscépicas IR, RMN-*H y RMN-3C.

2.,8,14,20-Tetraquis(hexil)calix[4]resorcinareno: fue obtenido como un sdlido color naranja

con un rendimiento de 78%, un punto de fusiébn (descomposicion) >250 °C.
IR (ATR-ZnSe/cm™): 3300 (O-H), 2950-2910 (ArC-H), 2860 (alifatico C-H), 1610 (C=C),
1510 (O-H), 1280 (C-O) (Anexo 5); RMN-H, DMSO-ds, & (ppm): 0.82 (t, 12H, CH3), 1.21
(m, 32H, CH,), 1.99 (g, 8H, CHy), 4.21 (t, 4H, CH), 6.14 (s, 4H, orto a OH), 7.11 (s, 4H,
meta a OH), 8.87 (s, 8H, OH) (Anexo 6); RMN-C, & (ppm): 13.8, 22.1, 27.7, 28.8, 31.4,
32.5, 34.0, 102.3, 123.0, 124.8, 151.6 (Anexo 7); masa teérica calculada: 824.5 m/z:
847.5 [M+Na] (Anexo 8)

2.3 Interaccion Host-Guest (Huesped-Hospedero)

2.3.1 Evaluacién de la interaccion molecular entre una solucion
de L-carnitina con los resorcinarenos mediante RMN- H.

La evaluacion de interacciobn entre el C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno y el C-

tetra(hexil)calix[4]resorcinareno y la L-carnitina se llevaron a cabo por RMN-H. Para

esto se planted las siguientes cantidades de cada compuesto para cada estudio de

interaccion molecular (Tabla 2-1)
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Tabla 2-1. Preparacion de soluciones para estudio de interacciones moleculares por

RMN-H.
Muestra Compuesto Cantidad Solvente Cantidad (pL)
(mmol)
1 L-carnitina 0.124 D20 700
Etilresorcinareno 0.016 DMSO-ds 500
2 L-carnitina 0062 | DO 200
3 Etilresorcinareno 0.033 DMSO-ds 500
L-carnitina 0.012 D20 200
4 Hexilresorcinareno 0.012 DMSO-de 600
L-carnitina 0.062 D20 100
5 Hexilresorcinareno 0.024 DMSO-de 600
L-carnitina 0.012 D20 100

2.3.2 Evaluacion de la interaccion molecular de la L-carnitina con
los Resorcinarenos 1A y 1B mediante HPLC-MS

Para evaluar la interaccién de los resorcinarenos C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A) y

C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (1B) con

procedimiento (figura 2-1.)

la L-carnitina se

realizé6 el

siguiente
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Figura 2-1. Preparacion de soluciones para estudio de interacciones moleculares por LC-
MS.

0.1 n(1C) 2
L—caitina

Acetona-HPLC Acetona-HPLC H,O-Milli Q Acetona-HPLC Acetona-HPLC H,O-Milli Q

0.6n(1A) 0.8 n (1B)

a:c b:c a:c b:c
Toma de espectro
LC-MS
1 mL 1 mL 1 mL 1 mL
(- () T > ()
1:1 1:1 1:2 1:2

2.4 Sintesis de Poli(EDMA-co-BMA)

Los polimeros poli(BMA-co-EDMA) se sintetizaron siguiendo un procedimiento adaptado
de la metodologia de Castillo-Aguirre?*. El inhibidor de los monémeros se elimin
mediante cromatografia en columna clasica, usando silica gel 60 (0.063-0.200 mm de
diametro de particula). Una mezcla de etilenglicoldimetacrilato (EDMA) (12%, 570 pL) y
butiimetacrilato (BMA) (18%, 1 mL) se mezclaron: ciclohexanol (58.8%, 3.1 mL) y
dodecanol (11.2%, 0.56 g) a una temperatura 57° C en presencia de 1,1 azobis
(ciclohexanocarbonitrilo) (ABCN) (0.2%, 10 mg). Después se homogeniz6 mediante
ultrasonido durante 20 min a temperatura ambiente, luego se utilizé6 argén durante 10
min. El sélido formado se transfiere a un recipiente hermético y se calenté a bafio de
Maria a 57 °C durante 19 - 40 h. El s6lido formado se enfrié a temperatura ambiente y se

hizo lavados con EtOH; se sec6 al vacio a 55 °C hasta una masa constante. Finalmente,
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el polimero fue triturado y tamizado a un tamafio de particula de 106 um. El material

polimérico se caracteriz6 a través de IR (Anexo 12) y SEM.

2.4.1 Modificacion fisica de C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno y C-
tetra(hexil)calix[4] resorcinareno con Poli(EDMA-co-BMA)

La modificacion fisica de los resorcinarenos con el polimero se realiz6 siguiendo un
procedimiento de la metodologia de Castillo-Aguirre?* donde el C-tetra(etil) y C-
tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (0.84 mmol) respectivamente fue disuelto en (10 mL) de
solvente. Posteriormente (500 mg) de polimero tamizado fueron agregados, la mezcla se
lleva agitacién constante por 36 h a temperatura ambiente. El so6lido obtenido fue lavado
con EtOH a pH neutro y luego secado al vacio a 57 °C por 2 h, las mejores condiciones
se muestran en la tabla 2-2.

Tabla 2-2. Mejores condiciones para la modificacion fisica del material polimérico con los
resorcinarenos 1A y 1B.

Condiciones 1A 1B Pol + 1A (9) Pol + 1B (9)
a. Solvente EtOH por 24 h 2.2349g | 2.100¢g 0.234 0.100
b. Solvente EtOH por 48 h 21969 | 2.069¢g 0.196 0.069
. Solvente CHCls por24h | 2353¢ | 2550 ¢ 0.353 0.550

2.5 Evaluacion variable de procesos de sorcion: tiempo,
solventes, volumen de carga, concentraciéon y pH

Para el andlisis de la interaccion y la cuantificacién de sorcion del copolimero modificado
con los resorcinarenos 1A y/o 1B frente al analito L-carnitina 1C, previamente se evaltan

las mejores condiciones:

Tiempo

Solvente

Volumen de carga
Concentracién

pH

V V V V V
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Para ello la determinacion del contenido de analito se hizo mediante analisis gravimétrico
(en batch), donde la metodologia estandar para las pruebas fueron pesar el papel filtro
totalmente seco, 50 mg de los tres adsorbentes: P= Polimero(BMA-co-EDMA),
A= Polimero modificado con 1A y B= Polimero modificado con 1B con 3 mL de L-
carnitina 0.01 M disuelto en H,O Milli — Q y 1 hora de tiempo agitacion, se filtra, se deja
evaporar por completo el solvente después se procedi6 a pesar cada papel filtro. Se
realizé las medidas cambiando variables como: tiempo, solvente, volumen de carga,

concentracion y pH.

2.6 Protocolo de extraccion

Una vez establecidas las anteriores condiciones, se propuso el protocolo de extraccion

en fase solida de la siguiente manera:

1. Carga de los cartuchos de extraccion con la cantidad del sorbente, usando fritas para

sostener el sorbente.

2. Acondicionamiento del cartucho con el disolvente predeterminado en este caso agua
Milli-Q.

3. Carga del analito de interés L-carnitina.

4. Lavados con diferentes tipos de disolvente para la purificacion del analito.

5. La elucién como parte final del proceso de extraccion para su posterior cuantificacion.
Lo anterior se plasma en la siguiente figura 2-2

Figura 2-2. Protocolo de extraccion: a) carga de los cartuchos de extraccién con los
sorbentes b) acondicionamiento de los cartuchos y carga del analito de interés

(L-carnitina) c) lavados con disolvente y elucién de la L-carnitina.
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2.7 Cuantificacion de la L-carnitina en proceso de
adsorcion

Después de establecer las mejores condiciones de adsorcion de L-carnitina (Tabla 3-7)
se procedio la sorcion mediante extraccion en fase sélida (SPE) descrito en el apartado
anterior, para ello se alistan tres columnas de extraccion, en cada uno se alistan 50 mg
de compuesto (Poli(BMA-co-EDMA), polimero modificado con 1A o polimero modificado
con 1B) cargados cada uno con 3 mL de una solucion 0.01 M de L-carnitina preparado
con H2O Milli - Q pH 7. Finalmente se coloca en un agitador (Shaker) por 60 minutos y se
extraen, después, se toman alicuotas de 0.6 mg/mL y 1.2 mg/mL de concentracion por
triplicado para realizar la debida cuantificacion mediante cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a masas LC-MS, las especificaciones de esta técnica se encuentra
en la seccion 2.1.7. Para el proceso de desorcion se realiza el mismo procedimiento

mencionado anteriormente, solo se lleva a pH 2 seguida de la toma en LC-MS.
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3.Resultados y discusion

Los analisis y discusion de resultados se dividiran en cinco etapas principalmente, las

cuales fueron presentadas en la metodologia y se esquematizan a continuacion.

Esquema 3-1. Etapas que conforman el desarrollo del trabajo

R
1. C3HgO
2. C7H,,0

Etapa 1: Sintesis de Resorcinarenos

HO OH oO. _H
T — | G

HO OH

4
R

1A -C,H;
1B -C5Hy4

Y

Etapa 2: Interaccion

1 R=-C,H;
2 R=-CgHy3

Etapa 3: Obtencion Copolimero

<. O
O/\/\
o

O/\/\

Etapa 3.1: Modificacion fisica del Copolimero

. |Etapa 4: Optimizacion de variables

"~ |de proceso de sorcion

'

Etapa 5: Cuantificacién de L-carnitina en
proceso de adsorcion
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3.1 Sintesis y caracterizacion de resorcinarenos (etapa 1)

En los procesos de interaccion Host-Guest (huésped-hospedero) con los resorcinarenos
1A y 1B los cuales los diferencia la longitud de la cadena alquilica (Esquema 3-2 y 3-3)
es crucial que la conformacion permita un reconocimiento seguro, esto se logra cuando
los resorcinarenos presentan una conformacién tipo corona, para esto se adaptaron
diferentes tipos de metodologias * 2% 17, Las principales diferencias de estos procesos
radican en el tiempo de reaccion, temperatura y tipo de solvente empleado, el que
presentd resultados mas prometedores fue el trabajo publicado por Franco!®’ y
colaboradores, esta metodologia consiste en la ciclocondensacién acida entre el
resorcinol y el aldehido correspondiente, ya sea propanal para el resorcinareno 1A vy
heptanal para el resorcinareno 1B. En este proceso el disolvente empleado fue una
mezcla etanol/agua en proporciones 1:1. Finalmente la reaccion es sometida a agitacion

constante en reflujo por distintos tiempos dependiendo del aldehido a utilizar.

3.1.1 Sintesis de C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno

En la sintesis del C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (esquema 3-2) se obtuvo como un
sélido de color amarillo con un rendimiento del 95%. El analisis por IR (Anexo 1) se
puede resaltar la banda de 3400 cm?, que presenta un ensanchamiento propio de
tensiones OH, atribuidas a los hidroxilos del borde superior del resorcinareno. También la
banda en 2920 cm™, asignadas a las cadenas alifaticas del borde inferior por vibraciones
CH; la sefial en 1610 cm™indica la presencia de vibraciones -C=C- para los anillos de las
unidades de resorcinol y por Ultimo la banda en 1290 cm™ muestra las vibraciones C-O
de las uniones entre los hidroxilos y los anillos del resorcinol. En general estas bandas

son tipicas para resaltar las caracteristicas funcionales del macrociclo.
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Esquema 3-2. Reaccion de obtencién de C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A).

1A 95%
HO OH 0]
)k H,0:EtOH, HCI (conc.) _
+ R H Reflujo 6-12 h

masa: 600.3

Continuando con el analisis de la estructura del compuesto obtenido se realizd el
espectro de RMN-'H (Anexo 2) donde se destaca la sefial en 9.00 ppm con integracion
para 8 protones, correspondiente a los hidroxilos de las unidades de resorcinol; un par de
sefales con desplazamiento en 7.21 y 6.15 ppm (ambas singletes) las cuales son las
Unicas que se presentan en zona de hidrégenos aromaticos, que indica la presencia de
protones en las posiciones 1y 2 de la unidad de resorcinol respectivamente. Ademas, y a
manera de resaltar esta multiplicidad de singuletes que identifica el conformero corona.
Por otro lado, una sefial con desplazamiento en 4.09 ppm que integra para 4 hidrégenos
y con una multiplicidad triplete es asignada al puente metino, que a su vez esta unido a
un metileno procedente de la cadena alifatica proveniente del aldehido de partida. El
resto de sefiales corresponden con la cadena alifatica en el borde inferior, como ejemplo
se tiene las sefiales de 2.09 (g, 8H, CH,) y 0.79 (t, 12H, CHs) las cuales explican las
cadenas alifaticas de los CH; Y CH; carbonos que sustituyen el borde inferior del

resorcinareno.

Con respecto al espectro RMN-3C (Anexo 3), muestra un total de 7 sefiales donde se
puede ver dos grupos de sefales, especificamente 4 en campo bajo (asighadas a la
parte aroméatica de la molécula) y 3 en campo alto (correspondientes a la parte alifatica).
Con respecto a campo bajo, las sefiales de 151.6, 125.0, 123.1 y 102.3 ppm son
asignadas por desplazamiento del sistema aromatico. En campo alto, cabe resaltar la
sefal en 35.1 ppm para el puente metino y que explica su mayor desplazamiento frente a
las demas de este campo debido a la union con los anillos del macrociclo; las sefiales
restantes son asignadas a la cadena alquilica del borde inferior 26.6 para el carbono CH
y 12.6 para carbono CHs. Toda la informacién de los andlisis por RMN de la molécula 1A

estd condensada en la Tabla 3-1.
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Tabla 3-1. Datos de caracterizacion 1A C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno

H ppm 13C ppm
HO 1 | (079) | 1 12.6
L7 o) | 2 26.6
3 | @09) | 3 35.2
. 42 | (815) | 4 | 1023
5 | (7.21) | 5 | 1234
5 | @00) | 6 | 1250
— [ — 7 | 1516
L —14

Basados en los andlisis espectrales, y en concreto con el espectro de RMN-H en las que
solo se observa un singlete tanto para los hidrogenos aromaticos como para los del
hidroxilo, se puede deducir que la sintesis conduce mayoritariamente a la formacién de
un solo tipo de isémero, evidenciado por las sefiales orto y meta del singlete con
integracion para 4 hidrégenos que indica ambientes quimicos iguales para estas
posiciones. Finalmente se realiz6 un espectro de masas de masa molecular 600.3
obteniendo un ion pseudomolecular de 601.3 [M+1] (Anexo 4) lo que corrobora la

correcta sintesis del tetramero 1A y que no se formaron aductos adicionales.

3.1.2 Sintesis de C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno

Con respecto a la sintesis del C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (esquema 3-3) se
obtuvo un soélido de color naranja con un rendimiento del 78% esta disminucién del
porcentaje de rendimiento con respecto al resorcinareno anterior pudo darse por varios
factores como el disolvente empleado, ya que se usé la misma mezcla 1:1 etanol/agua
en las dos sintesis y en diferentes publicaciones de la sintesis de resorcinarenos, se
plantea que el uso de diferentes proporciones de esta mezcla afecta directamente la
polaridad y por esta razén el rendimiento mismo de los conformeros, encontrando valores
que varian entre 28 y 97%'% dependiendo del tamafio de cadena. Otro factor, fue el
efecto del catalizador ya que también permite un cambio del rendimiento del aducto
obtenido. Por ultimo, la evaluacién del tiempo de reaccién usado para la sintesis de los

dos resorcinarenos presenta una variacion dependiendo del tamafio del aldehido
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empleado ya que interviene directamente la estabilidad conformacional 1°® encontrandose
gue a mayor tamafio de cadena mayor tiempo empleado de reaccion, variando los
tiempos entre 6 hasta 36 horas. Por esta razén, se realizé seguimiento de las reacciones
por cromatografia de placa delgada (CCD) para corroborar los tiempos de reaccién,
reactivos consumidos de partida y poder dar como concluida la reaccion. Posterior a esto
se analiz6 mediante IR (Anexo 5). De lo anterior se puede resaltar la banda de 3300 cm’
1 que presenta un ensanchamiento propio de tensiones OH, atribuidas a los hidroxilos
del borde superior del resorcinareno. También la banda en 2860 cm?, asignadas a las
cadenas alifaticas del borde inferior por vibraciones CH; la sefial en 1610 cm™ indica la
presencia de vibraciones -C=C- para los anillos de las unidades de resorcinol y por ultimo
la banda en 1280 cm™ muestra las vibraciones C-O de las uniones entre los hidroxilos y

los anillos del resorcinol.

Esquema 3-3. Reaccion de obtencion de C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (1B).

1B 78%

HO OH 0
)k H,0:EtOH, HCI (conc.)
L ¥ Reflujo 18-24 h

R =CgHy3

Para profundizar en la elucidacién estructural, el compuesto fue analizado por RMN-H
(Anexo 6) donde se destacan las sefiales en los 8.87 ppm con integracion para 8
protones, correspondiente a los hidroxilos de las unidades de resorcinol; un par de
sefales con desplazamiento en 7.11 y 6.14 ppm (ambas singletes) al estar las sefiales
en un mismo lado del espacio nos indica que el conférmero es del tipo corona, ademas
las sefiales son las Unicas que se presentan en zona de hidrégenos aromaticos, que
indica la presencia de protones en las posiciones orto y meta de la unidad de resorcinol
respectivamente. Por otro lado, una sefial con desplazamiento en 4.21 ppm que integra
para 4 hidrégenos y con una multiplicidad triplete es asignada al puente metino, la cual
reitera la condensacion (igual que el compuesto anterior (1A) y ciclacion del macrociclo
de cuatro miembros, que a su vez esta unido a un metileno procedente de la cadena

alifatica aportada por el aldehido. El resto de sefiales cumplen con las sustituciones
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alifaticas en el borde inferior, como ejemplo se tiene las sefales de 0.82 (t, 12H, CHs),
1.21 (m, 32H, CHy) y 1.99 (q, 8H, CH), 2.20 (m, 8H, CH), las cuales explican las 4

cadenas alifaticas de seis carbonos que sustituyen el borde inferior del resorcinareno.

Mediante RMN-3C (Anexo 7) se resaltan un total de 11 sefiales donde se puede ver dos
grupos de sefiales, especificamente 4 en campo bajo (asignadas a la parte aromatica de
la molécula) y 7 en campo alto (correspondientes a la parte alifatica). Con respecto a
campo bajo, las sefiales de 151.6, 124.8, 123.0 y 102.3 ppm son asignadas por
desplazamiento a la posicion orto y meta a los hidroxilos, al carbono aromatico unido al
puente metino y al carbono aromatico unido a los hidroxilos. En campo alto, cabe resaltar
la sefial en 34.0 ppm para el puente metino y que explica su mayor desplazamiento
frente a las demas de este campo debido a la unién con los anillos del macrociclo; las
sefales restantes son asignadas a la cadena alquilica del borde inferior 32.5, 31.4, 28.8,
27.7, 22.1 para carbonos CH, y 13.8 para carbono CHs. toda la informacién de los

andlisis por RMN de la molécula 1B esta condensada en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2. Datos de caracterizacion 1B C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno

H° 'H| ppm | *C | ppm
T [(082)] 1 | 138
2 [ (21)| 2 | 224
3| (1.99) 3 27.7
4 (4.21 ) 4 28.8
5 | (8.1 4) 5 31.4
-] B (?.1 1) B 32.5
(B.B?) 7 34.0
- - 8 102.3
- - 9 123.0
- - 10 124.8
- - 11 151.6
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De la misma manera al resorcinareno se realizd un espectro de masas de masa
molecular 824.5 obteniendo un ion pseudomolecular de 847.5 correspondiente a su masa
mas un sodio de masa 23 [M+Na] (Anexo 8) lo que corrobora la adecuada sintesis del
aducto 1B y productos colaterales como la polimerizacién de la molécula.

En esta primera etapa del trabajo se obtuvieron los dos resorcinarenos propuestos con
caracteristicas similares entre si. Un sélido de color amarillo para el compuesto 1A y uno
de color naranja para el compuesto 1B con rendimiento similares a lo reportado en la
literatura 3. Adicional se resaltan en los dos compuestos la obtencién de los conférmeros
tipo corona; este tipo de analisis se obtiene a partir de las dos sefiales que se observan
con una multiplicidad de singuletes para los hidroxilos y los hidrégenos aromaticos mas
desplazados en campo bajo, evidenciando la equivalencia en el ambiente quimico del

compuesto 1A y 1B respectivamente como se observa en la figura 3-1.

Figura 3-1. Compilado de espectros RMN-'H de los compuestos 1A (superior) y 1B
(inferior).

B ® ]
HO . \\{/'@r‘/l
L)
H
2
HsC™
L 4
= ® ]
¥ VA | —
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3.2 Interaccion Host-Guest (Huésped-Hospedero) entre
C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A) y C-tetra(hexil)
calix[4] resorcinareno (1B) con L-carnitina (etapa 2)

Como parte inicial sobre los procesos de interaccion Huesped-Hospedero se realizd un
estudio en solucion para establecer la afinidad de estos tipos de compuestos, gracias a
gue los resorcinarenos poseen una cavidad rica en electrones que les permite formar
interacciones con compuestos especificos como lo son grupos tetraalquilamonio,
interacciones de tipo CH- 1, puente de hidrogeno, dipolo-dipolo, catién-r'% que tienen
como propiedad principal la presencia de fuertes donadores de electrones como lo son
los grupo hidroxilo, permitiendo que la densidad electrénica del anillo aumentel®.
Después de caracterizar los resorcinarenos 1A y 1B, resaltando la existencia del
conformero tipo corona como producto mayoritario, se procedié a realizar las pruebas de
interaccion con L-carnitina. Para el proceso de analisis e interaccion de los
resorcinarenos (1A-1B) y evaluar sus propiedades host-guest con el analito (L-carnitina)
se realizaron mediante dos técnicas: 1. Resonancia Magnética Nuclear protonica (tabla
2-1) se emplea esta metodologia que consiste en analizar los desplazamientos quimicos
(ppm) mas representativos de los resorcinarenos (Host) y como estos fluctian en
presencia de una molécula externa (Host-Guest) 2. Espectrometria de masas del tipo
electrospray método conocido como “ionizacion suave”, técnica elegida por ser sencilla y
rapida, tiempos de andlisis cortos, mayor sensibilidad lo que da lugar a fragmentaciones

“minimas” y espectros relativamente sencillos de interpretar.

3.2.1 Interaccion molecular entre una solucion de resorcinarenos
(1A - 1B) con L-carnitina (1C) mediante RMN-H
Después de caracterizar los resorcinarenos 1A (anexo 2) y 1B (anexo 4) por las técnicas
descritas y de confirmar su conformacién tipo corona, se realizé la toma RMN-'H de la
L-carnitina con el fin de identificar sus sefales (anexo 9), estas sefiales se tabulan en la
tabla 3-3 para observar sus posteriores desplazamientos en su interacciéon Host-Guest
con C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A) y C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (1B), para
la toma del primer espectro RMN-!H de la interaccién, se tomé (0,12 mmol) de L-carnitina
disuelta en (200 pL) de DO mezclada con (0,03 mmol) de C-tetra(etil)calix[4]

resorcinareno en (500 yL) DMSO-ds respectivamente, agitando finalmente las muestras
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durante 15 minutos hasta su completa dilucién, teniendo como resultado se procedi6 a la
toma del espectro RMN-H (Figura 3-2)

Tabla 3-3. Datos de caracterizacion del compuesto 1C (L-carnitina)

Proton L-Carnitina (6 ppm)

b OH o A 2.40
\N+ B 3,19
e d o C 3.39

C d
D 4.53

Figura 3-2. Espectro RMN-'H interacciébn host-guest entre C-tetra(etil)calix[4]
resorcinareno 1Ay la L-carnitina 1C.
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En la anterior figura se observan desplazamientos de las sefales de la L-carnitina, estos
corrimientos se tabulan en la tabla 3-4.
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Tabla 3-4. Desplazamientos de las interacciones de los protones de L-carnitina 1C frente
a C-tetra(etil)calix[4] resorcinareno 1A.

. L-Carnitina . .
oH o Protén (1C) 5 ppm 1A+ 1C | Diferencia de & ppm
b\ a 2.40 2.16 0.24
N
- b 3.19 3.04 0.15
/ + d , o
C da c 3.39 323 0.16
d 453 — -—

Con respecto a las sefiales de la L-carnitina, muestran desplazamientos hacia campo alto
en comparacion al espectro de la L-carnitina libre y el espectro de la L-carnitina
acomplejada con el resorcinareno (figura 3-2), lo que era el comportamiento esperado,
en donde se corrobora lo publicado en articulos sobre la afinidad existente de los
resorcinarenos con grupos tetraalquilamonio!®, esta interacciéon, estaria dada por la
formacion del sistema CH-1r entre la L-carnitina y la cavidad rica de electrones del
resorcinareno (cation-t), la cual enriquece la densidad electronica de los protones del

grupo tetraalquilamonio (esquema 3-4).

Esquema 3-4. Interaccion host-guest entre 1A y L-carnitina 1C
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De manera complementaria se muestran los desplazamientos RMN-'H del resorcinareno
1A (Tabla 3-5) donde los desplazamientos de los protones a al d son demasiados bajos,
a excepcion del proton e lo que demuestra que la capacidad de interaccion host-guest del
compuesto 1A respecto al analito es fuerte en esa area y se demuestra con mayor
interaccion en su borde inferior del mismo, asimismo se podria decir que el analito esta

llegando hacia la parte mas profunda del resorcinareno.

Tabla 3-5. Desplazamientos de las interacciones de los protones del C-tetra(etil)calix[4]
resorcinareno 1A frente L-carnitina 1C

Proton | 1A 1A +1c | Diferencia f
ppm & ppm

a 0.79 0.74 0.05

b 2.09 215 0.06

c 4.09 4.09 0.00

d 6.15 6.15 0.00

e 7.21 7.07 0.14 HaC

f 9.00 — — a -4

Para la toma del segundo espectro RMN-'H se realizé la misma metodologia del
compuesto 1A, aqui se tom6 (0,12 mmol) de L-carnitina disuelta en (100 pyL) de DO
mezclada con (0,03 mmol) de C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno en (600 uL) DMSO-ds
respectivamente, agitando finalmente las muestras durante 15 minutos hasta su completa

dilucién, teniendo como resultado (Figura 3-3)
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Figura 3-3. Espectro RMN-'H interaccién host-guest entre C-tetra(hexil)calix[4]
resorcinareno 1B y la L-carnitina 1C.
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En la anterior figura se observan desplazamientos de las sefales de la L-carnitina, estos

corrimientos se tabulan en la tabla 3-6

Tabla 3-6. Desplazamientos de las interacciones de los protones de L-carnitina 1C frente
a C-tetra(hexil)calix[4] resorcinareno 1B

b OH 0 Proton h’g?rﬁn::: 1B +1C lee;;r:.:ua 5
N a 2.40 2.11 0.29
A d 0 b 3.19 3.07 0.12
C a c 339 304 0.15
d 453 __

Con respecto a las sefiales de la L-carnitina también se muestran desplazamientos hacia
campo alto en comparacion al espectro de la L-carnitina libre y el espectro de la adicién
de L-carnitina acomplejada con el resorcinareno (figura 3-2) lo que indica la interaccién
del huésped en la cavidad electrénica del macrociclo, que se ve mas marcada en la sefial
de los metilos al ser estos los que interactian directamente con la cavidad hospedera

(esquema 3-5).
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Esquema 3-5. Interaccion host-guest entre los compuestos 1B y 1C

R=-CgHq3

De igual manera se muestran los desplazamientos RMN-'H del resorcinareno 1B (Tabla
3-7) donde los desplazamientos de los protones a al e siguen con la tendencia a ser
demasiados bajos a excepcion del protén f que demuestra que la capacidad de
interaccion host-guest del compuesto 1B y entra a la cavidad mas baja en el borde

inferior.

Tabla 3-7. Desplazamientos de las interacciones de los protones del C-tetra(hexil)calix[4]
resorcinareno 1B frente a la L-carnitina 1C.

e g Protd 1B 1B +1C Diferencia
HO OH roron | 5 ppm 5 ppm
a 0.82 0.76 0.06
b 1.21 114 0.07
c 1.99 1.88 0.11
(HEC]4 d 4 21 419 0.02
b I e 6.14 6.14 0
CHa, f 711 6.07 0.14
— a —4 o 887 | — -

Como se planted anteriormente existe una interaccion entre los compuestos 1A y 1B
frente a 1C de las que se analizan que: en primera medida se puede observar que no hay
diferencias notables en la interaccién entre los dos resorcinarenos y la L-carnitina ya que
los desplazamientos del analito tienen un corrimiento similar. La diferencia del proton a
de la L-carnitina frente a 1A y 1B es solo de 0.05 para el protén b 0.03 y el protén c de
solo 0.01 respectivamente, en segunda medida las interacciones de estos agregados

moleculares se mantienen unidas a enlaces del tipo no covalente>>11011! |as interacciones
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mas fuertes se ve en el protén a de la L-carnitina donde el enlace es del tipo CH-,
debido a la cadena alifatica adyacente a los grupos hidroxilo y carboxilato de la carnitina
y el sistema pi proporcionado por los sistemas de los resorcinarenos, la segunda
interaccion mas dominante se ve en el protén b también por una interaccion del tipo CH-
 adicional de un enlace tipo cation-1m del grupo tetraalquilamonio de la L-carnitina frente
al sistema 1 aromatico del resorcinareno, finalmente la interaccion del proton c de igual
forma es del tipo CH-TT finalizando el ultimo tipo de coordinacion supramolecular!!? entre

el analito y los resorcinarenos.

3.2.2 Interaccion molecular entre 1A y 1B con L-carnitina
mediante espectrometria de masas.
Para analizar la posible interaccion de los compuestos a analizar, se necesitaba de una
técnica poderosa para la identificacion de una amplia variedad de compuestos quimicos
para ello se utilizé el equipo de espectrometria de masas, el cual tenia una gran
accesibilidad para este tipo de moléculas de interés se empled como fuente, la ionizacién
guimica que produce relativamente poca excitacion lo que da lugar a pocas
fragmentaciones y los espectros resultantes sean en este caso “sencillo” de identificar y
obtener un peso molecular exacto. Para ello en primera instancia se tomé el espectro de
masas de la L-carnitina (Anexo 9) siendo consecuente con su peso molecular tedrico
161.1 y el resultado de su ion pseudomolecular 162.1 correspondiente a [M+1], teniendo
en cuenta los espectros de masas de 1A (Anexo 4) con su ion pseudomolecular 601.3
[M+1] y el espectro de masas de 1B (Anexo 8) 847.5 [M+Na], se evalud la interaccion de
la L-carnitina con los resorcinarenos de 1A y 1B descrito en la figura 2-1, alli se tomaron
relaciones estequiométricas 1:1 y 1:2 de calix[4]resorcinareno y L-carnitina
respectivamente, se realiz6 la toma de los espectros de masas, teniendo como resultado
una primera interaccion entre las moléculas 1A y 1C (Anexo 11) con un ion
pseudomolecular de 762.38 lo que corrobora junto al andlisis RMN-'H (figura 3-2) el
complejo que se forma entre el huésped 1A y el analito 1C esto debido a las
interacciones no covalentes que existen entre las dos moléculas como lo son de tipo:
cation-tr y CH- 1 que existen entre el C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno y la L-carnitina. La

adecuada interaccion entre el resorcinareno 1A y 1C se plasma en el esquema 3-6.
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Esquema 3-6. Interaccién Host-Guest (a) Reaccion de la interaccion entre la C-tetra(etil)
calix[4]resorcinareno 1Ay la L-carnitina 1C (b) Espectro de masas entre 1A y 1C.

Masa: 600.3 Masa: 161.1 Masa: 761.4
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El resultado de la segunda interaccién entre las moléculas 1B y 1C (Anexo 12) con un
ion pseudomolecular de 986.63 lo que corrobora junto al andlisis RMN-'H (figura 3-3) el
complejo que se forma entre el huésped 1B y el analito 1C esto debido a las
interacciones no covalentes como catiéon-m y CH-1 que existen entre el C-
tetra(hexil)calix[4]resorcinareno y la L-carnitina. Pese a que se tomaron relaciones
estequiométricas 1:1 y 1:2 de calix[4]resorcinareno y L-carnitina respectivamente para
analizar la mejor interaccion la relacion estequiométrica predominante en los dos casos
1A vs 1Cy 1B vs 1C fue de 1:1, ya que de lo contrario se deberia evidenciar una sefial
para una relacion 1:2 de 923.5 entre 1A y 1C (Anexo 11) y una sefial de 1147.7 entre 1B
y 1C (Anexo 12).

La adecuada interaccion entre el resorcinareno 1B y 1C se plasma en el esquema 3-7.
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Esquema 3-7. Interaccion Host-Guest (a) Reaccion de la interaccion entre la C-
tetra(hexil) calix[4]resorcinareno 1B y la L-carnitina 1C (b) Espectro de masas entre 1B y
1C.

1C

R=-C¢Hq3

Masa: 824.5 Masa: 161.1 Masa: 985.6

Al igual que la seccién anterior de la interaccién de los resorcinarenos 1A y 1B frente a la
L-carnitina mediante la técnica de RMN-!H, esta complementé este tipo de estudio de
interaccion mediante cromatografia liquida acoplada a masas (LC/MS). Para este tipo de
técnica complementaria, se utiliz6 la técnica de ionizacién suave que al producir
relativamente poca excitacion de los iones en fase gaseosa da lugar a pocas
fragmentaciones y una estabilidad del complejo en principio bastante alta, adicional
resultan en espectros relativamente sencillos de analizar e interpretar (Esquema 3-6 y
3-7 respectivamente) lo que permite una mayor determinacion del peso molecular del
analito. En adicion la técnica es bastante Gtil ya que permitié identificar cual fue la mejor
relacion entre 1:1 y 1:2 del resorcinareno y la carnitina respectivamente, ya que no se

ven picos estables. En el caso del resorcinareno 1A frente a 1C en una relacion 1:2 no se
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observa un ion pseudomolecular en 923.5 y para el resorcinareno 1B frente a 1C en una

relacién 1:2 tampoco se observa un pico estable en 1123.7.

3.3 Sintesis del copolimero: poli(BMA-co-EDMA) vy
sorcion con los resorcinarenos (1A y 1B) (etapa 3)

Después de sintetizar los macrociclos que se emplearian en la modificacion del material
polimérico, se procedid a realizar la sintesis del copolimero. Como parte de las etapas
del trabajo, se realiz6 la sintesis de materiales monoliticos derivados de BUuMA ya que su
reactividad los convierte en materiales muy prometedores para la reaccion con los
resorcinarenos sintetizados en este trabajo. Cabe destacar que estos materiales han sido
previamente estudiados 2#?°, En cuanto a la eleccién de estos polimeros debemos
recordar que al ser monolitos de origen organico!® presenta tolerancia a valores mayores
de pH que los hechos de bases inorganicas convencionales. Volviendo a este tipo de
monolitos organicos, existen factores que influyen en su obtencion. Se eligié un derivado
de metacrilato ya que la polaridad de este compuesto esta definida por el radical del
grupo Ester como lo es la del butiimetacrilato, en cuanto al entrecruzante fue de suma
importancia emplear el Etilendimetacrilato (EDMA) entre mayor porcentaje se adicione,
mayor serd el area superficial presente ** lo que influye en una mayor eficiencia de
transferencia de masas y un mejor anclaje entre el analito (L-carnitina) y la fase
estacionaria en cuanto al iniciador que en este caso fue el ABCN se adiciono entre 0.1-
1% ya que es el porcentaje adecuado para que no afecte el tamafio de los poros ° ya

gue esto afectaria la resistencia de la fase estacionaria a la fase movil.

3.3.1 Preparacion del material monolitico poli(BMA-co-EDMA)

Inicialmente se preparé el copolimero poli(BMA-co-EDMA) de acuerdo con el
procedimiento propuesto por Nasirtabrizi®® y posteriormente modificado por Castillo-
Aguirre y colaboradores 2* (Esquema 3-8) detallado en la metodologia seccién 2.4. Del
60% de porogenos el 90% corresponde al ciclohexanol y el 10% a dodecanol. En cuanto
al 40% restante de mondémeros y entrecruzante: 40% equivale al entrecruzante y 60% al
monémero. Para el iniciador se debe calcular el 1% de la mezcla de monémero y

entrecruzante.
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Esquema 3-8. Sintesis del polimero BMA-co-EDMA.
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El copolimero que se obtuvo fue de color blanco, con moderada resistencia mecéanica y
se caracteriz6 empleando IR-ATR (Anexo 13). En esta caracterizacién se encuentran las
sefiales caracteristicas de estos compuestos 2.957 cm-1 (C-H), 1.724 cm-1 (C=0), 1.144
cm-1 (C-0), 945 cm-1 (C-O-C). También se empledé SEM para observar (figura 3-4). En
la estructura del polimero poli(BMA-co-EDMA) se pueden observar diferentes aumentos:
500, 50 y 5 ym. En la microscopia A (500 um) se observa los glébulos en grupos que dan
la estructura caracteristica de los monolitos las micrografias B y C permiten distinguir
estructuras granulares que dan lugar al espacio intersticial del copolimero. Los poros
entre globulos permiten velocidades de flujo altas de fase moévil mientras que los mas
pequefios proporcionan area superficial, necesaria para una capacidad mayor del

monolito.

Figura 3-4. SEM de la estructura de poli(BMA-co-EDMA) A. 500 ym B. 50 ym C. 5 um

A
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3.3.2 Modificacion fisica de los copolimeros con C-
tetra(etil)calix[4]resorcinareno y C-tetra(hexil)calix[4]
resorcinareno con poli(BMA-co-EDMA)

Las modificaciones sobre las superficies poliméricas se pueden realizar mediante la
funcionalizacion del monémero antes de realizar la reaccién de copolimerizacién 116,
también mediante impresion molecular ', Por Ultimo la mas empleada es la post-
funcionalizacion o “grafting” es decir por reacciones quimicas sobre algun grupo funcional
del polimero o también se puede hacer por medio de un proceso fisico o de impregnacion
para ello se tuvo en cuenta la metodologia propuesta por Castillo 2>y colaboradores
para la modificacion fisica de los polimeros se emplearon los resorcinarenos (1A y 1B),
se realizaron modificaciones respectivas para obtener 6ptimas condiciones: el primer
cambio de solventes debido a los resorcinarenos 1A y 1B empleados en este trabajo no
son tan voluminosos como los descritos en las metodologias de ellos, donde se emplean
solventes como dimetilformamida (DMF) y dimetilsulfoxido (DMSO) o incluso mezclas
entre ellos para una mejor modificacion fisica del material polimérico, donde se propuso
solventes con un punto de ebullicion méas bajo, lo que mejoraria la reaccion y un adicional
de bajar la toxicidad de estos solventes a la hora de su manipulacion, para ello se
planteo:

a. Solvente EtOH por 24 h
b. Solvente EtOH por 48 h
. Solvente CHCI; por 24 h

Lo anterior se plasma en la figura 3-5. En el espectro infrarrojo (IR) se observa las
bandas caracteristicas del copolimero en 2.958 cm™ (C-H), 1.724 cm™ (C=0), 1.145 cm*
(C-0), 944 cm? (C-O-C) una banda adicional sobre los 3389 cm? (-OH) que es
caracteristica de los grupos hidroxilo (-OH) proveniente del C-tetra(etil)calix[4]
resorcinareno (1A) en este Ultimo el mejor procedimiento para la modificacion fisica del
material lo lleva empleando el solvente CHCI; por un tiempo de 24 horas ya que se
observa una mayor intensidad en la banda (-OH) que viene de la molécula 1A. Esto
debido a la afinidad que pudiera existir del material polimérico y el solvente ya que al
cambiar el solvente va variando la polaridad del mismo por lo que este puede ser un

factor determinante a la hora de la modificacion fisica del material. Lo mismo ocurre para
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lo sorcion con la molécula 1B donde la mejor metodologia es la opcion c¢ (figura 3-6).
Figura 3-5. Modificacion fisica de poli(BMA-co-EDMA) con 1A empleando: a. 10 mL
EtOH, tiempo 24 horas. b.10 mL EtOH, tiempo 48 horas y c¢. 10 mL CHCI; por 24 horas.
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Figura 3-6. Modificacion fisica de poli(BMA-co-EDMA) con 1B empleando: a. 10 mL
EtOH, tiempo 24 horas. b.10 mL EtOH, tiempo 48 horas y ¢. 10 mL CHClIs por 24 horas.
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El segundo cambio son las cantidades empleadas descritas en secciéon 2.4.1 ya que no
se obtenian cantidades significantes del material polimérico modificado con los
resorcinarenos 1A y 1B, por lo que plante6 aumentar estas cantidades para ello se
emplearon en ambos casos 2g del copolimero BMA-co-EDMA por 1g de resorcinareno

1Ay 1B respectivamente obteniendo los siguientes resultados Figura 3-7
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Figura 3-7. Mejores resultados experimentales de la modificacion fisica de los
resorcinarenos 1A y 1B con el material polimérico.
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Estos resultados complementan el buen resultado de modificar el solvente y las
cantidades usadas para la modificacion fisica polimérica de los resorcinarenos
empleados en este trabajo. Obtenido los mejores resultados de modificacion 0.353 g
Polimero modificado con 1A y 0.550 g de polimero modificado con 1B se procedi6 a
calcular la cantidad de resorcinareno sustituido en el polimero, para ello se calcula las
micromoles del compuesto modificado (1A), el resultado obtenido se divide en los
gramos de partida del polimero, obteniendo como resultado 294 umol del copolimero
modificado de 1A. El mismo procedimiento se aplica para el resorcinareno sustituido con
el polimero (1B), obteniendo como resultado 333.5 ymol del copolimero modificado de
1B.

Teniendo claro estas modificaciones se realiz6 la toma de espectro infrarrojo figura 3-7
donde se comparan los espectros infrarrojos del copolimero libre a con la modificacién
fisica de las moléculas 1A y 1B respectivamente. Alli se evidencia la modificacion fisica
por la banda de mas importancia 3389 cm?® (-OH) y 3280 cm? (-OH) de los

resorcinarenos 1A y 1B respectivamente.
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Figura 3-8. Espectro infrarrojo. a. poli(BMA-co-EDMA) b. poli(BMA-co-EDMA) modificado
con C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A) c. poli(BMA-co-EDMA) modificado con C-tetra
(hexil)calix[4]resorcinareno (1B).
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También se empled6 la técnica SEM para observar posibles cambios en la estructura de
los diferentes copolimeros figura 3-8. En esta se pueden observar diferentes tipos de
aumentos: 500, 50 y 5 ym, las microscopias develan que los copolimeros son bastantes
uniformes y porosos. Se observa que la formacién de microglébulos (producto de la
nucleacién al momento de la copolimerizacion) es similar a microscopias tomadas a otros
materiales poliméricos por Merhar y colaboradores!'® . En adicién, se observa el
crecimiento de cada uno de los copolimeros preparados figura 3-8 (a) y (b), donde se

observa que el mas homogéneo es el polimero (b).
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Figura 3-9. SEM en diferentes magnificaciones (mag) 5 ym, 50 ym y 500 ym a.
poliBMA-co-EDMA) b. poli(BMA-co-EDMA) modificado con C-tetra(etil)calix[4]
resorcinareno (1A) c. poli(BMA-co-EDMA) modificado con C-tetra(hexil)calix[4]
resorcinareno (1B).
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Estos resultados son un logré importante en la modificacion fisica de superficies
poliméricas derivadas del BMA, ya que demuestran que es posible “anclar” fisicamente
macrociclos de este tipo de resorcinareno de cadena alquilica corta y larga a monolitos

derivados del butilmetacrilato.
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3.4 Evaluaciones de variables de procesos de sorcion
(etapa 4)

Completadas las anteriores 3 etapas de la investigacion se debe marcar unas variables
claras y concisas para el analisis de la interaccién y la cuantificacion del copolimero
modificado con los resorcinarenos 1A y 1B frente al analito L-carnitina (etapa 4),
resaltando la importancia de establecer las condiciones éptimas del proceso, esto con el
fin de evitar procedimientos engorrosos con relacion en tiempo y costos para la Gltima
etapa que se realiz6 mediante LC-MS donde se debe de tener claro el tipo de disolvente,
evitar desangrados en la columna, tiempo minimo y maximo que se uso6 en la medicién
entre otros factores (descritos a profundidad en la seccién 2.5), para esto se realiza por
medio del andlisis gravimétrico en “batch” que consiste en poner en contacto el sorbente
con la solucion del analito, pasa por un proceso de filtrado y se deja volatilizar hasta
obtener una masa constante y se registra el sélido obtenido, para ello se evaluaron las
siguientes condiciones de:

Tiempo
Disolvente
Volumen de carga
Concentracion

pH

YV V. V V V

Alli se toma como referencia la capacidad maxima calculada de adsorcién de los dos
resorcinarenos modificados tabulados en la columna E de la tabla 3-10, se realiza la
correccion base con el blanco y se calcula el porcentaje total de retencion de cada
variable:

mf —mi

Donde:

%R = Porcentaje de retencion
mf = masa final

mi = masa inicial

ms = masa sorbente
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Usando la ecuacion se puede establecer las mejores condiciones del proceso,
obteniendo que:

el primer pardmetro que se evalué fue del tiempo que es un factor importante a la hora de
su evaluacion y cuantificacion cualquier tipo de interaccion se postulé 4 tipos de variables
con intervalos de 30 minutos que iban desde los 30 minutos a los 120 minutos, los
resultados se muestran en la figura 3-10. En este primer pardmetro de tiempo el mejor
resultado fue de 60 minutos, en este tiempo se tuvo el porcentaje maximo de sorcién
para los dos tipos de resorcinarenos modificados es importante resaltar que los mejores
resultados se basaron sobre los dos resorcinarenos en general.

Figura 3-10. Parametro de tiempo para el analisis, interacciéon y cuantificaciéon del
polimero modificado con 1A y polimero con 1B frente a L-carnitina.

Tiempo
100%
90%
= 80%
0 70%
g 60% m1A
O s50%
‘6 40% 1B
(J
& 30%
(]
X 209
%
10%
|
0%
30 min 60 min 90 min 120 min

El segundo pardmetro a evaluar es el solvente a emplear, este juega un papel importante
en el trabajo ya que, debe ser un solvente que disuelva el analito y que no interactie con
el polimero modificado y que sea practico al momento de emplear en la cromatografia.
para ello se postularon solventes de polaridad similar entre ellos agua (H20), metanol
(MeOH), etanol (EtOH) y acetonitrilo (ACN), los mejores resultados se muestran a

continuacion en la figura 3-11.
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Figura 3-11. Parametro de disolvente para el analisis, interaccion y cuantificacion del
polimero modificado con 1A y polimero con 1E frente a L-carnitina

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

= s

% Retencion

m1A
m1B

Disolvente

-

Agua MeOH EtOH ACN
100% 0% 0% 100%
100% 100% 7% 22%

los resultados lo tuvieron los solventes agua y acetonitrilo, aunque el acetonitrilo tuvo un

buen porcentaje para el polimero modificado con 1A; el agua como disolvente en ambos

casos para el polimero modificado con 1A y 1B da resultados mas adecuados, por un

lado eligiendo el agua como disolvente tenemos un mayor control de pH en el sistema,

por otro lado una baja contaminacion en el proceso. Para la tercera variable que es el

volumen de carga, los resultados se muestran a continuacion:

Figura 3-12. Pardmetro de volumen de carga para el analisis, interaccion y cuantificacion
del polimero modificado con 1A y polimero con 15 frente a L-carnitina.

100%

80%
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60%

40%

20%

0%
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3mL 6 mL 9mL
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Los resultados anteriores demuestran que no importa que volumen de carga se emplee,
los resultados desde 3 mL son éptimos para utilizar, lo que da una ventaja a la hora de
emplear cualquier técnica experimental ya que se puede manejar una amplia gama de
este parametro. Para efectos practicos se eligio el primer resultado de 3 mL para las

siguientes evaluaciones.

Para la siguiente variable que es la de concentracibn se obtuvieron los siguientes

resultados figura 3-13

Figura 3-13. Pardmetro de concentracion para el andlisis, interaccion y cuantificacion del
polimero modificado con 1A y polimero con 1B frente a L-carnitina

Concentracion
100%
\g 90%
- 80%
Q 70%
C 60%
‘9 50%
Q 40%
z 30%
20%
°\° 10%
0% —

1M 0.1M 0.05M 0.02 M 0.01M

1A 0% 100% 100% 100% 100%

1B 0% 0% 100% 52% 40%

Para este parametro de tanta importancia se adicion6 un valor, en esta observé una
tendencia que disminuye la concentracion, sobretodo en el polimero modificado con el
resorcinareno 1B, hallando su maximo valor de retenciéon en una concentracion de 0.05
M, de aqui ya existe un punto de inflexibn en su % de retencion, por lo que la

concentracion ideal para ambos casos es de 0.05 M.

Para la ultima variable que fue el pH los resultados fueron figura 3-14
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Figura 3-14. Parametro de pH para el analisis, interaccion y cuantificacion del polimero
modificado con 1A y polimero con 1E frente a L-carnitina.

pH
100%
90%
5 so%
- 70%
2 60%
3 50%
0 40%
2 30%
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10%
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1B 0% 60% 100% 100%

El comportamiento de los copolimeros modificados con los resorcinarenos 1A y 1B
resulto en un mejor porcentaje de retencion a medida que se va alejando de un pH acido
y acercando mas a un pH neutro los mejores resultados de retencién se da entre un pH
de 6 a 8 este comportamiento se podria dar por el comportamiento de la L-carnitina como
Zwitterién, ya que sus cadenas laterales con su grupo amino esta protonado y permitiria
generar mas enlaces de hidrégeno con los oxigenos del macrociclo e interacciones con

la cavidad del macrociclo.

Los mejores resultados que se obtuvieron después del analisis gravimétrico se tabulan a

continuacion en la tabla 3-8.

Tabla 3-8. Mejores resultados de tiempo, solvente, volumen de carga, concentracion y
pH para el andlisis, interaccion y cuantificacion del polimero, polimero modificado con 1A
y polimero modificado con 1B frente a L-carnitina 1C.

Variables Tiempo | Solvente | Volumen de carga | Concentracion | pH

Compuesto

Polimero + 1A 60 min H.0 3mL 0.05 M 6-8

Polimero + 1B
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3.5 Cuantificacion de la L-carnitina (etapa 5)

Después de establecer las mejores condiciones de adsorcion establecidas en la tabla 3-8
de L-carnitina se procedi6é hacer el proceso de sorcion mediante extraccidén en fase sélida
(SPE) figura 3-15.

Figura 3-15. Etapas de la extraccion en fase solida (SPE)

&
Q"“\‘
Q)“\
Dilucién 1 2 3 4
Directa 3 Cartucho Acondicionamiento i0
Lavados Elucion

Carga del analito

o »)

-
-
Analito ||

A Impurezas

Este procedimiento inicia con la etapa 1, donde se alista un cartucho o columna de

extraccion y se carga con un tipo de material poroso es decir los sorbentes obtenidos de
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la copolimerizacion. Este con el propésito de una retencidn selectiva en la fase sélida de

los compuestos que interfieren en la solucion de la muestra.

En la siguiente etapa de acondicionamiento consiste en poner disolventes en contacto
con el sorbente con el fin de un mejor fijado del sorbente en el cartucho. Posterior a esto
se afade el analito de interés (L-carnitina) a las condiciones establecidos en el paragrafo
anterior, seguido a esto se da la etapa 3 denominada etapa de lavados que tiene como
objetivo eliminar impurezas o componentes no deseados del analito que hayan sido
retenidos en simultdneo mediante el arrastre por lavado. Finalmente, la dltima etapa, la
etapa de elucibn donde se recoge nuestro analito de interés para su posterior
cuantificacién, alli se tomé 2 alicuotas por cartucho de concentraciones 0.6 mg/mL y 1.2
mg/mL para un total de 6 alicuotas. por otro lado, para el proceso de desorcién se
vuelven a cargar los tres cartuchos variando el pH a un valor de 2. Se tomaron 2
alicuotas por contenedor a las mismas concentraciones para su posterior lectura
mediante LC Q-TOF MS. El mismo procedimiento mencionado anteriormente se lleva a

cabo con el polimero modificado con el resorcinareno 1B.
Los mejores resultados anteriormente mencionados se tabulan a continuacion Tabla 3-9.

Tabla 3-9. Datos de adsorcidon del polimero, polimero modificado con 1A, polimero
modificado con 1B frente a la L-carnitna de 01 a 0.6 mg/mL.

Compuesto (Concentracion Area Compuesto |Concentracion Area Compuesto | Concentracion Area
34809 815 34799
0.6 mg/mL 38228 0.6 mg/mL ars1 0.6 mg/mL 40099

42401 45418 32001
POL 2072 POL+1A 22825 POL+1B 76189
1.2 mg/mL 85638 1.2 mg/mL 72483 1.2 mg/mL 216
6752,2 6340,56 28227

Posterior al proceso de extraccion de fase sélida, se procede a la cuantificacion de la
misma, para ello primero se realizé una curva de calibracién de seis puntos de 0.1 mg/mL
a 0.6 mg/mL (Anexo 14) obteniendo como resultado una buena reproducibilidad y una

buena linealidad (R?= 0,9984) la cual se muestra en la figura 3-16.
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Figura 3-8. Reproducibilidad y curva de calibracion de la L-carnitina de 0.1 a 0.6 mg/mL.

intens. |~
| mgmL

rea (AL)

? . y = 69220x - 1856,6
L R* = 0,9984

" a8 ! 2 14 Tima [min}

Partiendo de la linealidad que se obtuvo previamente, se eligen las mejores areas de
cada compuesto, POL (8563.8), POL + 1A (6340,5) y POL + 1B (7216), a partir de estos
datos se calculd la concentraciéon de los 3 compuestos partiendo de la ecuacion de la
recta, los datos obtenidos se tabulan en la siguiente tabla 3-10.

Tabla 3-10. Datos cuantificacion de la preconcentracibn de L-carnitina con
resorcinarenos modificados con una superficie polimérica.

Sorbente A B ¢ D E F
Area | mmol/g | Conc. (mg/ml) | Carnitina absorbida | Capacidad Maxima | % Absorbido
Polimero 8563 0.1505
Polimero + 1A | 6340 | 0.2940 0.1184 1.290 mg 2.369 mg 54.45
Polimero + 1B | 7216 | 0.3335 0.1310 0.780 mg 2.686 mg 29.03

Teniendo en cuenta los resultados tabulados en la tabla 3-10 se puede apreciar que €l
% de absorcién para el sistema del polimero + 1A es casi el doble en comparacion con el
sistema del polimero + 1B. Este comportamiento se puede atribuir a la posible formacién
de complejos en el sistema 1B, dadas por tipos de fuerzas intermoleculares no
covalentes como pueden ser del tipo hidrofébicas *° que crecen al aumentar la cadena
alquilica, impidiendo que la carnitina ingrese con facilidad a la cavidad del resorcinareno
1B. por otro lado, la mejor interaccion entre la L-carnitina y el sistema del resorcinareno
del polimero + 1A se deba a las posibles interacciones del tipo cation-1r y del tipo - T 52

dentro de la cavidad que existen del resorcinareno con la cara del tetrametilamonio del
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analito. A pesar de que los dos resorcinarenos 1A y 1B presentan una interaccion similar
con la L-carnitina en soluciéon los resultados muestran que la interaccion en fase
heterogénea es mayor entre el sorbente poli(BuMA-co-EDMA) modificado con el
resorcinareno 1A.

86



4.Conclusiones

1. Se sintetizaron con buenos rendimientos y conformaciones definidas dos
calix[4]resorcinarenos de diferente longitud de cadena en su borde inferior:
C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno (1A) y C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno (1B),
con rendimientos del 95% vy 78% respectivamente, los cuales fueron
caracterizados por diferentes técnicas instrumentales tales como: IR-ATR, RMN-
H, RMN-3C y espectrometria de masas, confirmando la conformacion tipo

corona.

2. Se sintetizé el copolimero poli(BMA-co-EDMA), comprobando su obtencidn
mediante IR-ATR y SEM.

3. Los estudios de acomplejamiento entre los resorcinarenos 1A y 1B con la
carnitina presentaron muy buenos resultados, resaltando el desplazamiento en las
sefiales de la L-carnitina para los sistemas de los resorcinarenos mediante (RMN-
1H) y su respectivo acoplamiento (espectrometria de masas), demostrando la

interaccidn host-guest de los sistemas.

4. Se logr6 la modificacion de la superficie polimérica con resorcinarenos,
obteniendo un 35% para el polimero modificado con 1A y un 58% para el

polimero modificado con 1B, estos se caracterizaron via IR-ATR y SEM.

5. Se evalué la preconcentracién de la L-carnitina mediante la técnica de extraccion
en fase sélida (SPE) y se cuantific6 mediante cromatografia liquida acoplada a
masas obteniendo un porcentaje de absorcién del polimero modificado con 1A de

54.45% y del 29.03% para el polimero modificado con 1B respectivamente.

6. La extraccion en fase sélida como método para la cuantificacion de la L-carnitina
con polimeros modificados fisicamente con resorcinarenos, presenta una mayor

eficiencia, rapidez y selectividad con resorcinarenos de cadenas alquilicas cortas.
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5. Recomendaciones

v' Realizar una blsqueda de procedimientos para optimizar el porcentaje de
rendimiento de adsorcion de la L-carnitina de los polimeros modificados fisicamente
con los resorcinarenos 1Ay 1B.

v' Realizar una serie de sintesis donde se prueben solventes de distinto rango de
polaridad para mejorar el rendimiento de los resorcinarenos modificados fisicamente

v' Experimentar y expandir los parametros de tiempo, solvente, volumen de carga,

concentracion y pH en pro de una mejor concentracion de L-carnitina.
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6. Productos académicos

6.1. Congreso

1. XVIII Congreso Colombiano de Quimica

Popayan, Colombia, 6 — 8 noviembre 2019

Estudio de la reaccion de nitracién del C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno.

Gabriel Andrés Ramirez Perdomo, Mauricio Maldonado Villamil.

6.2. Articulo (Revision Actualmente)

1. Sometido: Evaluation of a Resorcinarene-based adsorbents as a solid-phase extraction

material for the enrichment of L-carnitine.
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8. Ahexos

Anexo 1. Espectro IR (1A) C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno.
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Anexo 2. Espectro RMN-H (1A) C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno.
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Anexo 3. Espectro RMN-3C (1A) C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno.
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Anexo 4. Espectro de masas (1A) C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno.
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Anexo 5. Espectro IR (1B) C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno.
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Anexo 6. Espectro RMN-'H (1B) C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno.
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Anexo 7. Espectro RMN-3C (1B) C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno.
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Anexo 8. Espectro de masas (1B) C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno.
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Anexo 9. Espectro RMN-'H (1C) L-carnitina
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Anexo 10. Espectro de masas de la L-carnitina (1C).
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Anexo 11. Espectro de masas interaccion entre la C-tetra(etil)calix[4]resorcinareno 1A y la L-carnitina 1C.
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Anexo 12. Espectro de masas interaccion entre la C-tetra(hexil)calix[4]resorcinareno 1B y la L-carnitina 1C.
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Anexo 13. Espectro IR-ATR poli(BMA-co-EDMA)
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Anexo 14. Datos experimentales curva de calibracién de L-carnitina.

Level Dilution Factor| mgmL” Area
1 0,1 010472 5777 4
0,1 010472 57851

2 02 (,20944 12066
0.2 (,20944 12247

3 03 031416 20428
03 0314186 19729

4 04 041888 27104
04 041888 26885

5 05 05236 34521
05 0,5236 33495

5 0.6 (62832 41482
0.6 062832 42588

Area (AL)

s
.
o Y = 69220x - 1856,6
R2 = 0,9984
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Concentration (mgmL1)
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